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RESUMO

A vinhaca, um dos principais residuos gerados na transformacéo da cana-de-agucar em
etanol, possui potencial poluidor, frente ao alto volume produzido e por suas caracteristicas
fisico-quimicas. A contaminacéo de lagos e rios, por infiltracdo de residuos dispostos no solo,
como a vinhaca e fertilizantes, por exemplo, merece destaque. Desde a proibicdo do descarte
da vinhaca em &gua na década de 80, comecou-se a utilizar esse residuo como fertilizante nas
culturas canavieiras. Atualmente, essa préatica ird completar 40 anos e apenas em 2006 entrou
em vigor uma legislacdo regulamentando a fertirrigacdo pela vinhaca. O potencial toxico da
vinhaca, tanto no solo como na agua, vendo sendo comprovado por diversos estudos na ultima
década, porém estudos que relacionem o tempo de seu em solo com a toxicidade se fazem
necessarios. Tendo isso em vista, esse estudo objetivou entender se os anos de fertirrigacdo de
vinhaca altera a toxicidade no solo, a dinamica do ion potassio no solo e a toxicidade do
lixiviado da vinhaca que podem atingir as aguas subterréneas. Para isso, solos de culturas
canavieiras fertirrigadas com vinhaca por 5, 15 e 30 anos foram coletados para realizacdo do
bioensaio de toxicidade terrestre e estudos de fisica de solo. O bioensaio de toxicidade terrestre
foi realizado em triplicata expondo diplépodos da espécie Rinochricus padbergi por 21 e 42
dias. Apo6s a exposicao, trés individuos de cada terrario foram anestesiados e dissecados para
remocao do intestino médio para andlise histopatoldgica e marcacdo de HSP70. Os solos
apresentaram concentracdes variadas de componentes organicos e metais. Apds 21 dias, apenas
trés individuos sobreviveram ao solo S30 e apds 42 dias também foi observada alta mortalidade,
no tratamento com solo S15. A andlise histopatoldgica mostrou espessamento do bordo em
escova das células epiteliais, sendo esta alteracdo estatisticamente significativa para individuos
expostos aos solos S5 e S15 por 21 dias. A perda de adesdo das células epiteliais foi
estatisticamente significativa nos individuos expostos a S15 por 21 dias e S5 por 42 dias. A
dindmica do ion potéassio foi investigada mediante a analise de seus parametros de transporte,
obtidos pelo ajuste numérico das curvas de distribuicdo de efluentes (Breakthrough Curves,
BTC) aplicando o codigo CFITIM dentro do software STANMOD (STudio of ANalytical
MODels) e pelo modelo HYDRUS -1D. Nos ensaios em coluna segmentada a diferenga entre
o solo referéncia e os solos fertirrigados se deu na concentracdo de potéssio nos anéis inferiores,
sendo maior nos solos fertirrigados, indicando uma maior mobilidade do potassio nesses solos.
Nos ensaios de BTCs, observou-se nas curvas das simulagdes que a concentragdo de potassio
chegou a 100% dos valores de entrada para quase todas as triplicatas de todos os solos. O

equilibrio foi atingido mais rapido no solo S5 em rela¢éo ao solo referéncia e mais rapido ainda
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no S15. Em contrapartida, o solo S30 foi 0 que apresentou maior interacéo do ion potéssio com
o0 solo, confirmados por apresentar os maiores valores de coeficiente de retardamento (R) e
coeficiente de distribuicdo, sendo estatisticamente significativos quando comparados entre eles.
Apds os ensaios de fisica de solo, o lixiviado obtido nas colunas BTCs foi testado em diluicédo
de 5 %, em biosansaio de toxicidade aquética utilizando Oreochromis niloticus (Pisces) como
bioindicador e incidéncia de eritrécitos micronucleados e alteragdes histoldgicas e
quantificacdo de proteinas de estresse no figado com biomarcadores. Os resultados mostraram
acao genotoxica do lixiviado de vinhaga apds passagem nos solos de 5 e 15 anos, demonstrado
pela maior incidéncia de eritrocitos micronucleados, estatisticamente significativa quando
comparados ao controle. Os micronucleos foram formados possivelmente por acéo aneugénica,
uma vez que ndo houve acdo clastogénica confirmada pelo ensaio do cometa. Os peixes
expostos ao lixiviado do solo de 15 anos apresentaram indices de alteracGes estatisticamente
significativos para perda de limite celular e aumento de vactolos citoplasmaticos quando
comparados ao controle. Todos os tratamentos apresentaram aumento de volume dos nucleos
dos hepatocitos, sendo esta alteracdo estatisticamente significativa em relacdo ao controle. Ndo
houve diferenca na marcacao de polissacarideos neutros evidenciados pela técnica de PAS.
Mesmo ndo sendo estatisticamente significativos, observou-se um padrdo de atividade para
todas as enzimas presentes nesse estudo. A atividade das enzimas foi maior no tratamento com
lixiviado de vinhaga do solo de 15 anos e 0s menores valores no tratamento do lixiviado
proveniente do solo de 30 anos. Analisando os resultados de forma holistica, podemos inferir
que ao longo dos anos de aplicacdo de vinhaca, o potencial tdxico no solo aumenta a medida
dos anos de aplicacdo de vinhacga. Inversamente, a toxicidade para as aguas subterraneas
diminuiu no lixiviado do solo de 30 anos, uma vez que a tendéncia € que cada vez mais, parte
dos componentes da vinhaca, possam ficar mais retidos no solo devido ao acuimulo de matéria
organica e de ions com cargas positivas como potassio e calcio. Esse comportamento também
levanta o alerta para a saliniza¢do do solo com o tempo, podendo a longo prazo, afetar a prépria

producéo de cana-de-agucar.

Palavras-chave: Fertirrigacdo; diplopodos; potassio; ensaio do cometa; teste do micronucleo;

histopatologia; proteinas de estresse.



ABSTRACT

Vinasse, one of the main residues generated in the transformation of sugarcane into
ethanol, has a pollution potential, given its high byproduct volume and its
physicochemical characteristics. The contamination of lakes and rivers, by infiltration of
waste disposed in the soil, such as vinasse and fertilizers, for example, deserves attention.
Since the prohibition on the disposal of vinasse in water in the 1980s, this residue has
been used as fertilizer in sugarcane crops. Currently this practice will complete 40 years
and only in 2006 legislation regulating the fertigation of vinasse was created. The toxic
potential of vinasse, both in soil and water, has been proven by several studies in the last
decade, but studies that relate time to toxicity are necessary. In view of this, this study
aimed to understand this study aimed to understand if the years vinasse fertigation alter
the toxicity in the soil, the potassium ion dynamics in the soil and the toxicity of the
vinasse leachate that can reach groundwater. For this, soils of sugarcane crops fertigated
with vinasse for 5, 15 and 30 years were collected to perform the terrestrial toxicity
bioassay and soil physics studies. control area (SC). Physical-chemical analysis of the
different soil samples were performed. The bioassays were carried out in triplicate, with
exposure for 21 and 42 days. After exposure, three individuals from each terrarium were
anesthetized and dissected for midgut removal for histopathological analysis and marking
of HSP70. The soils presented varied concentrations of organic components and metals.
After 21 days only three individuals survived to soil S30 and after 42 days high mortality
there was also observed in the treatment with soil S15. Histopathological analysis showed
thickening of the brush border of epithelial cells statistically significant for individuals
exposed to the S5 and S15 soils for 21 days. Loss of epithelial cell adhesion was
statistically significant in individuals exposed to S15 for 21 days and S5 for 42 days.
Potassium ion dynamics was investigated by analyzing its transport parameters, obtained
by numerical adjustment of the Breakthrough Curves (BTC) by applying the CFITIM
code within the STANMOD (STudio of ANalytical MODels) software and the
HYDRUS-1D model. In the segmented column assays the difference between the
reference soil and the fertigated soils was in the potassium concentration in the inferior
rings, being higher in the fertigated soils, indicating a higher potassium mobility in these
soils. In the BTC's assays, it was observed in the simulation curves that potassium
concentration reached 100% of the input values for almost all triplicates of all soils.
Equilibrium was reached faster in S5 than in reference soil and even faster in S15. In



contrast, the soil S30 presented the highest interaction of potassium ion with the soil,
confirmed by presenting the highest values of retardation coefficient (R) and distribution
coefficient being statistically significant when compared between them. After the soil
physics tests, the leachate obtained in the BTC's columns was tested on 5% dilution in
aquatic toxicity bioassay using Oreochromis niloticus as a bioindicator and incidence of
micronucleated erythrocytes and histological changes and quantification of stress proteins
in liver as biomarkers. The results showed genotoxic action of vinasse leachate after
passage in soils of 5 and 15 years, demonstrated by the higher incidence of
micronucleated erythrocytes, statistically significant when compared to the control. The
micronuclei were possibly formed by aneugenic action, since there was no clastogenic
action confirmed by the comet assay. Fish exposed to leachate from 15-year-old soil
showed a statistically significant change rate for cell boundary loss and increased
cytoplasmic vacuoles when compared to control. All treatments showed statistically
significant increase in nuclei of hepatocytes compared to control. There was no difference
in the marking of neutral polysaccharides evidenced by the PAS technique. Although not
statistically significant, an activity pattern was observed for all enzymes present in this
study. Enzyme activity was higher in the treatment with 15-year-old soil vinasse leachate
and the lowest values in the 30-year-old soil leachate treatment. Looking at the results
holistically, we can infer that over the years of vinasse application, the toxic potential in
soil is inversely of groundwater toxicity, since the trend is that more and more of the
vinasse components may become more retained in the soil due to the accumulation of
organic matter and positively charged ions such as potassium and calcium. This behavior
also raises the alert for soil salinization over time, and may in the longer term affect

sugarcane production itself.

Keywords: Fertigation; diplopods; potassium; comet assay; micronucleus test;
histopathology; stress proteins.
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1. INTRODUCAO

O Brasil, devido as caracteristicas da nossa colonizagdo, sempre teve natureza
exportadora, utilizando seu vasto territério para implementacdo de varias monoculturas,
sendo até os dias de hoje, um dos maiores produtores de recursos agricolas do mundo.
Dado o seu papel fundamental na economia, essas monoculturas fazem uso excessivo de
agrotoxicos e pesticidas para assegurar a producao, além de gerar quantidades altissimas
de residuos que podem conter substancias potencialmente poluidoras (RIBEIRO et al.,
2007); consequentemente, 0 agronegocio tem se tornado um dos setores da economia que
mais causam impacto ambiental.

No final da década de 70, devido a crise do petréleo, o governo brasileiro instituiu
o Programa Nacional do Alcool (Proalcool), com o intuito de estimular o consumo de
etanol como combustivel. Esse incentivo perdurou por muitos anos e foi um dos
principais responsaveis pelo crescimento exponencial do setor sulcroalcooleiro na
economia nacional. Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor de etanol do
mundo; na safra 2018/2019, a producdo chegou a 33,103 bilhGes de litros e a area
cultivada de cana-de-agUcar foi de aproximadamente 10 milhdes de hectares; 52% dessa
area é localizada no estado de S&o Paulo, o qual € responsavel por 48,47% da producéo
de etanol do pais (CONAB, 2014; UNICA, 2019).

Para a producdo de etanol, o caldo da cana é aquecido, fermentado e destilado; ao
longo de todo o processo sdo gerados diferentes residuos, sendo a vinhacga o principal
deles, um residuo liquido da destilacdo, em uma proporcéo 10 a 15 vezes maior do que a
de etanol (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).

Desde o final da década de 80 houve uma crescente preocupacgdo com relacdo ao
dessarte desses residuos e questdes ambientais. A partir dai, houve a criacdo de
legislacBes mais rigorosas com o intuito de preservar 0s recursos naturais. Assim,
residuos que antes eram descartados diretamente nos rios, precisaram ter outro destino. A
vinhaca é um exemplo disso.

A vinhaga possui alta carga orgéanica e altas concentra¢Ges de potassio, nitrogénio
e fosforo, apresentando grande potencial para utilizagdo em solos agricolas,
principalmente na forma de fertirrigagdo (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). A adogéo
da pratica de fertirrigacdo consiste na infiltragdo da vinhaca bruta no solo, por meio da
irrigacdo das culturas de cana-de-agucar, sendo o principal destino desde a proibicéo de
seu descarte em agua na década de 80 (CAMARGO et al., 2009). Diversos autores, como
Resende (1979), Ball-Coelho et al. (1993), Lyra et al. (2003) e Silva e Cabeda (2005)



constataram efeitos benéficos da vinhaca sobre o solo, frente ao aumento na retencao de
umidade, porosidade, nivel de potéssio e condutividade elétrica observados.

Entretanto, passaram-se 15 anos de fertirrigacdo de vinhaga nas culturas
canavieiras sem que houvesse nenhuma regulamentacéo sobre essa pratica. Apenas em
2005, a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) langou a norma técnica
P 4.231/2005 a qual estabelece os critérios e procedimentos para 0 armazenamento,
transporte e aplicacdo da vinhaga, gerada pela atividade sucroalcooleira no
processamento de cana-de-agucar; essa horma teve uma atualizacdo em 2015. Contudo,
essa norma se limita apenas ao estado de Sao Paulo, ndo havendo uma legislacédo federal
sobre essa temética; mesmo assim, em S&o Paulo, a fiscaliza¢do ainda é limitada.

Evidéncias a partir da literatura indicam que a vinhaca de cana pode modificar
varias propriedades fisicas e quimicas do solo, como pH, capacidade de troca catinica
do solo (CTC), demanda bioguimica de oxigénio (DBO), tamanho das particulas e
geometria dos poros, podendo até facilitar a contaminacdo de aguas subterraneas pelo
aumento da porosidade do solo ou facilitar o escoamento diminuindo a porosidade,
dependendo do solo em que é aplicada (ROLLING, FREIRE, 1997; SILVA et al., 2007,
CHRISTOFOLETTI et al; 2013b).

O tempo é um fator de extrema importancia em relacdo a contaminantes
ambientais, uma vez que esses podem ndo apresentar toxicicidade por si s4, mas ao longo
de vérios anos podem promover modificacBes fisicas e quimicas no ambiente
favorecendo assim, sua contaminacdo. Ao mudar as caracteristicas do solo e por
apresentar metais traco, mesmo que em pequenas concentracdes, a vinhaga langada no
solo como fertilizante, ao longo do tempo pode levar a consequéncias severas ao solo, e
as aguas subterraneas, favorecendo a salinizacdo dos mesmaos.

Conseguir mensurar os efeitos de alguma substancia no meio ambiente ao longo
de anos € uma tarefa complicada. Contudo, a modelagem matematica nos ajuda a prever
esses efeitos para que assim sejam realizadas acgoes preventivas. Modelos de simulagéo
numérica sdo atualmente muito utilizados para auxiliar no entendimento dos complexos
processos de deslocamento de solutos em perfis de solos saturados e ndo saturados, sendo
importantes ferramentas para o gerenciamento de tomadas de decisdo e redugdo de
impactos ao meio ambiente (SOTO et al., 2015).

Soto et al. (2015) simularam fluxo e transporte de ions de vinhaca aplicado a um
corte bidimensional de solo de Ajapi (Rio Claro — SP). As simulagdes tiveram a finalidade

de avaliar a potencial contaminacdo das aguas subterraneas e de um corrego localizado



préximo as fontes de infiltracdo. Os resultados obtidos apontaram que para 0s cenarios
hipotéticos do estudo, ions provenientes da vinhaca podem alcancar o nivel fredtico em
pouco tempo de percolacdo (1 a 3 anos), dependendo de sua profundidade (6m a 20m).
Adicionalmente, concentracdes entre 31% e 44% da concentracdo inicial do soluto podem
ser atingidas em periodos de tempo de 10 a 30 anos.

Varios estudos demonstraram a toxicidade da vinhaca em diversos organismos.
Em drosofilas (Drosophila melanogaster) foi observado que a taxa de fecundidade dos
ovos e a fertilidade de fémeas foram diminuidas consideravelmente com o aumento da
concentracdo de vinhaca. Esse mesmo estudo mostrou que a vinhaca altera a longevidade
dos individuos, sendo este efeito muito mais significativo em machos e na concentracéo
de 50% (YESILADA, 1999).

Christofoletti et al. (2013b) testaram a toxicidade em solo, da vinhacga, de um
biosélido e diferentes combinacdes de ambos, por meio do teste com A. cepa, antes e
depois do bioprocessamento destas amostras por diplopodos. Apds o bioprocessamento,
as autoras observaram uma reducdo na toxicidade de ambos os residuos.

Marinho et al. (2014) avaliaram os efeitos de diluicdes de vinhaca de cana-de-
acucar em figados de tilapias (Oreochromis niloticus) e observaram alteracdes
histopatoldgicas significativas, como perda da integridade citoplasmatica, perda de limite
celular, desorganizacao do tecido e reducdo no acumulo de polissacarideos, sendo estas
alteracdes dose dependentes.

Correia et al. (2017a; 2017b) avaliou a eficacia do tratamento da vinhaca apds a
correcdo de seu pH com cal a partir de bioensaios com O. niloticus. A mortalidade,
incidéncia de microndcleo e incidéncia de alteragdes no tecido branquial obtiveram
valores menores em comparacao a estudos anteriores com a vinhaca in natura.

Tendo em vista o grande uso da vinhaca como fertilizante ao longo das ultimas
décadas e o potencial contaminante da vinhaca em solo, para aguas subterraneas e corpos
hidricos, torna-se de extrema importancia mensurar e prever seus efeitos ao longo dos
anos. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar se o tempo € um fator que
influencia na toxicidade, tanto dos solos que recebem vinhaga como fertilizante por
diferentes periodos como do lixiviado que passa por esses solos, assim como entender

como se da a movimentagdo do seu principal soluto, o potéssio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histdrico de producéo e projecoes econémicas do etanol

O aumento e a volatilidade dos precos do petrdleo, juntamente aos esforcos
mundiais para a reducdo de gases de efeito estufa, levaram inimeros paises a buscarem
alternativas para suas matrizes energéticas. No ano de 1973, ocorreu a primeira crise do
petroleo, resultado de um conflito entre Israel, Egito e Siria, 0 qual teve perturbacdes de
alcance internacional, uma vez que esses paises fazem fronteiras com 0s maiores
produtores de petrdleo no mundo.

Nessa epoca, o Brasil importava 80% do petroleo utilizado no pais; diante desse
quadro, o governo lancou em 1975 o programa Proalcool que tinha como metas garantir
0 abastecimento de combustivel para o pais, fazer a substituicdo da gasolina por um
combustivel renovavel e desenvolver tecnologicamente a industria da cana-de-agucar e
do alcool (HOLANDA, 2004). A producéo de alcool proveniente da cana-de-agucar, ou
de qualquer outro insumo, deveria ser incentivada por intermédio do aumento da oferta
de matérias-primas, enfatizando a expansao da producéo agricola, com o estabelecimento
de novas unidades produtoras e a modernizacdo e ampliacdo das ja existentes. O
investimento pablico chegou a 90% para se construir uma nova destilaria e 100% para se
aumentar a area cultivada de cana-de-acicar (MENDONGCA, 2008).

Na fase inicial do programa foi intensificada a producao de alcool anidro para ser
utilizado como aditivo a gasolina, reduzindo a importacdo de petroleo e,
consequentemente, diminuindo o déficit no balanco de pagamentos (MICHELLON;
SANTOS; RODRIGUES, 2008). Entre as condi¢des, extremamente propicias para o
produtor, podem-se destacar: taxas de juros negativas; caréncia de trés anos para 0
pagamento dos empréstimos; e doze anos para 0 pagamento total dos empréstimos.

Em 1979, houve novo conflito no Oriente Médio entre Ird e Iraque, que fez com
que o petréleo atingisse precos muito mais elevados, eclodindo o segundo choque do
petroleo e marcando a segunda fase do Proalcool (MICHELLON; SANTOS;
RODRIGUES, 2008). Segundo 0s mesmos autores, 0 governo passou a estimular, além
da producdo de alcool anidro, a producdo de alcool hidratado para ser utilizado no
consumo de veiculos movidos exclusivamente a alcool e para utilizagdo do combustivel
nos setores quimicos; houve fixagcdo de 20% de mistura de alcool a gasolina, aumento da
revenda de alcool hidratado com preco estipulado em, no maximo, 65% do preco da
gasolina, diminuicdo de aliquotas de Imposto sobre Produtos Industrializados (IPI) e

Propriedade de Veiculos Automotores (IPVA) para veiculos a alcool, isen¢éo de IPI para



taxis a alcool e reducdo na paridade de 60kg de acUcar por 44 litros de alcool, para 60kg
de agucar por 38 litros de alcool, tornando mais vantajoso, para as usinas, produzir alcool.

No comego da década de 90, o setor sucroenergético comegou a enfrentar uma
crise ocasionada pela diminuicdo do preco do barril de petréleo, valorizagao do agucar no
mercado internacional e pela crise econémica e politica do pais. Os subsidios ao etanol
foram retirados aos poucos e o ritmo de producdo de etanol caiu pela primeira vez
(MICHELLON; SANTOS; RODRIGUES, 2008).

No inicio dos anos 2000 as questdes ambientais, que ja vinham surgindo
timidamente nas décadas anteriores, ganharam forca e importancia ndo apenas na
academia, mas nos setores politicos e econdmicos; o Protocolo de Kyoto foi o grande
marco da mudanca de mentalidade frente aos efeitos ambientais causados pela expansao
econémica. O comprometimento das na¢Ges mais poderosas do mundo em reduzir suas
emissdes de gases do efeito estufa teve grandes impactos no preco do petroleo. Essa nova
crise abriu novo espaco para 0 etanol como biocombustivel de fonte renovavel na
economia. A chegada da tecnologia flexfuel no setor automobilistico deu grande impulso
na retomada do consumo de etanol como combustivel, uma vez que deu ao consumidor o
direito de escolha, escolha essa, que pesou para o lado do etanol atrelando apelo
econdmico e ambiental.

Levando em consideracdo o histérico da producdo de etanol e seus ciclos de
ascensdo e decadéncia pode-se perceber que embora ele seja uma alternativa ao uso de
combustiveis fosseis, este € totalmente dependente do preco do petrdleo. Levando em
consideracdo o aumento atual do preco do barril de petréleo, somado ao fato de que a
mentalidade sustentavel nunca esteve tdo popularizada, é de se imaginar que o setor
sucroalcooleiro e o etanol enfrentem mais um ciclo de ascensdo. Contraditoriamente néo
¢ isso que vem acontecendo; nos periodos favoraveis ao etanol o incentivo estatal foi
macico e garantiu a expansdo do setor. Entretanto, como o pais esta enfrentando uma
grande crise politica com reflexos na economia, 0 pessimismo dos investidores vem
aumentando.

Atualmente a crise no setor € ndo dependente do petroleo. Segundo Dos Santos et
al. (2016) a baixa rentabilidade e as baixas margens econdmicas, a interrup¢do do
funcionamento ou o fechamento de industrias, a reducdo do investimento e o alto grau de
endividamento tém sido apontados como indicativos da crise em distintos levantamentos
realizados (NOVACANA, 2019; UNICA, 2019). No mesmo sentido, a Unido da Industria
de Cana de Aclcar (UNICA) aponta aumento do custo de producdo em 70%, entre 2007



e 2012, em termos nominais, sendo este o fator central da crise (Dos SANTOS et al.,
2016).

Santos, Garcia e Shikida (2015) destacam que, embora tenham sido instaladas 116
novas industrias em todo o pais, entre as 58 com atividades paralisadas até a o final de
2014, 21 localizam-se em regides de baixa produtividade da cana — rendimento agricola
médio de 40 t/ha a 70 t/ha, historicamente dependentes de subsidios a producéo (regido
Nordeste, estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso e parte de Minas
Gerais). Contudo, apontam que as dificuldades econdmicas estdo em todas as regides,
sendo que 37 plantas paralisadas (64%) encontram-se no Centro-Sul, inclusive 22 em S&o
Paulo, onde a atividade produtiva é mais dindmica e com maiores investimentos.

Compilando os dados de produtividade do etanol por safra fornecidos pelo portal
da UNICA é possivel ver os periodos de crise e expansdo do setor (Figura 1). Nota-se que
o0s periodos de recuo no setor nos ultimos tempos estéo relacionados aos periodos de crise
politica do pais, refletindo na safra 2011/2012 e 2016/17. Embora a situa¢do econdmica
do Brasil ainda esteja variando, a mentalidade do novo governo em relagédo as questdes
ambientais a partir de flexibilizacdo da legislacdo ambiental e da aprovacdo de muitos
defensivos agricolas pode corroborar para um crescimento ainda maior da producdo de

etanol.
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Figura 1: Produtividade de etanol no periodo de 1980 a 2015. Unidade: Mil m®.

Fonte: Autoria propria a partir de dados fornecidos pela UNICA.



Hoje em dia o setor sucroalcooleiro tornou-se o reflexo de uma ambiguidade
ideoldgica; ao mesmo tempo em que o etanol ganha forga novamente no cenario mundial,
apos o acordo de Paris em 2015 para reducao de emissdo de gases causadores de efeito
estufa, o impacto ambiental causado pelo setor aumenta devido a flexibilizacdo da
legislacdo ambiental e maior uso de defensivos agricolas. Contraditoriamente,
investimentos tecnoldgicos e a redugdo dos impactos ambientais sdo os fatores que
impediram o colapso do setor no futuro. Estudos sobre o uso da vinhaga é um exemplo,
um manejo mais adequado desse residuo e previsdes sobre o impacto do atual uso pode

ajudar as usinas, a longo prazo, reduzir custos.

2.2. Vinhaga de cana-de-acucar em solos

Apds a proibicdo do descarte da vinhaca em aguas, muitos produtores de cana
passaram a utilizar a vinhaga como uma alternativa mais barata para fertilizar seus solos.
Esta estratégia obteve relativo sucesso, visto que a vinhaga apresenta grande potencial
para utilizagdo em solos agricolas, principalmente na forma de fertirrigacéo das lavouras,
devido ao seu alto teor de matéria organica, potassio, calcio, magnésio e sodio, gerando
assim bons resultados na produtividade agricola e, consequentemente, retorno econémico
(BEBE et al., 2009; DE MENDONCA-CASADEI et al., 2015; PEDROSA et al., 2005).

Evidéncias a partir da literatura indicam que a vinhaca de cana pode modificar
varias propriedades gquimicas do solo, tais como: pH do solo, potencial redox (Eh) da
solucdo intersticial, teores de sais, concentracdo de matéria organica (Demanda Bioldgica
de Oxigénio — DBO e Demanda Quimica de Oxigénio — DQO), capacidade de troca
catiénica (CTC), concentracdo de metais toxicos como cadmio, chumbo, cobre, cromo e
niquel, concentracdo de amonia, entre outros (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

A contribuicdo da matéria organica para a troca catibnica do solo reside
principalmente na carga negativa originada da dissocia¢do do H dos grupos COOH, as
reacOes de troca cationica e o complexo esfera externa pelo mecanismo da interacéo
eletrostatica (DICK et al., 2009). A participacdo de cada um desses mecanismos de reacao
na interacdo de compostos organicos com os minerais depende da mineralogia, das
condicBes de pH, forca ibnica e cétions presentes na solugdo do solo e no complexo
sortivo; bem como da composicao, estrutura e conformacao do composto organico (DICK
et al., 2009)

Em relacdo as propriedades fisicas do solo, a vinhaca tem comportamentos

diferentes. Rolling e Freire (1997) observaram modificacdo da distribuicdo de tamanho



das particulas em solos arenoso e argiloso depois da aplicacdo de vinhaca em
porcentagens de 12, 16 e 20% da massa do solo. Porém, a agregacéo das particulas
também sugere modificacbes na geometria dos poros e, consequentemente, nas
propriedades fisicas dos solos. J& Camargo et al. (1983) e Andrioli (1986) ndo observaram
alteracdes em relacdo a porosidade e densidade dos solos que receberam vinhaca.

Silva et al. (2007) confirmaram essa ambiguidade de ac¢Ges na vinhaca afirmando
que ao promover modificagcBes nas propriedades fisicas do solo, a vinhaga pode tanto
elevar a capacidade de infiltracdo da terra, aumentando a porosidade, contaminando as
aguas subterraneas, como diminui-la, promovendo o aumento do escoamento, com
possivel contaminacdo de &guas superficiais.

Estudos de Zolin et al. (2011) avaliaram as modificagdes da densidade do solo,
densidade de particula, porosidade total, armazenamento e disponibilidade de agua para
a cultura de cana-de-aguUcar, entre outros fatores, pela aplicacdo de vinhaca ao longo dos
anos em uma area experimental. Os autores ndo observaram nenhuma mudancga
significativa.

Essa dualidade de efeitos da vinhaca também se da nas propriedades hidraulicas
do solo. RIBEIRO et al. (1983) e UYEDA et al. (2013) observaram que, em geral, 0
acréscimo da vinhaca em solos de textura média pode ocasionar o aumento da
condutividade hidraulica, enquanto que em solos de textura fina pode ocasionar o efeito
contrario.

De maneira geral, varios estudos afirmaram que elevadas doses de vinhaca
aplicadas aos solos contribuem para o aumento da capacidade de troca catidnica, da
porcentagem de saturacdo de bases e para a elevacdo do indice de pH do solo,
promovendo melhoria em sua fertilidade (SANTOS et al., 1981; BIANCHI et al., 2008;
BARROS et al., 2010).

Contudo sabe-se que o pH acido da vinhaca se da pela adi¢do de acido sulfarico
(H2S04) para evitar contaminagdo nos fermentadores nas usinas. A acidificagdo do pH do
solo foi observada por Basso et al. (2016) em ensaios com percolagdo da vinhaca in
natura em colunas contendo solos arenosos da Formacgdo Rio Claro; os experimentos
foram iniciados com valores de pH do solo levemente &cidos (5,7) percolado por agua;
apos a adicdo de vinhaca, os valores de pH do efluente diminuiram ao longo do ensaio,
até atingir valores préximos ao pH da vinhaca inicial (4,1). Segundo os autores ndo houve
biodegradacdo da matéria orgénica, possivelmente devido ao curto tempo de ensaio e as

condigdes controladas de temperatura, em torno de 20°C.



Como a vinhaca tem alto teor organico, sua decomposicdo pelos micro-
organismos do solo aumenta gradualmente o pH do solo. Entretanto, uma pergunta que
deve ser levada em consideracdo é se esse tempo de degradacdo existe na realidade,
devido as altissimas quantidades de vinhacga que sdo lancadas diariamente nas culturas.
Outra preocupacéo que deve ser levada em conta sdo 0s processos de salinizacao do solo
que pode levar a uma desertificacdo ao longo dos anos, além de uma perda na
produtividade. Na norma técnica P 4.231/3? ed., 2015 da CETESB, observa-se essa
preocupacdo, uma vez que regulamenta a aplicacéo de vinhaca pelo teor de potassio nesse
residuo e no solo no qual sera langada. Infelizmente a fiscalizacédo ¢ baixa e muito dificil
de cobrir as extensas areas utilizadas por essa monocultura.

O ion potassio é um ion mdvel nos solos e, como tal, quantidades significativas
podem ser perdidas por lixiviacdo, afetando a eficiéncia dos fertilizantes aplicados
(ALFARO et al., 2004b). O aumento dos custos com fertilizantes e questbes relacionadas
a qualidade das aguas subterréneas estdo trazendo impactos econdmicos e ambientais
(SHARMA; SHARMA, 2013). O ion tem recebido pouca atencao, pois sua lixiviacdo ndo
resulta diretamente em eutrofizacdo (ALFARO et al., 2004a). A fracdo sollvel em &gua
de K* esta prontamente disponivel para as plantas e é propensa a lixiviacao, especialmente
em solos de textura grossa (SHARMA; SHARMA, 2013). Pieri e Oliver (1986)
concluiram que o risco de perdas por lixiviacdo de potassio sob condi¢des tropicais
Umidas era muito alto, especialmente quando doses elevadas de fertilizantes eram
aplicadas em solos com drenagem livre e com baixa capacidade de troca de cations. Para
Kolahchi e Jalali (2006), uma das justificativas para se estudar a movimentacdo do
potéssio no solo esta na sua implicacdo em relacdo a eficiéncia do uso do fertilizante,
além disso, as concentracdes do elemento podem aumentar substancialmente nas aguas
subterraneas pelo processo de lixiviacdo em areas usadas para fins agricolas.

Portanto, estudos que avaliem o comportamento da vinhaga e seus efeitos no solo

ao longo dos anos de aplicagédo séo de extrema importancia.

2.3. Diplépodos como bioindicadores de solo

Os Myriapoda compreendem os taxons traqueados Chilopoda, Symphyla,
Pauropoda e Diplopoda. De forma geral, esses animais possuem um corpo constituido
por uma cabeca dotada de um par de antenas e olhos laterais simples e um tronco alongado
composto por muitos segmentos portadores de pernas (RUPPERT et al., 2005). Dentro

desse grupo, destaca-se a classe Diplopoda, a qual se configura como a terceira maior
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classe de artropodes terrestres, com 11.000 espécies descritas e uma estimativa de 80.000
espécies viventes, sendo que a maior parte dessa diversidade estimada esta contida em
paises tropicais (RUPPERT et al., 2005; GOLOVATCH; KIME, 2009). Tais animais sdo
denominados dipldpodos ou milipedes, devido ao grande nimero de pernas que possuem,
mas também recebem designa¢des regionais como “piolhos-de-cobra”, “embuas” e
“gongolds”.

Quanto ao hébito alimentar, os diplopodos sdo majoritariamente sapréfagos, se
alimentando de detritos, matéria organica em decomposicéo, frutas, musgos e relativa
quantidade de matéria mineral do solo (HOPKIN; READ, 1992). Sendo assim, sdo
animais importantes da macrofauna do solo, pois ocupam o nivel trofico de
decompositores, participando da ciclagem e disposicéo de nutrientes presentes na matéria
organica em decomposicéo, auxiliando no processo de humificacdo do solo (PETERSEN;
LUXTON, 1982). Por meio de suas fezes, eles promovem a mineraliza¢do, uma vez que
secretam amonia e cido Urico, que quando degradados, enriquecem o solo com nitratos
(SCHUBART, 1942; GODOY; FONTANETTI, 2010). Desse modo, estimulam o
metabolismo microbiano, essencial para a ciclagem de 10 nutrientes, como carbono,
nitrogénio e fdésforo, além de promoverem a aeracdo ativa do solo (HOPKIN; READ,
1992).

Nos ultimos 20 anos os diplépodos vem ganhando destaque em pesquisas de
ecotoxicologia de solo por uma série de razdes: (a) sdo componentes da fauna edéafica e
estdo continuamente expostos a contaminantes do solo; (b) hd um grande namero de
representantes distribuidos em todo 0 mundo; ¢) a maioria das espécies de diplépodos é
relativamente grande e, portanto, de facil manuseio, permitindo assim, serem usados tanto
em condic¢des laboratoriais como de campo para biomonitoramento; e (d) os efeitos
bioldgicos de contaminantes ambientais podem ser mensuraveis em varios niveis de
organizacao bioldgica (SOUZA et al., 2014).

Devido ao seu habito alimentar e seu comportamento, o solo e seus componentes
entram em contato direto com o intestino e devido a essa interagdo, o intestino € um dos
principais 6rgdos de investigacdo da toxicidade. O trato digestorio de diplopodos é
descrito como um tubo reto e cilindrico que se estende da boca até o anus, ndo
acompanhando a segmentacdo corporal. E dividido em trés regides: anterior, média e
posterior. A por¢do média é a que possui maior atividade, participando nos processos de
detoxicacdo e excregdo de xenobidticos (FONTANETTI et al., 2015), pois funciona como

uma barreira, impedindo que compostos toxicos ou ndo essenciais, alcancem o restante
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do corpo (FONTANETTI, et al., 2015). Entretanto ao ingerirem solo contaminados,
compostos indesejaveis podem ultrapassar a barreira criada pelo epitélio, promovendo
diversas alteracoes.

Foram estudados por Godoy e Fontanetti (2010), Perez e Fontanetti (2011),
Nogarol e Fontanetti (2010; 2011) e Bozzatto e Fontanetti (2012) alteracdes teciduais no
intestino médio do diplépodo Rhinochricus padbergi, decorrentes da sua exposicao a solo
contaminado com diferentes proporc¢des de lodo de esgoto. Souza e Fontanetti (2011)
também avaliaram as alteracGes ap0s exposi¢do a solo contaminado com landfarming,
um residuo oriundo das refinarias de petroleo. Merlini et al. (2012) avaliou a toxicidade
do herbicida trifluralina, utilizando R. padbergi como biondicador, por meio de alteragdes
histopatol6gicas do intestino médio. As respostas mais significativas observadas nestes
trabalhos foi aumento na taxa de renovacdo epitelial, aumento na liberacéo de vesiculas
de secrecdo para o limen, acumulo de granulos intracitoplasmaticos nas células hepaticas
e aumento na ocorréncia de hemacitos por entre as células hepaticas.

Christofoletti et al. (2016) expuseram diplépodos R. padbergi a combinag6es de
solo com adi¢es de vinhaca e biossolido e observou intensas reacdes no intestino médio
como espessamento do bordo em escova, aumento na renovacao epitelial, nos granulos
nas células hepéticas e acumulos de hemdcitos.

Coelho et al. (2017) foram um dos primeiros a realizar a imunomarcacédo de
HSP70 em intestino médio de milipedes expostos a vinhaca e ao biossélido. Os autores
observaram um maior aumento da imunomarcagdo nos animais expostos a vinhaca em
comparacgdo ao biossélido e ao controle. As regiGes mais marcadas foram as regides
envolvidas em func@es protetoras e que atuam na detoxificacdo, como as células hepéticas
e regides apical e basal das células epiteliais.

As diversas alteracBes observadas pelos diferentes autores podem ser
interpretadas como mecanismos de defesa do organismo, relacionado com processo de
neutralizacdo e eliminacdo de residuos toxicos. Portanto, as alteracdes encontradas no
intestino médio podem ser indicativos de contaminacdo ambiental e podem ser
consideradas excelentes biomarcadores. Os diplépodos também ja foram utilizados com
sucesso como indicadores da presenca de metais como cddmio, chumbo e zinco no solo
(READ; MARTIN, 1990; KOHLER; ALBERTI, 1992), e em virtude disso s&o
considerados organismos-teste fundamentais para realizar a avaliagdo das diferentes
camadas do solo (SOUZA et al., 2014).
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2.4. Oreochromis niloticus como bioindicador aquéatico

Para analise das condigdes ambientais no meio aquatico, muitos organismos-teste
vém sendo utilizados como os peixes, moluscos, crustaceos, dentre outros (NOGAROL;
FONTANETTI, 2012; CHRISTOFOLETTI et al., 2013b; MARCATO et al., 2014;
CORREIA et al., 2017a). Os peixes sdo 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 0s organismos aquéticos mais sensiveis
aos estressores quimicos, possuem ampla variacdo de comportamento e habitat, que
aumentam seu potencial para a exposic¢do a substancias toxicas (RAND, 2008; FRANCA,
2009). Segundo Van Dick (2003), os peixes sdo organismos relativamente sensiveis a
mudancas em seu ambiente, incluindo a incidéncia da polui¢do. Assim, o estado de saude
dos peixes é capaz de refletir e dar uma boa indicacdo da condicdo de um ecossistema
aquatico.

A tilapia (Oreochromis sp) é uma espécie nativa da Africa; originaria da bacia do
Rio Nilo (CARVALHO, 2006), foi introduzida no Brasil por volta de 1971, no Ceara
(CASTAGNOLLLI, 1992). A espécie Oreochromis niloticus (tilapia-do-nilo) pertencente
a familia Cichlidae (SANTOS, 1977), apresenta coloracdo cinza azulada, corpo curto e
alto, cabeca e cauda pequenas (GALLI; TORLONI, 1984). A caracteristica principal que
distingue O. niloticus é a presenca de listras verticais por todo comprimento da nadadeira
caudal (COSTA-PIERCE, 2003). E uma espécie de peixe cujo cultivo, bem como
importancia, vem crescendo, sendo atualmente uma das mais importantes aquiculturas do
mundo, atras apenas da cultura de carpas e salmonideos. Além disso, é a mais importante
espécie de tilapia cultivada, representando mais de 80% da producdo total de tilapias
(MOUSA; MOUSA, 1999; AL-SHAMSI et al., 2006).

Esta espécie, que é primariamente, porém ndo estritamente herbivora, teve sua
cultura favorecida em virtude de caracteristicas como rapido crescimento, grande
resisténcia as condicdes adversas e doengas, adaptabilidade a diversos tipos de meios e
ambientes, entre outros (CHARO-KARISA et al., 2006; PONCE-MARBAN et al., 2006).
Outra caracteristica que torna vantajosa a criagdo de tilapias € a capacidade do organismo

em obter um O6timo desenvolvimento em grandes concentragdes populacionais,
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caracteristica que diminui o custo de manutencéo per capita (PONCE-MARBAN et al.,
2006).

Segundo Giron-Pérez et al. (2007), a tilapia-do-nilo é um 6timo modelo para
avaliacdo do ecossistema aquatico e para realizacdo de estudos toxicologicos. Os peixes,
como um todo, sdo excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de
retirar, estocar e bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT,
11 1998); por possuirem essas propriedades, eles podem sinalizar o potencial perigo de
novas substancias quimicas ou para a possibilidade de poluicdo ambiental. Outros autores
afirmam, ainda, que eles sdo considerados bons organismos teste para monitorar a
qualidade da &gua, especialmente as espécies pequenas de aquério, que podem ser
mantidas em laboratério e facilmente expostas as substancias tdxicas, sendo utilizadas na
avaliacdo da presenca de substancias com potencial de causar danos a salude humana
(HARSHBARGER; CLARK, 1990; AL-SABTI; METCLAFE, 1995).

Segundo Alves-Costa (2001), as espécies O. niloticus e Hoplias malabaricus sdo
excelentes sistemas-teste para ensaios laboratoriais realizados para a investigagcdo da
toxicidade de contaminantes em ecossistemas aquaticos. Logo, inimeros trabalhos vém
empregando tilapias em estudos de poluicdo aquatica (SOUZA; FONTANETTI, 2006;
BIAGINI et al., 2009; ABDEL-MONEIM et al., 2012; CARVALHO et al., 2012,
MARCATOetal., 2014; MOHAMED; OSMAM, et al., 2014; YESILBUDAK; ERDEM,
2014).

Correia et al. (2017a) observaram os efeitos agudos da vinhaca nas branquias de
O. niloticus. Os resultados revelaram a acéo toxica da vinhaga, uma vez que foram
observadas alteracfes histopatoldgicas em nivel ultramorfolégico, com reducdo das
cristas das células pavimentosas, e em nivel histolégico, com desprendimento e
desorganizacdo epitelial. Foi observado também um aumento significativo das células
mucosas entre 0s animais do grupo controle e aqueles das dilui¢des testadas.

Correia et al. (2017b) avaliaram a eficécia do tratamento da vinhaca pela correcdo
de seu pH utilizando cal (Ca0), produto relativamente barato e utilizado nas lavouras. Os
autores observaram potencial genotdxico de dilui¢fes de vinhacga in natura, uma vez que
essa induziu taxas significativas de micronucleo em tilapias e mortalidade elevada; nas
amostras de vinhagas tratadas, com pH neutro/alcalino, houve uma menor taxa de
micronucleos e reducdo da mortalidade.

Coelho et al. (2017) observaram alteragdes histopatoldgicas em figados de tilapias

expostas ao lixiviado da vinhaga a 2,5%. Os autores observaram também um aumento
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significativo na expressao da proteina de choque térmico HSP70 imunomarcadas no

figado.

2.5. Teste do micronucleo e ensaio do cometa como ferramentas no

monitoramento ambiental

O teste do micronucleo é um ensaio citogenético comumente utilizado em varios
sistemas bioldgicos, para 0 monitoramento de genotoxicidade ambiental e seu emprego
vem crescendo exponencialmente ao longo dos anos (BOLT et al., 2011).

Micronucleos sdo pequenas massas intracitoplasmaticas de cromatina com
aparéncia de um pequeno nucleo, resultantes de quebras cromossdémicas e/ou aneuploidia
durante a divisdo celular (AL-SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING,
2001; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Durante a telofase, o envelope nuclear €
formado ao redor do cromossomo inteiro ou do fragmento cromossdémico perdido, que se
descondensa e, gradualmente vai assumindo a morfologia de um nucleo interfasico, com
excecdo do tamanho, pois este € bem menor que o ndcleo principal, razdo pela qual é
chamado de micronucleo (FENECH, 2011; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

Micronucleos contendo cromossomos/cromatides inteiros podem ser formados
apos falha no fuso mitético, levando a erros de ligacdo dos microtdbulos ao cinetécoro
ou outras partes do aparato mitético, erros no DNA centromérico ou em outras
subestruturas cromossomais, levando assim a uma perda cromossémica e,
consequentemente, a células aneupldides (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Ja
microndlcleos contendo fragmentos de cromossémicos se originam diretamente de
quebras de fita dupla do DNA, converséo de quebras de fita simples em quebras de fita
dubla apds replicacdo, inibicdo da sintese de DNA, quebras de pontes anafésicas, ou
amplificacdo de genes por quebras seguidas de fusdo (MATEUCA et al., 2006; FENECH
etal. 2011; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

Em suma, micronlcleos podem ser formados por diversos mecanismos, tanto
genéticos quanto epigenéticos; como resultado de exposicdo a agentes clastogénicos e
aneugeénicos, ou formado espontaneamente como mecanismo de defesa, ou contribuindo
para diferenciacdo celular (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Os micronucleos formados
podem ter dois destinos na célula: eles podem ser reincorporados ao nucleo principal apds
eventos de divisdo celular, ou podem ser fixados na célula, conferindo assim, uma
mutacdo (FENECH et al. 2011; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).
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Junto com a observacdo de micronucleos, anormalidades na morfologia nuclear
também podem ser observadas e quantificadas. Descritas por Carrasco et al. (1990), as
alterac6es morfoldgicas no envoltdrio nuclear em eritrocitos de peixes podem ser do tipo
“blebbed”, nticleo que apresentam uma pequena evaginagao nuclear, “lobed”, niacleo que
apresenta uma grande evaginagdo nuclear, maior que os “blebbed” e os “notched”,
nacleos que apresentam invaginacdo pronunciada e vacuolizagdo. Ainda segundo
Cerqueira e Meireles (2004) ha mais dois tipos de alteracBes nucleares, os ndcleos
“broken-egg”, nucleos que apresentam uma estrutura similar e menor que um nucleo,
conectada a ele por um filamento Felilgen-positivo; e “brotos”, projecdo nuclear
resultante de estrangulamento em uma pequena e limitada area da superficie celular.

Contudo, ainda ndo é totalmente esclarecido o mecanismo de formacdo dessas
alteracdes nucleares. Entretanto, mesmo assim, estudos indicam que as anormalidades
nucleares sdo induzidas em resposta a exposicdo a contaminantes (PALHARES;
GRISOLIA, 2002; ERGENE et al., 2007) e estdo relacionadas a formagdo de
micronucleos (CHEONG et al., 2013).

O teste do microntcleo tem sido aplicado, com sucesso, em eritrocitos de peixes
(HOSE et al.,1987; GRISOLIA; STARLING, 2001; SOUZA; FONTANETTI, 2006;
FUZINATTO et al., 2013; SEVIL et al., 2013); os eritrocitos, por serem nucleados, sdo
excelentes para a realizagcdo deste teste, uma vez que podem ser facilmente marcados
como resultado de atividade clastogénica dos contaminantes (AL-SABTI; METCLAFE,
1995); tem se mostrado uma técnica promissora “in vivo’ para avaliar o potencial
genotdxico de subtancias e a qualidade da agua (AL-SABTI; METCALFE, 1995;
GRISOLIA; STARLING, 2001).

Osman et al. (2011), Ozkan et al. (2011) e Ragugnetti et al. (2011) e Correia et al.
(2017a) avaliaram o potencial genotdxico da agua do rio Nilo, da substancia Ibuprofen,
doses subletais de cadmio, e da vinhaca respectivamente, por meio do teste do
micronlcleo em eritrécitos de O. niloticus, comprovando a eficicia do teste do
micronucleo e da tilapia como organismo teste.

O ensaio do cometa é outro teste muito usado, que tem como objetivo detectar
danos no DNA (COLLINS et al., 2014), sejam eles, quebras de fita simples e/ou duplas,
bem como sitios &lcali-labeis (SPEIT; HARTMANM, 1995; SOUZA et al., 2005).
Segundo Mitchelmore e Chipman (1998) e Koppen et al. (1999), o teste do cometa pode
ser considerado rapido, economicamente viavel, sensivel e ndo necessita de muitas

células para ser realizado.
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O principio basico do ensaio do cometa é a migracdo do DNA em uma matriz de
agarose sob condigdes eletroforéticas. Quando observadas em microscopio, as células tém
a aparéncia de um cometa, com cabeca (regido nuclear) e uma cauda contendo os
fragmentos de DNA que migraram em direcdo ao polo positivo (HARTMANN et al.,
2003). Dessa forma, quanto maior a cauda do cometa maior foi 0 dano genético induzido
no nucledide. Portanto, o ensaio do cometa € capaz de detectar quebras no material
genético das células (SINGH et al., 1988); entretanto, essas lesdes sdo consideradas
primarias e, dessa forma, sdo passiveis de reparo. Assim, podem ou ndo resultar em
alteracdes genéticas (COLLINS et al., 2014).

A andlise do ensaio do cometa pode ser realizada visualmente ou por meio do uso
de programas especificos. Visualmente, as células podem ser classificadas de acordo com
a categoria de migracdo da cauda em quatro classes (0, 1, 2 e 3), sendo que a classe 0
representa nenhum ou minimo dano e a classe 3 representa maximo dano. E classificado
em classe 0 quando ndo ha migracdo de fragmentos de material genético (cauda); em
classe 1, quando o tamanho da cauda do cometa ndo excede o diametro da cabeca; em 2
guando o tamanho da cauda € entre uma a duas vezes o tamanho da cabeca e em classe 3,
qguando o tamanho da cauda € maior que duas vezes o tamanho da cabeca (COLLINS et
al., 2014).

Varios autores como Kumar et al. (2010) e Cavas (2011), utilizaram o ensaio do
cometa para avaliar efeitos genotoxicos em peixes Channa punctatus e Carassius
auratus, respectivamente. Todos observaram a eficacia do ensaio do cometa, constatando
efeitos genotdxicos da atrazina em C. auratus e do inseticida malathion em C. punctatus.
Hoshina e Marin-Morales (2011) e Souza e Fontanetti (2012) avaliaram a toxicidade da
agua do rio Paraiba do sul proximo a uma refinaria de petréleo em Paulinia, Sdo Paulo, e
do efluente dessa refinaria, utilizando o ensaio do cometa em eritrdcitos de O. niloticus;
os dados obtidos indicaram a presenca de substancias genotoxicas em dois pontos de
coleta, no local de despejo do efluente da refinaria e na jusante do despejo. Portanto, a
utilizacdo desses dois testes € fundamental para uma avaliagdo genotoxica, além de serem

técnicas razoavelmente simples e rapidas.

2.6. Estresse Oxidativo na investigagdo do impacto ambiental
As células sdo constantemente expostas a possiveis danos causados por radicais
livres. As principais moléculas responsaveis por esses danos sdo as espécies reativas de

oxigénio (EROs), moléculas muito reativas e que podem ser produzidas na prépria célula
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através de processos metabdlicos, ou extracelularmente por exposicdo a radiagédo
ultravioleta ou ionizante. Seus alvos podem ser o DNA, lipideos e proteinas, mas as
células possuem mecanismos para capturar esses radicais livres diminuindo os efeitos
danosos que elas possam causar, mantendo a homeostase celular (EVANS et al., 2004).

Eventualmente essas moléculas escapam dessas defesas e levam a danos que
podem ser corrigidos ou ndo. Quando esses danos oxidativos atingem o DNA, eles podem
ser corrigidos por excisdo de base, porém ao longo da vida os danos basais que ndo séo
corrigidos se acumulam e estdo estritamente relacionados com o envelhecimento, e com
eventos mutagénicos e carcinogénicos que levam a uma producéo de radicais livres e de
danos oxidativos no DNA, além da capacidade de reparo (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

Os primeiros estudos relacionados a danos oxidativos no DNA comecaram na
década de 80 com a descoberta da formacdo da 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OH-dG)
quando se estudava formacéo de adutos de DNA (KASAI; NISHIMURA, 1983), levando
a grandes quantidades de estudos sobre o tema.

Radicais livres, principalmente radicais OH-, reagem com compostos organicos
adicionando ou roubando elétrons. Quando interagem com o DNA, esses radicais
preferem os sitios de ligagdo com a maior densidade de elétrons (EVANS, 2004). No caso
das citosinas, a adi¢do do radical hidroxila ocorre quebrando a ligacdo dupla entre o
carbono 5 e o carbono 6 da desoxirribose, e pode ser adicionada no carbono 5 (87%) ou
no carbono 6 (10%); nas timinas 60% ocorre no C5 e 30% no C6, e aproximadamente,
em 10% a hidroxila rouba um &omo de hidrogénio do grupo metil (FUJITA,
STEENKEN, 1981; HAZRA; STEENKEN, 1983). Esses adutos de pirimidinas podem
ser oxidados ou reduzidos, formando compostos que afetam a estrutura do DNA e levam
a quebras nas fitas e possiveis erros no quadro de leitura.

Nos nucleotideos purinicos, a adi¢cdo do grupo hidroxila ocorrem nos carbonos 4,
5 e 8 nas guaninas e nos carbonos 4 e 8 nas adeninas (O’NEILL, 1983; STEENKEN,
1989; VIEIRA; STEENKEN, 1990; CANDEIAS; STEENKEN, 2000). Esses adutos
diferem no seu potencial redox, adutos C4-OH- sdo oxidados e 0s C5-OH- e C8-OH- séo
reduzidos (EVANS et al., 2004).

Mais de 20 diferentes tipos de danos nas bases do DNA foram identificados ap0s
a exposicdo dessa biomolécula as diversas formas de estresses oxidativos, tanto in vitro
guanto in vivo (SLUPPHAUG et al., 2003). A guanina, que exibe o menor potencial de

ionizacdo entre as bases nitrogenadas, tem sido a escolha preferencial dos estudos das
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reacOes de oxidacdo das purinas, uma vez que existem metodologias eficientes para a sua
deteccdo. Desta forma, a guanina vem sendo utilizada como um bom exemplo de
oxidacgéo de bases nitrogenadas (BERRA et al., 2006).

A guanina oxidada tem grande importancia biologica, uma vez que pode causar
emparelhamento errbneo com a adenina, gerando uma transversao de GC para TA. Além
disso, aparentemente 8-oxodGuo é capaz de bloquear a transcricdo (LE PAGE et al.,
2000).

Sabe-se que reparo de DNA esta intimamente interligado com regulagéo do ciclo
celular, transcricéo e replicacéo, e que esses mecanismos usam, em parte, fatores comuns
(SLUPPHAUG et al., 2003). Quando o tipo e a quantidade de danos superam a capacidade
de reparo das células, esses mecanismos celulares essenciais podem ser seriamente
afetados. Sendo assim, caso essas lesdes ndo sejam removidas, podem levar as células a
morte, ou resultarem na incorporacdo de mutacdes no genoma, sendo transmitidas para
as geracOes futuras. Mais ainda, essas mutacGes podem provocar efeitos genotdxicos
severos e, consequentemente, gerar instabilidade gendmica e até aparecimento de cancer
(COSTA et al., 2003).

Além de induzir substituicdo de bases e erros na matrix de leitura, gerando
mutacdes se essas ndo forem corrigidas, esses danos oxidativos podem levar a
instabilidade de microssatélites (ZIENOLDDINY et al., 2008). Em células normais o
tamanho das sequéncias repetitivas de DNA sdo constantes, porém em células tumorais,
o tamanho dessas sequéncias € variavel. O dano oxidativo no DNA aumenta a
instabilidade de microssatélites e esta relacionada a descontinua perda de heterozigose
(JACKSON et al., 1998; TURKER et al., 1999).

Agentes que geram dano oxidativo no DNA também induzem a expressao génica,
destacando-se a expressdo de protoncogenes. Porém néo esta claro se danos no DNA por
si proprio tenham algum efeito na expressdo génica, como um feedback direto, ou se a
producdo de EROs geradas por estresse oxidativo sejam capazes de ativar a expressao
génica, uma vez que sdo reconhecidas como sinais intracelulares.

Assim como dito anteriormente, as EROs também podem atacar lipideos e
proteinas. A geracdo de radicais de oxigénio, induzida por compostos quimicos diversos,
pode comprometer os componentes celulares que envolvem residuos de acidos graxos
poli-insaturados de fosfolipidios, os quais, devido as suas ligagdes duplas, sdo

extremamente sensiveis a oxidacao pelas EROs (MARNETT, 1999). A partir das reacdes
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em cadeia que envolvem os lipidios, ocorre o processo de peroxidacdo lipidica
(VALAVANIDIS et al., 2006).

A peroxidacdo lipidica é considerada o mecanismo que mais causa danos
celulares, pois gera grandes quantidades de EROs, com a interferéncia de fontes
enddgenas e/ou exdgenas, e provocam Vvarios efeitos biologicos (SHAD; IQBAL, 2010).
Para Green e Reed (1998), esse mecanismo pode ser citotoxico, quando ocorrer na
membrana das mitocéndrias, pois ele altera a atividade enzimética e a producéo de ATP,
além de iniciar o processo de apoptose. Segundo Gutteridge e Halliwell (1990) e Kohen
e Nyska (2002), a peroxidacao lipidica é um processo autocatalitico que envolve trés
eventos distintos: iniciagdo, propagacdo e terminacao, cujo produto final é a formacgéo
de aldeidos e hidrocarbonetos.

Os danos oxidativos as proteinas podem resultar na modificacdo de atividades
enzimaticas celulares, em alteracdes nas concentracdes de calcio e potassio intracelular e
na modificacdo da transferéncia de sinal nas células (KLAUNIG et al., 2011). E
importante destacar, ainda, que a oxidagdo de proteinas esta diretamente associada a
algumas doencas relacionadas a idade e ao envelhecimento (STADTMAN, 2001). O
acumulo de proteinas oxidadas pode ser decorrente do aumento do nivel de ERO ou da
diminuicdo da atividade antioxidante de um organismo. Também, pode ser derivado da
capacidade reduzida de degradacdo de proteinas oxidadas, devido a um decréscimo nas
concentracdes de proteases e/ou a um aumento dos niveis de inibidores de proteases
(VALKO et al., 2006). Esta perda na capacidade de degradacdo de proteinas oxidadas,
durante o envelhecimento, implica em efeitos negativos sobre os mecanismos de
transcricdo e traducdo proteica (DUIKAN et al., 2000).

Como nas células a producéo de EROs é constante devido as rea¢des metabolicas,
a propria célula tem mecanismos para se proteger de possiveis danos. Os antioxidantes
sdo moléculas que protegem o organismo da acdo danosa dos radicais livres. O sistema
celular de defesa antioxidante pode envolver tanto as enzimas catalase como a glutationa
peroxidase dependente de selénio, a glutationa peroxidase total, a glutationa S-tranferase
e outras moléculas ndo enzimaticas como chaperonas da familia HSP (proteinas de
choque térmico), vitaminas e carotenoides, que tém a funcdo de equilibrar a concentracéo
de EROs a fim de minimizar as lesdes ocasionadas pela sua acdo. Este sistema mantém o
equilibrio redox celular pela eliminacdo do acumulo e pela supresséo da acdo das EROs
no interior das células (BONT et al., 2004). O aumento da producdo de EROs esta
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relacionado com o aumento da atividade dos antioxidantes, que protege o organismo
contra os danos oxidativos (WINSTON; GIULIO, 1991).

A SOD (superdxido dismutase) é uma das enzimas antioxidantes intracelulares
mais eficientes, pois catalisa a dismutacdo de O, para O2 e H20> (MCCORD;
FRIDOVICH, 1969), protegendo o citocromo C, ao reduzir o radical superoxido e
diminuir a presenca dos radicais livres. A SOD ¢ caracterizada por apresentar um metal
na sua estrutura, e € encontrada nos compartimentos subcelulares que sdo alvos do
estresse oxidativo mediado por EROs, em todos os organismos aerébicos (GILL;
TUJETA, 2010)

A GSH (glutationa reduzida) é um composto tiol, que possui uma ligacdo de trés
aminoacidos (cisteina, acido glutamico e glicina), que desempenha a funcao de proteger
as células e os tecidos contra os efeitos oxidativos. Ela pode ser encontrada de duas
formas, livre ou ligada a proteinas, e esta presente em quase todos os mamiferos,
principalmente, no figado.

Em condicbes fisioldgicas, a GSH é encontrada no nucleo, no reticulo
endoplasmatico e nas mitocondrias (MASELLA et al., 2005). Em eucariontes, a GSH esta
envolvida na desintoxicacdo de EROs e de contaminantes quimicos, no qual desempenha
um papel importante na proliferacdo e morte celular e, também, em diversos processos
que envolvem o DNA e proteinas (GHANTA; CHATTOPADHYAY, 2011).

A glutationa redutase (GR) é uma flavoproteina que utiliza NADPH como fonte
de protons e elétrons, para reduzir a glutationa dissulfeto (GSSG) em sulfidril GSH, que
é um importante antioxidante celular (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). De acordo
com Tandogan et al. (2011), o sistema de defesa celular pode ficar comprometido, se
houver alteracdes na atividade dessa enzima, que acarretara em efeitos danosos, como o
estresse oxidativo celular. A presenca de substancias quimicas, drogas ou substratos
naturais podem influenciar na ativagao ou inibi¢do da propriedade redox dessa enzima.
Caso ocorra a inibicdo da GSH, a relacdo GSH/GSSG diminui, favorecendo a acdo do
estresse oxidativo e o desenvolvimento de algumas doengas (TANDOGAN et al., 2011).

A GPx (glutationa peroxidase) foi a primeira enzima antioxidante encontrada em
mamiferos, sendo também a mais freqliente na maioria de suas células (ROTRUCK et al.,
1973). Ela contém selénio-cisteina, como centro ativo, e, em casos de baixos niveis de
selénio, ocorre a diminuigdo da sua atividade antioxidante (HAMANISHI et al., 2004).
Sua funcdo é promover a reducdo do peroxido de hidrogénio e peroxidos lipidicos,

utilizando a GSH para excretar as espécies reativas de oxigénio dos tecidos e proteger as
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membranas biologicas e as estruturas moleculares da acdo dos danos oxidativos (LEI et
al., 2007). Segundo alguns autores, a GPx é um biomarcador eficaz para indicar situacoes
de estresse na presenga de compostos organicos e inorganicos (COGO et al., 2009), para
investigar o sistema de defesa antioxidante e seus danos oxidativos em diversos grupos
de agrotdxicos, como os inseticidas organofosforados (ALMEIDA et al.,, 2010),
inseticidas carbamatos (MARAN et al., 2010) e os bio-inseticidas (PEREZ-PERTEJO et
al.,, 2008), e para estudos de acdo biologica de efluentes urbanos e industriais
(TSANGARIS et al., 2011).

As ubiquas proteinas de estresse celular (também referidas como proteinas de
choque térmico ou HSP) foram reconhecidas como sendo um dos mecanismos de defesa
primarios a oxidantes, toxinas, metais, radicais livres, virus, entre outros, sendo sua
sintese geralmente aumentada nestas condicdes estressantes (BIEKERNS et al., 2000;
PONOMARENKO et al., 2013). Em condi¢bes normais, as HSPs constitutivas atuam
como chaperonas moleculares em importantes processos celulares como o metabolismo
proteico, a regulacdo do ciclo celular e a apoptose (KIANG, TSOKOS, 1998;
HIGHTOWER, 1991; RICHTER et al., 2010). Neste grupo, destaca-se a familia HSP70
(peso molecular de 70kDa) por ser a mais altamente conservada e extensivamente
estudada, sendo que varios estudos nos Gltimos anos demonstraram 0 Seu imenso
potencial em monitorar a poluicdo ambiental, diante de seu papel citoprotetor em resposta
a agentes proteotoxicos (MUKHOPADHYAY et al., 2003).

Sendo assim, analisando o aumento ou diminuicdo na concentracdo de moléculas
antioxidantes é possivel medir o aumento do estresse oxidativo gerado por algum

xenobiotico.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o impacto que a vinhaga pode provocar
em &reas que a recebam como fertilizante h4 5, 15 e 30 anos, aproximadamente, de modo
a avaliar se a vinhaca, ao longo dos anos, promove, ou ndo, 0 aumento da toxicidade,
tanto para o solo quanto para aguas subterraneas.

Os objetivos especificos constituem:

- Exposicéao de espécimens do diplopodo Rhinocricus padbergi a solos coletados
em areas de diferentes tempos de utilizacdo de vinhaga, a fim de analisar morfologica,
histoquimica e imunohistoquimicamente os efeitos causados no intestino médio destes

animais, local onde ocorre a digestéo.
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- Estudo a mobilidade do ion potassio no perfil de solo para entender se os anos
de aplicagdo de vinhaca alteram a mobilidade e disponibilidade desse ion do solo.

- Andlise se o lixiviado da vinhagca muda nos diferentes solos.

- Avaliacédo do potencial genotoxico do lixiviado da vinhaca em peixes (tilapias)
pela quantificacdo de células que apresentam anormalidades nucleares e eritrocitos
micronucleados em sangue periférico, assim como danos primarios, por meio do ensaio
do cometa.

- Anélise da toxicidade do lixiviado da vinhaca em figados de tilapias por meio da
histopatologia e histoquimica.

- Quantificacdo algumas proteinas de estresse oxidativo em figado de tilapias

expostas as concentracdes do lixiviado da vinhaga.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Areas de estudo
Para avaliar como se dé& a toxicidade da vinhaca ao longo do tempo foram
selecionadas trés areas de cultura canavieira da mesma regido que receberam vinhaca
como fertilizante ha diferentes anos (5, 15 e 30 anos, aproximadamente) e duas areas de

referéncia sem atuagdo canavieira, denominados S5, S15 e S30 respectivamente.

4.2. Materiais Bioldgicos

Para a realizacdo do bioensaio de toxicidade terrestre foram utilizados espécimes
adultos da espécie R. padbergi (Diplopoda), popularmente conhecido como piolho-de-
cobra, coletados em amostras de solo controle, dentro do Campus da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro-SP.

Peixes da espécie O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida popularmente
como tilapia-do-Nilo, foram utilizadas neste trabalho como organismo teste no bioensaio
de toxicidade aquatica. Os espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao
Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro, e
aclimatados em tanque, a temperatura média de 23°C, com sistemas de filtragem e

aeracao.

4.3. Amostras de solo
Uma parte das amostras de solo coletadas nas quatro areas foram enviadas para

analise quimicas, fisico-quimicas em um laboratorio de analises ambientais para
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quantificacdo de metais (As, Ba, Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se e Zn),
macro e micronutrientes (N, Ca, P, K, S), relacdo carbono/nitrogénio (C/N), matéria
organica, capacidade de troca catidnica (CTC). Foi analisado também o potencial
agrondmico (condutividade elétrica, carbono organico, fosforo total, nitrogénio Kjeldahl,
nitrogénio amoniacal, nitrogénio nitrato/nitrito, pH em agua (1:10), potassio total, sédio
total, enxofre total, calcio total, magnésio total, umidade, so6lidos volateis e sélidos
totais).

O restante do solo coletado foi seco a temperatura ambiente e peineirado em
peneira com malha de 4 mm para montagem do bioensaio utilizando R. padibergi como

bioindicador e para a montagem dos ensaios de fisica de solo.

4.4. Curva de retencdo de agua no solo
Foram coletadas amostras indeformadas de solo, em triplicata, em anéis de ago
inoxidavel de dimensdes de 3,0 cm de altura, 4,7 cm de didmetro a uma profundidade de
40cm. As amostras foram entdo saturadas em bandeja com &dgua destilada para eliminacéo
de bolhas de ar. Para determinacdo dos pontos da curva de retencdo, as amostras foram
submetidas a diferentes tensdes em camara de presséo de Richards (100 a 15000 hPa). Os
parametros Or, n e o foram obtidos com auxilio do software Retention Curve (RETC)

(Van GENUCHTEN et al., 1991), seguindo a equacdo de Van Genuchten (1989):

es —er

[+ (e, )"

m=1-—
n

0=6, +

Em que,

0 - Umidade volumétrica (cm® cm™);
Y., - Potencial matricial (hPa);

0, - Umidade residual (cm® cm™);

0s - Umidade na saturagdo (cm® cm™);

m e n - Parametros de ajuste.

4.5. Ensaio experimental em coluna segmentada
Um ensaio experimental foi montado em laboratério em que a vazdo de entrada e
a concentracdo de aplicacdo de solutos fossem conhecidas para que se pudesse analisar

cada camada de solo separadamente em determinado instante. Para tanto, foram utilizadas
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colunas segmentadas de acrilico, que receberam, em seu interior, um tratamento com
areia, com o objetivo de aumentar sua rugosidade e evitar possiveis fluxos preferenciais
durante os ensaios.

A coluna foi composta por oito anéis de 7 cm de altura e um anel superior de 5 cm
de altura. O anel superior tem a fungéo de protecdo no momento da aplicacéo e de auxiliar
na verificacdo da formacdo de uma possivel lamina da solugdo aplicada. A coluna foi
preenchida de forma homogénea e uniforme e uma fita adesiva foi utilizada para vedar e
unir um anel ao outro. Sobre a superficie do solo, no primeiro anel, foi colocada uma
manta acrilica de forma circular, de area igual a area da sec¢éo interna da coluna, para que
n&o ocorresse selamento da camada superficial, devido ao gotejamento de vinhaga, e para
melhorar a distribuicdo de aplicacdo sobre a superficie do solo. Todo o material (coluna
vazia, manta acrilica e as fitas adesivas) foi pesado antes e depois do preenchimento da
coluna, para obtencdo da densidade do solo nas colunas. O ensaio foi realizado em
triplicata para todos os solos coletados.

Ap6s montagem na coluna (Figura 2) foi aplicada vinhaca a uma vazao de 1,17
ml/min; o fluxo foi interrompido apds coleta do lixiviado ao final do oitavo anel. Depois
de decorrido esse tempo de aplicacdo, relativo para cada tipo de solo, os anéis foram
desmontados rapidamente e separados em recipientes numerados. Em seguida, de cada
recipiente, foi retirada uma pequena amostra de solo para determinacdo do contetdo de
agua e foi feita a pasta de saturacdo, determinando-se novamente o conteudo de agua. Por
fim, foi determinado o teor dos solutos para cada anel, permitindo a elaboracédo de perfis
desses valores ao longo de toda a coluna de solo. O teor de agua foi obtido pelo método
gravimétrico, pesando as amostras de solo de cada anel, secando-as em estufa a 110°C

por 24 horas e pesando-as hovamente.
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Figura 2 — Coluna segmentada contendo solo fertirrigado por vinhaga durante 30 anos.

4.6. Analise de metais no lixiviado da vinhaca
Ap0s decorrido o tempo de percolacdo da vinhaga pela coluna segmentada e a
coleta do lixiviado apds o oitavo anel em potes plasticos, as amostras foram enviadas ao
Laboratdrio de Solos da ESALQ (Escola Superior de Agronomia “Luiz de Queiroz”) para
quantificacdo de metais (Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mg, Mo, Na,
Ni, P, Pb, S, Si, Zn).

4.7. Andlise de concentracdo de potéassio
Para analise da concentracdo de potassio, as solugfes obtidas pela extracdo da
pasta de cada anel de cada coluna, foram submetidas a um fotdmetro de chama ajustado
e calibrado por meio de curva de calibracdo para o potassio com solucGes em
concentragdes 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 ppm.

4.8. Ensaio de colunas para BTC (Breakthrough Curve)

Para ser possivel modelar o comportamento dos ions potassio foi necessario
calcular seus parametros de transporte, obtidos por meio do ensaio de coluna de BTC.
Foram utilizadas colunas de PVC, com as dimensdes de 20 cm de altura e 5 cm de
diametro, as quais foram preenchidas com os solos que receberam vinhaca durante
diferentes anos (5, 15 e 30 anos) e um solo referéncia, em camadas constantes,
equivalentes e homogéneas nas mesmas densidades obtidas nos ensaios em coluna. Um

dreno foi instalado na parte superior da coluna com a fungdo de manter a carga hidréulica
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de 1 cm, e na parte inferior, um circulo de manta geotéxtil e uma grade metalica, fixados
por um “cap”, com a fungao de dar o suporte de sustentacdo do solo dentro da coluna.

Ap0s isto, as amostras foram saturadas por capilaridade com agua deionizada de
maneira lenta e ascendente. As colunas foram posicionadas verticalmente em um balde
com volume de agua deionizada cerca de 2/3 da altura da coluna de solo. Depois disso, 0
conjunto permaneceu em repouso por cerca de 24 horas para a saturacao.

Ap0s a saturacdo, iniciou-se o processo de “lavagem” do solo, o qual consiste na
passagem de agua deionizada através da coluna durante um periodo de 24 horas para que
a maioria dos ions, presentes no complexo de troca e facilmente soltveis, fosse dissolvida
e removida pela 4gua percolante. Montado desta forma, as colunas se comportaram como
permeametros de carga constante, sendo possivel, portanto, determinar a condutividade
hidraulica do solo saturado.

Em seguida, foi aplicada vinhaca com uma vazdo constante. Foram entdo
coletados volumes sequenciais de efluentes de 15 mL em frascos de acrilico. Cada frasco
coletado representando uma pequena fracdo do volume total de poros do solo na coluna
(VP). Os volumes de poros foram calculados em fun¢éo do volume da coluna preenchida
por solo (392,7 cm®) e da porosidade do solo. O ensaio foi interrompido quando a
concentracdo de entrada foi a mesma na saida.

Apoés realizada a curva de distribuicdo de efluentes foram calculados os
parametros de transporte: numero de Peclet (P), coeficiente de dispersao (D), nUmero de
Peclet em funcdo da dispersividade (A - P(L)), nimero de Peclet em fungdo da velocidade

da solu¢do no poro (v - P(v)) e fator de retardamento (R).

4.9. Montagem dos Bioensaios
4.9.1. Bioensaio de toxicidade terrestre utilizando R. padbergi
Para a montagem dos bioensaios com R. padbergi foram utilizados doze terrarios
de vidro, de medidas 45 cm de comprimento, 25 cm de largura e 20 cm de altura, com
capacidade de 22,5 L, contendo 7,5 kg de solo. O bioensaio foi realizado em triplicata,
sendo trés terrarios por tratamento, recebendo solo controle e solos com 5, 15 e 30 anos
de vinhaca. Apds a montagem dos terrarios, 20 individuos da espécie R. padbergi foram
adicionados em cada um.
Apos 21 e 42 dias de exposicao, trés animais de cada terrario foram anestesiados
com cloroférmio e dissecados em solugéo fisioldgica, a fim de se retirar o intestino médio,

0 qual teve porgdes fixadas em diferentes solugfes de acordo com o protocolo de cada
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técnica utilizada. Apoés a fixacdo por 24 h, o material foi colocado em solucdo tampéo

fosfato de sddio pH=7,4, para manutencao sob refrigeracao.

4.9.2. Bioensaio de toxicidade aquatica utilizando O. niloticus

O bioensaio foi submetido previamente ao comité de ética no uso de animais sob
protocolo 001860-2/2. O bioensaio foi realizado em réplica e foram utilizados no total
dez aquarios, com capacidade de 40 L cada. Dois deles receberam agua de poco artesiano
para funcionar como controle. Os outros aquarios receberam agua e o lixiviado da vinhaca
obtidos ap0s a realizacao dos ensaios de BTC’s na concentracdo de 5% para saber se ha
diferenca de toxicidade apds a vinhaca passar pelos diferentes solos. Os aquarios
receberam aeracao por 48 horas. ApGs esse periodo, cinco peixes, ja aclimatados, foram
colocados aleatoriamente em cada aquario, onde permaneceram por 96 horas. Foram
retirados sangue e figado, que foram fixados em diferentes solucdes, para que pudessem
ser aplicadas diferentes técnicas. Apds a fixacdo por 24 h, o material foi colocado em
solucdo tampao fosfato de sodio pH=7,4, para manutenc¢éo sob refrigeracéo.

4.10. Técnicas aplicadas nas amostras coletadas nos bioensaios
4.10.1. Histologia e histoquimica do intestino meédio de R. padbergi e
figado de O. niloticus

Para aplicacdo das técnicas de histologia e histoquimica, o intestino médio dos
diplopodos e os figados dos peixes foram desidratados em solucées de etanol a 70, 80, 90
e 95% e embebidos em historesina, por 24 horas, sob refrigeracdo. Posteriormente, 0s
materiais foram transferidos para moldes plasticos contendo resina de inclusédo. Apds a
polimerizacdo, seccdes de 6 pum de espessura foram obtidas com auxilio de micrétomo.
Para analise histoldgica, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE). Testes
histoquimicos foram aplicados para deteccdo de polissacarideos neutros — técnica do
acido periodico Schiff - PAS (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983), para detec¢do de
proteinas totais — técnica azul de bromofenol (PEARSE, 1985) e célcio, pela técnica de
von Kossa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Foram confeccionadas duas laminas
com oito cortes cada para cada técnica. As analises seguiram o protocolo de semi-

quantificacOes de alteracdes proposta por Christofoletti et al. (2016).
Neste protocolo, um fator de importancia (w) foi definido para cada leséo, de
acordo com sua importancia patolégica, ou seja, como isso afeta a funcdo do 6rgéo e a

capacidade de sobrevivéncia dos animais. As alteracGes foram previamente classificadas
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em trés fatores de importancia: (1) Importancia patologica minima, a lesdo é facilmente
reversivel quando a exposi¢do ao irritante termina; (2) Importancia patol6gica moderada,
a lesdo é reversivel na maioria dos casos, quando o estressor € neutralizado; e (3)
Importancia patologica acentuada, a lesdo é geralmente irreversivel, levando a perda
parcial ou total da funcdo do oOrgdo. Para melhor compreensdo dos resultados, as
anomalias histopatoldgicas descritas foram também classificadas em escores (a) que
variaram de O a 6, dependendo do grau e da extenséo da alteracéo, sendo: (0) nenhuma
ocorréncia; (2) pouca ou rara ocorréncia; (4) ocorréncia frequente; e (6) ocorréncia muito
frequente. Além disso, valores intermediarios também foram considerados. Ao
multiplicar o fator de importancia pelo escore, obtém-se o indice da alteragdo. Para o
calculo do indice total de cada individuo, ou seja, o indice correspondente a avaliacdo das
alteracdes histopatoldgicas, foi utilizado o seguinte calculo:
indice de alteragdo = Y (fator de importéncia x escore).

Os resultados tiveram sua normalidade testada e foi aplicado o teste de variancia

ANOVA com pos-hoc pelo teste de Dunnett com p>0,05.

4.10.2. Ensaio do cometa utilizando sangue periférico de O. niloticus

Para o ensaio do cometa, a metodologia utilizada foi a técnica alcalina, baseada
em Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009). A principio, as laminas foram
mergulhadas em agarose normal (ponto de fusdo normal) 1,5% a 60°C, e posteriormente
secas e armazenadas. Apds a puncdo cardiaca, com seringas devidamente heparinizadas,
uma amostra de 5 pL do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 pL de PBS. As laminas
pré-gelatinizadas foram montadas com 10 L da suspensdo celular + 120 pL de agarose
de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37°C. Posteriormente, foi adicionada uma laminula
sobre cada lamina, levando-as a geladeira, por 20 minutos, para solidificacdo do gel.
Decorrido este tempo, as laminulas foram removidas e as laminas foram mantidas em
solucdo de lise gelada e recém-preparada (1 mL de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79
mL de solugéo de lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5),
em geladeira, por no minimo uma hora, protegidas da luz.

A solugdo de lise possui propriedades detergentes e contém altas concentraces
de sais, que promovem a desintegracdo das membranas celulares. Apos a lise, as laminas
foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampdo alcalino
(NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH~13) a 4°C. A cuba foi disposta em um banho de gelo

e a corrida de eletroforese foi realizada com voltagem constante (39V) e amperagem de
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280-300 mA, por 20 minutos. Durante o tratamento alcalino, ocorreu o relaxamento e a
desespiralizagdo dos sitios de rompimento da molécula de DNA.

As laminas foram, ent&o, neutralizadas com tampao (Tris-HCI 0,4M, pH 7,5) em
trés lavagens de 5 minutos cada, para a remocao de sais e detergentes, secas a temperatura
ambiente e fixadas em etanol 100%, por 10 minutos, para precipitar o DNA e secar a
agarose. Toda a metodologia acima foi realizada na auséncia de luz. As laminas foram
acondicionadas a temperatura ambiente para a secagem e estocadas para posterior analise.
Foram analisados 100 nucledides de cada peixe para a determinacdo da porcentagem de
DNA na cauda e momento da cauda medidos pelo software Comet Asssay IV. Os
resultados tiveram sua normalidade testada e foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com

p>0,05 e comparacao de pares.

4.10.3. Teste do micronucleo associado a anormalidades nucleares

ApoOs exposicdo, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1g de
benzocaina em 1 mL de &lcool etilico para cada 100 mL de &gua deionizada). Para
confeccdo das laminas, foi retirado, aproximadamente, 0,3 cm3 de sangue, de cada peixe
vivo, por meio de puncdo cardiaca, utilizando seringas heparinizadas. Apos a puncéo, a
agulha foi limpa com papel absorvente, a fim de se evitar a contaminagao do sangue com
liquido corporal e/ou muco. A primeira gota foi descartada, também para evitar a
contaminacdo do sangue, sendo utilizadas as gotas posteriores para a confeccdo das
laminas, por meio da técnica de esfregaco sangiiineo. Trés extensfes sangiineas foram
feitas para cada individuo. O material foi fixado em etanol absoluto por 10 minutos e
secas a temperatura ambiente. Logo apo6s, as laminas foram submetidas a reacdo de
Feulgen, com uma hidrolise acida (11 minutos), em banho-maria a 60°C (MELLO;
VIDAL, 1978). Foram analisados 3000 eritrocitos de cada peixe, sob objetiva de imersao,
para a determinacdo da freqiiéncia de células micronucleadas e portadoras de outras
anormalidades nucleares. Os resultados tiveram sua normalidade testada e foi aplicado o

teste de Kruskal-Wallis com p>0,05 e comparagédo de pares.

4.10.4. Imunomarcacao da proteina HSP70
Para analise da presenca da proteina HSP70, apos a dissec¢éo, o intestino médio
foi fixado por 24 horas em paraformaldeido 4% tamponado e mantido em tampé&o fosfato
de sodio. O material foi levado & uma bateria de desidratacéo lenta em solugdes crescentes

de &lcool (15-100%), diafanizagdo em xilol e imersdo em parafina. Para marcagédo da
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HSP70 foi seguido o protocolo proposto por Silva-Zacarin et al. (2012); foram utilizados
Kits com anticorpos primérios — “monoclonal anti heat shock protein” 70 (HSP70) e com
anticorpos secundarios — “anti mouse” 1gG molécula inteira acoplado com fosfatase

alcalina.

4.10.5. Estresse oxidativo

O tecido hepatico foi primeiramente pesado e, entdo, homogeneizado em tampao
fosfato 0,1 M (pH 7,4). Ap6s homogeneizacédo, as amostras foram centrifugadas em 1000
rpm a 4°C. O sobrenadante foi congelado em freezer -80°C para a realizacao das técnicas.
As técnicas foram aplicadas individualmente nos animais de cada tratamento, bem como
0s testes estatisticos e, entdo, a média e desvio padrdo foram obtidos para apresentacdo
dos dados.

4.10.5.1. Analise de proteinas totais

Para a determinacdo de proteinas totais, uma curva de calibracdo foi pré-
estabelecida a partir de diferentes concentragdes de albumina 22%. A dosagem de
proteinas foi realizada por meio do método de Bradford (1976). As absorbancias, obtidas
a 595 nm, foram inseridas na equacdo da reta, o que permitiu a determinacdo da

concentracdo de proteina para o figado dos animais expostos aos tratamentos.

4.10.5.2.Peroxidacdo lipidica TBARS

A quantificacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada por meio do TBARS Assay
Kit (Cayman Chemical), respeitando-se as orientagdes do fabricante. O malondialdeido
(MDA) foi utilizado como indicador de peroxidacéo lipidica. A peroxidacdo lipidica foi
determinada pela medida da quantidade de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) formadas durante a decomposicdo de hidroperoxidos lipidicos, a maioria
formada a partir de MDA. A absorbancia foi mensurada colorimetricamente a 532 nm
usando um leitor de microplacas. O conteido de MDA foi calculado para cada amostra a

partir de uma curva padrao.

4.10.5.3.Superoxido Dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi avaliada pelo método de autoxidacao do pirogalol descrito
por Marklund e Marklund (1974). O ensaio foi realizado com 10 pL de proteinas, 2 mL
de tampdo TRIS- HCI 25 mM com EDTA 1 mM pH 8,5 e 200 pl de pirogalol 15 mM e

incubados a 24°C por 10 minutos. A reagéo foi interrompida pela adi¢do de 200 pl de
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HCI 1IN e medida em 440 nm. A atividade foi expressa em unidades de

absorbancia/minuto.

4.10.5.4.Glutationa S Transferase (GST)

A atividade da GST foi avaliada seguindo o método de Habig et al. (1974). A
mistura analisada constituia de 2,7 mL de tampé&o fosfato, 400 pL de GSH 0,1 mM e 400
pL de CDNB 0,1 mM (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) como substrato e 1 mg de proteina.
O aumento na absorbancia foi medido em 340 nm por 5 minutos com 1 minuto de

intervalo. O resultado foi expresso como absorbancia/minuto.
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5. RESULTADOS
Os resultados foram apresentados na forma de artigos cientificos e serdo submetidos

a revistas especializadas:

Artigo 1. Fertirrigated soils with vinasse for extensive period causes cellular damage

to soil bioindicators. Artigo submetido na revista Biology and Fertility of Soils.

Artigo 2. Mobilidade do ion potassio € alterada com fertirrigacéo de vinhacga ao longo

dos anos?

Artigo 3. Potencial genotoxico do lixiviado da vinhaca de cana-de-agUcar ap0s

percolacdo em solos com diferentes periodos de fertirrigacao.
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Artigo 1.
SOLOS FERTIRRIGADOS COM VINASSA POR EXTENSO PERIODO CAUSA

DANOS CELULARES AOS BIOINDICADORES DO SOLO

Correia, J.E. 1: Christofoletti, C.A.2: Moreira-de-Sousa, C. : de Souza, C.P.!

Souza, R.B. 1: Garcia, C.F.H. 1: Miranda, J.H.® Fontanetti, C.S.1

LUNESP (Universidade Estadual Paulista — “Julio de Mesquita Filho)-Rio Claro, CEP

13506-900, Rio Claro, SP, Brasil.
2 UNIARARAS (Fundagdo Herminio Ometto — FHO) — Araras, SP, Brasil

3 USP (Universidade de S&o Paulo — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

— ESALQ), Piracicaba, SP, Brasil
*Auto correspondente: telefone: +55 19 35264139; Fax: +55 19 35264136.
Resumo

A vinhaca é o principal residuo liquido do processamento da cana-de-agUcar em etanol.
Nos ultimos 35 anos, a prética de fertirrigacdo vinhaca tem sido realizada. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a toxicidade de solos que receberam vinhaca por diferentes
periodos usando o milipede Rhinocricus padbergi como organismo teste. As amostras de
solo foram coletadas em culturas de cana-de-agucar que receberam vinhaca por 5, 15 e
30 anos (S5, S15 e S30) e uma area de controle (SC). Foram realizadas analises fisico-
quimicas das diferentes amostras de solo. Os bioensaios foram realizados em triplicata,
com exposicao por 21 e 42 dias. Apos a exposicao, trés individuos de cada terrario foram
anestesiados e dissecados para remogéo do intestino médio para analise histopatoldgica e
marcagdo de HSP70. Os solos apresentaram concentragOes variadas de componentes
organicos e metais. Apds 21 dias, apenas trés individuos sobreviveram ao solo S30 e apds
42 dias de alta mortalidade, também foi observado no tratamento com solo S15. A anélise
histopatoldégica mostrou espessamento do borda em escova das células epiteliais

estatisticamente significantivo para individuos expostos aos solos S5 e S15 por 21 dias.
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A perda de adesdo das células epiteliais foi estatisticamente significante nos individuos

expostos a S15 por 21 dias e S5 por 42 dias.
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Resume

Vinasse is the main liquid residue from the sugarcane processing in ethanol. Over the last
35 years, the practice of vinasse fertigation has been carried out. This work aimed to
evaluate the toxicity of soils that received vinasse for different periods using the millipede
Rhinocricus padbergi as test organism. Soil samples were collected in sugarcane crops
that received vinasse for 5, 15 and 30 years (S5, S15 and S30) and a control area (SC).
Physical-chemical analysis of the different soil samples were performed. The bioassays
were carried out in triplicate, with exposure for 21 and 42 days. After exposure, three
individuals from each terrarium were anesthetized and dissected for midgut removal for
histopathological analysis and marking of HSP70. The soils presented varied
concentrations of organic components and metals. After 21 days only three individuals
survived to soil S30 and after 42 days high mortality there was also observed in the
treatment with soil S15. Histopathological analysis showed thickening of the brush border
of epithelial cells statistically significant for individuals exposed to the S5 and S15 soils
for 21 days. Loss of epithelial cell adhesion was statistically significant in individuals

exposed to S15 for 21 days and S5 for 42 days.

Key words: Microanalysis of soil; histopathology; HSP70; soil toxicology; etanol

industry.

1. INTRODUCTION

The search for alternative fuels is an old global need, gaining momentum with the

first international oil crisis in 1973. In this scenario ethanol gained a lot of strength,
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mainly in Brazil and the USA, the largest producers in the world, using sugarcane and
corn as matriz, respectively (UNICA, 2017).

In Brazil, the sugar and alcohol industry is considered one of the main pillars of
the economy. As with any industrial process, the sugarcane processing into ethanol
generates waste; the vinasse is the main liquid residue of this process, generated in a
proportion up to 15 times larger than the ethanol volume produced (Christofoletti et al.,
2013; Espafia-Gamboa et al., 2011). In addition, it has a high organic load, high
concentrations of potassium and other metals and acidic pH, and for that reasons has been
applied as fertilizer since the 1970s (Christofoletti et al., 2013).

Fertigation with vinasse in sugarcane crops has been carried out for approximately
35 years. Since the regulation of its safe application in the soil has occurred only in the
last 10 years, at least during the first 25 years there has been indiscriminate and excessive
use. Because of this, the fertigation with vinasse needs more supervision and studies.
Evidence from the literature indicates that sugarcane vinasse can modify soil chemical
properties, such as soil pH, redox potential (Eh) of the interstitial solution, salt content,
organic matter concentration (Biological Oxygen Demand - BOD and Chemical Oxygen
Demand — COD), cation exchange capacity (CEC), concentration of toxic metals such as
cadmium, lead, copper, chromium and nickel, ammonia concentration, among others
(Alfaro-Soto et al., 2017).

The use of soil bioindicators in environmental monitoring can be useful to detect
environmental changes at the initial stage or the effectiveness of measures taken to
improve environmental quality (Souza et al., 2014). Among the soil bioindicators,
millipedes have been gaining prominence in soil ecotoxicology surveys due to their

behavior, food habit and ecological function (Souza et al., 2014).
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As millipedes eat organic matter present in the soil, these animals midgut becomes
an excellent organ for soil possible toxicity investigation, and physiological, molecular
and histological changes become excellent biomarkers (Souza et al., 2014).

Christofoletti et al. (2016) exposed Rhinocricus padbergi millipedes to soil
combinations with vinasse and biosolid additions and observed intense reactions in the
midgut such as brush border thickening, increased epithelial renewal, increased number
of granules in hepatic cells and accumulations of hemocytes.

Coelho et al. (2017) evaluated the biosolids and vinasse toxicity in concentrations
compatible with brazilian regulations for agricultural use, from bioassays with R.
padbergi and immunostaining of stress proteins. The authors observed a significant
increase in the immunostaining of proteins HSP70 as a response to xenobiotics of both
waste, particularly in regions where cell function is the organ detoxification (such as the
hepatic cells and specific regions of the epithelium).

The heat shock proteins (HSPs) are large proteins, classified according to their
molecular mass, in up to four families with up to 100 kDa: HSP100, HSP90, HSP70 and
HSP60 (Feder et al., 1995; Patruno et al., 2001). Among them, HSP70 stands out, which
in addition to presenting a rapid and significant synthesis in presence of several stressors,
is also involved in numerous cellular events and, for this reason, has been widely used as
a biomarker for several analyzes (Coelho et al. , 2017, Moreira-De-Sousa et al., 2018).

Considering the high production and use of vinasse in the fields as fertilizer over
the last 35 years, this work aimed to evaluate the toxicity of these soils that receive vinasse
for different periods of time, to verify if the application time can also be a factor toxicity.
For this purpose, a representative of soil fauna, the millipede R. padbergi was used as
bioindicator and histopathological analysis and immunostaining of HSP70 in the midgut

as biomarkers.



©CO~NOOOTA~AWNPE

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Biological material
The individuals of the R. padbergi were collected in the UNE/SP, Rio Claro, S&o
Paulo, Brazil (22°23'45.18"S 47°32'49.18"W) and acclimated in the laboratory for 15

days in terrarium with the control soil, with a mean temperature of 23°C.

2.2. Collection of soil samples

Three areas of sugarcane cultivation located in the state of Sdo Paulo were
selected, which received vinasse as fertilizer at different times (5, 15 and 30 years). Soil
of two control areas were collected, one close to location where the millipedes were
collected, and the other close to sugarcane crops also with no anthropogenic influence.
All soils collected presented very similar characteristics having granulometry of sandy
soils. For this reason the authors selected for bioassay control the soil collected close to
location where the millipedes was living to minimizing the effects of soil change.

The soil collection spots were selected between two sugarcane rows far from the
edges; there was a previous cleaning with hoe to remove the fallen straw thus leaving the
soil exposed. The soil was excavated to a depth of approximately 30 cm and from that
point the soil was collected, sieved and conditioned in plastic bags for transportation to
the laboratory. To facilitate understanding, the different soils will be treated as follows:
SC - soil control; S5 - soil fertigated by vinasse for 5 years; S15 - soil fertigated by vinasse

for 15 years; S30 - soil fertigated by vinasse for 30 years.

2.3. Physical-chemical analysis of soil samples
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The soil samples collected in the four areas were sent to the laboratory Eurofins -
Rio Claro for chemical, physical-chemical and agronomic potential analysis for macro
and micronutrients (N, Ca, Mg, P, K, S, Fe, Mn, Cu, Zn), metals (As, Ba, Cd, Cu, Cr, Hg,
Mo, Ni, Pb, Se, Zn, electrical conductivity, organic carbon, total phosphorus, Kjeldahl
nitrogen, ammoniacal nitrogen, nitrogen nitrate/nitrite, pH in water (1:10), total
potassium, total sodium, total sulfur, total calcium, total magnesium, moisture, volatile

solids and total solids).

2.4. Terrestrial toxicity bioassay using R. padbergi

For the R. padbergi bioassays assemble, twelve glass terrariums, measuring 45 cm
long, 25 cm wide and 20 cm high, with a capacity of 22.5 L, containing 7.5 kg of soil
were used. The bioassay was performed in triplicate, being three terrariums per treatment,
receiving the soils SC, S5, S15 and S30. After terrarium preparation, 20 individuals of
the R. padbergi species were added to each. After 21 and 42 days of exposure, three
animals from each terrarium were anesthetized with sulfuric ether and dissected in
physiological solution in order to remove the midgut, which had portions fixed in
different solutions according to the protocol of each technique used. After fixation for 24
h, the material was placed in sodium phosphate buffer pH = 7.4, and stored under

refrigeration for further analysis.

2.5. Histology and Histochemistry of the midgut of R. padbergi

For the histological and histochemical techniques application, millipedes midgut
were dehydrated in ethanol solutions at 70, 80, 90 and 95% and embedded in historesin
for 24 h under cooling. After this, the materials were transferred to plastic molds

containing inclusion resin. After polymerization, sections of 6 um thick were obtained
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with the aid of a microtome. For histological analysis, the sections were stained with
hematoxylin and eosin (HE). Histochemical tests were applied for the detection of neutral
polysaccharides - periodic acid Shiff - PAS technique (Junqueira; Junqueira, 1983), total
proteins - bromophenol blue technique (Pearse, 1985) and calcium by von Kossa
technique (Junqueira; Junqueira, 1983). Two slides were made with eight sections each
for each technique.

The analyzes followed the semi-quantification of alterations protocol proposed by
Christofoletti et al. (2016). To calculate the change index, each change received an
importance value of 1 to 3 according to the impact generated by it in the tissue. This
impact factor was then multiplied by values between 0 and 6 regarding the extent of this

change by the organ.

2.6. Immunostaining of HSP70 protein

For analysis of the presence of HSP70 protein, after dissection, the midgut was
fixed for 24 hours in 4% paraformaldehyde buffer and maintained in sodium phosphate
buffer. The material undergo to a slow dehydration battery in increasing solutions of
alcohol (15-100%), diaphanization in xylol and immersion in paraffin. Subsequently, the
material was sectioned in 6um sections with the aid of the microtome; the sections were
then hydrated and collected on slides. The immunostaining of HSP70 protein followed

the protocol proposed by Coelho et al. (2017).

2.7. Statistical analysis
To select the most appropriate statistical test, the normality of the data was verified
by the Shapiro-Wilk test. For the group of data that obtained a normal distribution, the

ANOVA test was applied, with Dunnet's post-hoc test (p <0.05). Kruskal-Wallis test and
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subsequent paired analysis (p <0.05) were applied for the non-normal distribution data

group.

3. RESULTS
3.1. Physical-chemical analysis of soil samples
The physical-chemical analysis results were summarized in Table 1. The SC soil
obtained the highest values of total organic carbon, ammoniacal nitrogen, nitric nitrogen
and metals such as arsenic, lead and molybdenum. The soil S30 obtained the highest
values of nitrogen kjeldahl, phosphorus, potassium (four times higher than control), zinc,
nickel, magnesium, copper, calcium and barium. Soil pH, with the exception of soil S15,

was considered slightly acidic.

3.2. Mortality of exposed animals

In 21 days of exposure, the death of most individuals exposed to soil S30 was
observed, being possible only the collection of three animals from one of the triplicates.
There was mortality of one control individual and two individuals exposed to soil S15.

After 42 days of exposure all individuals exposed to soil S30 had died and only
four individuals exposed to soil S15 survived and were collected. There was death of one

control individual and two of S5 soil.

3.3. Histopathology of R. padbergi midgut

The control group presented the midgut morphological pattern for the species,
characterized by a pseudostratified epithelium with brush border, followed by a layer of
muscle cells, hepatic cells and a discontinuous muscle (Figure 1A). The main alterations

were: increase in epithelial renewal rate, loss of adhesion of epithelial cells (Figure 1B),
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thickening on the brush border of epithelial cells (Figure 1C), increase in the presence of
granules in hepatic cells. In some individuals, a high incidence of vacuoles was observed
in the epithelial cells apical region (Figure 1D). Part of these vacuoles contained
spherocrystals, some of which were detected by the von Kossa technique (Figure 1E).

The alteration index were summarized in table 2. At 21 days of exposure, brush
border thickening was statistically significant in the animals exposed to the S5 and S15
soils when compared to the control by the Kruskal-Wallis method (p <0.05). In the
animals exposed to soil S15 the loss of epithelial cell adhesion was also statistically
significant. At 42 days of exposure, loss of epithelial cell adhesion was statistically
significant only in animals exposed to soil S5 years.

Some animals exposed to soil S5 and S15 showed very intense marking in hepatic
cells for neutral polysaccharides (Figure 2A) and for proteins (Figure 2B) showing a
complex composition. Most of the granules of the hepatic cells presented calcium in their
constitution, typically observed in these animals, being part of the spherocrystals.

The presence of calcium was also evidenced in the epithelial cells of individuals

exposed for 21 days to soil S5.

3.4. Immunostaining of HSP70

From the HSP70 immunostaining analysis, the lowest protein expression was
observed in the 42-day control animals and the highest in the animals exposed for 42 days
to the S5 soil (Figure 3). There were statistically significant differences in the individuals
exposed for 21 days in soil S5 and S15 and for 42 days in soil S5 when compared to
controls. The HSP70 expression was concentrated predominantly in the apical region of

epithelial cells and in hepatic cells.
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4. DISCUSSION

The use of vinasse as fertilizer in sugarcane crops is a very common and extremely
profitable practice for mills. The residue that is produced in very high amounts is
discarded in the sugarcane crop and when acting as a natural fertilizer, dispenses the need
for chemical fertilizers. However, this practice, which occurred approximately over 35
years, was only regulated in Brazil in 2005 and only for the state of S&o Paulo, through
the technical norm P 4.231/2005 of CETESB (S&o Paulo State Environmental Company),
which establishes the criteria and procedures for the vinasse storage, transportation and
application.

For at least two decades the vinasse application on the soil was carried out
uncontrolled. Therefore, to verify the toxic effects of vinasse in soil over time was the
objective of this study. For that, soils that received vinasse for 5, 15 and 30 years were
collected. The composition of this soils, as well its toxic effects on the exposed millipedes
were compared to a control soil.

The physical-chemical parameters analyzed varied greatly among the soil samples
collected. There was a potassium concentration four times higher in the soil S30 than in
soil SC. This difference is due to the presence of potassium in high concentrations in the
vinasse (Christofoletti et al., 2013), which is the limiting element for fertirrigation
according to the technical norm P 4.231/2005 of CETESB. In the soil S30 was detected
the highest concentrations of zinc, nickel, magnesium, copper, calcium and barium were
observed, indicating a salinization process.

The pH of most of the analyzed soils was slightly acid except for soil S15. In
general, several studies have reported that high vinasse doses applied to soils contribute

to the cation exchange capacity increase, the percentage of base saturation and to the

10
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elevation of the soil pH index, promoting an improvement in its fertility (Santos et al.,
1981, Barros et al., 2010).

However it is known that the vinasse acidic pH is given by the addition of sulfuric
acid to avoid contamination in the fermentors of the mills. Soil pH acidification was
observed by Basso et al. (2016) in tests with raw vinasse percolation in columns
containing sandy soils of the Rio Claro Formation; the experiments were started with soil
pH values of the slightly acid (5.7) percolated by water. After vinasse addition, the
effluent pH values decreased throughout the test, reaching values close to the pH of the
initial vinasse (4.1). According to the authors, there was no biodegradation of the organic
matter, possibly due to the short test time and the controlled temperature conditions,
around 20°C.

During exposition of millipedes, death was observed from individuals exposed to
S30 soil for 21 days. After 42 days all individuals exposed to soil S30 had died and only
four survived in terrariums with soil S15. The high mortality rate indicates a great toxic
potential of these soils.

Analyzes of the exposed millipedes revealed that epithelial cells, involved in the
absorption of the elements present in the lumen, are not immune to the toxic effects
provided by soils. The thickening of epithelial cells brush border, statistically significant
in individuals exposed to 21 days on the S5 and S15 soils, signals an adaptive response
of the animals to prevent the entry of toxic compounds into the midgut. The brush border
is constituted by the microvilli of epithelial cells and its thickening may be due to the
elongation of these microvilli. According to Phillips et al. (2000), elongation and
destruction of microvilli of the intestine are involved in food allergies in humans and
animals. In order to prove the elongation of microvilli in this study, it would be necessary

to use electron microscopy. However, Christofoletti et al. (2016) exposed R. padbergi

11
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millipedes to soil with vinasse and biosolid and also observed intense reactions in the
midgut such as brush border thickening caused by the elongation of microvilli and the
overlapping of a amorphous substance thick layer, which according to the authors this
change may have occurred due to contact with the contaminated soil, as the animals
assimilated the toxic substances during digestion.

In the present study, the epithelial cells adhesion loss was statistically significant
in individuals exposed to soil S15 for 21 days and S5 for 42 days. The loss of adhesion
between the cells can be closely related to the tissue renewal process, since it facilitates
the detachment of the damaged cells or in the process of death, favoring their elimination
from the tissue. These processes are normal physiological responses to maintain organ
function, however if the frequency/incidence of this process is high, there will probably
be death of the animal (Souza; Fontanetti, 2011).

In the presence of contaminated soils, millipedes can present two strategies, some
millipedes species prefer to starve instead of ingesting soil with levels of toxic substances
(Hopkin; Read; 1992), but when they move the soil to deep layers, these animals feed on
the substrate containing potentially toxic substances (Nogarol; Fontanetti, 2010). In
contact with these substances, the potentially toxic compounds intracellular accumulation
in insoluble and physiologically inactive forms is an efficient mechanism for the
detoxification of these elements. In the millipedes, the hepatic cell actively works in this
process (Kohler, 2002; Nogarol; Fontanetti, 2010; Christofoletti et al., 2016); formation
as well as increased presence of cytoplasmic granules signals the organ's attempt to
maintain homeostasis and ionic balance by causing hepatic cells to absorb metals and
harmful substances and accumulate them in the form of spherocrystals. The absorbed
metals bind to the organic matrix in the granule immobilizing it and favoring its excretion

by vesicles (Nogarol; Fontanetti, 2010).
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The increase in granule accumulation in hepatic cells was extensively observed in
individuals exposed to all soils; the metals binding, mainly calcium, with a glycoprotein
matrix was confirmed by the marking of these granules by the different histochemical
techniques employed in this study. Although not statistically significant, the PAS
technique also showed a greater marking of neutral polysaccharides in the apical region
of the epithelial cells and in some individuals intense accumulation in the hepatic cells as
observed in figure 2, revealing the epithelium reaction to the toxic substances present in
the soil. Nogarol and Fontanetti (2010) also verified an intense increase in the
accumulation granules in hepatic cells of R. padbergi exposed to the sewage sludge,
reaching an exorbitant amount. The authors also found an increase in the epithelial
renewal rate, increase of secretory vesicles with glycoprotein content and increase in the
number of hemocytes.

In the present study, besides the morphological changes, there was also a
statistically significant HSP70 protein expression in the individuals exposed to the S5 and
S15 soils in 21 days and S5 in 42 days, with a more intense marking in the apical region
of the epithelial cell layer and in the hepatic cells.

The HSP70 protein is characterized by rapid and significant synthesis in the
presence of several stressors, through the expression of their gene and consequent protein
activation, being able to be increased or decreased according to the organism situation
(Kohler et al., 1992; Zanger et al., 1996; Nadeau et al., 2001; Mello et al., 2012; Silva-
Zacarin et al., 2012; Taylor et al., 2013; Ansoar-Rodriguez et al., 2016). For this reason
it has been widely used as a biomarker for several analyzes (Jonsson et al., 2006; Liu et
al., 2015). These proteins have specific functions in signaling pathways related to cell
growth and in the prevention or reversal of proteotoxic damage caused by stress,

including oxidative stress.
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In this study, the regions with the most intense presence of HSP70 correlate with
the regions of the main morphological alterations found, possibly these responses show
that the epithelial cells as well as the hepatic cells served as a defense line in the animals.
Moreira-de-Sousa et al. (2018) stated that HSP70 can effectively act up protecting the
cells to a certain level of toxicity; the greater the toxic potential of the soils, the lower are
the HSP70 proteins effectiveness in avoiding the toxic effects.

Coelho et al. (2017) were the first to perform HSP70 immunostaining in the
midgut of millipedes exposed to vinasse and biosolid. The authors observed a greater
increase of the immunostaining in the animals exposed to the vinasse in comparison to
the biosolid and to the control. The most marked regions were the regions involved in
protective functions and acting in the detoxification, as the hepatic cells and apical and
basal regions of the epithelial cells, the same observed inthis study.

It is known that millipedes have a great capacity for bioprocessing in the face of
contact with toxic compounds (Christofoletti et al., 2012), but in this work, the mortality
of the animals showed that the fertigated soils with vinasse for long periods were highly
toxic to the animals. Compared to soils with less fertigation time, the cellular damages
observed also indicate that these soils presented toxic effects, since the cellular responses
clearly reflected processes of cellular lesions and adaptations to the stimuli caused by
contact with the contaminated soil. With this in mind, there is an alert about the toxic
effects of vinasse over the years of application in the environment and the possibility of
salinization of soils by the some elements accumulation in abundance in the vinasse such

as potassium and calcium.
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Fig. 1 Histological changes found in the midgut of R. padbergi. A: control; B-E: groups
exposed to soil fertigated with vinasse; |: lumen; e: epithelium; h: hemocyte; m:
musculature; bb: brush border; ml: muscle layer; hc: hepatic cell; arrow: loss of
epithelial cell adhesion; arrowhead: spherocrystals within cytoplasmic vacuoles -

calcium detection (von Kossa)

Fig. 2 Accumulation of granules in the midgut of R. padbergi exposed to soil that received
vinasse. A: PAS technique - (detection of neutral polysaccharides); B: Bromophenol blue
technique (total proteins); C: von Kossa technique (Calcium); I: lumen; e: epithelium; h:
hemocyte; m: musculature; bb: brush border; bm: basal membrane; ml: muscle layer; hc:

hepatic cell; arrowhead: spherocrystals

Fig. 3 Mean and standard deviation of percentage values per area of expression HSP70
protein midgut of R. padbergi exposed to fertigated soils by vinasse for different periods.
SC: soil control; S5: soil fertigated with vinasse for 5 years; S15: soil fertigated with
vinasse for 15 years; S30: soil fertigated with vinasse for 30 years; -21: 21 days of
exposure; -42: 42 days of exposure. *: statistically significant values by ANOVA test and
pos-hoc by Dunett test with p< 0,05

20



table 1

Table 1. Physical-chemical analysis values of soils that received fertigation of vinasse

; over time.
3 Parametro SC S5 S15 S30
. pH 5.40 5.90 7.2 54
6 Humidity 2.67 2.95 1.43 22.92
7 Nitric 225.20 47.79 17.27 73.91
8 nitrogen
18 (Dilution of 2)
11 Ammonia 62.30 45.10 28.30 44.40
12 Nitrogen
13 Kjeldahl 186.00 650 493 946
14 Nitrogen
e Total Organic 7.82 2.73 3.14 6.93
17 Carbon
18 Electric 0.623 0.126 0.120 -
19 conductivity
52 Sulfur 8.02 8.54 13.69 8.21
5o Potassium 308.00 80.00 152.8 1416
23 Phosphorus 871.00 478 795 2327
24 (Dilution of
25 10)
2 Arsenic 6.85 0.720 1.11 0.87
28 Barium 19.98 27.78 9.71 83.98
29 Calcium 857.00 442 914 1376
30 Lead 17.70 6.02 6.32 12.31
g; Copper 23.52 4.74 6.158 86.12
33 Chrome 24.94 22.82 28.02 24.10
34 Magnesium 377.00 115.0 342 640
35 Molybdenum 2.50 <0.255 <0.255 <0.255
36 Nickel 5.82 2.01 2.170 9.20
o Sodium 131.00 251.40 197.6 <56.657
39 Zinc 24.87 6.12 9.46 66.9
40 SC: soil control; S5: soil fertigated with vinasse for 5 years; S15: soil fertigated with
j; vinasse for 15 years; S30: soil fertigated with vinasse for 30 years
43
44
45
46
47
48
49
50
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17
18
19
20
21

22
23 Table 2 — Mean and standard deviation of alterations index of R. padbergi midgut exposed to fertigated soils by vinasse for different periods.

24 HEPATIC CELLS

o5 EPITHELIAL
26 Epithelial renewal Loss of Brush border Vacuoles Increase of granules

217 (1) adhesion (2)

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
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65

SC

21 S5
DAYS S15
S30

2.75%0.88
3.66+1.32
2.66%1.00
4.00+1.00

2.87+0.83
5.77+3.07
6.44+3.43*
4.66+1.15

0
5.55+2.60*
6.00+2.64*

6.00+2.00

0
1.66+4.71
4.00+£7.93

thickening (2) (3) (2)
0

7.00+2.39
6.66+2.82
7.11+2.02
4.33+2.08

SC

42 S5
DAYS s15

S30

2.75+1.90
4.00+1.52
3.75%0.50

0
2.28+0.75*
1.5+0.57

3.00+4.27
5.42+3.77
5.00£2.58

0
0
3.75%7.50

6.75+3.19
6.57+2.50
6.50+1.91

SC: soil control; S5: soil fertigated with vinasse for 5 years; S15: soil fertigated with vinasse for 15 years; S30: soil fertigated with vinasse for
30 years. (): importance factor; * : statistically significant values. by the Kruskal-Wallis test with p<0.05. compared to the negative control.
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Table 3 — Mean and standard deviation of the values of histochemical marking intensity in the midgut of R. padbergi exposed to fertigated soils
by vinasse for different periods.

NEUTRAL POLISSACARIDES

CALCIUM

TOTAL PROTEINS

(PAS) (VON KOSSA) (BROMOPHENOL BLUE)
Epithelial Hepatic cells Epithelial Hepatic cells Epithelial Hepatic cells

SC 3.33x1.21 3.0£1.09 0 3.42+0.97 5.33+0.81 4.33+0.81

S5 2.88+1.36 4.22+1.20 3.77+1.30* 3.22+1.39 4.87+0.83 4.37+1.06

D/ﬂ( ‘ s15 3.11+1.45 4.22+1.39 1.50£0.75 2.87+1.24 5.22+0.66 4.77£0.97

S30 3.33+0.57 4.33+1.52 1.66+1.15 3.66+1.52 4.66+0.57 5.66+0.57

SC 1.62+0.74 2.18+1.06 1.50+1.06 3.00+0.92 3.75+1.38 5.12+0.83

47 S5 2.12+0.83 2.75x0.70 2.57+1.98 3.57£1.27 4.33£1.21 5.33£0.51

DAYS S15 1.25+0.50 3.25+0.70 2.75+1.5 4.00+1.15 3.25+0.50 4.50+0.57
S30 - - - - - -

SC: soil control; S5: soil fertigated with vinasse for 5 years; S15: soil fertigated with vinasse for 15 years; S30: soil fertigated with

vinasse for 30 years ; * : statistically significant values. by the Kruskal-Wallis test with p<0.05. compared to the negative control.
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MOBILIDADE DO ION POTASSIO E ALTERADA COM FERTIRRIGACAO
DE VINHACA AO LONGO DOS ANOS?

Correia, J.E.; Grecco, K.L.; Miranda, J.H.; Fontanetti, C.S.

L UNESP (Séo Paulo State University)-Rio Claro, Zip Code 13506-900, Rio Claro, SP,

Brazil.

2 ESALQ (Luiz de Queiroz College of Agriculture — Sdo Paulo University) — Piracicaba,
SP, Brazil

*Corresponding author: Phone: +55 19 35264139; Fax: +55 19 35264136.

Email: jorgeecorreia@hotmail.com

Resumo

O estudo do transporte dos components quimicos no perfil do solo é importante, tanto do
ponto de vista ambiental quanto econdmico, uma vez que o entendimento dos
paramentros de transporte de solutos nessa matriz nos auxiliam na reducdo da lixiviagao
destes para as camadas subsuperficiais. Nesse sentido, considerando a pratica da
fertirrigacdo da vinhaca na lavoura de cana-de-aclcar ha quase 40 anos, esse estudo
objetivou avaliar se 0s anos de aplicacdo de vinhaca como fertilizante altera a mobilidade
do ion potassio. Amostras de solo foram coletadas em areas de cultura canavieira com 5
(S5), 15 (S15) e 30 anos (S30) de uso de vinhaca como fertilizante e de uma area da
mesma regido sem influencia antrdpica para atuar como solo referéncia (SR). Assim, a
dindmica do ion potéssio foi investigada mediante a analise de seus parametros de
transporte, obtidos pelo ajuste numérico das curvas de distribuicdo de efluentes
(Breakthrough Curves, BTC) aplicando o co6digo CFITIM dentro do software
STANMOD (STudio of ANalytical MODels) e pelo modelo HYDRUS -1D. Nos ensaios
em coluna segmentada a diferenca entre o solo referéncia e os solos fertirrigados se deu
na concentracdo de potassio nos aneéis inferiores, sendo maior nos solos fertirrigados,
indicando uma maior mobilidade do potassio nesses solos. Nos ensaios de BTC’s,

observou-se nas curvas das simulag¢fes que a concentracdo de potéssio chegou a 100%
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dos valores de entrada para quase todas as triplicatas de todos os solos. O equilibrio foi
atingido mais rapido no solo S5 em relacéo ao solo referéncia e mais rapido ainda no S15.
Em contrapartida o solo S30 foi o que apresentou maior interacdo do ion potassio com o
solo, confirmados por apresentar os maiores valores de coeficiente de retardamento (R) e
coeficiente de distribui¢do sendo estatisticamente significativos quando comparados entre
eles. Tendo em vista os resultados obtidos nesse estudo podemos concluir que o fator
tempo de uso do solo influencia na mobilidade do potassio, principal ion de interesse para
fertilizacdo de solos. Quanto maior o tempo de aplicagdo, mais o potassio € retido por

processos de adveccdo

Palavras-Chave: Breakthrough Curves; HIDRUS-1D; fertirrigacdo, cana-de-agUcar.

1. INTRODUCAO

A adubacdo por meio de aplicacdo de fertilizantes visa suprir demandas
nutricionais que sdo exigidas pelos cultivos, buscando-se fornecer quantidades ideais de
nutrientes requeridas pela planta no momento adequado, visando sempre alcancar bons
rendimentos e produtos de qualidade. Portanto, para o sucesso dessa préatica é essencial
que o0s nutrientes aplicados permanecam em uma posicdo no perfil de solo que
preferencialmente estejam disponiveis as plantas, ou seja, principalmente em sua zona
radicular (profundidade efetiva das raizes). Entretanto, em alguns casos a adubacéo nao
é feita e nem manejada de forma adequada, utilizando-se de elevadas quantidades de
fertilizantes. Dentre esses casos, pode-se citar 0 da vinhaca, residuo proveniente do
processamento da cana-de-agucar para a producdo de etanol, a qual possui alta carga
organica e elevada concentracdo de potassio, nitrogénio e fosforo, sendo utilizado como
fertilizante nas proprias culturas de cana-de-actcar (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

A vinhaca é produzida em uma razao de 15:1 em relacdo a producao de etanol, e
vem sendo utilizada como fertilizante desde a década de 80 quando foi proibido seu
descarte em recursos hidricos (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Entretanto a
regulamentacdo de seu uso no solo ocorreu apenas em 2006 e apenas para o estado de
Séo Paulo, seu maior produtor. Tendo isso em vista, a vinhaga vem sendo aplicada no
cultivo canavieiro ha praticamente 40 anos, sendo trinta deles sem nenhum controle por

parte de 6rgaos governamentais.
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A vinhaca é uma mistura complexa que contém tanto componentes organicos
como inorgénicos. Seu comportamento no solo é bastante variado, podendo modificar a
distribuicdo e tamanho das particulas de solo e consequentemente a geometria dos poros
de solos arenosos e argilosos (ROLLING; FREIRE, 1997).

Silva et al. (2007) observaram gue a vinhaga promove mudancas nas propriedades
fisicas do solo, porém com efeitos distintos. Dependendo do tipo de solo a vinhaga pode
elevar a capacidade de infiltracdo do solo, por meio da melhoria de sua porosidade e dessa
forma, aumentando a possiblidade de contaminacdo de aguas subterraneas. Como
também, pode causar o efeito contrario em relacédo a capacidade de infiltracdo do solo, ou
seja, reduzindo e promovendo o aumento do escoamento, nesse sentido, com possivel
incremento da contaminacédo de aguas superficiais.

De uma maneira geral, varios estudos afirmaram que elevadas doses de vinhaca
aplicadas aos solos contribuem para o aumento da capacidade de troca catidnica, da
porcentagem de saturacdo de bases e para a elevacdo do indice de pH do solo,
promovendo melhoria em sua fertilidade (SANTOS et al., 1981; BIANCHI et al., 2008;
BARROS et al., 2010).

Atualmente a legislacdo que rege as normas para aplicacdo de vinhaca se baseia
apenas nas concentracdes de potassio presentes no solo e na vinhaga para o calculo da
quantidade aplicada por hectare. O potéassio é um ion movel nos solos e, como tal,
quantidades significativas podem ser perdidas por lixiviacao, afetando a eficiéncia dos
fertilizantes aplicados (ALFARO et al., 2004b). O aumento dos custos com fertilizantes
e questdes relacionadas a qualidade das aguas subterraneas estdo trazendo impactos
econdmicos e ambientais (SHARMA; SHARMA, 2013).

Outro aspecto a ser observado é que a ocorréncia de excesso de agua proveniente
tanto da irrigacdo quanto da chuva, pode favorecer o deslocamento de ions pelos
processos de escoamento superficial o que pode causar também a contaminacao de aguas
superficiais pela erosdo hidrica e eutrofizacdo; e de lixiviacdo para camadas profundas do
solo, tornando os nutrientes indisponiveis as plantas e podendo, causar a contaminagéo
de &guas subterraneas e acidificacdo de camadas do solo (GRECCO, 2019). Para evitar
tais prejuizos ambientais, além de aspectos econdémicos, como as perdas dos nutrientes, o
estudo sobre a dindmica desses solutos em um perfil de solo, passa a ser relevante.

Para um melhor entendimento dessa dinamica, a sua representacéo e interpretacao
é feita por meio da obtencao de alguns parametros de transporte de solutos no solo. Como

exemplo, dentre esses parametros, pode-se citar o fator de retardamento (R), que €
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definido como sendo a capacidade de adsor¢do do soluto pelo solo. Outro parametro
utilizado é o chamado coeficiente de dispersdo, o qual representa um movimento
proporcionado por variagdes na velocidade de deslocamento da solugéo entre os poros de
diferentes tamanhos, formas e dire¢ées (GRECCO, 2019).

Para adquirir tais parametros de transporte dos solutos € necessario o ajuste
numerico da equacao diferencial de adveccdo-disperséao, a qual representa a dinamica de
solutos no solo. O ajuste pode ser feito de forma inversa, mediante o conhecimento das
concentracdes dos solutos, diante da coleta de dados obtidos pelas curvas de distribuicdo
de efluentes, cujo termo internacionalmente utilizado é “Breakthrough Curves” (BTC)
(Curvas de Avanco). As BTC’s s@o obtidas em condi¢des de laboratorio, utilizando-se
colunas preenchidas com material de solo em condicdo de saturacao do solo.

O modelo HYDRUS-1D (SIMUNEK et al., 2009, 1998) pode ser utilizado para a
simulacdo do movimento unidimensional de agua, calor e maltiplos solutos em um solo
saturado ou ndo saturado. O modelo utiliza da técnica de elementos finitos lineares para
resolver numericamente a equacdo de Richards para fluidos de &gua em meio saturado ou
ndo saturado, as equacdes de dispersdo e advec¢do tendo como base a lei de Fick para o
transporte de calor e soluto

Portanto, embora o comportamento do ion potéssio seja estudado para diversos
tipos de solo (GRECCO, 2019; ZENG, BROWN, 2000; ERNANI et al., 2012), ainda ha
necessidade desse tipo de pesquisa e por esse motivo, objetivou-se com o presente estudo
avaliar a alteracdo da mobilidade dos ions potassio e nitrato em um material de solo que
teve aplicacdo de vinhaga, como fertilizante, ao longo de diferentes intervalos de tempo
(5, 15 e 30 anos).

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida, basicamente, em trés etapas: a) coleta do material de solo
em areas com tempos diferentes de aplicacdo de vinhaca (5, 15 e 30 anos), b) obtencédo
dos parametros de transporte mediante a elaboracdo de BTC’s e c) simulagdo pelo modelo
Hydrus da dindmica de nitrato e potassio, mediante a aplicacdo de vinhaga, nesses

diferentes tipos de solo, em colunas segmentadas.

2.1. Coleta do material de solo
Foram selecionadas areas de cultura canavieira de uma regido do estado de Séao

Paulo (por motivos corporativos ndo foi permitida a divulgagdo das coordenadas
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geograficas), cuja aplicacdo de vinhaca como fertilizante ja ocorre ha 5 (S5), 15 (S15) e
30 anos (S30). Além dessas areas, a titulo de comparacédo, tem-se a area de referéncia
(SR) com baixa interferéncia antrépica e sem ter tido a aplicagdo de vinhaga ou qualquer

tipo de fertilizante.

2.1.1. Andlises fisico-quimicas das amostras de solo

As amostras coletadas desse material de solo (nas quatro areas) foram enviadas ao
laboratdrio de analises ambientais para serem realizadas as andlises fisico-quimicas
visando a quantificacdo de metais (As, Ba, Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se
e Zn), macro e micronutrientes (N, Ca, P, K, S), relagdo carbono/nitrogénio (C/N),
matéria organica, capacidade de troca catibnica (CTC), e do potencial agronémico
(condutividade elétrica, carbono organico, fésforo total, nitrogénio Kjeldahl, nitrogénio
amoniacal, nitrogénio nitrato/nitrito, pH em agua (1:10), potassio total, sodio total,

enxofre total, célcio total, magnésio total, umidade, sélidos volateis e solidos totais).

2.1.2. Curva de retencéo de dgua no solo

Foram coletadas amostras indeformadas em triplicata de solo em anéis de aco
inoxidavel de dimensdes de 3,0 cm de altura, 4,7 cm de didmetro a uma profundidade de
40cm. As amostras foram entdo preparadas para a elaboracdo da curva de retengéo de
agua no solo (CRA). Dessa forma, iniciou-se com a saturacdo das amostras em uma
bandeja com agua destilada. Depois, as amostras foram submetidas a diferentes tensdes,
pela cdmara de pressao de Richards, com os valores de 100 a 15000 hPa, para a obtencao
dos respectivos pontos da curva de retencdo. O ajuste numérico dos parametros
representados pelas eqgs. 1 e 2, foi feito pelo software Retention Curve (RETC) (Van
GENUCHTEN et al., 1991), seguindo o ajuste do modelo proposto por van Genuchten
(1980):
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85 — 6, 1)

0= O T @ o™

)

8 = | umidade volumétrica do solo (cm® cm™)
ém = | potencial matrico (cm)
0, = | umidade residual do solo (cm® cm)
<= | umidade de saturacdo do solo (cm?3 cm™)
a = | pardmetro de ajuste (cm™)
m e n = | parametros de ajuste

2.2. Ensaio de colunas para elaboragdo de BTC (Breakthrough Curve)

Foram utilizadas colunas de PVVC, com as dimensdes de 20 cm de altura e 5 cm
de didmetro, as quais foram preenchidas com os solos SR, S5, S15 e S30, em camadas
constantes, equivalentes e homogéneas nas mesmas densidades obtidas nos ensaios em
coluna segmentada. Um dreno foi instalado na parte superior da coluna com a funcgéo de
manter a carga hidraulica de 1 cm, e na parte inferior, um circulo de manta geotéxtil e
uma grade metalica, fixados por um “cap”, com a fung@o de dar o suporte de sustentagdo
do solo dentro da coluna. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

Logo apos, as amostras foram saturadas com &gua deionizada de maneira lenta e
ascendente, por capilaridade por cerca de 24 hora. Ap0s a satura¢do, iniciou-se 0 processo
de “lavagem” do solo, o qual consiste na passagem de agua deionizada através da coluna
durante um periodo de 24 horas para que a maioria dos ions, presentes no complexo de
troca, e facilmente solUveis, seja dissolvida e removida pela agua percolante. Montado
desta forma, as colunas se comportaram como permeéametros de carga constante, sendo
possivel, portanto, determinar a condutividade hidraulica do solo saturado.

Em seguida, aplicou-se vinhaga sob vazdo constante. Foram entdo coletados
volumes sequenciais de efluentes de 15 mL em frascos de acrilico. Cada frasco coletado
representando uma pequena fracdo do volume total de poros do solo na coluna (VP). Os
volumes de poros sdo obtidos pela relagéo entre o volume de efluente coletado e o volume
de poros da coluna (obtido pelo produto da porosidade do solo e o volume total de solo

na coluna (392,7 cm®)). O ensaio foi interrompido quando a concentracio de potassio e
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nitrato, que estavam sendo aplicados a coluna (concentracdo de entrada) foi igual ou
préxima a concentracao desses elementos obtidos na sequéncia dos efluentes.

Apos realizada a curva de distribuicdo de efluentes, utilizando-se o modelo
STANMOD (STudio of ANalytical MODels), mediante um ajuste numérico das BTC’s,
foram obtidos os parametros de transporte dos ions potassio e nitrato para os diferentes
tipos de solo: numero de Peclet (P), coeficiente de dispersdo (D), nUmero de Peclet em
fun¢do da Dispersividade (A - P(1)), nimero de Peclet em funcdo da velocidade da solugéo

no poro (v - P(v)) e fator de retardamento (R).

2.3. Ensaio em coluna segmentada e aplica¢cdo do modelo Hydrus 1D

Foram utilizadas colunas segmentadas de acrilico, que receberam, em seu interior,
um tratamento com jato de areia, com o objetivo de aumentar a sua rugosidade e evitar
possiveis fluxos preferenciais da vinhaca durante 0s ensaios.

A coluna foi composta por oito anéis de 7 cm de altura e um anel superior de 5 cm
de altura, o qual com funcdo de protecdo no momento da aplicacdo e também de auxiliar
na verificacdo da formacdo de uma possivel lamina da solugdo aplicada. A coluna foi
preenchida de forma homogénea e uniforme e fita adesiva foi utilizada para vedar e unir
um anel ao outro. Sobre a superficie do solo, no primeiro anel, foi colocada uma manta
acrilica de forma circular, de area igual a area da secdo interna da coluna, para que ndo
ocorresse selamento da camada superficial, devido ao gotejamento da solucdo, e para
melhorar a distribuicdo de aplicacdo sobre a superficie do solo. Todo o material (coluna
vazia, manta acrilica e as fitas adesivas) foi pesado antes e depois do preenchimento da
coluna, para obtengdo da densidade do solo nas colunas. O ensaio foi realizado em
triplicata para todos os solos coletados.

Apds montagem na coluna aplicou-se vinhaca a uma taxa de aplicacdo de 1,17 mL
min. A aplicacéo foi interrompida ao atingir o oitavo anel, com o objetivo de obter trés
diferentes perfis ao longo da coluna: um perfil superficial (com maior aplicacdo de
vinhaca), um perfil intermediério e o perfil ao final ad coluna (sendo possivel obter a
concentracdo inicial de potassio e nitrato, para cada material de solo estudado). Apos
transcorrido esse tempo de aplicagdo, relativo & cada tipo de solo, os anéis foram
desmontados rapidamente e separados em recipientes numerados. Em um primeiro
instante, foi obtido o valor da umidade do solo ap6s o fornecimento da vinhaca. A
umidade do solo foi medida pelo método gravimétrico. Como nos anéis inferiores a

umidade foi menor, necessitou-se adicionar dgua destilada para facilitar a extracdo da



225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258

70

solucéo; assim, o valor da umidade foi alterado, necessitando-se determinar o novo valor,
para se fazer o ajuste de acordo com a situacdo inicial. As pastas ficaram em repouso por
24 h e depois por meio de filtro e bomba de vacuo, retiraram-se as soluc¢des e submetidas
a andlise junto ao Laboratorio de Solos da ESALQ para quantificacdo de metais (Al, As,
B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mg, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Si, Zn). Dessa forma,
foi possivel a elaboragdo os perfis dos nutrientes potéssio e nitrato ao longo da coluna de
solo, preenchida com os diferentes tipos de solo (com diferentes tempos de aplicacdo de
vinhaca). A analise da concentracdo de potassio, as solucbes obtidas pela extracdo da
pasta de cada anel de cada coluna, foram submetidas a um fotdmetro de chama ajustado
e calibrado por meio de curva de calibracdo para o potdssio com solugBes em
concentragdes 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 ppm.

Concluida as etapas anteriores, iniciou-se as simulagdes numéricas pelo modelo
HYDRUS-1D. Para tal, os parametros de transporte obtidos em cada altura das colunas
para os solutos foram utilizados como dados de entrada no modelo, juntamente com 0s
dados granulométricos e de densidade de cada solo. Assumiu-se o valor do tempo inicial
como sendo “zero” e o final apos o término da coleta de volumes nas BTC’s. O intervalo
de tempo variou para cada tipo de solo de acordo com os volumes de poros e a op¢ao da
saida de dados simulados a cada segundo ndo foi selecionada. Os critérios de iteracdes

foram mantidos seguindo os valores recomendados pelo manual do modelo.

3. RESULTADOS
3.1. Analises fisico-quimicas das amostras de solo
Os resultados das analises fisico-quimicas dos solos coletados foram sintetizados
na Tabela 1. O solo SR obteve os maiores valores de carbono orgénico total, e metais
como cromo e niquel. J& o solo S30 obteve os maiores valores de nitrogénio kjeldahl,
fosforo e potéssio (quase cinco vezes maior comparado ao controle), zinco, magnésio,
cobre, célcio (dez vezes maior comparado ao solo referéncia) e bario. O pH dos solos,

com excecdo do solo S15, foi considerado levemente &cido.
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Tabela 1. Valores de analise fisico-quimica de solos que receberam fertirrigacao de
vinhaga ao longo do tempo.

Parametro SR S5 S15 S30
pH 5,80 5,90 7,2 54
Umidade 13,24 2,95 1,43 22,92
Nitrogénio - 47,79 17,27 73,91
Nitrico
(Diluicao?2)
Nitrogénio 38,00 45,10 28,30 44,40
amoniacal
Nitrogénio 274,00 650 493 946
Kjeldahl
Carbono 7,82 2,73 3,14 6,93
Organico
Total
Condutividade 0,114 0,126 0,120 -
elétrica
Enxofre 4,78 8,54 13,69 8,21
Potassio 288,00 80,00 152,8 1416
Fosforo 482,00 478 795 2327
Arsénio - 0,720 1,11 0,87
Bario 30,67 27,78 9,71 83,98
Célcio 135,1 442 914 1376
Chumbo 3,70 6,02 6,32 12,31
Cobre 41,89 4,74 6,158 86,12
Cromo 33,57 22,82 28,02 24,10
Magnésio 274,00 115,0 342 640
Niquel 14,35 2,01 2,170 9,20
Sodio 131,00 251,40 197,6 <56,657
Zinco 54,50 6,12 9,46 66,9

SR: solo referéncia; S5: solo fertirrigado por vinhaga por 5 anos; S15: solo fertirrigado
por vinhaca por 15 anos; S30: solo fertirrigado por vinhaga por 30 anos; -: valores que

ndo atingiram limite de quantificagdo. Valores em mg/L.

3.2. Analise de metais do lixiviado da vinhaca

Como os ensaios foram feitos em triplicata, a média dos valores para cada metal

presente no lixiviado da vinhaga foram sintetizados na Tabela 2. O lixiviado do solo

referéncia obteve os menores valores. Foram observados elevados valores de célcio,

magnésio, potassio e chumbo nos solos das areas fertirrigadas com vinhaga. Tendo em

vista as analises fisico-quimicas dos solos e da vinhacga utilizada nas colunas para

percolacdo (Tabela 3), apenas as concentracdes elevadas de chumbo ndo foram coerentes.
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272  Tabela 2 — Média dos valores de metais (mg/L) obtidos ap0s percolacdo de vinhaca em
273 coluna dos solos de diferentes tempos de fertirrigagéo por vinhaga.

Parametro SR S5 S15 S30
Aluminio 0,10 0,06 0,21 -
Bario - 0,90 0,68 0,72
Calcio 4,46 1070,0 983,66 625,62
Cobre 0,01 0,03 0,08 0,02
Ferro 0,13 0,07 0,43 0,06
Potassio 3,64 212,60 306,46 635,1
Magnésio 0,65 600,63 799,06 460,06
Manganés 0,05 1,11 0,35 0,88
Sodio 6,71 14,99 9,36 50,17
Niquel 0,21 2,54 4,94 0,89
Chumbo 3,80 225,63 397,16 119,65
Silicio - 7,19 7,19 1,51
Zinco 0,05 0,30 0,09 0,37

274  SR: solo referéncia; S5: solo fertirrigado por vinhaga por 5 anos; S15: solo fertirrigado
275  por vinhaga por 15 anos; S30: solo fertirrigado por vinhaga por 30 anos. Valores em
276  mg/L; -: valores que néo atingiram os limites de quantificag&o.

277
278
279  Tabela 3 - Valores de anélise fisico-quimica da vinhaca bruta utilizada nas colunas
Parametro Vinhaca
safra 2017
pH 4,20
Nitrogénio amoniacal 10,77
Nitrogénio Kjeldahl 278,90
Sodio 12,4
Carbono Organico 7,82
Total
Condutividade elétrica 0,623
Enxofre 8,02
Potéssio 3210,00
Fosforo 49,3
Arsénio -
Bério 0,20
Calcio 992
Chumbo -
Cobre 0,19
Cromo 0,02
Magnésio
Molibdénio 0,01
Niquel 0,024
Sodio
Zinco 0,754
280  Valores em mg/L; -: valores que ndo atingiram os limites de quantificagao.

281
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3.3. Curva de retencdo de agua no solo
Ap06s obtencdo dos valores na camara de Richards, com auxilio do software
Retention Curve (RETC) foi tracada a curva de retencdo e obtidos os pardmetros Or, n e
a, essenciais para estabelecer a movimentagao dos ions na coluna de solo. As curvas de

retencdo e os valores obtidos para os solos S5, S15 e S30 seguem abaixo:

Tabela 4. Parametros da curva de retencdo, segundo o modelo de van Genuchten

(1980) dos trés solos submetidos a simulacao

or 0s a n m
S5 0,18169 0,36612 0,03215 1,48662 0,32733
S15 0,14855 0,34363 0, 02500 1,49320 0,3302
S30 0, 26306 0, 54744 0, 04244 1,18469 0,15589

S5: solo fertirrigado por vinhaca durante 5 anos; S15: solo fertirrigado por vinhaca
durante 15 anos; S30: solo fertirrigado por vinhaga durante 30 anos.

3.4.Breakthrough curves e os parametros de transporte de potassio

As BTC’s do potassio (K*), nos solos que receberam vinhaca e no solo referéncia
para colunas com 20 cm de altura, podem ser conferidas pela Figura 1. Observa-se nas
curvas das simulacdes que a concentracdo de potassio chegou a 100% dos valores de
entrada para quase todas as triplicatas de todos os solos. O equilibrio é atingido mais
rapido no solo S5 em relacdo ao solo referéncia e mais rapido ainda no S15. Em
contrapartida o solo S30 foi 0 que apresentou maior interacdo do ion potassio com 0s
solos, confirmados por apresentar os maiores valores de coeficiente de retardamento (R)
e coeficiente de distribuicdo (Tabela 4), sendo estatisticamente significativos quando

comparados entre eles pelo método ANOVA com pos-hoc de Dunnett com p<0,05.
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Figura 1 — Simulagdes utilizando STANMOD com parametros de entrada das

BTC’s.

Tabela 4 - Parametros de transporte do K* para os solos em colunas.

P A D R Kd

8,346 2,372 0,001 1,358 0,109
5 Anos 7,241 2,734 0,001 1,310 0,094
29,389 0,673 0,001 1,391 0,119
Média 14,99233 1,926 0,001 1,353 0,107
22,25739 0,889 0,001 1,334 0,099
15 Anos | 22,74172 0,870 0,001 1,424 0,126
21,468 0,922 0,001 1,504 0,150
Média 22,155 0,894 0,001 1,420 0,125
17,033 1,162 0,001 1,954 0,574
30 Anos | 33,766 0,586 0,001 1,754 0,454
21,929 0,902 0,001 1,787 0,473

Média 24,243 0,883 0,001 1,832 * 0,500 *

P: nimero de Peclet; R: fator de retardamento; Kd: coeficiente de distribuig&o;
D: coeficiente de dispersdo; A: dispersividade; *: valores significativos pelo
método ANOVA com pos-hoc de Dunnett com p<0,05.
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320 3.5. Simulacéo da dindmica de potassio em coluna segmentada

321 Os valores obtidos por meio do fotdmetro de chama foram ajustados juntamente

322 com a curva de retengdo para todas as colunas realizadas e podem ser conferidos pelas

323  Figuras 4, 5, 6 e 7. A curva de concentracdo de potassio acompanhou a frente de

324  molhamento da coluna, ou seja, as maiores concentracfes de potassio sdo pertencentes

325 aos primeiros anéis da coluna, tendo sua concentragdo diminuida nos anéis mais

326  profundos. A diferenga entre o solo referéncia e os solos fertirrigados se deu na

327 concentracdo de potassio nos anéis inferiores, sendo maior nos solos fertirrigados,

328 indicando uma maior mobilidade do potassio nesses solos.
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Figura 2. Representacdo esquematica do perfil de concentracdo de potéssio na coluna
segmentada de solo, em funcdo do tempo de aplicacéo de vinhaca. A-C: solo com 5 anos
de fertirrigacdo; D-F: solo com 15 anos de fertirrigagdo; G-I: solo com 30 anos de
fertirrigacdo.
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4. DISCUSSAO

O uso da vinhaca de cana-de-acucar como fertilizante gera controversias entre
seus beneficios e seus impactos ambientais. Particularmente no setor sulcroalcooleiro
brasileiro, praticamente toda a vinhaga gerada nas destilarias € direcionada a fertirrigagdo
dos campos, buscando-se a reciclagem de &gua e nutrientes. Embora esta pratica
possibilite a obtencdo de beneficios a curto prazo, a aplicacdo continua de vinhaca na
lavoura tem potencial para gerar inGmeros impactos adversos ao solo, recursos hidricos e
produtividade da lavoura.

A vinhaga utilizada nesse estudo apresentou caracteristicas comuns a outras
vinhacas utilizadas em diversos trabalhos (CORREIA et al, 2017a; MARINHO et al.,
2014; CHRISTOFOLETTI et al. 2013; KUMAR, GOPAL, 2001) como elevada DBO e
DQO, pH baixo e altos teores de potéssio, fosforo e célcio.

Considerando que a fertirrigacdo de vinhaga nas culturas canavieiras se da ha
quase 40 anos, foram selecionadas areas canavieiras com 5, 15 e 30 anos dessa pratica e
uma area referéncia. Todas as areas possuem a mesma classificacdo de latossolo
vermelho. As amostras de solo foram enviadas a um laboratério de analises ambientais e
tiveram sua composicao fisico-quimica comparadas. O solo SR obteve os maiores valores
de carbono organico total, e metais como cromo e niquel. Ja os solos fertirrigados por
vinhaca obtiveram maiores diferencas nos niveis de nitrogénio kjeldahl, em relacdo ao
solo referéncia, muito devido a fertilizacdo feita nas areas de uso agricola. Ja o solo S30
obteve os maiores valores de nitrogénio kjeldahl, béario, cobre, zinco, fésforo, potéssio,
magnésio e calcio, 0s quatro ultimos em proporcdes de duas a quatro vezes maiores aos
menores valores encontrados no solo SR.

Os niveis crescentes e elevados de célcio, potassio e magnésio presentes nas
amostras coletadas nas areas fertirrigadas por vinhaca levantam um alerta para um
potencial processo de salinizacdo do solo. Praticas agricolas intensivas provocaram grave
degradacdo ambiental, incluindo perda da biodiversidade e poluicdo de mananciais
superficiais e subterraneos devido ao uso intenso de fertilizantes e pesticidas nas lavouras
(FAO, 2011). O processo de salinizagdo envolve a concentracdo de sais solUveis na
solucéo do solo e resulta na formacgéo dos solos salinos, que resulta da acumulagédo de
sais sollveis de Na*, Ca?*, Mg?* e K* nos horizontes do solo (PEDROTTI et al., 2015;
FUESS et al., 2017).
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Por se tratar de uma mistura complexa, a vinhaca apresentou uma composi¢édo
variada com presenca de muitos metais e compostos orgéanicos. Uma das perguntas desse
estudo foi saber quais desses metais passam pela coluna de solo e se os anos de
fertirrigacdo de vinhaca alteram a concentracdo desses compostos que podem
possivelmente atingir aguas subterraneas. O lixiviado do solo SR obteve 0os menores
valores para célcio, magnésio, chumbo e zinco. Foram observados elevados valores de
calcio, magnésio, potéassio e chumbo nos solos das &reas fertirrigadas com vinhaga.
Considerando as concentracdes presentes na vinhaca e no solo desses trés primeiros ions,
é de se esperar concentracOes elevadas no lixiviado, mesmo esses ions possuindo cargas
positivas e ficando em sua maioria adsorvidos no solo. A concentracdo elevada de
chumbo no lixiviado dos solos S5, S15 e S30 é alarmante, porém a ndo presenca de
concentracdes desse elemento, na mesma magnitude, nas amostras de solo e da vinhaca
séo contraditorias.

A CETESB, em 2005, langou a norma técnica P 4.231/2005 a qual estabelece o0s
critérios e procedimentos para 0 armazenamento, transporte e aplicacdo da vinhaga,
gerada pela atividade sucroalcooleira no processamento de cana-de-aclcar. Sua base
calculo é a concentracdo de potassio presente na vinhaca e no solo. Como essa legislacéo
sO cobre menos de 1/3 do tempo de utilizacdo da vinhaca como fertilizante, e
considerando que essa legislacdo € estadual, estudar o comportamento do potassio nos
solos fertirrigados por vinhaca ao longo de todo o periodo de sua utilizacdo é de extrema
importancia.

A curva de concentracdo de potassio acompanhou a frente de molhamento da
coluna, ou seja, as maiores concentracdes de potassio sao pertencentes aos primeiros anéis
da coluna, tendo sua concentracdo diminuida nos anéis mais profundos. A diferenca entre
o0 solo referéncia e os solos fertirrigados se deu na concentracdo de potassio nos anéis
inferiores, sendo maior nos solos fertirrigados, indicando uma maior mobilidade do
potéssio nesses solos. Segundo Malavolta (2005), pode haver fluxo de massa se forem
aplicadas doses elevadas do elemento no solo. Em concordéancia, Alfaro et al. (2004), ao
estudarem os fatores que afetam a lixiviacdo de potassio em diferentes solos, encontraram
que as perdas eram dependentes das quantidades do elemento disponivel no solo.

Em experimento de deslocamento miscivel em um latossolo vermelho, Rivera et
al. (2006) concluiram que ha interagdo do potassio com a matriz do solo, uma vez que a
distribuicdo do elemento ficou restrita as camadas superficiais do bulbo Umido.

Resultados obtidos por outros autores, também em latossolo, corroboram a tese da
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interaco potassio-micela do solo (MIRANDA et al., 2005; MELO et al., 2006; ARAUJO
etal., 2007; GONCALVES et al., 2008). O mesmo foi observado no presente estudo uma
vez que as maiores concentragdes de potéassio foram encontradas nos primeiros dois anéis.

Para entender melhor a diferenca de comportamento dos solos S5, S15 e S30 ao
receber vinhaca foram realizados ensaios de BTC’s. Observou-se nas curvas das
simulacfes que a concentracdo de potassio chegou a 100% dos valores de entrada para
quase todas as triplicatas de todos os solos. O equilibrio foi atingido mais rapido no solo
S5 em relacéo ao solo referéncia e mais rapido ainda no S15. Em contrapartida o solo S30
foi o que apresentou maior interagdo do ion potassio com o solo, confirmados por
apresentar os maiores valores de coeficiente de retardamento (R) e coeficiente de
distribuicdo sendo estatisticamente significativos quando comparados entre eles.
Provavelmente o alto teor de matéria organica presente no solo S30 favoreceu a maior
retencdo do cation potassio com a matriz desse solo. O coeficiente de dispersédo e a
dispersividade indicam a movimentacdo do soluto no perfil do solo, o solo que obteve
maior dispersividade foi o solo S5.

Vilela et al. (2018) obtiveram o parametro R de 6,117 a 16,100 em colunas
preenchidas com Latossolo Vermelho (solo arenoso) e altura de 20 cm, o maior valor foi
na concentracdo de 32 mg L-1 K* por cloreto de potassio e os valores do parametros
foram distintos aos solos arenosos do presente trabalho.

Da Silva et al. (2012) determinaram o parametro R de 1,396 para o0 ion K™ em
colunas com aplicacdo de vinhaca, alturas de 20 cm e preenchidos com o Nitossolo
Vermelho, os valores foram préximos ao encontrado para o solo S5 e S15. A alta
concentracdo do soluto presente na vinhaca e o elevado nimero de Peclet, o qual indica
o predominio do transporte advectivo, sdo justificativas para essa semelhanca.

Tendo em vista os resultados obtidos nesse estudo podemos concluir que o fator
tempo de uso do solo influencia na mobilidade do potassio, principal ion de interesse para
fertilizacdo de solos. Quanto maior o tempo de aplicagdo, mais o potassio é retido por

processos de adveccao.

5. CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos nesse estudo podemos concluir que o fator
tempo de uso do solo influencia na mobilidade do potassio, principal ion de interesse para
fertilizacdo de solos. Quanto maior o tempo de aplicacdo, mais 0 potéssio é retido por

processos de adveccao.
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Resumo

A fertirrigacdo de vinhaca nas culturas canavieiras é realizada ha aproximadamente 40
anos. Muitos estudos avaliaram os efeitos agudos da vinhaga em diversos organismos.
Entretanto, poucos trabalhos avaliaram a variavel do tempo que esse residuo é utilizado
no campo relacionando ao seu potencial genotéxico em meio aquatico quando lixiviado.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar se o tempo de fertirrigacdo por vinhaca
influenciou na genotoxicidade do lixiviado em aguas subterraneas; para isso, uma mesma
concentracéo de lixiviado (5%) foi utilizada em todos os tratamentos aplicada em solos
com 5, 15 e 30 anos de uso de vinhaga como fertilizante. O bioensaio foi realizado em
réplica. Foram utilizados o total de dez aquérios, com capacidade de 40 L cada. Dois deles
receberam agua de poco artesiano para funcionar como controle. Foram expostos cinco
peixes da espécie Oreochromis niloticus para cada aquario, dez individuos por
tratamento. Apds 96 horas de exposi¢do os peixes foram anestesiados e 0 seu sangue foi
retirado para aplicacdo do teste de micronucleo e do ensaio do cometa. Os resultados
mostraram acdo genotoxica do lixiviado de vinhaga apds passagem nos solos de 5 e 15
anos, demonstrado pela maior incidéncia de eritrocitos micronucleados, estatisticamente
significativa quando comparados ao controle. Os micronicleos foram formados
possivelmente por acdo aneugénica, uma vez que ndo houve agdo clastogénica

confirmada pelo ensaio do cometa. Tendo em vista os resultados apresentados, surge um
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alerta para o impacto que a fertirrigacdo com vinhaca pode causar em um espaco curto de

tempo para as aguas subterraneas e recursos hidricos localizados proximos as plantacdes.

1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar figura atualmente como um dos pilares da economia brasileira
representando 2% do PIB (Produto Interno Bruto) (UNICA, 2019). Dado o seu papel
fundamental na economia, essas monoculturas fazem uso excessivo de agrotdxicos e
pesticidas para assegurar a producdo, além de gerar quantidades altissimas de residuos
que podem conter substancias potencialmente poluidoras (RIBEIRO et al., 2007);
consequentemente, o agronegdcio tem se tornado um dos setores da economia que mais
causam impacto ambiental.

A vinhaga, principal residuo gerado na producdo do etanol, possui alta carga
organica e altas concentracdes de potassio, nitrogénio e fosforo, apresentando grande
potencial para utilizacdo em solos agricolas, principalmente na forma de fertirrigacao
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). A adocdo da pratica de fertirrigacdo consiste na
infiltracdo da vinhaca bruta no solo, por meio da irrigagdo das culturas de cana-de-agucar,
sendo o principal destino desde a proibicdo de seu descarte em agua na década de 80
(CAMARGO et al., 2009). Diversos autores, como Resende (1979), Ball-Coelho et al.
(1993), Lyra et al. (2003) e Silva e Cabeda (2005) constataram efeitos beneficos da
vinhaca sobre o solo, frente a0 aumento na retencdo de umidade, porosidade, nivel de
potassio e condutividade elétrica observados. Essa pratica € o principal destino da vinhaca
ha 40 anos, sendo os primeiros 25 anos sem nenhuma regulamentacao ou controle.

A fertirrigacdo de vinhaca, por ser uma prética utilizada ha tanto tempo, sempre
chamou a atencéo da comunidade cientifica para os possiveis impactos causados por ela.
Diversos estudos procuraram dimensionar os efeitos toxicos da vinhaga tanto em meio
aquatico quanto terrestre. Para isso, a utilizagdo de bioindicadores e biomarcadores
sensiveis foi de fundamental importancia. Os efeitos agudos da vinhacga de cana-de-acucar
foram estudados por diversos autores (KUMAR; GOPAL, 2001; CHRISTOFOLETTI et
al., 2013b; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a), sendo constatado seu
potencial toxico nos organismos empregados.

Nesse contexto, o teste do micronucleo associados a anormalidades nucleares e o
ensaio do cometa sdo técnicas muito efetivas no monitoramento da genotoxicidade de

substancias potencialmente toxicas (BOLT et al., 2011). Correia et al. (2017b) avaliaram



84

a eficacia do tratamento da vinhaca pela correcao de seu pH utilizando cal (CaO), produto
relativamente barato e utilizado nas lavouras. Os autores observaram potencial
genotdxico de dilui¢bes de vinhaga bruta, uma vez que essa induziu taxas significativas
de micronucleo em tilapias e mortalidade elevada; nas amostras de vinhacas tratadas, com
pH neutro/alcalino, houve uma menor taxa de micronucleos e reducdo da mortalidade.
Embora os efeitos agudos da vinhaga sejam bem estudados, poucos trabalhos
estudaram o tempo em que esse residuo é lancado no meio ambiente como um fator no
impacto ambiental. Soto et al. (2015) simularam fluxo e transporte de ions de vinhaca
aplicado a um corte bidimensional de solo de Ajapi (Rio Claro — SP). Os resultados
obtidos apontaram que para 0s cendrios hipotéticos do estudo, ions provenientes da
vinhaca podem alcancar o nivel freatico em pouco tempo de percolacdo (1 a 3 anos),
dependendo de sua profundidade (6m a 20m). Adicionalmente, concentracGes entre 31%
e 44% da concentracdo inicial do soluto podem ser atingidas em periodos de 10 a 30 anos.
Tendo isso em vista, 0 presente estudo objetivou avaliar se 0s anos em que a
vinhagca é aplicada nos solos como fertilizante altera a toxicidade do lixiviado da vinhaca
que pode atingir as aguas subterraneas. Para isso, o lixiviado de colunas contento solo
que recebem vinhaca ha 5, 15 e 30 anos, foi coletado para realizacdo de bioensaio com
tilapias (Oreochromis niloticus) e aplicacdo do teste do micronucleo e ensaio do cometa

para avalicdo do potencial genotoxico.

2. MATERIAIS E MEDODOS

2.1. Vinhaca de cana-de-agucar e obtencao do lixiviado

A vinhagca de cana-de-acucar foi retirada in natura de uma usina do estado de S&o
Paulo - Brasil, e mantida refrigerada em camara fria a 4° C até sua utilizacdo. O lixiviado
da vinhaga foi obtido por meio de montagem de ensaios de BTC’s (breakingthrough
curves), nos quais colunas de 20cm foram preenchidas com os solos de 5, 15 e 30 anos
de fertirrigacéo de vinhaga, foram saturadas com agua deionizada e apés isso receberam
vinhaca a uma vaz&o constante até 0 momento que a concentragdo de vinhaca lixiviada

fosse igual a vinhaga que era aplicada.

2.2. Material bioldgico
Peixes da espécie O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida popularmente
como tilapia-do-Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste. Os espécimes,

oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de Biologia, Instituto de
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Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro, S&o Paulo — Brasil, onde foram aclimatados
em tanque, a temperatura media de 23°C, com sistemas de filtragem e aeracdo e
alimentacdo controlada por um periodo de 15 dias.

2.3. Montagem do bioensaio

O bioensaio foi realizado em réplica e foram utilizados no total 10 aquérios, com
capacidade de 40 L cada. Dois deles receberam agua de poco artesiano para funcionar
como controle. Os outros aquarios receberam agua e o lixiviado da vinhaca na
concentracdo de 5%. Os aquarios receberam aeracao por 48 horas. Apos esse periodo,
cinco peixes, ja aclimatados, foram colocados aleatoriamente em cada aquério, onde
permaneceram por 96 horas a 23°C com fotoperiodo de 12 horas, totalizando 40
individuos, 10 por tratamento (controle, lixiviado de solo de 5, 15 e 30 anos). A agua de
cada tratamento foi analisada em laboratdrio especializado para obtencéo dos parametros

fisico-quimicos.

2.4. Teste do micronucleo e anormalidades nucleares

ApOs exposicdo, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1g de
benzocaina em 1 mL de alcool etilico para cada 100 mL de &gua deionizada). Para
confeccdo das laminas, foi retirado, aproximadamente, 0,3 cm3 de sangue, de cada peixe
por meio de puncdo cardiaca, utilizando seringas heparinizadas. Trés extensdes
sangliineas por meio de esfregaco foram feitas para cada individuo. O material foi fixado
em etanol absoluto por 10 minutos e secas a temperatura ambiente. Logo apds, as laminas
foram submetidas a reacdo de Feulgen, com uma hidrolise &cida (11 minutos), em banho-
maria a 60°C (MELLO; VIDAL, 1978). Foram analisados 3000 eritrdcitos de cada peixe,
sob objetiva de imersdo, para a determinacéo da frequéncia de células micronucleadas e
portadoras de outras anormalidades nucleares definidas por Carrasco et al. (1991) como:
nucleos “notched” (com invaginagdo); nucleos “blebbed” (com evaginacdo); nucleos
“lobed” (com mais de uma evaginacgdo ou morfologia indefinida); brotos (esferas ligadas
ao nucleo central) e “broken-egg” (micronucleos ligados por ponte nucleoplasmatica ao
nucleo). Os resultados tiveram sua normalidade testada pelo teste de Shapiro-Wilk e
assim foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com p<0,05.
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2.5. Ensaio do cometa

Para o0 ensaio do cometa, a metodologia utilizada foi a técnica alcalina, baseada
em Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009). Apoés realizacdo da eletroforese
realizada a 39V e 300 mA, as laminas foram entdo, neutralizadas com tampéao (Tris-HCI
0,4M, pH 7,5) em trés lavagens de 5 minutos cada, para a remocéo de sais e detergentes,
secas a temperatura ambiente e fixadas em etanol 100%, por 10 minutos, para precipitar
0 DNA e secar. Foram analisados 100 nucle6ides de cada peixe para a determinacéo do
comprimento, intensidade e momento da cauda medidos pelo software Comet Asssay V.
Os valores obtidos tiveram sua normalidade testada pelo teste de Shapiro-Wilk e assim

foi implementado o teste de Kruskal-Wallis com p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Analise das aguas

As aguas dos aquérios foram analisadas para obtencdo dos parametros fisico-
quimicos e os resultados foram compilados na tabela 1. Observa-se que o pH, célcio,
cobre e zinco aumentaram de acordo com o tempo de uso de fertirrigacdo de vinhaca. No
tratamento com lixiviado do solo de 30 anos houve também a presenca de concentragdes
de chumbo e cobalto. Todos os valores se encontram dentro dos limites permitidos pela
CETESB (Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo) para aguas subterraneas.
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Tabela 1. Valores de analise fisico-quimica das aguas do tratamento controle e dos
tratamentos contendo lixiviado de vinhaca a 5%.

Parametro Unidade Controle 5 anos 15 anos 30 anos
pH - 5,98 5.89 6,56 6,73
Nitrogénio mg/L 8,73 1,56 3,52 -
Nitrico
Nitrogénio mg NHs-N/L - 4,47 5,05 5,07
amoniacal
Nitrogénio mg NHs-N/L - 20,40 22,10 26,60
Kjeldahl
Sulfato mg/L - 38,00 34,00 39,60
Potéssio mg/L 2,51 44,50 32,90 42,50
Fosforo mg/L - 0,46 0,56 0,88
Arsénio pg/L - - - -
Bario pg/L 60,00 64,00 67,00 71,00
Calcio mg/L 3,01 15,9 15,30 17,60
Chumbo ug/L - - - 6,00
Cobalto pg/L - - - 10,00
Cobre pg/L 8,00 11,00 10,00 13,00
Cromo ug/L - - - -
Magnésio pg/L - - - -
Molibdénio pg/L - - - -
Niquel Mg/l - - - -
Sédio mg/L 13,17 11,10 12,30 11,60
Zinco ug/L 28,00 27,00 29,00 40,00

-2 valores que ndo atingiram limite de quantificacéo.

3.2.Teste do micronucleo associado a anormalidades nucleares

Na avaliacdo do potencial genotoxico, foram considerados os eritrocitos
micronucleados (Figura 1A) e eritrocitos portadores de anormalidades nucleares (Figuras
1B-F). Os resultados da avaliacdo genotdxica estdo apresentados na forma de média e
desvio padrédo na tabela 2. O tratamento controle obteve os menores valores para todos 0s
pardmetros. Houve diferencas estatisticamente significativas na quantificacdo dos
eritrocitos micronucleados dos peixes expostos ao lixiviado de vinhaga ap6s passagem

em solos de 5 e 15 anos quando comparados ao tratamento controle.
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Tabela 2. Valores de média e desvio padrdo de micronucleos e anormalidades
nucleares observados em eritrdcitos de O. niloticus, expostos ao lixiviado da vinhaca apds
passagem em solos de 5, 15 e 30 anos.

Tratamento MN Notched Blebbed Lobed Broken- Broto
€gg

Controle 0,80+0,63  19,40+11,17 18,00+7,54 7,10+3,03 2,6+2,50 4,30+3,05

5 anos 6,20+8,66 *  31,70+12,46 23,8+8,24 9,40+4,92 3,30+2,75 7,50+4,19
15 anos 4,60+3,53* 30,40+26,58 21,00+12,49 10,50+7,16  2,20+2,74 6,50+5,91

30 anos 1,70+£1,15  21,80+17,05 17,90+4,81 7,80+3,96 1,60+0,96 3,6+1,83

MN: micronlcleo; * valores estatisticamente significativos, pelo método de
Kruskal-Wallis, com p<0,05.
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Figura 1. Eritrdcitos de O. niloticus expostos ao lixiviado da vinhaca percolado
em solos fertirrigados por 5, 15 e 30 anos. A:. Eritrécito com microndcleo; B: Eritrécito
com alteracdo “notched”; C: Eritrdcito com alteracdo “blebbed”; D: Eritrocito com
alteracdo “lobed”; E: Eritrocito com alteragdo “broto”; F: Eritrocito com alteracdo

“broken-egg”.

3.3. Ensaio do cometa

Os resultados obtidos estdo apresentados na forma de média e desvio padrdo na
tabela 4. Os tratamentos com lixiviado de vinhaca dos solos 5 e 15 anos apresentaram
valores de comprimento, intensidade e momento da cauda estatisticamente menores

quando comparados com o controle.
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Tabela 3. Média e desvio padrao dos parametros de medicao dos nucleoides apos
ensaio do cometa.

Tratamento Comprimento da Intensidade da Momento da
cauda cauda cauda
Controle 41,07+10,15 29,72+6,31 4,67+1,72
5 anos 25,48+7,16 * 21,67+7,04 * 2,47+1,56*
15 anos 24,79+6,05 * 20,39+4,94* 1,69+0,54*
30 anos 28,17+5,74 27,54+1 37 3,05+0,49

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com
p<0,05.

4. DISCUSSAO

De acordo com Sisinno e Oliveira-Filho (2013), a toxicidade pode ser definida
como a propriedade inerente de uma substancia ou amostra ambiental complexa de
produzir um efeito adverso sobre um organismo vivo, desde niveis moleculares, celulares
e bioquimicos, até sobre uma comunidade, apds exposicdo durante um periodo e em
determinadas doses ou concentracBes. Ao se tratar de amostras complexas, como a
vinhaca da cana-de-agUcar, estudos de toxicidade e genotoxicidade utilizando peixes tém
se mostrado ferramentas importantes e eficientes na avaliagéo da qualidade ambiental dos
ecossistemas aquaticos (FONTANETTI; CORREA-BUENO, 2017).

Os efeitos genotdxicos de diluicdes de 1, 2,5, 5 e 10% de vinhaca bruta foram
testados por Correia et al. (2017) por meio do teste do microndcleo associado a
anormalidades nucleares e pelo ensaio do cometa. Os autores observaram valores
significativos de eritrécitos micronucleados nas diluicdes de 1 e 2,5% e escore de dano
pelo ensaio do cometa nas diluicdes de 2,5 e 5%.

Coelho et al. (2017) observaram alteragdes histopatoldgicas em figados de tilapias
expostas ao lixiviado da vinhaga a 2,5%. Os autores observaram também um aumento
significativo na expressdo da proteina de choque térmico HSP70 imunomarcadas no
figado.

A partir das andlises fisico-quimicas das aguas com diluicdo de 5% do lixiviado
de vinhaca apds percolacdo em solos com diferentes tempos de fertirrigacdo, foi
observado que nenhum dos parametros analisados ultrapassou o limite recomentado para
aguas subterraneas pela CETESB e apresentaram valores bem abaixo dos presentes na
vinhagca utilizada nesse estudo (CORREIA et al., 2019 —artigo submetido). Nesse sentido,

percebe-se que os solos atuaram como filtros, retendo 0s metais e outros componentes
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organicos como o potassio, célcio e fosforo. Coelho et al. (2017) também verificaram essa
reducdo quando comparada a composicao da vinhaca bruta e seu lixiviado.

Como o objetivo desse trabalho foi avaliar se o tempo de fertirrigacdo de vinhaca
influenciou na genotoxicidade do lixiviado que pode chegar as aguas subterraneas, uma
mesma concentracdo de lixiviado foi utilizado em todos os tratamentos apenas variando
0 solo pela qual a vinhaga percolou. Sendo assim, os resultados obtidos pelo emprego do
teste do microndcleo e o ensaio do cometa nos indicou indiretamente se ao longo dos anos
a utilizacdo da vinhaca como fertilizante alterou o potencial toxico para o ambiente
aquatico e aguas subterraneas.

Por meio do teste do micronucleo associados a anormalidades nucleares verificou-
se que o lixiviado dos solos de 5 e 15 anos apresentou potencial genotdxico pela presencga
estatisticamente significativa de eritrocitos micronucleados, sendo maior no solo de 5
anos. Curiosamente, a analise do ensaio do cometa que indica quebras no material
genético das células revelou que o lixiviado dos solos de 5 e 15 anos apresentaram valores
estatisticamente significativos menores até mesmo que o controle.

Esses resultados nos indicam que a acdo do lixiviado da vinhaga nos solos de 5 e
15 anos nos eritrocitos dos peixes expostos foi provavelmente aneugénica, uma vez que
n&o foram observados danos diretos ao DNA, indicado pelo ensaio do cometa, mas elevou
significativamente a taxa de micronucleos.

Micronucleos podem ser formados apds falha no fuso mitotico, levando a erros de
ligacdo dos microtubulos ao cinetécoro ou outras partes do aparato mitético, erros no
DNA centromérico ou em outras subestruturas cromossomais, levando assim a uma perda
cromossémica e, consequentemente, a células aneupldides (KIRSCH-VOLDERS et al.,
2011). Um indicativo que corrobora essa hipdtese € o tamanho dos micronucleos
encontrados nesse trabalho, que foram maiores do que os encontrados em outros
trabalhos. Para se ter certeza se 0s microntcleos sdo de origem aneugénica os eritrocitos
poderiam ser marcados por hibridacéo in situ por fluorescéncia (FISH) para evidenciar
estruturas cromossdémicas nos micronucleos.

Tendo em vista os resultados apresentados, surge um alerta para o impacto que a
fertirrigagdo com vinhaga pode causar em um espago curto de tempo para as aguas
subterraneas e recursos hidricos localizados proximos as plantagdes. Soto et al. (2015)
simularam fluxo e transporte de ions de vinhaca aplicado a uma area hipotética proximo
a corpo hidrico e com lengol fredtico a 6 e 20 metros de profundidade. Os autores

observaram que para os cenarios hipotéticos do estudo, ions provenientes da vinhaca



92

poderiam alcancar o nivel freatico em pouco tempo de percolacdo (1 a 3 anos),
dependendo de sua profundidade (6m a 20m). Adicionalmente, concentracdes entre 31%
e 44% da concentracdo inicial do soluto podem ser atingidas em periodos de tempo de 10
a 30 anos.

Sendo assim, a fertirrigacdo de vinhaca tem que ser avaliada ndo somente por
viabilidade econdmica e logistica, mas também em termos do impacto ambiental que essa

atividade pode causar.

5. CONCLUSAO
Os resultados apontaram acao genotoxica do lixiviado da vinhaga nos solos que a
recebem como fertilizante ha 5 e 15 anos, sugerindo que seus possiveis impactos aos
recursos hidricos podem se dar a curto e médio prazo. Por isso a fertirrigacdo de vinhaca

tem que ser feita com mais cautela.
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Resumo

A vinhaca de cana-de-acucar é o principal residuo da producdo de etanol. Gerada em
proporcao quinze vezes maior que o etanol, esse residuo é utilizado como fertilizante nas
culturas de cana-de-acucar ha mais de 40 anos. Considerando o potencial toxico que a
vinhaca apresenta, comprovado por diversas publicacGes, esse estudo objetivou avaliar
se 0S anos em que a vinhaca € utilizada como fertilizante pode influenciar na toxicidade
do seu lixiviado que pode atingir as dguas subterraneas ou recursos hidricos préximos as
areas de cultivo. Para isso, peixes da espécie Oreochromis niloticus foram expostos por
96 horas a diluicdo de 5% do lixiviado da vinhaca que percolou em colunas contendo
solos de culturas canavieiras fertirrigadas por 5, 15 e 30 anos e um tratamento controle
que recebeu agua de poco artesiano. O bioensaio foi realizado em réplica, cada aquario
contento cinco peixes. Apds exposicdo, os peixes foram anestesiados e tiveram porgoes
do figado coletadas, fixadas e processadas para analise histologica e histoquimica e
analise de proteinas de estresse oxidativo. Os peixes expostos ao lixiviado do solo de 15
anos apresentaram indices de alteraces estatisticamente significativos para perda de
limite celular e aumento de vacuolos citoplasmaticos quando comparados ao controle.
Todos os tratamentos apresentaram aumento do volume dos nucleos dos hepatdcitos,
sendo esta alteracdo estatisticamente significativa em relacdo ao controle. Ndo houve

diferenga na marcacdo de polissacarideos neutros evidenciados pela técnica de PAS.
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Mesmo ndo sendo estatisticamente significativo observou-se um padrao de atividade para
todas as enzimas testadas nesse estudo. A atividade das enzimas foi maior no tratamento
com lixiviado de vinhaga do solo de 15 anos e 0os menores valores no tratamento do
lixiviado proveniente do solo de 30 anos. Os resultados levantam o alerta para que a
vinhaca seja usada com mais cautela levando em consideracao que seu uso no campo ira

completar 40 anos e ja podemos encontrar efeitos toxicos em 15 anos.

1. INTRODUCAO

O Brasil, atualmente, € o segundo maior produtor de etanol no mundo, atras
apenas dos Estados Unidos. A matriz da producao de etanol no Brasil é a cana-de-acUcar,
em regime de monocultura com area plantada de 10 milhdes de hectares; mais da metade
dessa area esta concentrada no estado de Séo Paulo (UNICA, 2019). Devido a sua
importancia econdmica para o pais, a industria sucroalcooleira € uma das que mais
causam impactos ambientais. Os impactos negativos da cana-de-agucar, diz respeito,
principalmente a um subproduto do etanol: a vinhaga.

Avinhaca € o residuo liquido da destilacdo do mosto da cana-de-agtcar em etanol,
possui baixo pH, alta concentracdo de potassio, calcio, fosforo e alguns metais
CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Devido a essas caracteristicas e sua alta producéo,
chegando ser até 15 vezes maior que o préprio etanol, a vinhaca é utilizada como
fertilizante da propria cultura da cana-de-agucar ha 40 anos.

De acordo com Camargo et al. (2009), os primeiros estudos para a aplicacdo da
vinhaca 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 fertirrigacdo, se tornou frequente entre as usinas a partir da década de 80. A adogdo da
pratica de fertirrigacdo consiste na infiltracdo da vinhaca in natura no solo, por meio da
irrigacdo das culturas de cana-de-agucar (CAMARGO et al., 2009). O uso da vinhaga por
meio da fertirrigagdo constitui uma tecnologia que propde usar de forma racional os
recursos naturais, impedindo que a vinhaga seja lancada nos rios, possibilitando a
fertilizacdo dos solos agricultaveis (GIANCHINI; FERRAZ, 2009). No entanto, de
acordo com varios autores, o despejo direto da vinhaga no solo pode causar: sua
salinizagdo, a lixiviacdo dos metais presentes no solo para as aguas subterraneas,

alteracdes na qualidade do solo devido ao desbalanceamento dos nutrientes, reducdo da
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alcalinidade, perda das culturas e aumento da fitotoxicidade (AGRAWAL; PANDEY,
1994).

Neste sentido, 0s peixes tém sido amplamente utilizados como modelos
experimentais, tanto em avalia¢Oes de saude dos ecossistemas aquaticos como em estudos
de patologia toxicoldgica (LAW, 2003; LEDY et al., 2003; SIMONATO et al., 2008). A
tildpia tem sido considerada um bom modelo para estudos toxicoldgicos por diversos
motivos; entre eles, podemos enumerar suas altas taxas de crescimento, facil adaptacdo
as dietas comerciais, resisténcia a doencgas e lesdes consequentes de manejo, boa
reproducdo em cativeiro e toleréncia a varias condi¢cdes ambientais (FIGUEIREDO
FERNANDES et al., 2006).

As alterac@es histoldgicas sdo ferramentas Uteis para avaliagdes das relacGes entre
danos em peixes e poluicdo ambiental, atuando como bons marcadores de estresses
ambientais (DYK et al., 2012; MAHROUS et al., 2015). Para as analises destas alteracdes
histolégicas em diferentes 6rgdos de peixes pode ser utilizado um protocolo semi-
quantitativo; a aplicacdo deste protocolo oferece informagfes importantes sobre a
funcionalidade do tecido, tendo em conta os diferentes tipos de alteracdes, frequéncia e
o fator de importancia delas (BERNET et al., 1999; MARINHO et al., 2014).

O figado é um 6rgédo chave quando se considera a acdo de poluentes sobre 0s
peixes, pois é muito sensivel a contaminantes ambientais. Esse fato deve-se a sua alta
capacidade de acumular tais substancias, muitas vezes mais do que no proprio ambiente
ou em outros 6rgdos (HEALTH, 1995). Assim, a exposi¢ao a agentes toxicos pode causar
alteracOes histologicas no figado, que por este motivo podem ser utilizados como
biomarcador para indicar contato prévio com tais substancias. Embora o figado tenha a
capacidade de degradar compostos toxicos, seus mecanismos de regulacdo podem ser
sobrecarregados por concentracbes elevadas destes produtos, resultando,
consequentemente, em danos na estrutura do 6rgdao (HINTON; LAUREN, 1990; van
DICK, 2003).

Danos em niveis moleculares também podem ocorrer devido a liberagdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Como nas células a producdo de EROs é constante
devido as reacGes metabolicas, a propria célula tem mecanismos para se proteger de
possiveis danos. Este sistema mantém o equilibrio redox celular pela eliminacdo do
acumulo e pela supressdo da acdo das EROs no interior das células (BONT et al., 2004).
O aumento da producdo de EROs esta relacionado com o aumento da atividade dos

antioxidantes, que protege o organismo contra os danos oxidativos (WINSTON; GIULIO,
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1991), sendo assim, a quantificacdo dessas enzimas que combatem o estresse oxidativo
tornam-se excelentes biomarcadores.

Levando em consideracdo que a vinhaga vendo sendo utilizada nos campos ha 40
anos e que sua toxicidade em diversos organismos foi comprovada por diversos autores
(KUMAR; GOPAL, 2001; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a e b;
COELHO et al., 2017), foi objetivo desse estudo avaliar a toxicidade do lixiviado da
vinhaca apos percolacdo em solos que recebem vinhaga ha 5, 15 e 30 anos .

2. MATERIAS E METODOS

2.1. Vinhaca de cana-de-agucar e obtencao do lixiviado

A vinhaca de cana-de-acucar foi retirada in natura de uma usina do estado de S&o
Paulo - Brasil e mantida refrigerada em camara fria a 4°C até sua utilizacdo. O lixiviado
da vinhaga foi obtido por meio de montagem de ensaios de BTC’s (breakingthrough
curves), nos quais colunas de 20cm foram preenchidas com os solos de 5, 15 e 30 anos
de fertirrigacdo por vinhaca, foram saturadas com agua deionizada e ap0s isso receberam
vinhaca a uma vazao constante até 0 momento que a concentracdo de vinhaca lixiviada

fosse igual a vinhaca que era aplicada.

2.2. Material bioldgico

Peixes da espécie Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida
popularmente como tilapia-do-Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste.
Os espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de Biologia,
Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro, Sdo Paulo — Brasil, onde foram
aclimatados em tanque, a temperatura média de 23°C, com sistemas de filtragem e

aeracdo e alimentacdo controlada por um periodo de 15 dias.

2.3. Montagem do bioensaio

O bioensaio foi realizado em réplica e foram utilizados no total 10 aquarios, com
capacidade de 40 L cada. Dois deles receberam &gua de poco artesiano para funcionar
como controle. Os outros aquérios receberam &gua e o lixiviado da vinhaga na
concentracdo de 5%. Os aquarios receberam aeracao por 48 horas. Apos esse periodo,
cinco peixes, ja aclimatados, foram colocados aleatoriamente em cada aquario, onde
permaneceram por 96 horas a 23°C com fotoperiodo de 12 horas, totalizando 40

individuos, 10 por tratamento (controle, lixiviado de solo de 5, 15 e 30 anos). A agua de
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cada tratamento foi analisada em laboratdrio especializado para obtencdo dos parametros
fisico-quimicos. Decorrido o tempo do bioensaio, os peixes foram anestesiados e tiveram
porcdes do figado coletados e fixados em Bouin. Apds fixagdo, as amostras de figados

foram mantidas em tampéo fosfato (pH=7,4) e mantidas sobre refrigeracéo.

2.4. Histologia e histoquimica de figado de O. niloticus

Para aplicacdo das técnicas de histologia e histoquimica, os figados dos peixes
foram desidratados em solucgdes de etanol a 70, 80, 90 e 95% e embebidos em historesina,
por 24 horas, sob refrigeracdo. Posteriormente, os materiais foram transferidos para
moldes plasticos contendo resina de inclusdo. Apos a polimerizacédo, sec¢des de 6 um de
espessura foram obtidas com auxilio de micrétomo. Para andlise histoldgica, os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina (HE). Testes histoquimicos foram aplicados
para deteccdo de polissacarideos neutros — técnica do acido periodico Schiff - PAS
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

As analises seguiram o protocolo de semi-quantificacdes de alteracGes proposta
por Christofoletti et al. (2016) e adaptado para o figado de peixes por Marinho et al.
(2014). Nesse protocolo, cada alteracdo possui um fator de importancia, que variade 1 a
3. Esse fator € multiplicado pela extensdo dessa alteracdo no 6rgdo analisado, que varia
de 1 (pouco presente) a 6 (amplamente presente). Esses fatores multiplicados resultam no

indice de alteracéo.

2.5. Estresse oxidativo

O tecido hepatico foi primeiramente pesado e, entdo, homogeneizado em tampao
fosfato 0,1 M (pH 7,4). Ap6s homogeneizacado, as amostras foram centrifugadas em 1000
rpm a 4°C. O sobrenadante foi congelado em freezer -80°C para a realizacao das técnicas.
As técnicas foram aplicadas individualmente nos animais de cada tratamento, bem como
0s testes estatisticos e, entdo, a média e desvio padrdo foram obtidos para apresentacédo

dos dados.

2.5.1. Andlise de proteinas totais
Para a determinacdo de proteinas totais, uma curva de calibracdo foi pre-
estabelecida a partir de diferentes concentragdes de albumina 22%. A dosagem de

proteinas foi realizada por meio do método de Bradford (1976). As absorbancias, obtidas
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a 595 nm, foram inseridas na equacdo da reta, o que permitiu a determinacdo da

concentracdo de proteina para o figado dos animais expostos aos tratamentos.

2.5.2. Peroxidacao lipidica TBARS

A quantificacdo da peroxidacéo lipidica foi realizada por meio do TBARS Assay
Kit (Cayman Chemical), respeitando-se as orienta¢des do fabricante. O malondialdeido
(MDA) foi utilizado como indicador de peroxidacéo lipidica. A peroxidacao lipidica foi
determinada pela medida da quantidade de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) formadas durante a decomposicdo de hidroperdxidos lipidicos, a maioria
formada a partir de MDA. A absorbancia foi mensurada colorimetricamente a 532 nm
usando um leitor de microplacas. O contetdo de MDA foi calculado para cada amostra a

partir de uma curva padrao.

2.5.3. Superodxido Dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi avaliada pelo método de autoxidacdo do pirogalol descrito
por Marklund e Marklund (1974). O ensaio foi realizado com 10 pL de proteinas, 2 mL
de tamp&o TRIS- HC1 25 mM com EDTA 1 mM pH 8,5 e 200 pl de pirogalol 15 mM e
incubados a 24°C por 10 minutos. A reacdo foi interrompida pela adigao de 200 ul de
HCI 1IN e medida em 440 nm. A atividade foi expressa em unidades de

absorbancia/minuto.

2.5.4. Glutationa S transferase (GST)

A atividade da GST foi avaliada seguindo o método de Habig et al. (1974). A
mistura analisada constituia de 2,7 mL de tampdo fosfato, 400 pL de GSH 0,1 mM e 400
puL de CDNB 0,1 mM (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) como substrato e 1 mg de proteina.
O aumento na absorbancia foi medido em 340 nm por 5 minutos com 1 minuto de

intervalo. O resultado foi expresso como absorbancia/minuto.

3. RESULTADOS
3.1. Analise fisico-quimica das dilui¢cdes do lixiviado da vinhaca
Os parametros analisados foram compilados na tabela 1. Todos os parametros

obtiveram valores dentro do permitido pela Companhia Ambiental do Estado de Sé&o
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Paulo (CETESB). Como o esperado, o controle, constituido de agua de pogo artesiano,

obteve 0s menores valores.

Tabela 1. Valores de andlise fisico-quimica das guas do tratamento controle e dos
tratamentos contendo lixiviado de vinhaca a 5%.

Parametro Unidade Controle 5 anos 15 anos 30 anos
pH - 5,98 5.89 6,56 6,73
Nitrogénio mg/L 8,73 1,56 3,52 -
Nitrico
Nitrogénio mg NHs-N/L - 4,47 5,05 5,07
amoniacal
Nitrogénio mg NHs-N/L - 20,40 22,10 26,60
Kjeldahl
Sulfato mg/L - 38,00 34,00 39,60
Potéssio mg/L 2,51 44,50 32,90 42,50
Fosforo mg/L - 0,46 0,56 0,88
Arsénio pg/L - - - -
Bario pg/L 60,00 64,00 67,00 71,00
Calcio mg/L 3,01 15,9 15,30 17,60
Chumbo ug/L - - - 6,00
Cobalto pg/L - - - 10,00
Cobre pg/L 8,00 11,00 10,00 13,00
Cromo pg/L - - - -
Magnésio ug/L - - - -
Molibdénio pg/L - - - -
Niquel pg/L - - - -
Sodio mg/L 13,17 11,10 12,30 11,60
Zinco ug/L 28,00 27,00 29,00 40,00

-2 valores que n&o atingiram o limite de quantificacao.

3.2. Histologia e histoquimica de figado de O. niloticus

N&o houve mortalidade de nenhum individuo ao longo do bioensaio. O grupo
controle apresentou arquitetura tipica do tecido hepético de peixes teledsteos (Fig. 1A,
B), com auséncia de anormalidades patologicas. Os hepatocitos sdo arranjados em fileiras
e entremeados por sinusdides, nos quais é possivel observar eritrocitos. O citoplasma dos
hepatdcitos aparece homogeneamente corado (Fig. 1A) ou por vezes menos corado,

podendo apresentar alguns vacuolos.
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Os figados dos peixes expostos ao lixiviado de vinhaca nos solos de 15 anos
obtiveram valores estatisticamente significativos para perda de limite celular (Figura 1 B)
e para aumento de vacUolos intracelulares (Figura 1C). Todos os tratamentos
apresentaram aumento estatisticamente significativo de ndcleos de volume aumentado ao
longo do tecido (1D). Observou-se também degeneracdo hidrdpica (Figura 1D) e presenca
de ndcleos picnoticos (Figura 1D) em alguns pontos, mas com valores estatisticamente
n&o significativos.

Em relacdo ao acimulo de polissacarideos nos hepatdcitos evidenciado pela

técnica de PAS, ndo foi observado diferencas em relacdo aos tratamentos.

Tabela 2. Média e desvio padréo dos indices de alteragdo histopatoldgicas de figados de
O. niloticus expostos a 5% de lixiviado de vinhaca percolado em solos de diferentes
tempos de fertirrigacéo.

Tratamentos Degeneracao Nucleo Perdade Presenca Nucleos de
hidropica Picndtico  limite de volume
(2 (3) celular Vacuolos aumentados
3) 1) )
Controle 6,30+2,49 0,75+1,27 1,35+1,31 2,40+1,34 0
5 anos 5,80+1,75 1,50+1,41 1,20+1,97 3,3+£1,05 3,9+2,33*
15 anos 7,20+1,68 2,10£2,46 5,70+2,62* 4,00+1,05* 3,60+2,45*
30 anos 5,60+1,83 1,80+2,09  3,90+3,75 2,60+0,96 2,40£2,27*

(): fator de importancia; * valores estatisticamente significativos quando comparados ao
controle pelo método de ANOVA com pos-hoc de Dunnett com p<0,05.
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Figura 1. Cortes histologicos de figado de O. niloticus expostos a lixiviados de vinhaca
percolado em solos com diferentes tempos e fertirrigacdo. A: controle; B-D: tratamentos;
h: hepatdcito; n: nicleo; pl: perde de limite celular; v: vacuolo; ng: nucleos grandes; dh:
degeneracéo hidropica. ; np:.ndcleo picnotico.

3.3. Quantificacao de proteinas totais.

A curva de calibracdo do reagente (Figura 2) foi realizada para se estabelecer uma
relacdo entre a quantidade de proteina e a cor do reagente. Com base na absorbancia
pedida foi possivel estabelecer a quantidade estimada de proteina para cada amostra. A
equacéo de reta foi y=0,5121x — 0,0073 com R?=0,995. O fator de corre¢io obtido foi de
1,953.
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Figura 2. Curva de calibracdo do reagente. Eixo x: pug/pL de proteina; Eixo y:

absorbancia.

3.4. Peroxidacdo lipidica TBARS

A curva de calibracao do reagente (Figura 3) foi realizada para obtencédo do fator

de correcdo. A equacio da reta foi y = 0,0008x + 0,0032 com R2=0,9976. Os valores de

peroxidacdo lipidica estdo apresenta dos em forma de grafico (Figura 4). Ndo houve

diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos, porém os maiores valores

foram obtidos no lixiviado da vinhaca do solo de 5 anos e 0s menores para o de 30 anos.
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Figura 3. Curva de calibracdo do reagente. Eixo x: UM de MDA; Eixo vy:
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Figura 4. Valores médio e desvio padrdo de uM MDA/uL de proteina. 5A:
tratamento com lixiviado do solo de 5 anos; 15A: tratamento com lixiviado do solo de 15
anos; 30A: tratamento com lixiviado do solo de 30 anos.

3.5. Superoxido Dismutase (SOD)

Os resultados sdo apresentados pelos valores obtidos depois da adi¢do de HCI
menos os valores de leitura logo ap6s a adi¢do de pirogalol (Figura 5). A menor variacdo
de atividade da SOD ocorreu no tratamento do lixiviado de vinhaga do solo de 30 anos.

A maior variagdo foi observada no de 15 anos.

Atividade de SOD
0,0

—
30A
1,0
2,0
30
4,0
5,0
6,0

-7,0

Figura 5. Diferenca das médias representativas dos valores da SOD depois menos antes
da adicdo de HCI. Eixo x: absorbancia/ug proteina. 5A: tratamento com lixiviado do solo
de 5 anos; 15A: tratamento com lixiviado do solo de 15 anos; 30A: tratamento com
lixiviado do solo de 30 anos.
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3.6. Glutationa S transferase

Os resultados sdo apresentados pela média de atividade da GST no momento da
sua realizagdo e da cinética dessa enzima (Figura 6). N&o houve diferencas significativas
entre os tratamentos, porém observou-se assim a variacdo da atividade ao longo do tepo
da GST foi muito menor no tratamento com lixiviado de vinhaca do solo de 30 anos,

como observado na SOD.

A B
GST ESTATICO GST
3,0 0,05
2,5 0,04

2,0

0,03
15
0,02
1,0
05 0,01
0,0 0
CN 5A 15A  30A

5 ANOS 15 ANOS30 ANOS

Figura 6. Média da atividade da GST. A: leitura realizada ao final da reacdo; B: variacdo
sinética da atividade da enzima do momento inicial até a finalizacéo da reac&o. Eixo x:
absorbancia/ug proteina. CN: controle; 5A: tratamento com lixiviado do solo de 5 anos;
15A: tratamento com lixiviado do solo de 15 anos; 30A: tratamento com lixiviado do solo
de 30 anos.

4. DISCUSSAO

H4& 40 anos a vinhaga é utilizada como fertilizante da cultura de cana-de-agUcar e
cada vez mais o setor sucroenergético vem crescendo e se expandindo. Por conta disso,
estudos que consigam dimensionar 0s impactos causados pela vinhaca ao longo desses
anos sdo de fundamental importancia para a prevencao de impactos futuros.

Tendo isso em vista, esse estudo objetivou avaliar se o tempo de fertirrigagéo de
vinhaca e uso desses solos afetava o potencial tdxico do lixiviado da vinhaca quando
utilizada como fertilizantes.

Os resultados das analises fisico-quimicas das dguas contendo 5% do lixiviado de
cada solo mostraram que ndo houve muita diferenca na composicdo entre 0s trés
tratamentos. Devido a maior quantidade de matéria organica era de se esperar uma maior
retengédo nos solos de 30 e 15 anos.

Mesmo n&o havendo tantas diferengas na composicéo das dguas a que 0s peixes
foram expostos, ao se analisar os figados desses animais observou-se diferencas

significativas. Na andlise histopatologica observou-se que o indice de alteracéo para perda
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de limite celular e para aumento de vacuolos obteve valores estatisticamente
significativos em relagcdo ao controle. Embora ndo tenha sido evidenciado por outas
técnicas de marcacgdo histoquimica, infere-se que o conteldo desses vacuolos seja de
origem lipoprotéica, uma vez que ndo houve marcacdo de seu contetdo na coloragédo
convencional (H-E), nem marcacdo de polissacarideos neutros pelo PAS.

Akaishi et al. (2004), ao estudar figados de peixes contaminados com petroleo,
também puderam observar perda de limites celulares nos hepatdcitos. Segundo os autores,
essa caracteristica sugere alteracfes drasticas na distribuicdo de organelas, o que pode
trazer consequéncias graves para o funcionamento do 6rgao.

Coelho et al. (2017), além de observar perda de limite celular observou também
aumento nos vactolos e aumento do volume dos nucleos dos hepatécitos, assim como
observado nesse estudo, cujo indice de alteracdo foi significativo para todos o0s
tratamentos. Isso pode ser explicado pelo fato de que o figado dos teledsteos é um dos
6rgdos mais sensiveis do animal. A exposi¢do a diferentes tipos de poluentes ambientais
pode alterar sua morfologia, bioquimica e fisiologia (AHMED et al., 2013; ALESCI et
al., 2014).

Mesmo ndo sendo estatisticamente significativo observou-se um padrdo de
atividade para todas as enzimas presentes nesse estudo. A atividade das enzimas era maior
no tratamento com lixividado de vinhaga do solo de 15 anos e os menores valores eram
apresentados no tratamento do lixiviado proveniente do solo de 30 anos. Muitos estudos
relacionaram o dano hepético ao aumento de biomarcadores bioquimicos relacionados ao
estresse oxidativo (OLIVEIRA et al. 2015; VALAVANIDIS et al., 2006; ARFATA et
al., 2014). O mesmo foi obeservado nesse estudo, uma vez que os danos significativos
também ocorreram nos tratamentos com o lixiviado do solo de 15 anos.

A peroxidacdo lipidica é considerada o mecanismo que mais causa danos
celulares, pois gera grandes quantidades de EROs, com a interferéncia de fontes
enddgenas e/ou exdgenas, e provocam varios efeitos biologicos (SHAD; IQBAL, 2010).
O figado, musculo e tecido adiposo s&o os principais 6rgéos de deposi¢édo de lipidios e
seu acumulo é resultado do equilibrio entre lipogénese e oxidagdo B, com muitas enzimas
envolvidos nesses processos metabdlicos (CHEN et al., 2015). A sintese aumentada e
absorcéo de acidos graxos traz consigo aumento da acumulacdo de lipidios neste 6rgéo,
que pode ser vizualizado em forma de vacuolos na analise histologica; observamos o

aumento da presenca de vacuolos no tecido hepatico, porém ndo foi aplicada nenhuma
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técnica para marcacéo desses elementos. O aumento da atividade de peroxidacéo lipidica
no tratamento de lixividado do solo de 15 anos pode ser em decorréncia disso.
Diferentes compostos, incluindo xenobidticos toxicos e produtos reativos de
processos intracelulares, como peroxidacdo de lipidios, atuam como substratos para a
GST (TORRES et al., 2004). A atividade da GST nesse estudo pode ser em fungédo da

atividade da peroxidacéo lipidica que por sua vez é consequéncia do acumulo de lipidios.

5. CONCLUSAO
Em vista dos resultados obtidos nesse estudo, podemos concluir que o tempo de
uso da vinhaga influencia na toxicidade e no impacto ambiental. Os resultados levantam
o0 alerta para que a vinhaca seja usada com mais cautela levando em consideragéo que seu

uso no campo ira completar 40 anos e ja podemos encontrar efeitos toxicos em 15 anos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A preocupagéo da comunidade cientifica com o potencial toxico da vinhaga e seus
impactos na biota vem crescendo ao longo dos anos. O crescimento vertiginoso da
indUstria sucroalcooleira nas ultimas décadas, atreladas a lentiddo do nosso sistema
legistalivo ambiental em acompanhar esse crescimento, gerou um cenario em que, um
residuo gerado numa proporg¢do 15 vezes maior que seu produto, passou 26 anos sendo
utilizado sem que houvesse nenhuma regulamentacdo sobre seu uso no campo.
Atualmente ha muitos trabalhos mostrando os efeitos agudos da vinhaca em diversos
organismos, porém ainda néo se tinha a dimens&o dos impactos ao longo dos anos de uso
excessivo da vinhaca como fertilizante. Tendo esse cenario em vista, esse trabalho
objetivou avaliar como o tempo de uso da vinhagca como fertilizante atua no potencial
toxico que esse residuo possa ter tanto no meio terrestre como aquatico.

No meio terrestre utilizando o diplépodo R. padbergi como bioindicador,
observou-se elevada toxicidade nos solos com utilizacdo de vinhaca ha 30, 15 anos e até
mesmo no solo de apenas 5 anos e em todas os niveis de complexidade como mortalidade,
alteracdes teciduais e moleculares.

Houve também o interesse de estudar a mobilidade do principal ion presente na
vinhaga, o potéssio, para entender sua movimentag&o no solo e como eles se comportavam
frente aplicacdo de vinhaga. Observou-se que nos solos de 30 anos houve um aumento
significativo no fator de retardamento e no coeficiente de dispersédo, nos indicando que
apos 30 anos do uso de vinhaca no solo fez com que 0 mesmo retesse mais esse ion em
comparacéo aos solos de 5 e 15 anos.

Essa maior retencéo pode ter refletido nos resultados com o lixiviado da vinhaca
que percolou nesses solos, uma vez que o lixiviado do solo de 30 anos obteve 0s menores
valores na quantificacdo dos biomarcadores no ensaio de toxicidade aquética.

Analisando os resultados de forma holistica, podemos inferir que ao longo dos
anos de aplicagéo de vinhaga, o potencial toxico no solo aumenta a medida dos anos de
aplicacdo de vinhaga. Inversamente, a toxicidade para as &guas subterrdneas diminuiu no
lixiviado do solo de 30 anos, uma vez que a tendéncia é que cada vez mais, parte dos
componentes da vinhaga, possam ficar mais retidos no solo devido ao acimulo de matéria
organica e de ions com cargas positivas como potassio e calcio. Esse comportamento
também levanta o alerta para a saliniza¢do do solo com o tempo, podendo a longo prazo,

afetar a propria producdo de cana-de-acucar.
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Estudos com esse viés temporal e histérico sdo de extrema importancia para
entender os efeitos a longo prazo de uma mistura tdo complexa como a vinhaga. Como
perspectiva a curto prazo, é pretendido avaliar o comportamento do nitrato nesses solos,

uma vez que esse possui cargas negativas e tende a ser repelido nos coloides do solo.
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