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RESUMO

Uma preocupacao com relacdo ao tratamento de aguas residuarias é a qualidade com
que esta retorna ao meio ambiente. A toxicidade da agua pode afetar diretamente o
processo de divisdo celular dos seres vivos, fazendo com que ocorram anomalias e
alteragbes cromossOmicas, bem como outros problemas citados neste estudo. Assim,
a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a eficacia na redugéo da toxicidade de
duas estacdes de tratamento de esgoto (ETES) localizadas no Estado do Parana: uma
ETE que opera com tratamento bioldgico anaerdbio via reator e filtros anaerobios, aqui
denominada de ETE ANA, e outra onde o processo de tratamento bioldgico é aerdbio
e se da por lodos ativados, ETE LA. O organismo teste vegetal utilizado para verificar
indices de toxicicidade, dividido em genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade
dessas ETEs, foi o Allium cepa. Constatou-se que o afluente de ambas as ETEs
apresentaram indicativos citotoxicos, genotdéxicos e mutagénicos semelhantes ao
controle positivo, feito com o herbicida Trifuralina. Em ambas as ETEs os efluentes
tratados atenderam aos padrbes de lancamento de DQO, NTK e N-NH4 exigidos pela
legislacdo vigente. Identificou-se que o efluente da ETE LA n&o é considerado
citotoxico, genotoxico ou mutagénico, apresentando um indice mitético (IM) de 11,5%,
aberracdes cromossémicas em torno de 0,3% e auséncia de células com
micronucleos, resultados estatisticamente iguais ao tratamento controle feito com
agua. A ETE ANA também apresentou eficiéncia quanto a reducdo da toxicidade ao
longo dos processos, sendo as amostras com algum tratamento as que apresentaram
melhores resultados quanto aos indices de toxicidade. Também foi realizado teste de
ecotoxicidade com amostra da escuma coletada no reator anaerébio da ETE ANA e
observou-se inibicéo total do crescimento da raiz, o que significa elevada toxicidade.
Ja a escuma diluida 100 vezes ndo apresentou potencial citotoxico, com IM de 10,4%,
mas apresentou capacidade genotoxica, de 1,0%, e mutagénica, de 0,4%, nao
apresentando diferenca estatistica ao controle positivo. Foram realizados os mesmos
ensaios de ecotoxicidade utilizando-se meios preparados com 40 mg L* de N-NH4Cl
e 2,0 mg L** de N-NaNOs onde o crescimento da raiz ndo foi afetado, porém ambas
as substancias se apresentaram genotoxicas para células de Allium cepa.

Palavras-chave: Bioensaios. Cebola. Esgoto sanitario. Toxicidade. Aguas
residuarias.



ABSTRACT

A worrying problem regarding the wastewater treatment is the quality with which it
returns to the environment. The water’s toxicity can directly affect the process of cell
division in living beings, causing chromosomal abnormalities and alterations to occur,
as well as other problems mentioned in this study. Thus, this research aimed to
evaluate the effectiveness in reducing the toxicity of two sewage treatment plants
(ETE) located in the State of Paran&: an ETE that operates with anaerobic biological
treatment, here called ETE ANA, and another where the biological treatment process
through activated sludge, the ETE LA. The plant test organism used to verify toxicity
indices, divided into genotoxicity, mutagenicity and cytotoxicity of these ETEs was
Allium cepa. It was found that the affluent of both ETEs had cytotoxic, genotoxic and
mutagenic indicators equal to the positive control, made with the herbicide Trifuralina.
In both ETES, the treated effluents met the release standards for COD, NTK and N-
NH4 required by current legislation. It was identified that the ETE LA effluent isn't
considered cytotoxic, genotoxic or mutagenic, presenting a mitotic index (Ml) of 11.5%,
chromosomal aberrations around 0.3% and absence of cells with micronuclei,
statistically equal results to the control treatment, made with water. ETE ANA also
showed efficiency in reducing toxicity throughout the processes, with samples with
some treatment showing the best results in terms of toxicity indices. An ecotoxicity test
was also carried out with a sample of the scum collected in the anaerobic biodigester
of the ETE ANA and it was observed total inhibition of root growth, which means high
toxicity. The 100-fold diluted scum did not present cytotoxic potential, with an IM of
10.4%, but presented a genotoxic capacity of 1.0% and a mutagenic capacity of 0.4%,
with no statistical difference from the positive control. The same assays were
performed with NH4CIl and NaNO3 where root growth wasn't affected, but potentiated,
and both substances were found to be genotoxic to Allium cepa cells.

Keywords: Bioassays. Onion. Sanitary sewage. Toxicity. Wastewater.
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1 INTRODUCAO

A qualidade dos ecossistemas e dos recursos naturais tem sido gravemente
comprometida devido ao uso irregular e abusivo. A densidade populacional e industrial
estd diretamente ligada ao consumo desses recursos e a geracdo de aguas
residuarias que afetam o ambiente. Portanto, a implantacdo de estacfes de
tratamento de efluentes (ETES) é importante para que a capacidade poluidora de
esgotos seja diminuida e os recursos hidricos preservados (CARITA; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2019)

As ETEs tém o papel de tratar aguas residuarias e devolvé-las ao ambiente
com qualidade suficiente para evitar a degradacado do mesmo. Esta € uma questédo de
grande importancia, pois a escassez de agua tem sido um problema recorrente. Ao
recuperar a agua dentro do ciclo antropico, poupa-se a retirada desta do ciclo natural
(PINTILLIE et al.,2016).

No Estado do Parand, a relagédo entre populacao e capacidade de tratamento
de esgoto instalada € de 86,5%. O principal sistema de tratamento utilizado é o UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), aqui chamado de RALF (Reator Anaerobio de
Leito Fluidizado), que € uma modificacdo do UASB, com 256 unidades, seguido pelas
lagoas de estabilizacdo, com 23 unidades, e lodos ativados, com 8 unidades. Em
termos percentuais essas tecnologias representam 89%, 8% e 3% do total,
respectivamente com relagcdo ao numero de unidades. Estes nimeros colocam o
estado do Parana como, provavelmente, o maior parque de reatores UASB do mundo
(CHERNICHARO et al., 2018).

Quando o tratamento de efluentes € falho, pode haver disseminacao de
doencas, que podem acarretar graves problemas, desde o aumento no niumero de
internacdes hospitalares, até o aumento da violéncia. Pessoas que vivem em
ambientes sem saneamento basico estdo mais propensas a ficar doentes e, por isso,
muitas vezes, deixam de estudar. Quanto menor o nivel escolar, menor o salario e
maior a chance dessa pessoa entrar para 0 mundo do crime. Em razao disto,
estabelecer sistemas de tratamento de aguas residuarias adequados e eficientes, é
uma questao essencial para a manutencdo da qualidade de vida (LAM; KURISU e
HANAKI, 2015).

Tendo em vista o aumento da densidade populacional, a quantidade de agua

a ser tratada tende a um aumento significativo. Uma preocupacgéo no que se refere a
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qualidade dos efluentes que retornam ao leito do rio € quanto ao nivel de toxicidade
que apresentam. Este é um dos principais desafios atualmente, avaliar
adequadamente as tecnologias de tratamento de efluentes, no que refere a sua
capacidade de minimizar os riscos toxicolégicos para a biota e para a saide humana
(PRASSE et al., 2015).

Os parametros fisico-quimicos ja ndo séo o bastante para a classificacdo dos
riscos das aguas residuéarias das ETEs. Andlises e estudos que apontem os efeitos
toxicos tém sido utilizados, como os ensaios de ecotoxicidade. Esses ensaios sé&o
utilizados para reconhecer, predizer e analisar 0s potenciais efeitos que uma
substéancia téxica ou o conjunto delas pode vir a causar no meio ambiente (PALMA et
al., 2016; PAPA et al., 2016; OGGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Os testes de toxicidade s&o considerados de grande importancia para
andlises ecotoxicoldgicas ja que estes apresentam vantagens como o fornecimento
de uma estimativa dos efeitos letais e sub-letais do substrato, a identificacdo de
toxicidade quando o agente tdéxico ndo pode ser reconhecido quimicamente e podem
viabilizar um sinal de alarme ou prever os potenciais danos ao meio ambiente.
Somado a isso, essa andlise ainda permite detectar a toxicidade da amostra como um
todo, avaliando os efeitos combinados de diferentes constituintes contidos na amostra,
enquanto que a analise quimica permite apenas quantificar as substancias isoladas
(MORALES, 2004).

Os bioensaios com plantas para testes de toxicidade sdo variados, entretanto,
testes com Allium cepa tém sido muito utilizados, por ser um organismo de teste
eficiente como indicador de toxicidade (PALMIERI et al., 2016; MAZZEO et al., 2015),
e ser validado pelo Programa Ambiental das Nagdes Unidas, Organizacdo Mundial da
Saude Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (MAURO et al., 2014).

Com a finalidade de se avaliar as caracteristicas de toxicidade dos esgotos
tratados por processos bioldgicos anaerdbios e aerdbios, este estudo busca
caracterizar as aguas residuarias de duas ETEs do Estado do Parana. Uma ETE que
trata seus esgotos por processos biol6gicos anaerodbios, via reator e filtros anaerobios,
agui denominada de ETE ANA, e uma ETE que trata seus esgotos por processo

bioldgico aerdbio por lodos ativados, aqui denominada de ETE LA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficdcia de duas ETEs quanto a
reducdo da toxicidade em diferentes etapas do tratamento utilizando ensaios

ecotoxicologicos com bulbos de A. cepa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos deste trabalho séo:

. Avaliar a eficiéncia de remocao de DQO e nitrogénio total na ETE ANA;

o Avaliar a eficiéncia de remocao de DQO e nitrogénio total na ETE LA;

o Avaliar o desenvolvimento das raizes dos bulbos de A. cepa germinados
em amostras da ETE ANA;

o Avaliar o desenvolvimento das raizes dos bulbos de A. cepa germinados
em amostras da ETE LA;

. Avaliar genotoxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade nas células
radiculares de bulbos A. cepa cultivados em amostras de esgoto coletadas na ETE
ANA, por meio da avaliacdo dos cromossomos;

. Avaliar genotoxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade nas células
radiculares de bulbos A. cepa cultivados em amostras de esgoto coletadas na ETE
LA, por meio da avaliagdo dos cromossomos;

. Relacionar os parametros fisico-quimicos com os parametros de

toxicidade da ETE ANA;

. Relacionar os parametros fisico-quimicos com os parametros de

toxicidade da ETE LA.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 ESGOTO SANITARIO

As aguas residuarias urbanas, comumente conhecidas como esgoto
doméstico urbano, tem demandado uma maior atencdo em virtude do aumento da
densidade populacional. Sabe-se que, acompanhado dessa expansao, estd o
aumento da industrializacdo, cujos residuos podem conter substancias prejudiciais a
saude e ao meio ambiente.

Em meio a variados contaminantes contidos nos esgotos sobressaem-se 0s
sélidos dissolvidos inorganicos, metais, compostos ndo biodegradaveis, patégenos,
nutrientes (N e P) e compostos organicos. Este ultimo composto por proteinas (40 a
60%), carboidratos (25 a 50%) e 6leos e graxas (10%). Eventualmente, pode-se
encontrar outros contaminantes que apresentam certo grau de toxicidade
provenientes de praticas industriais e/ou acidentais e até mesmo clandestinos
(CORREA et al., 2016).

Outro contaminante que também é preocupante quando se trata de toxicidade
€ 0 nitrogénio. Este elemento esta presente em abundancia no esgoto sanitario e,
dependendo da forma em que se encontra, pode ser extremamente toxico. Segundo
Polak (2018), os compostos inorganicos presentes em maior quantidade nos esgotos
séo o nitrogénio amoniacal (NHs) ou o ion aménio (NH4*).

O nitrogénio na forma de aménia, quando lancado em um corpo hidrico é
extremamente toxico, principalmente para os peixes. Na forma de nitrito e nitrato,
torna-se nocivo também para os seres humanos (VON SPERLING, 1996)

A maior preocupacdo com relacdo aos compostos contendo nitrogénio € a
ocorréncia da eutrofizacdo, sendo esta, caracterizada por provocar crescimento de
plantas aquaticas de forma excessiva e acarretar sérios problemas tanto para o corpo
hidrico quanto para a saude humana. Um dos principais problemas com relacéo a
eutrofizacéo é a liberacdo de compostos toxicos por algumas algas, elevando o nivel
de toxicidade do corpo hidrico (VON SPERLING, 1996).

O corpo hidrico pode receber compostos toxicos provenientes de atividades
antropogénicas, que liberam substancias nocivas para o0 meio ambiente, como, por

exemplo, o escoamento de agrotoxicos e fertilizantes, além do lancamento de
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efluentes industriais sem o devido tratamento e langamentos clandestinos (OGGA,;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

3.1.1 Processo de Tratamento de Esgoto Sanitario

Chernicharo et al. (2018) fizeram um levantamento dos sistemas de tratamento
de esgotos nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais e constataram que, no
estado do Parand, os principais processos utilizados para tratar esgoto sanitario sao:

- RALF: Reator Anaerébio de Leito Fluidizado, uma modificacdo do UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket). E um processo biolégico anaerdbio.

- Lagoas de estabilizacdo: processo biologico que utiliza vias anaerobias e
aerdbias para tratar 0s esgotos.

- Lodos ativados: processo biolégico aerdbio.

Nesta pesquisa foram coletados efluentes de ETEs que utilizam RALF e
sistema de lodos ativados para tratar seus efluentes. Assim, abaixo se encontra a
explicacdo sobre esses dois processos biolégicos.

3.1.1.1 Reator Anaerdébio de Leito Fluidizado (RALF)

RALF € o nome dado para o reator do tipo UASB, Upflow Anaerobic Sludge
Blanket, apds algumas modificacdes construtivas, um reator que opera com fluxo
ascendente (JURGENSEN, et al., 2001). Os tratamentos por processos anaerobios
sdo considerados uma tecnologia sustentavel, pois, além de ndo haver consumo de
energia elétrica no seu funcionamento, ainda geram biogas que € uma mistura de
metano didxido de carbono e outros gases, que pode ser utilizado como fonte de
energia. Esse processo € baseado na decomposicdo da matéria organica por
microrganismos anaerébios. Caracteriza-se pela alta taxa de remocdo de matéria
organica em um baixo tempo de retencdo hidraulica, além do baixo custo e baixo
consumo de energia (CHERNICHARO, 2016; KHAN, et al., 2011).

Nos reatores do tipo RALF ha uma alta concentracdo da biomassa
(microrganismos), que esta presente na forma de lodo. Esses microrganismos
convertem a matéria organica em, principalmente, lodo e biogas (METCALF & EDDY,

1991). O efluente do RALF, na maioria das vezes, ainda necessita de pds-tratamento
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para polimento e remogdo da DQO restante. O pos-tratamento desse efluente pode
ser feito em filtros anaerdbios (POLAK, 2018; OLIVEIRA, 2020).

Segundo Sant'/Anna Jr. (2010), pode-se resumir as transformacdes da
biodigestdo anaerdbia em, de maneira resumida, quatro etapas (Figural):

- Hidrdlise: nesta etapa, através da acao de diversos microrganismos que
produzem enzimas hidroliticas, a matéria organica complexa, como carboidratos,
lipidios e proteinas, é convertida a compostos de menor massa, como acucares,
acidos graxos e aminoacidos;

- Acidogénese: nesta etapa 0s compostos organicos simples séo fermentados
gerando os &cidos organicos volateis (AGV), como &cidos acético, propibnico, butirico
e valérico;

- Acetogénese: ou fermentacdo acetogénica, € a etapa onde bactérias
denominadas acetogénicas transformam os AGV de cadeia longa em acido formico
ou acetato;

- Metanogénese: esta é a etapa onde os acidos de cadeia curta serao
convertidos a metano, através da acdo de arqueas metanogénicas.

Figura 1 — Esquema da digestao anaerobia.

| Material orgénico suspenso |
] A
e Lipideos Carboidratos [ Proteinas |
- v
? l 1 | Pohpe;iﬁdeos |
— Mono &
3 LCVA & glicerma Dissacarideos [ Peptfdeos I
3 I
% Intermedidrios organicos Intermediarios inorganicos
=
g
r- Acido acético Didxido de carbono & hidrogénio
g
g Metanogénese acetotréfica (70 % of the CH,): CH,COOH — CH, + CO,
= Metanogénese hidrotrdfica (30 % of the CH,) CO, + H, -+ CH, + H,0

Fonte: Adaptado de MADSEN, M.; HOLM-NIELSEN, J. B.; ESBENSEN, K. H. Monitoring of anaerobic
digestion processes: a review perspective. Renewable And Sustainable Energy Reviews, [S.L.], v.
15, n. 6, p. 3141-3155, ago. 2011. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs
/pii/S1364032111001705. Acesso em: 26 set. 2021.
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Como resultado final do tratamento anaerébio com uso de reatores RALFs
tem-se o esgoto tratado, escuma, lodo e biogas.

3.1.1.2 Reator de Lodos Ativados

O processo de lodos ativados é baseado na oxidacdo bioquimica dos
compostos organicos e inorganicos presentes nos esgotos. E o sistema mais difundido
no mundo. E conduzido por uma grande diversidade de microrganismos em um meio
aerobio, ou seja, os microrganismos aerébios sdo 0s principais responsaveis pela
metabolizacdo da matéria organica (METCALF & EDDY, 1996; SANT'ANNA JR.,
2010; SOARES, et al., 2014; GOLDONI, et al., 2014).

No sistema lodos ativados o efluente, obrigatoriamente, passa por um tanque
de aeracdo com elevada concentracdo de microrganismos em suspensado, que vao
decompor a matéria organica presente, transformando-a, principalmente, em novos
microrganismos e CO2 (SANT'ANNA JR., 2010; METCLAF & EDDY, 1996).

A fase final do sistema é o decantador secundario, onde ocorre a
sedimentacdo dos solidos, e o lodo resultante dessa fase é chamado de lodo
secundario. O sobrenadante clarificado é o efluente tratado por essa etapa, que pode
ser descartado em um corpo d’agua ou submetido a mais alguma etapa de tratamento,
se necesséario. Parte do lodo sedimentado sera destinada a tratamentos especificos,
como secagem, e parte retorna para o tanque de aeracdo. Essa biomassa € o principal
ponto para a eficiéncia na depuracédo do efluente e, consequentemente, na eficacia
da ETE (VON SPERLING, 1996; METCALF & EDDY, 1996; SANT'ANNA JR, 2010;
PAULA, et al., 2018).

Como produto final da ETE com sistema de lodos ativados tem-se 0 esgoto

tratado e lodo em grande quantidade.

3.2 TOXICIDADE DE EFLUENTES

A toxicidade das aguas de um corpo hidrico pode estar associada ao
lancamento de efluentes sem o devido tratamento. Em razdo disto, analisar a
toxicidade tem sido extremamente relevante, pois podem se fazer presentes nas
aguas uma grande quantidade de substancias que apresentam um potencial téxico,

sendo que o efeito de muitas delas pode ser potencializado quando ha interagdo com



18

outros agentes quimicos (ZHANG et al., 2015; OGGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2008).

Varios contaminantes podem estar associados a toxicidade de um efluente,
como a presenca de N-NHs, alguns produtos quimicos como surfactantes,
desinfetantes, amaciantes e outros tipos de detergentes e alguns tipos de defensivos
agricolas. Além desses, os danos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos podem
estar associados a elevados niveis de metais pesados, cianotoxinas e
contaminantes orgéanicos de origem urbana e hospitalar (LUTTERBECK et al., 2018;
DE CASTRO; SOUSA et al., 2017).

O estudo de Radi¢ et al. (2010), que utiliza o teste com Allium cepa para
amostras de aguas residuais superficiais, mostra que os efeitos toxicos mais fortes
estdo relacionados ao ponto onde ha industrias quimicas de producédo de antibibticos
e fertilizantes artificiais e que a alta nos indices de toxicidade pode ser atribuida a
complexidade desses efluentes que, muitas vezes, sado lancados sem controle
guimico adequado. O mesmo efeito sobre a acdo de antibiodticos foi relacionado por
Peixer et al. (2017) e Moro et al. (2017).

Carita e Marin-morales (2008) e Khan, Anas e Malik (2019) citam que o
efluente de industria téxtil pode acarretar danos quanto aos parametros toxicolégicos
principalmente corantes, aminas aromaticas e a presenca de alguns metais podem
ser prejudiciais para as células de A. cepa.

Outro composto que apresenta efeito toxico para células de A. cepa sao 0s
cresois. Segundo Mazzeo et al. (2015), essas substancias ou o efeito sinérgico delas
e outros contaminantes podem ser extremamente prejudiciais para as células de A.
cepa indicando um ambiente de crescimento toxico.

Alguns herbicidas também podem estar entre 0s potenciais contaminantes
nos testes de ecotoxicidade, como por exemplo o herbicida trifluralina, que € um pré-
emergente de aplicacdo direta no solo, controlando plantas daninhas em culturas de
grande importancia e producdo, como a soja e feijao. Nos testes de ecotoxicidade, a
trifuralina tem sido utilizada como controle positivo, pois induz o aparecimento de
irregularidades celulares, como alteracdes cromossémicas e nucleares nas células
da raiz (MAZZEO; MARIN-MORALES, 2015).

O potencial toxico de uma substancia ou mais depende da biodisponibilidade,
concentracdo, tempo, janelas de exposicao e suscetibilidade da espécie que estardo

expostas a esses contaminantes. Os impactos toxicologicos na qualidade da agua


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/detergent
https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0925857418300041#b0035
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podem ser observados por meio de testes toxicolégicos, onde se utilizam organismos
que podem ser indicados para caracterizar esses impactos. Esse tipo teste é
considerado, além de importante, rapido e facil para se avaliar fatores de vitalidade
celular, pois uma combinacdo com ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade
garantem um resultado mais preciso e, portanto, podem ser considerados como
relevantes para avaliar a qualidade da agua (PRASSE et al., 2015; ZHANG et al.,
2015).

O conhecimento das fases da divisao celular € de extrema importancia para a

andlise da ecotoxicidade, o que sera explicado no texto a seguir.

3.3 BIOLOGIA CELULAR

Todo individuo é formado por células, que sédo unidades microscopicas
formadoras de tecidos e 6rgaos, delimitadas por membranas. Sdo fundamentais para
0S seres Vivos, pois possuem uma incrivel habilidade de reproducéo, que implica na
utilizacdo de um mecanismo pelo qual todos os seres vivos se reproduzem, a divisao
celular. E através desse ciclo de divisdo (Figura 2) que a célula duplica o seu contetido
e se divide em duas. A distribuicdo do material genético celular acontece de forma
impressionante, e esse processo minucioso envolve varias etapas que precisam estar
ordenadas (ALBERTS et al., 2017; OGGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Figura 2 — Etapas do ciclo celular
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Fonte: ALBERTS, B.; BRAY, D.; HOPKIN, K.; JOHNSON, A.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K;
WALTER, P. Fundamentos da biologia celular. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2017.
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O ciclo celular é composto pela Interfase (fase G1, S e G2) e pela fase M,
onde ocorre a mitose e a citocinese. A interfase é o periodo mais longo do processo
de divisdo, ocorrendo a expansdao da célula e a replicacdo do seu conteudo. Na fase
M ocorre a mitose, ou seja, os materiais se dividem igualmente para cada lado da
célula, finalizando com a citocinese que € a divisdo do citoplasma (DE ROBERTIS;
HIB, 2012).

Quando uma célula entra no ciclo celular, mediante interfase, ela comeca a
aumentar de tamanho. Os centrossomos, que sao estruturas de onde saem fibras que
arrastam os cromossomos para um lado da célula, sdo duplicados juntamente com o
DNA (acido desoxirribonucleico). Nesse processo a célula se reestrutura para que a
divisdo ocorra de maneira proporcional e para que, ao final da divisao celular, tenham-
se duas células geneticamente idénticas. Cada fase tem sua importancia, mas o foco
deste estudo sera a fase M, onde ocorre a divisdo nuclear e a divisdo citoplasmatica
(Figura 3) (ALBERTS et al., 2017).

Figura 3- Esquema simplificado do ciclo celular
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Fonte: ALBERTS, B.; BRAY, D.; HOPKIN, K.; JOHNSON, A.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K;
WALTER, P. Fundamentos da biologia celular. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2017.

Durante a fase M (mitose), antes da citocinese, ocorrem etapas muito
importantes do processo de divisdo celular: profase, metafase, anafase e teléfase
(Figura 4). Na préfase os cromossomos ja duplicados se condensam, enquanto forma-
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se o fuso mitotico. Ja na metafase os cromossomos ficam alinhados no meio da célula,
de onde pode-se associar ao nome desta etapa. Na fase de anafase os microtubulos,
ligados aos cromossomos, comecam a se encurtar separando as cromatides-irmas
em direcdo a polos opostos. Durante a teléfase os cromossomos chegam cada um a
um polo celular e uma nova carioteca € formada marcando o fim da mitose. Ainda na
teléfase inicia-se o processo de formacgéo do anel contratil que iréd dividir o citoplasma
e finalizar a divisdo celular com a citocinese (ALBERTS et al., 2017, CARVALHO;
RECCO-PIMENTEL, 2013).



Figura 4 - Fases da diviséo celular, fase M
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Fonte: adaptado de ALBERTS, B.; BRAY, D.; HOPKIN, K.; JOHNSON, A.; LEWIS, J.; RAFF, M,;
ROBERTS, K.; WALTER, P. Fundamentos da biologia celular. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2017.

O dinamismo da divisdo celular € 0 mesmo em todos 0s organismos
eucariotos (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013). Todas as células vegetais

possuem a mesma composicdo basica eucaridtica. Quando o vegetal esta em
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crescimento, ha um lugar especifico na raiz onde esse processo ocorre, chamada
regido de divisdo celular.

Ocasionalmente, quando influenciada pelo meio, podem ocorrer defeitos em
uma ou mais etapas da divisdo celular e quando ocorre algum tipo de falha na diviséo,
as células se modificam e os cromossomos agem de maneira inadequada. Esse tipo
de defeito pode ser observado em células que apresentam cromossomos com
tamanho visivel microscopicamente (Figura 5) e possuem elevado indice de divisédo
celular, que é o caso da espécie vegetal Allium cepa (2n = 16 cromossomos)
(MARTINS; SOUZA; SOUZA, 2016; MAZZEO et al., 2015; LEME; MARIN-MORALES,
2019).

Figura 5 — Cariétipo de A. cepa, com cada par representado por um ndmero.
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Fonte: LEME, D. M.; MARIN-MORALES, M. A. Allium cepa test in environmental monitoring: a review
on its application. Mutation Research/Reviews In Mutation Research, [S.L.], v. 682, n. 1, p. 71-81,
jul. 2009. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383574209000404?casa
_token=Vx4Fb4pgEIEAAAAA:MVIYWENXP6nGbp_HnMvrMdd91QWejpqSH8bJPoFGMY6udLiXkKVU
TCwcT3slLwLSZV2rOg_oBkWf. Acesso em: 05 abr. 2021.
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3.4 TESTES COM A. CEPA

Os testes com plantas sdo excelentes indicadores de toxicidade. O teste com
Allium cepa tem sido muito utilizado em véarios trabalhos como indicador de qualidade
ambiental, principalmente quanto a eficacia dos processos de descontaminacao.
Estes testes sdo simples e confidveis para determinar o potencial citotoxico,
genotoxico e mutagénico, mas requerem ser manuseados cuidadosamente (CARITA;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019; MARTINS; SOUZA; SOUZA, 2016; MAZZEO et

al., 2015).

O teste com Allium cepa, especificamente com o bulbo, foi utilizado pelo facil
mauseio e por apresentar cromossomos grandes, facil de vizualisar e de identificar

guantos as fases de divisdo se apresentando sensiveis quanto a toxicidade do meio.



24

Nos testes de citotoxicidade utiliza-se como parametro de avaliacdo as
alteracdes no indice mitético (IM) celular para definir o potencial citotoxico do objeto
de estudo. O IM é definido pela quantidade de células em diviséo celular, dividido pelo
total de células analisadas (Equacéo 1) (BONOMO, 2014; CARITA; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2019; LUTTERBECK et al., 2018).

n? de células em divisao (1)

IM X 100

" netotal de células analisadas

Para identificar agentes que possuem potencial genotoxico, utilizam-se como
critério as aberragcdes cromossbmicas encontradas nas células, como brotamento,
perda cromossémica, aderéncia cromossémica, anafases multipolares bem como
pontes, atrasos na anafase e na tel6fase, entre outros. Pode-se calcular também o
indice de aberrac6es cromossémicas (IAC) utilizando o nimero de células contendo
aberracdes divido pelo total de células analisadas (Equacao 2) (BONOMO, 2014;
CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019; LUTTERBECK et al., 2018).

JAC = n? de células com aberragdes X 100
"~ n2total de células analisadas (2)

Nos testes de mutagenicidade avalia-se a formacdo de micronucleos nas
células obtendo-se o indice de mutagenicidade (Imut) (Equagédo 3) (BONOMO, 2014;
CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019; LUTTERBECK et al., 2018).

IMUT = n® de células com micronucleos X 100
" neototal de células analisadas (3)

A variagcédo do IM pode indicar a presenga de contaminante com potencial
toxico que sdo comparados a controles, previamente preparados, que passam pelos
mesmos processos, sendo o controle positivo uma amostra com um agente

mutagénico que apresenta acdo de induzir anomalias nas células, ja o controle
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negativo uma amostra com um agente que néo induz o aparecimento de aberragbes
celulares.

As caracteristicas morfolégicas (comprimento, espessura e quantidade de
raizes) podem variar de acordo com o potencial téxico da amostra contida no
recipiente de crescimento. No caso de uma toxicidade elevada podem ocorrer as
seguintes variacdes: apresentar-se de maneira desigual, com crescimento irregular,
espessura expandida, raizes distorcidas morfologicamente, formacéo de tumores e a
guantidade de raizes podem variar até a total inibicdo do crescimento (BOLONHESI,;
LOPES, 2018; FISKEJO, 1985; ALVIM, et al., 2011; SINGH, et al., 2013; FISKEJO,
1988). Quando a toxicidade é reduzida ou ausente as amostras de A. cepa podem
apresentar raizes com crescimento bastante regular, maior em quantidade, espessura
igual, quando comparada ao controle negativo. Pode ocorrer que baixas doses de
substancias com potencial toxico estimulem o desenvolvimento da raiz, de forma que
se torne mais resistente (teoria da hormese) (STEBBING, 1982) com dependéncia do
tempo em que ficaram expostas (PATNAIK; ACHARY; PANDA, 2013).
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4 METODOLOGIA
4.1 DESCRICAO DOS LOCAIS DE COLETA

O presente estudo foi realizado com amostras de afluente e efluente coletadas
nas Esta¢cbes de Tratamento de Esgoto (ETE) aqui denominadas de ETE ANA, por
operar com processo biolégico anaerdbio, com reator RALF e ETE LA, por operar com
processo bioldgico aerdbio, com tanques de lodos ativados.

Para obtencéo das amostras foram realizadas amostragens simples, ou seja,
era feita uma Unica coleta de amostra em cada ponto previamente determinado. As
amostras da ETE ANA (Figura 6) foram coletadas em trés pontos distintos: 1A — Calha
Parshall (afluente); 2A — efluente do RALF (intermediéaria); 3A — Efluente do filtro
anaerobio (efluente). Na ETE ANA também foi feita uma Unica coleta de escuma do

RALF. Ela foi usada de duas maneiras: diluida 100 vezes e néo diluida.

Figura 6 — Fluxograma de amostragem ETE ANA.

Amostra 1A Amostra 2A Amostra 3A
Gradeamento Desarenador  Calha Parshall Reat::r_ Sadimentadaor Filtro Corpo receptor
Anaerdbio anaerdbio
Amostra da
Fonte: a autora. Escuma (EA)

Na ETE LA as amostras foram coletadas nos seguintes pontos: 1B —
Desarenador (afluente); 2B — Tanque de Aeracao (intermediaria); 3B — Efluente do

decantador secundario (efluente), totalizando 3 amostras por coleta (Figura 7).

Figura 7 — Fluxograma de amostragem ETE LA.
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As amostras foram coletadas em um periodo de 7 meses nos anos de 2020 e

2021, conforme disponibilidade das ETEs. As amostras da ETE ANA foram analisadas

em quatro ensaios de toxicidade e as da ETE LA em seis ensaios (Tabela 1).

Tabela 1 — Data das coletas nas ETEs ANA e LA.

Ensaio

Amostras coletadas

Data da coleta

ETE ANA

1ANA

1A — Desarenador
2A — RALF
3A — Efluente do filtro anaerébio

06/08/2020

2ANA

1A — Desarenador

2A — RALF

3A — Efluente do filtro anaerdbio
EA - Escuma

03/09/2020

3ANA

1A — Desarenador
2A — RALF
3A — Efluente do filtro anaerébio

22/10/2020

4ANA

1A — Desarenador
2A — RALF
3A — Efluente do filtro anaerébio

25/02/2021

ETE LA

1LA

1B — Desarenador
2B -Tanque de aeracao
3B - Decantador secundario

06/07/2020

2LA

1B — Desarenador
2B -Tanque de aeracao
3B - Decantador secundario

06/08/2020

3LA

1B — Desarenador
2B -Tanque de aeracao
3B - Decantador secundario

24/09/2020

4LA

1B — Desarenador
2B -Tanque de aeracao
3B - Decantador secundario

15/10/2020

5LA

1B — Desarenador
2B -Tanque de aeracao
3B - Decantador secundario

01/12/2020

6LA

1B — Desarenador
2B -Tanque de aeracao
3B - Decantador secundario

24/02/2021
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Todas as amostras foram coletadas em frascos de polietileno de alta
densidade (PEAD) limpos e com tampa, com capacidade de 1L. ApOs coletadas as
amostras foram levadas ao laboratorio e mantidas sob refrigeracdo a 4°C até o
momento do uso de acordo com o que preconiza o Standard Methods for Examination
of water and wastewater (APHA, 1998).

Apls coletadas as amostras foram caracterizadas com relagdo aos
parametros descritos no Quadro 1 e, entdo, nos ensaios de toxicidade com bulbos de
Allium cepa. Os bulbos de A. cepa eram colocados em contato com as amostras no

mesmo dia em que eram coletadas.

4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica das amostras

Todas as amostras coletadas foram caracterizadas com relacdo ao pH,
demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (NTK), nitrogénio na
forma amoniacal (N-NH4"), nitrogénio na forma de nitrito (N-NOz2’), nitrogénio na forma
de nitrato (N-NO3z") e andlise da série de solidos (SST, SSV, SSF, ST, SV, SF), além
de DQO filtrada (DQOf) a vim de verificar a interferéncia dos solidos. Todas as
analises foram realizadas no Laboratério de Estudos do Meio Ambiente (LEMA) do
Departamento de Engenharia de Alimentos na Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG), segundo método descrito em APHA (1998) (Quadro 1).
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Quadro 1 — Descricdo dos parametros estabelecidos

Parametro Unidade Método
Ph Potencial hidrogeniénico - Potenciométrico APHA
(4500h+B)
DQO Demanda Quimica de Oxigénio Colorimetrico APHA
mg L (5220D)
NTK e Nitrogénio Total Kjeldahl e Nitrogénio Micro kjeldahl e
N-NHg4* amoniacal mgL? Titulométrico APHA
(4500 Norg e NH3 C)
N-NOz e | Nitrito e Nitrato Colorimetrico APHA
N-NO3 mg L (4500 NO2B e
CATALDO 1995)
ST, SV, Sélidos totais, fixos e volateis, sdlidos Gravimétrico APHA
SF, SST, | suspensos totais, fixos e volateis mg L1 (2540 C e 2540 D)
SSV, SSF

Fonte: APHA. American Public Health Association, AWWA, WEF. Standard methods for the
examination of water and wastewater. 20 th. Ed., Washington, 1998.
Nota: Quadro elaborado pela autora.

4.3 ENSAIOS COM Allium cepa

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Estudos do Meio Ambiente
(LEMA) do Departamento de Engenharia de Alimentos na Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG), de julho de 2020 a fevereiro de 2021, segundo procedimento
descrito em Carit4; Mazzeo e Marin-Morales (2019) e em Martins; Souza e Souza
(2016), com algumas modificac¢des.

Foram utilizados bulbos de Allium cepa produzidos de forma organica, da
mesma variedade e, de preferéncia, do mesmo tamanho. Os bulbos eram comprados
na semana em que O ensaio era realizado, sempre na mesma loja da secao de
organicos do mercado municipal de Curitiba.

Os ensaios consistiram em se mergulhar o fundo dos bulbos nas amostras de
esgoto ou escuma coletadas. Para cada amostra coletada foram utilizados trés bulbos,

para realizacdo dos ensaios em triplicata.

4.3.1 Meios de crescimento

Para os ensaios de ecotoxicidade foram utilizados 5 tipos de meio:
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- Meio controle positivo: preparado com herbicida Trifluralina na concentracao
de 0,84 mg L* que, segundo Mazzeo e Marin-Morales (2015) e Fernandes, Mazzeo e
Marin-Morales (2009), € considerado um poderoso agente mutagénico e possui
elevada efetividade na inducéo de irregularidades celulares;

- Meio controle negativo: dgua destilada produzida no mesmo laboratério de
estudo (LEMA);

- Meio com as amostras de esgoto coletadas nas ETEs LA e ANA;

- Meio com cloreto de amdnio (NH4Cl), na concentragdo de 40 mg N L;

- Meio com nitrato de sédio (NaNOs), na concentracéo de 2 mg N L.

Os meios com cloreto de aménio (NH4Cl) e nitrato de sodio (NaNOs) foram
utilizados para simular em laboratério os meios que contém esses compostos a fim de
verificar a possivel toxicidade que estes podem apresentar.

As amostras de esgoto coletadas em ambas as ETEs foram utilizadas como
meio de crescimento sem nenhuma diluicdo. Utilizou-se cerca de 30 a 40 mL de
amostra, que variou em funcédo do tamanho e formato da cebola, em um recipiente
plastico de PSAI (Poliestireno de Alto Impacto) com capacidade para 50mL, de forma

que somente a base do bulbo ficasse em contato com a amostra (Figura 8).

Figura 8 — Foto das cebolas (Allium cepa) em contato com as amostras.

Fonte: a autora.

4.3.2 Preparo dos bulbos de Allium cepa
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Inicialmente os bulbos de cebola foram limpos, descascados e colocados
sobre as amostras de efluente, de maneira que a base do bulbo ficasse em contato
com a amostra de efluente, como representado na Figura 8.

Para cada amostra coletada das ETEs foram preparados 3 bulbos de A. cepa.
A preparacdo dos bulbos acontecia momentos antes da imersdo dos mesmos nos
meios de esgoto, branco ou controle.

Os bulbos, parcialmente imersos na amostra de efluente das ETEs, foram
cobertos com papel aluminio, para evitar luminosidade e o0 consequente
desenvolvimento de clorofila, e levados para uma incubadora BOD, marca SPLabor,
modelo SP 500, com temperatura controlada em 24° C, durante 72 h.

4.3.3 Preparo das raizes

Depois de 72 horas na incubadora, verificava-se o crescimento ou a inibicéo
no desenvolvimento das raizes que estiveram em contato com as amostras dos
controles e de efluentes e escuma das ETEs. As raizes, entdo, eram medidas e
analisadas quanto ao tamanho e aparéncia externa, coletadas e fixadas em uma
solucdo de etanol:acido acético 3:1 (Solucdo Carnoy) por 5 minutos. Apds esse
periodo eram lavadas em agua destilada e mantidas no alcool 70% sob refrigeracao

a 4° C, até o momento de preparacao das laminas.

4.3.3.1 Avaliacdo do crescimento aparente das raizes

Para a caracterizacdo da toxicidade foi analisado o crescimento e
comprimento das raizes. Cada bulbo exposto as amostras tinha o comprimento das
raizes medido com o auxilio de uma régua. Os valores obtidos eram comparados com

0s das raizes colocadas nas amostras de controle negativo e positivo.

4.3.3.2 Analise microscopica das raizes

Para a montagem das laminas, as raizes eram retiradas do &lcool, lavadas
em agua destilada e submetidas a hidrolise acida com HCI 4N. ApOs esse processo,
as raizes eram lavadas novamente em agua destilada e submetidas a coloracéao de

Schiff (corante purpura nucleofilico) por 50 minutos, em béqueres de vidro (Figura 9).
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Figura 9 — Foto das raizes corando na solu¢éo de Schiff.

Fonte: a autora.

Depois de coloridas, as raizes eram lavadas em agua destilada e apenas sua
extremidade coletada. Essa parte de raiz, onde estd a maior parte das células em
divisdo, era colocada sobre a lamina, levemente esmagada entre a lamina e a laminula
com 1 gota do corante carmim acético (Figura 10) e separadas para observacao em
microscopio 6ptico na objetiva de 40x (CARITA; MAZZEO e MARIN-MORALES, 2019;
KRUGER, 2009).

Figura 10 — Raiz na lamina para microscopia.

Fonte: a autora.

Para analise de citotoxicidade e genotoxicidade foi feita a analise do indice
mitotico pelo calculo do niumero de células contadas nas laminas, numero de células

em diviséo e os defeitos cromossémicos apresentados.

Para andlise de mutagenicidade foi analisada a presenca de micronucleos nas

células meristematicas das raizes.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas para a ETE LA 6 repeticbes do mesmo ensaio e paraa ETE
ANA 4 repeticbes, sendo cada repeticdo uma coleta dos 3 diferentes pontos das ETEs.

Os resultados obtidos nos ensaios foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk e aplicado o teste de variancia (ANOVA) com teste de Duncan para
comparacao.

Foram feitas andlises de correlacdo de Pearson entre os parametros fisico-
quimicos desse estudo e os resultados obtidos para toxicidade. O software utilizado

para realizacdo dos testes foi 0 R 3.6 e 0 suplemento action, do excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE ESGOTO UTILIZADAS NOS
ENSAIOS

Todas as amostras coletadas no periodo que compreendeu este estudo foram
submetidas a andlises fisico-quimicas. Os resultados das concentracdes dos
parametros estudados que entraram nessa discussdo, com a finalidade de serem

relacionados a toxicidade, estdo apresentados conforme o ensaio realizado.

5.1.1 Caracterizacao fisico-quimica das amostras de esgoto coletadas na ETE LA

Na Tabela 2 estdo apresentados as meédias e desvio padrao dos resultados

obtidos na caracterizacdo do efluente da ETE LA.

Tabela 2 — Médias + desvio padrao dos resultados das analises dos parametros fisico-quimicos da
ETE LA.

Parametros 1B 2B 3B

DQO (mg/L) 636 + 267 2527 + 1983 64 + 32
DQOf (mg/L) 153 + 197 84 £ 75 122 +190

NTK (mg/L) 59+ 12 270+ 119 19+ 14

N-NH4+ (mg/L) 33+13 28 + 16 16 £ 10
N-NO3 (mg/L) 16+1,3 0,3+0,3 0,3+0,2
N-NO2 (mg/L) 0,1+0,1 0,1+0,0 09+1,7
ST (mg/L) 849 + 292 4280 + 1412 441 + 144
SF (mg/L) 427 £ 74 1318 + 462 291 + 63
SV (mg/L) 422 + 224 2962 + 993 149 + 102
SST (mg/L) 390 + 280 2564 + 2153 147 + 102

SSF (mg/L) 146 + 101 644 + 501 69 + 57

SSV (mg/L) 246 + 187 1920 + 1661 91+74
pH 7,2+0,3 7,4+0,2 72+0,2

* DQOf: DQO da amostra filtrada.

** 1B — Desarenador (afluente); 2B — Tanque de Aeracao (intermediaria); 3B — Efluente do decantador
secundario (efluente).
Fonte: a autora.

Analisando a Tabela 2, pode-se observar que as amostras 2B sédo as que
apresentam maiores valores de DQO. Esses valores elevados se explicam pelo fato

dessas amostras serem provenientes do tanque de aeracdo, onde ha uma elevada
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concentracdo de solidos em suspenséo, caracteristica do sistema de lodos ativados.
Porém, ao se analisar os resultados das amostras 3B, coletadas na saida do
decantador secundario, vé-se que houve eficiéncia na remocao dos sélidos e, entao,
os valores de DQO ja estdo bem menores, o que € confirmado pela analise da DQOT.

Através da andlise das amostras coletadas pontualmente na ETE LA observa-
se eficiéncia de remocéo de DQO entre desarenador e decantador sempre acima de
85%, valor considerado elevado, com concentracdes dentro do que estabelece a
legislacdo, de 250 mg O2 L.

A Resolugdo CONAMA 430 de 2011 (Brasil, 2011) que dispde sobre padrbes
de lancamento de efluentes, estabelece que, para aguas residuarias industriais, a
concentracdo de N-NH4 ndo deve ultrapassar 20 mg N L. Porém, essa legislacdo
nao se aplica a ETEs. Observa-se na Tabela 2 que as concentragcdes de NH4* na
saida do decantador secundario, amostras 3B, variaram de 1 a 31 mg L.

Essa mesma resolucao citada estabelece que o pH esteja entre 5,0 e 9,0 para
o lancamento de efluentes do sistema de tratamento de esgoto sanitario, o que é
observado na tabela 2.

O teor de NTK elevado em todas as amostras 2B, do tanque de aeracéo, €
comum, pois, ao coletar a amostra desse ponto, as bactérias que compde o lodo
(lodos ativados) séo coletadas juntamente com o efluente. Pode-se verificar
claramente a reducéo na concentracdo de NTK nas amostras do ponto 3B, coletadas
na saida do decantador secundario. Os parametros nitrito e nitrato ficaram dentro do
esperado para a ETE e a eficiéncia de remocao de NT se apresentou em torno de
62%.

Assim como a concentracdo de NTK, as concentracdes de sélidos também
foram maiores nas amostras 2B, coletadas no tanque de aeracgdo. O lodo é presente
também nos resultados dos sdlidos, que pode ser observado pelos resultados de NTK.

De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas apresentadas nas analises
da ETE LA, Metcalf & Eddy (1991) classificam esse efluente como um esgoto sanitario

com caracteristicas entre médio e forte.

5.1.2 Caracterizacdo das amostras coletadas na ETE ANA.

Na Tabela 3 encontram-se o0s resultados obtidos na caracterizacdo do
efluente da ETE ANA.
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Tabela 3 — Médias + desvio padrdo dos resultados das analises dos parametros fisico-quimicos da
ETE ANA.

Parametros 12 2A 3A E
DQO (mg/L) 556 + 582 253 +£ 104 173 £ 36 48400
DQOf (mg/L) 196 + 152 64 + 55 65 + 37 NA
NTK (mg/L) 65+7 49+ 7 42 +11 325
N-NH4+ (mg/L) 45+ 10 44 +9 36+7 313
N-NO3 (mg/L) 15+£05 1,2+0,3 09+0,3 3,9
N-NO2 (mg/L) 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 6,3
ST (mg/L) 631 +111 455 + 53 445 + 74 61400
SF (mg/L) 221 +100 184 + 46 190 + 46 16866
SV (mg/L) 410 + 137 271 £ 83 271 £ 50 44533
SST (mg/L) 323+94 204 + 106 167 + 37 NA
SSF (mg/L) 204 £ 90 128 + 49 92 +18 NA
SSV (mg/L) 119+ 24 76 + 58 75+ 38 NA
pH 75+0,1 7,0+0,3 7,3+0,2 NA

* DQOf: DQO da amostra filtrada; NA — Nao analisada.

** 1A — Calha Parshall (afluente); 2A — efluente do RALF (intermediaria); 3A — Efluente do filtro
anaeroébio (efluente); EA - Escuma.

Fonte: a autora.

Analisando a Tabela 3 podemos observar que os maiores valores para DQO
sdo das amostras que correspondem ao esgoto apenas com o tratamento preliminar
(amostras 1A). A remocdo da matéria organica ocorre guando comecam O0S
mecanismos biologicos, nesse caso a partir do RALF. Ao analisar a amostra referente
ao efluente do filtro anaerobio da ETE ANA (amostra 3A) pode-se dizer que a ETE
ANA apresentou eficiéncia na remoc¢édo de DQO de 36 a 87%. As menores eficiéncias
foram observadas nos meses de outubro e fevereiro, 36 e 37% respectivamente.

Observa-se na Tabela 3 que as concentracdes de NH4* para o efluente do
filtro anaerdbio da ETE ANA, amostras 3A, variaram de 29 a 46 mg L. Uma diferenca
importante entre sistemas biol6gicos aerdbios e sistemas bioldgicos anaerdbios
utilizados para tratamento de efluentes é que, nos sistemas aerdbios com TDH
adequado, acima de 4 horas, pode haver processo de nitrificacdo, reduzindo assim, a
concentracdo de N-NHas. Ja nos sistemas anaerobios a nitrificagdo ndo acontece.

Entdo, comparando-se os resultados de concentracdo de N-NH4 dos pontos de coleta
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3 de ambas as ETES, observa-se que na ETE LA a concentracdo de N-NH4 variou de
1a31mgL? janaETE ANA a concentragdo de N-NHa4 variou de 29 a 46 mg L.

A amostra EA, utilizada no Ensaio 2 ANA é a escuma do RALF. Segundo Ross
et al. (2016), a escuma dos reatores é formada por materiais flutuantes que ficam na
superficie do UASB e que ndo foram degradados. Assim, a quantidade de sdlidos
presentes na escuma esta diretamente associada as concentracfes de DQO e NTK,
conforme observado na Tabela 3.

Pode-se dizer que houve oscilagdo nas concentracfes das amostras da ETE
ANA coletada nos diferentes periodos. Isso ocorre porque no processo de
amostragem as situacfes ambientais podem interferir, como o regime pluviométrico e
horério da coleta. Conforme ja mencionado, também ha possibilidade de mistura de
esgoto ndo doméstico lancado clandestinamente na rede coletora da ETE ANA, o que
pode se intensificar dependendo das atividades industriais e agricolas na regido o que
pode afetar os valores de concentracdo nos parametros de estudo (POLAK, 2018).

Os resultados obtidos para os parametros do efluente da ETE ANA mostram-
se um pouco distintos aos da ETE LA devido ao tipo de tratamento utilizado, o de
lodos ativados. No sistema de lodos ativados, o processo de degradacdo da matéria
organica ocorre por vias aerobias (PAULA, et al., 2018; SOARES, et al., 2014;
GOLDONI et al., 2014) e na ETE ANA a degradacdo da matéria organica ocorre por
processos anaerébios, em um reator do tipo RALF.

Embora os resultados da caracterizacdo se mostrem um pouco distintos aos
da ETE LA as caracteristicas fisico-quimicas apresentadas nas analises da ETE ANA,
esse efluente se enquadra, de acordo com Metcalf & Eddy (1991), como um esgoto
sanitario com caracteristicas entre meédio e forte.

A DQO é um dos parametros principais desse estudo, pois indica o potencial
poluidor do efluente representado pela quantidade de oxigénio que se faz necessario
para oxidar a matéria organica.

Assim como a DQO, as andlises de nitrogénio nas variadas formas sdo
extremamente relevantes pois, segundo Von Speerling (1996), a presenca destes,
indica fatores de poluicéo e, principalmente, toxicidade.

Nitrito e nitrato sdo importantes parametros a serem relacionados, pois fazem
parte das formas de nitrogénio presentes no esgoto. Quando h& forte presenca de
nitrato no efluente pode-se associar a contaminagdo da agua por atividades
agropecuarias (PINTO et al., 2013). Além disso, 0 consumo de nitrato pode apresentar
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um potencial risco a saude, por uma enfermidade que consiste na incapacidade da
fixacdo e disponibilizagdo de oxigénio na corrente sanguinea, doenca chamada de
sindrome do bebé azul, devido ao fato de afetar, principalmente, bebés (ZOPPAS;
BERNARDES; MENEGUZZI, 2016).

As andlises da série de solidos foram realizadas a fim de se refutar ou
corroborar a hipétese de que a presenca destes nas amostras possa impedir o
desenvolvimento da raiz. Os dados da série revelam que em ambas ETE a
concentracdo diminui gradativamente conforme o esgoto vai passando pelas etapas

de tratamento.

5.2 RESULTADOS DOS ENSAIOS DE TOXICIDADE COM A. cepa

5.2.1 Toxicidade a partir do crescimento da raiz

A toxicidade pode ser avaliada a partir da analise do crescimento e
desenvolvimento aparente ou inibicdo do crescimento da raiz, apos ficarem em
contato com as amostras desse estudo.

Com relacdo ao comprimento das raizes entre 0s ensaios a diferenca
estatistica foi observada para todas as amostras nos ensaios, conforme apresentado
na Tabela 4. Podemos observar que para as raizes da amostra 1B, do efluente ainda
nao tratado, que os ensaios 1LA, 2LA e 3LA apresentaram-se estatisticamente iguais.
O ensaio 5LA se apresentou estatisticamente igual ao ensaio 6LA, que por sua vez €
igual ao ensaio 2LA. Podemos observar que no ensaio 4LA, além de se apresentar
diferente estatisticamente dos demais, a quantidade de raizes é maior. Nesse ensaio,
a menor concentracao foi no parametro DQO. Podemos ressaltar que o efeito de
baixas concentra¢cdes de poluentes ou contaminantes podem também potencializar o
desenvolvimento da raiz.

A Figura 11 mostra a relacdo da DQO com o comprimento das raizes.
Podemos observar que quando o valor na concentracéo de DQO se apresentou menor

a maior parte das raizes tiveram seu comprimento mais desenvolvido.
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Figura 11 — Gréfico da DQO e crescimento médio das raizes da ETE LA.

Comprimento médio (cm)
o = N w
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Fonte: a autora

Para o crescimento da raiz na amostra 2B 0s ensaios 1LA e 5LA
apresentaram-se estatisticamente iguais, sendo o0 ensaio 5LA igual ao ensaio 6LA. O
ensaio 3LA apresentou-se igual estatisticamente aos ensaios 2LA e 4LA, que sao
iguais entre si.

Analisando a diferenca estatistica do crescimento da raiz nas amostras 1B por
Duncan a 5% de probabilidade temos que nos ensaios 1LA e 3LA apresentam-se
estatisticamente iguais ao crescimento da raiz nas amostras 2B dos ensaios 5LA e
6LA. O crescimento das raizes nas amostras 1B do ensaio 2LA apresentam-se
estatisticamente iguais ao crescimento da raiz na amostra 2B nos ensaios 1LA, 5LA e
6LA. J4 a amostra 1B do ensaio 4LA apresentou-se estatisticamente diferente de
todos os outros ensaios. O crescimento da raiz na amostra 1B do ensaio 5LA
apresenta-se estatisticamente igual ao crescimento da raiz na amostra 2B dos ensaios
1LA,2LA, 3LA e 4LA. O crescimento da raiz da amostra 1B no ensaio 6LA apresentou-
se estatisticamente igual ao crescimento da raiz na amostra 2B dos ensaios 1LA, 2LA,
4LA e 5LA.

Pode-se atribuir a maior parte do efeito toxico observado no crescimento da
raiz das amostras 1B e 2B a presenca de substancias toxicas e altas concentragfes
de poluentes.
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Tabela 4 — Comprimento em cm das raizes de A. cepa das Esta¢fes de Tratamento LA e ANA nos
ensaios (média + desvio padrao)

ETE LA
Amostras 1LA 2LA 3LA 4LA 5LA 6LA
1B 1,0+£062 12+09%® 10+0,42 35+1,39 1,7+1,4° 14+1,1
2B 1,4+1,1* 1,7+1,3% 18+14° 1,7+14>* 12+0,8d 1,0+0,7¢
3B 2,8+1,8% 25+16° 26+1,6° 3,1+1,92 3,0+0,8% 2,7+1,7°
ETE ANA
Amostras 1 ANA 2 ANA 3 ANA 4 ANA
1A 1,3+1,06 1,1+£0,8% 140,82 1,7+1,42
2A 32+2,1% 22+16° 21+1,1° 3,1+2,12
3A 2,7+2,02 21+16° 24+1,4% 22+14°

*médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma linha pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.

Com relacdo ao crescimento das raizes da ETE ANA, pelo teste de Duncan
a 5%, pode-se dizer que houve inibicdo quanto ao crescimento da raiz somente para
a amostra 1A que é referente a amostra do desarenador e igual ao controle positivo
(Tabela 5). Pode-se observar na Figura 12 que o crescimento foi irregular em todos
0S ensaios para a amostra 1A, porém, estatisticamente, ndo apresentou diferenca
entre os ensaios, conforme observado na Tabela 4. O crescimento das raizes nas
amostras 2A para os ensaios 1ANA e 4ANA se apresentaram iguais entre si, mas
diferente dos ensaios 2ANA e 3ANA que sdo também iguais entre si (Tabela 4). Para
0 crescimento das raizes nas amostras 3A os ensaios 1ANA e 3ANA se apresentaram
iguais estatisticamente sendo o ensaio 3ANA igual aos ensaios 2ANA e 4ANA que por
sua vez sao iguais entre si.

Em uma comparacédo da amostra de efluente 1A com as demais nos diferentes
ensaios temos que o crescimento da raiz nessa amostra no ensaio 1ANA, 2 ANA,
3ANA e 4 ANA se apresentou diferente de todos os outros (Duncan a 5% de
probabilidade).

Na Tabela 5 sdo mostrados os resultados obtidos para os bulbos expostos as
amostras das ETEs ANA e LA.
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Tabela 5 — Comprimento minimo, maximo e médio, em cm, das raizes de A. cepa das Estacdes de
Tratamento LA e ANA (média de todos os ensaios + desvio padrao)

ETE LA
Crescimento (cm) CN CP 1B 2B 3B
Minimo 0,5° 0,3° 0,6 +0,8° 0,4+0,1° 1,1+0,22
Maximo 3,0° 1,5¢ 2,5+1,0° 2,6 +0,6° 4,5+0,42
Médio 1,8° 0,9¢ 1,9+0,9° 1,5+0,3° 2,8+0,22
ETE ANA
Crescimento (cm) CN CP 1A 2A 3A
Minimo 0,50 0,3 0,4 +0,2¢ 0,9+0,22 0,8 +0,22
Maximo 3,0k 1,5d 2,3 +0,5% 4,3+1,02 3,9+0,5%
Médio 1,8  0,9¢ 1,3 +£0,3% 2,6 £0,62 2,4 +0,22

*CN — Controle negativo; CP — Controle positivo; 1B — Desarenador; 2B — Tanque de aeracéo; 3B —
Decantador secundario; 1A — Desarenador; 2A — RALF; 3A — Efluente do filtro anaerodbio.

**médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma linha pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.

Na observacgdo dos controles (Figura 12) podemos destacar que as raizes do
controle positivo, além de terem crescimento menor no sentido do comprimento,
tiveram desenvolvimento superior da espessura. Lembrando que o controle positivo

foi feito com Trifuralina e o negativo com agua destilada.

Figura 12 — Raizes dos controles positivo (A), com Trifuralina, e negativo (B), com agua.

Fonte: a autora.

Pela andlise do comprimento das raizes dos ensaios com amostras da ETE
LA, utilizando teste de Duncan a 5% de probabilidade, pode-se dizer que houve um
desenvolvimento maior das raizes expostas as amostras 3B. O crescimento médio
das raizes das amostras 1B e 2B ndo demonstram diferenca estatistica com o controle
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negativo, o que difere é a quantidade de raizes crescidas. Porém, a andlise fenotipica
(aparéncia das raizes) se apresentou de maneira distinta para essas amostras citadas
como podemos observar na Figura 13.

O crescimento das raizes nas amostras mostrou-se de forma irregular,
alternando entre raizes levemente mais finas e mais grossas. As amostras 2B
apresentaram crescimento, porém com a raiz escurecida devido a quantidade de
sélidos presentes, que ndo impediram o crescimento em razdo da sedimentacdo da
maior parte destes no recipiente o qual continha a amostra. As raizes expostas as
amostras 3B apresentaram crescimento maior das raizes, com coloracdo clara, e
aspecto morfologico parecido com controle negativo (Figura 12).

Utilizando a correlacdo de Pearson para o crescimento da raiz na amostra 1B
referente ao efluente do desarenador pode-se dizer que possui correlacdo
inversamente proporcional significativa do crescimento da raiz com a variavel DQO
(r=-0,84 e p<0,05) indicando que que quanto maior a DQO, menor o crescimento.

Para as amostras 2B e 3B ndo houve correlacdo significativa entre os

parametros fisico quimicos dos esgotos e o crescimento da raiz.
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Figura 13 — Fotos das raizes dos bulbos nos ensaios realizados com amostras da ETE LA: 1B —
Desarenador, 2B — Tanque de aera¢éo e 3B — Decantador secundario.

Ensaios

Fonte: a autora
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Figura 14 — Fotos das raizes dos bulbos nos ensaios realizados com amostras da ETE ANA: 1A —
Desarenador, 2A — Efluente do RALF e 3A — Efluente do filtro.

Fonte: a autora
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Podemos dizer que devido as altas concentracdes de poluentes na amostra 1A a raiz
da cebola teve o seu desenvolvimento afetado, j& que se trata de uma amostra tratada
com um processo preliminar, apenas.

Para as demais amostras o desenvolvimento da raiz ndo foi afetado
significativamente. O comprimento ocorreu de acordo com o controle negativo (Figura
10), sendo a amostra 2, correspondente ao efluente do RALF, a mais desenvolvida.

Utilizando a correlacdo de Pearson para o crescimento da raiz as amostras
1A, 2A e 3A nao apresentaram correlacdo que fosse significativa (p<0,05) com o0s

parametros de analise fisico-quimica.

5.2.1.2 Andlise do crescimento da raiz exposta a escuma da ETE ANA

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos para o crescimento da raiz na

amostra da escuma diluida.

Tabela 6 — Comprimento das raizes de A. cepa da escuma néo diluida e diluida 100x da ETE ANA

Crescimento (cm) CN CP ED E ND
Minimo 0,5 0,3 0,4 0,0
Méaximo 3 1,5 4 0,0

Médio 1,8 0,9 2,2 0,0

*CN — Controle negativo; CP — Controle positivo; E D — Escuma diluida; E ND — Escuma nao diluida.

Com relacéo a exposicéo dos bulbos a escuma sem diluicdo pode-se atribuir
alta toxicidade, pois ndo houve crescimento da raiz (Figura 15). Houve crescimento
da raiz somente quando a escuma foi diluida, diminuindo assim concentracdo e a
carga toxica. Analisando o crescimento da raiz na escuma diluida (Tabela 6) o
crescimento minimo se apresentou entre 0s controles negativo e positivo, tendo um
crescimento radicular médio maior quando em comparacao aos controles.

As raizes crescidas na escuma diluida apresentaram-se mais escuras quando
em comparacdo ao controle negativo. Deve-se ao fato de que a escuma mesmo
guando diluida apresenta uma certa quantidade de solidos e outros componentes que

podem acarretar essa situacédo no desenvolvimento da raiz.
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Figura 15 — Fotos dos bulbos que foram expostos a escuma sem diluigédo (A), diluida x100 (B),
controle positivo (C) e controle negativo (D).

Fonte: a autora.

Em um aspecto geral do crescimento das raizes nas amostras das ETES e na
escuma pode-se constatar que a inibi¢cdo total do crescimento da raiz foi observada
apenas no bulbo colocado na amostra da escuma da ETE ANA. Nao foi observada
inibicdo do crescimento da raiz nas outras amostras testadas. Um estudo semelhante
realizado por Mazzeo et al. (2015) com lodo de esgoto, mostrou que quanto mais
concentrada a amostra, mais téxica pode ser considerada com relacdo ao
desenvolvimento da raiz, que nesse caso foi testado em sementes de A. cepa que
apresentaram inibicdo completa na germinagcéo de sementes.

J4 as raizes em contato com a escuma diluida apresentaram um bom
crescimento, pois em determinadas concentragdes 0s compostos presentes podem
se mostrar benéficos, ou seja, baixas concentracbes podem estimular o
desenvolvimento da raiz (STEBBING, 1982). Embora a legislacdo ainda nédo permita
Ross et al. (2016), trazem um estudo sobre a incorporagcdo da escuma ao lodo de
esgoto utilizado na agricultura ja que agregam nutrientes necessarios para o

desenvolvimento vegetal.
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Alguns compostos podem estar ligados aos indices que indicam toxicidade de
forma geral como N-NHs, metais pesados, produtos quimicos organicos perigosos,
como nitrosaminas, bifenilos policlorados (PCB), dibenzo- p policlorado-dioxinas e
furanos (PCDD / F) e hidrocarbonetos poliaroméaticos (PAH) (RANK; NIELSEN, 1998;
MIELLI et al., 2009), surfactantes, desinfetantes, amaciantes, outros tipos
de detergentes e agrotdxicos que podem causar alguns danos e interferir diretamente
também na citotoxicidade, genotoxicidade e mutacbes cromossémicas
(LUTTERBECK et al., 2018; CASTRO; SOUSA et al., 2017).

Raizes que aparecem de forma atrofiada, pouco desenvolvidas, indicam que
0S compostos presentes nas amostras de esgoto ETE afetaram o desenvolvimento e
crescimento da raiz, no entanto o crescimento excessivo pode indicar que houve
inducdo no desenvolvimento celular podendo gerar consequéncias como a
proliferacéo celular descontrolada, por exemplo, podendo apresentar efeito também
no Indice Mitético (IM), sendo inferiores ao controle negativo (LIMAN et al., 2010).

Em um estudo de Singh et al. (2013) com &gua de rio contaminada com
efluentes provenientes de industrias trazem que a inibicdo do crescimento da raiz e
proliferacéo celular se da devido a presenca de metais pesados e produtos quimicos

organicos.

5.2.1.3 Andlise do crescimento da raiz exposta as solucdes de cloreto de amdnio e
nitrato de sodio

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados obtidos do crescimento das
raizes nas solucdes de cloreto de aménio e nitrato de sodio. Essas solugcfes foram
preparadas a fim de simular em laboratério a acdo desses compostos quanto a

toxicidade, sendo que estes geralmente sdo bem presentes em amostras de esgoto.

Tabela 7 — Comprimento das raizes de A. cepa nas solu¢des de NH4Cl e NaNOsa.

Crescimento (cm) CN CP NaNOs NHA4CI

Minimo 0,5 0,3 0,7 0,5
Maximo 3 1,5 4,5 4,0
Médio 1,8 0,9 2,6 2,3

*CN — Controle negativo; CP — Controle positivo


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/detergent
https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0925857418300041#b0035
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Analisando o crescimento da raiz expostos as solucfes de nitrato de sédio e
cloreto de aménio em comparacdo com os controles (Figura 15) podemos observar
gue houve uma inducdo quanto ao comprimento, apresentando-se maior que CP e
CN, como ocorreu também quando em contato com a escuma diluida. Esses
resultados podem indicar que nessa concentragdo esses compostos podem induzir o
crescimento da raiz, porém ainda se faz necessario analise microscopica, além da

observacao.

Figura 16 — Fotos dos bulbos que foram expostos a solucdo de cloreto de amonio (A), nitrato de
sédio (B), controle positivo (C) e controle negativo (D).

Fonte: a autora.
5.2.2 Analise microscépica das raizes

A andlise microscopica das raizes foi realizada a partir da observacdo em um
microscépio optico, fotografadas na objetiva de 40x para entdo prosseguir com a
contagem de células. Foram analisadas 1000 células por lamina preparada,
totalizando 3000 por amostra em cada ensaio.

5.2.2.1 Analise microscoépica das raizes das ETEs LA e ANA
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A Tabela 8 traz os dados que definem o potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico nos bulbos de A. cepa submetidos ao crescimento em amostras da ETE
ANA e ETE LA em comparagao com 0s controles negativo e positivo.

Tabela 8 — Determinacédo do potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico obtidos para as ETEs
(média £ desvio padrao).

indice Mitético indice de Aberragédo indice de
Amostra (IM) (%) Cromossomica (IAC) Mutagenicidade (Imut)
’ (%) (%)
ETE LA
CN 12,0+ 0,42 0,3+0,1d 0,0 + 0,0d
CP 9,6 +0,1P 1,1+0,12 0,4+0,28
1B 9,5+0,3° 0,7+0,3° 0,2+0,1°
2B 9,6 +0,8° 0,5+0,5°¢ 0,1+£0,1°
3B 11,5+ 0,52 0,3+0,5d 0,0 +0,0d
ETE ANA
CN 12,0+ 0,42 0,3+0,1° 0,0 £0,0°
CP 9,6 +0,1° 1,1+£0,12 0,4 +0,228
1A 9,3+0,4¢ 0,6 +0,1P 0,2+0,1bP
2A 10,8 +0,7° 0,4 +0,0v¢ 0,0 £0,0¢
3A 10,4 + 0,5 0,4 +0,1°¢ 0,0 £0,0°

*CN — Controle negativo; CP — Controle positivo; 1B — Desarenador; 2B — Tanque de aeracéo; 3B —
Decantador secundério, 1A — Calha Parshall; 2A — RALF;3A — Efluente do filtro anaerdbio.

**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma coluna pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade.

Aplicando o teste de Shapiro-Wilk temos que a um nivel de 5% de significancia
os dados se ajustam a uma distribuicdo normal.

De acordo com o teste de Duncan a 5% de probabilidade para IM da ETE LA,
a amostra 1B referente ao desarenador e 2B do tanque de aeracdo nao diferem
estatisticamente do controle positivo indicando que o efluente relacionado a essas
amostras é considerado citotoxico. Ja a amostra 3B correspondente ao efluente do
decantador secundario € diferente do controle positivo e ndo exprime diferenca
estatistica com o controle negativo, apontando um efluente que néo é classificado

como citotdxico, diferente de 1B e 2B.
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Analisando os resultados da ETE ANA para IM temos que a amostra 1A, que
corresponde ao efluente coletado na calha parshall se mostrou igual ao controle
positivo. As amostras 2A, da saida do RALF e 3A, referente a saida da ETE, sao
diferentes do controle negativo e diferentes também do controle positivo (Duncan a
5% de probabilidade). De acordo com os dados obtidos pelas analises estatisticas, o
efluente considerado citotoxico para as células de A. cepa da ETE ANA foi o efluente
coletado na calha parshall.

A Figura 17 representa os indices mitdticos da ETE LA e os indices mitoticos
da ETE ANA.
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Figura 17 — Gréafico box plot para % de IM das ETEs LA (A) e ANA (B).
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Parshall; 2A= RALF; 3A= Efluente do filtro, CN= controle negativo, CP= controle positivo.
Fonte: a autora.

No que se refere aos indices de aberracdes cromossdmicas, seguido pelo
mesmo teste citado anteriormente, temos que o indice obtido para as amostras da
ETE LA, do Desarenador (1B) e Tanque de aeracdo (2B), séo estatisticamente
diferentes de CN e de CP. O indice obtido para a amostra referente ao decantador
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secundério (3B) é significativo quando comparado ao IAC do controle positivo e ndo
apresenta diferenca estatistica quando comparado ao controle negativo. Assim sendo,
verificamos que o efluente final (3B) da ETE LA néo é considerado genotoéxico.

Para o indice de Aberracées Cromossdmicas da ETE ANA, feito a partir do
mesmo teste, temos que todas as amostras sdo estatisticamente diferentes do IAC do
controle positivo. Em comparacdo com o controle negativo temos que a amostra 1A
(calha parshal) apresentou diferenca estatistica de CN. Ja a amostra 2A, referente ao
RALF, e 3A, efluente do filtro, ndo apresentaram diferenca estatistica com relagéo ao
controle negativo. Desse modo, as amostras da ETE ANA que induziram alguma
aberracdo nas células das raizes da cebola foi a amostra 1A. Podemos considerar,
guanto a reducdo da genotoxicidade, que a ETE ANA apresentou-se de maneira
eficaz, sendo a amostra 3A igual ao controle negativo.

A Figura 18 ilustra os indices de aberracdes cromossdmicas obtidos para as
ETEs LA e ANA.
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Figura 18 — Gréfico box plot para % de IAC das ETEs LA (A) e ANA (B).
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Fonte: a autora.

Sobre o indice de mutagenicidade dos bulbos submetidos as amostras da
ETE LA, seguindo o mesmo teste estatistico, temos que 1B e 2B séo estatisticamente
diferentes dos controles negativo e positivo. O indice de mutagenicidade obtido para
3B apresentou-se diferente significativamente do controle positivo e ndo teve
diferenca do controle negativo. Dessa forma, podemos dizer que o efluente final da

ETE LA n&o é considerado mutagénico.
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O mesmo teste foi aplicado quanto aos indices de mutagenicidade para a ETE
ANA. Todas as amostras apresentaram diferenca estatistica com relacao ao controle
positivo. Para a amostra 1A, do efluente do desarenador, ha diferenca estatistica com
relacdo ao controle negativo. Na amostra 2A, correspondente ao efluente do RALF
com relagdo a CN néo teve significAncia. A amostra 3A, saida da ETE néo apresentou
diferencga significativa com o controle negativo. Pode-se dizer que o efluente de saida

da ETE ANA nao apresenta caracteristicas mutagénicas.

A Figura 19 representa os indices de mutagenicidade das ETEs LA e ANA.
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Figura 19 — Gréfico box plot para porcentagem (%) de mutagenicidade das ETEs LA (A) e ANA (B).
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Parshall; 2A= RALF; 3A= Efluente do filtro, CN= controle negativo, CP= controle positivo.
Fonte: a autora.

Os ensaios com os bulbos de A. cepa foram realizados em datas diferentes a

fim de verificar diferenca entre eles. P6de ser observado durante o processo de

analise e contagem uma pequena variacao, que é apresentada na Tabela 9.

Para os ensaios em que nao aparece as letras do teste de comparacgéo, nao

foi observado diferenca estatistica entre eles.
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Tabela 9 — indices obtidos para as amostras das ETEs LA e ANA nos ensaios realizados (média *

desvio padréo).

Amostra Ensaio IM (%) IAC (%) Imut (%)
ETE LA
1LA 10,0+ 0,12 0,7+0,1 0,3+0,1
2LA 9,1+0,3° 0,6 £0,2 0,2+0,1
1B 3LA 9,2+0,6° 0,7+0,1 0,2+0,1
4LA 9,6 +0,3% 0,7+0,2 0,2+0,1
5LA 9,5+0,1% 0,8+0,1 0,3+0,1
6LA 9,5+0,1% 0,7+0,1 0,1+£0,1
1LA 9,3+0,92 05+0,1 0,2+0,1
2LA 10,2 +0,2° 04+0,1 0,1+£0,1
28 3LA 10,9 £0,2°¢ 04+0,1 0,1+0,1
4LA 9,0 +0,2¢ 05+0,1 0,1+0,1
5LA 9,0 £0,1¢ 05+0,1 0,1+£0,1
6LA 9,2+0,24 06+0,1 0,2+0,1
1LA 11,3+0,32 0,3+0,1 0,0+0,0
2LA 12,1 +0,1° 0,3+0,1 0,0+0,0
3B 3LA 12,2 +0,3° 0,3+0,1 0,0+0,0
4LA 11,1 £0,12 0,4+0,1 0,0+0,0
5LA 11,1+0,12 0,3+0,1 0,0+0,0
6LA 11,2+0,12 04+0,1 0,0+0,0
ETE ANA
1ANA 9,4 +0,4%® 06+0,1 0,1+0,12
1A 2ANA 9,7+0,42 05+0,1 0,3%0,1°
3ANA 8,9+0,1° 0,6+0,2 0,2+0,12
4ANA 9,0+0,3° 0,7+0,2 0,3+0,1°
1ANA 11,3+0,62 04+0,1 0,0+0,0
A 2ANA 11,4 +0,42 0,4+0,2 0,0+0,0
3ANA 10,3 £ 0,4° 04+0,1 0,0+0,0
4ANA 10,1 + 0,4 05+£0,1 0,0+0,0
1ANA 9,6 +0,2 0,3+0,1 0,0+0,0
3A 2ANA 10,9+0,7 04+0,1 0,0+0,0

3ANA 10,5+0,4 0,3+0,1 0,0+0,0
4ANA 10,6 £ 0,5 0,5+0,1 0,0+£0,0

*1B — Desarenador; 2B — Tanque de aeracao; 3B — Decantador secundario, 1A — Calha Parshall; 2A —
RALF;3A — Saida ETE.

**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma coluna, em cada
amostra, pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade temos que para os ensaios da
amostra 1B da ETE LA o IM variou, sendo o0 ensaio 1LA estatisticamente diferente dos
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ensaios 2LA e 3LA mas ambos iguais aos ensaios 4LA, 5LA e 6LA. Para o IAC e Imut
dessa mesma amostra ndo houveram diferenga significativa entre os ensaios.

Para os ensaios da amostra 2B da ETE LA temos que o IM do ensaio 1LA se
apresentou diferente de todos os outros na mesma amostra, bem como o IM dos
ensaios 2LA e 3LA. Para os demais indices nessa amostra ndo houve diferenca
significativa.

Para a amostra 3B os ensaios 1LA, 4LA, 5LA e 6LA apresentaram-se
estatisticamente iguais entre si, sendo diferentes dos ensaios 2LA e 3LA que por sua
vez sdo iguais entre si. Para os demais indices nessa amostra ndo houve diferenca
significativa.

Para os ensaios da amostra 1A da ETE ANA temos que o ensaio 2ANA é
estatisticamente igual ao ensaio 1ANA, sendo este igual aos ensaios 3ANA e 4ANA.
Para o IAC ndo houve diferenca estatistica entre 0os ensaios. Ja para Imut o ensaio
1ANA mostrou-se igual ao ensaio 3ANA que também € igual aos ensaios 2ANA e
4ANA.

Os ensaios 1ANA e 2ANA se mostraram diferentes estatisticamente dos
ensaios 3ANA e 4ANA na amostra 2A. Para os demais indices nessa mesma amostra
nao houve diferenga significativa. Na amostra 3A ndo houve diferenca significativa

entre os indices nos ensaios.

5.2.2.2 Andlise microscépica da escuma da ETE ANA

A Tabela 10 traz os dados que definem o potencial citotoxico, genotéxico e
mutagénico nos bulbos de A. cepa submetidos ao crescimento na amostra da escuma
da ETE ANA.

A analise microscopica dessa etapa sO foi possivel com as raizes que
cresceram na escuma diluida, ja que a escuma sem diluicAo se mostrou com
caracteristicas fisico-quimicas bastante elevadas, sendo as maiores concentragdes.

Assim, nao foi observado crescimento da raiz na escuma bruta.
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Tabela 10 — Determinagédo do potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico obtidos para a escuma da

ETE ANA diluida 100 x (média * desvio padréo).

indice de

indice Mit6ético indice de Aberracdo Mutagenicidade

Amostra (IM) (%) CromossoOmica (%) (%)
CN 12,0+ 0,42 0,3+0,1° 0,0 £0,0°
CP 9,6 +0,1°¢ 1,1+0,12 0,4 +0,22

E 10,4+ 0,2° 1,0+0,22 0,4+0,12

*CN — Controle negativo; CP — Controle positivo; E — Escuma da ETE ANA diluida.
**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma coluna pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade.

Aplicando o teste de Shapiro-Wilk temos que a um nivel de 5% de significancia
os dados se ajustam a uma distribuicdo normal. De acordo com o teste de Duncan a
5% de probabilidade para o indice mitético da amostra da escuma diluida temos que
€ diferente do controle negativo e do controle positivo, apresentando um IM
intermediéario entre os controles. Com relacéo ao indice de aberracdes cromossémicas
a amostra da escuma diluida se mostrou diferente do controle negativo e igual ao
controle positivo, bem como o indice de mutagenicidade que se apresentou igual a
CP. Assim, pode-se dizer que a amostra da escuma diluida é considerada genotoxica

e mutagénica, em comparagcao com os controles.

A Figura 20 representa os valores obtidos para IM, IAC e Imut da escuma

diluida em comparacéo aos controles.
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Figura 20 — Grafico box plot para porcentagem de indice mitético (A), indice de aberracbes
cromossoémicas (B) e mutagenicidade (C) da escuma diluida 100x da ETE ANA.
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E= Escuma diluida; CN= controle negativo; CP= controle positivo.
Fonte: a autora.
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5.2.2.2 Analise microscopica das raizes nas solu¢des de NH4Cl e NaNOs

A Tabela 11 traz os dados que definem o potencial citotoxico, genotéxico e
mutagénico nos bulbos de A. cepa submetidos ao crescimento nas solugcdes de cloreto
de aménio e nitrato de sédio.

Tabela 11 — Determinacao do potencial citotéxico, genotoxico e mutagénico obtidos para as solucdes

de NH4Cl e NaNOs (média * desvio padréo).

indice de

indice Mitotico indice de Aberracdo Mutagenicidade

Amostra (IM) (%) Cromossomica (%) (%)
CN 12,0 £ 0,42 0,3+0,1b 0,0 +£0,0°
CP 9,6 +0,1° 1,1+0,12 0,4 £0,22
NH4ClI 8,7+ 0,6° 0,9+0,22 0,07 + 0,06
NaNOs 8,6 £0,2¢ 1,3+0,32 0,1+ 0,06

*CN — Controle negativo; CP — Controle positivo; NH4Cl — Cloreto de aménio; NaNO3 — Nitrato de
f’?l\(:g)dias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma coluna pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade.

Aplicando o teste de Shapiro-Wilk temos que a um nivel de 5% de significancia
os dados se ajustam a uma distribuicdo normal. De acordo com o teste de Duncan a
5% de probabilidade para o indice mitético das células das raizes expostas as
solucdes de NH4Cl e NaNOs temos que ambas se apresentaram diferente do controle
negativo e do controle positivo, apresentando um IM menor que os controles. Com
relacdo ao indice de aberra¢cdes cromossdmicas das raizes em contato com as
solucbes se mostraram diferente do controle negativo e iguais ao controle positivo,
sendo entdo consideradas genotdxicas. Ja para a mutagenicidade NH4Cl mostrou-se
igual a CN e diferente de CP e NaNOs igual estatisticamente aos controles. Assim,

pode-se dizer que NH4Cl nessa concentracdo ndo é considerado mutagénico.

A Figura 21 representa os valores obtidos para IM, IAC e Imut das solu¢des

em comparacgdo aos controles.
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Figura 21 — Grafico box plot para porcentagem de indice mitético (A), indice de aberracdes

cromossémicas (B) e mutagenicidade (C) no eixo X e no eixo Y as amostras com NH4Cl e NaNOsa.
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Fonte: a autora.
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Pode-se dizer que as amostras que mais induziram aberracdes celulares em
células de A. cepa foi da escuma diluida seguida por NaNOs, NH.Cl e algumas
alteracdes nas amostras de entrada das ETES. Pode-se atribuir essa alteracdo devido
a concentracdo de poluentes presentes nessas amostras que podem nao estar
descritos nesse estudo.

Cabe ressaltar que os efeitos tdéxicos apontados nessa pesquisa podem ser
causados por substancias nao identificadas pelas analises realizadas. Radi¢ et al.
(2010), em um estudo com Allium cepa para aguas residuais e superficiais, também
sugeriram que os efeitos téxicos identificados podem estar ligados a outros
componentes néo identificados no estudo.

Podemos alegar que para o indice de mutacdo em células de A. cepa o
efluente com capacidade mutagénica € a amostra da escuma seguida pela amostra
1A, correspondente ao esgoto bruto.

Pode-se atribuir alguma toxicidade nos resultados devido a quantidade de
matéria organica e nitrogenada da escuma e do esgoto bruto (Tabela 13).

A correlacdo de Pearson, coeficiente representado pela letra r, pode assumir
valores entre -1 e 1. Quando a correlacdo se apresenta negativa entre as variaveis
quer dizer que sao inversamente relacionadas. Quando a correlagdo se apresenta
positiva significa que as varidveis sdo diretamente relacionadas. As correlacbes
consideradas fortes para esse estudo assumem valores entre 0,7 e 0,9, positivo ou
negativo.

As matrizes com os valores de correlagédo entre as variaveis desse estudo e
os indices de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade para as amostras da
ETE ANA estdo apresentados na Tabela 12.

Para as amostras da ETE ANA temos correlagao significativa apenas entre
2A entre NTK e IAC (r=-0,988 e p<0,05). Para os demais parametros relacionados a
toxicidade a correlagéo néo se apresentou significativa (p>0,05).

Outras correlacdes consideradas de moderadas a fortes foram estabelecidas.
Para a amostra 1A a correlacdo entre IM e IAC e IM e Imut se apresentaram negativas,
indicando que quanto maior o IM menor o IAC e Imut. Para a mesma amostra
correlagcbes negativas também foram estabelecidas entre NTK e SV com IAC e
correlacao positiva entre SF e IAC, sendo diretamente relacionadas. Para a amostra
2A as correlagdes se apresentaram negativas entre IM, DQO, NTK, N-NH4" e ST com
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IAC. Para a amostra 3A correlacdes negativas foram estabelecidas entre IAC e NTK,
N-NH4* e entre ST e SF com IAC.

Tabela 12 — Matrizes de correlacdo entre IAC, Imut e IM da ETE ANA e os parametros fisicos e

quimicos analisados

Amostras 12

IAC imut IM DQO NTK  N-NH4+ ST SF SV
IAC 1 0,88 -0,75 -0,22 -0,81 -0,14 -0,36 0,57 -0,71
Imut 0,88 1 -0,78 0,08 -0,43 0,34 0,04 0,44 -0,29
IM -0,75 -0,78 1 -0,47 0,39 -0,25 0,44 0,09 0,29
DQO -0,22 0,08 -0,47 1 0,59 0,72 0,02 -0,85 0,64
NTK -0,81 -0,43 0,39 0,59 1 0,7 0,65 -0,63 0,99
N-NH4+  -0,14 0,34 -0,25 0,72 0,7 1 0,65 -0,36 0,8
ST -0,36 0,04 0,44 0,02 0,65 0,65 1 0,16 0,69
SF 0,57 0,44 0,09 -0,85 -0,63 -0,36 0,16 1 -0,6
SV -0,71 -0,29 0,29 0,64 0,99 0,8 0,69 -0,6 1
Amostra 22
IAC imut IM DQO NTK  N-NH4+ ST SF SV
IAC 1 -0,5 -0,6 -0,99 -0,94 -0,59 -0,37 -0,17
Imut 1
IM -0,5 1 0,56 0,48 0,27 -0,04 0,9 -0,52
DQO -0,6 0,56 1 0,48 0,68 -0,29 0,78 -0,62
NTK -0,99 0,48 0,48 1 0,9 0,69 0,29 0,28
N-NH4+  -0,94 0,27 0,68 0,9 1 0,47 0,26 0,16
ST -0,59 -0,04 -0,29 0,69 0,47 1 -0,41 0,86
SF -0,37 0,9 0,78 0,29 0,26 -0,41 1 -0,81
SV -0,17 -0,52 -0,62 0,28 0,16 0,86 -0,81 1
Amostra 32
IAC Imut IM DQO NTK  N-NH4+ ST SF SV
IAC 1 0,56 -0,39 -0,87 -0,85 0,87 0,08 0,91
Imut 1
IM 0,56 1 -0,58 -0,13 -0,23 0,59 -0,53 0,79
DQO -0,39 -0,58 1 -0,07 -0,15 -0,01 0,86 -0,31
NTK -0,87 -0,13 -0,07 1 0,98 -0,82 -0,55 -0,7
N-NH4+  -0,85 -0,23 -0,15 0,98 1 -0,91 -0,58 -0,77
ST 0,87 0,59 -0,01 -0,82 -0,91 1 0,32 0,95
SF 0,08 -0,53 0,86 -0,55 -0,58 0,32 1 0
SV 0,91 0,79 -0,31 -0,7 -0,77 0,95 0,003 1

*Valores destacados em vermelho possuem p-valor menor que 0,05.

As matrizes com os valores de correlacdo entre as variaveis desse estudo e
os indices de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade para as amostras da

ETE LA estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Matrizes de correlacéo para IAC, Imut e IM da ETE LA com outras variaveis.

Amostra 1B
IAC imut IM DQO NTK N-NH4+ ST SF SV
IAC 1 0,62 0,16 0,12 0,29 0,27 -0,61 -0,59 -0,60
Imut 0,62 1 0,46 0,21 0,30 -0,22 0,0 -0,02 0,13
IM 0,16 0,46 1 -0,07 -0,33 -0,87 0,15 0,12 0,16
DQO 0,12 0,21 -0,07 1 0,23 -0,13 0,09 -0,20 0,18
NTK 0,29 0,30 -0,33 0,23 1 0,41 0,34 0,39 0,32
N-NH4+ 0,27 -0,22 -0,87 -0,13 041 1 -043 -0,31 -0,46
ST -0,61 0,10 0,15 0,09 0,34 -0,43 1 0,94 0,99
SF -059 -0,02 0,12 -0,20 0,39 -0,31 0,94 1 0,90
SV -0,60 0,13 0,16 0,18 0,32 -0,46 0,99 0,90 1
Amostra 2B
IAC imut IM DQO NTK N-NH4+ ST SF SV
IAC 1 0,34 -0,85 0,51 0,24 -0,72 0,27 0,33 0,23
Imut 0,34 1 -0,36 0,31 -0,29 -0,72 -0,02 -0,07 0,00
IM -0,85 -0,36 1 -0,37 0,14 0,53 0,07 -0,09 0,14
DQO 0,51 0,31 -0,37 1 0,68 -0,13 085 090 0,78
NTK 0,24 -0,29 0,14 0,68 1 0,14 0,91 0,91 0,87
N-NH4+ -0,72 -0,72 0,53 -0,13 0,14 1 0,06 0,14 0,02
ST 0,27 -0,02 0,07 0,85 0,91 0,06 1 0,94 0,99
SF 0,33 -0,07 -0,09 0,90 0,91 0,14 0,94 1 0,87
SV 0,23 0,00 0,14 0,78 0,87 0,02 0,99 0,87 1
Amostra 3B
IAC imut IM DQO NTK N-NH4+ ST SF SV
IAC 1 -0,15 -0,32 0,38 0,43 0,88 0,79 0,76
Imut 1
IM -0,15 1 -0,0 0,67 0,60 0,31 -0,07 0,48
DQO -0,32 -0,10 1 -0,04 -0,17 -0,39 -0,71 -0,11
NTK 0,38 0,67 -0,04 1 0,98 0,72 0,43 0,75
N-NH4+ 0,43 0,60 -0,17 0,98 1 0,74 054 0,71
ST 0,88 0,31 -0,39 0,72 0,74 1 0,79 0,93
SF 0,79 -0,07  -0,71 0,43 0,54 0,79 1 0,49
SV 0,76 048 -0,11 0,75 0,71 0,93 0,49 1

*Valores destacados em vermelho possuem p-valor menor que 0,05.

Para a amostra 1B referente ao efluente do desarenador, as correlagbes
significativas foram entre IM e N-NH4* (r=-0,87 e p<0,05) indicando que quanto maior
a concentragdo de N-NH4* menor se apresentou o indice de divisédo celular (IM). O
indice mitdtico indica que mais células estdo se dividindo, assim quanto maior o IM
melhor. Para a mesma amostra outras correlagdes consideradas de moderadas a
fortes foram estabelecidas entre IAC e Imut sendo diretamente relacionadas, ou seja,

qguanto maior IAC maior serd Imut. SF, ST e SV se apresentaram inversamente
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relacionadas para essa amostra, quanto maior a concentracdo desses parametros,
maior se apresentou IAC.

Para a amostra 2B referente ao tanque de aeracdo houve correlacéo
significativa entre os parametros IM e IAC (r=-0,85 e p<0,05) indicando que quanto
maior se apresentou o indice de divisdo celular menor foram as aberracgdes.
Houveram correlacdes significativas dessa amostra com outros parametros fisico-
quimicos conforme apresentado na Tabela 12.

Para a amostra 3B referente ao efluente do decantador secundario, sendo
saida da ETE LA, a correlacao significativa foi entre sélidos totais e IAC. Assim como
nas outras amostras outros parametros apresentaram correlagdes significativas
(Tabela 9).

Em um estudo semelhante com aguas residuais de fabrica de papel e celulose
realizado com sementes de alface (NEVES, et al., 2020) foi encontrado uma
correlacdo negativa significativa entre DQO e o desenvolvimento ou necrose das
sementes. De acordo com essa correlacdo a medida que a variavel DQO diminui IM
aumenta, sendo entdo menor DQO maior IM, 0 que se esperava nesse estudo. No
entanto, coloca-se mais uma vez, para esse estudo, que outros compostos nao
citados podem estar ligados aos indices de toxicidade.

De forma geral, nesta pesquisa, pode-se observar que o indice mitético é
menor nas amostras de entrada das ETEs. Em um estudo semelhante de Khan, Anas
e Malik (2019) tiveram essa mesma observacdo que o IM se apresentou menor
guando houve nas amostras concentracdes maiores de poluentes. Quando o indice
mitético aumenta ou diminui pode estar indicando algum tipo de contaminacao nas
amostras estudadas, assim, esse parametro pode assumir uma posicao relevante
para a monitoracdo de ambientes contaminados (GOMES, et al., 2015; FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).

Os indices mitoticos que se apresentam diferentes do IM obtido para o
controle negativo indicam que o processo de divisdo celular nas raizes esta sendo
afetado por algum contaminante presente nas amostras. O crescimento e
desenvolvimento aparente da raiz pode ser afetado da mesma maneira, pois 0s
compostos com potencial téxico, comumente encontrados em aguas residuais,
prejudicam diretamente o processo de sintese do DNA e também de proteinas
(CARITA; MARIN-MORALES, 2008; KAM; ANAS; MALIK, 2019).
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Castro e Sousa et al. (2017), Gomes et al. (2015), Bianchi, Mantovani e Marin-
Morales (2015), Khan, Anas e Malik (2019) corroboram com a hipétese de que outras
substancias poluentes presentes no ambiente em que as raizes se desenvolvem
podem afetar o crescimento e divisdo celular e que as aberracbes e alteracdes
encontradas indicam o potencial mutagénico que exercem sob 0 organismo teste.

Além dos componentes que podem estar associados as alteracdes citadas
nesse estudo, a complexidade de produtos quimicos industriais e a variedade destes
gue nao sao controlados por analises quimicas e chegam ao local de estudo podem
afetar diretamente nos parametros de toxicidade. Além disso, um outro aspecto
interessante sobre residuos que afetam a toxicidade € a presenca de antibiéticos,
cafeina e outros produtos farmacéuticos nos sistemas coletores de esgoto podendo
induzir efeitos citotdxicos genotdxicos e mutagénicos mais fortes (RADIC, et al., 2010;
PEIXER, et al. 2017; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; MORO, et al., 2017).

Em um estudo de Carita, Mazzeo e Marin-morales (2019) mesmo quando 0s
padrées sdo atendidos resquicios de substancias que permanecem no efluente e
ainda outros poluentes podem continuar a induzir alteragdes nas raizes.

Em um estudo com efluente de industria moveleira o tratamento anaerébio
seguido por um tratamento aerébio se mostrou bastante eficaz quanto a reducéo da
toxicidade (BOLONHESI; LOPES, 2018).

Bolonhesi e Lopes (2018) trazem em um estudo semelhante onde a inibicédo
do crescimento da raiz é considerado um efeito letal, que é o caso da escuma onde
nao houve o crescimento da raiz, considerando um efeito totalmente toxico. Nas
amostras tratadas o crescimento da raiz se assemelha ao controle negativo. Pode-se
observar o mesmo processo com relacédo as aberracdes encontradas nas células que
se fizeram presentes em maior nimero nas amostras que correspondem ao efluente
sem tratamento, bem como o comprimento da raiz.

Com relagéo ao crescimento da raiz da escuma diluida da ETE ANA e das
amostras de entrada das ETEs que apresentaram concentragdes maiores observada
nos parametros fisico quimicos desse estudo, ainda apresentaram crescimento da
raiz. 1Isso pode ser justificado pelos efeitos estimulantes temporarios de nitrato, nitrito,
amonio e fosfato ou outras substancias que estimularam esse desenvolvimento. A ndo
alteracdo no IM das amostras mostra que um efeito citotdxico ndo esta
obrigatoriamente ligado ao efeito genotéxico, como observado na amostra da escuma
diluida (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; OLIVEIRA; VOLTOLINI; BARBERIO,
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2011; MORO, et al., 2017). Gomes, et al. (2015) em seu estudo, detectaram mudanca
no IM de uma amostra, mas ndo observaram alteragbes genotdxicas nas células
meristematicas.

Singh, et al. (2013) em um estudo com A. cepa com contaminantes de
estaleiro apresenta que as alteragcbes genotdxicas nao necessariamente Sao
atribuidas a um anico composto, mas que pode ser em decorréncia do efeito
cumulativo entre os contaminantes presentes na agua, como metais pesados, chumbo

em tintas, entre outros e que os efeitos ao DNA podem persistir.

5.2.3 Anomalias celulares encontradas

As anomalias encontradas nas células meristematicas de A. cepa estdo
exemplificadas na Figura 22. Na primeira linha de imagens (A - E) estdo apresentadas
as fases com desenvolvimento esperado para as células avaliadas e nas demais as
células com aberracdes (F — P). As analises microscépicas mostraram células com
aberracbes do tipo C- metéafase, metafase poliploide, metafase aderida, células
binucleadas, anafase com ponte, metadfase e anafase com perda ou quebra
cromossOmica, brotamento nuclear, células com presenca de micronucleo, células

multipolares, assim como no estudo de Gomes, et al. (2015).
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Figura 22 — Fotos de algumas células avaliadas.

A -Interfase; B- Profase; C- Metafase; D-Anéfase; E- Tel6fase; F - Profase com micronucleo; G — C-
metafase; H — Metafase poliploide; | — Metafase aderida; J — Metafase com perda/ quebra
cromossbémica; K — célula binucleada; L — Anafase com ponte cromossémica; M — Interfase com broto
nuclear; N- Tel6fase com cromossomo retardatario; O — Anafase com perda/quebra cromossémica; P-
célula multipolar.

Fonte: a autora.

Foram observadas mais aberracbes celulares nos cromossomos em
metafase, em todas as amostras, com um nimero maior nas raizes correspondentes
as amostras de entrada das ETEs e da escuma. Ficaram evidentes muitas C-
metafases, metafases poliploides e metafases com aderéncia. Isso ocorre devido a
desordem dos microtubulos quando ocorre uma alteracdo por substancias quimicas
no meio em que se se desenvolveram e a falta de fragmoplasto (sistema de fibrilas
em forma de fuso) que podem prejudicar a formacao de novas células, podendo dar
origem a microndcleos. Também pode ser induzida por aneuploidia, que altera a
guantidade normal dos cromossomos. Além disso, a viscosidade pode ser apontada
como um alerta para os efeitos tdxicos nas células do meristema das raizes.
(MAZZEO; MARIN-MORALES, 2015; LIMAN et al., 2010; RADIC, et al. 2010; KAM;
ANAS; MALIK, 2019).

As aberragbes cromossdmicas desse estudo podem ser relacionadas a
guebra do DNA, que durante o ciclo celular ndo consegue ser reparada ou é reparada,
mas de maneira inadequada, resultando nas aberracfes descritas acima. Assim, as
aberracbes, principalmente a inducdo de microndcleos, podem ser de
responsabilidade dos efeitos de ac¢bes clastogénicas (quebra de cromossomos) e
aneugénicas (induzem aneuploidia ou separacdo dos cromossomos de forma
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anormal) da combinacgéo de produtos quimicos e/ou outros contaminantes presentes
nas amostras. (KAM; ANAS; MALIK, 2019)

Aberracdes multipolares foram observadas no controle positivo, utilizando o
herbicida trifluralina. De acordo com Storchova e Pellman (2004) as células poliploides
sdo formadas quando estdo em situacOes de estresse e, assim, 0 mecanismo se
modifica para garantir a replicacdo, porém, essa situacao pode originar tumores.

Micronucleos foram observados em células da raiz onde se desenvolveu em
amostras de entrada e com concentracdes maiores de carga organica, como por
exemplo nas amostras de entrada nas ETEs.

Distarbios no ciclo celular podem estar ligados a presenca de efluentes
industriais, como ja citado nesse estudo, assim como residuos de fertilizantes que
podem induzir efeitos genotéxicos nas células das raizes (CARITA; MARIN-
MORALES, 2008). A ETE ANA pode receber esse tipo de residuo em seu sistema ja
que esta localizada em uma cidade onde a atividade agricola é bastante exercida.

Para algumas alteracfes verificadas supde-se que o bulbo de cebola do uso
desse estudo, por ndo ter sido cultivada pelo proprio pesquisador, apresente alguma
modificacdo conforme foi produzida ou até mesmo a variacdo de produtor, j& que
conforme contato com o comerciante também néo é de proprio cultivo.

O monitoramento ambiental com testes de A. cepa se mostrou facil, simples
e de baixo custo, que pode ser desejavel para incorporacdo a parametros de
toxicidade nas ETEs futuramente, combinados com as analises fisico-quimicas.

Sugere-se que este estudo seja reproduzido utilizando sementes de A. cepa,
pois a interferéncia ambiental é ausente.

Como citado constantemente, ha outros poluentes, contaminantes que podem
interferir na toxicidade de um efluente. Porém o efluente final de ambas as ETEs, como
um todo, n&o se apresentaram prejudiciais ao meio de acordo com as caracteristicas

gerais apresentadas.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que a A ETE
ANA e a ETE LA se mostraram eficientes quanto a remocéo de DQO, sendo a primeira
com eficiéncia de 36 a 87% e a segunda com eficiéncia acima de 85%. Quanto a
remocao de nitrogénio amoniacal, observou-se que a ETE ANA apresentou eficiéncia
de remocéao de 29 a 46%, ja a ETE LA de 33 a 89%. Deve-se destacar que ETE com
tratamento anaerobio ndo foram projetadas para remocao de nitrogénio, mas de DQO.
Sendo assim, ambas as ETEs cumprem sua funcéo.

O crescimento da raiz nas amostras da ETE ANA e ETE LA foi mais
desenvolvido nas amostras tratadas, ou seja, o tratamento em ambas as ETEs
possibilitaram a reducao da ecotoxicidade dos esgotos.

O crescimento da raiz nas amostras da ETE ANA apresentou-se mais
desenvolvido nas amostras tratadas.

A inibicdo total do crescimento da raiz foi observada apenas na escuma sem
diluicdo, sendo considerada téxica para A. cepa. JA a escuma diluida ndo se
apresentou téxica com relacdo ao crescimento da raiz.

O crescimento da raiz nas amostras da ETE LA foi mais desenvolvido e de
melhor aparéncia para as amostras tratadas. Para a amostra do afluente (1B) da ETE
LA houve diferenca maior em um dos ensaios (4LA), que, conforme apontou analise,
foi o ensaio em que a amostra apresentou menor DQO.

As amostras dos efluentes finais do tratamento de ambas as ETEs n&o sao
consideradas citotoxicas, genotoxicas ou mutagénicas.

Constatou-se eficacia com relacéo a diminuicao dos indices de toxicidade de
forma geral, tanto na ETE ANA quanto na ETE LA. A forma de tratamento difere, mas
ambas se apresentaram eficaz.

Os ensaios realizados com NH4Cl e NaNO3s mostraram que o crescimento da
raiz ndo foi afetado, mas ambas as substancias mostraram ser genotéxicas e NaNO3
também mostrou indicativo de mutagenicidade.

O teste de toxicidade desse estudo, com Allium cepa, se mostrou além de
importante, eficaz, de baixo custo e de facil acesso para analisar e classificar quanto

a toxicidade, as amostras como um todo.
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