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RESUMO

A planta Allium cepa (cebola) é considerada um dos organismos mais eficazes na detec¢do de toxicidade. Neste
trabalho, foi avaliado o potencial citogenotoxico do efluente de industria de bebidas ndo alcoolicas em Allium
cepa. O experimento foi completamente casualizado com cinco repeticdes de 20 sementes, em placas de petri,
adicionados 6 mL de solucdo do efluente tratado, efluente bruto e o controle. A citotoxicidade foi estimada pelo
indice de germinacado, e a genotoxicidade, por meio do percentual de micronucleos. A germinagao e o cresci-
mento relativo das radiculas tiveram comportamento muito semelhante entre os tratamentos, porém o cresci-
mento das radiculas dentro dos tratamentos foi bem heterogéneo. O percentual de microntcleos foi elevado
no efluente bruto, na concentracdo 100% em comparagio ao controle e ao efluente tratado. Concluiu-se que
o efluente, mesmo sem tratamento, nas condi¢des testadas neste trabalho, ndo ¢ fitotdxico para Allium cepa.
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ABSTRACT

Allium cepa (onion) is considered one of the most effective plants in detecting toxicity. This study analyzed the
cytogenotoxic effects of soft drink industry effluents on Allium cepa. The experimental design was a completely
randomized one, with 5 replicates of 20 seeds in petri dishes. To the petri dishes, 6 mL of treated, raw, and
control effluents were added. Cytotoxicity was associated with the germination index, and genotoxicity, with
the percentage of micronuclei. Both seed germination and growth of rootlets revealed a very similar behavior
between the treatments, but the growth of rootlets during the treatments was very heterogeneous. The percentage
of micronuclei was high in the raw effluent at 100% concentration when compared to the control and treated
effluents. It was concluded that the effluent, even without treatment, that is, under the conditions tested in this
study, is not phytotoxic to Allium cepa.
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INTRODUCAO

Os testes ecotoxicologicos sao exigidos tanto no estado do Rio Grande do Sul como em
outros estados da federacdo e sdo de extrema importancia por trazerem outras evidéncias que os
testes fisico-quimicos nao evidenciam (CONSEMA, 2006). Entretanto, os ensaios toxicoldgicos
ndo substituem estes que identificam e quantificam contaminantes, ¢ sim avaliam os efeitos biolo-
gicos em corpos hidricos receptores, de forma que ambos se complementam mutuamente (PIRES;
CHAPARRO, 2010). Os estudos ecotoxicologicos que utilizam diferentes organismos sdo uma
ferramenta eficiente para avaliar quao prejudicial um efluente pode ser quando liberado em corpos
hidricos, pois integram intera¢des entre misturas complexas de contaminantes presentes no efluente,
independentemente de composicao fisica e quimica (PEREIRA et al., 2009).

A Organizacao de Cooperacgado e de Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1984) descreve os
testes de fitotoxicidade como uma das técnicas mais comuns na avaliacdo de compostos quimicos.
Virios autores (GRANT, 1982; CHAUHAN et al., 1999; GUERRA; SOUZA, 2002) delineiam a espé-
cie Allium cepa L. como um eficiente sistema-teste para medir o potencial citogenotdxico de produtos
poluidores no ambiente por apresentar alta sensibilidade e correlagdo com outros bioensaios. O Allium
cepa ¢é indicado como um eficiente organismo teste (FISKESJO, 1985) devido as caracteristicas que
apresenta como crescimento rapido das suas raizes, grande nimero de células em processo de divisao,
adaptacdo a diferentes meios de cultivos, sua disponibilidade durante todo o ano, seu facil manuseio, e
por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho.

O uso de Allium cepa como material teste foi originalmente introduzido por Levan (1938)
e, a partir dai, vem sendo utilizado como um eficiente modelo de monitoramento ambiental no
que se refere a avaliagdo e classificagdo da toxicidade de quimicos presentes no meio ambiente
(FISKESIJO, 1985).

Os testes biologicos de toxicidade e genotoxicidade sdo indispensaveis para a avaliagdo
das reagdes de organismos vivos a polui¢do ambiental (SOUZA; FONTANETTI, 2006). O teste
com Allium cepa pode ser utilizado sem que a amostra necessite passar por um processo de este-
rilizagdo, purificacdo e ou condensacdo, permitindo assim, que seja feita uma andlise da amostra
total e de acesso mais rentavel as pesquisas. Os efeitos dos poluentes sobre as plantas, conforme
Souza e Fontanetti (2006), podem ocorrer em diversos niveis, sendo que a maioria dessas reagoes
pode ser utilizada como critérios para auxiliar na avaliacdo das alteragdes ambientais em estudos
de biomonitoramento.

Neste trabalho, visou-se estimar o potencial citogenotoxico do efluente bruto e tratado, oriun-

do de uma industria de bebidas ndo alcoodlicas, por meio de biotestes com o organismo Allium cepa.



Disciplinarum Scientia. Série: Naturais e Tecnoldgicas, Santa Maria, v. 16, n. 3. p. 459-466. 2015. 461

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em uma industria de bebidas ndo alcoolicas na regido Central do Rio
Grande do Sul, Brasil. As andlises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia de Engenharia
Ambiental e Sanitaria do Centro Universitario Franciscano, de marco a junho de 2015.

Para a avaliagdo dos efeitos citotdxicos e genotoxicos, sementes de Allium cepa foram submeti-
das aos tratamentos, com efluente bruto (efluente da parte administrativa, industrial e refeitorio da em-
presa) com caracteristicas de DBO = 680 mg/L, DQO = 3090 mg/L, pH = 5,77, efluente tratado por sis-
tema de lodo ativado e dgua destilada (controle negativo). As amostras de ambos os efluentes utilizados
no experimento foram diluidas em 4gua destilada nas concentragdes 25%, 50%, 75%, e uma amostra
100%. O ensaio de germinagao foi conduzido em placas de petri com um disco de papel filtro no fundo, no
qual foram dispostas 20 sementes equidistantes e adicionados 6 mL de cada solugao teste (efluente bruto,
efluente tratado e 4gua destilada). O delineamento adotado foi completamente casualizado, com 5 repe-
ticdes por tratamento (efluentes nas concentragdes 25%, 50%, 75% e 100%). As placas foram mantidas
em condigdes controladas, com temperaturas de 23 + 2°C por cinco dias. As sementes germinadas foram
contadas, ¢ as radiculas da concentragdo 100% de ambos os tratamentos ¢ do branco foram fixadas em
fixador de Carnoy (trés partes de etanol para uma parte de acido glacial acético). Para a determinagdo do
percentual de microntcleos, foram preparadas conforme descrito em Fiskesjo (1985), coradas com carmin
acético 1%. Foram analisadas 1500 células por tratamento e avaliados os percentuais de micronucleos
resultantes de efeito clastogénico (micronucleo, quebras e pontes cromossomicas).

A determinacdo da citotoxicidade foi expressa em porcentagem de germinagdo (%GR), cres-
cimento médio relativo da radicula (%CCR) e indice de germinagdo (%IG) por meio das seguintes

férmulas descritas em Nascimento (2002):

N2 de sementes germinadas na solugéo teste

%GR = 100
% N¢ de sementes germinadas no controle x

As radiculas foram medidas com paquimetro (instrumento de medida), e as médias dos dados

foram realizadas para obtengao do crescimento relativo da raiz:

Média do crescimento das raizes na solucao teste

%CCR =
Média do crescimento das raizes no controle

Esses dados foram compilados para o calculo de indice de germinagao, o qual identificou o

nivel de citotoxicidade dos tratamentos:

GI(%) = GR(%) X CRR(%)
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Para verificar a presenga de micronucleos, as radiculas foram analisadas ao microscopio Optico
Olympus CX 41 em objetiva de 40X, pelo método squash (espalhamento das células). A analise foi feita
em vinte e cinco radiculas de cada tratamento (cinco radiculas de cada repeti¢ao), totalizando 7500 célu-
las. O ntimero de micronticleos detectados em cada uma das cinco laminas analisadas em cada repetigao
do tratamento, constituido por efluente bruto 100% e controle, foi somado, ¢ a média foi expressa em
numero de micronucleos por 1500 células. A comparagao entre as frequéncias de micronucleos foi rea-
lizada por analise da variancia pelo software PAST 5.0, (ANOVA) e teste Tukey (TUKEY, 1953) para

comparac¢ao de médias. O nivel critico de rejei¢ao da hipdtese nula foi fixado em 5% (p<0.05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade com Allium cepa avalia o efeito toxico das amostras sobre a germi-
nacao e sobre o crescimento das radiculas, dois processos que podem apresentar sensibilidade a dife-
rentes compostos em diferentes concentragdes. Os dados de germinagao sdo apresentados na tabela 1,
os quais evidenciam que tanto o efluente bruto como o efluente tratado nao inibiu a geminagdao bem

como ndo alterou o crescimento das radiculas.

Tabela 1 - Dados de germinagdo e crescimento de radiculas das sementes de A. cepa expostas aos efluente
bruto e tratado, nas concentracdes 25%, 50%, 75% e 100% e dgua destilada (controle negativo).

Efluente Bruto Efluente Tratado

Germinagdo  Desvio Crescimento Desvio  Germinagdo  Desvio Crescimento Desvio

Concentragao
(%) padrdo  das raizes (%)  padrao (%) Padrao  dasraizes (%)  padrdo
25% 40 2,12 12,27 6,06 39 2,38 14,68 7,33
50% 28 1,81 9,48 5,04 40 1,00 11,72 6,50
75% 21 2,94 10,78 4,44 34 2,77 11,32 6,20
100% 31 1,48 8,96 4,71 29 1,30 10,07 5,08
Controle 37 5,43 11,92 5,43 37 11,92

As diferengas de %GR observadas nas concentragdes 25, 50, 75 e 100% nao diferiram sig-
nificativamente em relagdo ao controle. Apesar disso, o %GR visualizado no controle ¢ suficiente
para validar o teste (Tabela 2). Pode-se inferir, assim, que os efluentes bruto e tratado ndo inibiram a
germinacdo e nem afetaram o crescimento das radiculas.

Os valores de %CCR também evidenciaram que tanto o efluente bruto como o tratado nao
alteraram o metabolismo das sementes a ponto de inibir seu crescimento. Da mesma forma, o %IG
(correlaciona a germinagdo e crescimento da radicula) ndo afetou o crescimento da radicula, indican-

do que ndo houve efeito toxico capaz de alterar o metabolismo da plantula.
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Tabela 2 - Comprimento das raizes (cm) apos cinco dias de exposi¢do aos tratamentos:
efluente bruto e efluente tratado (25%, 50%, 75% e 100%) e agua destilada (controle negativo).

Efluente Bruto Efluente Tratado
Concentrago (%) GR CCR 1G GR CCR 1G
25 100,00 96,97 0,10 105,41 91,89 9686,12
50 75,68 75,54 429,06 108,11 11,72 1267.05
75 56,76 85,90 51.08 91,89 11,32 1040.19
100 83,78 71,39 5981,05 78,38 10,07 789.29
Controle 100,00 99,00 9900,00 99,00 99,00 9900,00
GENOTOXICIDADE

Existe uma inter-relacdo entre fatores ambientais desencadeantes da mutagénese e os fatores
genéticos individuais. As mutagdes podem ser observadas pela formagao de micronucleos, pequenos
nucleos individuais com DNA, localizados proximos ao niicleo normal de células em divisdo como
resultado de quebras cromossdmicas. Os fragmentos ou sequéncias de cromossomos inteiros contidos
nos micronucleos ndo se prendem ao fuso mitdtico e, dessa forma, ndo chegam aos polos das células
durante a mitose ou a meiose (MILLER, 1973).

Na figura 1, sdo ilustradas as fases da divisdo celular visualizadas nas células de 4. cepa,
expostas ao tratamento controle e ao tratamento de efluente tratado 100%, nas quais ndo sdo
observados micronucleos.

Figura 1 - Células meristematicas de A. cepa expostas aos tratamentos com efluente tratado - 100% e agua destilada,
nas fases profase, metafase, anafase e telofase de uma divisdo celular normal, sem manifestagdo de micronticleos.

(a) Profase inicial - normal (b) Profase final - normal (¢) Metafase - normal

(d) Anafase final - normal (e) Tel6fase - normal
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Entretanto, na figura 2, observam-se células meristematicas em profase mitotica com

micronucleos.

Figura 2 - Células meristematicas de 4. cepa expostas aos tratamentos com efluente bruto - 100%,
nas fases profase, metafase, anafase e telofase da divisdo celular com manifestacdo de micronucleos.

Micronucleo
Micronucleo \
g \ .
v

Os valores de microntcleos obtidos no presente trabalho e apresentados na tabela 3 corres-

pondem a contagem de cinco laminas por repeticao, dos tratamentos 100% efluente bruto e controle.

Tabela 3 - Numero de micronucleos observados na analise microscopica de 1500 células de Allium cepa expostas aos
tratamentos constituidos por efluente bruto ¢ efluente tratado, na concentragdo 100% e controle (dgua destilada).

Nimero de microniicleos Percentual de microntcleos
Efluente bruto R1 R2 R3 R4 RS
6 22 10 105 1,95%
Efluente tratado R1 R2 R3 R4 RS
0 0 0 0 0
R2
2

Controle R1 R3 R4 R5
0 0 0 0,026%

As células das radiculas de A. cepa expostas aos tratamentos controle e efluente tratado
ndo apresentaram micronucleos em numero indicativo de toxicidade. No efluente bruto, o nime-
ro de micronucleos detectado foi superior ao efluente tratado e ao controle. A heterogeneidade
dos dados observados nas repeti¢des do tratamento 100% efluente bruto se deve ao diferente grau
de desenvolvimento das raizes analisadas. Apos cinco dias da germinacao, a quantidade de tecido
meristematico primario com células em divisdo ¢ menor, o que dificulta a analise. O ideal ¢ utilizar
radiculas com 2 a 3 mm de comprimento, nas quais o tecido meristematico ¢ mais abundante.

Pela analise da variancia pelo software PAS 0.5 (One Way - ANOVA) da frequéncia de mi-
cronucleos, apresentada na tabela 2, e teste Tukey (TUKEY, 1953) de comparacdo de pares de mé-
dias, observou-se que nao houve significancia estatistica entre as frequéncias analisadas (p>0.05 =
0,5611), ndo existindo, portanto, diferenca significativa entre as médias dos micronticleos encontra-

dos nos tratamentos testados.
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CONCLUSAO

As diferencas entre as médias de micronticleos observadas sao mera variabilidade amostral, ocor-
reram ao acaso e, portanto, ndo hé indicios de mutagenicidade do efluente, concluindo-se, portanto, que
o efluente gerado na industria de bebidas nao alcodlicas avaliada ndo tem potencial fitotoxico em A/lium
cepa, nas condigoes testadas neste experimento. O teste de geminacao utilizando A. cepa como organismo

teste foi eficiente para avaliar tanto citotoxicidade como genotoxicidade de efluentes industriais.
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