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RESUMO

O potencial citotoxico e genotéxico dos efluentes bruto (EB) e tratado (ET) de duas
industrias téxteis localizadas no sul de Minas Gerais, que tratam seus efluentes conjuntamente
na mesma estacgdo, foi investigado utilizando-se o sistema-teste Allium cepa. A citotoxicidade
foi determinada a partir dos pardmetros alongamento de raizes e indice mitético (IM) e a
avaliacdo da genotoxicidade constou da determinacao de anormalidades cromossomicas (AC).
As amostras dos efluentes foram testadas nas concentragdes 0, 25, 50, 75 e 100% (v/v). Foi
adotado um delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repetigdes de 30
sementes. Constatou-se que as amostras, em quase todas as concentracOes testadas,
promoveram um aumento do comprimento radicular quando comparadas ao controle
negativo, efeito possivelmente relacionado aos niveis de nutrientes e matéria organica
presentes nos efluentes. Observou-se um menor IM em todas as concentragfes do ET quando
comparado ao EB, e os maiores IM foram observados na concentragdo 100% (v/v) de ambos
efluentes. As maiores taxas de AC ocorreram nas concentragdes 75% (v/v) do EB e 100%
(v/v) de ambos efluentes. Os efluentes ndo apresentaram acao citotdxica, entretanto a divisdo
celular ocorreu de forma desordenada, levando ao aumento da taxa de AC, 0 que caracteriza
um efeito genotoxico. Melhorias no processo de tratamento desses efluentes sdo necessarias
para que seus impactos ambientais sejam reduzidos.

Palavras-chave: Citogenotoxicidade; efluente téxtil; Allium cepa.
Evaluation of the cytogenotoxicity of textile effluents using Allium cepa L.

ABSTRACT

The cytotoxic and genotoxic potential of the raw (EB) and treated (ET) effluents of two
textile mills located in south of Minas Gerais State that have their effluents treated at the same
Effluent Treatment Plant was investigated using the Allium cepa test system. Cytotoxicity was
evaluated by the root elongation and mitotic index (MI) endpoints and the genotoxicity was
assessed by de determination of chromosome aberrations (CA).The effluent samples were
tested at the concentrations 0, 25, 50, 75, and 100 % (v/v). A Completely Randomized Design
with four replicates of 30 seeds was used. The effluent samples in almost all tested
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lower MI at all concentrations of ET compared to EB. The highest MI was observed at 100%
(v/v) concentration of both effluents. The highest rates of CA occurred at concentrations 75%
(v/v) of EB and 100% (v/v) of both effluents. The effluent samples showed no cytotoxic
effect, but cell division occurred disorderly, leading to increase rate of AC, revealing a
genetoxic effect. Improvements in the wastewater treatment are needed to reduce
environmental impacts.

Keywords: Cytogenotoxicity; textile effluent; Allium cepa.
1. INTRODUCAO

O setor téxtil pode ser classificado como de médio a alto potencial poluidor (industrias
gue possuem etapas de tingimento ou tinturaria), pois apresenta elevado consumo de agua e
energia elétrica, utiliza produtos toxicos em seus processos €, além disso, produz e langa no
meio ambiente grandes volumes de efluentes (Dellamatrice e Monteiro, 2006a,b; Arslan-
Alaton e Alaton, 2007; Mathur et al., 2007; Sharma et al., 2007; Abreu et al., 2008; Salgado
et al., 2009).

O sul de Minas Gerais, de acordo com Diniz (2000), é uma das regides detentoras da
maior concentracdo de estabelecimentos téxteis do Estado. Os efluentes dessas industrias, se
ndo tratados adequadamente antes de serem lancados em &guas naturais, sdo capazes de
contaminar 0s mananciais e bacias de grande importancia regional, levando as inddstrias a se
preocuparem em adequar seus sistemas de tratamento a legislacdo vigente, sendo essa
também uma preocupacao ecoldgica emergente (Immich, 2006).

Os efluentes gerados por esse setor apresentam, além da coloracdo intensa, grandes
quantidades de solidos suspensos, altos valores de demanda quimica de oxigénio (DQO),
altos valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), elevadas temperaturas, acidez ou
alcalinidade (Liu et al., 2007). Entre as substéncias presentes estdo metais, amido,
surfactantes, dispersantes, Gleos, emulsificantes, soda caustica, solventes, sais organicos e
inorganicos e uma grande variedade de corantes (Alinsafi et al., 2006; Dellamatrice e
Monteiro, 2006b; Liu et al., 2007; Mathur et al., 2007).

Quando a composi¢do quimica dos efluentes € conhecida, os efeitos associados ao seu
lancamento no corpo receptor podem ser avaliados utilizando-se métodos de estimativa de
toxicidade baseados na estrutura molecular dos compostos presentes e na sua abundancia.
Porém, determinar quimicamente todos os toxicantes presentes nesse tipo de residuo é uma
tarefa impraticavel. Além disso, a complexidade das relagdes entre 0s compostos e a biota, e 0
desconhecimento de alguns constituintes dos efluentes, associados a possiveis efeitos
aditivos, sinérgicos ou antagOnicos resultantes das interacdes entre 0s seus constituintes,
demonstram que os dados obtidos por métodos embasados somente em andlises quimicas séo,
em muitos casos, inadequados para uma correta avaliacdo do potencial toxico desse tipo de
residuo, sendo recomenddvel uma caracterizacdo complementar com testes bioldgicos
(Kapanen e Itavaara, 2001; Rosa et al., 2001; Wilke et al., 2008).

A Organizagcdo de Cooperacdo e de Desenvolvimento Econdomico (OECD, 1984)
descreve os testes de fitotoxicidade como uma das técnicas mais comuns na avaliagdo de
compostos quimicos. Varios autores (Grant, 1982; Chauhan et al., 1999; Guerra e Souza,
2002) descrevem a espécie Allium cepa L. como um eficiente sistema-teste usado
rotineiramente para avaliar o potencial citogenotoxico de produtos quimicos no ambiente
devido a sua sensibilidade e boa correlagdo com outros bioensaios. Hauschild (1993) relata
que qualquer mudanca nas condi¢cbes ambientais, principalmente por causa da poluigédo
quimica, pode ser observada nas plantas pela reducdo do crescimento radicular. Assim, esse
organismo é considerado muito eficiente para o biomonitoramento, especialmente de
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Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade do sistema Allium
cepa, utilizando-se a variedade beta cristal, para investigar a citotoxicidade e genotoxicidade
dos efluentes bruto e tratado de duas industrias téxteis localizadas no sul do Estado de Minas
Gerais, que tratam seus efluentes conjuntamente na mesma estacao de tratamento de efluentes
(ETE), a fim de subsidiar estratégias menos impactantes para disposi¢cdo destes no ambiente.

2. MATERIAL E METODOS

Amostra do efluente bruto e tratado foi coletada na ETE utilizando-se recipientes
metélicos e seu transporte foi realizado em frascos de polietileno, sendo imediatamente
encaminhadas para anélise. A ETE em estudo emprega o tratamento bioldgico aerébio por
lodos ativados, modalidade aeragdo convencional, tratando despejos de tinturaria de fios de
poliéster apds tratamento fisico-quimico em flotador, com vazdo média de cerca de 25 m3/h,
sendo a sedimentacdo no decantador secundario também assistida quimicamente com adi¢éo
de floculantes e polieletrélitos. Para o preparo das diluicdes das amostras de efluente foi
utilizada &gua ultrapura, obtendo-se as seguintes concentracdes: controle negativo (somente
agua ultrapura), 25, 50, 75 e 100% (efluente ndo diluido) (v/v).

2.1. Planejamento experimental

Adotou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro
repeticdes de 30 sementes, sendo cada parcela experimental uma placa de Petri. Como
organismo teste foi empregada a espécie Allium cepa L. var. beta cristal, gentilmente cedidas
pela Embrapa Hortalica (Brasilia-DF).

2.2. Avaliacéo da citotoxicidade

Para a avaliacdo de efeitos citotdxicos, os parametros analisados foram o comprimento
médio das raizes das sementes (CMR) e o indice mitotico (IM). Para isso, 30 sementes foram
distribuidas em uma placa de Petri de vidro (100 x 15 mm) tendo como substrato uma folha
de papel-filtro umedecida com 3 mL das diferentes concentragdes de efluente bruto e tratado
(25, 50, 75 e 100% v/v), permanecendo por 5 dias em camara de germinacdo com luz
constante e temperatura de 20 °C. Agua ultrapura foi empregada como controle negativo.

O CMR foi determinado pela media do tamanho de 16 raizes para cada uma das
concentracOes dos efluentes. Essas raizes corresponderam as 4 maiores existentes em cada
uma das repeticdes (placas de Petri). Para essa afericdo, utilizou-se um paquimetro simples do
tipo universal. Apds a afericdo do comprimento, as pontas das raizes foram coletadas, pre-
tratadas e fixadas de acordo com Barbosa et al. (2003). Para determinar o IM foi utilizada a
seguinte equacdo: IM = NCM/NTC x 100, em que NCM corresponde ao nimero de células
em mitose e NTC ao numero total de células analisadas. Foram analisadas 1000 células por
tratamento, sendo para cada tratamento dez laminas e 100 células por lamina.

2.3. Avaliacéo da genotoxicidade

A andlise da atividade genotoxica constou da investigacdo de anormalidades
cromossdmicas (AC) nas células de raizes das sementes de A. cepa. Assim como na avaliacéo
de citotoxicidade, foram analisadas 1000 células por tratamento, sendo para cada tratamento
dez ldminas e 100 células por lamina.

As laminas foram confeccionadas utilizando-se as pontas das raizes das sementes
germinadas nos diferentes tratamentos, sendo referentes aos efluentes bruto e tratado nas
concentragdes 25, 50, 75 e 100% (v/v), agua ultrapura como controle negativo e sulfato de
aluminio, na concentracéo 1 x 10 M, como controle positivo.
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Apos o periodo de germinacéo, as raizes foram coletadas, fixadas em solugdo de Carnoy
(alcool e &cido acético na proporcdo 3:1 v/v) por 24 horas, lavadas duas vezes com agua
destilada, hidrolisadas em HCI 5 M por 20 minutos em temperatura ambiente, lavadas
novamente e coradas com Reativo de Schiff por 45 minutos (na auséncia de luz). Apos esses
procedimentos, o meristema foi coletado, adicionado uma gota de &cido acetico 45% e a
lamina confeccionada pelo método de esmagamento. As analises citogenéticas foram
conduzidas de acordo com o procedimento descrito por Guerra e Souza (2002).

2.4. Andlise estatistica

Os dados de citotoxicidade foram submetidos & andlise de variancia e as medias
comparadas por meio do teste Scott-Knott utilizando-se o programa estatistico Sisvar versdo
4.0. Para analise dos dados da avaliacdo de genotoxicidade foi realizado um teste nédo
paramétrico, sendo as médias comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis, com auxilio do
programa BioEstat 5.0. Todas as analises foram realizadas no nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A variedade beta cristal de A. cepa, foi selecionada para o experimento desenvolvido
neste trabalho devido a sua rapidez e alta taxa de germinag¢do, comprovada em estudos
preliminares (dados ndo apresentados). Além disso, 0 comportamento cromossdémico dessa
espécie é conhecido, permitindo a obtencdo de resultados consistentes.

N&o foi observada citotoxicidade para as amostras de efluente bruto e tratado frente ao
parametro alongamento de raizes (Figura 1). Para todas as concentragdes testadas do efluente
tratado e para as mais diluidas do efluente bruto (25 e 50% v/v) observou-se um efeito
promotor do crescimento das raizes. As concentracGes menos diluidas do efluente bruto (75 e
100% v/v) apresentaram alongamento de raizes similar ao controle negativo. Particularmente,
no caso das concentracbes de 75 e 100% (v/v) do efluente bruto, a auséncia desse efeito
promotor de crescimento pode estar relacionado a menor diluicdo de componentes toxicos,
como, por exemplo, os corantes téxteis e metais pesados, possivelmente presentes nesse
efluente.

Nilsen e Rank (1994) também ndo encontraram efeito inibitdrio para o alongamento de
raizes expostas a efluentes de duas industrias de corantes téxteis. Resultados opostos foram
obtidos por Samuel et al. (2010) que verificaram um significativo efeito inibitério de um
efluente téxtil para raizes de bulbos de A. cepa, ndo havendo crescimento algum de raizes nas
concentragdes superiores a 30% (v/v). Com base nesses dados, os autores consideraram esse
parametro importante para a avaliacdo ecotoxicologica de efluentes industriais (Samuel et al.,
2010).

A toxicidade dos efluentes téxteis bruto e tratado para o parametro alongamento de raizes
também foi avaliado por Rehman et al. (2009). As espécies utilizadas foram Raphanus
sativus, Brassica campestris e Brassica rapa, sendo observada diminuicdo do alongamento
das raizes das trés espécies quando expostas as diferentes diluicdes do efluente bruto, sendo
menos intensos nas menores concentracBes de efluente. O efeito inibitorio foi mais
pronunciado para B. rapa. Porém, para o efluente tratado apenas uma pequena diminuicéo no
alongamento de raizes foi observada e, nas menores concentra¢@es, também foi verificado um
efeito promotor de crescimento (Rehman et al., 2009). Jadhav et al. (2010) também
observaram um importante decréscimo da fitotoxicidade do efluente téxtil tratado em relacéo
ao bruto para as espécies Triticum aestivum e Phaseolus mungo nos parametros germinacao
de sementes e alongamento de raizes. Nesse estudo os autores concluiram que os efluentes
téxteis brutos representam um perigo para o meio ambiente, principalmente quando aplicados
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Figura 1. Comprimento médio das raizes de Allium cepa L. expostas as diferentes
concentragBes dos efluentes bruto (EB) e tratado (ET). Colunas seguidas por letras distintas
diferem entre si (p <0,05) pelo teste Scott-Knott.

A ETE da qual as amostras foram coletadas emprega o sistema de tratamento biolégico
com lodo ativado. Apesar de suas inUmeras vantagens, esse tipo de tratamento remove entre
10 e 30% da matéria organica presente nos efluentes (Cecen, 1999). O efluente bruto
estudado apresentou valores DQO e DBO de 2302 + 949 e 564 + 307 mg/L, respectivamente.
Para manutencgdo das condi¢es ideias de nutrientes, durante a biodegradacdo aerdbia, a ETE
operava com efluente bruto apresentando cerca de 30 mg/L de Nitrogénio Total e 5 mg/L de
Fosforo Total, sendo adicionado quando necessario ureia e fosfato trisddico, com perda no
efluente final tratado de cerca de 10% da quantidade inicial para 0s respectivos
macronutrientes. No entanto, durante o periodo em estudo, a ETE apresentou elevada
eficiéncia na remocédo de matéria organica em termos de DQO e DBO, 90 + 6 € 92 + 13 mg/L,
respectivamente, gerando um efluente tratado que atende aos padrGes de lancamento da
legislacdo ambiental vigente no Estado de Minas Gerais.

A matéria organica presente no efluente bruto, a matéria ndo removida durante o
tratamento e os macronutrientes podem estimular o alongamento radicular, diminuindo a
sensibilidade do teste e/ou mascarando um possivel efeito tdxico (Rodrigues e Bianchini,
2007). Nesse contexto, os nutrientes presentes nesses residuos (por exemplo, Nitrogénio e
Fésforo), bem como elevada carga de matéria organica presente no efluente bruto e a carga
remanescente observada no efluente tratado possuem efeito promotor ao alongamento de
raizes. Como ocorre com 0s nutrientes, parte da carga organica do efluente final pode vir do
préprio efluente bruto, proveniente do processo industrial, e parte pode ser adicionada durante
o tratamento bioldgico (Eremektar et al., 2007).

Além do alongamento das raizes, o indice mitético (IM) também foi utilizado como
parametro para avaliar a citotoxicidade dos efluentes. indices mitéticos significativamente
menores que aqueles do controle negativo podem indicar alteragcdes provenientes da acdo de
substancias quimicas no crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos e IM
maiores que o controle negativo resultam do aumento na divisdo celular, podendo ser
prejudicial as células, levando a proliferagdo celular desordenada e, eventualmente, a
formacdo de tumores (Leme e Marin-Morales, 2009). Ambos efluentes avaliados
apresentaram, em todas as concentracdes testadas, um maior IM em relagcdo ao controle
negativo, sendo os maiores valores encontrados nas concentragdes 100% (v/v) de ambos os
tipos de efluentes (Figura 2).
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Figura 2. Indice mitdtico em células de raiz de Allium cepa L. expostas as diferentes
concentragdes dos efluentes téxteis. Foram analisadas 1000 células por tratamento. Colunas
seguidas por letras distintas diferem entre si (p<0,05) pelo teste Scott-Knott.

Diferentes autores observaram que efluentes provenientes da producdo de corantes e de
processos téxteis exercem efeitos sobre os cromossomos e a divisdo celular (Jadhav et al.,
2010). No estudo conduzido por Jadhav et al. (2010), efluentes téxteis tratados por um
consorcio de bactérias, apresentaram 1M na mesma faixa do controle negativo. Samuel et al.
(2010) observaram evidente diminui¢cdo do IM com o aumento das concentragdes de efluente
téxtil.

Segundo Leme e Marin-Morales (2009), as anormalidades cromossémicas (AC) em
células de Allium cepa L. sdo um pardmetro eficiente para a investigagdo do potencial
genotéxico de um efluente téxtil, pois fornecem informacdes importantes que devem ser
consideradas no biomonitoramento ambiental. O IM também é utilizado nessa avaliacdo como
parametro para assegurar que a fitotoxicidade se encontra abaixo dos niveis aceitaveis para a
observacdo das taxas de AC (Nilsen e Rank, 1994). Assim, para investigar a presenca de
compostos genotoxicos nas amostras de efluente foi realizada a avaliagdo da genotoxicidade
em células meristematicas. Dentre as possiveis AC, as mais frequentes para as amostras
analisadas, foram os micronucleos (MN), as pontes anafésicas (PA) e distlrbios metafasicos
(DTM), como a C-metéfase. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

As maiores taxas de AC ocorreram nas concentragdes 75 e 100% (v/v) do efluente bruto,
com valores aproximadamente 6 vezes maiores que o controle negativo. A concentracdo
100% (v/v) do efluente tratado também apresentou uma alta taxa de AC, em torno de 4 vezes
maior que o controle negativo, revelando o efeito genotdxico de ambos efluentes. Além disso,
a alta frequéncia de AC observada para a amostra de efluente tratado sugere uma baixa
eficiéncia do tratamento no que diz respeito a remocdo de compostos genotdxicos, fator que
causa grande preocupacdo, uma vez que este esta sendo lancado em corpos d’agua da regido.
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Tabela 1. Anormalidades cromossdémicas induzidas em células de raiz de Allium cepa pelo
efluente tratado e bruto em diferentes concentracdes em relacdo aos controles negativo e positivo.

Traz\alllr\r))e nto MN PA DTM Total de Anormalidades
ET 25% 0,8° 0,8" o"s 1,8™
ET 50% 0,2° 0,8™ 0,4™ 2,0%
ET 75% 0,2 1,0% 0,9% 2,5°
ET 100% 0,6 1,12 1,3*P 3,6°
EB 25% 0,72 1,230 0,6" 2,820
EB 50% 0,6 0,4" 1,3*P 3,2°
EB 75% 1,0 1,5%P 1,4%P 4,6
EB 100% 1,42 1,0%P 1,6%P 5,4°
CN 0,4 0,3 0,05" 0,85%
cP 10,3 0,05 o™ 10,4°

ET: Efluente tratado; EB: Efluente bruto; CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; MN:
Microntcleos; PA: Pontes anafasicas; DTM: Distlrbios metaféasicos; ® p <0,05 em relacdo ao controle
positivo CP; ® p <0,05 em relacdo ao CN ™ Valor néo significativo estatisticamente. Médias nas colunas

comparadas pelo teste Kruskal-Wallis.

Quando comparado a outros trabalhos que analisaram a acdo de efluentes téxteis em
bioensaios com plantas superiores, o presente estudo apresenta 0os mesmos niveis (Rank e
Nielsen, 1998; Migid et al., 2007) ou menores frequéncias de anormalidades cromossdmicas
(Matsumoto et al., 2006; Egito et al., 2007). Samuel et al. (2010) observaram um aumento de
aberragcdes cromossdmicas que nao estava relacionado a dose, ou seja, ndo era dose
dependente. Porém, para os parametros PA e fragmentacdo houve uma diminuicdo de
frequéncia nas concentra¢des maiores de efluentes, as quais foram atribuidas a toxicidade,
responsavel em inibir a divisdo celular (Samuel et al., 2010). Ainda, quando nossos dados sdo
comparados ao trabalho de Carita e Marin-Morales (2008), também realizado no Brasil,
resultados semelhantes foram observados. Ao contrario dos resultados apresentados acima,
Nilsen e Rank (1994) ndo observaram efeitos genotoxicos para efluentes de industrias que
utilizam em seus processos corantes téxteis. Jadhav et al. (2010) verificaram que apds o
tratamento bioldgico empregado em seu estudo houve uma importante reducdo da coloragdo
do efluente, da DBO, da DQO e do nivel de metais pesados e, como consequéncia, uma
reducdo significativa na porcentagem total de células mitdticas aberrantes.

A presenca de micronucleo é um parametro simples e eficiente para analisar o efeito
mutagénico promovido por compostos quimicos (Leme e Marin-Morales, 2009). A taxa de
micronlcleos observada entre as diferentes concentracBes dos efluentes ndo diferiram
significativamente do controle negativo, apenas do controle positivo utilizado, que segundo
Machado (1997) é capaz de induzir elevado numero de MN. Resultado contrario ao
observado neste trabalho foi descrito por Carita e Marin-Morales (2008) que detectaram
diferenca estatistica significativa na concentracao 100% (v/v) de um efluente téxtil.

Os DTM foram observados nas concentragdes mais altas do efluente bruto (50, 75 e
100% v/v) e tratado (75 e 100% v/v), todas as concentragcbes apresentaram taxas
aproximadamente 25 vezes maiores que o controle negativo. A presenca de DTM caracteriza
um efeito genotoxico leve pelo fato de ser uma alteracdo reversivel durante o ciclo celular.
Entretanto, alguns desses DTM podem induzir a formacédo de células poliploides que ndo sdo
reversiveis, por isso a importancia em quantifica-los (Odeigah et al., 1997). A presenca de PA
foi verificada nas concentragdes mais altas do efluente tratado (75 e 100% v/v) e em todas as
concentragdes do efluente bruto, exceto a de 50% (v/v), confirmando o potencial genotdxico

N
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4, CONCLUSOES

Os efluentes analisados promoveram um aumento tanto do indice mitotico como na taxa
de anormalidades cromossomicas, demonstrando assim que estes apresentam uma atividade
citogenotdxica.

Frente ao parametro alongamento de raizes os efluentes tiveram um efeito promotor de
crescimento e ndo foi constatada citotoxicidade. Esse resultado pode estar relacionado a
presenca dos macronutrientes adicionados e/ou ndo removidos completamente durante o
processo de tratamento biolégico empregado, bem como a carga de matéria organica em
ambas as amostras.

O tratamento biologico empregado na ETE avaliada é eficaz para a reducdo da
citogenotoxicidade dos efluentes téxteis, porém ndo elimina completamente os efeitos dos
componentes toxicos, demostrando assim a necessidade de melhorias no processo empregado.
Outros bioensaios e novos parametros podem e devem ser utilizados para melhor entender a
toxicidade desse tipo de residuo industrial. Analises quimicas sdo de extrema importancia
para a identificacdo de poluentes prioritarios presentes nos efluentes finais. Até que a
citogenotoxicidade dos efluentes tratados seja completamente eliminada, a disposi¢do desses
residuos em corpos d’agua receptores deve ser repensada.
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