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RESUMO GERAL

A industria téxtil é considerada um importante setor da economia brasileira e mundial,
apresentando consideravel crescimento nos ultimos anos. Durante os processos de producéo,
sdo gerados grandes quantidades de residuos industriais de alta complexidade. A
complexidade das relacBes entre 0os compostos quimicos e a biota, o desconhecimento de
todos os constituintes do lodo, associados a possiveis efeitos das interacfes entre 0s seus
componentes, demonstram que estimar a toxicidade desse tipo de residuo apenas por meio de
andlises quimicas é insuficiente. Uma das alternativas para essa questéo € o uso de bioensaios
vegetais. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a toxicidade de amostras de lodo
de uma industria téxtil empregando os testes de fitotoxicidade e citogenotoxicidade com
sementes e bulbos de Allium cepa L. Para isso, cinco extratos aquosos foram obtidos a partir
de 4 amostras de lodo, sendo a quinta amostra uma mistura, em partes iguais, das outras 4. Foi
realizada a caracterizacdo quimica de cada amostra. A fitotoxicidade em sementes foi avaliada
empregando os parametros: porcentagem de germinagdo (% G), indice de velocidade de
germinagdo (IVG), nimero de plantas normais (NP), alongamento radicular (AR),
comprimento de parte aérea (CPA) e produgdo de biomassa fresca (BF). Em bulbos a
fitotoxicidade foi analisada por meio do numero (NR) e alongamento das raizes (AR). A
citogenotoxicidade foi avaliada pelo indice mitotico e frequéncia de anormalidades
cromossOmicas em raizes provenientes de sementes e bulbos de A. cepa. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5 % de
significancia. Verificou-se alta concentracdo de cromo na amostra 1, valor esse superior as
demais amostras (1312,4 mg kg™). Em geral os extratos das amostras ndo apresentaram
fitotoxicidade ou apenas efeitos deletérios sutis, exceto o extrato da amostra 1 que apresentou
elevada fitoxicidade observada pelos parametros % G, IVG, AR e CPA. Tanto os fitotoxicos
guanto citogenotoxicos parecem estar relacionados principalmente a alta concentracdo de
cromo. A inibicdo do indice mitético (IM), a alta frequéncia de micronucleos (MN), bem
como elevada taxa total de anormalidades cromossdémicas encontrada para 0s extratos das
amostras, tanto para o0s testes com sementes quanto bulbos, demonstraram a
citogenotoxicidade do lodo téxtil. Os parametros de citogenotoxicidade se mostraram mais
adequados que os de fitotoxicidade para avaliagdo ecotoxicoldgica desse tipo de residuo.
Sementes de A. cepa foram mais sensiveis em relacdo aos bulbos para avaliar os efeitos
citogenotoxicos das amostras.

Palavras chave: Residuos téxteis. Ecotoxicidade. Bioensaio vegetal. Cebola.



ABSTRACT

The textile industry is considered an important sector of the Brazilian and the world’s
economy, presenting considerable growth in the last years. During the production processes,
great amount of high complexity industrial residues is generated. The complexity of the
relations between the chemical compounds and the biota, the unfamiliarity of all the
constituents of the sludge, associated to possible effects of the interactions between their
components, demonstrate that estimating the toxicity of this kind of residue just through
chemical analyses is insufficient. One of the alternatives for this issue is the use of plant
bioassays. Within this context, the aim of this work was to test the toxicity of sludge samples
from a textile industry using the phytotoxicity and cytogenotoxicity assays with Allium cepa
L. seeds and bulbs. For this, five aqueous extracts obtained from 4 sludge samples, with a
fifth sample composed by a mixture from the other 4 ones, in equal parts. The chemical
characterization of each sample was performed. The phytotoxicity in seeds was evaluated
using the parameters: percentage of germination (% G), germination rate (IVG), number of
normal plants (NP), root elongation (AR), length of the aerial part (CPA) and production of
fresh biomass (BF). In bulbs the phytotoxicity was assayed through the number (NR) and the
growth of roots (CR). The cytogenotoxicity was evaluated by the mitotic index and
chromosomic abnormalities in roots from A. strain seeds and bulbs. The data were submitted
to the variance analysis and the means were compared by the Scott-Knott test at 5%
significance. High concentration of chrome was verified in sample 1, displaying higher value
than the other samples (1312,4 mg kg-1). In general the extracts from the samples did not
present phytotoxicity or just subtle deleterious effects, except for the extract from sample 1,
which showed high phytotoxicity observed by the parameters % G, IVG, AR and CPA. Either
the phytotoxics or the cytogenotoxics seem to be related mainly to the high concentration of
chrome. The inhibition of the mitotic index (IM), the high frequency of micronucleus (MN),
as well as total high rate of chromosomic abnormalities found in the extracts from the
samples, in assays with either seeds or bulbs, demonstrated the cytogenotoxicity of the textile
sludge. The parameters of cytogenotoxicity were more suitable than those of phytotoxicity for
the ecotoxicologic evaluation of this kind of residue. A. strain seeds were more sensitive
when compared to bulbs, for evaluating the cytogenotoxic effects of the samples.

Keywords: Textile waste. Ecotoxicity. Plant bioassay. Onion.
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1 INTRODUCAO

Com o grande avanco industrial, vem aumentando também as diversas formas de
contaminacdo ambiental. Essa expansdo vem se intensificando em razdo da necessidade de
atender a demanda de populacGes cada vez mais numerosas e exigentes. O desenvolvimento
de novas tecnologias, processos de produgdo e produtos beneficia a sociedade, a0 mesmo
tempo em que, contribui com a degradacdo dos ecossistemas, introduzindo substancias
nocivas ao ser humano e aos ecossistemas nos diferentes compartimentos ambientais
(BATISTA, 2016; SANTOS, 2012; ZANELLA et al., 2010).

As industrias téxteis sdo classificadas como tendo potencial poluidor intermediario a
alto, pois utilizam produtos toxicos em seus processos, geram e lancam grandes volumes de
efluentes no meio ambiente (ARSLAN-ALATON; ALATON, 2007; SHARMA et al., 2007;
QUEIROZ, et al., 2015), que quando tratados, geram grandes quantidades de lodo e de
residuos solidos, que podem ser considerados como outro importante problema ambiental
(DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2006; MATHUR et al., 2007).

Para que efluentes possam ser langados no meio ambiente, esses precisam ser tratados
visando o atendimento da legislacdo federal vigente (Resolugdo CONAMA n° 430) ou de
legislacBes especificas (BRASIL, 2011). As principais técnicas disponiveis para a
descoloracdo dos efluentes téxteis envolvem, principalmente, processos de
coagulacao/floculacdo, adsorcdo, precipitacdo, degradacdo quimica, eletroquimica e
fotoquimica, biodegradacéo entre outros. Porém a maioria dos processos convencionais de
tratamento de efluentes corresponde a sistemas ndo destrutivos, ocorrendo somente a
transferéncia de fase dos poluentes, ou seja, da fase aquosa para a gasosa ou sélida,
permanecendo entdo, o problema do tratamento ou disposi¢do final dos préprios efluentes e
do lodo gerado (GUARANTINI; ZANONI, 2000; LIU et al., 2007).

Assim a contaminacdo do solo e das aguas pode ocorrer quando a disposicao final de
lodos é feita de maneira inadequada, permitindo que poluentes afetem o meio ambiente
quando arrastados ou solubilizados (MANENTI et al., 2015; PAWLOWSKY, 2007
RODRIGUES). A aplicagdo de lodos de origem industrial em solos tem sido considerada
como uma opcdo vidvel devido a sua alta concentracdo de nutrientes e composicao rica em
matéria organica, fato que confere a esse tipo de residuo, propriedades fertilizantes e/ou
condicionadoras de solo. Contudo, a disposi¢cdo ndo controlada de lodo pode resultar em
importante impacto ambiental (ROSA et al., 2007b; ZONATI, 2016). Com relagdo ao uso de
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lodo, em solo agricola, como alternativa de disposicao final, a Resolucdo n° 375 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) prevé apenas o uso de lodo de tratamento de esgoto
sanitério, ndo sendo aplicavel para aqueles de origem industrial (BRASIL, 2006).

Gomes et al. (2012) publicaram um artigo de revisdo sobre a avaliacdo da toxicidade
de lodos gerados durante o tratamento de efluentes téxteis. Nos trabalhos encontrados os
testes toxicologicos mais empregados foram os de fitotoxicidade, com diferentes espécies de
plantas superiores, devido a sua relevancia para avaliacdo de possiveis impactos aos
ambientes terrestres. Nesses artigos, os parametros avaliados foram taxa de germinacéo,
alongamento de raizes, producdo de biomassa (fresca e seca), contetido de clorofila, atividade
da enzima peroxidase, fixacdo de nitrogénio, atividade da glutationasintetase, teor de
leghemoglobina e nodulagdo. Contudo ndo foram encontrados dados sobre a avaliagdo da

genotoxicidade desse tipo de lodo para plantas.
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2 DESENVOLVIMENTO

A seguir, é apresentada uma revisdo atualizada de literatura acerca dos temas
abordados nesta dissertacdo, com intuito de gerar embasamento tedrico para a andlise e

discussdo dos resultados.

2.1 A INDUSTRIA TEXTIL NO BRASIL

A industria téxtil representa um importante setor econdmico e social (ALMEIDA,
2015). A fabricacdo de produtos téxteis faz parte da histéria do Brasil desde o inicio da
ocupacdo pelos portugueses. Uma vez que a atividade industrial foi implementada entre a
segunda metade do século XIX e as primeiras décadas do século XX, beneficiada por uma
série de eventos externos, como a Guerra Civil Americana e a Primeira Guerra Mundial
(REDE NACIONAL DE INFORMACOES SOBRE O INVESTIMENTO - RENAI, 2015),
gue culminou na intensificacdo e expansdo do comércio mundial através da
internacionalizacdo de empresas (ALENCAR et al., 2015). A historia da industria téxtil
brasileira registrou fases de vigorosa expansdo, interpostas por fases de menor atividade até a
década de 1980. No inicio dos anos 1970, ocorreu um expressivo ciclo de investimentos,
seguido de forte crise nos anos seguintes, resultante da reducdo da atividade econémica
ocasionada pelo choque do petroleo em 1973, e recuperacdo do setor em meados dos anos
1980. A producdo voltou a crescer a partir de 1998 e, em 2000, ultrapassou a de 1990
(RENAI, 2015).

O setor téxtil e de confeccdo também impulsionou muitas outras industrias e foi o
grande motor da revolucdo industrial no Brasil. Esse setor € o 2° maior empregador da
industria de transformacdo no Brasil, perdendo apenas para o setor de alimentos e bebidas.
Emprega 1,7 milhdes de pessoas de forma direta, das quais 75 % sdo mulheres. Fatura cerca
de R$ 100 bilhdes/ano através de mais de 30 mil empresas. Paga R$ 14 bilhdes/ano em
salarios tem investido a média de R$ 5 bilhdes a cada ano (somando desembolsos do Banco

Nacional de Desenvolvimento Econémico e Social - BNDES e aquisicdo de maquinas e
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equipamentos) e recolheu R$ 7 bilhdes em contribui¢Bes federais e impostos em 2013. Em
2012, o setor téxtil e de confeccdo mundial movimentou cerca de US$ 744 bilhGes
(ORGANIZACAO MUNDIAL DO COMERCIO, 2012) em transacdes entre paises.
Previsdes apontam que em 2020, este volume deve subir para algo em torno de US$ 851
bilhdes (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA TEXTIL E DE CONFECGAO,
2012).

A industria téxtil e de confeccdo, tem crescido de acordo com impulso das demandas
ocasionando a geracéo de empregos, e em 2013 foi investido US$ 1,9 bilhdo neste setor com
intuito de melhorar a producdo além de atender a demanda externa. Em valores monetarios, a
cadeia téxtil brasileira produziu neste ano US$ 58 bilhdes em vendas, com 33 mil indUstrias
(INSTITUTO DE ESTUDOS E MARKETING INDUSTRIAL, 2013). O Brasil ¢ a maior
cadeia integrada do setor no ocidente com a producéo das fibras, com a plantacdo de algodéo,
até os desfiles de moda, passando por fiacdes, tecelagens, beneficiadoras, confec¢des e varejo.
Outro ponto importante é que o pais é autossustentavel em sua principal cadeia, o algodéo,
com produgdo de 1,5 milhGes de toneladas, em média, para um consumo de 900 mil toneladas
(ABIT, 2013).

O Sul de Minas Gerais € uma das regiGes detentoras da maior concentracdo de
estabelecimentos téxteis do estado. Este status, adquirido a partir do ano 2000, ocorreu em
consequéncia a um movimento de realocacdo de plantas industriais de grande porte, devido a
perda de participacdo da regido Central na producdo industrial do estado por problemas como
a falta de areas adequadas, legislacdo ambiental, trafego, poluicdo, entre outros, propiciando a
migracdo de indlstrias para outras localidades que ofereciam melhores condicgdes
(CERVANTES et al., 2009; SANTOS, 2012).

De acordo com a Relacdo Anual de Informacgdes Sociais — RAIS (2014) do Ministério
do Trabalho e Emprego, Minas Gerais, possuia em Julho de 2013, 774 empresas registradas
com mais de 5 funcionarios, excluindo-se confeccdes e faccGes que ndo realizam lavagem,
tingimento e outros acabamentos. A grande maioria (86 %) é considerada micro e pequena
empresa, com até 49 empregados. A fabricacdo de artigos do vestudrio produzidos em
malharias e tricotagens é o setor que possui 0 maior numero de empresas ativas no estado.

H4& alguns anos o Brasil investe na renovacgdo do seu parque fabril, aumentando a sua
capacidade competitiva em relacdo aos mercados externos e a sua produtividade (BATISTA,
2016). Atualmente, o pais participa do comércio mundial de téxteis com uma fatia de 2 %,

aproximadamente R$ 6 bilhdes anuais. Um aspecto positivo da industria nacional em relacdo
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aos concorrentes externos é a imagem no que se refere a producédo limpa e ao beneficiamento

de algodao, devido ao inicio de pesquisas para o0 emprego de algodao orgénico (ABIT, 2012).

2.2 A GERACAO DE RESIDUOS NA INDUSTRIA TEXTIL

A geracdo de residuos é um fendmeno inevitavel que ocorre nas industrias diariamente
em volumes e composi¢Bes que variam conforme seu segmento de atuacao e nivel produtivo.
Denomina-se residuo os restos ou as sobras provenientes de um processo produtivo, e que sdo
considerados como indteis indesejaveis ou descartaveis. Podem se apresentar sob os estados
solido, semissolido ou semi-liquido (JARDIM et al., 2000; MILAN et al., 2010).

No setor téxtil esses residuos sdo gerados a partir da mercerizacdo, alcalinizacéo,
purga, alvejamento quimico e tingimento (IMMICHI, 2006). Os processos téxteis necessitam
de grandes quantidades de agua e de corantes sintéticos, gerando efluentes volumosos,
complexos, com elevado teor de sais inorganicos (MELO; AZEVEDO, 2008), e também
grande carga organica apresentando elevada carga poluidora, fato que dificulta o seu
tratamento (KANT, 2012; MORAN et al., 1997; TALARPOSHT]I et al., 2001). Segundo Liu
et al. (2007) e Alvim et al. (2011) esses efluentes também apresentam grandes quantidades de
solidos suspensos, altos valores de demanda quimica de oxigénio (DQO), altos valores de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), elevadas temperaturas, acidez ou alcalinidade.

De acordo com a Associacdo de Normas Técnicas Brasileiras - ABNT 9800/87,
efluente industrial é denominado como todo e qualquer despejo liquido proveniente do
estabelecimento industrial, compreendendo emanagbes do préprio processo industrial, as
aguas de refrigeracdo poluidas, as aguas pluviais poluidas e o esgotamento doméstico. Uma
das caracteristicas prejudiciais mais importantes da industria téxtil é o elevado consumo de
agua, fazendo com que esse segmento ocupe 0 4° lugar mundial de industrias com alto
potencial poluidor. O maior consumo de &gua e, consequentemente, maior geracdo de
efluentes esta nas etapas de lavagem, alvejamento, tingimento e acabamento. De acordo com
Ruschioni (2007) é necessario, em média, 75 litros de agua para cada quilograma de substrato
tratado. Além disso, sdo gastos em média, 2,04x10° Joules de energia elétrica, 6,41x10° Joules
de energia térmica, 1,36x102 m* de gas natural e lancados 2,19x10™ quilogramas de di6xido
de carbono na atmosfera (LEITE et al., 2011). A carga de poluente presente nesse efluente

estd diretamente relacionada com a fibra do tecido cru. Além dos corantes, pigmentos e
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produtos auxiliares, o efluente téxtil apresenta grande quantidade de outros compostos,
fazendo com que este tipo de residuo apresente toxicidade a vida aquética, pois podem
diminuir o oxigénio dissolvido e modificar as propriedades e caracteristicas fisicas dos cursos
da agua (CUNHA, 2009; GUERREIRO, 2006). Devido a grande variedade de fibras,
corantes, produtos auxiliares e de acabamento, tipos de equipamentos e processamento, 0S
efluentes possuem grande diversidade e complexidade quimica. Entre os produtos que
conferem elevada carga poluidora, podemos destacar: amido, proteinas, substancias
gordurosas, surfactantes, produtos auxiliares no tingimento e os proprios corantes. Também
merecem destaque, a temperatura elevada e pH dos banhos que apresentam importante
contribuicdo para potencial poluidor desses residuos (SILVA, 2005).

Além desses efluentes, diversos tipos de residuos sélidos sdo gerados nos processos
téxteis, os principais sdo: residuos de algodao, residuos comuns e de embalagens, residuos da
gueima nas caldeiras, 6leo de lubrificacdo, residuos de varricédo, fibras ndo processadas, entre
outros (ABIT, 2013). Contudo, o mais significativo, e que é gerado em grandes quantidades,
necessitando de tratamento especifico e adequado é o lodo proveniente das estaces de
tratamento de efluente. Este residuo apresenta-se com consisténcia pastosa e tem composicdo
qguimica variavel apresentando, normalmente, alto teor de matéria organica, nitrogénio,
fosforo, potassio, micronutrientes, metais, corantes e micro-organismos patogénicos
(ARAUJO; MONTEIRO, 2006) devendo sofrer tratamento para 0 seu aproveitamento ou
disposicdo final em aterros, ja que poluicdo por metais é extremamente perigosa pela sua
toxicidade e persisténcia ambiental (COGO, 2011).

2.3 USO DOS TESTES ECOTOXICOLOGICOS NA AVALIACAO DE RESIDUOS
INDUSTRIAIS

Os testes ecotoxicologicos ou bioensaios sdo ensaios laboratoriais realizados sob
condigdes experimentais especificas e controladas (OLIVI et al., 2008) e tém por finalidade a
deteccdo dos efeitos nocivos das substancias quimicas isoladas ou em misturas
(MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008). Esses bioensaios fundamentam-se em expor

organismos Vvivos a varias diluicdes de uma amostra, ou a diferentes concentracdes de um
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produto quimico, sob condicdes experimentais bem definidas (KNIE; LOPES, 2004) para
quantificar os seus niveis de toxicidade (R1ZZ0O, 2011).

Através dos bioensaios é possivel fazer a avaliacdo de efeitos toxicos de substancias
presentes nas amostras ambientais (FARRE; BARCELO, 2003; WADHIA; THOMPSON,
2007). Os bioensaios sdo realizados com organismos-teste, que sdo selecionados por
apresentarem caracteristicas especificas de tolerancia ecoldgica a determinados compostos
quimicos. Dessa forma, esses organismos respondem através de reagdes especificas ou por
meio de alteracGes nos aspectos morfolégicos, e fisioldgicos, bem como comportamentais aos
danos induzidos por agentes toxicos (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

De acordo com o periodo de manifestacdo dos efeitos, os testes podem ser
classificados em agudos e cronicos. Os agudos detectam efeitos imediatos, geralmente
irreparaveis, enquanto os crénicos ou subletais avaliam os danos evidenciados a partir de um
periodo de exposicdo prolongado, as vezes somente apds varias geracdes (KNIE; LOPES,
2004). Os bioensaios que utilizam plantas superiores tém sido empregados para avaliar o
efeito bioldgico de diversas substancias puras e de misturas complexas, como as amostras
ambientais. A utilizacdo de plantas como modelos de estudo se deve ao fato de que os testes
sdo baratos, rapidos, faceis de serem executados e sdo tdo sensiveis quanto outros testes
utilizados para 0 mesmo fim (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A principal vantagem dos testes com plantas superiores s&o os diversos parametros
que podem ser avaliados a fim de verificar a toxicidade de uma amostra. Entre os parametros
mais empregados estdo taxa de germinacdo, indice de velocidade de germinacao,
comprimento radicular (OLIVEIRA et al., 2013; ROSA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014),
biomassa fresca, biomassa seca, tempo médio de germinacgdo, taxa de plantulas normais
desenvolvidas, comprimento da parte aérea, comprimento do hipocétilo, nimero de sementes
mortas e sementes ndo germinadas, percentagem de emergéncia, além de aspectos
micromorfolégicos de plantulas (NUNES et al., 2014; SILVEIRA et al., 2014). Esses
bioensaios sdo eficazes para a avaliacdo e monitoramento da toxicidade de diversos poluentes
e tém sido utilizados em estudos sobre a fitotoxicidade de amostras de lodo de origem téxtil
(ARAUJO et al., 2001, 2007; ARAUJO; MONTEIRO, 2005; ROSA et al., 2007 a,b).

2.4 Allium cepa PARA AVALIACAO DA FITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE
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A espécie A. cepa (cebola), monocotiledonea, pertencente a familia Alliaceaec da
ordem Liliales (SOUZA; LORENZE, 2005) ¢ uma das espécies vegetais mais utilizadas para
testes de fitotoxicidade e genotoxicidade, devido ao seu baixo custo (ZALTAUSKAITE;
CYPAITE, 2008), por sua facil obtengéio e manipulagdo, por sua sensibilidade aos potenciais
osmoéticos (ARAUJO; MONTEIRO, 2005), pelo pequeno periodo requerido para sua
germinagdo (RODRIGUES, 2003) e a facilidade com que sdo observados seus cromossomos
em fases de divisdo celular (PALACIO et al., 2013) que apresentam tamanho grande e em
ntimero reduzido (FISKESJO, 1985). As altera¢des cromossdmicas podem ser observadas em
todas as fases do ciclo celular, principalmente na metafase e andfase (MONARCA et al.,
2000) e sao consideradas evidéncias de efeito mutagénico induzido por agentes clastogénicos
ou aneugénicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

De acordo com Matsumoto e Marin-Morales (2004) a utilizacdo de A. cepa como
organismo-teste na avaliacdo ambiental se da pelo fato de serem faceis de armazenar e
manusear, e de que as células de suas raizes podem ser utilizadas tanto para avaliar diversos
parametros macroscopicos que demonstram alteragcdes na germinacao e no crescimento inicial
(ALVIM et al., 2011; BARBERIO et al., 2009; GOMES et al., 2012) quanto para parametros
microscopicos, tais como: aderéncias cromossdmicas, pontes e fragmentacbes
cromossémicas, anafases prematuras, C-metafases, quebras cromossémicas e formacdo de
micronucleos (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; GANA et al., 2008; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; HOSHINA et al., 2009; RADIC et al., 2010).

Todos esses parametros e também a frequéncia de micronucleos (MN) sdo importantes
na avaliacao da toxicidade de misturas complexas que compde os despejos industriais. Os MN
sdo resultantes de fragmentos acéntricos ou cromossomos inteiros que ndo foram
incorporados ao nucleo principal durante o ciclo de divisdo celular (FENECH, 2000) sendo
seu aparecimento considerado o parametro mais efetivo e simples para a detec¢do de danos
causados por poluentes ambientais genotoxicos (MA et al., 1995; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2015). Fragmentos cromossomicos podem ser derivados de quebras
cromossOmicas, decorrentes da acdo clastogénica de uma substancia (YI; MENG, 2003), ou a
partir de pontes cromossdmicas que, quando se rompem, podem também originar esses
fragmentos (FISKESJO, 1993).

Sendo assim, A. cepa € um eficiente organismo-teste, rotineiramente, utilizado para
analisar o potencial genotoxico de compostos quimicos, sendo considerada uma das melhores
plantas para monitoramento ambiental (BARBERIO et al., 2011; FISKESJO, 1985;). Testes

com a utilizagdo de A. cepa tém sido indicados por agéncias internacionais de prote¢ao
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ambiental para verificagdo do nivel de toxicidade de residuos industriais, pois 4. cepa €
sensivel mesmo em concentracdes consideradas aceitdveis em muitas legislagdes (LEME;

MARIN-MORALES, 2009; PALACIO et al., 2013).
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3JUSTIFICATIVA

O tratamento dos efluentes liquidos das industrias téxteis gera uma grande quantidade
de residuos sélidos, dentre eles, o lodo téxtil, que apresenta alta complexidade, tanto do ponto
de vista de sua composi¢do, como dos seus aspectos ecotoxicoldgicos, tornando sua
disposi¢do final um grande desafio. Na maioria das vezes, esse lodo ndo tem suas
caracteristicas bem definidas, pois sdo provenientes de efluentes bastante diversificados.
Quando a composicdo quimica desses residuos é conhecida, os efeitos associados ao seu
descarte no meio ambiente podem ser avaliados utilizando-se métodos de estimativa de
toxicidade baseados na estrutura molecular dos compostos presentes e na complexidade das
relacGes entre 0s compostos e a biota. Poréem o desconhecimento de alguns constituintes do
lodo, associados a possiveis efeitos nocivos aditivos, sinérgicos ou antagénicos resultantes das
interacbes entre 0s seus constituintes, demonstram que os dados obtidos por métodos
embasados somente em analises quimicas sdo, em muitos casos, inadequados para uma
correta avaliacdo do potencial toxico e dos impactos ambientais desse tipo de residuo, sendo
recomendavel uma caracterizacdo complementar com testes biologicos (KAPANEN,;
ITAVAARA, 2001; ROSA et al., 2007a; WILKE et al., 2008; ALVIM et al., 2011; MAZZEO
et al., 2015).

Nesse sentido, bioensaios que utilizam vegetais devem ser selecionados por critérios
rigorosos para permitirem uma avaliacao realistica do potencial fitotoxico e genotdxico dos
compostos residuais presentes nos lodos de industrias téxteis. De acordo com Cuchiara et al.
(2012) e Pathiratne et al. (2015), plantas superiores tém sido utilizadas rotineiramente em
laboratdrios de todo o mundo que trabalham com genética toxicoldgica, sendo considerado
uma ferramenta valiosa quanto & determinacdo da atividade tdxica de residuos industriais,
devido ao fato das espécies apresentarem sensibilidade para expressar resultados, mesmo sob
baixas concentracbes dos toxicantes, além de possuir germinagdo rapida e homogénea.
Ressalta-se ainda, que ndo foi encontrada na literatura estudos de genotoxicidade de amostras

de lodo de origem téxtil sobre a dindmica do genoma nuclear de espécies vegetais.
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4 OBJETIVOS

A sessdo a seguir trata dos objetivos gerais e especificos deste trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade de extratos aquosos de amostras de lodo gerado pelo tratamento dos
efluentes liquidos de uma industria téxtil localizada no Sul do estado de Minas Gerais

empregando testes de fitotoxicidade e genotoxicidade com A. cepa.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito dos extratos aquosos das amostras de lodo téxtil sobre a
germinabilidade, indice de velocidade de germinacdo, numero de plantas normais,
comprimento radicular e parte aérea e producdo de biomassa fresca em sementes e bulbos de
A. cepa.

Avaliar a diferenca nos efeitos deletérios induzidos pelas diferentes campanhas de coleta
do lodo téxtil;

Avaliar o comportamento do ciclo celular e do DNA nuclear em sementes e bulbos de A.
cepa expostas aos extratos das amostras de lodo téxtil.

Caracterizar quimicamente 4 amostras de lodo téxtil a fim de quantificar seus principais

componentes e, se possivel, correlacionar sua presenga com os efeitos toxicos observados.
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AVALIACAO DA FITOTOXICIDADE E CITOGENOTOXICIDADE
DE EXTRATOS AQUOSOS DE LODO TEXTIL UTILIZANDO
Allium cepa L.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi testar a toxicidade de amostras de lodo de uma inddstria téxtil
empregando os testes de fitotoxicidade e citogenotoxicidade com sementes e bulbos de Allium
cepa L. Para isso, cinco extratos aquosos foram obtidos a partir de 4 amostras de lodo, sendo
a quinta amostra uma mistura, em partes iguais, das outras 4. Foi realizada a caracterizagéo
quimica de cada amostra. A fitotoxicidade em sementes foi avaliada empregando os
parametros: porcentagem de germinagdo, indice de velocidade de germinagdo, numero de
plantas normais, alongamento radicular, comprimento de parte aérea e producdo de biomassa
fresca. Em bulbos a fitotoxicidade foi analisada por meio do nimero e crescimento das raizes.
A citogenotoxicidade foi avaliada pelo indice mitdtico e frequéncia de anormalidades
cromossOmicas em raizes provenientes de sementes e bulbos de 4. cepa. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5 % de
significancia. Verificou-se alta concentragdo de cromo na amostra 1, exibindo valor superior
as demais amostras (1.312,4 mg kg™). Os extratos de lodo téxtil, sobretudo da amostra 1,
demonstraram efeitos fitotoxicos e citogenotoxicos, sendo estes efeitos atribuidos,
principalmente, a alta concentracdo de cromo. A inibi¢do do indice mitético, a alta frequéncia
de micronucleos, bem como elevada taxa total de anormalidades cromossémicas encontrada
em todas as amostras, tanto para os testes com sementes quanto bulbos, demonstraram a
citogenotoxicidade do lodo téxtil. Sementes de A. cepa foram mais sensiveis em relacdo aos
bulbos para avaliar os efeitos citogenotoxicos das amostras.

Palavras-chave: Residuos téxteis, ecotoxicidade, bioensaio vegetal, cebola.

EVALUATION OF PHYTOTOXICITY AND
CYTOGENOTOXICITY OF AQUOUS EXTRACTS FROM
TEXTILE SLUDGE USING Allium cepa L.

ABSTRACT

The aim of this work was to test the sludge samples toxicity from a textile industry using the
phytotoxicity tests and citogenotoxicidade with seeds and bulbs of Allium cepa L. For this,
five aqueous extracts were obtained from 4 samples of sludge, being the fifth sample a
mixture in equal parts of 4 samples. Chemical characterization of each sample was performed.
For seeds the phytotoxicity was evaluated using the endpoints: percentage of germination,
germination speed index, number of normal plants, root elongation, shoot length and fresh
biomass production. In bulbs phytotoxicity was evaluated by the number and growth of roots.
The cytogenotoxicity was evaluated by mitotic index and frequency of chromosomal
abnormalities in root from both, seeds and bulbs of A. cepa. Data were submitted to analysis
of variance and the means compared by Scott-Knott test at 5 % significance. It was found to
high chromium concentration in the sample 1, displaying higher than the other samples
(1,312.4 mg kg™). The textile sludge extracts, particularly the sample 1 showed phytotoxic
and cytogenotoxic effects and these effects were attributed mainly to the high concentration of
chromium. The inhibition of mitotic index, the high frequency of micronuclei as well as high
total rate of chromosomal abnormalities found in all samples, for both test using seeds and
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bulbs showed the textile sludge cytogenotoxicity. Seeds of A. cepa were more sensitive in
relation to bulbs to evaluate the cytogenotoxic effects of the samples.

Keywords: Textile waste, ecotoxicity, plant bioassay, onion.

1. INTRODUCAO

Industrias téxteis, principalmente aquelas que realizam tingimento e acabamento,
representam um enorme problema ambiental, pois utilizam produtos quimicos de forma
intensiva e geram grandes quantidades de residuos. Esse setor é considerado um dos maiores
poluidores de &guas, ficando atras apenas da agroindlstria (Kant, 2012). Isso se deve
principalmente aos efluentes gerados durante seus processos, que pPossuem COMpPOSiGao
complexa e variada e em geral, apresentam elevada carga de poluentes (incluindo metais,
solventes e surfactantes), baixa biodegradabilidade e elevado nivel de corantes (Gomes et al.,
2012; Liang et al., 2013). Assim para que possam ser langados no meio ambiente esses
efluentes devem ser tratados adequadamente.

As principais técnicas aplicadas para o tratamento de efluentes téxteis envolvem
processos de coagulacdo/floculacdo, adsorcdo, precipitacdo, degradacdo quimica,
eletroquimica e fotoquimica, biodegradacdo entre outros. Porém a maioria dos processos
convencionais de tratamento de efluentes corresponde a sistemas ndo destrutivos, ocorrendo
somente a transferéncia de fase dos poluentes, ou seja, da fase aquosa para a gasosa ou sélida,
permanecendo entdo, o problema do tratamento e disposi¢do dos proprios efluentes e do lodo
gerado (Guarantini e Zanoni, 2000; Liang et al., 2013). Tanto os processos de tratamento
fisico-quimicos quanto os bioldgicos produzem grandes quantidades de lodos que devem ser
destinados de forma segura visando evitar impactos ambientais negativos. Internacionalmente
0s principais métodos usados para gerenciar lodos téxteis sdo a aplicacdo em solos,
incineracdo e disposi¢do em aterros sanitérios (Liang et al., 2013).

Embora no Brasil a disposicdo de lodos de origem industrial em solos agricolas ndo
seja permitida (BRASIL, 2006), essa forma de destinacdo final tem sido considerada como
uma opcdo ambientalmente interessante devido a alta concentracdo de nutrientes e
composi¢cdo rica em matéria organica, fato que confere a esses residuos, propriedades
fertilizantes e/ou condicionadoras de solo. Contudo é importante salientar que a disposicédo
nédo controlada de lodo pode resultar em problemas ambientais (Rosa et al., 2007a). Assim a
caracterizacdo da composicdo quimica e das propriedades toxicoldgicas do lodo téxtil €
fundamental para seu gerenciamento e correta destinacdo (Gomes et al., 2012).

Gomes et al. (2012) em seu artigo de revisdo sobre a avaliacdo toxicoldgica de lodo
téxtil verificaram que, apesar da escassez de trabalhos sobre esse tema, o0s testes
ecotoxicoldgicos com plantas superiores foram os mais empregados, devido a sua relevancia
para avaliacdo de possiveis impactos aos ambientes terrestres. A principal vantagem desses
testes sdo os diversos parametros que podem ser empregados para avaliar a toxicidade de
amostras de lodo. Entre os parametros mais utilizados estdo taxa de germinacdo, indice de
velocidade de germinagdo, comprimento radicular, producdo de biomassa (fresca e seca)
(Maselli et al., 2015), taxa de plantulas normais desenvolvidas, comprimento da parte aérea,
namero de sementes mortas e/ou sementes ndo germinadas, porcentagem de emergéncia, além
de aspectos micromorfolégicos das plantulas (Igbal, 2016). Assim, os testes de fitotoxicidade
tém sido empregados com sucesso para a avaliagdo e monitoramento dos efeitos nocivos de
amostras de lodo téxtil (Aradjo e Monteiro, 2005; Araujo et al., 2007; Rosa et al., 2007a,b).
Contudo, Gomes et al. (2012) ressaltam que nédo foram encontrados dados sobre a avaliacéo
da genotoxicidade desse tipo de lodo para plantas.
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Allium cepa (cebola) é uma das espécies de plantas mais utilizadas em testes de
fitotoxicidade e genotoxicidade, devido ao seu baixo custo, por sua facil obtencdo e
manipulacdo (Araujo e Monteiro, 2005), pelo pequeno periodo requerido para sua germinacéo
(Rodrigues, 2003) e a facilidade com que sdo observados seus cromossomos em fases de
divisdo celular (Palacio et al., 2013). Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
toxicidade de extratos aquosos de amostras de lodo gerado pelo tratamento dos efluentes de
uma induastria téxtil localizada no Sul do Estado de Minas Gerais empregando testes de
fitotoxicidade e citogenotoxicidade com A. cepa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e preparo das amostras

O método utilizado no tratamento dos efluentes da industria onde as amostras de lodo
foram coletadas é processo de coagulacdo/floculacdo, que consiste na adicdo de agentes
promotores de aglutinacdo e o agrupamento das particulas, facilitando a sua decantacdo. Os
efluentes fluem atraveés dos decantadores na Estacdo de tratamento de efluentes (ETE),
permitindo que os solidos em suspensdo (lodo), sedimentem gradualmente. Foram realizadas
quatro campanhas de coleta bimestralmente (amostra 1, 2, 3 e 4), durante o periodo de julho
de 2014 a marco de 2015, uma vez que diferentes substancias sdo utilizadas no processo de
producdo no decorrer do ano. Cada coleta corresponde a uma amostra, sendo a quinta amostra
(amostra 5) uma mistura em partes iguais das 4 amostras coletadas. Todas as amostras foram
desidratadas a 45 * 2 °C em estufa com circulacdo de ar (Nova Era 400 ND) até atingir peso
constante. Em seguida, as amostras secas foram trituradas em moinho de bolas (Modelo Q
298-1 — Quimir), padronizadas em peneira granulométrica (Tyler — ABNT: Mesh-60) em
agitador de peneiras e armazenadas em sacos plasticos protegidos da luz e da umidade. A
partir das amostras trituradas e padronizadas foram produzidos extratos aquosos na proporcao
de 1:4 (m/v) e as suspensdes foram agitadas em camara incubadora shaker (Marconi® MA -
420) por 24 h. As solugdes resultantes foram centrifugadas a 4500 rpm por 40 min. Os
sobrenadantes foram coletados e submetidos aos testes de fitotoxicidade e citogenotoxicidade.

2.2. Caracterizacdo quimica das amostras de lodo

Todas as amostras foram caracterizadas quimicamente quanto aos macronutrientes
(nitrogénio, céalcio, magnésio, potassio, fosforo e enxofre), micronutrientes (cobre, ferro,
manganés, zinco e boro) e metais (aluminio, cadmio, cromo, chumbo, niquel e enxofre). As
analises foram realizadas pela Cooperativa Regional de Cafeicultores (COOXUPE/Guaxupé -
MG), de acordo com manual de métodos analiticos oficiais para fertilizantes minerais,
organicos, organominerais e corretivos (BRASIL, 2014), empregando o instrumento CP-OES
OPTMA 7300 DV Perkin Elmer.

2.3. Avaliagéo da fitotoxicidade

2.3.1. Testes com sementes de A. cepa

Trinta sementes de A. cepa L. cv. Baia Periforme (FELTRIN) foram distribuidas em
placas de Petri forradas com 2 discos de papel filtro Whatman n° 2 e umedecidas com 3,0 mL
dos extratos de amostras de lodo nas diluigdes 20, 40, 60, 80 e 100 % (m/v), sendo &gua
destilada utilizada como controle negativo. Foram avaliados os pardmetros porcentagem de
germinacdo (% G), indice de velocidade de germinacdo (IVG), numero de plantas normais
(NP), alongamento de raiz (AR), comprimento de parte aérea (CPA) e massa fresca (MF). Os
testes foram conduzidos em cédmara de germinacgdo tipo BOD (Ethiktechnology 411-FPD)
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com temperatura controlada de 15 °C, com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro, de
acordo com Maselli et al. (2015).

O percentual de germinagéo foi obtido pela contagem de sementes com protruséo da
radicula 7 dias apds o inicio dos testes. A germinacdo foi avaliada a cada 12 h durante 288 h
para determinacdo do IVG de acordo com a equacdo: 1IVG = (N1/T1)+ (N2/T2) + (Nn/Tn).
Onde: IVG = indice de velocidade de germinacdo; Nn = nimero total de sementes germinadas
num intervalo Tn; Tn = intervalo de tempo. No décimo segundo dia foi analisado o NP, sendo
consideradas plantas normais aquelas que apresentavam raiz e parte aérea. O AR e CPA
foram avaliados nas dez maiores plantas de cada repeti¢do utilizando um paquimetro digital
(Digimess) e a MF foi determinada em balanca analitica (Modelo AY 220 - Marte).

2.3.2. Testes com bulbos de A. cepa L.

Os testes foram realizados de acordo com Fiskesjo (1985) e Barbério et al. (2011) com
adaptacdes. Bulbos de A. cepa (2n = 16), adquiridos no comércio local, foram cortados na
extremidade basal com uma lamina de barbear para expor os tecidos meristematicos. Os
bulbos foram acondicionados em recipientes acrilicos e a extremidade basal foi exposta a 30
mL das mesmas concentragOes de extratos de lodo descritos no teste com sementes, por um
periodo de 48 e 72 h, em cadmara de germinacdo tipo BOD, a 15 °C, e fotoperiodo de 12 h.
Foram mensurados o nimero (NR) e o alongamento das raizes (AR) de cada bulbo com o
auxilio de um paquimetro digital (Digimess).

2.4. Avaliacdo da citogenotoxicidade

Para avaliar o indice mitético (IM) e a ocorréncia de anormalidades cromossémicas
(AC), raizes entre 1 a 2 centimetros provenientes de sementes e bulbos foram coletadas apds a
exposicdo aos tratamentos, fixadas em solucdo de Carnoy (3:1 v/v) e armazenadas a -18 °C.
As raizes foram hidrolisadas em solugdo de HCI 5 M a 25 °C e coradas com reativo de Schiff.
As preparacdes citogenéticas foram conduzidas de acordo com Alvim et al. (2011) e Barbério
et al. (2011). Foram avaliadas 6000 células para cada tratamento, incluindo o ZnS0,.7H,0
(ISOFAR, pureza > 99 %) utilizado como controle positivo (0,07 g L™). Para IM foram
quantificadas as interfases, profases, metafases, anafases e tel6fases. O IM foi determinado
utilizando-se a equacdo: IM = NCM/NTC x 100, em que NCM é o nimero de células em
mitose e NTC o nimero total de células observadas. As AC foram analisadas de acordo com
os critérios a seguir: microntcleo (MN), pontes anafasicas (PA), ponte telofasicas (PT), C-
metafases (CM), Stickiness (S) e cromossomo perdido, cujas frequéncias foram determinadas
pela equacdo: AC = NTAC/NTC x 100, sendo NTAC o numero total de anormalidades e NTC
0 numero total de células.

2.5. Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial, com controle negativo, 5 concentragdes (20; 40; 60; 80 e 100 %) e controle positivo,
contendo 3 repeticdes com 30 sementes ou 3 bulbos cada. Os dados de G %, IVG, AR, MF e
IM foram submetidos a analise de variancia - ANOVA (p<0,05) e comparacao de médias pelo
teste de Scott-Knott utilizando-se o programa estatistico Sisvar 5.3 (Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQO

3.1. Caracterizacdo quimica das amostras de lodo

Em todas as amostras o elemento mais abundante foi o Al, em concentracbes que
variaram entre 45.784,0 e 86.881,2 mg kg™ de lodo, seguido pelo Fe que variou de 1.830,6 a
4.943,5 mg kg™ de lodo. Embora a Resolucdo CONAMA 375 (BRASIL, 2006) nio se aplique
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a lodos de origem industrial, os resultados das andlises quimicas foram comparados aos
padrdes de qualidade nela descritos, apenas como uma referéncia nacional. Assim, verificou-
se alta concentracéo do elemento Cromo (Cr) na amostra 1, exibindo valor superior as demais
amostras (1.312,4 mg kg™) e acima do valor méximo permitido para a aplicacéo de lodos em
solo (Tabela 1). Os demais elementos estavam abaixo dos padrdes legais ou ndo havia
especificacdo de valores para 0s mesmaos.

Tabela 1. Resultados das andlises quimica de cada amostra de lodo téxtil, conduzidas de
acordo com o manual de métodos analiticos oficiais para fertilizantes minerais, organicos,
organominerais e corretivos (BRASIL, 2014).

Parametros Amostra 1 Amostra2 Amostra3 Amostra4 Amostrab Padrao*
Al (mg Kg™) 45.784,0 65.034,8 86.881,2 64.4735  70.408,7 N.E.
B (mg Kg™?) 32,5 41,1 34,2 25,6 32,7 N.E.
Ca (g Kg™) 189,7 144,4 124,6 157,1 157,2 N.E.
Cd (mg Kg™) 0,052 0,1 0,1 0,1 0,1 39,0
Cr (mg Kg™) 1.312,4 185,9 837,7 362,4 696,2 1.000,0
Cu (mg Kg™) 62,8 152,6 114,2 108,6 1111 1.500,0
Fe (mg Kg™) 2.176,3 4.943,5 1.830,6 2.704,5 2.829,7 N.E.
K (g Kg™h 2,0 0,2 0,5 0,4 0,4 N.E.
Mg (g Kg™) 38,5 33,2 37,0 44,0 41,3 N.E.
Mn (mg Kg™) 225,2 225,9 188,0 224,1 216,2 N.E.
Na (g Kg™) 0,8 0,3 0,3 0,3 0,3 N.E.
Ni (mg Kg™?) 8,0 11,2 16,2 26,5 16,8 N.E.
P (g Kg™) 3,0 2,3 1,5 2,1 2,1 N.E.
Pb (mg Kg™) 12,5 33,4 26,5 21,5 21,1 300,0
S(gKgh 9,7 78 6,5 6,8 7,7 N.E.
Zn (mg Kg™) 47 4 230,9 111,8 161,9 139,2 2800,0

*Resolucéo 375/2006 do CONAMA; N.E. = N&o especificado.

3.2. Avaliagéo da fitotoxicidade

Considerando a concentracdo inibitéria 50 % (CI50), podemos observar que, de
maneira geral, 0s extratos aquosos das amostras de lodo téxtil ndo apresentaram fitotoxicidade
nos testes com sementes, com exce¢do da amostra 1 para os parametros % G, IVG, AR e
CPA, e a amostra 5 para o AR (Tabela 2). Além disso, mesmo quando foi possivel determinar
os valores de CI50 os extratos apresentaram fitotoxicidade relativamente baixa. Entre os
parametros de crescimento inicial de plantas, Gomes et al. (2012) apontam 0 AR como 0 mais
sensivel para avaliacdo da fitoxocidade de lodos téxteis, corroborando nossos resultados. Nos
testes com bulbos novamente foi observada fitotoxicidade apenas para as amostras 1 e 5,
sendo a amostra 1 mais toxica e o pardmetro AR o mais sensivel (Tabela 2). E importante
ressaltar que a amostra 5 € uma mistura das 4 amostras coletadas e assim, € possivel inferir
que o efeito observado pode ser atribuido a parcela da amostra 1.

Tabela 2. Valores de CI50 de amostras de lodo téxtil para os pardmetros de fitotoxicidade em
sementes e bulbos de Allium cepa L.

Amostra Sementes Bulbos
% G IVG NP AR CPA BF NR AR
1 60,0 64,0 NT 479 85,51 NT 90,7 38,1
2 NT NT NT NT NT NT NT NT
3 NT NT NT NT NT NT NT NT
4 NT NT NT NT NT NT NT 56,1
5 NT NT NT 84,2 NT NT 84,0 55,4

NT = Néao toxico

Apesar de ndo ser possivel calcular C150 para nenhum dos parametros de fitotoxicidade
nos testes com sementes para as amostras 2 e 3 é possivel verificar efeitos deletérios sutis
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somente nas maiores concentracfes dos extratos (Tabela 3). Nos testes com bulbos, no geral,
0 aumento da concentracao resultou na diminui¢do do NR, mesmo para as amostras onde nao
foi possivel determinar valores de C150. Entretanto, as menores concentragdes favoreceram o
NR e/ou aumento do AR em relacdo ao controle negativo. Vale ressaltar que para as amostras
1,4 e 5, embora os bulbos tenham enraizado, houve reducéo significativa no CR, sobretudo os
bulbos expostos as concentracdes de 60, 80 e 100 % (Tabela 3).

Tabela 3 Fitotoxicidade de diferentes concentracdes de extratos aquosos de amostras de lodo téxtil
nos testes com sementes e bulbos de Allium cepa L.

Sementes Bulbos
Amostra [1(%) % G VG NP AR CPA MF NR AR

(mm) (mm) @ (mm)

CN 766a 252a 200a 10,74a 11,41 a 0,294 a 16,0 b 9,65a

20 544b 1,65b 13,0b 746D 9,95a 0,229 b 22,0a 6,15b

1 40 53,3b 151b 13,3b 6,04 c 9,08 a 0,223 b 24,0 a 295¢
60 444b 1,30c 09,0b 425¢ 701b 0,208 b 12,0c 1,88¢

80 36,6b 1,09c 10,3b 3,48 ¢ 6,55b 0,196 b 75d 1,77 ¢

100 40,0b 105c¢c 11,0b 480c 3,50b 0,190 b 35e 0,50d

CN 655a 2,11a 173a 10,65 a 11,16 a 0,350 a 40,0 a 402c

20 76,6a 208a 186a 9,08 a 9,99a 0,312a 36,7 a 141a

2 40 56,6a 155b 153a 8,16 a 9,99 a 0,237 b 30,0b 9,13 b
60 666a 197a 166a 951a 9,02 a 0,273 b 19,7 ¢ 7,05b

80 544a 152b 126a 6,15b 8,47 a 0,247 b 325b 10,8 b

100 577a 1,68b 14,3a 5,73b 6,67 a 0,219b 31,0b 9,47b

CN 666a 195a 16,3a 9,65a 10,86 a 0,246 a 370a 16,6 a

20 733a 2,04a 180a 10,30a 10,78 a 0,283 a 25,3 a 11,8b

3 40 700a 1,83a 176a 8,62 a 8,73 b 0,248 a 32,0a 16,1 a
60 588a 1,85a 14,3a 6,40 b 8,71b 0,233 a 27,7 a 14,2 b

80 60,0a 153a 140a 5,04b 7,26 ¢C 0,223 a 29,3 a 12,4 b

100 57,7a 168a 120a 6,65b 6,08 c 0,217 a 35,7a 13,2b

CN 6l,1a 1,74a 153a 9,55 a 10,10 a 0,256 a 25,0c 11,2b

20 62,2a 185a 146a 10,39 a 11,18 a 0,277 a 295b 134a

4 40 60,0a 1,76a 150a 9,53 a 9,47 a 0,267 a 40,0 a 7,77¢c
60 63,3a 191a 16,0a 8,51a 9,26 a 0,266 a 230¢c 2,82d

80 566a 1,77a 136a 8,52 a 9,42 a 0,252 a 29,3b 3,40d

100 688a 192a 155a 8,84 a 9,88 a 0,261 a 210¢c 3,45d

CN 688a 194a 166a 9,15a 10,11 a 0,259 a 23,0b 6,25 b

20 700a 194a 170a 8,36 a 10,66 a 0,259 a 340a 7,45 a

5 40 655a 1,78a 170a 6,69 a 8,82b 0,231b 220b 585hb
60 50,0b 161a 11,3b 6,37 a 8,04 b 0,216 b 18,5¢ 3,60c

80 455b 142a 11,0b 486b 7,44 b 0,210 b 19,0c 385¢

100 51,1b 147a 11,3b 3,51b 6,62 b 0,197 b 16,5¢ 2,37d

Letras iguais na coluna, dentro da mesma amostra, ndo diferem estatisticamente (p>0,05) pelo teste Scott-Knott.
% G = Percentual de germinacio; IVG = indice de velocidade de germinacdo; NP = Numero de plantas normais;
AR = Alongamento de raiz; CPA = Comprimento de parte aérea; MF = Massa fresca; NR = Numero de raizes;
CN = controle negativo.

A inibicdo e atraso na germinacdo de sementes expostas ao extrato da amostra 1
parecem estar associados & presenca do Cr em concentraco elevada, 1.312,4 mg kg™. O Cr é
amplamente relatado como fitotdxico (Fargaova, 2012; Panda e Chouldhury, 2005), sendo um
dos sintomas da sua toxicidade a reducdo do potencial germinativo das sementes, que pode
estar associada a reducdo das atividades da alfa e beta amilase, enzimas responsaveis pela
degradacdo do amido, essencial no suprimento de energia para o desenvolvimento e
germinacdo do embrido (Oliveira, 2012; Shanker et al., 2005). Araujo et al. (2001)
observaram efeito inibitorio de lodo téxtil sobre a germinacéo, principalmente em sementes de
trigo, em que apenas 23 % das sementes submetidas a concentra¢do de 100 % do extrato de
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lodo germinaram. Entretanto, os autores afirmam a necessidade de estudos adicionais que
possam correlacionar substancias presentes no lodo com seu efeito bioldgico. Rosa et al.
(2007a) e Rosa et al. (2007b) observaram que o extrato de lodo téxtil a partir da concentragao
de 50 % inibiu a germinacdo de sementes de Eruca sativa L. e Brassica oleraceae L,
respectivamente. Esses autores atribuiram o efeito observado a presenca de compostos
organicos toxicos e altas concentracdes de Al (15.639 mg kg?) e Fe (3.942mg kg™)
provenientes de agentes coagulantes/floculantes utilizados no tratamento dos efluentes. No
presente estudo, esses elementos também foram constatados em concentracdes relativamente
altas para todas as amostras, sendo que a concentracdo de Al variou de 45.784,0 a 86.881,2
mg kg™ e Fe variou de 1.830,6 a 4.943,5 mg kg™ de lodo.

O IVG foi mais afetado que 0 % G, corroborando com os estudos de Guerra e Angelis
(2009), os quais afirmam a maior sensibilidade desse parametro (IVG) para expressar
resultados de fitotoxicidade. Os metais presentes no lodo téxtil, de modo particular o Cr,
podem exercer efeitos adversos na morfologia, crescimento e processos fotossintéticos das
plantas, causando inibicdo nas atividades enzimaticas, alteracBes na permeabilidade da
membrana e distdrbios na nutricdo (Panda e Chouldhury, 2005). Alguns metais podem afetar
a absorcdo de &gua pelas sementes, ou ainda, o atraso na germinagdo pode ser devido ao
potencial osmotico das solucBes, uma vez que baixos potenciais osmoticos (maior
concentracdo de solutos) nos extratos pode levar a reducdo da pressdo de turgor das plantas
(Guerra e Angelis, 2009).

No teste com bulbos, o0 alongamento radicular (AR) se destacou como parametro mais
sensivel aos extratos de lodo téxtil, sendo a inibicdo do crescimento radicular um dos
principais indicadores para estudos de fitotoxicidade (EI Hammadi et al., 2007; Samuel et al.,
2010). De acordo com Guerra e Angelis (2009), a avaliacdo do efeito inibitorio sobre o
crescimento da raiz permite testar o efeito tdxico de compostos solUveis presentes em niveis
de concentracdo abaixo do necessario para apresentar efeitos inibitérios sobre a germinacéo,
mas que sdo capazes de retardar ou inibir completamente 0s processos de crescimento
radicular. Dessa forma, esse parametro constitui indicador sub-letal muito sensivel para a
avaliacdo de efeitos bioldgicos em plantas. Ainda de acordo com esses autores, ao observar e
medir o comprimento de raizes jovens e comparar estas medidas com um controle pode-se
inferir a presenca de compostos toxicos no ambiente. EI Hammadi et al. (2007), em estudos
de fitotoxicidade com lodo téxtil utilizando sementes de Helianthus annuus L., concluiram
que o AR é um dos parametros mais sensiveis para a avaliacdo da toxicidade deste tipo de
amostra. A reducdo deste parametro foi observada também em A. cepa exposta a efluente
téxtil (Samuel et al., 2010). Aradjo et al. (2005) utilizando sementes de Glycine max L. Merril
e Triticum aestivum L. concluiram que o AR foi mais sensivel que o CPA as altas
concentracdes de lodo téxtil, o que também foi observado no presente trabalho. Ali et al.
(2004) observaram que as raizes sdo mais sensiveis que a parte aérea a presenca de metais
devido ao fato de que a toxicidade desses elementos inicia-se na raiz, que é o principal 6rgdo
da planta tanto na sua absor¢do quanto no seu acimulo. Corroborando os resultados obtidos
por Sundaramoorthy et al. (2010), os quais constataram que o Cr se acumula tanto nas raizes
guanto na parte aérea de Oryza sativa L., entretanto em maior proporgao nas raizes.

No presente estudo foi observado o incremento do NR e estimulo do AR de bulbos
expostos as baixas concentragdes dos extratos de lodo téxtil e inibicdo desses pard@metros em
altas concentracdes (Tabela 3). Patnaiket al. (2013) encontraram resultados semelhantes,
sendo observado estimulo no AR de bulbos de cebola expostos a 12,5 uM de Cr e sua inibigdo
em altas concentragdes (25-200 uM de Cr).
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3.3. Avaliagéo da citogenotoxicidade

Considerando os valores de IC50 referentes ao IM, podemos observar que, de maneira
geral, as amostras de lodo téxtil ndo apresentaram citotoxicidade, novamente com excegado
para a amostra 1 nos testes com sementes e as amostras 1 e 5 nos testes com bulbos (Tabela
4).

Tabela 4.Valores de 1C50 (% de extrato aquoso de lodo) de amostras de lodo
téxtil para os parametros de citogenotoxicidade em sementes e bulbos de Allium

cepa L.
Amostra IM MN PA PT CM S CP
1 49,2 NT 38,9 333 450 76,7 50,0
2 NT 983 NT 350 500 NT NT
Sementes 3 NT 925 NT 373 838 NT 750
4 NT 1403 NT NT 1714 NT 1000
5 NT NT 704 NT 700 NT NT
1 101 NT NT 450 150 86,7 90,0
2 NT NT NT 900 NT NT 400
Bulbos 3 NT 948 NT NT NT NT NT
4 NT 158 NT NT 70 170 NT
5 888 NT NT 900 133 980 NT

NT = N&o toxico. IM = Indice mit6tico; MN = Micron(icleo; PA = Ponte em anafase; PT
= Ponte em tel6fase; CM = C-metéfase; S = Stickiness; CP = Cromossomos perdido.

Para os testes com sementes de A. cepa, pode-se afirmar que a amostra 1 apresenta a
maior citotoxicidade, visto que a partir da concentracdo de 20 % do extrato houve reducédo na
taxa de divisdo celular, e essa reducdo foi ainda mais acentuada nas concentragdes 60, 80 e
100 %. Para as demais amostras, a reducdo do IM foi observada somente nas maiores
concentrages. De maneira geral, as amostras ndo causaram alteragdes significativas nos
valores de IM das raizes de bulbos expostas ao lodo, com excecdo para as menores
concentragOes das amostras 2 e 3, em que foi observada maior taxa de células em divisdo,
mostrando que o lodo téxtil estimulou a divisdo celular (Tabelab).

O indice mitdtico reflete a frequéncia de divisdes celulares e representa um importante
parametro para a determinacdo do crescimento radicular (Liu et al., 1992). De acordo com
Panda e Chouldhury (2005), a redugdo no crescimento radicular em presenca de Cr pode ser
explicada pela inibicdo da divisdo celular da raiz, devido ao colapso dos tecidos e a
incapacidade das raizes em absorver agua. A inibicdo do crescimento radicular também pode
ser atribuida a formacao de espécies reativas de oxigénio, morte celular, peroxidacéo lipidica,
inibicdo das enzimas antioxidantes, danos ao DNA e AC (Panda e Chouldhury, 2005; Patnaik
et al., 2013; Shanker et al., 2005). Outra constatacdo refere-se a diferenca na sensibilidade
entre raizes provenientes de sementes e bulbos para detectar citotoxicidade. Observou-se
ainda maior sensibilidade de sementes em relacdo aos bulbos (Tabela5), que parece estar
relacionada ao maior tempo de exposicdo das sementes aos extratos de lodo até a emergéncia
das raizes, propiciando maior absorcao e efeitos deletérios dos elementos toxicos.
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Tabela 5. Efeito das amostras de lodo téxtil no indice mitotico de zona meristematica de raizes
provenientes de sementes e bulbos de Allium cepa L.

Indice mitdtico (%)

Amostra [1(%0) Sementes Bulbos
CN 234+27a 19,0+0,0a
20 192+14b 192+22a
1 40 134+12c 151+13a
60 9,8+0,7d 163+14a
80 8,7+1,1d 102+05b
100 72+0,1d 6,5+06Db
CP 15,8+0,6 b 150+0,0a
CN 171+09a 16,0+0,0b
20 148+06a 22,1+0,8a
40 126+10b 219+0,3a
2 60 124+12b 205+0,7a
80 135+14b 185+0,7b
100 11,4+0,7b 92+18¢c
CP 152+0/4a 9,0+0,0d
CN 197+05a 18,0+0,0b
20 204+25a 232+13a
40 209+10a 214+0.2a
3 60 182+13a 20,6 +0,3a
80 181+13a 195+0,7b
100 12,7+09b 151+19b
CP 16,8+0,7a 8,0+00¢c
CN 223+0,8a 18,0+0,0a
20 199+13a 147+14a
40 21,8+0,3a 157+10a
4 60 198+10a 16,7+0,8a
80 176 +05b 154+42a
100 16,0+0,3b 113+11a
CP 20,3+16a 40+00b
CN 202+12a 19,0+0,0a
20 16,8+0,7a 188+1,1a
40 164+12a 20,1+15a
5 60 171+0.2a 18,6 +0,8a
80 141+19b 186+09a
100 126+10b 84+14b
CP 176+12a 8,0+00b

Letras iguais na coluna, dentro da mesma amostra, ndo diferem estatisticamente (p>0,05) pelo teste Scott-Knott.
IM = Indice mitético + erro padrdo; CN = controle negativo. CP = Controle positivo. As analises citogenéticas
foram realizadas contabilizando 6000 células por tratamento.

Anormalidades cromossomicas, sobretudo altas frequéncias de micronucleos (MN),
foram verificadas, tanto em raizes provenientes de sementes quanto de bulbos, indicando
genotoxicidade do lodo téxtil. Entretanto, considerando raizes provenientes de sementes foi
verificada maior frequéncia de MN para a amostra 4 (total de 441) e para a amostra 1 (total de
136) nas raizes de bulbos, sendo esses dados obtidos a partir do somatério de MN das
concentragfes de cada amostra. A anormalidade denominada stickiness também foi
encontrada em altas frequéncias, sendo as amostras 4 (130) e 5 (115) as que apresentaram
maiores valores para raizes de sementes e bulbos, respectivamente. Além disso, a
genotoxicidade do lodo téxtil pode ser constatada devido a alta porcentagem total de AC,
sendo as amostras 4 e 1 as que apresentaram maior percentual com valores de 11,9 e 4,0 para
raizes provenientes de sementes e bulbos, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Anormalidades cromossémicas em células de raizes provenientes de sementes e bulbos de

Allium cepa L. expostas aos extratos aquosos das amostras de lodo téxtil.

AC contabilizadas em 6000 células

Amostra  C Sementes Bulbos

MN PA PT CM S CP FAC MN PA PT CM S CP FAC
CN 32 5 0 7 4 8 o0 20 3 0 3 9 0 ..
20 42 14 4 7 15 24 177 ¥ 18 3 0 9 0 o
40 27 4 0 4 13 13 102 32 6 1 0 141

1 60 6 2 0 2 13 1 13 0 7 0 0 16 2
: 0,92
80 5 5 5 5 3 9 123 20 4 0 4 7 2 o
10 29 2 1 2 6 3 o072 4 7 0 1 4 0 oo
ch 8 16 9 8 3 3 308 ° 9 0 0 18 0
CN 8 13 8 4 3 16 200 6 3 0 0 0 0 015
20 50 1 7 4 7 22 16 19 1 1 0 6 4 052
40 9 11 2 6 4 17 220 27 8 0 1 11 1 080
2 60 8 9 4 0 18 10 205 21 11 0 0 7 1 067
80 62 11 2 0 28 12 192 12 12 3 0 14 0 068
100 3 7 3 0 13 13 123 18 13 0 1 14 2 080
CP 160 13 10 6 20 19 380 8 0O 0O 3 3 6 165
CN 6 2 5 1 3 3 125 15 15 0 0 12 0 070
20 40 2 5 3 15 8 12 7 3 0 0 5 1 027
40 4 7 3 4 19 13 145 13 6 0 0 13 1 055
3 60 4 5 3 5 23 7 140 10 10 0 0 10 0 050
80 58 3 6 2 21 3 155 19 14 0 0 12 1 077
100 2 5 2 0 18 2 08 6 4 0 4 11 1 043
CP 6 5 8 6 33 21 227 27 0 0O 0O 0 0 045
CN 140 2 5 4 5 11 278 3 3 0 0 18 0 040
20 129 12 5 1 23 12 303 1 2 0 1 6 2 037
4 79 9 4 1 19 7 198 5 1 0 1 5 0 020
4 60 104 15 4 3 41 16 305 7 3 0 2 2 0 023
80 81 15 2 1 22 14 225 5 3 0 0 7 0 025
100 48 9 9 0 25 6 162 13 8 0 0 17 3 068
CP 107 27 7 4 40 9 324 12 0 0 0 0 0 020
CN 5 10 3 0 10 6 13 15 0 0 6 15 0 060
20 68 14 6 1 10 10 18 9 5 0 1 34 1 08
4 102 11 4 1 24 8 25 11 0 0 2 18 4 058
5 60 5 13 2 1 25 6 172 17 6 0 0 29 1 088
80 102 4 4 0 19 8 228 17 6 2 1 24 4 090
100 8 5 3 0 27 7 200 8 2 0 1 10 2 038
CP 175 10 9 0 63 19 460 9 0 O 0 6 3 165

C = Concentragdo; MN = Micronuicleo; PA = Ponte em anafase; PT = Ponte em tel6fase; CM = C-metafase; S =
Stickiness; CP = Cromossomos perdido; FAC (%) = Frequéncia de anormalidades cromossémicas; CN =
controle negativo. CP = Controle positivo. As analises citogenéticas foram realizadas contabilizando 6000
células por tratamento.

A alta frequéncia de microndcleos (MN) encontrada em todos os tratamentos com lodo
téxtil, tanto para os testes com sementes quanto bulbos, confirmou a genotoxicidade das
amostras. O MN é uma massa de cromatina citoplasmatica com a presenca de um nucleo
pequeno originado de um fragmento acéntrico, e sdo originados por alteragdes no DNA que as
células ndo conseguem reparar podendo ser repassadas para as futuras geracOes celulares,
portanto, facilmente fixadas nos organismos (Fargaova, 2012). As AC como cromossomos ou
fragmentos perdidos podem dar origem aos MN, sendo verificadas, no presente trabalho, a
correlagéo entre a alta frequéncia de MN e de CP. Estudos realizados por Oliveira et al.
(2012) mostraram que a frequéncia de MN observada em células do meristema radicular de A.
cepa indica a presenca de substancias aneugénicas (inibidoras das fibras do fuso acromatico).
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De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), as AC indicadoras de efeitos
clastogénicos sdo aquelas que apresentam pontes e quebras das cromatides; enquanto as que
resultam de efeitos aneugénicos sdo perda e atraso de cromossomos, stickiness, nucleo
multipolar e C-metéafase. A presenca de cromossomos stickiness reforca as evidéncias da acéo
aneugénica de todos os extratos de lodo. Provavelmente, substancias presentes nos extratos
interferem na formacdo do fuso mitético ou induzem a quebra dos telémeros. Em decorréncia
disso, o processo normal de condensacdo é alterado e aglomerados de cromossomos se
formam nas células. Além disso, devido as quebras nos teldmeros, outras anormalidades
surgem a partir dos stickiness, tais como eventos de fusdo e pontes (Turkoglu, 2008). De
maneira geral, pode-se dizer que as AC do tipo stickiness, encontradas no presente estudo,
provavelmente sdo devido a condensacdo anormal e dobramento dos cromossomos, onde
histonas e outras proteinas responsaveis pelo arranjo cromossdmico séo afetadas, sendo que
0s cromossomos stickiness refletem severo efeito toxico podendo levar a morte celular
(Saxena et al., 2010).

4. CONCLUSAO

Em geral, para Allium cepa L., os extratos de lodo téxtil apresentaram baixa
fitotoxicidade, exceto o da amostra 1. A fitotoxicidade da amostra 1 parece estar ligada
principalmente a elevada concentracdo de cromo, que excedeu o valor méaximo permitido pela
CONAMA 375 (BRASIL, 2006). Pode-se inferir que essa diferenca na concentracdo de
cromo e, consequentemente, na toxicidade entre as amostras estd relacionada a diferentes
produtos utilizados em cada periodo do ano, e que no periodo anterior a julho foram utilizados
produtos, incluindo corantes contendo cromo, com maior potencial fito e citogenotoxico.

Os parametros de citogenotoxicidade foram sensiveis e adequados para avaliacdo dos
extratos aquosos das amostras de lodo téxtil, sendo as sementes mais sensiveis que os bulbos
de A. cepa para avaliacdo da citogenotoxicidade dos extratos lodo téxtil. A inibicdo do IM, a
alta frequéncia de MN, bem como elevada taxa total de AC encontrada nas amostras, tanto
para os testes com sementes quanto bulbos, demonstraram a citogenotoxicidade do lodo.
Assim a avaliacdo da genotoxicidade desse tipo de residuo industrial utilizando testes com
plantas superiores parece ser uma ferramenta util para minimizar os impactos ambientais do
seu descarte. E, considerando os efeitos observados, é inadequado dispor o lodo téxtil, sem
tratamento prévio, em solos uma vez que este pode levar a donos aos organismos terrestres.
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