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RESUMO

O manejo inadequado dos residuos da producdo de suinos pode ocasionar a
contaminagao de cursos d’agua, solo e ar, representando risco ao meio ambiente.
O objetivo do trabalho foi avaliar o risco ambiental do residuo bruto e do efluente
da lagoa de estabilizacdo de biodigestor da suinocultura, avaliar a reutilizacdo do
efluente da lagoa de estabilizagcdo como biofertilizante e a qualidade das amostras
de agua do rio Santa Maria do Doce, no entorno da granja de suinos. Os efluentes
do biodigestor de suinocultura (residuo bruto e da lagoa de estabilizacdo) e
amostras de agua do rio foram coletados no municipio de Santa Tereza-ES, Brasil.
A partir dessas amostras foram realizadas a caracterizacdo quimica e 0s ensaios
em laboratorio. Realizou-se diluicbes a partir dos efluentes puros (C1), e foram
feitas sucessivas reducdes na quantidade de efluente, 50% (C2), 25% (C3), 12,5%
(C4), 6,25% (C5), 3,12% (C6), 0,78% (C7) e 0,39% (C8). As amostras do rio foram
coletadas em duas campanhas (maior e menor precipitacdo), em 3 estacbes
amostrais: a montante da granja de suinos (EA1), préxima a granja de suinos (EA2)
e a jusante da granja de suinos (EA3). Sementes de Lactuca sativa e Allium cepa
foram germinadas nos tratamentos, e 0s seguintes parametros foram avaliados:
germinacdo, crescimento radicular, avaliacgdo do potencial toxicogenético e
andlises da atividade das enzimas SOD, CAT, GST e quantificacdo da GSH e LPO.
Diluicbes da lagoa de estabilizagdo foram utilizadas para avaliar o efluente como
biofertilizante em plantas de milho, por meio de analises de trocas gasosas e de
crescimento. Para essa avaliacdo foram utilizados dois controles: um tratamento
contendo apenas agua e um tratamento com fertilizante comercial. Todos dados
foram submetidos a ANOVA, seguida de teste de média Kruskal Wallis ou Tukey
(p<0.05). Os resultados demonstram que os dois efluentes inibiram a germinacao
de L. sativa e A. cepa, além de reduzirem o crescimento radicular, e promoverem
maiores frequéncias de alteracbes cromossémicas nas demais concentracées. Os
danos observados possivelmente estdo relacionados com o0s metais pesados
encontrados nas amostras estudadas. As amostras do rio apresentaram uma
reducdo no indice mitético em EA2 e EA3 (segunda campanha) em A. cepa em
relacdo ao controle negativo. E em ambos modelos, ocorreram um aumento de
alteracdes cromossbmicas (EA2 e EA3). Os danos observados possivelmente
estdo relacionados com o excesso de aluminio encontrado nas amostras, a
atividade humana no entorno do rio, o despejo de efluentes da suinocultura e
esgoto doméstico. As plantas de milho submetidas aos tratamentos com o0s
efluentes, quando comparadas com o controle agua, apresentaram um aumento
significativo na biomassa, porém as maiores concentracdes do efluente impediram
a germinacgéo das sementes. Possivelmente 0 excesso de K e Na pode ter causado
estresse hidrico nas sementes, impedindo a germinagcéo e desenvolvimento das
plantas, nas quais a diluicdo do efluente reduziu os efeitos do excesso de K e Na
e, consequentemente, reduziu a disponibilidade de outros nutrientes essenciais
para as plantas de milho.

Palavras-chave: Lagoa de Estabilizacao « Allium cepa * Lactuca sativa * Zea Mays
* ciclo celular



ABSTRACT

The inadequate management of residues from swine production can cause
contamination of water courses, soil and air, representing a risk to the environment.
The objective of this work was to evaluate the environmental risk of the raw residue
and effluent from the stabilization pond of swine biodigester, to evaluate the reuse
of the effluent from the stabilization pond as a biofertilizer and the quality of water
samples from the Santa Maria do Doce River, in the around the pig farm. The
effluents from the swine biodigester (raw and stabilization pond waste) and river
water samples were collected in the municipality of Santa Tereza-ES, Brazil. From
these samples, chemical characterization and laboratory tests were carried out.
Dilutions were carried out from the pure effluents (C1), and successive reductions
were made in the amount of effluent, 50% (C2), 25% (C3), 12.5% (C4), 6.25% (C5),
3.12% (C6), 0.78% (C7) and 0.39% (C8). The river samples were collected in two
campaigns (highest and lowest rainfall), in 3 sampling stations: upstream from the
swine farm (EAL), close to the swine farm (EA2) and downstream from the swine
farm (EA3). Seeds of Lactuca sativa and Allium cepa were germinated in the
treatments, and the following parameters were evaluated: germination, root growth,
evaluation of toxicogenetic potential and analyzes of the activity of enzymes SOD,
CAT, GST and gquantification of GSH and LPO. Dilutions from the stabilization pond
were used to evaluate the effluent as a biofertilizer in corn plants, through gas
exchange and growth analyses. For this evaluation, two controls were used: a
treatment containing only water and a treatment with commercial fertilizer. All data
were submitted to ANOVA, followed by the Kruskal Wallis or Tukey mean test
(p<0.05). The results demonstrate that the two effluents inhibited the germination of
L. sativa and A. cepa, in addition to reducing root growth, and promoting higher
frequencies of chromosomal alterations in the other concentrations. The observed
damages are possibly related to the heavy metals found in the studied samples. The
river samples showed a reduction in the mitotic index in EA2 and EA3 (second
campaign) in A. cepa compared to the negative control. And in both models, there
was an increase in chromosomal alterations (EA2 and EA3). The damages
observed are possibly related to the excess of aluminum found in the samples,
human activity in the surroundings of the river, the dumping of effluents from pig
farming and domestic sewage. The maize plants submitted to treatments with
effluents, when compared to the water control, showed a significant increase in
biomass, but higher effluent concentrations prevented seed germination. Possibly
the excess of K and Na may have caused water stress in the seeds, preventing
germination and development of plants, in which the dilution of the effluent reduced
the effects of excess K and Na and, consequently, reduced the availability of other
essential nutrients for the corn plants.

Keywords: Stabilization pond  Allium cepa ¢ Lactuca sativa « Zea Mays - cell cycle
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente necessidade de uma maior producdo de alimento gera o
aumento de residuos produzidos pela agroindustria. A suinocultura pode ser
considerada uma atividade agropecuaria problemética quando considerada a
questdo de producdo de residuos. Essa atividade € reconhecida como grande
potencial poluidor, devido ao efluente final gerado em forma liquida, com elevada
carga de matéria organica, nutrientes e metais pesados, principalmente Cu e Zn
(STEINMETZ et al., 2009) provenientes de fezes, urina, restos de racao e agua dos
bebedouros e usada na limpeza das granjas (KUNZ et al., 2009; VIANCELLI et al.,
2012).

A digestdo anaerobica é considerada uma forma de destinar os residuos e
produzir energia, realizando a decomposicdo da matéria organica complexa em
substancias soluveis e produzindo metano e COz, reduzindo a emisséo de residuos
(WAINAINA et al., 2019). Apesar dos residuos passarem pelo processo de digestao
anaerobica, um volume final elevado ainda é produzido. Uma maneira eficaz de
realizar o reaproveitamento desse efluente se da pelo seu uso na fertirrigacdo de
lavouras, uma forma de aproveitar os nutrientes presentes nesse residuo,
resultando na reducdo do custo com fertilizantes convencionais (FACTOR et al.,
2008; FREITAS et al., 2015; MENEGHELLI et al., 2016). Destaca-se o uso de
biofertilizantes em culturas como feijao, soja e milho (QUEIROZ et al., 2004), o que
contribui para o desenvolvimento das raizes (SOUSA et al., 2014), melhorando a
absorcdo de agua e nutrientes pela planta (APARECIDO et al., 2017). Como
resultado, observa-se um bom desenvolvimento vegetativo, proporcionando uma
maior producéo da planta (APARECIDO et al., 2015).

Apesar de todas as vantagens do uso como biofertilizante, deve se levar em
consideracdo os problemas que os efluentes de suinocultura podem ocasionar
guando descartados de forma errdnea. Este efluente possui uma grande
guantidade de contaminantes organicos, minerais e hormonios. O despejo do
efluente diretamente em corpos d’agua e sem um tratamento adequado, pode
prejudicar o meio ambiente, ocasionando a degradacdo da qualidade da agua,
poluindo o solo usado na agricultura e afetando 0s ecossistemas aquaticos
(CHENG et al., 2020).

Dessa forma, torna-se importante a avaliacdo do risco toxico desse tipo de

efluente, principalmente no que diz respeito a organismos expostos a poluentes
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(bioindicadores), utilizando testes em sistemas biolégicos (biomarcadores), que
propiciam promissoras ferramentas para a identificagcdo de poluentes capazes de
causar danos a saude humana e ao ambiente (SILVA et al., 2003). A utilizacéo de
bioensaios vegetais tem o intuito de monitorar o risco toxico para analises de
toxicidade e bioindicagcdo de poluentes ambientais como residuos industriais,
agrotoxicos e metais pesados (SILVEIRA et al., 2017).

Uma avaliacao toxicoldgica utilizando os bioensaios, possibilita avaliar a
acao genotoxica dos efeitos da exposicdo do material genético ao contaminante
mediante a avaliagdo de mutacdo génica, dano cromossomico ou lesdo no DNA
(VALENTE et al., 2017). De forma complementar, torna-se importante estudos
simultaneos da resposta do sistema antioxidante e trocas gasosas das plantas, pois
0 excesso de metais pesados, podem levar a modificacbes no metabolismo de
plantas, na qual mecanismos fisiologicos toleram o acumulo de metais, reduzindo
a producao de biomassa (KIM et al., 2019). Dessa forma, ha o melhor entendimento
acerca do efluente e possibilitando ideias e solu¢des para o reuso adequado do

mesmo.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar o risco ambiental do residuo bruto e do
efluente da lagoa de estabilizacdo de biodigestor da suinocultura, avaliar a
reutilizacédo do efluente da lagoa de estabilizacdo como biofertilizante e a qualidade

das amostras de agua do rio Santa Maria do Doce no entorno da granja de suinos.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a composi¢cao quimica do residuo bruto e o do efluente da lagoa de

estabilizacdo do biodigestor da producao de suinos;

Avaliar diferentes dilui¢cdes do residuo bruto e do efluente da lagoa de estabilizacéo
do biodigestor de suinocultura, por meio de testes toxicogenéticos e biomarcadores

bioguimicos, nos modelos vegetais Allium cepa e Lactuca sativa;

Avaliar o uso do residuo da lagoa de estabilizacdo do biodigestor de suinocultura
como biofertilizante por meio analises de crescimento e trocas gasosas em plantas

de milho;

Avaliar a qualidade das amostras de agua do rio Santa Maria do Doce, no entorno
da granja da suinocultura, por meio de parametros abiéticos, testes toxicogenéticos

e biomarcadores bioguimicos, nos modelos vegetais Allium cepa e Lactuca sativa.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Suinocultura

4.1.1 Economia e producéo de residuos

A suinocultura possui uma grande importancia no mercado mundial, sendo
a carne suina a segunda proteina mais consumida no mundo, perdendo apenas
para os pescados. O consumo de carne suina pela China é responsavel por 50,7%,
enquanto a Unido europeia e Estados Unidos da América, sdo responsaveis por
19,1% e 8,5%, respectivamente, de toda carne suina produzida no mundo
(GUIMARAES et al., 2017). O mercado para carne suina apresenta- se promissor,
tanto para o mercado internacional quanto para o Brasil que € um dos maiores
produtores e exportadores mundiais da proteina (MAPA, 2020).

O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial na producao e exportacao
de carne suina e, apenas no primeiro semestre de 2020, as exportacdes
movimentaram mais de 1 bilh&o de ddlares, ficando atras apenas da China, Unido
Europeia (EU) e Estados Unidos da América (EUA) (BIASI et al., 2018; MAPA,
2020). Os estados brasileiros com maior producdo de suinos sdo Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Norte, sendo que grande parte da producao ainda esta
associada a agricultura familiar em pequenas propriedades rurais (MAPA, 2015).
Devido a preocupacdo mundial com o bem-estar animal, cada vez mais a
suinocultura depende de um conjunto de insumos como, racdes, vacinas,
melhoramento genético, equipamentos, instalacdes e medicamentos, bem como a
mecanizacéo das granjas (GUIMARAES et al., 2017).

Apesar da grande importancia econdmica da suinocultura para diversos
paises, existem os problemas ambientais atrelados a producao que é considerada
pelos orgdos de fiscalizacdo e controle ambiental como uma atividade de alto
potencial poluidor, gerando diversos impactos ambientais, principalmente
associados a agua e ao solo em casos de manejo inadequado (BARROS et al.,
2019; DOS SANTOS; DOS SANTOS, 2021). Os dejetos da suinocultura podem
apresentar um potencial poluidor de até 260 vezes maior quando comparado com
o esgoto doméstico (MARTINKOSKI et al., 2017).

Como a producdo de carne suina brasileira propende a um aumento na
producdo, faz-se necessario medidas de sustentabilidade, priorizando a

biosseguranga, a sanidade, o bem-estar animal, o uso consciente de
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antimicrobianos e o investimento em méao de obra qualificada (BARROS et al.,
2019). Apesar desse subproduto da produgéo possuir uma grande quantidade de
nutrientes importantes para cultivos vegetais, ele pode se tornar um fator poluidor
devido o manejo incorreto, havendo a necessidade de um tratamento adequado
antes da utilizacdo desses dejetos (ANIS et al., 2020; BARROS et al., 2019; DOS
SANTOS; DOS SANTOS, 2021).

Portanto € necessario que haja um processamento, ou um descarte
adequado dos residuos ao longo do processo produtivo, a fim de reduzir o volume
final de residuos (FATMA, 2014). Desse modo, o volume final de dejetos terd uma
relacdo direta com a quantidade da agua perdida nos bebedouros, bem como a
guantidade de agua utilizado na higienizacao das granjas e na agua disponibilizada
para o banho dos animais (BARROS et al., 2019). Além disso, 0 processo produtivo
carece de uma preocupacdo na qualidade final de residuos porque, muitas vezes,
a composicdo e concentracdo de nutrientes esta relacionada a alimentacédo dos
suinos, classificada como fonte poluidora em que o balanceamento nutricional,
atrelado a estratégias nutricionais, diminuem a concentracao de nutrientes com alto
potencial poluente como nitrogénio e fosforo, além de diminuir a disponibilidade de
metais pesados, como zinco e cobre, proporcionando um menor impacto ambiental
(GENOVA et al., 2015).

4.1.2 Biodigestores

A producdo de suinos gera uma grande carga de dejetos formados
principalmente por fezes, urina, restos de racdo, agua dos bebedouros e da limpeza
da granja. A quantidade de dejetos depende muito do sistema de criagdo, dos
fatores ligados a raca, do sexo e do tamanho dos animais, bem como o tipo de
alimentacdo que os suinos recebem (DA ROS et al., 2017; GENOVA et al., 2015;
RIZZONI et al.,, 2012). Em concordancia com esses fatores, os oOrgaos de
fiscalizacdo e controle ambiental classificam a suinocultura como uma atividade
com alto potencial poluidor, exigindo o uso de sistemas de tratamento dos dejetos
para diminuir os riscos e impactos ao meio ambiente (BARROS et al., 2019).

Parte dos impactos provocados pela suinocultura resulta da falta de manejo
adequado dos rejeitos solidos e liquidos produzidos pela atividade como, por

exemplo, a producéo de efluentes com alta carga organica, que muitas vezes é



23

lancada diretamente nos mananciais de agua e podendo até mesmo entrar em
contato com os lencdis freaticos e acarretar a poluicdo em torno da granja
(CARVALHO et al., 2015).

Por outro lado, estes dejetos representam potencial fonte de energia
aproveitavel, reduzindo o despejo de residuos no ambiente e permitindo o acesso
a fontes de energia de baixo custo (WINCKLER et al., 2017). A utilizacdo de
tecnologias que permitem o reaproveitando dessas fontes de energia vem sendo
desenvolvidas e utilizadas como forma de promover a sustentabilidade econémica
e ambiental da atividade (ANIS et al., 2020).

Uma alternativa para o tratamento dos dejetos da producdo de suinos é a
biodigestdo anaerdbica que se refere ao processo de decomposicdo da matéria
organica por meio de bactérias presentes nas fezes dos animais (KLEINSTEUBER,
2014). O funcionamento do biodigestor anaerdbico consiste na canalizacdo dos
dejetos em uma camara de fermentacdo subterrdnea revestida por material
impermeavel. Sendo formada por duas partes (Figura 1): uma camara fechada,
onde ocorre a digestdo da biomassa, e um gasémetro ou campanula onde é
armazenado o biogas (KUNZ et al., 2005; SALES FILHO, 2014).

Com o processo de digestdo anaerodbica, € possivel obter subprodutos com
grande potencial econbmico para as propriedades rurais como o biofertilizante rico
em nutrientes e o biogas (SILVA, 2016). Além disso, o biodigestor torna-se uma
importante ferramenta ambiental, reduzindo a carga de matéria organica dos
efluentes, além de controlar a proliferacdo de moscas com a reducdo de odores,
bem como, reduzindo a emisséo de diéxido de carbono (CO2) e metano (CHa4) na
atmosfera (MARQUES et al., 2014). Ao fim do processo de biodigestdo, os
efluentes sdo armazenados em lagoas de estabilizacdo com a funcéo de reduzir a
carga de matéria organica e decantar os solidos em suspensédo para que, enfim,
ocorra a destinacdo adequada do efluente final. Apesar de possuirem baixo custo
de manutencéo e operagao, as lagoas de estabilizacdo demandam uma grande
area para sua construgdo (MARA, 2004; VON SPERLING, 2002).

O biofertilizante, produto final do biodigestor, € utilizado pelos produtores
rurais na fertirrigagdo. Além do retorno financeiro que reduz os custos com
fertilizantes convencionais, o biofertilizante acarreta beneficios ao meio ambiente
(MAPA, 2016). De acordo com Brunetto et al. (2012), pode ocorrer um aumento da

capacidade de troca cationica do solo, melhorando as propriedades fisicas, fisico-
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guimicos, quimicas e bioldgicas do solo, bem como podem causar o acumulo de
nutriente no solo, pois, muitas vezes, a concentragdo de nutrientes esta acima da
capacidade de absorcdo das plantas (CERETTA et al., 2003; STEINER et al.,
2011).
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Figura 1: Biodigestor Modelo Fluxo Tubular — Fluxo pistdo (Plug Flow) — modelo Canadense. (A)
Detalhe do Corte A-A do biodigestor; (B) Imagem externa de um biodigestor (C) Caminho que os
dejetos percorrem no biodigestor. Fonte: DE LIMA, 2011.

Apesar dos aspectos positivos, € preciso ter cautela no uso desse efluente
como biofertilizante, pois 0os mesmos possuem alta variabilidade em sua
composicao quimica (DOS SANTOS; DOS SANTOS, 2021; VELOSO et al., 2018),
e a possibilidade de salinizacdo do solo, uma vez que 0 uso excessivo do efluente
do biodigestor pode aumentar o pH do solo, bem como promover o desequilibrio da
microbiota e, até mesmo, contaminar o lencol fredtico (DOS SANTOS; DOS
SANTOS, 2021) principalmente, devido a alta carga de metais pesados que esse
tipo de efluente geralmente possue (VARDHAN et al., 2019). O acumulo de metais
pesados nas plantas interfere em seus processos fisioldgicos, principalmente
relacionados ao seu metabolismo, reduzindo a capacidade de acumular biomassa

e o desenvolvimento adequado a espécie (KIM et al. 2019).
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4.2 Rio Santa Maria do Doce e Parametros Abidticos

A bacia hidrografica do rio Santa Maria do Doce esta situada na regiao
centro-norte do Estado do Espirito Santo, Brasil. Sendo um afluente direto do Rio
Doce, abrangendo os municipios de Santa Tereza, Sdo Roque do Canaa e
parcialmente o municipio de Colatina, totalizando uma area de drenagem de
aproximadamente 935 km?. O rio Santa Maria do Doce nasce na Serra do Gelo, a
1000 metros de altitude, no municipio de Santa Tereza e percorre cerca de 93 km,
atravessando os municipios de Sdo Roque do Canad, até a desembocadura no Rio
Doce, no municipio de Colatina. Durante o percurso, ocorre a drenagem de seus
principais afluentes: os rios Vinte e Cinco de Julho, Mutum, Cinco de Novembro,
Taboca, Perdido e Santa Julia, e os corregos Caldeirdo, Serra dos Pregos, Santo
Hilario, do Gelo, da Onc¢a e Senador (PAHR, 2010).

As aguas do rio Santa Maria do Doce sédo utilizadas principalmente para
irrigacdo da agricultura, representando 93% do uso da &gua, principalmente, nas
lavouras de café, hortalicas, entre outras culturas; o abastecimento humano
responsavel por apenas 4%; 0 uso por animais e industrias sdo pouco expressivas
(MENEGHELLI et al., 2016; PARH, 2010).

Acdes antropogénicas, agropecuaria, silvicultura e o extrativismo mineral
vem afetando a qualidade e disponibilidade da agua (FERREIRA et al., 2012).
Segundo Pahr (2010), ao longo do curso do rio, h4 predominio de areas
antropizadas com escassez de cobertura vegetal nas margens do rio, desde o
distrito de Alto Santa Maria até a confluéncia com o rio Doce em Colatina. A acao
humana em torno do rio agrava a poluicdo do rio Santa Maria do Doce e de seus
efluentes, principalmente, devido ao lancamento de esgoto doméstico e efluentes
industriais como de alambiques, na producéo da cachaca (FERREIRA et al., 2011).
H& também o uso indiscriminado e abusivo de agroquimicos na producao agricola,
como por exemplo na cultura de café e olericolas, principalmente, nos municipios
de S&do Roque do Canaa e de Colatina, onde os agroquimicos acabam sendo
lixiviados para o leito do rio e de seus efluentes (PAIXAO et al., 2015).

Estudos de monitoramento do rio Santa Maria do Doce, realizados por Vieira
(2020), apresentam resultados que evidenciam a fragilidade do rio, estando
diretamente relacionado com o tipo de solo e cobertura vegetal das margens do

mesmo, evidenciando a existéncia de locais mais suscetiveis aos processos de
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erosao e perda de solo, demandando maior atencdo. Paixdo et al. (2015), relatam
gue grande parte do leito do rio Santa Maria do Doce se encontra contaminado,
considerado inviavel que essa agua seja utilizada para o consumo humanao.

Existem diferentes metodologias para avaliacdo da qualidade da agua do rio,
dentre eles h& os parametros fisicos e quimicos por fornecerem, de forma rapida,
resposta acerca da situacdo do rio (CAMPOS, 2009). As analises dos fatores
abidticos tém como objetivo quantificar os elementos i6nicos presentes nas
amostras de agua e relacionar os efeitos da presenca dos mesmos com questées
ambientais, comparando os valores encontrados com padrdes que as agéncias
ambientais determinam (PARRON et al., 2011). Destaca-se entre os parametros
fisicos a condutividade elétrica e soélidos (totais, volateis e sollveis); assim como o
pH e a presenca de metais sao classificados como parametros quimicos (CAMPOS,
2009).

A condutividade elétrica € a capacidade da amostra em conduzir uma
corrente elétrica. Quando maior a concentracdo de ions, maior a condutividade.
Sendo assim, em aguas limpas, maior é a resisténcia e menor a condutividade. Isso
€ utilizado como parametro para avaliacdo de poluicdo em ambientes aquaticos,
entendendo-se que quanto maior a condutividade elétrica, maior a fonte de despejo
poluentes no rio. Diversas substancias organicas sao ionizaveis, podendo favorecer
no aumento da condutividade da amostra (ESTEVES, 2011). A analise de soélidos
representa toda matéria contida na agua, podendo ocorrer por processos naturais
como erosao e matéria organica natural do meio, ou por processos antropogénicos,
devido o lancamento de efluentes, esgoto doméstico e lixos sélidos (FUNASA,
2014). O excesso de solidos nos corpos d’agua pode ocasionar prejuizos ao
funcionamento da ecologia do rio, bem como prejudicar a vida dos organismos
nesse ecossistema (ANA, 2017).

A importancia de avaliar o pH se justifica devido os efeitos que o0 mesmo
imp0&e sobre a fisiologia dos organismos de ecossistemas aquaticos, podendo atuar
nos processos de permeabilidade das membranas, intervindo nas trocas ibnicas
entre a célula e o meio (SILVA, 2012). A presenca de metais em amostras de rio,
intervém, principalmente, na vida dos organismos aquaticos, pois 0S mesmos
absorvem e acumulam, por meio da superficie do corpo, estruturas respiratdrias ou
alimentacdo, interferindo na produtividade de plantas e animais, além de causar

doencas em humanos, levando até mesmo a morte (FARIAS, 2014; FERREIRA et
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al., 2010). Um dos fatores agravante da presenca dos metais denota da sua alta
toxicidade por ndo serem degradaveis e se acumularem nos componentes do meio
(VOIGH-T et al., 2016).

4.3 Modelos Vegetais

4.3.1 Lactuca sativa e Allium cepa: Toxicogenética e Biomarcadores Bioquimicos

Os bioensaios em modelos vegetais possuem diversas vantagens,
principalmente devido ao amplo campo de avaliacdo do potencial toxico de diversos
poluentes ambientais, em diferentes aspectos de organizacdo, como bioquimico,
fisiolégico, celular e até a nivel de DNA (SILVEIRA et al., 2017). Estudos
ecotoxicolégicos propéem o uso de bioensaios, teste de toxicidade com organismos
vivos, destacando a avaliacdo genotdxica que avalia os efeitos nos organismos
teste expostos a determinado poluente por meio da avaliacdo mutagénica,
alteracdes cromossémicas e lesdes no DNA (VALENTE et al., 2017). Assim, os
bioensaios volta-se para a avaliagdo de citotoxicidade que avalia a acao de
determinado agente quimico nos processos metabdlicos das células, analisando
possiveis intervencdes no crescimento, ou multiplicacdo celular, promovendo até
mesmo a morte celular (ABREU, 2008), o que possibilita elucidar a relagéo entre
0s poluentes quimicos com o ambiente, onde esses poluentes sao liberados, e a
biota local. Sendo importante a realizacao desse tipo de estudo para evidenciar 0s
potenciais riscos dos contaminantes a biodiversidade, assim como propor medidas
para atenuar os possiveis impactos (CARVALHO; PIVOTO, 2011).

A avaliacdo do ciclo celular pode trazer diversas respostas, até mesmo
indicar o mecanismo de acdo da substancia de interesse nas células. Podendo ser
de dois tipos, a acao clastogénica, na qual ocorre guebra do cromossomo, origina
danos como pontes e fragmentos cromossomicos; a acao aneugénica, definida por
segregacao anormal dos cromossomos, da origem a alteragcbes como perdas
cromossOmicas, aderéncia cromossdmica, c-metafase, multipolaridade e atrasos
na segregacao cromossomica (Figura 2) (FREITAS et al., 2016; LEME; MARIN-
MORALES, 2009).



28

Figura 2: Fases do ciclo celular e aberragdes cromossémicas observadas em células meristematicas
de Allium cepa expostos aos agentes quimicos. (A) Metafase normal; (A1) Metafase com quebra
cromossdmica; (A2) C-metafase; (A3) Metafase com perda cromossdmica; (A4) Célula binucleada
em metéafase; (A5) Metafase com aderéncia cromossémica; (B) Anafase normal; (B1) Anafase com
ponte cromossémica; (B2) Anafase com quebra cromossdmica; (B3) Anafase com perda
cromossémica e ponte; (B4) Anafase com perda cromossdmica; (B5) Anafase multipolar; (C)
Tel6fase normal; (C1) Tel6fase com ponte cromossdmica; (C2) Teléfase com a perda cromossémica
e ponte; (C3) Tel6fase com quebra cromossbémica; (C4) Tel6fase multipolar; (C5) Tel6fase Multipolar
com ponte cromossOmica. (Leme; Marin-Morales, 2009).
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A formagéo do fuso mitético durante o ciclo celular é passivel de sofrer
intercorréncias como alteragbes na polimerizagdo, despolimerizacdo dos
microtubulos e a ndo ligagdo dos mesmos aos Cromossomos na regiao
centromérica. Como consequéncia, afetam a segregacdo dos cromossomos para
as células filhas, ocasionando a formacdo de células poliploides; originam C-
metéfases devido a interrupcao do ciclo celular em metéfase; anafase multipolar ou
segregacao anormal/tardia dos cromossomos/cromatides em anafase/telofase
(FERNANDES et al., 2019; FREITAS et al., 2016).

Segundo Fernandes et al. (2007) o descontrole na divisdo celular pode
ocasionar alteracdes nucleares e, consequentemente, a formacdo de células
polipldides e a eliminacdo de parte do material genético celular, ocasionando a
formacéo de anomalidades nucleares. Alteracfes nucleares sdo caracterizadas por
alteracbes morfoldgicas no nudcleo interfasico, resultantes da acgdo téxica de
compostos. S&do importantes quando analisadas em conjunto com as alteracdes
cromossOmicas, possibilitando uma avaliacdo confiavel dos mecanismos de acdo
do composto, em relacdo aos danos causados no DNA dos organismos testes
(LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Dentre os modelos vegetais mais utilizados em avaliagdes de toxicidade e
genotoxicidade destaca-se o Allium cepa com crescimento radicular rapido que
permite a investigacdo da toxicidade pela inibicdo do crescimento radicular
(DORNELLES et al., 2017), assim como a presenca de cromossomos grandes e
em numero reduzido (2n=16), propiciando a deteccdo de alteracdes
cromossOmicas e nucleares (genotoxicidade e mutagénicidade) e distlrbios na
proliferacéo celular (citotoxicidade). A. cepa ainda apresenta elevada sensibilidade
em detectar a acdo de diversos agentes quimicos e ambientais, como: metais
pesados, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, residuos industriais e
domésticos, extratos biologicos, entre outros (BIANCHI et al.,, 2015; FIRBAS;
AMON, 2013; GALTER et al., 2021; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Logo, este
bioindicador pode ser utilizado tanto para estudos de mecanismos basicos quanto
para indicacdo de efeitos ocasionados por produtos quimicos (FISKESJO, 1985).

Outro modelo que vem ganhando destaque é a Lactuca sativa, usado como
indicador de fitotoxicidade devido a sua alta sensibilidade aos fatores externos,
além de possuir cromossomos relativamente grande e em ndmero reduzido

(2n=18), facilmente observados em microscopia de luz, possibilitando a avaliagao
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dos potenciais citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos. Ademais, apresenta grande
namero de sementes, alta taxa de germinacao, facil manuseio e baixo custo para
realizar os experimentos (ANDRADE-VIEIRA et al.,2014; ARAGAO et al., 2015;
ARAGAO et al., 2021; CAMPOS et al., 2008; SILVEIRA et al., 2017).

Os modelos Allium cepa e Lactuca sativa podem ser utilizados de forma
complementar, devido uma maior sensibilidade a fitotoxicidade por parte de L.
sativa, enquanto A. cepa, devido ao tamanho de seus cromossomos, permitem uma
melhor visualizagcdo dos danos genotoxicos e mutagénicos (SILVEIRA et al., 2017).
Trabalhos recentes, com intuito de avaliar poluentes ambientais e a qualidade da
agua de rios, utilizaram Allium cepa ou Lactuca sativa como modelos vegetais,
reiterando a aplicabilidade deles para esse fim, 0 que evidencia a sensibilidade dos
modelos, tanto a agentes com a alta capacidade de causar danos como
agrotoxicos. Também, podem ser utilizados no biomonitoramento de rios, sugerindo
0S mecanismos de acdo de metais pesados por meio de alteragbes citotoxicas,
genotdxicas e mutagénicas (ARAGAO et al., 2019; ARAGAO et al., 2021; GALTER
et al., 2021; MACAR, 2021; SOUZA et al., 2021).

As andlises de biomarcadores bioquimicos sdo importantes ferramentas na
avaliacdo do risco toxico de possiveis poluentes. As espécies reativas de oxigénio
(EROs) séo produzidas constantemente em baixa concentracdo e em diversos
processos do metabolismo da planta, como no cloroplasto, mitocéndria,
peroxissomos, membrana plasmatica, apoplasto e nicleo da célula (GILL; TUTEJA,
2010). Apesar das EROs serem constantemente associadas a danos nocivos aos
organismos, elas possuem importancia como reguladores intrinsecos no decorrer
do ciclo celular (VIVANCOS et al., 2010), havendo uma regulagéo da producéo e
acumulo das EROs no decorrer do desenvolvimento e respostas ao estresse, por
parte do metabolismo da planta (XIA et al., 2015).

O estresse oxidativo em si, € ocasionado em condi¢des estresse biodtico ou
abidtico, resultante de um desequilibrio celular, ocasionado por uma alta produgéo
de EROs em que o sistema antioxidante ndo consegue eliminar o excedente
(GRATAO et al., 2015). Dentre as principais decorréncias do estresse para as
plantas, destaca-se o aumento da proliferacao celular e lesdes celulares, devido a
danos a lipidios, DNA, proteinas e carboidratos, levando até mesmo a morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
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As superoxidos dismutases (SOD) sdo consideradas a primeira linha de
defesa contra as EROs. Elas catalisam a transformacgé&o do superoxido em peréxido
de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2), protegendo as células dos efeitos toxicos
desses radicais, evitando a formacéao do radical hidroxil (OH) (GILL; TUTEJA, 2010;
TAIZ et al., 2017). A catalase (CAT) é responsavel pela inativacdo do peroxido de
hidrogénio formado na conversao do glicolato a glioxalato durante a fotorrespiracéo
e pela decomposicao do peroxido formado na reacdo de oxidacao de acidos graxos
nos glioxissomos. S&o as unicas enzimas que degradam o H202 sem a utilizacao
de redutores celulares e sua atividade cresce linearmente de acordo com a
concentracdo do substrato (SCANDALIOS, 2005; TAIZ et al., 2017).

A glutationa reduzida (GSH) possui um papel essencial ha biotransformacéao
e eliminacdo de compostos quimicos, bem como na defesa de células contra o
extresse oxidativo (HUBER et al., 2008). Além de atuar juntamente com a enzima
glutationa S-transferase (GST), nas quais, podem ser conjugadas a xenobidticos,
gue geralmente sado citotoxicos, produzindo compostos soluveis com toxicidade
reduzida (KREUZ et al., 1996). Ademais, tende-se a peroxidacao de lipidios (LPO),
caracterizada pelo processo pelo qual EROs, radicais livres ou ndo radicais atacam
lipideos poli-insaturados. Estes lipidios possuem duas ou mais ligagdes duplas,
tornando-os propicios a acdo dos radicais livres (BARRERA et al., 2018).

Trabalhos testaram o efeito da agua residuaria da suinocultura no
desenvolvimento e qualidade de mudas de eucalipto (BATISTA et al., 2014), a
toxicidade do residuo em minhocas, por meio da avaliagdo da letalidade, fuga e
reproducao (PANIAGO et al., 2015), avaliagdo da abundancia da diversidade da
meso e macrofauna do solo em duas lavouras de soja que receberam doses do
residuo (MACIEL et al.,, 2017). Assim como, Silva (2020) evidenciou danos
genotdxicos em girinos de duas espécies de ras a curto prazo, além disso, os
autores relatam o potencial citotéxico e genotoxico do residuo da suinocultura em

Allium cepa.

4.3.2 Zea Mays: Andlise de Crescimento e Trocas gasosas

O milho (Zea mays L.) é o principal cereal produzido pelo Brasil, além de ser
um alimento de importante fonte de nutrientes para o mundo (CHIEZA et al., 2017;

HENG et al., 2009). Pertencente a familia Gramineae/Poaceae, do grupo de plantas
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com metabolismo C4, caracterizada por ser uma planta de ciclo anual, com baixo
ponto de compensacdo de COg, alta taxa fotossintética, baixo consumo de agua
para producdo de biomassa e grande potencial produtivo (AZEVEDO NETO;
TABOSA, 2000; BERGAMASHI et al., 2004); além de ser muito utilizado em
diversos ensaios morfofisiologicos como modelo vegetal, devido seu rapido
crescimento (MENCH; MARTIN, 1991; USDA, 2018).

As plantas, dentre elas o modelo vegetal milho, realizam a fotossintese por
meio da absorcao da energia luminosa pelos complexos coletores de luz (Complexo
antena), uma complexa rede de pigmentos incorporados a proteinas, constituindo
o fotossistema. Sintetizando, o fotossistema Il que transfere a energia de excitacao
do complexo antena, iniciando a fase fotoquimica, levando a hidrolise da agua e a
reducdo das plastoquinonas (STIRBET; GOVINDJEE, 2011). A taxa fotossintética
pode ser variavel em diversos aspectos, seja entre espécies diferentes e os
ambientes na qual os organismos estdo presentes, ou fatores intrinsecos da
espécie como idade da folha, a condutancia estomatica e fatores ambientais (luz,
temperatura e agua) (KOZLOWSKI et al., 1991). Dentre os principais elementos da
cadeia transportadora de elétrons, o fotossistema Il € considerado um componente
extremamente sensivel quando exposto a situacdes de estresse bidtico e abidtico,
sofrendo mudancas conformacionais e estruturais com a finalidade de preservar a
sua funcéo (YUSUF et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

Andlises de crescimento associadas a avaliacdo da atividade fotossintética
proporcionam uma visao detalhada das mudancas morfolégicas nas plantas em
funcdo do tempo e avalia até mesmo a producdo fotossintética mediante a
avaliacdo do acumulo de matéria seca (CONCENCO et al., 2011; FALQUETO et
al., 2009). Considerada método de andlise acessivel, de baixo custo e muito
preciso, utilizado para avaliar o crescimento vegetal em multiplas condi¢des de
ambiente de cultivo e manejo.

As analises de crescimento permitem avaliar a produgéo e armazenamento
de biomassa pela planta, e nos diferentes 6rgéos (folhas, caules, flores, raizes e
graos), bem como a area foliar, principal 6rgado responsavel pela fotossintese,
permitindo assim, atribuir a participacdo de cada 6rgdo no desenvolvimento da
planta (ALVAREZ et al., 2012; BENINCASA, 2003, TAIZ et al., 2017). Condi¢des
distintas podem levar & reducdo do crescimento diretamente relacionado a

atividade fotossintética, por isso a importancia de realizar os estudos de trocas
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gasosas e crescimento, afim de avaliar a adaptacéo e estabilidade das plantas em
determinadas condi¢bes ambientais (ANJOS et al., 2014).

Goncalves (2021) relata a avaliagdo do crescimento de plantas de milho
quando submetidos a tratamento de agua residudria da suinocultura, em que foi
observado um aumento da massa seca e na produtividade de graos, sendo que a
diluicdo de 75% da agua residuéria foi considerada a mais apropriada para o
incremento de massa seca e produtividade das plantas. O uso da fertirrigacdo com
agua residuaria de suinocultura associado a um biocarvao, se mostrou relevante
no incremento de nutrientes no solo, nutricdo e desenvolvimento da planta de milho
(DA CUNHA et al., 2019). Alves et al. (2021) avaliaram as trocas gasosas de plantas
de milho tratadas com agua residuaria da suinocultura e verificaram que o residuo
proporciona um maior teor de clorofila a, clorofila b, clorofila total no final do ciclo
do milho, independente da diluig&o utilizada.
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RESUMO

A suinocultura é uma atividade agropecuaria importante na alimentacdo, e na
economia do Brasil e do Mundo. O fato desta atividade produzir residuos com alta
carga de matéria organica e metais, faz com que seja reconhecida como uma
atividade de grande potencial poluidor. O objetivo deste trabalho foi averiguar os
possiveis riscos ambientais que os efluentes bruto (EB) e da lagoa de estabilizacdo
(LE), provenientes do processo de biodigestdo dos efluentes da suinocultura,
podem ocasionar. O estudo foi elaborado por meio da caracterizagcdo quimica e
avaliagdo do potencial toxico de diferentes concentragdes dos dois efluentes, nos
modelos vegetais Lactuca sativa e Allium cepa. Em ambos os modelos, 30
sementes foram germinadas em placas de Petri com papel filtro umedecido com os
diferentes tratamentos cujas diluicbes foram feitas a partir dos efluentes puros (C1),
e diluicbes dos efluentes: 50% (C2), 25% (C3), 12,5% (C4), 6,25% (C5), 3,12%
(C6), 0,78% (C7) e 0,39% (C8). A exposicéao persistiu por 48 horas para o L. sativa
e 96 horas para A. cepa, de acordo com ciclo celular de cada espécie, a 24°C.
Como controle negativo foi utilizado agua destilada e como controle positivo
trifluralina (0,84 gL!). Foram realizadas analises de germinacdo (GR), crescimento
radicular (CR), avaliacdo do potencial citogenotdxico por meio da analise de ciclo
celular e avaliacdo do estresse oxidativo (EO) por meio da atividade das enzimas
superéxido dismutase, catalase, glutationa s-transferase e quantificacdo da
glutationa reduzida e peroxidacéo de lipidios. Os dados foram submetidos ao teste
Shapiro-Wilks verificar a normalidade dos dados, em seguida a analise de variancia
ANOVA e utilizou-se o teste de Kruskal Wallis (P < 0,05), a fim de comparar as
médias encontradas entre os tratamentos. Os resultados da analise quimica
demonstraram altos valores de Cobre, Ferro, Manganés e Zinco, acima dos valores
estabelecidos pelo CONAMA 430/2011 para efluentes. As diluicbes (C1, C2, C3
EB) e (C1 e C2 LE) inibiram a germinagéo de L. sativa e A. cepa, além de reduzir o
CR de outras concentracfes. O indice mitético apresentou reducdo em C5 (EB),
C6 e C7 (LE) de L. sativae C3 e C4 (LE) de A. cepa, com relacdo ao CN. E maiores
frequéncias de alteracdes cromossdmicas foram observadas nos tratamentos de
maiores concentragbes de EB e LE em ambos modelos. Com relagéo ao EO,
apenas algumas concentra¢des do tratamento LE, modelo A. cepa apresentaram
diferenca estatistica em relacdo ao CN. Diante dos parametros analisados, conclui-
se que os danos observados podem ter relacdo com o0s metais pesados
encontrados nas amostras estudadas.

Palavras-chave: Lagoa de estabilizacdo « metais ¢ fitotoxicidade * biomarcadores

bioquimicos  biodigestor.
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ABSTRACT

Pig farming is an important agricultural activity in terms of food, and in the economy
of Brazil and the world. The fact that this activity produces residues with a high load
of organic matter and metals, makes it recognized as an activity with great polluting
potential. The objective of this work was to investigate the possible environmental
risks that raw (EB) and stabilization pond (LE) effluents from the biodigestion
process of swine effluents can cause. The study was carried out through the
chemical characterization and evaluation of the toxic potential of different
concentrations of the two effluents, in the plant models Lactuca sativa and Allium
cepa. In both models, 30 seeds were germinated in Petri dishes with filter paper
moistened with the different treatments whose dilutions were made from pure
effluents (C1), and effluent dilutions: 50% (C2), 25% (C3) , 12.5% (C4), 6.25% (C5),
3.12% (C6), 0.78% (C7) and 0.39% (C8). Exposure persisted for 48 hours for L.
sativa and 96 hours for A. cepa, according to the cell cycle of each species, at 24°C.
As a negative control, distilled water was used and as a positive control trifluralin
(0.84 gL-1). Germination (GR), root growth (CR), evaluation of cytogenotoxic
potential through cell cycle analysis and evaluation of oxidative stress (EO) through
the activity of the enzymes superoxide dismutase, catalase, glutathione s-
transferase and quantification of reduced glutathione and lipid peroxidation. The
data were submitted to the Shapiro-Wilks test to verify the normality of the data,
then the ANOVA analysis of variance and the Kruskal Wallis test (P < 0.05) in order
to compare the means found between treatments. The results of the chemical
analysis showed high values of Copper, Iron, Manganese and Zinc, above the
values established by CONAMA 430/2011 for effluents. The dilutions (C1, C2, C3
EB) and (C1 and C2 LE) inhibited the germination of L. sativa and A. cepa, in
addition to reducing the CR of other concentrations. The mitotic index showed a
reduction in C5 (EB), C6 and C7 (LE) of L. sativa and C3 and C4 (LE) of A. cepa, in
relation to CN. And higher frequencies of chromosomal alterations were observed
in treatments with higher concentrations of EB and LE in both models. Regarding
the EO, only some concentrations of the LE treatment, model A. cepa showed
statistical difference in relation to the CN. Given the parameters analyzed, it is
concluded that the damage observed may be related to the heavy metals found in
the samples studied.

Keywords: Stabilization pond * metals « phytotoxicity * biochemical biomarkers -«
biodigester
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1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca mundialmente na producéo de carne suina, sendo o
quarto maior produtor do mundo (ABPA, 2018). Apesar da sua grande importancia
econdmica, a suinocultura é considerada pelos 6rgdos ambientais como a atividade
agropecuaria com 0s maiores impactos ambientais (RIZZONI et al., 2012). Um dos
principais impactos se deve ao alto consumo de agua no processo produtivo, cerca
de 72,9 litros de agua por dia para cada animal (FATMA, 2014). Além desse
agravante, a suinocultura é reconhecida como atividade de grande potencial
poluidor em razdo de gerar efluentes, geralmente, na forma liquida com elevada
quantidade de matéria organica, nutrientes e metais pesados como Cu e Zn
(STEINMETZ et al., 2009). A concentracdo destes poluentes varia de acordo com
o sistema de manejo adotado (KUNZ; OLIVEIRA, 2006; PERDOMO et al., 2004).

O desenvolvimento tecnoldgico proporcionou a criagdo de tecnologias que
podem ajudar a mitigar os impactos gerados pelos residuos da suinocultura
(BNDES, 2016). Uma dessas alternativas € a biodigestao na qual todos os residuos
gerados pela granja (dgua, fezes, urina e racao) passam por um biodigestor, onde
ocorre o0 processo de fermentacdo anaerdbica da biomassa, gerando, ao final, o
biogas e um efluente bruto (biofertilizante) que, posteriormente, sdo alocados em
lagos de estabilizagdo (BARBOSA; LANGER, 2011; RIZZONI et al., 2012). Apesar
de diminuir a contaminac¢éo do solo, do ar e da 4gua, reduzindo a proliferacédo de
pragas, e de doencas causadas por caréncia de saneamento basico, o efluente
bruto, considerado o produto final da biodigestdo, permanece com teores de
nutrientes iguais ou até maiores que o material antes do processo de biodigestao
(BARBOSA,; LANGER, 2011).

Embora ocorra a minimizagdo dos impactos, os efluentes da biodigestao,
podem causar sérios problemas ambientais, principalmente a contaminacdo de
aguas superficiais e subterraneas, devido ao descarte irregular em rios e lagos, ou
até mesmo pelo lixiviamento de solos adubados com os efluentes, alterando a
composigdo quimica, fisica e inclusive as caracteristicas biolégicas, ocasionando
prejuizos ao ambiente (PERDOMO et al., 2004; KUNZ et al., 2006; BARBOSA,
LANGER, 2011).

Como ferramenta para complementar as andlises fisico-quimicas de
poluentes ambientais, destaca-se o uso de ensaios biolégicos com organismos

modelos que atuam como sistemas bioindicadores de poluicdo e toxicidade
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(BADERNA et al., 2011; SILVA et al.,, 2003). Dentre os organismos teste, 0s
modelos vegetais, apresentam diversas vantagens como baixo custo, rapida
resposta ao teste e a sensibilidade aos poluentes (FISKEJO, 1985), bem como
monitorar o risco toxico para analises de toxicidade e bioindicacdo de poluentes
ambientes, como residuos industriais, agrotoxicos e metais pesados (SILVEIRA et
al., 2017).

Os modelos vegetais, alface (Lactuca sativa L.) e a cebola (Allium cepa L.),
sao utilizados como indicador de agentes mutagénicos devido suas caracteristicas,
de baixo custo e a boa correlacdo com outros sistemas teste (ARAGAO et al., 2019;
LEME; BERNARDES et al., 2019; MARIN-MORALES, 2008; RIBEIRO et al., 2012;
SILVEIRA et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi averiguar os possiveis riscos ambientais que 0s
efluentes bruto e da lagoa de estabilizagdo, provenientes do processo de
biodigestdo dos efluentes da suinocultura, podem ocasionar a0 meio ambiente.
Para tanto, foram realizadas a caracterizacdo quimica e avaliado seu potencial
toxico por meio de testes de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade,
mutagenicidade e biomarcadores bioquimicos de diferentes concentracdes dos

dois efluentes, nos modelos vegetais A. cepa e L. sativa.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e processamento dos Efluentes

O trabalho foi desenvolvido com efluentes oriundos da producéo de uma
granja de suinos, especificamente, residuos que sdo provenientes do biodigestor.
O material analisado foi cedido por uma granja localizada no municipio de Santa
Teresa, interior do estado do Espirito Santo. Foram coletados dois efluentes da
producdo: o residuo liquido que é liberado ap6s o processo de biodigestao,
denominado no trabalho como efluente Bruto (EB); e amostras da lagoa de
estabilizacdo (LE) onde o residuo produzido pelo biodigestor é armazenado.
Amostra brutas de ambos os efluentes foram armazenados para andlises fisico-
quimicas. Para as demais metodologias foram realizadas diluicbes com agua
deionizada, com o intuito de avaliar as respostas dos modelos vegetais. O ponto de

partida das diluicbes foram os efluentes puros (C1l) que sofreram sucessivas
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reducdes na quantidade de efluente: 50% (C2), 25% (C3), 12,5% (C4), 6,25% (C5),
3,12% (C6), 0,78% (C7) e 0,39% (C8).

2.2 Caracterizacdo Quimica

A analise de sdlidos foi realizada conforme Matos (2012) onde as amostras
foram colocadas em cadinhos previamente pesados, com 15 mL dos dois efluentes
(EB e LE). Os mesmos foram levados a estufa a 105 °C e permaneceram até a
evaporacdo de todo liquido (over night). Em seguida, foram resfriados até
alcancarem temperatura ambiente e pesados novamente. Posteriormente foram
calcinados em mufla a 550 °C por 30 minutos, repetindo-se o processo de
resfriamento e pesagem com intuito de obter os resultados de solidos totais, fixos
e volateis.

Para os elementos tracos, os efluentes foram armazenados em frascos de
polietileno, antecipadamente higienizados. Inicialmente as amostras possuiam pH
na faixa de 8,64 de EB e LE, ainda em campo as amostras foram acidificadas com
acido nitrico P.A., alcancando um pH < 2.

As amostras foram submetidas ao procedimento baseado no método U.S.
EPA 200.8. A andlise foi realizada pela técnica de espectrometria de emissao optica
com plasma indutivamente acoplado, por meio de dois equipamentos, o ICP OES
da Thermo Scientific modelo iICAP6000 e ICP MS em aparelho Nexlon 300 D
(Perkin Elmer). Os elementos quantificados foram: Arsénio (As), Béario (Ba), Boro
(B), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Enxofre (S), Estanho (Sn),
Ferro (Fe), Fosforo (P), Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Mercurio (Hg), Niquel (Ni),
Potassio (K), Prata (Ag), Selénio (Se), Sodio (Na) e Zinco (Zn).

2.3 Crescimento e germinacéao

Os modelos vegetais utilizados no estudo foram Lactuca satica L. (Alface)
variedade Mimosa green salad bowl (Feltrin) e Allium cepa L. (cebola) variedade
Baia periforme (Topseed). Os experimentos foram montados em Delineamento
Inteiramente Casualizado, consistindo-se de 5 placas de Petri por tratamento,
sendo cada placa com 30 sementes. Em ambos modelos testados, as sementes
foram germinadas em placas de Petri com papel filtro umedecido com as oito
diluicdes dos dois efluentes. A exposi¢cao persistiu por 48 horas para o L. sativa e
96 horas para A. cepa, ambas mantidas a 24°C com auséncia de luz. Ao fim do
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tempo foi estimado a porcentagem de germinagdo por meio da contagem das
sementes com protrusdo de raiz e em seguida para andlise do crescimento
radicular, realizou-se a medicdo das raizes com o auxilio de paquimetro digital
(mm). Como controle negativo foi utilizado agua destilada e como controle positivo
trifluralina (0,84 gL™?).

2.4 Analises do ciclo celular

Ao término da avaliacdo do crescimento radicular, as raizes utilizadas
anteriormente foram fixadas em fixador Carnoy 3:1 (etanol: 4cido acético), por no
minimo 24 horas. Para o preparo das laminas, as raizes foram lavadas com agua
deionizada, trés vezes por cinco minutos, e submetidas a uma reacao de hidrélise
acida (HCI 1M) a 60 °C por 9 minutos. A hidrélise foi interrompida com agua
deionizada e as raizes coradas em Reativo de Schiff por uma hora, em auséncia
de luz.

Apbés a coloracdo, as laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento utilizando acido acético 45%, sendo posteriormente retiradas por
congelamento em nitrogénio liquido, finalizadas com béalsamo do Canada e
cobertas com laminulas.

Foram avaliadas 1000 células por laminas, considerando cinco laminas por
tratamento, totalizando 5000 células, conforme descrito por Aragdo et al. (2015).
Foram consideradas as seguintes variaveis: indice mitético (IM), a porcentagem de
cada fase da mitose, frequéncia de alteragcbes cromossOmicas (AC%), e
porcentagem de alteracdes nucleares (AN%). Levando em consideragao
cromossomos perdidos, quebrados, aderentes, pontes, c-metafases e nucleos

condensados, como alteracdes.

2.5 Analises de Biomarcadores Bioquimicos

A andlise de biomarcadores bioquimicos foi realizada por meio da
quantificacdo de proteinas totais, enzimas ativadas pela producdo de espécies
reativas de oxigénio (CAT, SOD e GST), concentragdo da glutationa reduzida
(GSH) e taxa de peroxidacao lipidica (LPO). A germinacdo do material vegetal
ocorreu conforme descrito no topico 2.3 e foram utilizadas nas analises ambos
modelos vegetais para os dois efluentes. Para quantificacdo de proteinas totais, o

método de Bradford (1976) foi utilizado, contudo adaptado para microplaca, onde 2
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ML do homogeneizado foi adicionado em 240 pL de Coomassie Blue. A leitura das
amostras foi realizada com absorbancia a A= 595 nm, utilizando-se a albumina de

soro bovino como proteina padréo.

2.5.1 Atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi avaliada por
espectrofotometria, seguindo o protocolo de McCord e Fridovich (1969), que analisa
o radical superoxido gerado por meio do sistema xantina/xantina oxidase e a
reducdo do citocromo c. O extrato foi preparado por meio da maceracao de 0,3 g
de amostra vegetal (raiz), solubilizando-as em 900 pL de tampé&o fosfato com PMSF
(fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. As amostras foram homogeneizadas
(ULTRA- TURRAXR, IKA) e centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a uma
temperatura de 4°C. Ao término, o sobrenadante foi retirado para a realizacéo das
andlises.

A reacao foi realizada em microplacas, onde em cada poco foram
adicionadas 5 uL do sobrenadante com 285 uL de meio de reagao (Xantina 50 uM,
KCN 20 pM, Citocromo ¢ 10 yuM, EDTA 100 yM). Para o branco, utilizou-se 5 pL de
meio de reacdo. As leituras foram realizadas por um minuto, com intervalos de 15
segundos, em espectrofotdmetro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation). A partir
da leitura do branco, determinou-se o volume de xantina oxidase, incidindo em uma
leitura a cada sete amostras. Os resultados foram apresentados por unidade de
SOD, portanto uma unidade de SOD corresponde a quantidade de enzima
necessaria para inibir 50% da reducdo do citocromo c, por minuto, por mg de
proteina a 25°C e pH 7,8.

2.5.2 Atividade da enzima Catalase (CAT)

Para preparar o extrato, foi utilizado 0,29 de amostra vegetal (raiz)
juntamente com 600 pL de solugédo tampao de homogeneizagéo (Tris-base 20 mM,
EDTA 1mM, Sacarose 0,5 M e Ditiotreitol - DTT 1 mM) com PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. Em seguida, foi centrifugado a 9000 rpm a 4°C, por 30
minutos. Ao término, o sobrenadante foi retirado para a realizagdo das analises
posteriores (CAT, GST, GSH e LPO).

A atividade da catalase (CAT) foi analisada por meio do método descrito por
Beutler (1975), no qual a decomposicédo enzimatica de peroxido de hidrogénio é
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mensurada pelo decaimento da absorbéncia a 240 nm. A reagao foi realizada em
microplaca, composta por 15 yL do sobrenadante e 245 yL de meio de reacédo (45
ML de H202, 47 mL de agua destilada e 2,5 mL de tampé&o de reacéo -Tris-base 1
M, EDTA 5 mM). A leitura foi efetuada em espectrofotdmetro (Biomete 3, Thermo
Eletron Corporation), durante dois minutos, com intervalos de 15 segundos. Os

resultados foram expressos em nmol mg* de proteina min-.

2.5.3 Atividade da Glutationa s-transferase (GST)

A atividade da Glutationa s-transferase (GST) foi realizada conforme
metodologia descrita por Habig e Jakoby (1981) com modificagdes realizadas por
Gallagher et al. (1992) que consiste na unidade da atividade da enzima como a
relacdo da taxa inicial da reacéo, com o valor do coeficiente de extincdo molar para
0 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzene Solution (CDNB) de 9,6 mM1.cm, com valor de
absorbancia a 340 nm. Em microplaca foram incorporados 20 uL do sobrenadante
a 235 uL de meio de reagao (tampéao fosfato e CDNB 0,05 M) e 10 yL de GSH a 25
mM. Como branco foi utilizado 15 L de tampao de homogeneizacgao. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation), por

quatro minutos, com intervalos de 30 segundos.

2.5.4 Quantificacdo da Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi quantificada conforme
metodologias descritas por White et al. (2003) e Gallagher et al. (1992). A avaliacao
da concentracdo de GSH foi realizada mediante a separacéo dos dipeptideos, por
meio de centrifugacdo e seguido de reacdo dos complexos dipeptidicos com o 2,3
naftalenedicarboxialdeido (NDA), na qual origina um complexo fluorescente que foi
medido a 528 nm apds excitagdo a 472 nm.

As reacoes foram compostas por 20 uL do sobrenadante e 20 pL de acido
sulfosalicilico (200 mM), e acondicionadas em microplacas de centrifugagéo, onde
permaneceram incubados por 20 minutos. Ao fim do tempo de incubacao, a placa
foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos. Foram transferidos 20 pL do
sobrenadante para microplaca branca e adicionados 180 pL de solugéo
fluorescente (Trisbase 50 mM, NaOH 500 mM e 2,3-naftalenedicarboxialdeido-
NDA 10 mM) e mesma foi incubada por 30 minutos. Para o branco, utilizou-se 20

ML de tampao de homogeneizagdo. Para a constituicdo de uma curva padrao,
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utilizou-se diferentes diluicbes de GSH (40, 20, 10, 5 e 2,5 nM). Com a leitura
realizada em espectrofotometro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation). A

concentracdo de GSH foi expressa uM por mg de proteina.

2.5.5 Taxa de Peroxidacao de Lipidios (LPO)

A avaliagcdo da taxa de peroxidagéo lipidica (LPO) foi embasada no método
de FOX (Ferrous Oxidation / Xylenol Orange Method), descrito por Jiang et al.
(1991, 1992). Este se baseia rapida oxidacdo do Fe*? intermediada por peréxidos
em condi¢des 4cidas, e consequentemente a formacdo do complexo Fe+3-laranja
de xilenol, mediante o estabilizador hidroxitolueno butilado, que absorve luz a 550-
570 nm. A leitura foi feita em microplaca, onde foi disposto 100uL do sobrenadante,
240 uL de meio de reagao e 15 ul de PBS. Para o branco foram adicionados 60 uL
de tampdo de homogeneizacdo. A leitura foi realizada em espectrofotometro
(Biomete 3, Thermo Eletron Corporation).

2.6 Analises estatistica

Os resultados obtidos para os dois modelos vegetais, L. sativa e A. cepa,
foram apresentados em média + desvio padrdo. Com a finalidade de verificar a
normalidade dos dados foi utilizado o teste Shapiro-Wilks, em seguida realizada a
analise de variancia ANOVA e utilizado o teste de Kruskal Wallis (P < 0,05), a fim

de comparar as médias dos tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao Quimica

Os resultados dos parametros quimicos para as duas amostras avaliadas
(EB e LE) estéo representados na Tabela 1 na qual os mesmos sédo comparados
com os valores permitidos pela resolugado CONAMA 430/2011 que dispde sobre as
condi¢Oes e padrbes de langamento de efluentes. Destaca-se 0s elementos cobre
(Cu), enxofre (S), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) que, neste trabalho,
apresentaram valores acima do permitido pela legislacdo sobretudo nas amostras
do EB. Esses resultados sao condizentes com outros trabalhos que relatam a
presenca de metais pesados em efluentes de suinocultura (HUANG et al., 2019;
LIMA et al., 2019; MENEGHETTI et al., 2012; PASSARIN et al., 2016), bem como
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a elevada carga de cobre e zinco, devido a suplementacdo comumente feita na
racao disponibilizada aos animais (MENG et al., 2017; ROSA et al., 2017; XU et al.,
2013). A presenca desses metais nas amostras se da pela dificuldade de remover
0s metais pesados no processo de digestao anaerdbica (WU et al., 2017).

Os elementos fosforo (P), magnésio (Mg), potassio (K) e sodio (Na), nao
possuem padrbes regulamentos por meio do CONAMA. Apesar de nao haver
padrées da agéncia fiscalizadora, € evidente a necessidade de avaliar 0s riscos
desses elementos ao ambiente. Os problemas devido ao acumulo desses
elementos no ambiente vém sendo relatados, como o fésforo que esta diretamente
relacionado com o processo de eutrofizagdo quando lixiviado para corpos d’agua
(GLEBER et al., 2014).

Por meio da avaliagdo dos solidos foi possivel averiguar uma alta carga de
matéria organica, representado pelos sélidos volateis (Tabela 1). A matéria
organica em si € importante para a agricultura, pois atua diretamente, melhorando
as caracteristicas fisicas e quimicas do solo, caracterizando o aumentando dos
valores de pH, diminuicdo da densidade aparente, elevacao da microporosidade do
solo, bem como elevando a taxa de infiltracdo e armazenamento de agua (LUCAS,
2011; SEDIYAMA et al., 2000). Porém, existe os problemas relacionados a essa
elevada carga de matéria organica na suinocultura, principalmente quando
relacionado ao cobre e zinco, devido a sua forte adsorcdo em funcéo do pH elevado
e que, consequentemente, sao retidos pela matéria organica (RAIJ, 1996;
RAMACHANDRAN; D'SOUZA, 1998). Apesar de haver a fixacao desses elementos
na fracao organica do solo, o pH interfere na disponibilidade dos nutrientes para as
raizes das plantas, onde a maior disponibilidade de cobre e zinco é geralmente em
torno de 5,5 a 6,5 (TAIZ et al., 2017).

Foi observado diminuicdo na quantificacéo de alguns elementos (Cu, S, Fe,
P, Mg, Mn, K, Na e Zn) e dos teores de solidos no efluente da lagoa de estabilizacao
guando comparado com os valores observados no efluente bruto. Possivelmente,
devido as caracteristicas funcionais de uma lagoa de estabilizacdo que funciona
como reservatorio de aguas residuais por um longo tempo com o objetivo de
diminuir a carga de matéria organica, nutrientes e patdogenos, devido a interacao de
microrganismos e plantas aquaticas, pois essas promovem a modificagdo quimica
do ambiente aquatico (CORDERO, 2016; GRAY, 2004; MAHMOOQOD et al., 2013).

Li et al. (2019) relatam que o uso de lagoas de estabilizacdo em associacao a
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biofiltros possibilitaram a diminuicdo da concentracdo de nitrogénio e fosforo,

derivados de efluentes da suinocultura.

Tabela 1: Caracterizacéo quimica dos efluentes bruto e da lagoa de estabilizacdo, provenientes do
biodigestor de suinocultura.

Valores maximos

Iiirrzrgﬁfggss’ Efluente Bruto eslgzgi(l)iir:ljgeéo permitidos CONAMA
430/2011
Arsénio (As) 0,0015 mg/L <LQ 0,5 mg/L
Bério (Ba) 0,3019 mg/L 0,0508 mg/L 5 mg/L
Boro (B) 1,1104 mg/L 1,0314 mg/L 5 mg/L
Céadmio (Cd) 0,0015 mg/L <LQ 0,2 mg/L
Chumbo (Pb) 0,0202 mg/L <LQ 0,5 mg/L
Cobre (Cu) 5,8688 mg/L 0,5876 mg/L 1 mg/L
Cromo (Cr) 0,030 mg/L <LQ 1mg/L
Enxofre (S) 45,8780 mg/L 19,5633 mg/L 1 mg/L
Estanho (Sn) <LQ <LQ 4 mg/L
Ferro (Fe) 29,7273 mg/L 2,2563 mg/L 15 mg/L
Fosforo (P) 209,1 mg/L 20,736 mg/L -
Magnésio (Mg) 134,9397 mg/L 9,1040 mg/L -
Manganés (Mn) 3,3049 mg/L 0,3369 mg/L 1 mg/L
Mercurio (Hg) <LQ <LQ 0,01 mg/L
Niquel (Ni) 0,07110 mg/L 0,0454 mg/L 2 mg/L
Potassio (K) 1175,00 mg/L 670,17 mg/L -
Prata (Ag) <LQ <LQ 0,1 mg/L
Selénio (Se) 0,02506 mg/L <LQ 0,30 mg/L
Sadio (Na) 285,51 mg/L 237,02 mg/L -
Zinco (Zn) 15,9013 mg/L 1,8299 mg/L 5 mg/L
Solidos

Sélidos Totais
Solidos Fixos
Solidos Volateis

10876,67 mg/L
6524,44 mg/L
4322,22 mglL

5677,78 mg/L
3764,44 mg/L
1913,33 mg/L

<LQ: menor que o limite de quantificacéo.

3.2 Crescimento e germinacao

O potencial fitotoxico foi observado com a inibicdo da germinacgéo e reducao

do crescimento das raizes em relagdo com controle negativo, nas maiores

concentracdes dos efluentes bruto e da lagoa de estabilizagcdo em ambos modelos



55

vegetais. Em L. sativa, ocorreu a inibicdo da germinacdo nas concentracdes C1,
C2 e C3 em tratamentos com o efluente bruto, e apenas C1 e C2 para o efluente
da lagoa de estabilizacdo. Foi observada uma reducéo da germinacédo em C4 (EB)
e C3 (LE) (Figura 1). O modelo A. cepa apresentou inibicdo da germinacdo nas
concentragcbes C1, C2 e C3 (EB), enquanto nos tratamentos com LE apenas as
concentracbes C1 e C2 apresentaram inibicdo da germinacéo (Figura 1).

O potencial fitotoxico reduziu com o aumento das diluicdes e foi possivel
observar que apenas as concentracdes C4 e C5 (EB), C3 e C4 (LE) em L. sativa
apresentou diminuicdo significativa no crescimento das raizes (Figura 1). Assim
como em A. cepa, foi evidenciado uma reducado significativa no crescimento
radicular, nas concentracées C4 (EB) e C3 (LE) em relacdo ao controle negativo
(Figura 1).

Os resultados observados sugerem que a inibicdo da germinagdo e
crescimento radicular em ambos tratamentos podem estar relacionados com a
presenca de metais pesados nas amostras. A fitotoxicidade dos metais pesados
em plantas foi evidenciada por outros autores, em plantas como Lactuca sativa
(GABUR-GONZALES et al., 2010), Allium cepa (RESENDE, 2018), Phaseolus
vulgaris (LEITE; ZAMPIERON, 2012) e Passiflora alata (FREITAS, 2016).

A toxicidade dos metais sobre as plantas € mensurada em diferentes
intensidades, que podem variar da espécie e 6rgao, ou tecido da planta, bem como
o tipo de metal, a concentracdo dos mesmos e 0 ambiente na qual a planta é
exposta ao metal, variando as condicdes de pH e solo (BENAVIDES et al., 2005;
NAGAJYOTI et al., 2010). Desse modo, é necessario conhecer os riscos dos metais
ao meio ambiente, levando em conta que as plantas podem absorver e acumular
os metais, em folhas e frutos, intensificando as mudancas fisiolégicas e
morfologicas (FREITAS, 2016).

A fitotoxicidade observada também pode estar relacionada com a
guantidade de soédio (Na) encontrado nos efluentes que, possivelmente,
proporciona a fitotoxicidade, principalmente quando se observa a evidente inibicdo
na germinagcdo das sementes em ambos modelos e nas diluigbes onde a
concentracdo dos efluentes € maior. Altas concentracfes de sais ocasionam 0
estresse osmotico, causando desnaturacdo de proteinas e desestabilizacdo de
membranas por meio da reducdo da hidratacdo dessas moléculas. Isso,

consequentemente, pode afetar diretamente a germinacdo das sementes,
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impedindo o desenvolvimento do embrido (LIMA; TORRES, 2009; TAIZ et al.,
2017).

Desse modo, destaca-se a atuacao conjunta, pois o estresse por salinidade
provoca efeitos ibnicos especificos resultando na acumulacéo de ions que alteram
a absorcao de nutrientes, derivando a citotoxicidade (MUNNS; TESTER, 2008;
TAIZ et al., 2017). Segundo Taiz et al. (2017), o Na* desloca o Ca?* de sitios na
parede celular, reduzindo a atividade do Ca?* no apoplasto, aumentando o influxo
de Na+. Essa reducédo de Ca?* no apoplasto, resulta em uma diminuicdo de Ca?*
citosolico, essencial para desintoxicacdo celular e, por consequéncia, o acumulo
evidente de elementos tracos potencialmente téxicos, como Fe, Zn, Cu, Cd, Ni e
As (TAIZ et al., 2017).

3.3 Andlises do Ciclo celular

Foi possivel observar em L. sativa, que os dois efluentes interferiram no
indice mitético das células. Nas concentracbes C5 (EB), C6 e C7 (LE), foi
observado uma diminuicdo significativa em relacdo ao observado no controle
negativo. Nao houve diferenca quando observado as fases da mitose. Em relacao
alteracbes cromossOmicas, houve aumento significativo na porcentagem de
alteracdes nas concentracdes C5 e C6 (EB), e todas as concentracfes da lagoa de
estabilizacdo, com excecdo da C8, quando comparadas ao controle negativo.
Assim, foi possivel notar uma diminuicdo das alteragcdes com o aumento da diluicdo
dos efluentes (Tabela 2).

A. cepa apresentou uma reducdo significativa no indice mitético apenas nas
concentracfes C3 e C4 do efluente da lagoa de estabilizacdo. A fase mitética
profase apresentou diferenca apenas nas concentracdes C6 e C8 do efluente bruto,
e na concentracdo C7 da lagoa de estabilizacdo, assim como na anafase, na qual
0 aumento ocorreu somente na concentracdo C3 (LE) (Tabela 3). As alteracdes
cromossOmicas foram evidenciadas nas duas maiores concentracfes onde houve
germinacado (C5 e C6) nos tratamentos com o efluente bruto, enquanto, na lagoa
de estabilizacdo, as diluicbes que foram significativamente diferentes ao controle

negativo, foram C4 e C6.
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Figura 1: Germinacéao e crescimento radicular de L. sativa e A. cepa em diferentes diluicbes das amostras do biodigestor de suinocultura. As médias
seguidas de (*) diferem estatisticamente do controle negativo a 5% de significancia.
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O indice mitotico, que € a verificacao da atividade de diviséo celular do tecido
meristematico, atua como fator que influencia diretamente no crescimento das
raizes (HARASHIMA; SCHNITTGER, 2010). A reducao do crescimento radicular,
observado no trabalho, pode estar associada a diminuicdo do indice mitético.

Segundo Salehzadeh et al. (2003), a fase de sintese de DNA (S) e o ponto
de checagem G2 sao facilmente alteradas por substancias quimicas que promovem
a producédo de radicais livres, 0 que pode causar danos ao DNA e proteinas. As
alteracdes nas fases da mitose podem ocorrer devido aumento ou diminuicdo da
duracdo delas, muitas vezes causadas pelo acimulo de danos, consequéncia de
modificacdes em proteinas especificas que controlam a transi¢do do ciclo celular
(RAHMAN et al., 2013; ROY et al., 2006).

Ambos modelos vegetais, apresentaram-se sensiveis na avaliacdo de
alteracdes cromossbmicas, evidenciando uma possivel acdo aneugénica dos
efluentes, devido ao alto indice de alteracdes do tipo cromossomo aderentes e c-
metafase (Figura 2). Segundo Palmieri et al. (2014), as alteracdes cromossémicas
e nucleares sdo prejudiciais a célula, podendo desencadear o processo de morte
celular.

As aderéncias cromossomicas sao mencionadas por Fiskesjo (1997) como
resultantes de alteracbes na por¢éo proteica da cromatina que ocasionam lesées
no aparelho mitético do fuso (VENTURA-CAMARGO et al., 2011). A interrup¢do na
polimerizacdo do fuso mitético pode ocasionar uma ligacdo entre 0S cromossomos
e o fuso, impedindo a movimentacdo para os polos, induzindo as perdas
cromossOmicas (SHAMINA et al, 2003), considerada uma anormalidade
irreversivel (FISKESJO, 1988).

Em relacéo a avaliacdo de alteracfes nucleares, apenas o modelo vegetal
A. cepa foi sensivel, ao ponto de apresentar uma diferenca significativa na
concentracdo C3 do tratamento com o efluente da lagoa de estabilizacdo em
relacdo ao controle negativo. Esse tipo de alteracéo € caracterizado por alteragbes
morfolégicas do nudcleo interfasico, muitas vezes, consequéncia da agao toxica de
compostos quimicos. Sendo de grande importancia a avaliagdo juntamente com as
alteracdes cromossomicas, tornando a analise em relagéo aos danos causados no
DNA de organismos teste, mais precisa e assertiva (LEME; MARIN-MORALES,
2009).
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Tabela 2: Alteracdes no ciclo celular em células meristematicas de L. sativa exposta a diferentes diluicdes do residuo bruto e lagoa de estabilizacéo.

N indice mitético ) . ) ; Alteracoes Alteracoes
Concentracbes (IM %) Profase (%) Metafase (%) Anéfase (%) Tel6fase (%) Cromossdmicas Nucleares
(%) (%)
CN 10,60 + 1,21 bcd 55,40+3,89bc 26,25+8,18ab 14,10+8,70bc 10,96 +3,49b 1,02+0,77 a 0+0a
CP 17,46 +1,10d 31,60 + 3,27 a 80,52+ 4,17 c 0,47 +0,76 a 192+229a 79,63+4,19d 0,12+ 0,18 a
C5EB 7,78+1,03 a 62,32+6,49¢c 20,89+1,72a 634+355ab 11,51+570b 10,30+ 3,94cd 0,02+0,04 a
C6 EB 10,62 +0,96cd 48,94+578b 31,67+509bc 12,76+ 2,15 bc 959+168Db 8,54 + 2,61 bcd 0,02 +0,04 a
C7EB 840+1,06ab 46,37+186ab 31,40+2,17Db 1464+ 2,75¢C 8,77+5,53Db 5,72 + 3,25 abc 0+x0a
C8EB 9,04+161abc 46,61+256ab 30,03+3,72b  16,42+4,78¢c 8,77+4,40b 2,49 £ 0,62 ab 0+0a
CN 9,62+0,48bcd 51,41+3,19b 31,98+2,63a 9,78+ 1,67 a 9,04+229a 0,62 +0,57 a 0+0a
CP 14,92 + 3,06 d 13,19+8,49a 79,12+11,77b 545+ 3,21a 4,38+2,63a 72,78 £12,58 d 0+x0a
C4 LE 10,06 £0,86cd 45 7+266ab 33,75+1,40ab 1292+264a 10,41 +2,49 a 10,18 £ 2,44 cd 0+x0a
C5LE 8,6 + 0,64 abc 51,74+ 6,90 b 30,98 £+ 4,02 a 12,52+ 4,17 a 575+ 3,55 a 7,30 + 2,43 bc 0+x0a
C6 LE 8,04+0,92a 52,37+7,33b  30,49+742a 11,52+3,08a 6,03 +2,08 a 7,42 +2,73 bc 0+0a
C7 LE 7,74+ 0,83 a 49,03+7,62b 34,37 £ 8,37 a 11,12+ 2,19 a 6,03+ 4,06 a 6,80 £ 1,37 bc 0x0a
C8 LE 8,36 +1,17 ab 53,22+5,44 b 29,25+283a 11,13+ 4,61 a 7,12+ 1,50 a 5,44 + 1,66 ab 0+x0a

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significAncia, pelo Teste Kruskal Wallis. CN:

controle negativo; CP: controle positivo.
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Tabela 3. Alteracdes no ciclo celular em células meristematicas de A. cepa exposta a diferentes diluicBes do efluente bruto e lagoa de estabilizacéo.

~__ Indice mitético , , , ; Alteracoes Alteracges
Concentracbes (IM %) Profase (%) Metafase (%) Anéfase (%) Tel6fase (%) Cromossdmicas Nucleares
(%) (%)
CN 9,14+1,28b 56,08+526b 18,1+388a 17,74+4,76a 10,41+6,02a 0,67 £0,62 a 0+0a
CP 519+183a 4562+x594a 32,82+856c 11,68%+286a 7,67 +5,00 a 34,61 + 16,02 c 0x0a
C5EB 798+1,14b 49,49+781ab 21,70+6,36ab 17,85+6,49a 12,05+355a 12,03+ 4,20 bc 0,24 + 0,53 a
C6 EB 8,04+1,40b 43,67 +7,06a 26,49+248bc 19,92+223a 10,96+5,22a 10,68+ 2,49 bc 0x0a
C7 EB 8,72+1,14b 49,46+253ab 2356+4,2abc 1893+429a 9,59+503a 4,00 + 1,48 ab 0x0a
C8EB 788+090b 4698+445a 2351+4abc 17,38+48la 1288+395a 4,05+0,92ab 0+0a
CN 9,00£0,80c 50,53+9,10cd 22,91+390a 1958+858bc 8,77+4,60a 0,65+0,92 a 0+0a
CP 7,62+0,87abc 40,19+1,29ab 27,74+551a 2062+7,69bc 12,05+6,38a 26,38+8,11d 0,24+0,29 ab
C3 LE 240+3,09a 59,78+39,64d 12,26+1343a 4,25%+592a 274+422a 544+534abc 1,12+0,74b
C4 LE 738+096ab 50,09+791cd 2211+796a 13,67+21lab 1452+500a 12,63+4,37cd 0,04+0,09a
C5LE 86+193bc 46,92+6,4bcd 20,09+595a 22,00+7,16c 12,88+4,06a 5,82+ 1,94abc 0+0a
C6 LE 7,58+0,99abc 39,10+7,6abc 29,30+11,25a 18,84+6,03bc 13,15+3,3a 8,60+ 3,63 bcd 0+0a
C7 LE 7,74+0,88bcd 36,98+508a 28,05+4,74a 22,61+600c 13,15+4,71a 5,97+1,23abc 0+x0a
C8 LE 782+093bcd 44,44+7abcd 26,21+515a 18,42+4,72bc 1151+3,15a 4,05+1,63ab 0+x0a

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo Teste Kruskal Wallis. CN:

controle negativo; CP: controle positivo.
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Alteracoes cromossémicas em L. safiva: Alteracdes cromossomicas em A. cepa:
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Figura 2: Frequéncia das alteragBes cromossdmicas observadas em células de L. sativa e A. cepa
expostas a diferentes diluicdes do residuo bruto, em relacdo ao total de células em divisdo
analisadas.

possivel observar que o numero das alteragcbes cromossémicas e
nucleares, bem como o indice mitético, apresentaram alteracdes nos tratamentos
com o efluente da lagoa de estabilizacéo, porém essa toxicidade nao foi relacionada
com a concentragdo dos metais, mas aos niveis de estocagem, ou seja, suas
formas de ligagdo a compostos ou tipos de particula (BELADEL et al., 2012; SOUZA
et al., 2015). A efetiva biodisponibilizacdo depende de fatores ambientais como a
composicdo iénica, mudancas de pH e a presenca de matéria organica. Dessa
forma, um metal pode apresentar concentracdo similar em amostras diferentes,
apresentando toxicidade diferente, devido a biodisponibilidade do contaminantes
(BEVILACQUA, 1996; SOUZA et al., 2015).
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3.4 Andlises de Biomarcadores Bioquimicos

A analise do estresse oxidativo foi realizada indiretamente por meio da
guantificacdo da atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST),
concentracdo da glutationa reduzida (GSH) e taxa de peroxidacao lipidica (LPO),
para os dois modelos vegetais (tabela 4).

Os resultados obtidos para L. sativa, explanam que n&o houve diferengca
significativa nas raizes tratadas com o efluente bruto para nenhum biomarcador
bioquimico. Contudo, os tratamentos realizados com o efluente da lagoa de
estabilizacdo, demonstram que, quando comparadas com o controle, a
concentragédo de GSH foi maior nas concentragdes C5 e C8, assim como a taxa de
LPO nos tratamentos C7, diferindo significativamente ao controle.

A. cepa apresentou resultados semelhantes quando analisado os
tratamentos com o efluente bruto, na qual nenhuma concentracdo apresentou
diferenca, nos biomarcadores bioquimicos avaliados, quando comparados com o
controle negativo. Entretanto, nos tratamentos com o efluente da lagoa de
estabilizacdo, quando avaliado a atividade da SOD, observa-se maior atividade em
relacdo ao controle negativo nas concentracbes C3 e C4, assim como esse
aumento na atividade também foi constatado nas diluicées C4, C5 e C6 da GST. A
concentracdo da GSH foi significativa nos tratamentos C5 e C8, notando-se um
aumento da concentracdo da glutationa reduzida. Apenas na atividade da CAT
ocorreu uma reducédo significativa quando comparada ao controle negativo nas
concentragcbes C3 e C7.

O metabolismo antioxidante atua no combate de espécies reativas de
oxigénio (EROs) com um sistema complexo, formado principalmente por diversas
enzimas. Assim, a producdo de EROs ativa os sistemas de defesa das células,
minimizando os danos oxidativos. As enzimas SOD e CAT sé&o consideradas a
primeira linha de defesa (BATISTA-GALLEP et al., 2018; CARVALHO et al., 2012;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), onde a SOD inicia desmutando os radicais
superoéxidos (O27) em peroxido de hidrogénio (H202). Em seguida, ocorre a atuagao
da CAT que consiste em decompor o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(BARREIROS; DAVID, 2006). As Glutationa S-Transferases (GST) sao enzimas
com papel fundamental de protecéo contra o estresse oxidativo, além de catalisar
0 ataque nucleofilico, importante na biotransformacéao e excre¢céo de xenobioticos
(HUBER; ALMEIDA, 2008).
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Existem outros métodos de avaliar o estresse oxidativo como a quantificagdo
da glutationa (GSH) que € um tripeptideo encontrado dentro de células de
organismos aerébicos e que atua como antioxidante diretamente na defesa das
células contra o estresse oxidativo, biotransformando e eliminando xenobidticos
(OSTROWSKI; KISTLER, 1980). E a peroxidacdo da membrana (LPO) avalia o
estresse oxidativo por meio da oxidacdo da membrana celular (SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004).

L. sativa apresentou diferenca estatistica apenas para GSH e LPO, porém
em tratamentos com o efluente da lagoa de estabilizagdo, possivelmente
evidenciando falhas nas enzimas antioxidante, pois 0 mesmo, apresentou danos e
alteracdes de fitotoxicidade e genotoxicidade no material analisado.

As EROs produzidas pelo metabolismo celular podem causar danos a varias
estruturas da célula, como membranas, proteinas e DNA (KOHANSKI et al., 2007;
SALMON et al., 2004). De acordo com Belenky et al. (2013) a producdo de EROs
esta diretamente ligada a fragmentacdo de DNA, induzindo a ruptura da fita dupla
de DNA, o que impede o reparo do DNA lesado, além de outros danos celulares
como até mesmo promovendo a morte celular (DWYER et al., 2012; FOTI et al.,
2012).

O aumento da atividade enzimaticas de SOD e GST, bem como o aumento
da quantificacdo de GSH em diferentes concentracfes tratadas com o efluente da
lagoa de estabilizacdo, evidencia o provavel estresse oxidativo nas raizes de A.
cepa, possivelmente ocasionado devido a presenca de metais pesados em que as
guantidades traco sdo essenciais para 0s mais diversos processos do metabolismo
da planta. Porém, em excesso, eles afetam negativamente o metabolismo vegetal
(HALL, 2002), corroborando com outros autores, que citam a acdo dos metais que
induzem o estresse oxidativo de plantas, seja em plantas medicinais (MALEKI et
al., 2017), leguminosas como Vigna mungo (CHOWRA et al., 2017), em plantas
aguaticas como Lemna minor L. (HOREMANS et al., 2015), bem como nos modelos
usados nesse estudo, a Lactuca sativa (DUARTE, 2017; HAGHIGHI et al., 2010;
HONG et al., 2015) e Allium cepa (COELHO, 2017).



Tabela 4. Andlise de biomarcadores bioquimicos em raizes de L. sativa e A. cepa expostas a diferentes diluicdes do efluente bruto e lagoa de estabilizacao.

Concentracbes SOD (U/mgq) CAT (nM/mg) GST (nM/mg) GSH (umol/mg) LPO (nM/mgq)
Controle Negativo 1,36 +0,2a 27,62+ 17,2 a 21,22+ 13,0a 54,16 + 30,3 ab 20,0+ 10,9 a
C5EB 790+23a 38,32+23,1a 32,28+39a 15,17+70a 28,17+6,2a
C6 EB 421+34a 22,04+0a 46,28 + 20,6 a 1529+0,3a 30,95+0,2a
C7EB 1,15+ 16a 19,87+ 115a 70,13+ 20a 56,54 + 0 ab 49,57+ 186 a
C8 EB 267+23a 28,03+25,1a 39,60+21,1a 76,17 £ 29,3 a 31,28+11,8a
L. sativa .

Controle Negativo 1,36 0,2 a 27,62+ 17,2 a 21,22+ 130a 54,16 + 30,3 ab 20,0+ 10,9 ab
C4 LE 8,58+6,5a 17,12+ 29a 17,03+ 3,6 a 58,49 + 12,0 ab 19,32 +9,2ab
C5LE 225+0,7a 39,81+52a 48,82+ 6,2 a 74,41+0,3b 34,45 + 3,7 abc
C6 LE 8,08+2a 34,89 +16,3a 15,93+4,1a 36,88+ 11,4 ab 15,89+26a
C7LE 0,61+0,3a 39,59 +11,4 a 52,20+ 22,4 a 2553+48a 46,96 £ 8,6 C
C8 LE 246+16a 3501+150a 45,85+ 25,8 a 101,05+54,1 b 43,97 + 25,3 bc

Controle negativo 2061+1,7a 194,83 + 28,6 a 23,21+42a 0,48+0,1a 2855+72a
C5EB 51,41+ 14,1 a 122,54 £ 51,6 a 82,80+123a 1,41 +£0,7a 1445+ 46 a
C6 EB 41,25+110a 111,79+ 33,5 a 52,43+32,0a 1,23+0,3a 17,46 £3,1a
C7EB 28,28+8,3a 102,37 £ 28,7 a 66,62 + 16,5 a 093+0,1a 1534+ 4,7 a
C8 EB 2491+ 20,6 a 139,73 £ 55,8 a 97,44+ 27,6 a 1,27+0,7a 16,71+ 8,6 a

A. cepa .
Controle negativo 20,61+1,7a 194,83+ 28,6 ¢ 23,21 +42a 0,48+0,1a 2855+7,2a
C3LE 67,04 £18,2c 13,09+ 3,1a 65,76 + 26,9 ab 0,75+0,1a 960+16a
C4 LE 39,84 + 0,5 bc 138,16 + 36 bc 84,26 + 12,0 bc 1,18+ 0,1ab 19,12+ 39a
C5LE 20,97 £ 6,45 ab 193,55 + 88,6 bc 135,65+4,7c 234+13Db 27,46 £ 0,7 a
C6 LE 254 +52ab 115,45+ 17,4 abc 84,36 + 12,1 bc 1,14+ 0,2 ab 27,37+6,2a
C7 LE 36,81 + 16,8 abc 84,05+24,4Db 80,31 + 7,4 abc 1,12+ 0,2 ab 2001+26a
C8 LE 21,88+ 7,25a 102,50 + 26,8 abc 36,07 + 18,4 ab 1,75+0,5b 31,81+49a

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo Teste Kruskal Wallis.
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Desse modo, pode-se sugerir que a fitotoxicidade e genotoxicidade
observada, nos dois modelos vegetais e tratadas com os efluentes bruto e da lagoa
de estabilizacdo podem estar atreladas ao estresse oxidativo, possivelmente
ocasionado pelos metais presentes nas amostras, principalmente o zinco e cobre
que, que associados a matéria organica, os torna biodisponiveis, causado

alteracdes nas raizes.

4. CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que os efluentes bruto e da lagoa de
estabilizacdo oferecem riscos ambientais, sendo necessério cautela e
acompanhamento no uso desses efluentes. Principalmente, quando se observa os
altos valores de Cobre, Ferro, Manganés e Zinco, estes acima dos valores
estabelecidos pela legislagdo para efluentes. Os dois efluentes apresentaram
caracteristicas de fitotoxicidade por meio da inibicdo da germinacdo das sementes
e reducdo do crescimento das raizes nas maiores concentracdes em ambos
modelos vegetais, bem como, citotoxicidade e genotoxicidade, respectivamente,
observadas nas alteracdes do indice mitético e alteracbes cromossdmicas nas
maiores concentragcdes. Todas as alteracbes indicam uma alteracdo no
metabolismo dos modelos, evidenciado com a andlise do estresse oxidativo,
avaliado indiretamente pela atividade das enzimas SOD, CAT e GST, e a
quantificacdo da GSH e LPO. Visto que essas alteracbes no metabolismo estao
relacionadas, possivelmente, aos metais pesados encontrados nas amostras,

sobretudo a presenca de zinco e cobre.
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RESUMO

O manejo inadequado dos dejetos suinos pode levar a contaminacdo de cursos
d’agua, lencgois freaticos, solo e ar, representando risco a sustentabilidade e
expansdo da suinocultura como atividade econdmica. Desse modo, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes diluicdes do efluente da lagoa de
estabilizacdo do biodigestor de suinocultura como biofertilizante em plantas de
milho, por meio de andlises de crescimento e trocas gasosas. O efluente foi
coletado na lagoa de estabilizacao do biodigestor em uma granja de suinos situada
no municipio de Santa Tereza, Espirito Santo, Brasil. A partir do efluente puro,
considerado a primeira diluicdo (C1), foram realizadas diluicbes sucessivas
estabelecendo as seguintes dilui¢des: 50% (C2), 25% (C3), 12,5% (C4), 6,25%
(CH), 3,12% (C6), 0,7 8% (C7) e 0,39% (C8). Foram utilizados dois controles: um
tratamento contendo apenas agua (CN) e um tratamento com fertilizante comercial
(Forth, NPK 15-05-10) (CF). As sementes de milho foram germinadas em solo
Latossolo vermelho amarelo distrofico em vasos de 7 litros, seguindo um
delineamento inteiramente ao acaso, em casa de vegetacdo com exposicdo aos
tratamentos durante 31 dias. Foram quantificados os elementos quimicos (Al, B,
Ca, Cu, S, Fe, P, Mg, Mn, K, Na e Zn) nas amostras de solo e efluente de
suinocultura. Foram realizadas andlises de trocas gasosas, obtendo os dados de
assimilacao liquida de CO:2 (A), concentracao intracelular de CO2 (Ci), condutancia
estomatica (gs), transpiracao (E), eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) e razdo entre
concentracdes de CO: intra e extracelular (Ci/Ca). Com as andlises de crescimento,
obteve-se a massa seca total (MST), massa seca da raiz (MSR), da parte aérea
(MSPA), relacdo parte aérealraiz (RPA), razdo massa radicular (RMR) e a razéo da
area foliar (RAF). Os dados foram submetidos ANOVA, seguida do teste de Tukey
(P < 0,05), a fim de comparar as médias entre os tratamentos. Na andlise quimica
do efluente foram observadas concentragdes de nutrientes que supririam a
necessidade das plantas de milho como fésforo e enxofre, mas outros como Ca,
Cu, Mg, Mn e Zn ndo atenderam as necessidades minimas exigidas pelas plantas.
Foram encontrados valores acima do recomendado para plantas de milho, dos
nutrientes S, K e Na. As sementes submetidas as C1 e C2 n&do germinaram. Na
analise de crescimento apenas a diluicdo C6 proporcionou um aumento significativo
na altura das plantas, MSR e MST, em relacao ao controle 4gua. J& na diluicéo C3,
houve aumento significativo em RPA, RMR e RAF em relacéo ao controle negativo.
Para andlises de trocas gasosas foi possivel observar um aumento significativo nos
resultados encontrados em todos os tratamentos nas variaveis Ci, E e Ci/Ca. A
variavel A/Ci apresentou diferenca estatistica quando comparada ao controle agua
na maioria dos tratamentos (exceto C7) reduzindo a carboxilacédo. Possivelmente o
excesso de K e Na pode ter causado estresse hidrico nas sementes, impedindo a
germinacao e desenvolvimento das plantas em C1 e C2. Todavia, a partir das
diluicbes foi observado reducdo dos efeitos do excesso de K e Na, reduzindo
também a disponibilidade de outros nutrientes essenciais para as plantas de milho.

Palavras-chave: Lagoa de estabilizacéo « biofertilizante « area foliar * nutrientes «
transpiracéo
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ABSTRACT

The inadequate management of swine manure can lead to contamination of water
courses, groundwater, soil and air, representing a risk to the sustainability and
expansion of pig farming as an economic activity. Thus, the objective of this work
was to evaluate the effect of different dilutions of the effluent from the stabilization
pond of the swine biodigester as a biofertilizer in maize plants, through growth and
gas exchange analysis. The effluent was collected in the biodigester stabilization
pond in a swine farm located in the municipality of Santa Tereza, Espirito Santo,
Brazil. From the pure effluent, considered the first dilution (C1), successive dilutions
were carried out establishing the following dilutions: 50% (C2), 25% (C3), 12.5%
(C4), 6.25% (C5), 3.12% (C6), 0.7 8% (C7) and 0.39% (C8). Two controls were
used: a treatment containing only water (CN) and a treatment with commercial
fertilizer (Forth, NPK 15-05-10) (CF). Corn seeds were germinated in a dystrophic
red-yellow Latosol soil in 7 liter pots, following a completely randomized design, in
a greenhouse with exposure to treatments for 31 days. The chemical elements (Al,
B, Ca, Cu, S, Fe, P, Mg, Mn, K, Na and Zn) were quantified in the soil and swine
effluent samples. Gas exchange analyzes were performed, obtaining data on net
CO2 assimilation (A), intracellular CO2 concentration (Ci), stomatal conductance
(gs), transpiration (E), carboxylation efficiency (A/Ci) and concentration ratio of intra
and extracellular CO2 (Ci/Ca). With the growth analyses, the total dry mass (MST),
root dry mass (MSR), shoot dry mass (MSPA), shoot/root ratio (RPA), root mass
ratio (RMR) and the ratio were obtained. of the leaf area (RAF). Data were submitted
to ANOVA, followed by Tukey's test (P < 0.05), in order to compare means between
treatments. In the chemical analysis of the effluent, concentrations of nutrients that
would meet the needs of corn plants, such as phosphorus and sulfur, were
observed, but others such as Ca, Cu, Mg, Mn and Zn did not meet the minimum
requirements required by the plants. Values above recommended for maize plants
were found for nutrients S, K and Na. Seeds submitted to C1 and C2 did not
germinate. In the growth analysis, only the C6 dilution provided a significant
increase in plant height, MSR and MST, compared to the water control. In the C3
dilution, there was a significant increase in RPA, RMR and RAF compared to the
negative control. For gas exchange analysis it was possible to observe a significant
increase in the results found in all treatments in the variables Ci, E and Ci/Ca. The
variable A/Ci showed a statistical difference when compared to the control water in
most treatments (except C7), reducing carboxylation. Possibly the excess of K and
Na may have caused water stress in the seeds, preventing germination and
development of plants in C1 and C2. However, from the dilutions, a reduction in the
effects of excess K and Na was observed, also reducing the availability of other
essential nutrients for corn plants.

Keywords: Stabilization pond - biofertilizer « leaf area * nutrients ¢ transpiration
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1. INTRODUCAO

As agroindustrias, de modo geral, produzem quantidade consideravel de
residuos, tanto solidos como liquidos. Grande parte desses residuos séo organicos,
possibilitando a sua reutilizacdo em propostas mais sustentaveis como, por
exemplo, seu uso como fertilizante organico (MARCHI; GONCALVES, 2020),
destacando-se como uma alternativa na substituicdo de fertilizantes quimicos
(SILVA et al., 2019). De acordo com a origem do residuo, a composicdo do
biofertilizante pode variar, diferindo conforme com o método de preparo, tempo de
decomposicdo, micro-organismos presentes, temperatura e pH do composto
(BENEGA et al., 2018; MARROCOS et al., 2012). Muitas vezes, o biofertilizante
contém macro e micronutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento
das plantas (OLIVEIRA et al., 2017), bem como fornece ao solo e as plantas uma
quantidade variavel de nutrientes, promovendo um melhor desenvolvimento.
Quando comparado a fertilizantes industriais, o biofertilizante, ndo favorece o
crescimento vegetativo da planta, porém n&o reduz significativamente a
produtividade final da cultura (DUARTE et al., 2021; ZANUNCIO et al., 2020).

A producdo de suinos, reconhecida por ser uma grande geradora de
residuos liquidos, demanda maior atencao no processamento dos residuos ao final
do processo produtivo, a fim de reduzir o risco de contaminacao do solo e de aguas
superficiais e subterraneas (SANTOS; SILVA, 2018). Todo o volume de residuos
pode ser utilizado na fertilizacdo das lavouras, devido as suas caracteristicas
quimicas, principalmente pela grande quantidade de nutrientes e minerais
essenciais ao desenvolvimento e crescimento das plantas, além de minimizar a
poluicdo provocada pelo descarte irregular do residuo (GOMES et al., 2021). Mas,
seu uso deve ser feito com cuidado, evitando-se possiveis alteracdes nas
caracteristicas naturais do solo, poluigdo dos corpos d’agua por meio da lixiviagao
dos componentes do composto, assim como a polui¢cao do ar pelos gases liberados
na decomposicdo da matéria organica e proliferacdo de micro-organismos,
naturalmente presentes nesse tipo de residuos (SANTOS; SILVA, 2018).

Apesar de todos os beneficios as plantas, faz-se necessario a avaliacao do
biofertilizante, principalmente para determinar uma dose adequada a ser aplicado
em cada cultura, pois, muitas vezes, baixas concentra¢cdes do composto podem
nao atender as necessidades nutricionais basicas da planta. Da mesma forma, em

altas doses, a concentracdo de determinados componentes pode levar a
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intoxicagdo das plantas, reduzindo sua produtividade e até mesmo causando sua
morte (GOMES et al., 2021). Dependendo da composic¢ao do biofertilizantes, muitos
deles possuem grande potencial contaminante, principalmente devido a presenca
de determinados nutriente e metais pesados (RAMIRES et al., 2019), reiterando,
assim, a importancia de determinar a dose adequada a diferentes culturas
(AZEVEDO et al., 2020).

Uma forma de avaliar os efeitos dos biofertilizantes é por meio da analise do
crescimento vegetativo da planta, pois, ao ser tratada com o composto de interesse,
espera-se que ela responda aos efeitos benéficos ou maléficos ao seu
desenvolvimento e crescimento. Sendo assim, a andlise de crescimento permite
esclarecer as condigcbes morfofisiolégicas da planta em diferentes situacoes,
avaliando o crescimento da planta como um todo e a colaboracdo dos variados
orgaos para o crescimento total (BARBERO et al., 2013). Essa avaliacao fisioldgica
auxilia na compreensao de diferengas no comportamento das plantas, provenientes
da capacidade fotossintética, respiracdo, fotorrespiracdo, alocacdo e particdo de
fotoassimilados (PEDO et al., 2013). Desse modo, a andlise de trocas gasosas se
faz importante como forma de auxiliar na compreenséo dos processos fisioldégicos
da planta. Diferentes condicBes levam a reducdo do crescimento vegetativo,
diretamente relacionado a atividade fotossintética, permitindo avaliar a adaptacéo
e estabilidade das plantas em determinados ambientes (ANJOS et al., 2014).

A espécie Zea mays, popularmente conhecida como milho, é uma planta
muito utilizada como modelo de avaliacdo de biofertilizantes (DINESHKUMAR et
al., 2019; DORNAS et al., 2020; MUNISWAMI et al., 2021; NASCIMENTO et al.,
2020; SARAIVA et al., 2020). Caracterizado como um bom modelo vegetal, por ser
uma planta de ciclo anual com baixo ponto de compensacédo de CO2, alta taxa
fotossintética, baixo consumo de &gua para producdo de biomassa, rapido
crescimento e grande potencial produtivo (BERGAMASHI et al., 2004; USDA,
2018). Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
diluicdes do efluente da lagoa de estabilizagao do biodigestor de suinocultura como
biofertilizante em plantas de milho, por meio de anélises de crescimento e trocas

gasosas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo e instalago do experimento

O efluente foi coletado em uma granja de suinos, situada no municipio de
Santa Tereza, interior do estado do Espirito Santo, Brasil. Foram coletadas
amostras da lagoa de estabilizac&do na qual os residuos provenientes do biodigestor
sao alocados. O experimento foi conduzido em condi¢ao de casa de vegetagéo, no
periodo de abril a maio de 2019, pertencente ao Programa de Pds-Graduacdo em
Biologia Vegetal da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, ES, Brasil. Para
realizagéo do experimento utilizou-se solo com baixo teor de nutrientes, classificado
como Latossolo Vermelho Amarelo distréfico, coletado na localidade de Paraju,
distrito do municipio de Domingos Martins, ES. O mesmo foi peneirado e
acondicionado em vasos com capacidade de 7 litros de solo, os quais foram
distribuidos sobre uma bancada, seguindo um delineamento inteiramente ao acaso.

Para avaliar as respostas de diferentes diluicbes do efluente, foram
realizadas diluicbes com agua deionizada, na qual o ponto de partida foi o efluente
puro (C1), seguido por sucessivas reducdes na quantidade de efluente: 50% (C2),
25% (C3), 12,5% (C4), 6,25% (C5), 3,12% (C6), 0,78% (C7) e 0,39% (C8). Foram
utilizados dois controles: um tratamento apenas com agua (CN) e um tratamento
com fertilizante comercial (Forth, NPK 15-05-10) (CF). Em resumo foram avaliadas
8 diluicbes do efluente e 2 controles, com 5 repeticdes para cada tratamento. Os
vasos com solo foram regados com os tratamentos até atingirem 100% da
capacidade de campo do solo.

Foram semeadas trés sementes de milho hibrido BR 206 por vaso a,
aproximadamente, um cm de profundidade. Ap6s 5 dias de germinacao, foi
realizado o desbaste mantendo-se apenas uma plantula por vaso. Os vasos foram
regularmente regados com agua até atingirem 90% da capacidade de campo do
solo, de forma que ndo houvesse extravasamento de agua. Apos 31 dias do inicio

do experimento foram realizadas as analises de crescimento e de trocas gasosas.

2.2 Andlises quimicas

A caracterizagdo quimica do solo utilizado no experimento, foi realizada

antes de receber os tratamentos, sendo quantificados os elementos: Aluminio (Al),



79

Boro (B), Célcio (Ca), Cobre (Cu), Enxofre (S), Ferro (Fe), Fésforo (P), Magnésio
(Mg), Manganés (Mn), Potassio (K), Sédio (Na) e Zinco (Zn).

Para andlise quimica do efluente, as amostras foram armazenadas em
frascos de polietileno previamente higienizados. As amostras foram acidificadas
com &cido nitrico P.A., alcancando um pH < 2, e refrigeradas a -6 °C. Para
quantificar a presenca de metais e outros elementos, as amostras foram
submetidas ao procedimento baseado no método U.S. EPA 200.8. Foi utilizada a
técnica espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado por
meio de dois equipamentos, o ICP OES da Thermo Scientific modelo iCAP6000 e
ICP MS em aparelho Nexlon 300 D (Perkin Elmer). Os elementos quantificados

foram os mesmos realizados para analise do solo.

2.3 Trocas gasosas

As analises de trocas gasosas foram realizadas no inicio da manha, no 31°
dia de exposicao, utilizando-se o analisador de géas infravermelho (Opti-Sciences,
LCpro-T) com a camara de leitura “Narrow” estreita, para folhas aciculadas. O
sistema foi mantido constante com radiacao fotossinteticamente ativa de 1300 pmol
fotons m2.s1, CO2 ambiente, temperatura de 25°C e vapor e agua 27 MBar —
milibar. Foram obtidos os dados de assimilacéo liquida de CO2 (A, umol CO2 m2.s-
1), concentracéo intracelular de CO2 (Ci, umol CO2 mol?), condutancia estomatica
(gs, mol H20 m2.s1), transpiracéo (E, mmol H20 m2.s™1), eficiéncia de carboxilagéo
(A/Ci, ymol CO2 m?2stPal) e razdo entre concentraces de CO: intra e

extracelular (Ci/Ca).

2.4 Andlises de crescimento de Zea mays

Ao final do experimento, as plantas foram retiradas dos vasos e foram
realizadas medidas da altura dos 6rgaos vegetativos da planta (raiz, caule e folha),
didametro do caule (DC) e &rea foliar (AF) obtida por meio de um scanner de geragéo
de imagens (Area Meter, LI-COR 3100, Nebraska, EUA). Em seguida, as plantas
foram alocadas em sacos de papel e acondicionadas em estufa para a secagem a
65 °C até que o material atingisse um peso constante. Posteriormente, foi obtida a
massa seca das plantas, obtendo os dados da massa seca da raiz (MSR) e da parte
aérea (MSPA). Com os dados da massa seca da parte area, massa seca da raiz e

parte aérea, calculou-se as razfes alométricas, relacdo parte aérea/raiz (RPA)
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obtida pela razdo MSPA/MSR, razdo massa radicular (RMR) calculada com a
matéria seca da raiz / matéria seca total e foi realizada a razdo area foliar (RAF),

utilizando-se a area foliar/ matéria seca total.

2.5 Anélises estatisticas

Os resultados obtidos foram apresentados em média + desvio padrdo. Com
a finalidade de verificar a normalidade dos dados foi utilizado o teste Shapiro-Wilks.
Os dados foram submetidos a analise variancia ANOVA e foi utilizado o teste de

Tukey (P < 0,05), a fim de comparar as médias encontradas entre os tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises quimicas

Os resultados da andlise quimica do solo estdo disponiveis na Tabela 1,
indicando que as amostras representam solo com baixos teores de nutrientes, ndo
apresentando, na maior parte dos elementos analisados, a quantidade minima de
nutrientes necessarios para o0 desenvolvimento da cultura de milho. Em
contrapartida, os valores encontrados nos efluentes sugerem que alguns nutrientes
como o fésforo (21,73 mg/dm?), por exemplo, poderiam suprir a caréncia do solo,
atendendo as necessidades basicas da planta quando realizado o uso do efluente
puro. Alguns elementos foram encontrados em altas concentracdes, acima dos
valores ideais de referéncia para o milho, como enxofre (19,53 mg/dm?), potassio
(670,17 mg/dm3) e sédio (273,02 mg/dm?). Assim, quando utilizado, o efluente puro
poderia trazer maleficios as plantas, mas quando diluido pode propiciar valores
ideais para fertilizacao das plantas.

Enfatiza-se que alguns elementos ndo foram encontrados em concentragdes
minimas no efluente puro, para suprir a necessidade de nutrientes detectada no
solo, como o célcio (0,18 cmol ¢/ dm?3), cobre (0,59 mg/dm3), magnésio (0,07 cmol
c/ dm?3), manganés (0,34 mg/dm?) e zinco (1,83 mg/dm3). Os elementos aluminio,
boro e ferro ja se encontravam em concentracfes minimas no solo utilizado no
estudo. O solo utilizado tem por natureza um pH acido (5), principalmente, devido
a presenca de aluminio e ferro, enquanto o efluente possui um pH bésico (8,5),

podendo ser Gtil na correcdo da acidez do solo, cuja faixa étima de pH para o plantio
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de milho é em torno de 5,8 e 6,8 (NATIONAL GARDENING ASSOCIATION
EDITORS, 2019).

Tabela 1: Caracterizacdo quimica do efluente bruto da lagoa de estabilizacdo, provenientes do
biodigestor de suinocultura, e do solo antes de receber os tratamentos.

N Valores de referéncia* Efluente
Parametro - — Solo
Baixo Médio Alto bruto
Aluminio (Al) (mg/dm?) <0,4 0,4-1 >1 0,5 0,25
Boro (B) (mg/dm?®) 0,16-0,35 0,36-0,60 0,61-0,90 0,58 1,03
Caélcio (Ca) (cmol c/dm?) <15 15-4 >4 0,7 0,18
Cobre (Cu) (mg/dm?) 06-15 1,6-20 > 20 0,3 0,59
Enxofre (S) (mg/dm?3) <5 5-10 >10 10 19,56
Ferro (Fe) (mg/dm?) 21-31 31-200 > 200 174 2,26
Fésforo (P) (mg/dm?) <10 10-20 > 20 2 20,73
Magnésio (Mg) (cmol c/dm®) < 0,6 06-1 >1 0,2 0,07
Manganés (Mn) (mg/dm?3) 6-11 12 -130 > 130 5 0,34
Potassio (K) (mg/dm?) <60 60 -150 > 150 17 670,17
Sadio (Na) (mg/dm?) <40 40 - 80 > 80 2 237,02
Zinco (Zn) (mg/dm?) 4,1-6,9 7-40 > 40 0,2 1,83
pH ; - - 5 8,85

*Valores de referéncia de nutrientes para plantas de milho.

Apesar da quantidade de enxofre ter sido alta, 0 mesmo pode nao ser
prejudicial as plantas de milho, pois € um macronutriente essencial as plantas,
devido a sua importancia na constituicdo de proteinas, além de melhorar a
assimilacado de nitrogénio (ANDRADE et al., 2019). Assim como ocorre com 0
potassio, sendo o segundo nutriente mais requerido pelas plantas que participa de
diversos complexos enzimaticos, atuando na translocacdo de carboidratos,
participa da fosforilacdo oxidativa e estéa relacionado com a reducéo da fotossintese
e aumento da respiracdo em casos de caréncia de P (CARVALHO et al., 2013;
SANTOS et al., 2013).

Por outro lado, o excesso de sodio no efluente pode ocasionar estresse
salino nas plantas, causando reducdo na abertura estomatica, na atividade
fotossintética e na transpiracdo, bem como na absorcao e equilibrio de nutrientes,
levando a danos no crescimento da planta (PRISCO et al., 2016; TAGLIAFERRE
et al., 2016). O Na pode levar a planta a deficiéncia de outros nutrientes, devido a
reducdo da capacidade da planta em absorver os nutrientes do solo (LACERDA et
al., 2016; RAMOS et al., 2012;).
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Andlise quimica do efluente de lagoa de estabilizacdo de biodigestor revela
que o efluente ndo possui nutrientes em quantidades suficientes para o bom
desenvolvimento do milho. Mesmo nao atendendo a concentracdes de nutrientes
necessarias, podem melhorar a produtividade final das plantas submetidas a
tratamentos com biofertilizantes (LIMA et al.,, 2019; MENEZES et al., 2018). A
concentracédo dos elementos quantificados pode variar de acordo com a variacao
da alimentacdo dos suinos (racdo e suplementacdo alimentar) e ao modo de
confinamento dos animais (dguas de limpeza das baias, excrementos dos animais
e dgua dos bebedouros), gerando residuos com composicées diferentes (MORAIS
et al., 2020; XU et al., 2019).

3.2 Trocas gasosas

As andlises de trocas gasosas em milho, apds o tratamento com diluicdes
do efluente, permitiram identificar alteracdes nas varidveis fotossintéticas das
trocas gasosas quando comparadas ao controle dgua e ao controle fertilizante
comercial (Tabela 2). Ao comparar os tratamentos do efluente com o controle agua,
foi possivel observar aumento significativo nas variaveis concentracao intracelular
de CO:2 (Ci), transpiracdo (E) e razdo entre concentracdes de CO: intra e
extracelular (Ci/Ca) em todos os tratamentos. A variavel eficiéncia da carboxilagédo
(A/Ci) apresentou diferenca significativa quando comparada ao controle agua na
maioria das diluicdes, reduzindo a carboxilacdo, porém, na diluicdo C7, essa
reducao significativa ndo foi observada, sugerindo que o biofertilizante contribuiu
na melhor abertura dos estdbmatos, permitindo a entrada de CO2, bem como a
transpiracao.

Resultados similares foram relatados por Moreira et al. (2020) que
demonstraram que o milho, quando adubado com fertilizantes de origem organica,
aumentou sua capacidade fotossintética. Diversos fatores influenciam as trocas
gasosas ao longo do crescimento da planta que variam com as condi¢cdes
ambientais como irradiancia, agua, temperatura, disponibilidade de CO: e
nutrientes (MOHOTTI; LAWLOR, 2012).

A nutricdo mineral influencia no desenvolvimento das plantas, podendo estar
ligada a funcdes estruturais, compdem enzimas e pigmentos fotossintéticos,
acomete diversos processos fisiolégicos importantes da fotossintese (ARAUJO;
MACHADO, 2006). Como exemplo o Mg, um cofator de quase todas as enzimas
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fosforilativas (VITTI et al.,, 2006). Possivelmente, sendo uma explicacdo para a
reducado na carboxilacdo dos tratamentos, supostamente causada pela falta de Mg,
que inibe a fixacdo de COz, pois 0 mesmo € exigido em reagdes de fosforilacdo que
limitam a fotossintese (FARHAT et al., 2016).

Foi possivel observar que o efluente da lagoa de estabilizacdo n&o supriu
as necessidades minimas de magnésio para as plantas de milho em que, apesar
de melhorar algumas variaveis analisadas nas trocas gasosas, a fotossintese
liquida ndo apresentou diferenca significativa quando comparada com o controle
agua, reforcando a evidencia da deficiéncia nutricional especificos no efluente.

Em contrapartida, ao comparar os tratamentos do efluente com o tratamento
que recebeu o fertilizante comercial, observou-se uma reducao significativa em
todas as diluicbes nas taxas de fotossintese liquida (A), condutancia estomatica
(gs) e transpiracao (E). Esses resultados evidenciam que, possivelmente, ocorreu
uma deficiéncia nutricional nas plantas que foram submetidas aos tratamentos com
o efluente. Assim, o excesso de sddio no efluente pode ter sido um agravante que,
possivelmente, promoveu uma menor taxa de fotossintese liquida, interferindo
diretamente no crescimento das plantas. Silva et al. (2011) discutem que o0 excesso
de sais podem causar danos na estrutura de enzimas e membranas, prejudicando
a assimilacdo liquida de CO:2 pelas plantas. Destarte, a fotossintese € um dos
processos mais afetados sob condi¢des salinas, ndo apenas devido ao fechamento
de estdmatos, mas por comprometer a integridade de enzimas e reduzir o teor de
clorofilas e carotenoides (TAIZ et al., 2017).

Os parametros avaliados indicam que os processos fotossintéticos nas
plantas de milho avaliadas foram reduzidos, consequentemente a fixacdo de CO:
e a producao de fotoassimilados, corroborando os resultados de Freire et al. (2015)
em que a aplicacéo de biofertilizante via solo aumentou os teores de sédio. Desse
modo, reitera-se a importancia de avaliar a diluicdo adequada de biofertilizante a
ser aplicado em cada cultura, a fim de nao afetar o crescimento e desenvolvimento

da planta, comprometendo a producdo (AZEVEDO et al., 2020).
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Tabela 2. Assimilacéo liquida de CO2 (A, pmol CO2 m-2.s-1), condutancia estomatica (gs, mol H20 m2.s-1), concentracao intracelular de CO2 (Ci, umol
CO2 mol-1), transpiracéo (E, mmol H20 m-2.s1), razédo entre concentragdes de CO2 intra e extracelular (Ci/Ca), eficiéncia de carboxilagao (A/Ci, umol
C0O2 m-2.s-1.Pa-1) de plantas de milho expostas as diluicdes do efluente do biodigestor de suinocultura.

A gs Ci E CilCa A/Ci
Agua 10,35+ 1,43 a 0,07+0,01la 1292+351a  094%0,05a 0,35+ 0,09 a 0,13+ 0,06 b
Fertilizante 22,29 +1,99 b 0,73+0,15b  266,8+142bc  7,23+0,70¢C 0,79 + 0,04 bc 0,09 + 0,01 ab
C3 4,32+022a 0,19 +0,01 a 3356+ 3,4 c 2,61+0,08b 0,88 + 0,01 bc 0,01+t0a
ca 6,04 +0,75a 0,23+0,03a 319,8 + 7,6 bc 2,88+0,10 b 0,85 + 0,02 bc 0,02+t0a
C5 7,05+219a 0,18+0,02a  2994+216bc  251+0,16b 0,80 + 0,05 bc 0,03+0,01a
C6 7,14+1,06a 021+00la  3052+127bc  2,79+0,13b 0,82 + 0,03 bc 0,02+t0a
c7 10,18 £ 1,52 a 0,16 +0,03a  242,4+125b 2,99+0,37b 0,67 0,03 b 0,04 + 0,01 bc
C8 740+131a 0,18+0,03a  287,8+143bc  2,87+025b 0,77 + 0,03 bc 0,03+0,01a

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo Teste de Tukey.
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3.3 Andlises de crescimento de Zea mays

Nos tratamentos com as maiores concentracdes do efluente C1 e C2 néo foi
possivel realizar as andlises de crescimento em decorréncia da ndo germinacao
das sementes de milho expostas a esses tratamentos. A auséncia da germinacao
nessas diluicdes pode estar relacionada ao excesso de ions como o sodio. Soares
et al. (2015) relatam que a germinacao das sementes pode ser afetada com a baixa
disponibilidade de 4gua nos tecidos e, consequentemente, reduzindo o potencial
hidrico, especialmente em solos que exibem maiores teores de sais. O déficit
hidrico com cloreto de sodio reduz a germinacdo de sementes de milho por meio
da reducéo do potencial osmaotico do solo, afetando significativamente o vigor das
sementes, assim como o crescimento das plantulas de milho (HENRIQUE et al.,
2021).

Nos demais tratamentos, foi possivel observar alteracées na analise de
crescimento (Figuras 1, 2, 3 e 4), como na diluicdo C6 que apresentou um aumento
significativo na altura das plantas, na massa seca da raiz (MSR) e massa seca total
(MST), em relacao ao controle 4gua. As plantas submetidas ao tratamento com a
diluicdo C3 obtiveram um aumento significativo nos valores encontrados na razéo
parte aérea/raiz (RPA), razdo massa radicular (RMR) e na razdo area foliar (RAF),
em relagdo ao controle 4gua.

Foi possivel observar que grande parte dos tratamentos ndo diferiram do
controle agua. Possivelmente, o efluente ndo apresenta todos o0s nutrientes
necessarios, ou em quantidades minimas requeridas pelas plantas de milho.
Apesar de alguns autores descreverem que o0 uso de fertilizantes de origem
organica melhora a produtividade das plantas (DE SOUZA et al., 2021; MATOS et
al., 2017; SARAIVA et al., 2020), ha relatos que o biofertilizante necessita de
adequacdes ou complementagcbes para atender a demanda nutricional exigida
pelas plantas (PASSARIN, 2016), considerando principalmente nutrientes
limitantes para seu uso como nitrogénio e sédio (MORETTI, 2017).

O excesso de alguns nutrientes, como o potassio pode prejudicar a absorc¢ao
de calcio e magnésio em plantulas de milho (GOMES et al., 2018), assim como a
salinidade proporcionada pelo excesso de sodio, observado no trabalho, pode
reduzir a altura, area foliar, diametro do caule e massa seca em plantas de milho

(DE SOUSA et al., 2018). Foi possivel observar que a diluicdo do efluente resultou
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em uma reducgdo das concentracbes de alguns nutrientes que, em excesso S&o
maléficos, mas podem reduzir ainda mais a concentragdo de outros elementos
essenciais para as plantas como, por exemplo, zinco, boro e fésforo (CASTRO et
al., 2016; FANCELLI; DE ALMEIDA, 2015; DOS SANTOS et al., 2019).

Em contrapartida, quando comparados os tratamentos com o controle
fertilizante, observa-se que a maior parte das diluices tiveram alteracbes nos
parametros da analise de crescimento. As variaveis area foliar (AF) e massa seca
da parte aérea (MSPA) apresentaram uma reducdo significativa em todos os
tratamentos. A reducado na taxa massa da raiz (MSR) foi significativa nas diluicdes
C3, C4, C5 e C8, enquanto as variaveis razao parte aérealraiz (RPA), razdo massa
radicular (RMR) e na razéo area foliar (RAF) apresentaram diferenca significativa
nos tratamentos C5, C6, C7 e C8. Os tratamentos realizados com as diluicdes do
efluente ndo fornecem as quantidades de nutrientes necessarios para o
desenvolvimento e crescimento das plantas como o fertilizante comercial, € com
esses resultados podem estar relacionados com a pela caréncia de alguns
nutrientes essenciais, da mesma forma que o aumento da diluicdo leva a reducao
de alguns nutrientes importantes para o desenvolvimento das plantas, promovendo
caréncia nutricional (PASSARIN et al., 2016). Franca (2019), ao estudar os efeitos
de residuos de biodigestor da suinocultura no solo, evidenciou que o mesmo
proporciona uma maior disponibilidade de fosforo e magnésio, além de reduzir a
concentracdo de aluminio e a acidez no solo, em contrapartida ele ndo oferece
aumento na disponibilidade de célcio e potassio.

Outro fator limitante, encontrado nesse trabalho e que pode ter levado a essa
diferenca quando comparados as diluicdes com o fertilizante comercial, seria o
estresse hidrico, provocado, provavelmente, pelo excesso alguns elementos como
0 sodio (MORETTI, 2017) que, mesmo com as diluicdes, a concentracdo se
apresentou alta. Passarin et al. (2016) relatam que altas doses do residuo do
biodigestor de suinocultura acarretam sintomas de toxicidade na cultura de soja,

levando a uma reducéo na qualidade fisiolégica das sementes.
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Figura 1: Altura das plantas e massa seca total (MST) de
plantas de milho, expostas a tratamentos com diluicbes do
efluente da lagoa de estabilizacdo, provenientes do biodigestor
de suinocultura. As médias seguidas com a mesma letra nas
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Figura 2: Area Foliar e Razao area foliar (RAF) de plantas de
milho, expostas a tratamentos com diluicbes do efluente da
lagoa de estabilizacdo de biodigestor de suinocultura. As
médias seguidas com a mesma letra nas colunas néo diferem
estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo
Teste de Tukey. CA: controle agua; CF: controle fertilizante.
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4. CONCLUSOES

Foi possivel evidenciar que o efluente da lagoa de estabilizacdo de
biodigestor de suinocultura, deve ser utilizado com cautela como biofertilizante.
Quando utilizado puro, pode levar as plantas a estresse salino, devido a altas doses
de potéssio e sbédio, afetando a germinacdo de sementes e o desenvolvimento das
plantas. Quando o efluente foi diluido, houve reducédo dos efeitos do excesso de K
e Na, mas, consequentemente, reduziu a disponibilidade de outros nutrientes
essenciais para as plantas de milho. Além disso, alguns nutrientes (célcio, cobre,
magnésio, manganés e zinco) ndo foram encontrados em quantidade suficientes

para suprir a necessidade requerida por plantas de milho.
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RESUMO

O crescimento populacional e o uso inapropriado do entorno de rios, trazem
prejuizos a qualidade da agua, bem como ao funcionamento desses ambientes.
Dessa forma se torna importante o monitoramento do rio com associagdo de
parametros abioticos com analises bioldgicas, possibilitando mitigar danos futuros
ao ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto ambiental sobre a
qualidade da agua do rio pela influéncia de uma suinocultura localizada na bacia
hidrografica Santa Maria do Doce, ES-Brasil, por meio de parametros abidticos de
amostras de agua do rio e analises toxicogenéticas e bioguimicas em modelos
vegetais. Foram realizadas coletas em duas campanhas (maior e menor
precipitacdo) em 3 estacdes amostrais: a montante da granja de suinos (EA1),
proxima da granja de suinos (EA2), a jusante da granja de suinos (EA3). Nas
amostras de agua foram realizadas as analises de pH, condutividade, amonia,
sélidos (totais, fixos e volateis) e metais pesados. Para as analises bioldgicas,
foram germinadas sementes de Allium cepa L. e Lactuca sativa L. em placas de
Petri com papel filtro umedecido. A exposi¢ao persistiu por 48 horas para o L. sativa
e 96 horas para A. cepa, de acordo com ciclo celular de cada espécie, a 24°C.
Como controle negativo (CN) foi utilizado agua destilada e como controle positivo
trifluralina (0,84 gL?). A partir do material vegetal, foram realizadas analises de
germinacao (GR), crescimento radicular (CR), analises toxicogenéticas e avaliacao
de biomarcadores bioquimicos: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa s-transferase (GST), glutationa reduzida (GSh) e peroxidacéo de lipidios
(LPO). Os dados foram submetidos & ANOVA, seguida de teste de média Kruskal
Wallis (p<0.05). A analise quimica demonstrou que apenas o aluminio apresentou
valores acima do estabelecido pela legislacdo em todas as estacdes amostrais nas
duas campanhas. Maior quantidade de matéria orgéanica foi observado devido ao
aumento dos solidos volateis nas estacdes amostrais EA2 e EA3. Observou-se um
aumento da condutividade na EA3 em ambas campanhas. Em relacéo as analises
toxicogenéticas, foi possivel observar uma reducao significativa no indice mitético
nos EA2 e EA3 (segunda campanha) em A. cepa em relacdo ao CN. Ambos os
modelos se apresentaram sensiveis as alteragcbes cromossOmicas, onde as
estacdes amostrais EA2 e EA3 apresentaram os maiores indices, principalmente
aderéncia cromossdmica. Com relacdo aos biomarcadores bioquimicos, L. sativa
apresentou uma diminuicdo da GSH na 12 campanha (EA3) e 22 campanha (EA2 e
EA3). Para o sistema de A. cepa foi observado um aumento significativo na SOD
12 campanha (EA1l e EA2) e 28 campanha (EA2 e EA3), e GST apenas nha 22
campanha em todos as esta¢cdes amostrais. Os danos observados possivelmente
estdo relacionados com a atividade humana ao entorno do rio, apds receber
efluentes da suinocultura (EA2) e esgoto doméstico (EA3). Mas a situagao hidrica
do rio pode estar corroborando com os resultados, devido a baixa pluviosidade nas
duas campanhas.

Palavras-chave: Ciclo celular « enzimas « Allium cepa ¢ Lactuca sativa * Aluminio
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ABSTRACT

Population growth and the inappropriate use of river surroundings damage water
quality, as well as the functioning of these environments. Thus, it is important to
monitor the river with the association of abiotic parameters with biological analysis,
making it possible to mitigate future damage to the environment. The objective of
this work was to evaluate the environmental impact on river water quality by the
influence of a swine farm located in the Santa Maria do Doce hydrographic basin,
ES-Brazil, through abiotic parameters of river water samples and toxicogenetic and
biochemical analyses in plant models. Collections were carried out in two
campaigns (highest and lowest rainfall) in 3 sampling stations: upstream from the
swine farm (EA1), close to the swine farm (EA2), downstream from the swine farm
(EA3). In the water samples, analyzes of pH, conductivity, ammonia, solids (total,
fixed and volatile) and heavy metals were performed. For biological analysis, seeds
of Allium cepa L. and Lactuca sativa L. were germinated in Petri dishes with
moistened filter paper. Exposure persisted for 48 hours for L. sativa and 96 hours
for A. cepa, according to the cell cycle of each species, at 24°C. As negative control
(CN) was used distilled water and as positive control trifluralin (0.84 gL-1). From the
plant material, analyzes of germination (GR), root growth (CR), toxicogenetic
analyzes and evaluation of biochemical biomarkers were performed: superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione s-transferase (GST), reduced
glutathione (GSh) and lipid peroxidation (LPO). Data were submitted to ANOVA,
followed by the Kruskal Wallis mean test (p<0.05). The chemical analysis showed
that only aluminum presented values above those established by legislation at all
sampling stations in the two campaigns. Greater amount of organic matter was
observed due to the increase in volatile solids in sampling stations EA2 and EAS.
An increase in EA3 conductivity was observed in both campaigns. Regarding
toxicogenetic analyses, it was possible to observe a significant reduction in the
mitotic index in EA2 and EA3 (second campaign) in A. cepa in relation to CN. Both
models were sensitive to chromosomal alterations, where the sampling stations EA2
and EA3 presented the highest indexes, mainly chromosomal adherence.
Regarding biochemical biomarkers, L. sativa showed a decrease in GSH in the 1st
campaign (EA3) and 2nd campaign (EA2 and EA3). For the A. cepa system, a
significant increase was observed in SOD 1st campaign (EA1 and EA2) and 2nd
campaign (EA2 and EA3), and GST only in the 2nd campaign in all sampling
stations. The damages observed are possibly related to human activity around the
river, after receiving effluents from swine production (EA2) and domestic sewage
(EA3). But the water situation of the river may be corroborating the results, due to
the low rainfall in both campaigns.

Keywords: Cell cycle « enzymes ¢ Allium cepa * Lactuca sativa * aluminum
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1. INTRODUCAO

Os rios sempre tiverem papel importante na histéria da humanidade, devido
a necessidade de agua para manter as cidades e a subsisténcias de comunidades
na zona rural, principalmente, no emprego de sua 4gua na agricultura, pecuéria e
consumo humano. O uso desordenado dos seus recursos hidricos e o aumento da
descarga de matéria organica e de poluentes, consequentemente, prejudicam a
biodiversidade e a capacidade dos mais diversos usos do rio (BAPTISTA,
CARDOSO, 2013; WU et al., 2021).

O rio Santa Maria do Doce nasce na Serra do Gelo no municipio de Santa
Teresa, ES-Brasil a 1000 metros de altitude e percorre os demais municipios de
S&o Roque do Canaa e Colatina, onde desagua no Rio Doce, percorrendo cerca
de 93 Km. Seus principais afluentes séo rios Santa Julia, Taboca, Perdido e Vinte
e Cinco de Julho (ECOPLAN, 2010). Além da acdo humana, muito marcante na
regido, longos periodos de seca acarretaram grandes prejuizos ao rio e a
populacao local (FERREIRA et al., 2020).

Uma das atividades econémicas desenvolvidas na regido é a suinocultura,
de grande importancia econébmica, mas avaliada pelos 6rgdos ambientais como a
atividade agropecuaria com 0os maiores impactos ambientais (RIZZONI et al., 2012).
Devido a dificuldade do descarte adequado dos residuos da suinocultura, composta
por restos de racdo, agua de limpeza das baias, excrementos dos animais e agua
dos bebedouros (MORAIS et al., 2020; XU et al., 2019). Desse modo, o descarte
irregular pode acarretar graves problemas ambientais como a eutrofizacao da agua
e poluicéao do solo local (CHENG et al., 2019).

Devido a grande importancia dos rios, faz-se relevante o biomonitoramento,
permitindo conhecer a situacdo dos recursos hidricos locais e seu padrdo de
comportamento ao longo do tempo (FINOTTI et al., 2009; GALTER et al., 2021).
Uma forma de realizar o monitoramento € com amostragens da dgua em pontos
especificos, por meio de avaliagfes fisicas, quimica e biolégicas que permitem
obter informacdes iniciais da qualidade da agua e suas alteragcdes. Complementar
essas avaliacles, se faz importante associar esses parametros com a sistematica
de vazao do rio e medidas climatologicas que permitem entender a dindmica do rio
por completo (GALTER et al., 2021; LOVETT et al., 2007; PAIVA; PAIVA, 2016).

O biomonitoramento, associado as analises fisico-quimicas do ambiente,

mostra-se eficaz para identificar os estresses que os ambientes vém sofrendo, bem
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como indicar 0s possiveis estressores ambientais por meio de respostas
bioguimicas, toxicogenéticas, morfoldgicas e fisiolégicas dos organismos expostos
a agua (COELHO, 2017; DUARTE, 2017; GALTER et al., 2021). Organismos que
possuem a capacidade de responder a estresses desse tipo sdo as plantas,
utilizadas com esse intuito, devido as caracteristicas de baixo custo, rapida
resposta ao teste e a sensibilidade aos poluentes (FISKEJO, 1985), podendo ser
utilizados com a finalidade de monitorar o risco toxico para analises de toxicidade
e bioindicacdo de poluentes, como residuos industriais, agrotoxicos e metais
pesados (ARAGAO et al., 2021; SILVEIRA et al., 2017).

Caracterizadas, assim, por uma alta sensibilidade em estudos de
fitotoxicidade, citotoxicidade, e até mesmo permitindo visualizar a resposta da acao
do poluente a nivel de DNA, possibilitando inferir a acdo genotdxica dos efeitos da
exposicdo do material genético ao contaminante, mediante a avaliacdo de mutacao
génica, dano cromossémico ou lesdo no DNA (ARAGAO et al., 2021; VALENTE et
al., 2017).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto ambiental da
suinocultura localizada nos arredores do Rio Santa Maria do Doce, ES- Brasil, por
meio da avaliagdo da qualidade da agua desse ambiente. Para tanto foram
utilizadas andlises de parametros abidticos da agua e biomarcadores
toxicogenéticos e bioquimicos mensurados nos modelos vegetais A. cepa e L.

sativa expostos as amostras deste ambiente.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo, amostragem e andlise abidtica

As amostras de agua foram coletadas no Rio Santa Maria do Doce, no
municipio de Santa Tereza, Espirito Santo, Brasil, em trés estacfes amostrais: a
montante da granja de suinos (EA1) (-19.841292, -40.69815), proxima da granja de
suinos (EA2) (-19.830969,-40.681679), a jusante da granja de suinos (EA3) (-
19.816185,-40.676743) (Figura 1). Foram realizadas duas campanhas, a primeira
no dia 27 de novembro de 2017 (maior precipitacdo), e a segunda no dia 13 de
julho de 2018 (menor precipitagéo).

Foram avaliados durante a amostragem em campo 0s parametros abioéticos:

condutividade (uS/cm), temperatura (°C), solidos totais em suspenséao (mg/L) e pH
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da 4gua. A amobnia (mg/L) presente na agua foi quantificada pelo teste rapido. As
amostras foram armazenadas em frascos de polietileno, previamente higienizados

com solucao de acido nitrico 10%.
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)

S Shnta LeopdNgy
Uil Santa Maria de Jepba £ L
e v ot B dow L >
<

Figura 1: Localizacdo e georreferéncias das esta¢cdes amostrais no Rio Santa Maria do Doce.

2.2 Caracterizacao quimica

Para avaliacdo dos sélidos totais, fixos e volateis, foi realizada a metodologia
descrito por Matos (2012) onde as amostras foram colocadas em cadinhos
previamente pesados com 15 ml de cada amostra, permanecendo em estufa a 105
°C até a evaporacao de todo liquido (over night). Em seguida, os cadinhos com as
amostras foram resfriados até alcancarem temperatura ambiente e pesados
novamente. Posteriormente, foram calcinados em mufla a 550 °C por 30 minutos,
repetindo-se o processo de resfriamento e pesagem.

Com intuito de quantificar a presenca de metais, as amostras foram
submetidas ao procedimento baseado no método U.S. EPA 200.8. A analise foi
realizada pela técnica espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente
acoplado, por meio de dois equipamentos, o ICP OES da Thermo Scientific modelo
ICAP6000 e ICP MS em aparelho Nexlon 300 D (Perkin Elmer). Os elementos
guantificados foram: Aluminio (Al), Arsénio (As), Béario (Ba), Cadmio (Cd), Chumbo
(Pb), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Niquel
(Ni), Selénio (Se) e Zinco (Zn).
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2.3 Germinagéo e crescimento

Foram utilizadas sementes de dois modelos vegetais, Lactuca satica (Alface)
variedade Mimosa green salad bowl (Feltrin) e Allium cepa (cebola) variedade Baia
periforme (Topseed), as sementes eram do mesmo lote em todas as analises.
Trinta sementes foram expostas aos tratamentos em placas de petri forradas com
papel filtro e embebidas nas amostras de &agua, abrangendo trés estacdes
amostrais para cada campanha (periodo mais chuvoso e menos chuvoso). O
experimento foi montado em Delineamento Inteiramente Casualizado, consistindo-
se de 5 placas de Petri por tratamento, sendo cada placa uma repeticdo. A
exposicao ocorreu por 48 horas para o L. sativa e 96 horas para A. cepa, a 24°C
sem a presenca de luz. ApGs a exposicao, foi avaliado o indice de germinacgéo por
meio da contagem das sementes com protrusdo de raiz e o crescimento radicular
com o auxilio de paquimetro digital (mm). Como controle negativo (CN) foi utilizado

agua destilada, e trifluralina (0,84 g/L) como controle positivo (CP).

2.4 Analises do ciclo celular

As radiculas foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por no
minimo 24 horas. Para o preparo das laminas, as raizes foram lavadas com agua
deionizada, trés vezes por cinco minutos, e submetidas a reacdo de Feulgen onde
as raizes foram submetidas a hidrélise acida com HCI 1M por 9 minutos a 60 °C,
foram lavadas em seguida com agua deionizada e colocadas em Reativo de Schiff
por 45 minutos em auséncia de luz, conforme descrito por Mello e Vidal (1978). As
laminas foram confeccionadas pela técnica de esmagamento suave, sendo as
laminulas posteriormente retiradas por congelamento em nitrogénio liquido. As
laminas foram finalizadas com balsamo do Canadéa e cobertas com laminulas.

Foram avaliadas 1000 células por laminas, considerando cinco laminas por
tratamento, totalizando 5000 células, conforme descrito por Aragédo et al. (2015).
Foram consideradas as seguintes variaveis: indice mitético (IM), a porcentagem de
cada fase da mitose, frequéncia de alteracbes cromossdmicas (AC%) (perda
cromossOmica, quebra cromossbmica, aderéncia cromossbmica, pontes
cromossOmicas e c-metafase), e a porcentagem de alteracdes nucleares (AN%)

(nucleo condensado e micronucleo).
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2.5 Andlises de Biomarcadores Bioquimicos

O material vegetal foi germinado como descrito no topico 2.3. A andlise
incidiu na quantificacdo de proteinas totais, enzimas ativadas pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (CAT, SOD e GST), concentracdo da glutationa
reduzida (GSH) e taxa de peroxidacdo lipidica (LPO).

Foi utilizado o método de Bradford (1976) para quantificacdo de proteinas
totais, adaptado para microplaca, onde 2 pyL da amostra homogeneizada foi
adicionado em 240 uL de Coomassie Blue. A leitura das amostras foi realizada com
absorbancia a A= 595 nm, utilizando-se a albumina de soro bovino como proteina

padréo.

2.5.1 Atividade da enzima Superédxido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutase (SOD) foi avaliada por espectrofotometria, seguindo
0 protocolo de McCord e Fridovich (1969). Realizou-se o preparo do extrato por
meio da maceracado de 0,3 g de radiculas, solubilizando-as em 900 uL de tampao
fosfato com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. As amostras foram
homogeneizadas (ULTRA- TURRAXR, IKA) e centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos a uma temperatura de 4°C o sobrenadante foi utilizado nas analises.

A reacdo ocorreu em microplacas onde foram adicionadas 5 uL do
sobrenadante com 285 uL de meio de reagdo (Xantina 50 uM, KCN 20 uM,
Citocromo ¢ 10 uM, EDTA 100 uM). Para o branco, utilizou-se 5 uL de meio de
reacao. As leituras foram realizadas por um minuto, com intervalos de 15 segundos,
em espectrofotbmetro com absorbancia a 550 nm (Biomete 3, Thermo Eletron

Corporation).

2.5.2 Atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi analisada por meio do método descrito por
Beutler (1975). Utilizou-se 0,2g de radiculas maceradas em 600 pyL de solugao
tampao (Tris-base 20 mM, EDTA 1mM, Sacarose 0,5 M e Ditiotreitol - DTT 1 mM)
com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. Em seguida, o macerado foi

centrifugado a 9000 rpm a 4°C, por 30 minutos. O sobrenadante retirado foi utilizado
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para prosseguir com essas andlises e também para a realizacdo das analises
posteriores (GST, GSH e LPO).

A reacdo da CAT foi realizada em microplaca composta por 15 pL do
sobrenadante a 245 pL de meio de reacao (45 uL de H202, 47 mL de agua destilada
e 2,5 mL de tampdao de reagao -Tris-base 1 M, EDTA 5 mM). A leitura foi efetuada
em espectrofotbmetro com absorbancia a 240 nm (Biomete 3, Thermo Eletron

Corporation) durante dois minutos, com intervalos de 15 segundos.

2.5.3 Atividade da Glutationa s-transferase (GST)

A analise da Glutationa s-transferase (GST) foi realizada conforme
metodologia descrita por Habig e Jakoby (1981) com modificacBes realizadas por
Gallagher et al. (1992). A reacao foi realizada em microplaca, aliquotando-se 20 uL
do sobrenadante, 235 uL de meio de reacéo (tampéao fosfato e CDNB 0,05 M) e 10
ML de GSH a 25 mM. Como branco foi utilizado 15 puL de tampdo de
homogeneizacéo. A leitura foi realizada em espectrofotémetro com absorbancia a
340 nm (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation), por quatro minutos, com

intervalos de 30 segundos.

2.5.4 Quantificacdo da Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) foi quantificada conforme metodologias
descritas por White et al. (2003) e Gallagher et al. (1992). As reacfes foram
compostas por aliquotas de 20 yL do sobrenadante e 20 pL de acido sulfosalicilico
(200 mM), e acondicionadas em microplacas de centrifugacdo, onde
permaneceram incubados por 20 minutos. Ao fim do tempo de incubacéo, a placa
foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos. Foram transferidos 20 pL do
sobrenadante para microplaca branca e adicionados 180 pL de solugéo
fluorescente (Trisbase 50 mM, NaOH 500 mM e 2,3-naftalenedicarboxialdeido-
NDA 10 mM), seguida por incubagao durante 30 minutos. Para o branco, utilizou-
se 20 pL de tampao de homogeneizacdo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro com absorbancia a 528 nm (Biomete 3, Thermo Eletron

Corporation).
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2.5.5 Taxa de Peroxidacédo de Lipidios (LPO)

A peroxidacao lipidica (LPO) foi embasada no método de FOX (Ferrous
Oxidation / Xylenol Orange Method) descrito por Jiang et al. (1991, 1992). A leitura
foi realizada em microplaca onde foi disposto 100uL do sobrenadante, 240 uL de
meio de reacdo e 15 ul de PBS. Para o branco foram adicionados 60 pL de tampao
de homogeneizacao. A leitura foi realizada em espectrofotometro com absorbancia

a 550-570 nm (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation).

2.6 Analises estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados em média + erro padrdo. Com a
finalidade de verificar a normalidade dos dados foi utilizado o teste Shapiro-Wilks.
Os dados foram submetidos andlise de variancia ANOVA e foi utilizado o teste de
Kruskal Wallis (P<0,05) a fim de comparar as médias encontradas entre 0s

tratamentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo abidtica

Os parametros fisico-quimico avaliados nas esta¢cdes amostrais do rio Santa
Maria do Doce encontram-se representados na Tabela 1. Os valores de pH
apresentaram-se proximos ao pH 7 e dentro do valor permitido pela Resolucdo
CONAMA 357/2005. A condutividade apresentou valores acima de 100 uS na
estacdo amostral EA3 (101 uS) nas duas campanhas, a condutividade determina a
capacidade da amostra em conduzir a corrente elétrica em funcdo da concentracéo
de ions presentes na agua, podendo ser utilizada para detectar fontes de polui¢ao
nos ecossistemas aquaticos (ESTEVES, 2011). Valores acima de 100 pS
caracterizam ambientes impactados (MANZANO et al., 2014).

Possivelmente, os dados encontrados neste trabalho estéo relacionados
com o ambiente ao entorno no rio, pois a estacdo amostral encontra-se dentro de
uma regido com grande atividade antropogénica (CAMPANHARO, 2010), onde os
possiveis despejos irregulares de esgoto contribuem para situacdo do rio. Galter et

al. (2021) evidenciaram a condutividade elétrica aumentada em estacfes amostrais
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préximas a area urbana, o resultado, possivelmente, deve-se ao descarte irregular

de esgoto doméstico, langado diretamente no curso do rio.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos das amostras de agua do rio Santa Maria do Doce.

12 Campanha 22 Campanha
Paréametros EAl EA2 EA3 EAl EA2 EA3
Temperatura °C 28,3 25 27,2 23 224 21
pH 7,52 7,51 7,52 7,18 7,3 7,22
Condutividade 99 100 101 96 100 101
STS (mg/L) 49 50 51 47 51 50
Amonia 0,06 0,09 0,09 0,06 0,09 0,09
Solidos Totais 180 213,33 202,22 137,78 113,33 113,33
Solidos Fixos 100 115,56 97,78 91,11 62,22 55,56
Solidos Volateis 80 97,78 133,33 46,67 51,11 57,78

Além disso, sabe-se que o efluente da suinocultura possui alta taxa de
matéria organica, nutriente, sélidos suspensos, consideravel carga microbiana,
bem como residuos de antibioticos e hormonios (XU et al., 2019), o que pode estar
contribuindo com o alto valor de condutancia no ponto a jusante da regido com
atividade de granja de suinocultura.

Em relacdo aos dados pluviométricos do municipio de Santa Teresa, a
precipitacdo observada no més de novembro/2017 foi de 121 mm, enquanto a
segunda coleta (julho/2018) apresentou precipitacdo menor que 15 mm de acordo
com dados pluviométricos disponibilizados pelo INCAPER. Os dois periodos
apresentaram médias abaixo da série histérica de precipitacdo mensal, de 230 mm
e 50 mm, nos meses de novembro e julho, respectivamente.

Os sdélidos totais sollveis (STS) ndo apresentaram grande variacdo, mas o
acréscimo na quantificacdo dos solidos volateis representou aumento na
composicdo organica presente nas estacbes amostrais EA2 e EA3, em relagéo a
EAL. Os teores de solidos nas aguas estéo diretamente relacionados a processos
naturais como erosdo e matéria organica natural presente no ambiente, mas
processos antropogénicos, como langamentos de efluente domésticos e agricolas
bem com lixos sélidos, podem contribuir com o0 aumento dos teores de sélidos

(FUNASA, 2014). O excesso desses solidos pode trazer prejuizos ao
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funcionamento do rio, seja em aspecto fisico como o assoreamento do leito do rio,
seja prejudicando a ecologia da vida aquatica desses ecossistemas (ANA, 2017).

Resultados dos metais quantificados estdo apresentados na Tabela 2, na
qual os mesmos foram comparados com os valores permitidos pela resolucdo
CONAMA 357/2005. Com excecéao do Al que apresentou concentragcdes superiores
estabelecidas em legislacdo, os elementos quantificados apresentaram niveis
dentro do limite estabelecido pela legislacdo. O aluminio é considerado um dos
principais contaminantes de agua e solo, sendo transportado por toda cadeia
trofica, além de causar sérios problemas aos ecossistemas e a salde humana
(ACHARY et al. 2008; KREWSKI et al. 2007). Além de toda acéo antropica que o
rio sofre, possivelmente o tipo de solo do local, caracterizado como argissolo
vermelho-amarelo e latossolos (PARH -SANTA MARIA, 2010), possa estar
relacionado com essa concentracéo de aluminio.

Duarte (2017) relaciona altos niveis de aluminio com as caracteristicas
pedoldgicas e geoldgicas da bacia hidrografica do Rio Santa Maria da Vitéria-ES,
na qual a composicdo quimica e aspectos do solo permitem uma maior
disponibilidade do elemento na agua. Silva-Filho et al. (2013) relatam que essa
condicdo estd relacionada com 0s processos haturais de erosdo superficial e
lixiviagdo, que elevam os teores de aluminio principalmente nos periodos chuvosos,
e reduzem com o baixo volume de agua do rio. Possivelmente, a reducdo da
uantificacdo de aluminio nas estacBes amostrais EA2 e EA3, na segunda
campanha, se deve principalmente a reducdo do volume de agua no rio, devido ao
periodo critico de estiagem na regiao.

Além disso, vale ressaltar, que a poluicdo aquatica € caracterizada pela
mistura de componentes quimicos, cujas interacfes por meio de sinergismo ou
antagonismo podem alterar a toxicidade da substancia isolada (LLORENTE et al.,
2012). Como demostrando por Gazonato (2018), o sulfato de manganés apresenta
uma toxicidade reduzida quando isolado mas apresenta um evidente efeito
sinergético ao potencializar os efeitos do sulfato de cobre a organismos bentdnicos.
As andlises de citotoxicidade e genotoxicidade permitem a avaliar a toxicidade da
agua, especialmente se houver sinergismo, antagonismo ou potencializacao de
efeitos observados nos componentes presentes na agua, 0S quais nao sao
observaveis em analises abioticas (DUARTE, 2017; GALTER et al., 2021; ZEGURA
et al., 2009).
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Tabela 2: Metais quantificados em amostras de agua do rio Santa Maria do Doce.

12 Campanha 22 Campanha

Elementos Conama
(mg/L) EAL EA2 EA3 EAL EA2 EA3 357/2005
Al 1,2413 2,0236 2,1222 2,4100 0,6197 0,6518 0,2
As <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,03
Ba 0,0801 0,0856 0,0828 0,0292 0,0547 0,0200 1,0
Cd <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,01
Co <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,2
Cr <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,05
Cu 0,0090 0,0039 0,0112 0,0032 0,0113 0,0054 0,013
Fe 1,4738 1,5041 2,1219 0,7445 1,4761 0,6807 5,0
Mn 0,0409 0,0357 0,0329 0,0408 0,1010 0,0345 0,5
Ni <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,025
Pb <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,033
Se <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,05
Zn 0,0478 0,0325 0,0329 0,0319 0,0238 0,0211 5,0

<LQ: menor que o limite de quantificagéo.

3.2 Andlise da germinacao, crescimento e ciclo celular

Na avaliacdo do potencial fitotoxico das amostras, ndo foram observadas
alteracdes significativas nos parametros germinagéo e crescimento radicular em
relacdo ao controle negativo em nenhuma das estacbes amostrais, nas duas
campanhas realizadas para ambos os modelos vegetais (Figura 2). Esses
resultados sugerem que os tratamentos ndo interferiram significativamente na
germinacao e crescimento radicular das sementes. Apesar do modelo vegetal L.
sativa ser muito sensivel para avaliacado de fitotoxicidade (SILVEIRA et al., 2017),
nesse trabalho ndo foi observado potencial fitotoxico. Além disso, os valores de
condutividade e sélidos encontrados demostram altos teores de matéria organica,
0 que proporciona oferta de nutrientes e contribuiu com o crescimento radicular
(ALVIM et al., 2011).

Os estudos de fitotoxicidade sdo de extrema importancia, uma vez que
avaliam os estagios inicias do desenvolvimento de uma planta, sendo a germinacao
de sementes uma das etapas mais sensiveis para avaliar a toxicidade de amostra
de agua e sedimentos (GUERRA, 2009). Aliados a parametros quimicos, a
fitotoxicidade pode correlacionar o estresse causado ao organismo teste (BELO,

2011). Apesar desses parametros serem importantes indicadores de estresse,
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reitera-se a importancia de conciliar outros testes que possuem a capacidade de
avaliar fatores internos nas células do tecido, como a divisdo celular do tecido
meristematico que, junto a elongacao celular, promovem o crescimento do tecido
(HARASHIMA; SCHNITTGER, 2010; TAIZ et al., 2017).

As analises do ciclo celular apontam diminuicdo significativa no indice
mitético apenas no modelo A. cepa, nas estacdes amostrais EA2 e EA3 (Campanha
2) em relacdo ao controle negativo, evidenciando uma possivel interferéncia na
divisao celular (Tabela 3). Muitas vezes, essa reducéo do indice mitotico pode estar
relacionada ao aumento das alteracdes cromossdmicas (ARAGAO et al., 2021) e
sdo causados por poluentes ambientais, levando a danos na sintese de DNA e
proteinas (ANDRADE et al., 2008; ARAGAO et al., 2019; CHANDRA et al., 2005).
O aluminio, quando absorvido pelas raizes, pode penetrar nas células
meristematicas e afetar a divisdo celular, devido ao aumento na rigidez da parede
celular, por afetar a absorcdo e transporte de nutrientes, além de aumentar a
estabilidade da dupla hélice, dificultando a replicacdo do DNA das células (GORDIN
et al., 2013; MORIMURA; MATSUMOTO, 1978; ROUT et al., 2001).

Em relacdo as alteragbes cromossdmicas (tabela 3), ambos modelos
responderam de forma similar. As estagcfes amostrais EA2 e EA3 apresentaram
aumento significativo em relacdo ao controle negativo em ambas campanhas para
L. sativa e na campanha 2 para A. cepa. A campanha 1, para o sistema A. cepa,
apresentou frequéncia de alteracbes cromossdmicas significativas nas estagcdes
EAl e EA2 em relacdo ao controle negativo.

Os dois modelos apresentaram-se sensiveis na avaliacdo de alteracfes
cromossOmicas, evidenciando uma possivel acdo aneugénica das amostras,
devido ao alto indice de alteracbes do tipo aderéncia cromossémica quando
comparada a analise do controle negativo. Entretanto, o aumento de alteracbes
cromossOmicas nao foi significativo quando comparado entre as campanhas. Com
relacdo as alteragdes nucleares, frequéncia de micronucleos e nucleo condensado,
nao foi observado diferenca significativa entre os tratamentos e as campanhas
(Tabela 3).
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Figura 2. Germinacgédo e crescimento radicular de L. sativa e A. cepa, apés exposicao as amostras de agua do Rio Santa Maria do
Doce. CN: controle negativo; CP: controle positivo. As médias seguidas com (*) diferem estatisticamente do controle negativo.
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Tabela 3: Alteracdes no ciclo celular em células meristematicas de L. sativa e A. cepa expostas a amostras do rio Santa Maria do Doce.
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indice ] ] ) ] AlteragAﬁe's Alteracfes
Tratamentos Mitético (IM%) Préofase (%) Metafase (%) Anéfase (%) Tel6fase (%) Cromossdmicas Nucleares
(%) (%)

CN 962+02a 51,41+14b 31,98+12ab 9,78+07a 9,04+10ab 0,62+0,3a 0+0a

CP 1492 +14b 13,19+38a 7912+53b 545+14a 438+12ab 72,78 +56 ¢ 0,66+0,1b

1° Campanha EA1 9,08+0,7a 4941 +24b 27,88+08a 1295+21a 1151+18b 364+04ab 0,22+0,1ab
EA2 802+11a 4644+45b 2849+13a 1444+29a 126+29b 7,63 +0,9 bc 0+0a
EA3 9,04+03a 49,34+29b 3043+22a 11,99+28a 10,14+13b 7,78 £0,8 bc 0+0a
L. sativa

CN 882+1l1la 5621+17c 216+27a 147+16b  932+19ab 0,71+0,3a 0+0a

CP 20,76 +19b 11,03+3,1a 86,49+35b 1,2+02a 356+29a 86,95+ 3,6 ¢ 0,1+0,1a
2° Campanha EA1 8,48+0,1a 4924+34bc 3238%3l1lab 11,72+22b 767+21la 5,43+ 1,0 ab 0+0a
EA2 6,96+03a 46,66+20bc 2365+29a 1438+22b 1452+08b 6,89+14b 0+0a
EA3 784+05a 4197+28ab 31,96+36ab 16,11+12b 1041+08ab 7,35+16bc 0+0a
CN 9+04a 50,53+4,1a 2291+1,7a 19,58 +3,8a 877+21a 0,65+x04a 0+x0a
CP 762+04a 40,19+06a 27,74+25a 2062+34a 1205+29a 26,86 +39c 0+0a
1° Campanha EAl 9,12+09a 44,07+17a 2103+20a 25,38+2a 11,78 +2,6 a 6,14 + 0,8 bc 0+0a
EA2 766+05a 46,92+11la 2341+20a 1794+16a 11,78+11a 569+0,6b 0+0a
EA3 844+11a 4589+45a 242+32a 2097+10a 1041%22a 465+1,2ab 0+0a

A. cepa

CN 9,44+04b  4751+20a 2002+19a 2026+1,7a 1589+25a 0,63+0,3a 0+0a

CP 776+03a 37,74+24a 2677+27a 2472+38a 1151+15a 19,76 £ 2 ¢ 0,12+0a
2° Campanha EA1 8+0,55ab 4748+34a 1735+31la 18,38+2a 18,36 +1,5a 6,38 + 1 ab 0+0a
EA2 752+03a 41,16+29a 2427+33a 2195+22a 1315+21l1a 9,03 +2,2 bc 0+0a
EA3 752+02a 5254+36a 1626+10a 16,78+35a 1479+13a 845+12b 0+0a

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo Teste Kruskal Wallis. CN:
controle negativo; CP: controle positivo.
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Os mecanismos de acdo aneugénica, observados nas alteracOes
cromossbmicas avaliadas, caracterizam-se pela inativacdo do fuso mitdtico,
impedindo a segregacao correta dos cromossomos, durante o processo de divisdo
celular (Fenech, 2002; Leme; Marin-Morales, 2009). Consequentemente, € comum
encontrar células com aderéncia cromossdmica, cuja a metafase perde sua
conformacao normal apresentando um aspecto de aglomeracdo cromossoOmica.
Muitas vezes, esse efeito é atribuido a complexacdo de agentes toxicos com 0s
grupos fosfato do DNA na condensacdo do DNA, ou na formacé&o reticulacdes inter
e intra-cromatides, quando a presenca dessas altera¢cdes muitas vezes leva a morte
das células (EL-GHAMERY et al., 2003).

Possivelmente, essas alteracdes podem estar relacionadas aos metais
pesados encontrados has amostras, muitas vezes responsaveis por gerar efeitos
citotéxicos, genotoxicos e mutagénicos em organismos Vvivos em altas
concentracbes (GALLO-FRANCO et al., 2020). A concentracdo de aluminio e
sélidos volateis (matéria organica) na campanha 1 apresentou-se superior em
relacdo a campanha 2 provavelmente pelo maior volume de agua no rio, oriundo
do maior volume de precipitacdo e escoamento superficial que colabora para o
maior carreamento de material particulado sélido e lixiviacdo de nutrientes para o
interior do rio (MAGALHAES, 2017). Estes processos estdo diretamente
relacionados com as praticas de manejo do solo que intensificam 0S processos
erosivos e o aumento da disponibilidade de sedimentos e nutrientes (YU et al.,
2016).

A alta concentracdo de aluminio quantificada nas amostras pode ser um dos
principais fatores que causaram as alteracfes, uma vez que o Al é apontado como
citotoxico, sendo o cation formado pela solubilizacdo do aluminio em solos &cidos
(aluminio trivalente) um dos elementos mais abundantes e téxicos em condicdes
acidas (GALLO-FRANCO et al., 2020). Em células vegetais, o aluminio pode
interagir com a parede celular, membranas plasmaticas, cloroplastos e até mesmo
0 nucleo e seu conteudo, resultando em danos estruturais e modificagbes
funcionais, prejudicando o funcionamento de diversas rotas do metabolismo da
planta (KOCHIAN et al., 2015). Estudos com SPL (residuo da indastria do aluminio),
composto principalmente por aluminio, cianeto e fllor, evidenciam que o aluminio

interfere na divisdo de células meristematicas de A. cepa e provocam danos ao
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DNA, desencadeando até mesmo a morte dessas ceélulas (PALMIERI et al., 2016;
REIS et al., 2017).

Trabalhos destacam a reducéo do indice mit6tico e aumento de alteracdes
cromossOmicas, principalmente aderéncia cromossomica, em Allium cepa e Vicia
faba submetidas a tratamentos contendo aluminio (ALABI et al., 2020; ZHANG,;
Z0U, 2020), corroborando com os resultados observados neste estudo. Com os
resultados encontrados, foi possivel verificar que ambos os modelos possuem uma
sensibilidade a estressores ambientais, bem como sendo Uteis na avaliacdo da
qualidade da agua de rios, corroborando com trabalhos que avaliaram a qualidade
do rio, utilizando os mesmos parametros em que concluiram que é de grande
importancia relacionar os parametros quimicos e fisicos a analises a nivel celular
em modelos vegetais (COELHO, 2017; DUARTE, 2017; GALTER et al., 2021;
SOUZA et al., 2021).

3.3 Andlises de Biomarcadores Bioquimicos

As analises de biomarcadores bioquimicos demostraram reducéo
significativa na concentracdo de GSH em relacdo ao controle negativo apenas em
L. sativa ha EA3 na primeira campanha e nas estacdes amostrais EA2 e EA3 da
segunda campanha (tabela 4). A atividade da SOD foi significativa para A. cepa
(tabela 4), com o aumento na atividade da SOD na primeira campanha, nas
estacdes amostrais EAL1 e EA2, enquanto na segunda campanha as amostras que
diferiram do controle negativo, foram a EA2 e EA3. A concentragdo de GST
apresentou um aumento significativo apenas para A. cepa, em todas as estacdes
amostrais (EAL, EA2, EA3) da segunda campanha.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a geracdo de
compostos oxidantes e a atuacao do sistema de antioxidantes das plantas. Esse
desequilibrio se da, principalmente, a producédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), formas reduzidas de oxigénio que, energeticamente, sdo mais reativas que
0 oxigénio molecular, subprodutos do metabolismo celular, produzidos
principalmente nas mitocéndrias, cloroplastos e peroxissomos (TAIZ et al., 2017).
O estresse oxidativo em niveis de desequilibrio podem trazer consequéncias as
células como danos a proteinas, lipideos de membrana e até mesmo ao DNA,

porém sdo de grande importancia para diversos processos celulares na ativacao
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das rotas de expresséo génica que conduzem a morte celular programada (TAIZ et
al., 2017).

O aumento da atividade de SOD e GSH ¢ indicativo de um possivel estresse
oxidativo causado por algum composto presentes nas amostras. A atividade da
enzima SOD é uma importante forma de avaliar o estresse, pois atua como primeira
linha de defesa, além de ser uma das principais enzimas no combate aos danos
oxidativo, provocados pelas EROs (CHANDRAN et al., 2005; GILL; TUTEJA, 2010).
A SOD atua oxidando e reduzindo o superéxido (O2°) em peroxido de hidrogénio
(H202) (TAIZ et al., 2017).

A GSH também possui papel fundamental na defesa da célula, contra danos
celulares provocados pelo estresse oxidativo, atuando na biotransformacédo e
eliminacdo de compostos quimicos (HUBER et al., 2008), assim como também
catalisam a destoxificacdo do perdoxido de hidrogénio, por meio da reducdo da
enzima glutationa peroxidase (TAIZ et al., 2017).

A alta quantificacdo de aluminio pode estar relacionada com as alteracdes
bioquimicas. A toxicidade do aluminio em plantas é caracterizada, principalmente,
pelo aumento na producdo de EROs e alteragbes nas propriedades da parede
celular (GUPTA et al., 2013). A exposicao de plantas ao aluminio leva ao estresse,
desencadeando a producdo de EROs, principalmente nas mitocéndrias,
cloroplastos e peroxissomos, propiciando danos oxidativos aos componentes
celulares, caso o sistema antioxidante da planta ndo seja suficiente (KOCHIAN et
al., 2004; SIVAGURU et al., 2013).

O aumento na producédo de EROs pode levar a danos no DNA como a quebra
das fitas duplas bem como o blogueio no reparo do DNA danificado, levando,
consequentemente, a morte celular (DWYER et al., 2012; FOTI et al., 2012).
Portanto, esses dados corroboram com as altas taxas de alteracbes
cromossbmicas observadas neste trabalho. Células expostas a poluentes
ambientes apresentam como principais consequéncias danos ao DNA e o estresse
oxidativo, apontando a importancia das duas andlises simultaneas (ANDRADE-
VIEIRA et al.,, 2011). Estudos recentes utilizaram a andlise de biomarcadores
bioquimicos associado a andlise do ciclo celular em modelos vegetais (A. cepae L.
sativa), evidenciando de forma mais eficiente os mecanismos de acédo dos
compostos presentes nas amostras estudadas (COELHO, 2017; DUARTE, 2017;
MACAR, 2020; MACAR, 2021; SRIVASTAVA; SINGH, 2020).



Tabela 4: Andlise de biomarcadores bioquimicos em raizes de L. sativa e A. cepa expostas a amostras do rio Santa Maria do Doce.
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Tratamentos SOD (U/mg) CAT (nM/mg) GST (NM/mg) GSH (umol/mg) LPO (nM/mg)

Controle Negativo 1,36 +0,15a 27,62+9,95a 21,22+750a 54,16 £ 17,52 c 20,00+6,31a

EA1 17,17+ 9,65 a 21,76 £ 7,43 a 22,40+£4,49a 17,43 £ 2,90 bc 34,83+£5,42a
L sativa 1% Campanha EA 2 13,14+341a 22,04 £17,22 a 51,72+23,15a 21,57 £ 8,61 abc 54,43 + 20,69 a
EA3 4,95+ 0,07 a 25,03+9,55a 47,15+ 11,95 a 5,93+ 1,81 ab 35,25+7,47 a

EA 1 7,31+532a 33,1+16,08 a 21,95+0,40 a 11,60 £ 3,11 abc 22,58+ 1,83 a

2% Campanha EA?2 1165+721la 18,05+ 1,12 a 31,93+560a 9,86 + 1,35 ab 29,67 +4,09 a

EA3 16,38+1,42a 1476 £ 7,05a 30,37+3,59a 440+1,73a 28,47 +3,89 a

Controle Negativo 20,61+0,98 a 194,83 + 16,52 a 23,21+245a 0,48 £ 0,07 a 28,55+4,15a

EA 1 69,20 + 14,63 ¢ 58,78 £ 11,90 a 41,13+ 2,28 ab 1,08+0,31a 10,38+ 2,75a

A. cepa 1# Campanha EA2 53,60 + 2,68 bc 110,42 +32,44a 65,76 = 13,07 abc 1,24+0,24 a 25,12 +6,08 a
EA3 38,43 £2,07 ab 84,40 £ 9,09 a 58,97 + 8,44 abc 0,83+0,10a 19,14+ 3,14 a

EA 1 39,94 +4,97abc 114,80+ 20,40a 128,44+18,38¢C 1,10+0,21a 23,57 £ 3,96 a

2% Campanha EA?2 52,27 + 6,21 bc 87,58 + 9,46 a 88,69 + 15,67 bc 1,02+0,13 a 30,15+8,20 a

EA3 60,61 + 11,35 bc 89,85+ 13,28 a 111,16 £6,71 ¢ 094+0,11a 19,93+201a

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo Teste Kruskal Wallis. CN:
controle negativo; CP: controle positivo.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo apontam que a maior parte das analises
fisico-quimicas das amostras de agua do rio Santa Maria do Doce estéo de acordo
com a Resolugdo CONAMA n° 357/2005, porém o nivel de aluminio foi superior ao
nivel permitido pela legislagio em ambas as campanhas. Houve aumento na
quantificacdo dos solidos volateis nas estacfes amostrais proximo a granja de
suinos (EA2) e jusante a granja (EA3), correspondendo ao aumento da matéria
organica, possivelmente devido a proximidade dos pontos com a suinocultura e
areas antroponizadas. O potencial genotdxico observado por meio das alteracdes
cromossbmicas, principalmente nas esta¢cdes amostrais proximo a granja de suinos
(EA2) e jusante a granja (EA3), para ambos os modelos, evidencia a acao de
compostos presentes nessas amostras, principalmente o aluminio. Essas
alteracdes, jJuntamente com as alteracdes observadas no metabolismo dos modelos
vegetais, indicam um possivel estresse causado por este elemento, possivelmente
devido a complexa¢cdo de metais pesados com a matéria organica, que modifica a
disponibilidade dos mesmos aos organismos Vvivos. Possivelmente outras
atividades humanas no entorno do rio, além da suinocultura, podem estar
associadas com os danos observados como o despejo de esgoto doméstico,
granjas aviarias, pecuaria e agricultura. Conclui-se que ambos modelos vegetais
foram sensiveis na avaliacdo da qualidade da agua do rio e que a associacao dos
parametros biolégicos com as analises fisico-quimicas possibilitou verificar que o
ro se encontra em situacédo de alerta, devido as interferéncias humanas, logo,

indica-se a necessidade de amplo monitoramento.



115

5. REFERENCIAS

ACHARY, V. Mohan Murali et al. Aluminium induced oxidative stress and DNA
damage in root cells of Allium cepa L. Ecotoxicology and environmental safety,
v. 70, n. 2, p. 300-310, 2008.

ALABI, Okunola A. et al. Effect of the duration of use of aluminum cookware on its
metal leachability and cytogenotoxicity in Allium cepa assay. Protoplasma, v. 257,
n. 6, p. 1607-1613, 2020.

ALVIM, Luige Biciati et al. Avaliagdo da citogenotoxicidade de efluentes téxteis
utilizando Allium cepa L. Ambiente & Agua-An Interdisciplinary Journal of
Applied Science, v. 6, n. 2, p. 255-265, 2011.

ANA, Agéncia Nacional de Aguas. Indicadores de Qualidade - indice de
Qualidade das Aguas (IQA). 2017. Disponivel em:
<http://portalpnga.ana.gov.br/indicadores-indice-aguas.aspx>. Acesso em: 23 maio
2017.

ANDRADE, Larissa Fonseca et al. Cytogenetic alterations induced by SPL (spent
potliners) in meristematic cells of plant bioassays. Ecotoxicology and
environmental safety, v. 71, n. 3, p. 706-710, 2008.

ANDRADE-VIEIRA, Larissa Fonseca et al. Spent Pot Liner (SPL) induced DNA
damage and nuclear alterations in root tip cells of Allium cepa as a consequence of
programmed cell death. Ecotoxicology and Environmental Safety. v. 74, n. 4, p.
882-888, 2011.

ARAGAO, Francielen Barroso et al. Phytotoxic and cytotoxic effects of Eucalyptus
essential oil on lettuce (Lactuca sativa L.). Allelopathy Journal, v. 35, n. 2, p. 259-
272, 2015.

ARAGAO, Francielen Barroso et al. Cyto (geno) toxicity of commercial fungicides
based on the active compounds tebuconazole, difenoconazole, procymidone, and
iprodione in Lactuca sativa L. meristematic cells. Water, Air, & Soil Pollution, v.
230, n. 1, p. 25, 2019.

ARAGAO, Francielen Barroso et al. Toxicogenetic of tebuconazole based fungicide
through Lactuca sativa bioassays. Ecotoxicology and Environmental Safety, v.
213, p. 111985, 2021.

BAPTISTA, Méarcio Benedito; CARDOSO, Adriana Sales. Rios e cidades: uma
longa e sinuosa historia. Revista da Universidade Federal de Minas Gerais, V.
20, n. 2, p. 124-153, 2013.

BELO, Sara Rodrigues Santos. Avaliacao de fitotoxicidade através de Lepidium
sativum no ambito de processos de compostagem. 2011. Dissertacédo
(Mestrado em Engenharia Mecanica) — Universidade de Coimbra, Coimbra, 2011.

BEUTLER, Ernest. Red cell metabolism. A manual of biochemical methods, p.
11-12, 1975.



116

BRADFORD, Marion M. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Analytical biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976.

Campanharo W. A. Diagnoéstico fisico da bacia do rio Santa Maria do Doce-ES.
2010. Trabalho de conclusao de curso (Bacharel em Engenharia Florestal) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias,
Departamento de Engenharia Florestal, Espirito Santo, 2010.

CHANDRAN, Rashmi et al. Effect of cadmium and zinc on antioxidant enzyme
activity in the gastropod, Achatina fulica. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, v. 140, n. 3-4, p. 422-426, 2005.

CHENG, D. L. et al. Microalgae biomass from swine wastewater and its conversion
to bioenergy. Bioresource technology, v. 275, p. 109-122, 2019.

COELHO, Edvar Junior Roncetti. Respostas fisiolégicas e citogenéticas em
raizes de Allium cepa L. expostas as amostras de adgua e sedimento de trés
represas da bacia do rio Santa Maria da Vitoria (ES, Brasil). Dissertacdo
(Mestrado em Biologia Vegetal) — Universidade Federal do Espirito Santo, Espirito
Santo, 2017.

DUARTE, lan Drumond. Rio Santa Maria da Vitoria (ES, Brasil): Avaliacdes
ecofisiolégicas e toxicogenéticas em amostras de a4gua, sedimento e elutriato
do sedimento. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) — Universidade Federal do
Espirito Santo, Espirito Santo, 2017.

DWYER, Daniel J. et al. Antibiotic-induced bacterial cell death exhibits physiological
and biochemical hallmarks of apoptosis. Molecular cell, v. 46, n. 5, p. 561-572,
2012.

ECOPLAN (2010). Plano Integrado de Recursos Hidricos da Bacia Hidrografica
do Rio Doce e Planos de Ac¢des para as Unidades de Planejamento e Gestéo
de Recursos Hidricos no Ambito da Bacia do Rio Doce. Disponivel em:
http://www. cbhdoce.org.br/_docs/planobacia/ PARH/PARH_SM_Doce. Acesso em
30 fev 2020.

EL-GHAMERY, A. A. et al. Evaluation of cytological effects of Zn2+ in relation to
germination and root growth of Nigella sativa L. and Triticum aestivum L. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, v. 537, n. 1, p.
29-41, 2003.

ESTEVES, Francisco de Assis. Fundamentos de limnologia. 3.ed. Rio de Janeiro:
Interciéncia, 2011.

FENECH, Michael; CROTT, Jimmy W. Micronuclei, nucleoplasmic bridges and
nuclear buds induced in folic acid deficient human lymphocytes—evidence for
breakage—fusion-bridge cycles in the cytokinesis-block  micronucleus
assay. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis, v. 504, n. 1-2, p. 131-136, 2002.



117

FERREIRA, Elvis Pantaledo et al. CRISE HIDRICA NA BACIA HIDROGRAFICA
DO RIO SANTA MARIA DO DOCE-ES: CARACTERIZACAO, AVANCOS E
DESAFIOS. Revista Ifes Ciéncia, v. 6, n. 4, p. 114-131, 2020.

FINOTTI, Alexandra R. et al. Monitoramento de recursos hidricos em areas
urbanas. Caxias do Sul: EDUCS, 2009.

FISKESJO, Geirid. The Allum test as a standard in environmental
monitoring. Hereditas, v. 102, n. 1, p. 99-112, 1985.

FOTI, James J. et al. Oxidation of the guanine nucleotide pool underlies cell death
by bactericidal antibiotics. Science, v. 336, n. 6079, p. 315-319, 2012.

FUNASA, Fundacao Nacional de Saude. Ministério da Saude. Manual de controle
da qualidade da 4gua para técnicos que trabalham em ETAS. 2014. Disponivel
em: <http://www.funasa.gov.br/site/wp-
content/files_mf/manualcont_quali_agua_tecnicos_trab_emetas.pdf>. Acesso em:
15 maio 2017.

GALLAGHER, Evan P. et al. The protective role of glutathione in chlorothalonil-
induced stoxicity to channel catfish. Aquatic toxicology, v. 23, n. 3-4, p. 155-168,
1992.

GALLO-FRANCO, Jenny Johana et al. Epigenetic Control of Plant Response to
Heavy Metal Stress: A New View on Aluminum Tolerance. Frontiers in plant
science, v. 11, 2020.

GALTER, lasmini Nicoli et al. Water assessment of the Itapemirim River/Espirito
Santo (Brazil): abiotic and toxicogenetic aspects. Environmental Science and
Pollution Research, v. 28, n. 8, p. 10175-10191, 2021.

GAZONATO, Antdnio José. Avaliacdo Da Toxicidade De Metais E Pesticidas,
Isolados E Em Mistura, Sobre Duas Espécies De Oligochaeta Nativos
Neotropicais. 2018. Tese (Doutorado em Ecologia e Recursos Naturais) —
Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Paulo, 2018.

GILL, Sarvajeet Singh; TUTEJA, Narendra. Reactive oxygen species and
antioxidant machinery in abiotic stress tolerance in crop plants. Plant physiology
and biochemistry, v. 48, n. 12, p. 909-930, 2010.

SILVA-FILHO, Emmanoel Vieira et al. Influéncia antrépica nas aguas superficiais
da cidade de Trés Rios-RJ. Geochimica Brasiliensis, v. 27, n. 1, p. 77-86, 2013.

GORDIN, Carla Regina Baptista et al. Emergéncia de plantulas e crescimento inicial
do pinhdo manso exposto a aluminio. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 34, n. 1, p.
147-156, 2013.

GUERRA, Ricardo Consigliero. Estudo do lodo gerado em reator bioldgico, pelo
tratamento da agua de producao do petrdleo, no terminal maritimo Almirante
Barroso, municipio de Sédo Sebastido, SP visando sua disposicao final. 2009.
Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas) - Universidade Estadual Paulista, Sao
Paulo, 2009.



118

GUPTA, Nidhi et al. Molecular basis of aluminium toxicity in plants: a
review. American Journal of Plant Sciences, v. 2013, 2013.

HABIG, William H.; JAKOBY, William B. Assays for differentiation of glutathione S-
Transferases. In: Methods in enzymology. Academic press, 1981. p. 398-405.
HARASHIMA, Hirofumi; SCHNITTGER, Arp. The integration of cell division, growth
and differentiation. Current opinion in plant biology, v. 13, n. 1, p. 66-74, 2010.

HUBER, Paula C.; ALMEIDA, Wanda P.; FATIMA, Angelo de. Glutathione and
related enzymes: biological roles and importance in pathological
processes. Quimica Nova, v. 31, n. 5, p. 1170-1179, 2008.

JIANG, Zhen-Yue et al. Lipid hydroperoxide measurement by oxidation of Fe2+ in
the presence of xylenol orange. Comparison with the TBA assay and an iodometric
method. Lipids, v. 26, n. 10, p. 853-856, 1991.

JIANG, Zhen-Yue; HUNT, James V.; WOLFF, Simon P. Ferrous ion oxidation in the
presence of xylenol orange for detection of lipid hydroperoxide in low density
lipoprotein. Analytical biochemistry, v. 202, n. 2, p. 384-389, 1992.

KOCHIAN, Leon V. et al. How do crop plants tolerate acid soils? Mechanisms of
aluminum tolerance and phosphorous efficiency. Annual Reviews Plant Biology,
v. 55, p. 459-493, 2004.

KOCHIAN, Leon V. et al. Plant adaptation to acid soils: the molecular basis for crop
aluminum resistance. Annual Review of Plant Biology, v. 66, p. 571-598, 2015.

KREWSKI, Daniel et al. Human health risk assessment for aluminium, aluminium
oxide, and aluminium hydroxide. Journal of Toxicology and Environmental
Health, Part B, v. 10, n. S1, p. 1-269, 2007.

LEME, Daniela Morais; MARIN-MORALES, Maria Aparecida. Allium cepa test in
environmental monitoring: a review on its application. Mutation Research/Reviews
in Mutation Research, v. 682, n. 1, p. 71-81, 2009.

LLORENTE, M. T. et al. Cytotoxicity and genotoxicity of sewage treatment plant
effluents in rainbow trout cells (RTG-2). water research, v. 46, n. 19, p. 6351-6358,
2012.

LOVETT, Gary M. et al. Who needs environmental monitoring?. Frontiers in
Ecology and the Environment, v. 5, n. 5, p. 253-260, 2007.

MACAR, Oksal. Multiple toxic effects of tetraconazole in Allium cepa L. meristematic
cells. Environmental Science and Pollution Research, v. 28, n. 8, p. 10092-
10099, 2021.

MACAR, Tugce Kalefetoglu. Investigation of cytotoxicity and genotoxicity of
abamectin pesticide in Allium cepa L. Environmental Science and Pollution
Research, v. 28, n. 2, p. 2391-2399, 2021.



119

MCCORD, Joe M.; FRIDOVICH, Irwin. Superoxide dismutase: an enzymic function
for erythrocuprein (hemocuprein). Journal of Biological chemistry, v. 244, n. 22,
p. 6049-6055, 1969.

DE MAGALHAES, Stephanie Freitas Couto. Avaliacdo dos fatores que
influenciam na dinamica de nutrientes, material particulado e vazdo em
pequenas bacias hidrograficas. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Ambientais e Conservacdo) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

MANZANO, Barbara Cassu et al. Evaluation of the genotoxicity of waters impacted
by domestic and industrial effluents of a highly industrialized region of Sao Paulo
State, Brazil, by the comet assay in HTC cells. Environmental Science and
Pollution Research, v. 22, n. 2, p. 1399-1407, 2015.

MELLO, M. L. S.; VIDAL, B. C. AReac ao de Feulgen. Ciénciae Cultura, p. 30,665-
676, 1978.

MORAIS, Naassom Wagner Sales et al. Kinetic modeling of anaerobic carboxylic
acid production from swine wastewater. Bioresource technology, v. 297, p.
122520, 2020.

MORIMURA, Seiichiro; MATSUMOTO, Hideaki. Effect of aluminium on some
properties and template activity of purified pea DNA. Plant and Cell Physiology, v.
19, n. 3, p. 429-436, 1978.

PAIVA, J. B. D de; PAIVA, E. M. C. D. Hidrologia aplicada a gestédo de pequenas
bacias hidrograficas. Porto Alegre: ABRH, 2016.

PALMIERI, Marcel José et al. Cytotoxicity of Spent Pot Liner on Allium cepa root tip
cells: a comparative analysis in meristematic cell type on toxicity
bioassays. Ecotoxicology and environmental safety, v. 133, p. 442-447, 2016.

PARH Santa Maria do Doce, Plano de Acdo de Recursos Hidricos da Unidade
de Analise Santa Maria do Doce, 2010. Disponivel
em:<http://www.cbhdoce.org.br/wp-
content/uploads/2014/10/PARH_SM_Doce.pdf>. Acesso em: 17 jun. 2019.

REIS, Gabriela Barreto et al. Reliability of plant root comet assay in comparison with
human leukocyte comet assay for assessment environmental genotoxic
agents. Ecotoxicology and environmental safety, v. 142, p. 110-116, 2017.

RIZZONI, Leandro Becaleteet al et al. Biodigestdo anaerdbia no tratamento de
dejetos de suinos. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria, v. 9, n.
18, p. 1-20, 2012.

ROUT, G. et al. Aluminium toxicity in plants: a review. Agronomie, v. 21, n. 1, p. 3-
21, 2001.

SILVEIRA, Graciele Lurdes et al. Toxic effects of environmental pollutants:
Comparative investigation wusing Allium cepa L. and Lactuca sativa
L. Chemosphere, v. 178, p. 359-367, 2017.



120

SIVAGURU, Mayandi et al. Aluminum-induced gene expression and protein
localization of a cell wall-associated receptor kinase in Arabidopsis. Plant
physiology, v. 132, n. 4, p. 2256-2266, 2003.

SOUZA, Tatiana da S. et al. Cytogenotoxicity of the water and sediment of the
Paraopeba River immediately after the iron ore mining dam disaster (Brumadinho,
Minas Gerais, Brazil). Science of The Total Environment, v. 775, p. 145193, 2021.

SRIVASTAVA, Akhileshwar Kumar; SINGH, Divya. Assessment of malathion
toxicity on cytophysiological activity, DNA damage and antioxidant enzymes in root
of Allium cepa model. Scientific reports, v. 10, n. 1, p. 1-10, 2020.

TAIZ, Lincoln et al. Fisiologia e desenvolvimento vegetal. 6.ed. Porto Alegre:
Artmed, 2017.

VALENTE, Daniel et al. Utilizacdo de biomarcadores de genotoxicidade e
expressao génica na avaliacdo de trabalhadores de postos de combustiveis
expostos a vapores de gasolina. Revista Brasileira de Saude Ocupacional, v. 42,
2017.

XU, Shaoe et al. Hydrogen and methane production by co-digesting liquid swine
manure and brewery wastewater in a two-phase system. Bioresource technology,
v. 293, p. 122041, 2019.

WHITE, Collin C. et al. Fluorescence-based microtiter plate assay for glutamate—
cysteine ligase activity. Analytical biochemistry, v. 318, n. 2, p. 175-180, 2003.

WU, Zhaoshi et al. Water quality assessment of rivers in Lake Chaohu Basin (China)
using water quality index. Ecological Indicators, v. 121, p. 107021, 2021.

YU, Songyan et al. Effect of land use types on stream water quality under seasonal
variation and topographic characteristics in the Wei River basin, China. Ecological
Indicators, v. 60, p. 202-212, 2016.

ZHANG, Huiming; ZOU, Jinhua. Cellular toxicity of aluminum in root tips of Vicia
faba L. Polish Journal of Environmental Studies, v. 29, n. 2, 2020.

ZEGURA, Bojana et al. Combination of in vitro bioassays for the determination of
cytotoxic and genotoxic potential of wastewater, surface water and drinking water
samples. Chemosphere, v. 75, n. 11, p. 1453-1460, 2009.



121

6. CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel avaliar o risco téxico que os
efluentes de biodigestor de suinocultura podem ocasionar ao ambiente. Foi
constatado a inibicdo da germinacdo e reducdo do crescimento radicular nos
tratamentos dos efluentes em altas concentracbes, além do potencial de
citotoxicidade e genotoxicidade, observadas por meio de alteragbes do indice
mitotico e alteracfes cromossémicas nos modelos Allium cepa e Lactuca sativa. As
alteracdes no metabolismo, possivelmente estdo relacionadas com o0s metais,
como zinco e cobre, observados em altas quantidades no residuo bruto.

O efluente da lagoa de estabilizacdo quando utilizado como biofertilizante,
deve ser aplicado com cautela de acordo com cada cultura devido a diferente
necessidade nutricional de cada planta. O efluente apresentou baixas
concentracfes de calcio, cobre, magnésio, manganés e zinco para plantas de
milho. Os tratamentos com altas concentragdes do efluente provocaram estresse
salino nas plantas, afetando a germinagéo e desenvolvimento das plantas. Com a
diluicdo do efluente ocorreu a diminuicdo da concentracao de sais, reduzindo assim
0 estresse salino, e consequentemente reduziu a concentracdo de outros
nutrientes, possivelmente ocasionando uma deficiéncia nutricional ainda maior nas
plantas.

A acdo humana, como a suinocultura, o despejo de esgoto doméstico,
granjas aviarias, pecudria e agricultura, no entorno do rio, interferem na qualidade
da 4gua do rio Santa Maria do Doce. Essas atividades podem estar relacionadas
aos resultados encontrados. A presenca do aluminio nas amostras de 4gua acima
do permitido pelo CONAMA, possivelmente esta associada com o0s danos
encontrados, como alteragbes cromossémicas, principalmente nas estacdes
amostrais préximo a granja de suinos (EA2) e jusante a granja (EA3) para ambos
0os modelos. Porém € importante considerar a complexacéo de metais pesados com
a matéria organica, na qual pode interferir na disponibilidade dos metais aos
organismos vivos, a menor pluviosidade interfere nessa complexagao, ocasionando

uma maior concentracao de solidos no curso do rio (Anexo I).



ANEXOS

Suinocultura e a produgao de regiduog

0 Brasil é 4° maior produtor de carne suina no mundo, representando uma

importancia na economia do pais. Mas o processo produtivo gera uma grande
quantidade de residuos, e o manejo inadequado dos dejetos suinos pode levar a
contaminacdo do meio ambiente, representando risco a sustentabilidade e
expansdo da suinocultura como atividade econémica.
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