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RESUMO

GONGALVES, M. M. C. Potencial fitotoxico, citogenotoxico e mutagénico do lodo
de curtume compostado. 2019. 50 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento) — Universidade Federal do Piaui — 2019.

O processo de refinamento do couro € responsavel por gerar uma grande quantidade
de efluentes, estes contendo em sua composi¢cao elevados teores de matéria organica
e diversos componentes quimicos com potencial toxico. Portanto o descarte desse
material no ambiente pode apresentar um risco de poluicdo ambiental. Entretanto, por
apresentar contetudo rico em matéria organica, o lodo de curtume pode ser um material
interessante para o0 uso agricola, ap6s sua detoxificacdo. A compostagem tem sido
indicada como um método eficiente para tratamento de residuos. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial toxico e citogenotoxico do lodo de curtume
compostado através de diferentes bioindicadores. Foram avaliados os potenciais
fitotoxicos, citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos nas amostras solidas e nos
extratos aquosos (solubilizado) do lodo de curtume ndo compostado e de trés
periodos de compostagem (15, 45 e 90 dias). Para a analise foi realizado os
bioensaios de germinacdo de sementes e crescimento radicar com L. sativa e o teste
de aberrac6es cromossémicas com Allium cepa. Os resultados da analise quimica
mostraram que o lodo de curtume compostado apresentou quantidade de cromo
acima do permitido pela legislacdo ambiental. O bioensaio com L. sativa, para as
amostras sélidas, mostraram que o lodo ndo compostado afetou a germinacéo e o
crescimento das raizes desse organismo, ja o lodo compostado afetou apenas o
crescimento radicular. Com relacdo a germinacdo e crescimento das sementes de
alface nos extratos aquosos, foi observado efeitos significativos no crescimento de
raiz apenas para o lodo de curtume ndo compostado. No bioensaio de aberragbes
cromossémicas com A. cepa, foram observados efeitos citotoxicos, genotdxicos e
mutagénicos no lodo ndo compostado e em todos periodos de compostagem, tanto
nas amostras solidas, quanto no solubilizado. Dessa forma, os resultados mostraram
gue a compostagem empregada para o lodo de curtume, néo foi eficiente no processo
de detoxificacdo do material. Portanto, o lodo de curtume compostado nesse estudo,
ndo €& recomendado para 0 uso agricola, podendo apresentar riscos para
contaminacao do solo e de recursos hidricos.

Palavras-chave: Compostagem, germinacdo de sementes, aberracdes cromossémicas,
Allium cepa, Lactuca sativa.
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ABSTRACT

GONCALVES, M. M. C. Phytotoxic, cytogenotoxic and mutagenic potential of
composted tannery sludge. 2019. 50 f. Dissertation (Master in Genetics and
Breeding) — Universidade Federal do Piaui, 2019.

The process of leather refinement is responsible for generating a large amount of
effluents, which contain in their composition high levels of organic matter and several
chemical components with toxic potential. Therefore the disposal of this material in the
environment may present a risk of environmental pollution. However, due to its rich
organic matter content, tannery sludge may be an interesting material for agricultural
use, after its detoxification. Composting has been indicated as an efficient method for
industrial waste treatment. The present work had as objective to evaluate the fitotoxic
and cytogenotoxic potential of composted tannery sludge through different
bioindicators. The phytotoxic, cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials of the non
- composted tannery sludge and three composting periods (15, 45 and 90 days) in its
solid sample and the agueous (solubilized) extracts were evaluated. For the analysis
the bioassays of seed germination and root growth with L. sativa and the test of
chromosomal aberrations with A. cepa were performed. The results of the chemical
analysis showed that the composted tannery sludge presented a quantity of chromium
above that allowed by environmental legislation. The L. sativa bioassay, for the solid
samples, showed that the non composted sludge affected the germination and root
growth of this organism, and the composted sludge only affected the root growth.
Regarding the germination and growth of lettuce seeds in the agueous extracts,
significant effects on root growth were observed only for the non composted tannery
sludge. In the bioassay of chromosomal aberrations with A. cepa, cytotoxic, genotoxic
and mutagenic effects were observed in the non-composted sludge and in all
composting periods, both in solid and solubilized samples. Thus, the results showed
that the composting used for tannery sludge was not efficient in the process of
detoxification of the material. Therefore, composted tannery sludge in this study is not
recommended for agricultural use and may present risks for contamination of soil and
water resources.

Keywords: Composting, seed germination, chromosomal aberrations, Allium cepa, Lactuca
sativa.
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1 INTRODUCAO

7

Uma das maiores preocupacdes ambientais € a crescente producédo de
residuos solidos urbanos (HARTMANN e AHRING, 2006). Comumente eles sao
introduzidos de maneira inadequada no meio ambiente, sem qualquer perspectiva
para a sua reciclagem, havendo a possibilidade de contaminacdo ambiental
(NASCIMENTO et al., 2004; TAHIR et al., 2006). Porém, muitos residuos apresentam
em sua composi¢cado nutrientes e matéria organica, tornando-os possiveis agentes
para a fertilizacdo de solos (SOMMAGGIO et al., 2018).

De acordo com Igbal (2010) a utilizacdo de residuos sélidos para preservar e
restaurar a fertilidade do solo é uma pratica cada vez mais comum. Porém, muitos
residuos podem apresentar uma alta quantidade de metais potencialmente toxicos, o
gue torna a pratica de reutilizacdo um risco ao meio ambiente, principalmente se esses
metais forem mobilizados por vegetais, ou transportados por aguas de drenagem
(SOMMAGGIO et al., 2018).

A industria de couro tem uma alta representatividade na economia brasileira.
Entretanto, o processo de curtimento da pele produz residuos sélidos e semissolidos
conhecidos por lodo de curtume (GONCALVES et al.,, 2014). O lodo de curtume
apresenta em sua composi¢ao um alto teor de matéria organica e elementos quimicos
para uso agricola (SILVA, 2014). Porém, apresenta alto teor de Cr, usado no processo
de curtimento, e sais inorganicos, 0s quais podem representar risco de contaminacao
do solo (SANTOS et al., 2011).

Devido a toxicidade e o risco de contaminacdo biolégica, o lodo de curtume
pode ser inviavel para a utillizacdo no meio agricola. Neste sentido, torna-se
necessario detoxifica-lo antes da aplicagdo no solo, e a compostagem tem sido
indicada como um processo alternativo e eficiente de tratamento do residuo (SANTOS
et al., 2011). A compostagem trata-se da decomposicdo aerobica e acelerada de
compostos organicos, na qual é realizada em condigcbes que permitam a acao de
microrganismos (MEIRA et al., 2003). Ao final do processo é obtido um produto que
pode ser utilizado para enriquecer o solo e melhorar suas caracteristicas.

Embora trabalhos recentes tenham mostrado que o lodo de curtume
compostado melhora os teores de matéria organica, fertiidade e as propriedades
biolégicas do solo (SANTOS et al., 2011; ARAUJO,. et al., 2016a; ARAUJO, et al.,

2016b) é necessario conhecer o efeito sobre a estrutura cromossémica das plantas.
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Reconhecidamente, os poluentes sdo capazes de transmitir efeitos toxicos para
organismos, onde estes sdo capazes alterar a taxa de divisdo celular, a estrutura do
DNA e até mesmo prejudicar o sistema reprodutivo de organismos (FARMER e
SINGH, 2008; CASTRO e SOUSA, et al., 2017). Logo, o presente trabalho tem como
hipétese que o lodo de curtume compostado afetara negativamente o
desenvolvimento e estrutura cromossdmica dos bioindicadores, devido,
principalmente, a presenca de elementos tragos em sua constituigao.

Para a avaliagdo toxica de residuos no meio ambiente, ha diversos testes
utilizados, tais como ensaios com Salmonella, cultura de células humanas, leveduras
geneticamente modificadas, uso de embrides de peixes Danio rerio, e com espécies
de oligoquetas (MAZZEO, 2013). Além destes, bioensaios realizados com vegetais
superiores, mostram que as espécies Allium cepa (L.) e Lactuca sativa (L.) tém
eficientes organismos-teste para estudos basicos de ac¢éo de contaminantes (CARITA
e MARIN-MORALES, 2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO et al., 2015;
AGUIAR, ANDRADE e DAVID, 2016).

Para avaliacdo do efeito fitotbxico de compostos organicos, bioensaios de
germinacdo de sementes e de crescimento vegetal sdo comumente utilizados
(Kapanen and Itavaara, 2001). O principal beneficio deste teste € a grande variedade
de parametros de toxicidade que podem ser analisados, como taxa de germinacao,
ganho de biomassa, alongamento de raizes e aspectos bioquimicos (RODRIGUES et
al., 2013; TIQUIA, TAM e HODGKISS, 1996). Segundo Lutterbeck et al., (2015), o
ensaio com L. sativa é considerado um teste eficiente, rapido e de baixo custo, no qual
pode ser utilizado para avaliar o potencial de reutilizacdo de biossolidos para fins
agricolas. De acordo com Wieczerzak, Namie e Kud (2016) é importante combinar
bioensaios e andlises de parametros fisico-quimicos para a avaliar a toxicidade de
amostras ambientais, afim de ter um maior conhecimento dos efeitos toxicos dessas
substancias.

Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade sdo capazes de detectar efeitos
toxicos de efluentes mesmo em concentragdes muito baixas ( AGUIAR, ANDRADE e
DAVID, 2016). Segundo Leme e Marin-Morales (2009) a espécie Allium cepa (2n=16)
€ um dos melhores sistemas para avaliar efeitos citogenéticos de substancias
ambientais, devido ao pequeno numero e grande tamanho de seus cromossomos,

além de possuir alta sensibilidade na deteccdo de agentes quimicos. Essas
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caracteristicas fazem com que esta espécie seja amplamente utlizada no
monitoramento do efeito de poluentes ambientais (Bianchi et al., 2011).

Com a possibilidade de utilizacdo do lodo de curtume como fertilizante agricola,
€ necessério desenvolver tecnologias que permitam sua descontaminacao antes do
uso. Desse modo, o trabalho teve como objetivo avaliar o potencial fitotoxico e
toxicogenético do lodo de curtume compostado por meio de ensaios desenvolvidos

com os organismos-teste Allium cepa e Lactuca sativa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Residuos sé6lidos e o sodo de curtume

O aumento na producao de residuos sélidos industriais e urbanos é resultante
das continuas alteracbes no nosso estilo de vida, do crescimento industrial e
comercial. Isto vem ocasionando um crescente aumento de substancias e elementos
toxicos que podem afetar de forma direta ou indireta o ambiente (CARVALHO et al.,
2006; RENOU et al., 2008).

Geralmente, esses residuos séo destinados a aterros sanitérios, todavia, eles
podem apresentar um grande potencial para se tornarem agentes poluidores.
Segundo Franco et al., (2017) um dos graves problemas ambientais que
presenciamos € a contaminacao dos solos, que pode levar a polui¢cdo de 4guas, como
também provocar efeitos de bioacumulag¢do e biomaginificacdo de toxicos, podendo
entdo afetar a saude humana. O solo é o habitat de microorganismos, plantas e
animais, é responsavel pelos ciclos dos nutrientes e mantém o balanco
oxigénio/dioxido de carbono na atmosfera. Porém, ele tem sido utilizado como destino
final de muitos residuos produzidos pelas atividades industriais, urbanas e
agropecuarias (LOUREIRO, SOARES e NOGUEIRA, 2005).

Segundo Malafaia et al., (2015), o Brasil possui um dos maiores rebanhos
bovinos do mundo, se destacando na producdo mundial de couros. Por ano é
processado cerca de 42 milhdes de pele, metade da producdo é importada pelos
comeércios italiano e chinés. Segundo dados do Centro das Industrias de Curtume do
Brasil (CICB), as exporta¢des de couro e pele movimentaram um valor de 1,4 bilhdes
de dolares no ano de 2018.

A atividade curtumeira vem contribuindo para o crescimento econémico e social
do pais, além de gerar lucros significativos, porém o beneficiamento do couro produz
grandes quantidades de residuos, o que pode ser preocupante (MALAFAIA et al.,
2015). Os mesmos autores comentam que sdo necessarios diversos processos de
origem quimica e mecéanica para o curtimento do couro, e que em condigdes de baixa
eficiéncia, podem gerar efluentes com grandes quantidades de matéria organica e de
variados produtos quimicos toxicos.

A geracédo do residuo torna-se um risco, devido muitas inddstrias curtumeiras
descartam de forma inadequada, ou entdo sdo simplesmente acondicionados em

depodsitos ou em aterros sanitarios, onde o acumulo desse material pode apresentar
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um carater altamente toxico, com riscos de contaminacdo ambiental (GODECKE;
SIQUEIRA; NAIME, 2012;).

De acordo com Batista e Alovisi (2010), o lodo de curtume € composto por
material organico e inorganico, como acidos, fenadis, sulfatos, sulfetos e elementos
téxicos como o cromo. Além desses, outros elementos quimicos, tais como Zn, Cu,
Pb, Ni e Cd podem estar presentes no lodo de curtume (SILVA, 2014).

Para o curtimento do couro, 0 processo quimico mais utilizado € o sulfato de
cromo (KILIC et al.,, 2011; KAVOURAS et al.,, 2015). Durante este processo, 0S
componentes organicos e produtos quimicos ndo sao degradados e geralmente sao
removidos utilizando-se coagulantes inorganicos e cal, por meio da técnica de
precipitacéo fisico-quimica. Os residuos precipitados séo descartados em forma de
lodo (PANTAZOPOULOU e ZOUBOULIS, 2018).

O cromo esta presente no lodo de curtume em concentracdes elevadas, nao
sendo aconselhavel sua disposicdo direta em aterros sanitarios, porque o0s
componentes toxicos presentes no residuo podem ser redissolvidos e assim percolar
o solo durante a estacdo chuvosa, resultando na poluicdo do solo e das aguas
subterraneas (KILIC et al., 2011). A contamina¢ao do solo e das aguas subterraneas
contaminadas pelo cromo pode representar uma séria ameaca a saude humana, dos
animais e das plantas, sendo a causa de diversas enfermidades, como reacfes
alérgicas na pele e até mesmo cancer (JING et al., 2006; ABREU e TOFFOLI, 2009).

Conforme Pantazopoulou et al. (2017), a utilizacdo de técnicas de estabilizacdo
podem limitar a solubilidade ou mobilidade de substancias perigosas, mantendo-as
assim é uma forma menos movel ou toxica. A estabilizacdo pode minimizar o risco de
contaminagdo por substancias toxicas, que podem poluir a agua e o solo,
principalmente por adsor¢cdo e oclusdo em superficies minerais, formagédo de
complexos estaveis com ligantes organicos e precipitacdo superficial ( MOON E
DERMATAS, 2007; KUMPIENE, LAGERKVIST e MAURICE, 2008).

2.2 Processo de compostagem

A biorremediacdo € uma tecnologia com elevado potencial para ser empregada
na descontaminagdo de ambientes poluidos. Neste processo utiliza-se
microorganismos para metabolizar substancias contaminantes presentes no
ambiente, transformando-os em compostos néo toxicos (BAMFORTH e SINGLETON,

2005). Entre as técnicas de biorremediacdo mais utilizadas mundialmente, destaca-
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se o processo de compostagem (CORREA, FONSECA e CORREA, 2007).

De acordo com Xavier et al., (2009), a compostagem é um processo de
decomposicao aerbbica controlada e de estabilizacdo de matéria organica, no qual
resulta em um produto final estavel, sanitizado, rico em humus e que pode ser utilizado
no solo, sem riscos para a contaminagao ambiental. Durante este procedimento ocorre
a transformacédo de matéria organica em um produto rico em humus pela acao
enziméatica de microorganismos (VARGAS et al., 2010).

Os microorganismos utilizam a matéria organica como fonte de energia e
crescimento, por meio da degradacao do composto (TIQUIA, 2005). Segundo Epstein
(1997), durante este processo de degradacao, ha consumo de oxigénio e liberacao de
gas carbbnico e 4gua, além da geracao de calor.

A compostagem tem sido muito utilizada em residuos n&o fluidos, ou seja,
residuos sélidos e semi-solidos, estes provenientes de diversas fontes, como 0s
residuos urbanos, agroindustriais e agropecuarios (AMINE et al., 2006). A eficiéncia
do processo depende da acéo e interagcdo dos microorganismos, 0S quais necessitam
de condi¢cBes favoraveis para suas atividades, como a temperatura, a umidade, a
aeracdo, o pH, o tipo de composto organico, a relagdo carbono/nitrogénio (C/N), a
granulometria do material e as dimensd@es das leiras (XAVIER et al., 2009).

Segundo Kiehl (2004), o processo de compostagem pode ser dividido em trés
fases, compreendendo uma fase inicial mesdfilica, no qual os microorganismos
apresentam-se em estado de laténcia, porém apresentam uma intensa sintese de
DNA e enzimas. Em seguida ocorre uma etapa de bioestabilizacdo, denominada fase
termofilica. O ultimo estagio é denominado fase de humificacdo ou maturacdo, que
resulta na mineralizacdo de alguns componentes da matéria organica, como
nitrogénio, fésforo, calcio e magnésio, que séo transformados em matéria inorganica,
tornando-se disponiveis para as plantas (XAVIER et al., 2009).

A técnica de biorremediacéo pode ser efetiva na destruicdo de patdgenos, por
meio do calor gerado na fase termofilica, degradando também um grande namero de
poluentes orgéanicos e gerando um produto final livre de toxinas, podendo ser utilizado
como fertilizante (Epstein, 1997). Segundo CAI et al. (2007), estudos com residuos
organicos compostados tém apresentado resultados satisfatorios.

Avaliando a compostagem de lodo de esgoto, KUHLMAN (1990) observou que
0 processo elimina de maneira satisfatoria os patdégenos presentes no residuo. Araujo

e Monteiro (2006), estudando o lodo téxtil compostado e n&o compostado,
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constataram que o ndo compostado causou efeito negativo na biomassa microbiana,
em contrapartida, o compostado teve efeito positivo na biomassa e na atividade
microbiana, melhorando a capacidade de reciclagem do carbono no solo.

Pesquisas tém demonstrado que a utilizacdo da compostagem é efetiva para a
supressdo de patdégenos e reducdo do teor de metais pesados (ARIAS et al., 2017;
LIU et al.,, 2017). Ozaki et al. (2017) estudando o lodo de esgoto compostado,
observou que no final do processo houve uma diminuicdo de substancias toxicas,
evidenciando que micropoluentes organicos podem ser removidos com a utilizacdo da
compostagem convencional.

Conforme Chenon et al., (2003) é importante a avaliacdo ecotoxicoldgica
dessas amostras através diferentes bioensaios, devido a dificuldade de identificar
todas as substéncias toxicas presentes em residuos. Essas avaliacdes
ecotoxicolégicas podem ser realizadas utilizando diversos organismos teste, como
microorganismos, células animais e plantas, isolados ou combinados (MATOS et al.,
2017).

Entre as técnicas mais comuns para avaliagdo da toxicidade de compostos,
estdo o teste de germinacdo de sementes e elongacdo radicular, como também
ensaio de aberracdes cromossdmicas e teste de microntcleo em Allium cepa (OECD,
1984; MAZZEO et al., 2015).

2.3 Bioensaio de fitotoxicidade com Lactuca sativa

Em geral, na composicao dos lodos, ha elevada quantidade de metais pesados
e de sais soluveis, essa caracteristica pode limitar o seu uso na agricultura devido ao
risco de contaminacao do solo (PEREIRA et al., 2013). Segundo Santos et al. (2013)
alguns metais como o aluminio, manganés, calcio, niquel, cobre, cobalto e chumbo
apresentam carater fitotoxico, prejudicando a germinacdo de sementes e o0
desenvolvimento das plantas.

O lodo de curtume apresenta em sua constituicdo elevada concentracdo de
sais, 0 que pode contribuir para uma mudanca na caracteristica do solo (MARTINES,
2009). De acordo com Gao et al. (2010), efeitos fitotdbxicos na germinacdo e no
crescimento vegetal pode ser decorrente do grau de salinidade do material. Solos
salinos prejudicam a germinacdo das sementes pela diminui¢cdo do potencial osmaético
externo, impedindo a absorcdo de agua, ou por meio de efeitos toxicos devido a

absorcdo de ions como o Na* e CI (SOARES et al., 2015). Segundo 0s mesmos
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autores, a absorcéo indevida de ions e 0 estresse osmotico sado responsaveis pela
inibicdo ou demora tanto da germinacdo e como do desenvolvimento de plantulas.

As avaliagBes da germinagcdo de sementes, do crescimento das raizes e do
desenvolvimento das plantas sdo muito importantes para mensurar a fitotoxidade de
um composto, permitindo determinar a existéncia de substancias toxicas no material
(BELO, 2011). Para medir o efeito fitotoxico de compostos organicos, bioensaios de
germinacdo de sementes e de crescimento vegetal sdo comumente utilizados
(KAPANEN e ITAVAARA, 2001). Apesar do seu frequente uso, estes testes possuem
limitagcbes, como a impossibilidade de identificar quais contaminantes especificos
causam a toxicidade observada (TIQUIA, 2010).

Nos teste de fitotoxicidade quantifica-se o nUmero de sementes germinadas e
o comprimento das raizes dispostas em determinado composto (ARAUJO E
MONTEIRO, 2005; BELO, 2011). Diversas instituicbes governamentais utilizam o
bioensaio de fitotoxidade para estimar o grau de contaminacdo de compostos
residuais e efluentes descartados no meio ambiente (OECD, 1984; USEPA, 1996).
Além de apresentarem um baixo custo e possibilidade de serem realizados de forma
continua, muitos autores afirmam que o principal beneficio do teste € a grande
variedade de parametros de toxicidade, como taxa de germinag¢do, ganho de
biomassa, alongamento de raizes e aspectos bioquimicos (TIQUIA, TAM e
HODGKISS, 1996; RODRIGUES et al., 2013)

Neste sentido, tém sido recomendadas diversas espécies de plantas, sendo as
mais usadas representadas na Tabela 1. De acordo com Oleszczuk e Hollert (2011),
a sensibilidade a toxicidade das sementes depende da quantidade de reservas
alimentares que elas possuem, por isso sementes de tubérculos, cereais e legumes
teriam baixa sensibilidade a toxidade.

Entre os bioensaios envolvendo plantas superiores, 0 ensaio com Lactuca
sativa (alface) é um dos mais comuns e bem avaliados para a utilizagcdo em estudos
de toxicidade (LUTTERBECK et al., 2015). De acordo com Charles et al. (2011), a
utilizacao da alface como bioindicador de toxicidade apresenta varias vantagens, pois
se caracteriza um teste simples, rapido e confiavel, além de apresentar um baixo custo

e alta repetibilidade.
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Tabela 1 - Espécies de plantas recomendadas pelas instituicdes Guidelines for the
Testing of Chemicals (OECD), United States Environmental Protection Agency
(USEPA) e U.S. Food and Drug Amninistration (USFDA)

Nome comum Nome Cientifico
OECD
Arroz Oryza sativa (L.)
Trigo Triticuma estivum (L.)
Alface Lactuca sativa (L.)
Rabanete Raphanus sativus (L.)
Repolho Brassica campestres (L.)
Agrido Lepidium sativum (Linn.)
Mostarda Brassica sativum (L.)
USEPA
Alface Lactuca sativa (L.)
Couve Brassica oleraceae (L.)
Soja Glycine max (L.)
Milho Zea mays (L.)
Cebola Allium cepa (L.)
USFDA
Trigo Triticuma estivum (L.)

Fonte: Kapanen e Itavaara (2001).

2.4 Bioensaios de toxicidade genética com Allium cepa

Potencialmente genotdxicos e mutagénicos, 0s metais pesados sao
conhecidos como indutores de estresse oxidativo, este responsavel por estimular a
producado de espécies reativas de oxigénio (EROs), que resulta em danos no DNA e
na morte celular (LUSHCHAK et al., 2008). De acordo com Beyersmann e Hartwig
(2008), a bioacumulacdo de metais pesados no meio ambiente pode resultar no
acréscimo de doencas degenerativas. A avaliagdo de poluentes em amostras
ambientais exige uma série de testes de genotoxicidade, com crescente simplicidade,
sensibilidade e acessibilidade (TABREZ e AHMAD, 2011).

As plantas apresentam alta sensibilidade para detectar agentes citotoxicos e
mutagénicos por meio de diferentes mecanismos genéticos, incluindo mutacdes
pontuais e aberracdes cromossémicas, tornando-as importantes bioindicadores de
toxicidade ambiental (MATOS et al., 2017). Segundo Leme e Marin-Morales (2009), a
espécie Allium cepa (2n=16) € um dos melhores sistemas para avaliar a citotoxicidade
e a mutagenicidade de substancias ambientais, devido ao pequeno nimero e grande
tamanho de seus cromossomos, além de possuir alta sensibilidade na detec¢éo de

agentes quimicos. Essas caracteristicas fazem com que esta espécie seja
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amplamente utilizada no monitoramento do efeito de poluentes ambientais (BIANCHI,
ESPINDOLA e MARIN-MORALES, 2011).

O sistema de teste A. cepa € uma técnica rapida e sensivel para o
monitoramento de substancias ambientais, 0 qual € usado avaliar o mecanismo de
acdo de substancias toxicas testadas no DNA de organismos expostos (LEME e
MARIN-MORALES, 2009). Segundo Grant (1982), o sistema-teste A. cepa além de
apresentar uma alta sensibilidade, apresenta uma boa correlagdo com os testes
realizados em mamiferos. Rank e Nielsen (1993) calcularam a sensibilidade do teste
de mutagenicidade com A. cepa, que se mostrou superior aos resultados obtidos com
roedores.

Segundo Leme e Marin-Morales (2009) o teste de A. cepa permite a andlise de
diferentes parametros, como o indice mitético, aberracdes cromossémicas,
anormalidades nucleares e micronucleos. O indice mitético € caracterizado pelo
namero total de células em divisdo e tem sido utilizado como um parametro na
avaliacdo da citotoxicidade de diversos agentes (FERNANDES et al., 2009). Dessa
forma, indices mitdticos menores que os registrados no controle negativo podem
indicar alteracdes derivadas da acao quimica no crescimento e desenvolvimento dos
organismos expostos. Por outro lado, indices acima do controle negativo sao
resultados de um aumento da divisdo celular, que podem levar a proliferacao celular
desordenada (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

As aberracdes cromossdmicas séo caracterizadas por mudancgas estruturais ou
no namero total de cromossomos, estas podem ocorrer naturalmente ou devido a
exposicao de agentes quimicos ou fisicos (ALBERTINI et al., 2000). Dessa forma,
agentes clastogénicos resultam em pontes e quebras cromossbmicas, enquanto
agentes aneugénicos apresentam como caracteristicas perdas cromossémicas,
atrasos, aderéncias, multipolaridade e C-metafases (LEME e MARIN-MORALES,
2009). Estas alteragbes também resultam em anormalidades nucleares, como
mudancgas morfoldgicas nos nucleos interfasicos observadas na forma de nucleos
lobulados, nucleos com brotos nucleares, células polinucleadas, mini células, dentre
outros (CARITA e MARIN-MORALES, 2008; FERNANDES et al., 2009).

A perda cromossbémica € induzida por distarbios no fuso mitético durante a
divisao celular (AGUIAR, ANDRADE e DAVID, 2016). Segundo El-Ghamery, EI-Kholy
e El-Yousser (2003) esse efeito origina células-filhas com numero irregular de

cromossomos, resultando em um nUcleo interfasico anormal. A C-Metafase é
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caracterizada pela desordem dos cromossomos na placa equatorial da célula durante
a metafase, isto ocorre devido a problemas na polimerizacéo e despolimerizacédo das
fibras do fuso mitético, ocasionada por algum componente téxico ou mistura complexa
(CAMPOS et al., 2008).

A alta condensacdo dos cromossomos durante a metafase, devida a acéo de
componentes toxicos sobre a estrutura do DNA e das proteinas associadas a ele, sdo
a causa das metafases com aderéncia (EL-GHAMERY, EL-KHOLY e EL-YOUSSER,
2003). De acordo com Aguiar, Andrade e David (2016) a alta compactacéo
cromossomica dificulta a ligacdo das fibras do fuso as regibes centroméricas dos
cromossomos, impedindo, entéo, a divisdo celular

A avaliacdo de micronucleos € uma das andlises mais eficientes de efeitos
mutagénicos de compostos, devido ser consequéncia de danos nao reparados ou
reparados de forma errada nas células parentais, observados nas células-filha como
uma estrutura similar ao nucleo principal, poréem em tamanho reduzido (LEME e
MARIN-MORALES, 2009). Micronucleos podem derivar de aberracdes
cromossOmicas como quebras e perdas ou ainda serem produtos da eliminacdo do
DNA excedente do nucleo principal em processos de poliploidizacdo, numa tentativa
de retomar as condi¢cdes normais de ploidia (FERNANDES et al., 2009).

Véarios autores tém mostrado que a utilizagdo do teste de aberracdes
cromossbmicas com Allium cepa € eficiente para o monitoramento ambiental.
Estudando atenuacéo natural de lodo de esgoto, Mazzeo et al. (2015) mostraram que
a técnica foi eficiente para identificar os danos genéticos causados pelo residuo.
Avaliando a associacdo do lodo de esgoto com cana-de-agcUcar, Sommaggio et al.
(2018) observaram efeito citotoxico e genotoxico do composto nas ceélulas de cebola,
mostrando que este método de detoxificacdo néo foi eficiente para o residuo
estudado. Analisando agua de um rio, Matos et al. (2017) associaram o efeito
citotéxico em A. cepa as elevadas concentracdes de metais pesados presentes nas

amostras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Compostagem do Lodo e coleta nos periodos de 15, 45 e 90 dias
O lodo de curtume utilizado foi obtido do curtume Gestdo Peles e Couros,
localizado no municipio de Teresina, Piaui. A formacéo da pilha de compostagem foi
constituida de lodo de curtume misturado com bagaco de cana-de-acUcar e esterco
bovino na proporcao de 1:3:1 (v:viv). O bagaco de cana e o esterco bovino foram
obtidos na usina de alcool e acucar da Companhia Vale do Parnaiba (COMVAP), no
municipio de Uniéo, Piaui e no Departamento de Zootecnia da UFPI, respectivamente.
O processo de compostagem (Figura 1) foi realizado no Laboratério de Analise
de Solos (LASO) da UFPI, e conduzido durante 90 dias, utilizando-se o0 método de
pilhas revolvidas (USDA, 1980). Durante o processo de compostagem, foram retiradas
amostras aos 15, 45 e 90 dias para avaliacédo do efeito citogenético. A escolha dos
periodos de amostragem foi em decorréncia das trés fases da compostagem:

Mesofilica, Termofilica e Maturagdo, respectivamente.

Figura 1 - Método de compostagem em pilha revolvidas.
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3.2 Anélise dos parametros fisico-quimicos

A analise quimica do composto foi realizada no LASO, localizado no Centro de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Piaui. O teor total de C orgénico foi
avaliado a partir do protocolo definido por Nelson e Sommers (1996). O conteudo total
de N foi determinado pelo método de Kjeldahl apos digestdo com acido sulfurico das
amostras (BREMNER, 1996). As concentracdes totais de Ca, Mg, K, P, S, Zn, Cu, Cd,
Pb, Ni e Cr foram determinadas por espectrofotometria de absor¢cado atbmica apos
digestdo das amostras com &cido nitrico (USEPA, 1996).

3.3 Obtencao dos extratos aquosos

Os extratos aquosos foram obtidos em outubro de 2018, no Laboratorio de
Mutagénese, localizado no Instituto de Biociéncia da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Rio Claro, Séo Paulo.

3.3.1 Célculo da massa seca

A massa seca de cada amostra foi obtida pela pesagem de 5 g da amostra, em
recipientes individuais tarados. Esse ensaio foi realizado em duplicata. A secagem
ocorreu em estufa a 70°C por 48h. Posteriormente, uma nova pesagem foi realizada
e a média de cada duplicata foi considerada como equivalente ao peso seco da

amostra.

3.3.2 Obtencéao dos solubilizado

A obtencao dos solubilizados (fase liquida) foi baseada na norma ABNT NBR
10.006 (2004), adicionando 62,5 g de cada amostra (peso seco) em 250 mL de agua
destilada, seguido por agitacdo constante por 5 minutos. Apos 7 dias de decantacao,
a temperatura de 22 °C, foi coletada e filtrada em membrana com 0,45 ym de

porosidade.
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Figura 2 - Solubilizados do lodo de curtume, dos periodos de compostagem e dos controles ambientais.
A: Lodo de curtume cru; B: Compostagem de 15 dias; C: Compostagem de 45 dias; D: Compostagem
de 90 dias; E: Esterco bovino; F: Bagaco de cana-de-agucar.

3.4 Montagem dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Mutagénese, da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), conduzidos em delineamentos inteiramente
casualizados (DIC), composto por oito tratamentos, estes constituidos por trés
periodos de compostagem (15, 45 e 90 dias), trés controles ambientais (o lodo de
curtume nao compostado, bagaco de cana-de-acucar e esterco bovino), além de um
controle negativo e outro positivo, todos em triplicata. Cada repeticao foi representada
por uma placa de petri, contendo 20 sementes para o modelo de L. sativa, e 100
sementes para o teste de A. cepa. Em ambos os ensaios, as sementes foram
germinadas em amostra sélida, contendo 20g de material em cada placa, e no seu

respectivo solubilizado, utilizando 5 mL em cada repeticéo.

3.4.1 Bioensaio de germinacgéo e crescimento de raiz em Lactuca sativa (L.)
Para o bioensaio utilizou-se placas de Petri devidamente higienizadas, em
lavagens com agua destilada e detergente sem residuo; posteriormente, aplicou-se

acetona nas placas para a retirada de algum possivel residuo organico; apos a
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completa volatilizacdo da acetona e secagem das placas, um novo e ultimo banho em
agua destilada foi realizado.

A substancia utilizada para o controle positivo (CP) foi sulfato de zinco
heptahidratado (0,05 M) (LOPES, 2014). O controle negativo (CN) foi realizado com
agua destilada. As placas de Petri foram distribuidas aleatoriamente em estufa BOD,
sem fotoperiodo, a 22 °C, com exposicdo de 120 horas.

Apo6s o periodo de incubacéo, foram mensurados o numero de sementes
germinadas e os tamanhos das radiculas, com auxilio de régua milimetrada. A
germinacao de sementes (GS%), elongacéo radicular (ER%) e o indice de germinacao

(IG%) foram calculados através das equacdes de Tiquia, Tam e Hodgkiss (1996).
Germinagéo de sementes:

N2 de sementes germinadas no extrato
GS(%) = - x 100
N2 de sementes germinadas no controle

Elongacao radicular:

Média do comprimento radicular no extrato
ER(%) =~ . , x 100
Média do comprimento radicular no controle

indice de Germinacéo

(% de germinacgao de sementes)x(%crescimento radicular)

1G(%) =

100%

cotiledones

hipocotilo

radicula

Figura 3 - A: Esquema de uma plantula de alface ao final do periodo de exposi¢édo (Fonte: SOBRERO;
RONCO, 2004); B: Raizes de L. sativa apos 120h de exposi¢do; C: Mensuragao tamanho de raiz de
alface ao final do periodo de exposi¢édo de 120 h.

Para todos os parametros, foi realizado andlise de variancia (ANOVA) e para
as comparac6es multiplas, entre os grupos, foi realizado o teste post-hoc de Dunnet
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a 0,05 de significancia, devido a distribuicdo normal dos dados (AGUIAR, ANDRADE
e DAVID, 2016). As analises estatisticas de todos os testes foram realizadas com
auxilio dos programas estatisticos, SPSS versio 22 (MAROCO, 2014).

3.4.2 Bioensaio com sementes de Allium cepa

As sementes de A. cepa (2n=16 cromossomos) do mesmo lote e variedade
(cebola “Baia Periforme”) foram submetidas a germinagdo em placas de petri
individuais. Como controle negativo foi utilizado agua ultra pura, e para controle
positivo utilizou 10 mg/L de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-
3) (Mazzeo et al., 2015). O ensaio foi realizado em estufa BOD, com fotoperiodo de
12h, a 21 °C, por um tempo de exposicao de 120 h.

ApOs germinagédo, radiculas com cerca de 2,0 cm de comprimento foram
coletadas e fixadas em Carnoy (alcool e acido acético: 3;1 — v/v), por 6 a 8 horas a
temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, o fixador foi substituido por um novo
e as raizes foram armazenadas a 4°C. Para a confeccdo das laminas com as raizes
fixadas, utilizou-se a regido meristematica conforme protocolo descrito por Leme e
Marin-Morales (2009).

As células meristematicas de A. cepa foram avaliadas pelo indice mitético, o
endpoint de citotoxicidade. O endpoint de genotoxicidade foi caracterizado pelo indice
das aberragcdes cromossomicas (perda, ponte, atraso, aderéncia cromossomica,
metafase polipléide e C-metéfases). Para o endpoint de mutagenicidade foi
considerado a presenca de Micronucleo (MN) e de quebras cromossémicas.

. L N2 de células em divisao
Indice mitbtico = - - x 100
Ne@ de células totais

N2 de aberracbes cromossémicas

indice Genotéxico = x 100
N? de células totais

. . N2 de microntcleos + N de quebras cromossémicas
Indice Mutagénico = ~ - x 100
N2 de células totais

A andlise de todos os parametros foi realizada pela contagem de
aproximadamente 6000 células por tratamento, sendo 12 laminas por amostra (cerca
de 500 células/lamina). As analises estatisticas foram feitas pelo teste estatistico de
Mann-Whitney a 0,05 de nivel de significancia, utilizando o software SPSS versao 22
(MAROCO, 2014; MAZZEO et al., 2015).



31

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise Quimica

Pelos resultados obtidos (Tabela 2) péde-se observar elevada quantidade de
cromo em todos os periodos de compostagem, apresentando-se muito acima do
estabelecido pelo CONAMA (2009). Estes resultados corroboram com Oliveira et al.
(2015), que também observaram uma elevada quantidade desse elemento traco no
lodo de curtume compostado.

Tabela 2 — Propriedade quimica do lodo de curtume compostado e limite permitido
pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)

Lodo de Curtume Compostado

Propriedade Esterco Bagaco LCNC 15 dias 45 dias 90 dias Limite
Corg(g kg™) 10,9 54 169,7 156,3 175,2 187,5 -
N (g kg™?) 1,2 0,2 1,2 1,2 1,28 1,7 -
P (g kg?) 15 0,5 2,1 1,89 2,9 4,02 -
K (g kg?) 0,8 0,4 1,8 1,93 2,4 3,25 -
Ca (g kg?) 4,7 3,1 103,6 40,3 73,2 95,33 -
Mg (g kg?) 2,5 1 39 37 6,2 6,8 -
S (g kg?) 9,4 0,9 59 51 9,4 9,39 -
Fe (mg kg?) 163,3 nd 1.9458 2.781,4 3.781,3 4.171,6 -
Mn (mg kg™?) nd nd 2.092,6 1.983,7 1.783,3 1.848,7 -
Cu (mg kg™) 7,4 1,6 15,7 16,5 18,9 17,8 200
Zn (mg kg™ 0,3 nd 1485 118,6  132,1 141,67 450
Mo (mg kg™?) 0,1 nd 84 7,3 7,9 9,28 50
Ni (mg kg™) nd nd 30,5 26,9 24,3 21,92 70
Cd (mg kg™) nd nd 5,1 4.8 3,9 2,87 3
Cr (mg kg™?) nd nd 22.255,0 8.728,4 4.530,1 1.815,0 150
Pb (mg kg?) nd nd 253 17,5 16,7 12,6 180
pH 8,5 8,5 8,5

Nd: Nao detectado. LCNC: Lodo de curtume ndo compostado. Limite de acordo com CONAMA
(2009).

A elevada quantidade de cromo no lodo de curtume é um dos grandes impasses
para sua utilizacdo no meio agricola, visto que essa caracteristica pode afetar
negativamente a qualidade do solo (ARAUJO et al., 20162). De acordo com Mazzeo
(2013) & muito dificil a remoc¢ao de metais pesados do solo, principalmente devido a
sua mobilidade e seu tempo residual, o que a longo prazo podem interferir nas
propriedades do solo e sua qualidade para atividade agricola. Além disso 0os metais

pesados sdo conhecidos por apresentarem carater fitotoxico e zootdxico em
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concentracOes elevadas (PARK, et al., 2011). Compostos que apresentam cromo séo
conhecidos por serem toxicos, apresentando efeitos genotdxicos, mutagénicos e

carcinogénicos ao homem, animais e plantas (MATOS et al., 2017)

Nota-se também diminuicdo de 79,21% da concentracédo de cromo do periodo
de compostagem de 15 dias até o periodo de 90 dias (Tabela 2). Estudando o
comportamento do cromo no solo, Oliveira et al. (2015) constataram que mais de 57%
do cromo existente estava associado com substancias humicas, mostrando que a
disponibilidade desse metal é influenciada pela matéria organica. Analisando o
comportamento do elemento Cr no lodo de esgoto compostado, Chen, Dou e Xu,
(2017) observaram uma atracédo desta molécula com a hidroxila presente na biomassa
do composto. Os autores concluiram que temperaturas elevadas e pH alcalino
favorecem essa ligacdo. Supde-se que a ligacdo do Cr com outras moléculas do
composto pode ter alterado a sua concentracédo final na diluicdo utilizada para a

andlise quimica.

4.2 Ensaio de germinacao e crescimento de raizes

A fitotoxicidade dos diferentes tempos de compostagem do lodo de curtume foi
avaliada por meio de bioensaios de germinagéo, crescimento de raiz e determinacéo
do indice de germinacdo com sementes de Lactuca sativa. Observou-se na Tabela 3
gue ndo houve efeito significativo do LCC (lodo de curtume compostado) na
germinacdao das sementes de alface em nenhum dos dois experimentos, quando
comparado com o controle negativo. Tanto no experimento com a amostra sélida,
como com o solubilizado, a germinagcédo foi acima de 80%, indicando que nao
houveram danos na germinagao. Por outro lado, o LCNC (lodo de curtume nao
compostado) reduziu em cerca de 50% a germinacdo das sementes no tratamento
com a amostra sélida, porém o mesmo nao foi observado quando este foi diluido.
Tabela 3 — Média e desvio padrdo da germinacdo de sementes (%), da elongacao

radicular (%) e do indice de germinacdo de Lactuca sativa em lodo de curtume
compostado

Amostra Solida GS (%) ER (%) IG (%)

CN 100+ 0,00 10040 1000

Lodo Cru 50,87+1,51* 13,32+0,91* 8,45+0,68*
15 dias 89,82+10,00 13,70+0,96* 18,98+2,75*
45 dias 99,07+£11,86 13,87+0,23* 24,0942 52*

Continua
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Tabela 3 — Média e desvio padrdo da germinacdo de sementes (%), da elongacao
radicular (%) e do indice de germinacdo de Lactuca sativa em lodo de curtume
compostado

Amostra Sélida GS (%) ER (%) IG (%)

90 dias 91,57+10,36 14,70+0,35* 21,94+3,22*
Bagaco 88,24+16,01 75,09+18,50 70,57+9,30
Esterco 36,44+1,29* 0,00+0,00* 0+0*

CP 0,00+0,00* 0,00+0,00 * 0+0*
Solubilizado GS (%) ER (%) IG (%)

CN 100+ 0 100+0 100+0

Lodo Cru 85,96+ 6,07 71,9448,98 61,78+8,54*
15 dias 92,98+12,15 87,21+8,94 80,66+9,39
45 dias 91,22+13,24 88,42+10,75 79,74+2,65
90 dias 96,49+8,03 87,62+7,27 84,57+10,36
Bagaco 89,4745,26 91,9748,76 82,02+4,55
Esterco 78,94+13,92 89,23+4,09 70,49+13,34
CP 0+0 * 00 * 0+0*

CN: Controle negativo; CP: Controle Positivo (ZnS04.7H20); 15d, 45d, 90d: Tempos de
compostagem; LCNC: Lodo de curtume ndo compostado; GS: Germinacdo de sementes; ER:
Elongacéo radicular; 1G: indice de germinacdo.* Estatisticamente diferente do controle
negativo (p<0,05), pelo teste estatistico Anova/Dunnett.

Segundo Sobrero e Ronco (2004) a inibicdo da germinacdo de sementes pode
ser considerada um efeito letal, caracterizada pela morte do embrido. Resultados
semelhantes foram observados por Silva (2014), onde diluices feitas com o lodo de
curtume compostado apresentaram germinacdo de 80% em sementes de repolho e
de couve, e feijdo-caupi, porém as dosagens com uma maior concentracao do lodo
de curtume inibiram parcialmente a germinacao das sementes.

Para a variavel de elongacado radicular observou-se efeito significativo nas
sementes de alface em todos os periodos de compostagem e para o LCNC no
experimento com a amostra soélida, reduzindo em até 87% o tamanho da raiz quando
comparado com o controle negativo (Tabela 3). Apos a solubilizacdo dos materiais,
apenas o LCNC continuou apresentando efeito fitotoxico nas raizes, mostrando-se
significativamente diferente do CN.

A inibicdo de crescimento de raiz € um indicador de efeito sub letal, pois alguns
compostos ndo conseguem inibir a germinacdo das sementes, porém possuem a
capacidade de retardar o crescimento da raiz (SOBRERO e RONCO, 2004). Esse
retardo na elongacao das raizes €, provavelmente, devido aos elementos quimicos
existentes no composto, principalmente metais pesados. De acordo com Pereira et al.

(2013) elementos tracos podem retardar o crescimento das raizes ou de toda planta.
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Estudando os efeitos de diferentes dosagens de cromo hexavalente (Cr®*), no
solo em plantas de sorgo, Reis et al. (2017) observaram que nos tratamentos com 300
mg.Kg? de Cr, houve um decréscimo de 47% da altura das plantas e 83% da matéria
seca. Em estudo realizado com milho, sorgo, feijao e rabanete, Santos (2015)
constatou que o Cr reduziu a germinacdo, o crescimento, o desenvolvimento, as
trocas gasosas, teor de nutrientes das plantas e que as raizes apresentaram maior
sensibilidade do que a parte aérea.

Avaliando diferentes dosagens de lodo de curtume, Silva (2014) observou um
decréscimo na elongacéo radicular de repolho, couve e feijdo-caupi com o aumento
das doses nos extratos. Ja Lopez et al. (2009) observaram uma reducdo na
germinacgéo de sementes de aveia em solos contendo 4.000 mg.Cr. kg, enquanto no
solo contendo 8.000 mg.Cr. kg, houve inibicdo total da germinacéo de sementes de
aveia e sorgo. No mesmo estudo, eles relataram que os comprimentos das raizes de
trigo, aveia e sorgo diminuiram com o aumento das concentracdes de Cr.

A anadlise do indice germinacdo (IG) mostrou significAncia entre todos os
tempos de compostagem e no LCNC, em relacdo ao controle negativo na amostra
sélida (Tabela 3). No experimento com o material solubilizado s6 foi possivel verificar
significancia no LCNC.

O indice de germinacéo (IG) tem-se revelado util para quantificar o nivel de
fitotoxicidade de compostos (BELO, 2011). Plantas que apresentar IG maiores que
80% indicam que o composto ndo apresenta toxicidade, indices entre 70 — 80% séao
considerados moderadamente toxicos, entre 50 — 70% toxicos, no intervalo de 30 —
50% muito téxicos, e abaixo de 30% extremamente toxicos (TIQUIA, TAM E
HODGKISS, 1996; ARAUJO e MONTEIRO, 2005; BELO, 2011).

Os resultados para a amostra solida mostraram que os periodos de
compostagem de 15, 45 e 90 dias e o lodo ndo compostado provocaram IG de 18,98%,
24,09%, 21,94% e 8,45%, respectivamente, nas sementes de alface. De acordo com
a qualificacdo dos indices, esses tratamentos apresentaram-se extremamente
toxicos. No material solubilizado apenas o lodo de curtume ndo compostado entrou
na definicdo de toxico, obtendo uma média de 61,78%. Os resultados corroboram com
Silva (2014), que observou valores de IG de 50,50% e 42,81% para repolho e feijao-
caupi, respectivamente, em altas doses de lodo de curtume. Quando estas doses

foram menores, houve um acréscimo do indice para 121,29% e 117,23%.
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De acordo com Zucconi e Bertoldi (1987), compostos que causam IG inferiores
a 60% nao podem ser aplicados com seguranca em solos agricolas. Segundo Tiquia,
Tam e Hodgkiss (1996) o indice de germinacgéo, baseado na germinacao de sementes
e na elongacéo radicular tem-se demonstrado um sensivel parametro, adequado para
indicar tanto baixa toxidade, no qual afeta o desenvolvimento das raizes, como
detectar elevada, que pode afetar na germinacdo de sementes.
4.3 Avaliacdo da acao do Lodo de curtume compostado sobre o organismo teste
A.cepa

A Tabelas 4 apresenta os resultados obtidos em relacdo ao efeito do lodo de
curtume compostado sobre o organismo A. cepa. A avaliacdo do potencial citotoxico
das sementes de cebola germinadas diretamente na amostra solida (Tabela 4),
mostrou que os tempos de compostagem de 15, 45 e 90 dias inibiram a divisao
mitética dessa espécie. O mesmo efeito pode ser observado para o lodo de curtume
ndo compostado e para o esterco bovino. No ensaio realizado com os extratos
aquosos o Unico tratamento que continuou apresentando citotoxicidade foi o LCNC.
Esses resultados mostram que as substancias que estavam causando o efeito
citotoxico no material compostado e no esterco bovino ndo foram carreados pela agua,
ja que este efeito foi menor no extrato solubilizado, logo, estdo aderidas as particulas

do composto.

Tabela 4 - Presenca de alteracdes em células de A. cepa expostas ao lodo de curtume

compostado

Amostra sélida indice Mitotico (IM)  Genotoxicidade Mutagenicidade
CN 23,44+2,65 0,08+0,98 0,016+0,56
LCNC 4,5+1,07* 0,30+0,18* 0,24+0,17*
15d 10,12+1,97* 0,31+0,18* 0,24+0,17*
45d 10,64+1,66* 0,32+0,23* 0,23+0,26*
90d 9,73+1,57* 0,27+0,18* 0,24+0,34*
Bagaco 20,76+3,97 0,37+0,29* 0,02+0,057
Esterco 5,18+1,44* 0,032+0,076 0,06+0,90
CP 20,88+1,73 1,540+0,18* 1,69+0,82*
Solubilizado indice Mitotico (IM)  Genotoxicidade Mutagenicidade
CN 16,86+1,37 0,08+0,12 0,08+0,18
LCNC 9,29+1,61* 0,41+0,29* 1,11+0,37*
15d 17,78+1,53 1,05+0,27* 0,62+0,48*
45d 16,99+0,99 1,08+0,20* 0,61+0,27*
90d 17,25+1,35 1,10+0,31* 0,61+0,20*
Bagaco 15,71+1,39 0,58+0,32* 0,08+0,13

Continua
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Tabela 4 - Presenca de alteragdes em células de A. cepa expostas ao lodo de curtume
compostado

Solubilizado indice Mitético (IM)  Genotoxicidade Mutagenicidade
Esterco 16,32+1,10 0,15+0,08 0,08+0,13
CP 15,79+1,38 1,52+0,35* 1,86+0,82*

CN: Controle negativo (agua ultra pura); CP: Controle Positivo (Metilmetano Sulfonato); 15d,
45d, 90d: Tempos de compostagem; LCNC: Lodo de curtume ndo compostado. *
Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05), pelo teste estatistico de Mann-
Whitney.

A andlise do ciclo celular permitiu fazer uma correlagdo entre os parametros
microscépicos e macroscopicos. Os tratamentos que tiveram uma maior inibicdo do
ciclo celular, constituidos pelo LCNC, 15d, 45d, 90d de compostagem e o esterco nas
amostras solidas, apresentando indice mitético de 4,5, 10,12, 10,64, 9,73, 5,18,
respectivamente, foram aqueles que impossibilitaram um maior desenvolvimento
radicular, que no bioensaio de L. sativa inibiram em 86.68%, 86.3%, 86.13%, 85.3%,
100% o crescimento da raiz. O LCNC apresentou IM de 9,29 na amostra solubilizada,
e 0 mesmo extrato inibiu em 28,06% o desenvolvimento da raiz na alface.

De acordo com Harashima e Schnittger (2010) existe uma relagcdo entre o
crescimento radicular e o numero de células em divisdo. A frequéncia de IM afeta
diretamente a proliferacdo celular e consequentemente o desenvolvimento e
crescimento de orgdos das plantas (ESPEN, PIROVANO e COCUCCI, 1997).
Resultados semelhantes foram observados por Aguiar, Andrade e David (2016),
estudando o efeito do efluente do processamento de café em alface, quando
verificaram que os tratamentos que inibiram o crescimento radicular foram aqueles
gue apresentaram menores indices de divisdo. De acordo com Leme e Marin-Morales
(2009), a avaliacdo do indice mitotico apresenta-se como um importante indicador
para a avaliacdo de poluicdo ambiental, especialmente para compostos com potencial
toxico e citotoxico.

Em relagdo aos efeitos genotoxicos, foram observadas frequéncias
significativas de alteracdes celulares (Figura 4) em todos os periodos de
compostagem, no LCNC e no bagaco de cana-de-acucar, tanto nas amostras solidas,
como no solubilizado (Tabela 4).
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Figura 4 - Células meristematicas de Allium cepa. A: Intérfase normal. Al, A2 e A3: Intérfases com
micronucleo (seta). B: Profase normal. B1, B2 e B3: Profases com MN (setas). C: Metafase normal.
C1: Metafase com quebra cromossdmica. C2: C-Metafase.C3: Metafase com aderéncia e MN (seta).
C4: Metafase com cromossomo perdido (seta). D: Anafase normal. D1: Anafase com ponte (seta). D2
e D3: Anafase com quebra cromossOmica (seta). E: Teléfase normal. E1 e E2: Teléfases com pontes
(seta). E3: Tel6fase com cromossomos perdidos (seta).

Todas as alteracdes cromossdmicas encontradas nas células de cebola estdo
representadas na tabela 5. As altera¢des mais frequentes no LCC e no LCNC foram
perdas e quebras cromossdmicas, além de pontes e micronucleos. Entretando,
também foram observadas aderéncias cromossémicas e C-metafases. Através dos

dados obtidos, foi possivel observar que os tratamentos com o0s materiais
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solubilizados apresentaram maiores quantidades de alteracdes, tanto para os trés
periodos de compostagem, como para o LCNC. Esse fato é devido aos tratamentos
com as amostras sélidas terem apresentado um menor indice mitotico. Segundo
Bianchi, Fernandes e Marin-Morales (2015) componentes que apresentam
caracteristica citotoxica prejudicam na avaliacdo de alteragcbes cromossémicas.
Devido as alteracGes observadas, o LCC apresentou acao aneugénica, caracterizada
pelas aderéncias, perdas cromossémicas e C-metafases, interferindo na acdo dos
microtUbulos e, consequentemente, afetando na divisdo celular. O composto também

apresentou acao clastogénica, representada por quebras e pontes cromossémicas.

Tabela 5 - Total de alteracBes encontradas em células de A. cepa expostas ao lodo
de curtume compostado

A.S. MN Quebra BN Poliploidia AD C-M Ponte Perda PerdaePonte C.A.

CN 1 0 0 0 0 0 3 2 0 6195
CP 71 31 3 13 21 10 21 19 6 6034
LCNC 16 1 0 0 3 2 4 10 0 6177
15d 7 8 2 0 1 3 5 8 0 6135
45d 8 6 0 0 2 2 6 10 0 6219
90d 9 6 0 0 2 1 4 8 2 6284
Esterco 4 0 1 0 0 0 1 0 0 6142
Bagaco 1 0 0 7 3 1 6 5 0 6000
Sol. MN  Quebra BN Poliploidia AD C-M Ponte Perda PerdaePonte C.A.
CN 3 2 0 0 3 0 1 1 0 6161
CP 103 11 6 6 15 19 28 10 9 6128
LCNC 60 8 1 0 3 3 8 9 1 6115
15d 26 12 0 0 10 5 18 25 6 6082
45d 24 13 0 0 2 6 32 21 4 6085
90d 23 14 0 0 9 5 29 19 5 6083
Esterco 5 0 0 0 4 0 5 0 0 6120
Bagaco 5 0 0 0 10 11 14 1 0 6179

A.S: Amostra soélida; Sol.: Solubilizado; MN: Micronlcleo; BN: Broto nuclear; AD: Aderéncia
cromossOmica; C-M: C-Metéafases; C.A: Total de células analisadas;

Em relacdo ao efeito mutagénico observado nas células de cebola, foram
encontrados resultados significativos para o LCNC e para todos os periodos de
compostagem, tanto no ensaio com as amostras solidas, como com elas solubilizadas
(Tabela 4). Segundo Leme e Marin-Morales (2009), a forma mais simples e eficaz de
analisar a acdo mutagénica de um composto toxico é a partir da contagem de
micronucleos (MN). MN séo decorrentes a danos nao reparados nas células parentais,
onde estes sdo caracterizados por apresentar estruturas semelhantes ao nucleo

(Figura 4), porém de tamanho reduzido (RIBEIRO, 2003). Micronucleos podem surgir
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por meio do desenvolvimento de algumas aberracdes cromossémicas, como quebras
e perdas cromossémicas (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

Provavelmente os efeitos genotdéxicos e mutagénicos observados séo
decorrentes aos metais presentes no composto, principalmente o cromo. De acordo
com Matos et al. (2017), os elementos traco exercem sua toxicidade de diversas
maneiras, como deslocando metais essenciais de seus locais normais de ligacao, por
inibicdo enzimatica ou por ruptura da estrutura do acido nucléico. Elementos tracos
sdo conhecidos por seus efeitos toxicos e pelos danos causados no DNA (KORPINEN
et al., 2012).

Compostos que apresentam o cromo em sua composicdo sao conhecidos por
apresentarem efeitos genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos no homem e em
animais (MATSUMOTO et al., 2006). Segundo 0s mesmos autores, 0 Cromo possuli
duas formas na natureza, o cromo trivalente (Cr3*) e o cromo hexavalente (Crf*),
sendo o Ultimo mais biologicamente ativo. O Cr®* atravessa facilmente as membranas
celulares por meio de difusdo facilitada, induzindo efeitos genotdxicos e mutagénicos
nas células (LUSHCHAK et al., 2008; MARCON et al., 2010). O Cr®* é incapaz de
atravessar membranas, porém, pode ser transformado no ambiente em Cré*, ou pode
ser absorvido por pinocitose e endocitose, atuando diretamente no DNA e causando
mais danos (MATSUMOTO, MANTOVANI e MALLAGUTI, 2003; MATSUMOTO e
MARIN-MORALES, 2004; MATSUMOTO et al., 2006).

Dentro da célula o cromo pode agir de diversas maneiras, realizando cortes da
fita simples ou dupla do DNA, promovendo delecédo de bases, aumentando o estresse
oxidativo. (MARCON et al., 2010; SANTOYO, 2017). Além disso, o Cr inibe a DNA
polimerase, reduzindo a replicacdo do DNA e consequentemente gerando diferentes
mutacdes (MARCON et al., 2010).

Observando a taxa de mutacdo do gene marcador CAN1, Santoyo (2017)
constatou que as concentragdes de 25 e 50 mM de Cr aumentaram a taxa de mutagao
desse gene em 20 e 28 vezes, respectivamente. Estudando agua contaminada por
efluentes da industria curtumeira, Matsumoto et al., (2006), observaram uma alta
frequéncia de anormalidades cromossdmicas, como C-Metafases, cromossomos
guebrados e perdidos, anafases com ponte, anafase multipolares, micronucleo e
células binucleadas em células de cebola. Os autores associaram as alteragcdes com
as elevadas concentracbes de cromo presente na agua coletada. Em outro estudo,

Matsumoto, Mantovani e Mallaguti (2003) realizando o0 ensaio cometa, constataram
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qgue o cromo em baixas concentracdes na agua (0.01 mg.L?) ja foi capaz de causar
efeito genotdxico nas células. Avaliando concentracdes de 6 mg.L, 12 mg.L e 24
mg.L?, de Cré* Costa, Silva e Rocha, (2016) observaram micronticleos em células de
cebola em todos os tratamentos.

Além do lodo de curtume ndo compostado, 0 composto também foi constituido
por esterco bovino e bagaco de cana-de-acucar. O esterco apresentou-se citotoxico
quando testado com o material bruto. J& o bagaco apresentou efeito genotdxico
qguando foi solubilizado. Segundo Luo et al. (2018), compostos ricos em amonia
(NH%*), como é o caso do esterco bovino, ocasiona toxicidade nas plantas,
principalmente no desenvolvimento das raizes. Estudando associacdo do lodo de
esgoto com bagaco-de-cana, Sommaggio et al. (2018) observaram efeitos
genotdxicos do bagaco em células de cebola.

Os resultados obtidos para os ensaios realizados com as amostras sélidas e
solubilizados do LCC mostraram que ambos causam danos celulares. O fato dos
efeitos toxicos também terem sidos observados nos extratos aquosos gera maior
preocupacao, uma vez que o LCNC e o compostado poderdo contaminar ndo somente
o solo, mas também aguas subterraneas, por meio de lixiviagdo dos componentes

toxicos presentes nesses compostos.
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5 Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o lodo de
curtume compostado, em sua forma solida e solubilizada, apresentaram efeitos
fitotoxicos, citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos para as espécies Lactuca sativa e
Allium cepa.

O lodo de curtume compostado pelo periodo de 90 dias ndo € recomendado
para o uso agricola, por apresentar efeitos toxicos. Sugere-se um maior periodo de
compostagem, visto que o utilizado no estudo néo foi suficiente para a detoxificacao

do residuo.
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