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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a presenga de substidncias com potencial
mutagénico nas aguas de afluentes do Rio Boas Vista, recurso natural que percorre o
perimetro rural e urbano do municipio de Ouro Preto do Oeste — RO, fato que o torna
suscetivel a contaminagdo da carga poluidora proveniente de efluentes residenciais, agricolas
e industriais gerada pelos habitantes e despejada em seu leito. Para avaliacdo dessa influéncia
antropica foi empregado o teste de micronticleo em Allium cepa. Essa técnica tem sido usada
para a deteccao de substancias com potencial mutagénico devido a sua praticidade, baixo
custo e rapidez. Além disso, foram avaliados outros parametros da qualidade da agua tais
como pH, acidez, demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio
(DQO), coliformes totais e coliformes fecais (E. coli). A avaliagao de micronucleo em A. cepa
consistiu no crescimento radicular de bulbos de cebola expostos as dguas de locais com e sem
influéncia de rejeitos urbano e industrial. Foram verificados que alguns pontos apresentaram
anomalias relacionadas a formacdo de microntcleos em células de A. cepa. As regides sob
influéncia do laticinio e do perimetro urbano apresentaram um aumento significativo das
anomalias quando comparados ao controle negativo, o que denota que nestes locais pode
existir a presenca de poluentes com potencial mutagénico. Constatando que a qualidade
ambiental das dguas do afluente do Rio Boa Vista encontra-se comprometida, conforme as
alteragdes de potencial mutagénico observados nas andlises estudadas. E que a longo prazo,
pode acarretar sérios danos a0 meio ambiente.

Palavras-chave: Mutagenicidade, contaminacao, A/lium cepa, 4guas.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the presence of substances with mutagenic potential in
the waters of the tributaries of the River Boa Vista, natural resource that runs through rural
and urban perimeter of the city of Ouro Preto do Oeste, a fact which makes it susceptible to
contamination of the pollutant load from residential, agricultural and industrial effluents
generated by the inhabitants and poured into his bed. To review this anthropogenic influence
was employed micronucleus test in Allium cepa. This technique has been used for the
detection of substances with mutagenic potential due to its convenience, low cost and speed.
Furthermore , we evaluated other parameters of water quality such as pH, acidity, biochemical
oxygen demand (BOD), chemical oxygen demand (COD), total coliforms and faecal
coliforms (E. coli). The evaluation of micronucleus 4. cepa consisted of root growth of onion
bulbs exposed to water with and without local influence of urban and industrial wastes. We
checked some points related anomalies showed the formation of micronuclei in cells of A.
cepa. The regions under the influence of dairy and urban perimeter showed a significant
increase in anomalies when compared to the negative control, which indicates that these sites
can be the presence of pollutants with mutagenic potential. The authors verified that the
environmental quality of the waters of River tributary Boa Vista is compromised as
mutagenic potential changes observed in the studied analysis. And in the long term, can cause
serious damage to the environment.

Keywords: Mutagenicity, contamination, Allium cepa, waters.
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1. INTRODUCAO

A agua representa um elemento imprescindivel para a vida humana (RIBEIRO, 2006).
Apesar de sua importancia, as pessoas continuam poluindo os rios e suas nascentes
esquecendo o quanto ela € essencial a permanéncia da vida no Planeta (GOMES, 2011).

O Brasil possui em seu territorio parte dos recursos hidricos mais importantes do
planeta (GEO BRASIL, 2007). Destes recursos, a regido Norte detém a bacia hidrografica do
Amazonas, sendo a mais extensa do globo terrestre (EVA; HUBER, 2005). Com o crescente
aumento da populagdo, as atividades urbanas, industriais, o desmatamento, dentre outros
fatores, possuem influencia direta e indireta nos efeitos deletérios do ecossistema aquatico
(BRIAO, 2000).

O estado de Rondonia possui uma populacao de 1.728.214 habitantes, 237.590,547
Km® e 52 municipios (IBGE, 2013); tendo a producio de leite um dos setores industriais em
destaque na economia da regido. Os segmentos de producdo, industrializacdo e
comercializacao de leite e seus derivados estdo presentes em varias regides, desempenhando
um papel relevante no suprimento de alimentos e na geragdo de emprego e renda para a
populagdo (SPEROTTO, 2012). Essa atividade ¢ uma das melhores formas de acrescer renda
na agricultura familiar, por ndo necessitar de grandes areas para producao (IDARON, 2013).

De acordo com levantamentos da Secretaria de Agricultura e Pecuaria do Estado de
Rondoénia (SEAGRI-RO), IBGE e Embrapa, Ronddnia tem uma média de producdo acima de
2,2 milhdes de litros de leite por dia, sendo considerado o maior produtor de leite da regido
norte ¢ a 9* maior bacia leiteira do Pais (IBGE, 2012; ZOCCAL, 2012).

Dentre os cinco municipios com maior produgdo leiteira no estado de Rondonia
destaca-se: Jaru, Ouro Preto do Oeste, Ji-parand, Urupd e Cacoal, sendo o municipio de Ouro
Preto do Oeste o 2° maior produtor de leite, com uma producdo média diaria de 152.845 litros
(IDARON, 2013).

O potencial leiteiro em Rondonia favoreceu um crescimento industrial exponencial a
regido central do estado (ZOCCAL, 2012). Haja vista esse crescimento € o aumento de
contaminagdo pela emissdo de efluentes ndo tratados por industrias, torna um assunto
preocupante na preservacao e conservacdo do meio ambiente (BRAILE; CAVALCANTI,
1993).
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Em geral, grande problema relacionado a esse setor industrial ¢ a falta de fiscalizagao
efetiva no que concerne aos descartes dos subprodutos gerados durante o processamento do
leite, contidos no efluente langado nos rios e igarapés, muitas vezes, sem o tratamento prévio.

Em especial, no estado no estado de Rondonia podemos destacar o problema da
poluicdo decorrentes da emissdo de rejeitos por parte de industrias lacteas, pois entre os
estados da regido Norte, Rondonia é o maior produtor de leite, com uma das maiores taxas de
laticinios por habitante na Regido Norte (MENEGUETTI et al., 2013).

O efluente gerado pela industria leiteira contém elevada carga organica tais como
gordura e solidos; o que contribui em um efluente com elevada Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), 6leos e graxas, nitrogénio,
fosforo, dentre outros (BRIAO, 2000). E, quando este ¢ langado nos rios, sem o tratamento
prévio e/ou tratamento inadequado, acarreta sérios danos ao meio ambiente.

Embora haja intimeros pré-requisitos e parametros para estudo no controle da
qualidade, as condigdes e o problema da gestao da 4gua no meio ambiente urbano despertam
bastante preocupagao na populacao em fungdo dos problemas de abastecimento de dgua, bem
como o saneamento basico, enchentes situacionais ¢ depreciacao da qualidade da dgua nos
rios e fontes de abastecimento (MACHADO, 2007).

Dentro desse contexto, o presente trabalho visou avaliar o potencial de mutagenicidade
de substancias presentes, decorrente aos residuos langados pela industria de laticinio e sob
influencia urbana do municipio de Ouro Preto do Oeste - RO, em aguas de afluentes do Rio

Boa Vista no periodo de dezembro/2012 a junho/2013.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 LEGISLACAO HIDRICA

Quando se fala de controle da qualidade da 4gua e da gestdo dos recursos hidricos,
logo se destaca a questao juridica, onde a a4gua ¢ um bem ambiental, um patrimoénio comum
da humanidade, onde todos, Estado, sociedade e cidaddo, considerado individualmente:
devém protegé-lo.

Legislar sobre dguas nada mais € que instituir normas sobre seu uso, determinando
limites de qualidade e quantidade, especificando sansdes aqueles que de qualquer forma
provocarem danos a esse bem difuso, pois, como bem difuso, pertence a todos (LEMOS;
LEMOS, 2009). Em razdes disso, inimeras foram as institui¢des, leis, portarias e decretos
criados para defender esse bem comum.

Desde a decretagdo do Codigo de Aguas em 1934, e da criagio de uma agéncia
federal, o Departamento Nacional de Aguas ¢ Energia Elétrica — DNAFE, impulsionados pelo
desenvolvimento industrial ¢ de urbanizacao, o Brasil busca adotar modelos adequados de
gestao racional dos recursos hidricos em fungao ao crescimento tecnologico prevalecente, as
prioridades sociais € aos padrdes de sustentabilidade internacionalmente aceitos nessa area
(GEO BRASIL, 2007).

Infelizmente, o modelo praticado nos ultimos sessenta anos mostrou-se claramente
insuficiente ao modelo de desenvolvimento nacional, de acordo dados apresentados por GEO
Brasil (2007). Isto porque, o investimento na conservagao do recurso hidrico foram poucos;
como também a ampliagdo de problemas antigos e, o surgimento de novos problemas
ambientais, antes pouco percebidos socialmente ou negligenciados em face a abundéancia de
recursos hidricos no pais.

O Brasil possui um dos maiores recursos hidricos do mundo, onde a bacia amazonica
abriga a maior rede hidrogréfica do planeta, escoando cerca de 1/5 do volume de dgua doce do
mundo (GEOBRASIL, 2007). Desses, 60 por cento se encontra em territorio brasileiro, o que
dificulta sua fiscalizagdo e monitoramento em virtude de sua grande extensdo. Isso levou o

Brasil a ampliar mais seus horizontes de fiscalizagdo (GEOBRASIL, 2007).
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A partir da constitui¢ao de 1988, onde foi inserida, dentre as competéncias da Unido, a
obrigacdo de um sistema nacional de gerenciamento de recursos hidricos foi criado o Sistema
Nacional de Recursos Hidricos — SINGREH (Lei 9.433/97); e em junho de 2000 foi criada da
Agéncia Nacional de Aguas — ANA, com objetivos bésicos na emissdo de outorgas de direito
de uso da agua; fiscaliza¢do dos usos e usuarios de recursos hidricos; e cobranga pelo uso da
agua, podendo delegar tarefas operacionais as agencias de agua de bacias hidrograficas
(ANA, 2011).

Nesta linha, a Resolugdo CONAMA 357/2005 foi criada para dispor sobre a
classificacao dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como
estabelecer as condigdes e padroes de langamento de efluentes, e dar outras providéncias.
Sendo necessario o tratamento prévio de seus despejos liquidos antes do langamento, direta ou
indiretamente, nos copos de agua, obedecendo as condi¢des, padrdes e exigéncias, disposto na
Resolugdo Conselho Nacional de Meio Ambiente - CONAMA 357/2005.

Apesar do grande nimero de leis e parametros estabelecidos para preservacao dos
recursos hidricos, o que se observa na atualidade sdo as inimeras negligéncias relatadas em
trabalhos de pesquisa sobre niveis de contaminagdes elevados influenciados por rejeitos
urbanos e industrias. O que levam a questionar quais seriam as atitudes a serem tomadas entre

os 6rgaos federativos para melhoria e minimizagao desses problemas.

2.2. INFLUENCIA INDUSTRIAL E URBANA

A humanidade habituou-se a tratar a 4gua do planeta como um bem infinito, e essa
abundancia causam uma falsa sensacdo de recurso inesgotavel, onde segundo especialistas,
95,1% da 4gua do planeta ¢ salgada, sendo impropria para consumo humano, 4,7% estdo na
forma de geleiras ou regides subterraneas de dificil acesso, e somente os 0,147% estdo aptos
para o consumo em lagos, nascentes e em lengois subterraneos (GALLETI, 1981; RAINHO,
1999).

Grande parte da dgua potavel disponivel no mundo sofre um grande impacto ambiental
pela pressdo antrdpica com contaminagdes bacterioldégicas e quimicas, eutrofizacdo e
assoreamento, origindrias principalmente do lancamento de aguas residuais domésticas e
industriais em rios e lagos, envolvendo, processos de ordem fisica, quimica e biologica

(SPERLING, 1993).
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Conforme a resolu¢ao do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA N° 001
de 23/01/86 define-se como impacto ambiental: “Qualquer alteragdo das propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas do meio ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia
resultante das atividades humanas que, diretamente, afetem: (I) a satide, a seguranga e o bem-
estar da populacdo; (II) as atividades sociais e economicas; (III) a biota; (IV) as condigdes
estéticas e sanitarias do meio ambiente; (V) a qualidade dos recursos ambientais” (CONAMA,
1986).

Dentro dos efeitos dos impactos ambientais produzidos, a diminuicdo da
biodiversidade e da variabilidade genética das populacdes naturais relaciona-se quase
integralmente com as atividades humanas associadas a urbanizacdo, agricultura e industria
(BICKHAM, et al., 2000). Embora haja inumeros fatores ligados na perda da diversidade
genética, a contaminacao quimica do ambiente, incluindo exposigdes cronicas das populagdes
ou efeitos imediatos e agudos, como derramamento de Oleo, esta ligada estreitamente ao
declinio ou ao desaparecimento de muitas populacdes (BICKHAM, et al., 2000).

A industria alimenticia e sua contribui¢do material em termos de poluigdo de aguas
receptoras sao significativas, sendo, portanto, necessario € obrigatorio o tratamento prévio de
seus despejos liquidos antes do langamento (BRAILE; CAVALCANTI, 1993).

Infelizmente, o frequente lancamento de efluentes industriais sem o devido tratamento
em rios e igarapés mostra um significativo risco aos ecossistemas, nao somente por seu
volume substancial, mas principalmente por sua complexidade quimica que se torna agravante
no momento em que sdo lancadas diferentes toxinas, que interagem entre si formando
misturas complexas com caracteristicas especificas — uma vez que estas interagdes podem
aumentar sinergicamente o potencial genotoxico (ROSA et al., 2001).

Toda essa enorme quantidade de dgua para as atividades domésticas e industriais nao ¢
consumida, mas retirada da natureza e, em seguida, devolvidos como 4gua poluida ou
ineficientemente tratada, implodindo no ecossistema aqudtico ao receber por residuos
organicos acima da capacidade de absor¢cdo do organismo decomposicdo e por residuos
inorganicos, ndo biodegradaveis, que frequentemente tém efeitos toxicos e cumulativos sobre
os organismos aquaticos (MORAES; JORDAO, 2002).

Da mesma forma que a industrializagdo se intensifica, o ambiente ¢ agredido por
diferentes tipos de contaminantes, sendo a polui¢do do ar a primeira a ser relacionada com os
danos a saude humana (AMARAL; PIUBELI, 2003). Entretanto, com o decorrer do tempo e o

crescente contingente populacional, outras fontes de poluicdo surgem devido a falta de
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saneamento basico e tratamento adequado de esgoto, contaminando aguas fluviais e
mananciais (MCMICHAEL, 2000), desrespeitando a resolugdio CONAMA n° 357/05.

E possivel estimar se em aguas residuais urbanas contem consideraveis quantidades de
matéria em suspensdo, principalmente metais pesados, pesticidas e uma variedade de outras
substancias, ocasionando uma grande variagdo na qualidade das &guas residuais e,
consequentemente, tendo em certas ocasides grandes registros de indices de demanda
biologica de oxigénio (MASON, 1984). No entanto, a identificacdo e origens de substancias
genotoxicas em aguas de despejo doméstico e dguas de superficie permanecem ainda pouco
conhecidas (WHITE; RASMUSSEN, 1998).

Entre as principais fontes artificiais de introducdo dos metais pesados no ambiente
aquatico esta a poluicao dos corpos d’agua por descarga direta de varios efluentes, tratados ou
nao, provenientes de atividade agricola, doméstica e industrial (FORSTNER; WITTMANN,
1981). Industrias metalirgicas, curtumes, fertilizantes, plasticos, alimentos e até mesmo
esgoto urbano sdo responsaveis por grande parte de despejos de metais toxicos despejados na

agua de rios (RAMALHO et al., 1999, MATSUMOTO et al., 2006).

2.3 MUTAGENICIDADE

Inumeras analises quimicas podem auxiliar na identificacdao, quantificagdao e controle
de substancias toxicas langadas em rios. Contudo, a complexidade dos efluentes industriais e
urbanos torna a determinagdo de todas as substancias presentes como impraticaveis (ROSA et
al., 2001). Além disso, a complexidade da relacdo entre compostos e biota demonstra que os
dados obtidos por métodos embasados somente em analises quimicas sdo, em muitos casos,
inadequados para uma correta avaliacao do potencial toxico desses tipos de residuos.

Alternativas como a inser¢do de bioensaios para avaliar efeitos toxicos de substancias
presentes em aguas tém sido propostos (KAPANEN; ITAVAARA, 2001; ROSA et al.,, 2001;
WILKE et al, 2008). Diversos bioensaios podem indicar mutacdes génicas, mutagdes
cromossOmicas € recombinacdo mitOtica e serem utilizados como ferramentas para o
monitoramento do risco imposto pelos dejetos industriais e/ou urbana, permitindo, desta
forma, um diagnostico mais amplo da qualidade dos corpos d’dgua associados a esses

despejos (VARGAS et al., 2001).
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Quando poluentes sdo langados no ambiente, os mesmos podem causar dois tipos de
efeitos nos organismos expostos: efeito agudo e cronico (SILVA et al., 2012). Facilmente se
detecta o efeito agudo devido sua curta duragdo e sua grande capacidade de recuperagdo, o
que ndo ocorre nos efeitos cronicos, pois a avaliagdo ¢ mais complexa, em virtude de seu
longo prazo de detec¢do e suas respostas no ambiente € mais lenta (SOUZA; FONTANETTI,
20006).

O efeito cronico € resultante de uma longa exposicdo e de baixa intensidade, que
interfere na sobrevivéncia e reproducdo dos organismos, sendo esses contaminantes
transferidos através da cadeia trofica (SILVA et al., 2012). Esses poluentes também podem
ser acumulados nos tecidos dos organismos com o tempo, chegando a um nivel prejudicial,
também chamado de bio-acumulagdo (RAMOS, 2001; SILVA et al., 2012).

Qualquer fenomeno (toxico, estressores, mutagénico, citotoxicos ou teratogénicos) que
possa alterar o comportamento dos individuos, dificultando seu desempenho na populagao,
pode causar impactos drasticos sobre a reproducdo dos mesmos, acarretando em uma
interferéncia no equilibrio genético das populagdes e uma maior vulnerabilidade dos
organismos, € o decaimento da diversidade das espécies (BICKHAM et al., 2000).

Nesse sentido existe a preocupacao de uma catastrofe global causada pela introducgao,
no ambiente, de agentes quimicos manufaturados pelo homem, onde vem criando uma falsa
no¢ao de que tudo o que ¢ “natural” ndo oferece perigo, enquanto tudo o que ¢ “artificial”
(sintético), € caracterizado perigoso (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Levando em consideracdo que nao existe mutageno humano por si sO, € que nosso
conhecimento estd baseado na avaliagdo daqueles considerados carcinogénicos para o homem,
alguns autores como Doll e Petro (1981) e Ames e Gold (2000), afirmam em seus trabalhos
que a proporcao de canceres causados por mutagénese ambiental ¢ provavelmente muito mais
baixa quando comparadas ao cigarro ou a agentes quimicos artificiais, por exemplo.

Entretanto, a exposi¢do a agentes mutagénicos ambientais representam um aumento da
carga mutagénica, € que esse aumento de risco necessita ser avaliado, e se possivel,
minimizado (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Sob o ponto de vista de uma visdo primariamente humana apresentados por Ribeiro e
Marques, (2003), as potenciais fontes, de exposicdo a agentes mutagénicos sdo apresentadas

na tabela 1.
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Tabela 1. Fontes de exposicdo humana a agentes mutagénicos.

Tipo Exemplo

Endogenos Oxido nitrico
Radicais livres de oxigénio
Formacgao de nitrosaminas endégenas

Ocupacional Produtos petroquimicos
Produgdo de energia nuclear
Producao de ferro e aco

Dieta Mutéagenos naturais presentes na dieta
Mutéagenos gerados durante o cozimento de alimentos
Mutégenos gerados no processo de preservacao de alimentos

Radiagao Exposicao médica — Raios X para diagnosticos e radioterapia
Exposicdo a lixo nuclear

Poluigao Efluentes industriais
Sub-produtos da cloragao da agua
Emissdes por motores de veiculos
Pesticidas usados na agricultura
Incineracao de lixo

Biologico Mutéagenos originados de infec¢dao crdnica por virus, bactérias
ou parasitas

Fonte: (RIBEIRO et al., 2003).

As potencialidades mutagénicas sdao estudadas dentro da genética toxicoldgica, que
ndo so estuda um efeito adverso a satide, mas avalia efeitos genotoxicos em potencial, uma
vez que sdo considerados pré-requisitos importantes para o desenvolvimento de efeitos
adversos a saude, como o cancer (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

A toxidade genética ndo ¢ uma medida de carcinogenicidade, mas ¢ frequentemente
usada como um indicador para o cancer, uma vez que os testes de mutagenicidade medem
evento inicial ou intermediario da tumorigénese (FEARON; VOGELSTEIN, 1990).

J4 a mutagdo ¢ uma altera¢do subita e herdavel na estrutura do material genético e
como tal, ¢ uma fonte extremamente importante de variabilidade genética nas populagdes de
seres vivos (BURNS; BOTTINO, 1991). Entretanto, a curto prazo, e do ponto de vista de um
Unico organismo, a alteracdo genética ¢ quase sempre prejudicial, especialmente em
organismos multicelulares, nos quais a alteracdo genética estd mais inclinada a perturbar o

desenvolvimento e a fisiologia de um organismo (ALBERTS et al., 2002).
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Tais agentes mutagénicos invadem a célula e se dirigem ao nucleo causando alteragdes
no material genético podendo desregular o ciclo celular, fazendo com que a célula se
reproduza descontroladamente invadindo tecidos adjacentes, dando inicio a formacdo de
tumores (ALMEIDA et al., 2005). Conhecer os componentes fisicos, quimicos e biologicos
que causam alteracdes génicas, € necessario para melhor preservar a saude humana (NETO et
al., 2005).

Os organismos vivos estdo frequentemente expostos a substdncias mutagénicas que
podem causar danos celulares, induzidos por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que
afetam processos vitais como a duplicagdo e a transcricdo génica, bem como alteragdes
cromossdmicas, levando a processos cancerosos € morte celular, sendo essas substancias
conhecidas como genotoxicas (COSTA; MENK, 2000).

Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade realizados pelo sistema teste de A. cepa
baseiam-se em diversos pardmetros de analise, como por exemplo, padrdes nucleolares
atipicos, os quais consistem em um grande numero de células com pareamento heteromorfico
de nucléolos, tendo o aparecimento de micronicleos como consequéncia da quebra
cromossdmica, evidenciando claramente a manifestacdo de distirbios do processo mitdtico

(GROVER; KAUR, 1999).

O indice mitoético e indice de replicagdao sao usados como indicadores de proliferagao
adequada das células, o que pode ser medido através do sistema teste vegetal de A. cepa.
(GADANO et al., 2002).

Ja a anélise de alteracdes cromossOmicas serve como teste de mutagenicidade e € um
dos poucos métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a mutagénicos ou
carcinogénicos potenciais (SILVA et al., 2003). Para possibilitar a avaliagdo dos efeitos ou
danos que agentes mutagénicos podem causar, faz-se necessario que a amostra esteja em
constante divisdo mitotica, objetivando identificar os efeitos toxicos e alteragcdes ocorridas ao
longo de um ciclo celular, e o teste de A. cepa tem sido amplamente empregado com esse
proposito (SILVA et al., 2003).

Substancias genotoxicas sdo capazes de induzir danos em células parentais, surgindo
fragmentos cromossdmicos que resultam de quebras que ndo sdo incorporados no nucleo
principal das células filhas apds a mitose, definindo-se como pequenos corpos contendo DNA
e localizados no citoplasma (Figura 1), chamados de Micronucleos (MN) (SCHMID, 1975).

Os mesmo aparecem na telofase e sdo resultantes de fragmentos cromossdmicos acéntricos,
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originados de quebras isocromatidicas, cromatidicas, ou de disfun¢des do fuso mitotico,

podendo aparecer mais de uma vez por células (RIBEIRO et al., 2003).

ACAO QUIMICA, FISICA OU
BIOLOGICA MUTAGENICA.

\ d. CELULA FILHA NORMAL
> —> —_

Fragmento cromatidico
a. INTERFASE b. METAFASE ¢. TELOFASE

e. CELULA FILHA
MICRONUCLEADA

Figura 1. Formagdo de uma célula micronucleada contendo um fragmento cromatidico
acéntrico. A Inducdo do dano estrutural cromossdmico na interfase (a) por acao quimica,
fisica ou biologica mutagénica, resultando na formacdo de um fragmento cromatidico sem
centrdmero (acéntrico) pode ser visualizado quando os cromossomos sao condensados na
metafase (b) da mitose. A reconstituicdo da membrana nuclear ao redor do fragmento
cromatidico produz um microntcleo (c) o qual pode ser quantificado na célula filha formado
apos a divisdo (e). Adaptacao de (RIBEIRO, 2003).

Os microntcleos sdo estruturalmente pequenos nucleos representando o material
genético que foi perdido pelo nicleo principal, como consequéncia de um dano genético que
pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou biologicos, capazes de interferir no
processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso, ou que possam induzir a perda do
material genético (cromossomos inteiros ou fragmentados) (SCHMID, 1975). O teste de
micronucleos, portanto, detecta mutagénese cromossdmica em eucariotos do tipo
clastogénese, aneugénese e danos no fuso mitdtico (VILLELA et al., 2003).

A presenca de micronucleo pode ser tomada como indicacao da existéncia prévia de
aberracdo cromossOmica, aparecendo pela primeira vez no final da primeira divisdo mitoética,
apos clastogénese ou aneugénese, porém micronucleos adicionais podem se formar nas
divisoes seguintes (MALUF et al., 2001).

Sistemas testes vegetais como o de Vicia faba, e principalmente o de A. cepa, t€m sido
utilizados para o estudo dos efeitos de extratos vegetais, visando a detec¢ao de genotoxicidade

(TEIXEIRA et al., 2003; FACHINETTO et al., 2007).
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Inumeras vantagens sdo atribuidas a utilizagdo de Allium cepa (cebola comum)com
destaque o baixo custo, alta sensibilidade, rapidez, acessibilidade dos materiais, dentre outros
(LEME; MARIN-MORALES, 2009)

Entre os sistemas de ensaio adequados para a monitoriza¢ao de toxicidade, o teste de
A. cepa é bem conhecido e vulgarmente utilizado em muitos laboratorios, sendo as cebolas
faceis de armazenar e de manipular, e as células da ponta da raiz constituindo um sistema
conveniente para o crescimento macroscopico (valores ECsg), bem como para os parametros
microscopicos (c-mitose, viscosidade, quebras cromossdmicas), uma vez que as células
possuem enzimas de ativacdo importantes das plantas, o teste de 4. cepa tem uma vasta area
de aplicacdo (FISKESJO, 1988). Além disso, os resultados do teste de 4. cepa mostraram boa
concordancia com os resultados de outros testes, eucarioticas, bem como procariotico
(FISKESJO, 1988).

Existem varios estudos que utilizam o sistema 4. cepa em suas andlises. Radi¢ et al.,
(2010), utilizou o teste A. cepa para avaliar os efeitos citotdxicos e genotdxico da superficie
de aguas residuais recolhidas perto do rio Sava na Croécia ao longo de um periodo de trés
meses. Mazzeo et al., (2011), avaliou o potencial genotdxico e mutagénico do processo de
Biodegradagdao do BTEX antes e depois, através da analise de aberragdes cromossdmicas e
testes de MN em A. cepa. Vieira et al., (2012), usaram a citogenética e citometria de fluxo
para avaliar os efeitos de um complexo de residuos solidos proveniente de uma industria de
aluminio avaliando os efeitos nos parametros do ciclo celular e contetidos de DNA em células
meristematicas de 4. cepa. Ja, Silva, (2013), avaliou a formag¢dao de danos no material
genético, como quebra cromossOmicas, pontes € outros que causam perda do material
genético durante a divisdo celular, sendo realizados testes de genotoxidade e mutagenicidade
em agua para o consumo humano, utilizando 4. cepa. Mas o precursor em empregar A. cepa
em bioensaios foi Levan (1938). Como também Fiskesjo, (1988) que utilizou A. cepa e
considerou esse método para o futuro, como uma importante ferramenta para avaliar o
potencial genotdxico e citotoxico de produtos quimicos, substdncias complexas, dejetos
industriais e 4guas contaminadas.

Em se tratando da regido Norte do Brasil, poucos trabalhos foram publicados
empregando A. cepa, principalmente no estado de Rondonia (MENEGUETTI, et al., 2012).

Por outro lado, o bioensaio com A. cepa tem sido usado em diversos trabalhos no

Brasil, como na andlise de efluentes de curtume langados na bacia hidrografica do Rio Sinos
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no Rio Grande do Sul, cujo nivel de contaminacdo foi influenciado pela emissao de rejeitos
industriais (SCALON, 2009).

Da mesma forma, amostras de agua da regido hidrografica da bacia do lago Guaiba
foram avaliadas e estudadas sobre seu potencial genotoxico, identificando uma forte
influéncia de contaminantes organicos (VILLELA, 2006). Além da presenga de substancias
mutagénicas nas dguas do Canal S3o Gongalo no Rio Grande do Sul, que demonstrou um
aumento significativo de anomalias proveniente de efluentes residenciais, agricolas e
industriais gerados pela cidade, evidenciando a presenca de poluentes com potencial
genotoxico (SA, 2006).

Em 2011, uma equipe de pesquisadores avaliou a citotoxidade e genotoxidade dos
efluentes bruto e tratado de duas industrias téxteis localizadas no sul do estado de Minas
Gerais utilizando o bioensaio em A. cepa constatando um efeito genotoxico nesses afluentes
(ALVIM, et al, 2011). E outro, avaliou o nivel ecotoxicologico, quimico e microbiologico da
agua de irrigagdo de hortalicas em uma regido de mananciais da grande Sao Paulo,
constatando efeito genotoxico para todas as amostras, apontando para uma contaminagao

antrdpica oriunda de despejos domésticos (LACERDA, 2012).

2.4 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENIO (DBOs)

Em relacdo aos outros mecanismos de analises de efluentes, a Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBOs), ¢ comumente utilizada para avaliar niveis de descontaminacdo de
efluentes tratados de industrias de laticinios como também sempre foi caracterizada como um
dos principais parametros para se saber a qualidade de uma dgua (LIMA et al., 2006). A DBO
¢ a quantidade de oxigénio dissolvido necessdria para a oxidagdo da matéria organica,
presente em amostras de dguas, por microrganismos aerobios a uma dada condi¢do padrao de
temperatura e periodo (ENUJIUGHA; NWANNA 2004; FULAZZAKY, 2013).

Em outras palavras, ¢ um indicador que determina indiretamente a concentragdo de
matéria organica biodegradavel através do consumo de oxigénio exercida por microrganismos
(VALENTE et al., 1997). A amostra ¢ mantida a 20 °C em um periodo de cinco dias na
auséncia de luz, e o oxigénio dissolvido ¢ medido antes e ap6s o periodo de incubagdo. A

diferenca entre o oxigénio dissolvido inicial e o final ¢ o DBO (CETESB, 2011).
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Nos efluentes de industrias que ndo possuem oxigénio suficiente e nem
microrganismos, ¢ necessario além da diluicdo a introdugdo de nutrientes, adicionando
“semente”, que ¢ uma porg¢do de esgoto com microrganismos ¢ DQO conhecido para corrigir
o resultado final. (RAND, 1992). Em cinco dias, sobre temperatura de 20 °C, a matéria
organica (esgoto doméstico) consome cerca de 70% a 80% do oxigénio (PORTO, 1991).

Portanto, a DBOs ¢ uma variavel da qualidade da dgua que, de certa forma, quantifica
a poluicdo organica pela deple¢ao do oxigénio, que podera conferir condigdo anaerdbica ao
ecossistema aquatico (MACEDO, 2002). O indice de qualidade de dgua apresentado em um
estudo no Ribeirdo Lavrinha na regido Alto Rio Grande em Minas Gerais apresentou um
quadro relevante causado principalmente pelo NMP de coliformes, o qual se associa com a
pecuaria e em escala menor o oxigénio dissolvido (OD) e a DBOs sdao também fatores
limitantes, indicando contamina¢ao do mesmo (PINTO, 2009).

Silva et al., (2012) avaliaram a qualidade de dgua na bacia do Rio Corumbatai — SP
que apresentou valores de DBOs e outros parametros acima dos preconizados em legislacao
vigente demonstrando a necessidade de uma maior controle na atividade de viveiros e pesque-
pague naquela regido.

Na resolugdo Conama n°430/2011, que dispde sobre as condi¢cdes e padrdes de
lancamento de efluentes em aguas receptoras, estabelece que a DBO 5 dias a 20 °C deve ter
uma remoc¢do minima de 60%, sendo que este limite s6 podera ser reduzido no caso de
existéncia de estudo de autodepuracao do corpo hidrico que comprove atendimento as metas
do enquadramento do corpo receptor que sdo estabelecidos na resolugdo Conama 357/05
(CONAMA, 2011).

A Resolug@o n® 357/05 do Conama, estabelece que o valor limite para a DBOs ¢ de 5
mg L" de O,, para rios de classe 2 (CONAMA, 2005). Mcneely et al. (1979) relatam que
aguas superficiais com DBOs inferiores a 4 mg L™ de O, sdo razoavelmente limpas, e aquelas
com niveis maiores do que 10 mg L™ de O, sio consideradas como poluidas em fungdo do
aporte de quantidades de material organico degradavel. Segundo Sperling (1995) em
ambientes naturais sem aporte de matéria organica, os valores para as concentragdes da DBOs
enquadram-se no intervalo de 1 a 10 mg L™ de O,. J4 no trabalho de Pereira (2004) quando
identificava e caracterizava fontes de poluicdo em sistemas hidricos a DBO em efluentes
domésticos e em indistrias de laticinios apresentou médias de 300 e 700 mg L7,
respectivamente. Embora esses valores sejam altos, evidencia-se que sdo efluentes diretos das

fontes poluidoras e a eficiéncia do tratamento deve seguir as normas da legislacdo vigente,



26

ndo alterando as caracteristicas das aguas receptoras estabelecidas na resolugdo Conama

357/05.

2.5 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO (DQO)

A demanda quimica de oxigénio ¢ um indicador de matéria organica baseado na
concentracdo de oxigénio consumido para oxidar a matéria organica, biodegradavel ou ndo,
em condicdes acidas por acdo de um agente quimico oxidante forte (CETESB, 2011). O mais
comum oxidante utilizado ¢ o dicromato, tendo a fun¢do de indicar a concentra¢ao de matéria
organica em termos de oxigénio consumido ja que nos corpos d’agua as condigdes ndo sao tao
energéticas, além do fato de que algumas espécies inorganicas, tais como nitritos, compostos
reduzidos de enxofre e substancias organicas como hidrocarbonetos aromaticos, compostos
alifaticos de cadeia aberta e piridinas, ndo sao oxidadas (VALENTE et al., 1997).

A determinagdo do contedo de matéria organica ¢ uma das caracteristicas mais
importantes no estudo das dguas residuais e naturais (CESET, 2006). De acordo a Resolugao
CONAMA (357/05) nao existe previsdo de valores limites para DQO. Ja na Normativa
COPAM n° 10, de 16 de dezembro de 1986, ¢ estabelecido um valor maximo para esse pardmetro
de 90 mg L' O,, para a qualidade das aguas e efluentes. No entanto, quando relacionada a
DBOs, pode trazer importantes transformagdes a respeito da carga poluidora presente na agua,
j& que estima o nivel total de matéria oxidavel (ORIANI, 2013).

A demanda quimica de oxigénio (DQO) indica a quantidade de oxigénio que seria
consumido através de reagdes quimicas de oxidacdo de diversos compostos organicos
presentes, sem a interven¢do de microrganismos, indicando de maneira indireta a quantidade
de matéria organica presente no liquido (CESET, 2006), portanto, a andlise de DQO torna-se
importante para os estudos de corpos d’agua, residuos industriais e controle de esgotos
sanitarios.

Virios trabalhos correlacionam a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e a Demanda
Bioquimica de Oxigénio DBOs com niveis de qualidade de agua no Brasil, como um estudo
apresentando os indicadores da qualidade da 4gua na sub-bacia do igarapé¢ Siao Francisco no

municipio de Rio Branco - AC — mostrando oscilacdo do oxigénio significativa, tanto no
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periodo seco como no periodo chuvoso (THEBALDI et al., 2011; SANTI et al., 2012; SILVA
et al., 2012).

Segundo Thebaldi et al. (2011) a qualidade da agua de um corrego sob influéncia de
efluente tratado de abate bovino apresentou valores de DBOs ¢ DQO em todos os pontos de
coleta superiores aos padrdes descritos na Resolu¢do do CONAMA n° 357/05 para cursos de

agua da classe 2, evidenciando um nivel de contaminagao relevante e preocupante.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial mutagénico das amostras de aguas de dois afluente do Rio Boa
Vista sob influencia da industria de laticinio e da atividade urbana do municipio de Ouro
Preto do Oeste, Rondonia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o potencial mutagénico da dgua de dois afluentes do Rio Boa Vista

empregando o bioensaio Allium cepa;

e Avaliar a qualidade da 4gua em termos de coliformes fecais, coliformes totais, DQO e

DBO.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. AREA DE ESTUDO

O Estado de Rondonia ¢ dividido por trés bacias principais que correspondem a

Hidrografia de Rondonia: a bacia do rio Madeira que ¢ o principal afluente pelo lado direito

do rio Amazonas, a bacia dos rios Guaporé¢ e Mamoré¢, e a bacia do rio Ji-Parana ou Rio

Machado, da qual faz parte a regido da Grande Ouro Preto do Oeste. Dentro da grande bacia

do Rio Ji-parand situa-se a bacia do rio Boa Vista que estd a margem esquerda do rio

Machado e compreende os municipios de Ouro Preto do Oeste, Ji—Parana e Teixeirdpolis —

RO, com uma area de 844 km? (Figura 2), tendo sua nascente no municipio de Ouro Preto do

Oeste, onde apresenta 76% da area de abrangéncia (SEDAM, 2010).

-10°51"  -10°48" -10°45" -10°42' -10°39’

-10°54"

-62°24'

-62°24'  -62°21'  -62°18' -62°15' -62°12' -62°09' -62°06' -62°03' -62°00' -61°57' -61°54' -61°51'
LEGENDA
EEER RIO MACHADO [J BACIADORIOBOA VISTA
AFLUENTES DO RIO BOA VISTA I  AREA URBANIZADA
— R0 BOA VISTA [ LIMITES MUNICIPAIS

-62°21'  -62°18' -62°16' -62°12' -62°09' -62°06' -62°03' -62°00" -61°57' -61°64' -61°51'

DIVISAO ESTADUAL DE RONDONIA

P T Ll T T T T

VALE DO PARAISO

OURC PRETO DO QESTE

B 0664 53 42 610

00 3,0 60 9,0 120
|

Kilometers

JI-PARANA

BASE: Adaptado de SEDAM
Imagem LANDSAT 2231/67 DE 2010

TEIXEIROPOLIS Datum: SADE9 FUSO: 208

Figura 2. Localizagdo da Bacia do Rio Boa Vista (Fonte: SOUZA et al.2011).

No trabalho descrito por Souza et al., (2011), observou-se que 78% da bacia do rio

Boa Vista, apresenta cobertura com modificagdo moderada da paisagem, sendo que a classe

mais artificializadora representa 2%, compreendidos pela diversidade de usos urbanos, que
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sdo areas com dificuldade ou impossibilidade de regeneracdo natural da vegetacdo e as
condigdes menos modificadoras, que ainda possibilitam o cumprimento das funcdes e
servigos naturais, totalizam 20%.

O clima da regido ¢ do tipo tropical imido, apresentando temperaturas médias
maximas até 32°C e médias minimas de 13,6°C, com precipitagdo pluviométrica bem elevada,
chegando a chover aproximadamente 2.000 mm anuais (CEPLAC, 2013). A vegetagdo ¢
composta principalmente por Floresta tropical densa e aberta, com predominio de floresta de
terra firme (MARIALVA, 1999).

O municipio de Ouro Preto do Oeste (Figura 2) fica localizado ha 330 km da capital
Porto Velho, na regidao centro do Estado de Ronddnia, apresenta area total de 1.969,8 sz;
com populacao de 37.928 habitantes, possui rede geral de distribuigdo de 4gua e ndo possui
nenhum servigo de saneamento basico (IBGE, 2008).

A pesquisa foi realizada em dois trechos de um total de 8 km de dois afluentes
(Igarapé¢ Ouro Preto e Igarapé Industrial) da Bacia do Rio Boa Vista que percorre a area
urbana e rural do municipio de Ouro Preto do Oeste-RO, sentido jusante, em pontos fixos
estratégicos correspondentes a area de despejos de efluentes de uma industria de laticinios,
localizados na BR — 364 a 0,5 km da area urbana do Municipio de Ouro Preto do Oeste,
10°42'1.22"S e 62°15'43.65"0 e antes e apds o perimetro urbano do municipio. Para analise

da agua foram estabelecidos seis pontos de coleta (Figura 3). Com a seguinte classificagao:

e Al (controle de campo mutagénico) - 1° ponto de coleta a 270 metros a
montante do 1° local de despejo de efluentes do laticinio, Igarapé Ouro Preto,

(10°41'52.96"S e 62°15'38.47"0);

e A2 - 2° ponto de coleta 200 metros a jusante o primeiro local de despejo do
Laticinio, Igarapé Ouro Preto, (10°42'7.75"S e 62°15'42.43"0);

e A3 - 3°ponto de coleta a 250 metros a montante do segundo local de despejo
de efluentes do laticinio, Igarapé Industrial, (10°41'43.35"S e 62°1526.93"0);

e A4 - 4°ponto de coleta, 1000 metros a jusante do segundo local de despejo do
laticinio, Igarapé Industrial, (10°42'7.38"S e 62°14'54.28"0);

e A5 - 5°ponto de coleta, inicio do perimetro urbano do municipio, Igarapé Ouro

Preto, Igarapé Ouro Preto, (10°42'26.36"S e 62°15'44.13"0).

e A6 - 6° ponto de coleta, a jusante do perimetro urbano do municipio, Igarapé

Ouro Preto, (10°43'39.65"S e 62°14'46.33"0).
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4.2. COLETA DOS DADOS

As amostras foram coletadas em dois periodos do ano, de estiagem e de chuva, nos
meses de dezembro/2012, margo de 2013 e junho/2013. As coletas foram em triplicatas, nos
seis pontos amostrais (Figura 3).

Para analise de mutagenicidade as amostras foram encaminhadas para o laboratorio da
Escola Estadual de Ensino Fundamental e Médio — Joaquim de Lima Avelino no municipio de
Ouro Preto do Oeste, Rondonia, onde as analises foram iniciadas no mesmo dia.

Nas analises de DBO, DQO e Coliformes totais e fecais, as amostras foram
armazenadas a temperatura de 4°C e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Rondonia — UNIR, Campus — BR 364, Km 9,5 — Porto Velho —

Rondo6nia, em um periodo maximo de 24 horas.

4.3 ANALISE MUTAGENICA

Os exemplares utilizados foram da subespécie Allium cepa cepa adquiridos no
mercado popular do municipio de Ariquemes-RO, sendo estes exemplares de tamanho
pequeno, com circunferéncia média de 8 a 10 cm, uniformes, de mesma origem, nao
germinados e saudaveis.

Para cada ponto de coleta utilizou-se 10 bulbos de 4. cepa dispostos em recipientes de
100 ml para germinar com a parte inferior imersa em 50 ml de amostra em um periodo de 72
horas em uma temperatura média de 24 °C (Figura 4). Como controle negativo de campo
utilizou-se 4gua do ponto Al localizado em uma area conservada, com fraca acdo antropica e
proxima aos pontos do rio. Como controle negativo de laboratorio, utilizou-se agua
deionizada nas mesmas condi¢des das amostras. Para controle positivo foi utilizado o

dicromato de potassio (K,Cr,07 — 1,40 mg L™ — CP1.4) descrito por Molin et al., (2010).
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Figura 4. Bulbos de cebola em processo de germinacao organizados por pontos de coleta e
controle.

Apbs o periodo de 72h do inicio do teste, os meristemas foram coletados com
aproximadamente 0,5 a 3,0 cm de comprimento, sendo lavados em agua destilada, seguida de
hidrélise com HCI 1 mol L™ por 10 minutos em banho-maria a 60C°, sendo os tubos
resfriados em agua corrente. Apos nova lavagem dos meristemas hidrolisados em agua
destilada foram feitos esfregacos em duas ldminas por 4. cepa, sendo postas em seguida para
secagem em temperatura ambiente. Em seguida as mesmas foram coradas segundo
Meneguetti et al., (2012), com o kit Panotico Rapido LB sendo composto de trés substancias:
triarilmetano a 0,1%, xantenos a 0,1% ¢ tiazinas a 0,1%, sendo as ldminas submersas 10 vezes
em cada recipiente com submersdes de 1 segundo de duracdo na sequéncia descrita acima.
Posteriormente, as ldminas foram lavadas em agua deionizada com o pH 7,0 e secas em
temperatura ambiente. Em cada lamina foram contados micronticleos encontrados em 1000
células, observadas em microscopia Optica, com objetiva de 40x e ocular de 10x obtendo um

aumento de 400x (Figura 5 e 6).

Allium cepa Contagém de 1000 céhlas
de A. cepa por lamina
Coragio
Esfregaco em 2 laminas  em kit
panotipo
\ rapido

Figura 5. Prepara¢do de laminas: Retirada do meristema radicular de bulbos de A. cepa
acondicionadas em HCI — IN (Acido cloridrico a 1N) e em banho-maria por 10 min. Lavadas
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com agua destilada e feito o esfregaco em 2 ldminas por bulbo. Contagem de 1000 células de

A. cepa por lamina.

Figura 6. Contagem de 1000 células de A. cepa por laminas de vidro preparadas sobre
esfregaco, coradas em kit panotipo répido e analisadas em microscopio, para teste de
mutagenicidade. (A) Células de A. cepa (ocular:10x, objetiva 10x), (B) Microntcleo em
célula de 4. cepa (ocular:10x, objetiva 40x).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste de normalidade com o software Oringe 8.0 teste Shapiro Wilk
para testar a normalidade. Onde os mesmos foram identificados como paramétricos.
(SACHS, 1982; SACHS, 1992).

No processamento da informagdo, empregou-se a estatistica quantitativa
paramétrica utilizando a analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste TUKEY, feito
pelo Software Graphad PRISM 5.0.

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA
4.5.1. Coliformes Fecais

Foram coletados volumes de no minimo 100 mL, utilizando um recipiente estéril,
que, apos a coleta, era fechado e acondicionado em caixas térmicas a 4°C e analisado no
laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal de Rondonia — Campus de Porto
Velho.

As amostras foram levadas ao laboratério em menos de 24 horas. A contagem de

coliformes termotolerantes foi realizada através da técnica de numero mais provavel

(NMP), preconizada por APHA, (1998).
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O exame bacteriolégico de coliformes foi realizado através do método da
fermentagio em tubos multiplos, em trés séries de cinco tubos (107, 102, 107), que
consiste no processo de diluicdo da amostra com agua de peptona tamponada (SYNTH),
descrito por (SILVA et al., 2006; LENGUA et al., 2010). Para o teste confirmativo de
coliformes totais transferiu-se 1 mL de cada tubo correspondente a sua dilui¢do a outras 3
séries de cinco tubos contendo verde brilhante (ACUMEDIA) com tubos de durhan
invertidos, e posteriormente incubados a 35 £ 0,5°C durante 24/48 horas, onde foi
observada a producao de gas, considerado resultado positivo. Para teste confirmativo de E.
coli, os tubos positivos foram passados para caldo EC (ACUMEDIA) e incubados por
24/48 horas a 44,5°+0,2° C, e observou-se como resultado positivo a producao de gés.

Na contagem padrao das bactérias utilizou-se para cada amostra, trés placas de petri
com Plate Count Agar (HIMEDIA) esterilizados. Em cada placa foram transferidos 1 mL
dos tubos contendo as amostras com 4gua de peptona em suas respectivas dilui¢des (107,
102, 10”). Em seguida foram incubadas a 35 = 0,5°C durante 24 horas e quantificadas as

UFCs em um contador de coldnias.

4.5.2. Analise Fisico-quimica

Em todas as amostras os parametros fisico-quimicos da 4gua como pH, foi utilizado
um pHmetro de bancada (PHS3). Para as outras caracteristicas foram realizadas analises de
DQO e DBO. Para tal, foram coletadas amostras em seis pontos distintos ao longo de dois
afluentes, Ouro Preto e Industrial do Rio Boa Vista no municipio de Ouro Preto do Oeste,
em trés periodos diferentes.

As andlises de DQO e DBO seguiram os padrdes descritos por ALPHA, (1998). O
método para a determinagio da DQO em baixa concentragio (mg L™ O, consumido),
consiste em oxidar a matéria-organica em uma mistura fervente de acido sulfurico e sulfato
de prata, com excesso conhecido do agente oxidante, o dicromato de potassio (K,Cr,O7).
Apbs a oxidagdo da matéria organica presente, a DQO foi obtida diretamente (mg L™ O,)
no Espectrofotdmetro UV-VIS, Shimadzu, modelo UV 2450, através de uma curva padrao
. Com relagdo aos resultados da DQO das amostras, foram realizadas utilizando oximetro
Digimed para a leitura do oxigénio dissolvido (OD) antes e ap6s um periodo de incubacdo

de cinco dias, a uma temperatura de 20 + 5°C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO

A andlise de 4. cepa tem sido uma ferramenta importante para detectar
contaminacdes de rios proximos a fontes de poluigdo. Entretanto, ndo € possivel detectar
quais as substancias que tém influencia direta sob as anomalias observadas no
desenvolvimento de A. cepa. A grande vantagem desse tipo de ensaio € o tempo necessario
para condugdo dos ensaios serem relativamente rapidos. Estes apresentam boa correlacao
com resultados de outros testes e a ndo exigéncia de equipamentos elaborados e de
aprovagdo em Comité de Etica e Pesquisa também torna-se uma vantagem. Como o0s
sistemas biologicos sdo alvos da agdo toxica, eles podem fornecer informagdes importantes
nao disponiveis em analises quimicas de amostras ambientais, além da importancia do
monitoramento bioldgico que vem sendo amplamente reconhecido (JHA, 2004)

Dentre os resultados obtidos, a tabela 2 mostra a frequéncia do aparecimento dos
MN em A. cepa imersos em amostras de agua coletadas dos diferentes pontos amostrais. A
presenca de MN pode ser relacionada ao potencial mutagénico analisando sua frequéncia

apos trés dias de incubagdo da A. cepa.

Tabela 2. Resultados dos ensaios de mutagenicidade para as amostras de dgua coletas em
trés periodos diferentes, n=10.

Pontos Periodo de coleta das amostras
Amostrais Dez/2012 Mar/2013 Jun/2013
Frequéncia de micronucleos (MN)

Média + DP Média + DP Média + DP
H,O Deionizada 3,1 £0,96 3,2+ 1,60 2,3+1,72
Al 4,5+1,57 4,0+1,35 1,6 1,09
A2 44 +143 14,6 +1,72 9,1 +£3,03
A3 4,1 +2,10 5,5+2,62 2,1+1,29
A4 1,5+1,34 7,2+1,74 8,6 £2,50
AS 2,6 £ 1,87 4,7+ 1,03 5,6 253
A6 7,7+1,97 15,5 £2,25 9,7+248
Controle positivo K,Cr,0 11,6 +2,98 11,6 £2,98 11,6 £2,98

Onde: DP — desvio-padrao.
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O comparativo entre os controles negativos de campo (Al) e laboratorial (H,O
deionizada), ndo apresentaram significancia estatistica, com (p>0,05) quando comparadas
na analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste Tukey, mostrando que o controle
negativo de campo ¢ valido.

As analises da coleta 1 demonstraram significancia estatistica entre o controle Al e
o ponto A6, em relagdo ao nmimero de micronicleo (P<0,001), a mesma significancia
também foi observada em relacdo ao controle negativo e positivo, conforme pode ser
observado na (figura 9).

Os dados da coleta 2, mostram uma significancia estatistica entre o Controle
Negativo Al, e os pontos A2, A4, A6 e o controle positivo em relacdo a frequéncia de
Microntcleo (P<0,001) (Figura 7-a). E importante destacar nesses resultados os pontos A2
e A6, que estdo com valores superiores ao controle positivo, havendo uma significancia
estatistica de (P<0,001) entre os mesmos.

Os pontos amostrais Al (Igarapé Ouro Preto) e A3 (Igarapé Industrial) estdo
localizados em regides a montante da influéncia das industrias de laticinio; enquanto, os
pontos A2 e A5 (Igarapé¢ Ouro Preto) e A4 (Igarapé Industrial) estdo apos a industria de
laticinio; j4 a amostra A6 fica apos a influéncia dos dois laticinios e da regido urbana
(Figura 3).

Ao comparar os pontos antes ¢ apos a industria de laticinio, Al e A2, verifica-se
um aumento significativo na frequéncia de MN (Figura 7b e 7c¢). Como também,
comparando os pontos amostrais A3 (montante) ¢ A4 (jusante a industria), foi possivel
observar uma diferenga significativa na segunda e na terceira coleta, periodo de pré-
estiagem e seca.

Os resultados da coleta 3, demonstraram a maior quantidade de pontos A2, A4, AS,
A6 e controle positivo com significancia estatistica do nimero de microntcleo (P<0,001)
em relacdo ao controle negativo Al, porém nessa andlise nenhum dos pontos obtiveram

resultado superiores ao controle positivo, conforme pode ser observado na Figura 7c.
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Figura 7 . Frequéncia de micronucleos em 1000 células de 4. cepa imersas em aguas
superficiais coletadas, nos pontos amostrais Al a A6, em (a) dezembro/2012, (b)
mar¢o/2013 e (c) junho/2013. A1 representa as amostras de controle negativo de campo,
H,O controle negativo de laboratdrio realizada em agua deionizada, CP controle positivo
em K>Cr,07 , n=10. Significativo para ***(P<0,001).
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Os altos indices de mutagenicidade observados no ponto A2 e A4 durante a 2° e 3°
coleta devem ser provavelmente aos despejos de residuos da industria de laticinios,
antecedente ao ponto de coleta conforme pode ser observado na (Figura 3), e apesar de ndo
terem sidos realizados testes para identificacdo ou quantificagdo de qual produto quimico
estaria sendo liberado por esses despejos, existe uma variedade complexa de substancias
quimicas associados a produtos de limpeza e desinfeccdo de utensilios, leite de
derramamento / vazamentos, sélidos de leite, dleos e graxas e esgotos sanitarios (BRIAO,
2000).

Acredita-se que os fatores acima descritos juntamente com a influéncia periurbana,
possam ter influenciado os elevados valores dos dados no ponto AS, durante a terceira
coleta.

O motivo pelo qual os resultados do ponto A2 e A4 foram negativos durante a
primeira coleta, provavelmente foi devido a alta precipitagao pluvial, o que pode ter atuado
como fator diluicdo. A precipitagdo pluvial do municipio de Ouro Preto do Oeste durante o

periodo do estudo pode ser observados na (Figura 8).
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Figura 8. Média de precipitagdo mensal mm, nos meses de Dezembro/2012 a Junho/2013
no municipio de Ouro Preto do Oeste — RO. Brasil. (CEPLAC, 2013).

Fatores como a sazonalidade, indice de chuva e vazdo podem influenciar a
concentragdo de poluentes na 4gua (OLIVEIRA et al., 2011). Alguns estudos como no Rio

Paraiba do Sul, sugerem a influéncia da sazonalidade na inducdo dos efeitos genotdxicos
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(MN) (LEMOS; ERDTMANN, 2000; SOUZA; FONTANETTI, 2006). A variacdo de
sazonalidade ¢ um fator que pode influenciar significativamente a frequéncia de danos
genéticos e promover alteracdes fisiologicas nos organismos expostos (OLIVEIRA et al.,
2011).

O ponto A6 apresentou altos indices de mutagenicidade em todas as coletas,
demonstrando que a precipitagdo pluvial (figura 8) nao influenciou nos resultados. Porém
além da influéncia da industria lactea, observado na figura 3, esse ponto de coleta tem
influéncia da poluicao urbana, pois segundo o IBGE (2008), o municipio de Ouro Preto do
Oeste ndo possui sistema de saneamento de esgoto, sendo esse fator ja observado por
diversos trabalhos com evidéncias mutagénicas (SILVA, 2000; PAVLICA et al., 2001;
SANTOS et al., 2005; VILLELA, 2006; SCALON, 2009).

A contaminac¢ao por efluentes urbanos, especialmente por grandes cidades ja foram
consideradas bastante preocupantes, devido a liberagdo de grande quantidade de
contaminantes complexos derivados principalmente de atividades sanitdrias e industriais
(WHITE; RASMUSSEN, 1998). Nesse mesmo sentido o presente estudo aponta para os

afluentes urbanos como principal problema na regiao (IBGE, 2008).

5.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E MICROBIOLOGICOS

As andlises dos parametros de pH, DBO e DQO, assim como os de coliformes
totais ¢ fecais foram realizados com finalidade de obter maiores informagdes acerca da
area estudada e checar se seus valores estao dentro dos valores maximos estabelecidos pela
Lei vigente (CONAMA 357/05 ¢ DN COPAM n® 010/86).

A tabela 3 mostra esses resultados das andlises das amostras de agua dos afluentes
do Rio Boa Vista e revelaram uma acentuada piora da qualidade dos afluentes a medida
que este recebeu contribuigdes provenientes de residuos industriais do laticinio em
comparagdo com 0s pontos prévios aos despejos (Al e A3). Segundo a resolucdo
CONAMA 357/05, de acordo com a Classe 2, os resultados apresentam-se fora dos limites
permitidos para DBOs (5 mg L™) e bactérias termotolerantes (até 1000 NMP/100 mL) nos

pontos A2 e A4 influenciados pela emissdo de efluentes industrial (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultado das andlises fisicas, quimicas e microbiologicas e o respectivo limite
estabelecido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (2005) e o Padrdes
de Lancamento de efluentes nas Cole¢des de Aguas DN COPAM (1986) para afluentes
classe 2 e efluentes tratados.

Periodo de  Pontos de CT CF DQO DBO pH
coleta coleta (mg L (mg LY

1° coleta Al 2 0 42 14 8,0

Dez/12 A2 1600 1600 369 272 8,0
A3 14 2 40 34,7 7,0
A4 34 4 61 58 7,0
AS 33 6 52 32 6,5
A6 350 140 48 17 6,5

2° coleta Al 0 0 79 2 8,0

Mar/13 A2 1600 350 211 111 7,2
A3 14 0 52 8 8,0
A4 7 4 96 20 7,6
AS 14 14 131 53 7,5
A6 130 80 498 272 7,6

3° coleta Al 2 0 94 35 8,0

Jul/14 A2 170 23 175 130 8,1
A3 70 0 89 35 7,2
A4 900 240 62 30 7,5
AS 17 0 81 72 7,0
A6 1600 17 80 39 7,3

Limites
CONAMA 1000 1000 - 5 6,5 - 8,5
COPAM - - 90 - -

Onde: 1° Coleta - Dez/2012; 2° coleta - Mar/2013; 3° Coleta - Jun/2013; CT - Coliformes Totais
(NMP/100ml); CF - Coliformes Fecais (NMP/100ml); DQO - Demanda Quimica de Oxigénio; DBO -
Demanda Bioquimica de Oxigénio; pH - Potencial Hidrogénico.

5.2.1 Coliformes

Os dados com maior incidéncia de contaminagao sdo apresentados na tabela 3 com
os pontos A2 e A6 nos trés periodos de coleta. Sendo A2 com maior nivel para coliformes
fecais e totais acima do preconizado em legislacdo pertinente para classes 1 e 2
(CONAMA, 2005).

Os coliformes totais apresentam-se sempre em quantidades maiores que os fecais,
por apresentar um maior grupo de diferentes microrganismos (MARTINS, 2009). Isso
provavelmente por alguns pontos mostrarem forte pressdo antropica como A2 sob

influéncia da industria de laticinios € A6 sob a influéncia urbana e de laticinios. Algo que
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também foi relatado por Martins, (2009), quando avaliava as dguas superficiais sob uso e
ocupacao na sub-bacia do Rio Candeias no Estado de Ronddnia.

Os maiores indices de contaminagdo fecal ocorreram nos pontos A2 e A6,
localizados na area a jusante da industria de laticinios (A2) e na area urbana (A6), onde ha
despejos de efluentes domésticos e de industria alimenticia, que podem contribuir para a
poluicdo do rio. Fato esse, também encontrado por Almeida et al., (2004) no municipio de
Espirito Santo do Pinhal — Sao Paulo, quando analisavam a qualidade microbiolégica do

corrego do Ribeirdo dos Porcos.

5.2.2 DQO e DBO

A Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e Demanda Quimica de Oxigénio
DQO, também apresentam dados relevantes para os pontos A2 e A6. Demonstrando uma
influéncia significativa da emissao de efluentes industriais € domésticos sobre o igarapé.

Para o parametro DQO, a Resolugdo Conama n°430/2011 ndo estipula padroes
maximos permitidos nos corpos receptores, no qual este podera possuir valores elevados,
desde que a capacidade de autodepuragdo seja demonstrada por intermédio do parametro
DBO, em que as concentragdes minimas ndo podem desobedecer aos padroes estabelecidos
pelas legislagdes vigentes. Observa-se, também, que o parametro DQO, no ponto de coleta
A2 (médias das trés coletas — 251 mg L) e A6 (média das trés coletas — 208 mg L) sdo
bastante elevados, se comparados com os dados obtidos por Gavronski, (2008), que obteve
o valor médio anual de 46 mg L na caracterizagdo fisico-quimica convencional da agua
dos Rio dos Sinos.

Na Normativa Copam n°10, de 16 de dezembro de 1986, ¢ estabelecido um valor
méaximo da DQO que é de 90 mg L™, para a qualidade das aguas e efluentes. Tendo esta
como base, pode-se afirmar que a DQO do efluente, nos pontos A2 e A6 encontra-se em
nao conformidade com o padrdo maximo exigido, ja que os valores médios encontrados
nestes pontos foram, respectivamente, de 251 e 208 mg L. Apesar de esta legislagio
corresponder ao Estado de Minas Gerais, a mesma ¢ citada apenas para efeito de
comparacdo e constata¢do da contaminacdo do afluente.

A média de DQO encontrada para o ponto A2 nas trés coletas foi de 251 mg L™,

demonstrando valores significativos, pois quando comparados as médias do ponto Al
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(média de 71 mg L) os mesmos sdo superiores. O que possivelmente pode ter sido
influenciado pela emissdo de rejeitos industrial. Algo também constatado por Santos,
(2008), quando analisava no rio Capibaribe em Recife/PE com média de 280 mg L™ no
ponto préximo ao descarte do efluente tratado de uma tinturaria.

Os parametros de DBOs retratam de forma indireta o teor de matéria organica dos
efluentes no copo d’agua, sendo, portanto, um indicador do potencial do consumo de
oxigénio dissolvido (VALENTE et al.,, 1997). A presenca de um alto teor de matéria
organica pode induzir ao completo esgotamento do oxigénio na agua, provocando o
desaparecimento de peixes e outras formas de vida aquatica. Para o parametro DBOs os
valores encontrados demonstram-se bem acima do permitido na legislacio CONAMA
357/2005 (5 mg L), variando entre 2 a 272 mg L™. Os maiores valores sdo encontrados
nos pontos A2 (média das trés coletas 171 mg L) e A6 (média das trés coletas 109 mg L~
") possivelmente influenciados pela emissdo de rejeitos industrial e urbano corroborando
com dados apresentados por Mitteregger-Junior et al. (2006), com DBOs variando entre 20
a 110 mg L', em sua analise da 4gua do sedimento do Arroio Estancia Velha influenciados

pela emissao de rejeitos industriais € domésticos.

5.2.3 Potencial hidrogenionico (pH)

A variavel pH apresentou um comportamento semelhantes para todos os pontos
amostrados na primeira ¢ na segunda coleta com valores préximos a neutralidade. Nao
apresentando elevagdes ou decréscimos significativos aos padrdes estabelecidos para
mananciais de classe 1 e 2 segundo resolugdo CONAMA 357/2005.

Os valores de pH variaram entre 6,5 a 8,0, nao sendo observado diferengas fora dos
padrdes estabelecidos na legislacio CONAMA 357/2005 que estabelece valores entre 6,5 —
8,5. Autores como Santos, (2009), Santos et al., (1984), Sioli, (1964) e Horbe et al., (2005),
demonstram em seus trabalhos que a maioria dos igarapés na regido amazOnica apresentam
pH 4cido em seu estado preservado.

O fato de todas as amostras analisadas demonstrarem estar de acordo com os
padrdes estabelecidos na legislacdo ambiental brasileira, ndo significa necessariamente que
a qualidade da agua seja boa e que ndo esteja sofrendo influéncia do despejo de efluentes.

O que também ¢ discutido por Santos em seu trabalho quando 67% de suas amostras
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estavam com pH dentro dos padrdes estabelecidos em legislagdo vigente, mas quando
comparado aos outros parametros realizados, a qualidade das aguas superficiais da cidade
de Porto Velho apresentava-se seriamente comprometida pelas atividades desenvolvidas ao

longo dessas microbacias (SANTOS, 2009).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo descrevem um alto potencial poluidor, nos dois
afluentes do Rio Boa Vista (Igarapé Industrial e Igarapé Ouro Preto), quando comparados a
pontos amostrais que ndao recebem a emissao de rejeitos, indicando, desta forma, um
potencial genotoxico para os pontos amostrais avaliados apos a influencia industrial e
urbana.

Os resultados das analises dos pontos coletados ¢ um indicativo que o curso d’agua
dos afluentes do Rio Boa Vista estdo sendo atingidos por danosos efeitos quimicos e
biolégicos caracterizando explicitamente impactos negativos ao meio ambiente. Esses
efeitos puderam ser comprovados observando os niveis de coliformes fecais, DBOs e DQO
que apresentaram resultados fora dos limites preconizados na Resolugdo CONAMA
357/05 comparados antes e apos a emissao de dejetos pela industria de laticinios.

Constatou-se que a qualidade ambiental das dguas dos afluentes do Rio Boa Vista
encontram-se comprometidas, conforme as alteracdes de potencial mutagénico observados
nas andlises estudadas, ressaltando a importancia da continuidade de um monitoramento
dessas aguas. A metodologia ecotoxicologica aplicada neste estudo ¢ uma ferramenta
adequada para um gerenciamento desta bacia hidrografica, sendo considerada uma
importante ferramenta no diagndstico e monitoramento ambiental dos ecossistemas
aquaticos como um todo.

As aguas que compdem esses afluentes do Boa Vista, por serrem receptores
naturais de todos os efluentes urbanos da cidade Ouro Preto do Oeste, de origem
doméstica, pluvial, além de receber efluentes industrial, apresentam-se com relevantes
indices de mutagenicidade, corroborando através do teste Allium cepa, uma vez que nas
trés andlises foi possivel encontrar diferencas significativas no indice de microntcleo em
relagdo ao controle negativo. Sendo encontrados os maiores indices ao término do
perimetro urbano (A6).

Devido a importancia em se preservar os recursos naturais, em especial a este
importante afluente do Rio Boa Vista, o Unico a abastecer a cidade de Ouro Preto do Oeste,
fazem-se necessarios estudos de biomonitoramento, incluindo além de analises

mutagénicas, testes ecotoxicoldgicos, realizados também em peixes, para averiguar se essa
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contaminagdo j& estd atingindo a ictiofauna e também para contribuir com redes de

monitoramento e acdes de manejo.
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