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Resumo

A producdo de carne suina gera grande volume de dejetos com quantidade significativa de matéria
organica e patdégenos. Se ndo tratados adequadamente, esses dejetos podem provocar graves
impactos ambientais. O uso de biodigestores na suinocultura permite a mitigacdo desses impactos.
Assim, a analise ecotoxicoldgica desse residuo antes (afluente) e apds (efluente) o tratamento via
biodigestor se faz necessaria. O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos citogenotéxicos
do afluente e efluente provenientes de uma suinocultura. Sementes de A. cepa foram expostas ao
efluente e afluente bruto (100%) e a diferentes diluicdes (3.1%, 6.25%, 12.5%, 25% e 50%). Os
parametros analisados foram: indice mitético (IM) e a presenca de aberracdes cromossémicas (AC) e
micronucleos (MN). Observou-se uma reducédo do IM em todas as concentrag6es do afluente e efluente,
exceto na menor concentragdo (3.1%) e um aumento de AC a 3.1 e 12.5% do afluente e a 3.1%, 12.5%
e 50% do efluente. Nenhuma amostra induziu MN. O sistema de tratamento nado foi totalmente eficaz
em reduzir a citogenotoxidade dos dejetos de suinocultura (afluente) para o sistema teste A. cepa.

Palavras-chave: Allium cepa. indice mitético. Aberragdes cromossomicas.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas — Genética.
Introducéo

O Brasil é 0 quarto maior produtor de carne suina do mundo. De acordo com a Associa¢ao Brasileira
de Proteina Animal (ABPA), o Brasil produziu 5.156 milh8es de toneladas de carne suina em 2023. Em
consonancia, a suinocultura gera uma grande quantidade de dejetos, que séo ricos em nutrientes, como
nitrogénio (N) e fésforo (P), metais pesados, como zinco (Zn) e cobre (Cu), além de microrganismos
fecais patogénicos. Se nao tratados adequadamente, esses dejetos podem provocar graves impactos
ambientais (Ito et al., 2016).

O uso de biodigestores na suinocultura € uma pratica que visa a reducéo destes impactos. Dentro
do biodigestor, os dejetos passam por um processo de fermentacao anaerébica. Esse processo ocorre
em varias fases, onde a matéria organica é convertida em biogas, que pode ser utilizado como fonte
de energia, e em biofertilizantes, que é despejado no meio ambiente ou utilizado na agricultura (Wang,
et al.,, 2020). Entretanto, de acordo com Ghava et al. (2015) apds o processo de biodigestdo, os
efluentes ainda constituem uma alta concentracdo de matéria organica, metais, bactérias e antibiéticos,
podendo assim acarretar danos para 0s ecossistemas terrestre e aquatico.

O sistema Allium cepa (cebola) € uma das ferramentas utilizadas para avaliar possiveis efeitos
téxicos de diversos contaminantes ambientais (Leme e Marin-Morales, 2009; Martins et al., 2016;
Fioresi, et al., 2020; Souza et al., 2021;), além da sua correlagdo com outros sistemas-testes, tais como
linfécitos humanos e roedores (Rank e Nielsen, 1994; Leme e Marin-Morales, 2009). Os ensaios com
A. cepa avaliam o efeito da substancia no ciclo celular (citotoxicidade) e no material genético
(genotoxicidade e mutagenicidade em nivel cromossdmico), permitindo compreender seu mecanismo
de acdo. Isso é possivel devido as suas particularidades: 1) alta sensibilidade; 2) grande namero de
células em divisao e; 3) cromossomos grandes e em nimero reduzido (2n=16) (Fiskesjo, 1985; Leme
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e Marin-Morales, 2008). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial citogenotédxico de
efluente de suinocultura antes e apds tratamento em biodigestor por meio do bioensaio com A. cepa.

Metodologia
Coleta do afluente e efluente

As amostras de afluente (antes do processo de biodegradacéo a partir de um biodigestor) e de
efluente (apés o processo de biodegradacéo) foram coletadas a partir da Norma 15469/2015 da
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2015), em um empreendimento que explora
economicamente a suinocultura, localizado no distrito de Rive - Alegre, Espirito Santo (20°47°09” S e
41°31°28” W).

Uma aliquota das amostras foi encaminhada para o Laboratério de Andlises e Controle de Qualidade
(Agrolab) para caracterizacdo fisico-quimica. Os parametros avaliados foram: pH, temperatura,
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), fésforo, nitrogénio,
potassio e coliformes termotolerantes. Outra fracdo das amostras foi encaminhada para o Laboratério
de Ecotoxicologia da Universidade Federal do Espirito Santo onde os testes com A. cepa foram
conduzidos. Para esses ensaios, foram testadas as amostras ndo diluidas do afluente e efluente
(100%), e diluicdes em agua mineral nas concentragdes: 3.1%, 6.25%, 12,5%, 25% e 50%, preparadas
de acordo com a Norma 15469/2015 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2015).

Bioensaio com Allium cepa

Aproximadamente 100 sementes de A. cepa (variedade baia periforme) foram organizadas em
placas de Petri em contato com papel filtro umedecido com 5 ml das amostras. Agua mineral (Inga) e
colchicina (Sigma®) 0,025% foram utilizadas como controle negativo (CN) e positivo (CP),
respectivamente. A germinagdo ocorreu no escuro a 24+1°C. ApdOs 72h, as raizes foram fixadas em
alcool etilico + &cido acético na propor¢éo 3:1 (v/v) e armazenadas a - 20°C. Apos 24h, as raizes foram
lavadas por trés vezes em 4gua destilada por cinco minutos, hidrolisadas em HCI 5N por 8 minutos a
60+1°C e lavadas em 4gua destilada. A regido meristematica das raizes foi submetida ao reativo de
Schiff por 2 horas no escuro e contra corada com carmim acético a 2%, recoberta por laminula e
macerada. O material foi analisado em microscopio de luz com aumento de 1000 x. Para cada
tratamento foram analisadas 5.000 células (500 células por lamina).

O potencial citotoxico do afluente e efluente e suas diluiges foi analisado por meio do calculo do
indice mitético (IM). J& o potencial genotéxico foi avaliado por meio da contagem de anormalidades
mitéticas e cromossbmicas (C-metafases, broto nuclear, aderéncias, perdas e pontes cromossdmicas).
Microndcleos (MN) meristematicos foram contabilizados para a determinagéo do potencial mutagénico.

O software utilizado para a andlise estatistica foi GraphPad Prism 8.0.1. Os dados coletados néo
apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias, portanto as comparacdes entre 0s
grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis (teste estatistico ndo-paramétrico) seguido pelo teste
de Dunn (p<0.05).

Resultados
Caracterizacgéo fisico-quimica e microbiolégica do afluente e do efluente

Os resultados da andlise fisico-quimica do afluente e efluente sdo mostrados na Tabela 1. No Brasil,
a Resolucéo n. 430 de 2011 e a Resolucédo n. 357 de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) dispbem sobre os padrBes e condigbes de lancamento de efluentes. Assim, com base nos
valores maximos permitidos pelo CONAMA, o pH do afluente apresentou um valor abaixo do permitido
e o nitrogénio (N) do afluente apresentou um valor acima do permitido. Os elementos fosforo (P) e
potassio (K) ndo possuem padrées regulamentados pelo CONAMA. Entretanto, observou-se uma
diminuicdo da concentracdo dos elementos, N, P e K do afluente para o efluente: o N reduziu 71.88%,
0 P reduziu 32.83% e o K reduziu 52.24%. Houve um aumento da Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) e da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) do afluente para o efluente, indicando elevada carga
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de matéria organica e alto nivel de contaminacdo do efluente. J& a concentracdo de coliformes
termotolerantes foi reduzida em 64.44% no efluente.

Tabela 1 — Avaliagéo fisico-quimica e microbiol6gica dos efluentes suino antes e apés tratamento com

biodigestor.
Valores maximos
Parametro Afluente Efluente permitidos pela Res.
430/2011 do CONAMA
pH 4.2 6.3 5a9
Temperatura 24.3°C 27.3°C Inferior a 40 °C
DQO 2500 mg Oz L1 8500 mg Oz L! -
DBO 5600 mg L 7600 mg L -
Nitrogénio (N) 345 mg L1* 97 mg L* 120 mg L
Fésforo (P) 14.07 mg L? 9.45mg L* -
Potassio (K) 67 mg L? 32mgL? -
Coliformes 9,0 x 108 3,2 x 108 -

Fonte: Agrolab.
Citogenotoxicidade do afluente e efluente

O afluente a 100% inibiu completamente a divisdo celular do meristema de A. cepa. Além disso,
todas as diluicdes do afluente, exceto 3.1%, reduziram significativamente o indice mitético, numa
relacdo dose-dependente, em relacdo ao controle negativo (Figura 1A). As concentracbes 3.1% e
12.5% foram genotdxicas (Figura 1B): aderéncia e broto nuclear foram as principais alteragfes
induzidas por estas concentragdes. A auséncia de AC a 50 e 100% pode ser explicado pelo baixo IM
nesses tratamentos. Ademais, nenhuma amostra apresentou atividade mutagénica nas células
meristematicas (Tabela 2).

Figura 1 — Média da citogenotoxicidade do afluente. A: Média do IM; B: Média de AC. (*) significativo em relagéo
ao controle negativo (CN). CP: controle positivo.
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Fonte: Autores.

Considerando o efluente a 100% e suas diluigdes, todas as amostras reduziram o indice mitético
em relacdo ao controle negativo, com excecéo da diluicdo de 3.1% (Figura 2A). O efluente (100%) ndo
foi genotodxico. De forma oposta, as diluicdes de 3.1%, 12.5% e 50% aumentaram a frequéncia de
aberrac6es cromossémicas (Figura 2B): aderéncia (Figura 3A) e broto nuclear foram evidentes (Figura
3B) a 3.1% e 50%. Nenhuma concentracdo induziu efeito mutagénico nas células meristeméaticas
(Tabela 2).

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 3
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



ekt Encos Lt Amicenc it [y . aana Armecano Encontm o Ficiagio
G e Gt T A B ey 0 Ennsio Unbarsdra aooncia

Educag&o: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

Figura 2 — Média da citogenotoxicidade do efluente. A: Média do IM; B: Média de AC. (*) significativo em relagao
ao controle negativo. CP: Controle positivo.
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Fonte: Autores.

Figura 3 — AlteragBes cromossémicas em A. cepa. A) Broto nuclear; B) Aderéncia cromossdmica.
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Fonte: Autores.

Quando comparados os efeitos do afluente com o do efluente (Tabela 2), foi possivel observar que
apos a passagem pelo biodigestor, a houve um aumento do IM para as concentragdes (25, 50 e 100%).
O efluente a 25 e 50% sdo menos citotdxicos que 0s seus respectivos afluentes. Porém, ainda
citotoxicos em relagdo ao controle. Ja o efluente a 50% foi mais genotdxico do que seu respectivo
afluente.

Tabela 2 - Média * desvio padrdo das analises de indice mitotico, aberragcdes cromossdmicas e microntcleo do
afluente e efluente. (*) significativo em relacéo ao controle negativo. (P) estatisticamente diferente quando
comparado a mesma concentracdo do afluente e efluente. CP: controle positivo.

Diluicéo IM AC MN MN F1

CN 101.90 + 8.60 0.10+0.31 0.0+0.0 0.0+0.0

CP 68.70 £ 4.64 31.20 + 4.98* 5.60 + 1.40* 3.3+1.10

3.1% 32.90+2.13 13.70 £ 2.16* 0.0+0.0 0.0+0.0

6.25% 26.90 + 7.24* 10.60 £ 1.26 0.0+0.0 0.0+0.0

Afluente 12.5% 25.40 +4.47* 13.27 £ 1.67* 0.0+0.0 0.0+0.0
25% 11.40 + 6.50% P 2+1.40 0.0+0.0 0.0+0.0

50% 1.50+ 2.36* P 0.0 £ 0.0*P 0.0+0.0 0.0+0.0

100% 0.0 +0.0* 0.0 £0.0* 0.0+0.0 0.0+0.0

3.1% 42.50 £2.10 8.40 £ 1.95* 0.0+0.0 0.0+0.0

6.25% 28.30 + 2* 3+0.94 0.0+0.0 0.0+0.0

Efluente 12.5% 29.40 +4.41* 270+ 1% 0.0+0.0 0.0+0.0
25% 27.70 £ 7.22*" 1.70+1.05 0.0+0.0 0.0+0.0

50% 30.10 + 3.84* " 450+ 1.71%b 0.0+0.0 0.0+0.0

100% 11.60 + 3.20* 1.10+1.96 0.0+0.0 0.0+0.0

Fonte: Autores.
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Discusséo

A citotoxicidade é avaliada pelo aumento ou diminuicdo do indice mitético, que é determinado pelo
namero de células em divisdo em relagcao ao nimero total de células avaliadas. O aumento do IM pode
estar relacionado ao acumulo de células em fases especificas da mitose (Souza et al., 2023). Por outro
lado, a reducao do IM, observada neste estudo em todas as diluigdes do afluente e efluente, exceto na
menor dilui¢do (3.1%), pode indicar uma inibi¢éo ou atraso da divisdo celular. A inibicdo do IM pode
ocorrer devido a agdo mitodepressiva de agentes quimicos (Turkoglu, 2011). A redugéo do IM pode
ocorrer devido ao blogueio do ciclo na fase G1 em resposta a danos no DNA, inibindo a replica¢éo na
fase S; ou 0 acumulo de células em G2 devido a falhas na replicacdo do DNA ou na formacao do fuso
mitético (Fioresi et al., 2020; Souza et al., 2023).

A genotoxicidade e a mutagenicidade sédo avaliadas pelo aumento da frequéncia de aberracées
cromossémicas e micronucleos. Aberracfes cromossémicas sdo caracterizadas como alteracdes
cromossdmicas estruturais ou numéricas que podem ocorrer espontaneamente ou devido a exposi¢éo
a agentes quimicos. De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), as aderéncias cromossdmicas sao
resultado de agentes aneugénicos e os brotos nucleares sdo resultado tanto de agentes aneugénicos
guanto de agentes clastogénicos (Lindberg et al., 2007). Alteracdes cromossdmicas causadas por
agente aneugénicos estdo relacionadas a distdrbios no fuso mitético, resultando em um atraso na
migragdo dos cromossomos para os polos da célula (Fernandes et al., 2009). Por outro lado, alteracbes
cromossémicas causadas por agentes clastogénicos sdo caracterizadas pelo rompimento de uma parte
do material genético (quebras cromossémicas) e, devido a auséncia de teldmeros podem resultar em
pontes cromossodmicas (Leme e Marin-Morales, 2009).

Em um estudo recente, Aragao et al. (2024) avaliaram o risco toxico de efluente de um biodigestor
de suinocultura em A. cepa (cebola) e Lactuca sativa (alface). Os autores avaliaram dois efluentes: o
efluente bruto, que é o residuo resultante ap6s a biodigestdo, e o efluente de uma lagoa de
estabilizacdo, onde sdo armazenados os residuos produzidos pelo biodigestor, em oito diferentes
diluigbes: 100% (C1), 50% (C2), 25% (C3), 12,5% (C4), 6,25% (C5), 3,12% (C6), 0,78% (C7) e 0,39%
(C8). No ensaio com A. cepa, 0s autores observaram, nos tratamentos com o efluente da lagoa de
estabilizac@o, uma reducao significativa do indice mitético nas concentracdes C3 e C4 e alteracdes
cromossbémicas significativas em C4 e C6. Alteragbes cromossdmicas também foram evidentes em C5
e C6, nos tratamentos com o efluente bruto.

Conclusao

Conclui-se que tanto o afluente quanto o efluente apresentaram potencial citotéxico e genotéxico
em células meristematicas de A. cepa, por meio da reducdo do indice mitético e pela presenca de
aberrac6es cromossémicas (aderéncias e brotos nucleares). Portanto, o sistema de tratamento néo foi
totalmente eficaz em reduzir a toxicidade dos dejetos de suinocultura (afluente) para o sistema teste A.
cepa. Sdo necessarios mais estudos sobre o risco téxico dos efluentes.
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