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RESUMO

GERBER, Michel. Avaliacéo da toxicidade de efluentes da parboilizagc&o de arroz
e do abate de suinos. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas. Pelotas, 2015.

A presente tese teve como objetivo avaliar a toxicidade dos efluentes gerados na
indastria de parboilizacdo do arroz e no matadouro de suinos com fabricacdo de
embutidos, através da realizacdo de bioensaios com trés organismos—testes de niveis
troficos diferentes: peixes, sementes de vegetais e bactérias. Para a caracterizacdo
fisico-quimica dos efluentes, foram avaliados os parametros: DBO — demanda
bioquimica de oxigénio, DQO - demanda quimica de oxigénio, Sdlidos Suspensos
Totais, NTK- Nitrogénio Total Kjeldhal, Nitrogénio Amoniacal, Fésforo Total, Cloretos,
Surfactantes, Sulfetos, Dureza, Aluminio, Manganés, Ferro, Zinco, Fenais,
Condutividade Elétrica, Salinidade, pH e temperatura. Para avaliacdo da toxicidade
em peixes foi utilizada a qualidade espermatica de zebrafish (Danio rerio), sendo
analisados a taxa e o periodo de motilidade, a integridade e a viabilidade da
membrana espermatica, a funcionalidade da mitocondria e a integridade do DNA. Para
a determinacao da fitotoxicidade foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa)
e pepino (Cucumis sativus), sendo avaliados o0 nimero de sementes germinadas, o
comprimento das raizes e o indice de germinacdo. A avaliacdo da toxicidade em
bactérias foi realizada utilizando respirbmetro portatii e Escherichia coli como
bioindicador. Os resultados da caracterizacao fisico-quimica e dos bioensaios foram
correlacionados estatisticamente, visando a identificacdo das provaveis causas da
toxicidade. A maioria dos parametros fisico-quimicos avaliados atendeu aos padrdes
de emisséo previstos na legislagcdo ambiental, com excecdo de NTK e fosforo no
efluente do matadouro de suinos. As estacfes de tratamento de efluentes das duas
agroindustrias também contribuiram para a reducdo da toxicidade, porém, ambos
efluentes apresentam toxicidade aos parametros de qualidade espermatica de
zebrafish, indicando que o langamento desses em recursos hidricos superficiais pode
afetar a fertilizagdo de peixes. Foi registrada fitotoxicidade para as sementes de
pepino em todos os efluentes avaliados, mas, para as sementes de alface, foi
registrada fitotoxicidade para os efluentes do matadouro e para o efluente bruto da
parboilizacdo do arroz, indicando que o uso agricola desses efluentes poderia
comprometer o cultivo de espécies vegetais. Nao foi registrada toxicidade nos
efluentes avaliados utilizando o bioindicador Escherichia coli. Considerando a forte
correlagcdo negativa encontrada foram considerados como potenciais causadores da
toxicidade do efluente da parboilizacdo de arroz (i) espermatica: fésforo, solidos
suspensos, salinidade, ferro e DBO; (ii) fitotoxicidade: ferro e manganés. Em relacao
aos efluentes do matadouro de suinos, foram considerados potenciais causadores da
toxicidade: (iii) qualidade espermatica: cloretos, DBO, DQO, ferro, manganés, N-NHs,
NTK, surfactantes, condutividade e salinidade; (iv) fitotoxicidade: NTK, surfactantes e
zinco. Com a identificacdo desses contaminantes, as agroindustrias podem adequar
suas estacdes de tratamento e, consequentemente, reduzir a toxicidade dos efluentes
visando ao atendimento da legislacdo ambiental vigente.

Palavras-chave: toxicidade aquatica; agroindustria; contaminantes ambientais;
gualidade espermaética; fitotoxicidade; respirometria.



ABSTRACT

GERBER, Michel. Toxicity evaluation of the parboiled rice effluent and of the
slaughter swine effluents. Tese (Doutorado) - Programa de Po6s-Graduacdao em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, 2015.

This thesis aimed evaluate the toxicity of rice parboiling process and swine
slaughterhouse with sausage manufacturing effluents through bioassays with three
organism test of the different trophic levels: fish, seeds and bacteria. For the
physicochemical characterization of the effluents were evaluated: Biochemical Oxygen
Demand - BOD, Chemical Oxygen Demand - COD, Total Suspended Solids, Total
Kjeldahl Nitrogen - TKN, Ammoniacal Nitrogen, Total Phosphorus, Chloride,
Surfactants, Sulfides, Hardness, Aluminum, Manganese, Iron, Zinc, Phenols, Electrical
Conductivity, Salinity, pH and Temperature. For the toxicity fish evaluation was used
the zebrafish (Danio rerio) sperm quality, analyzing the sperm motility rate and motility
period, integrity and viability of sperm membrane, mitochondria functionality and DNA
integrity. The phitotoxicity evaluation was measured through germination seed tests of
lettuce (Lactuca sativa) and cucumber (Cucumis sativus), taking into account
germinated seeds number, root length and germination index. The bacteria toxicity was
availed using a portable respirometer with Escherichia coli as bioindicator. The results
of physicochemical characterization and bioassays were statistically correlated, to
identify the causes of toxicity. The most physicochemical parameters were according
with the Brazilian legislation limits to effluents discharge, excepting TKN and
phosphorus concentration in swine slaughterhouse effluent. Both wastewater
treatment plants evaluated also contributed to the reduction of toxicity. Nevertheless,
both effluents presented toxicity to zebrafish sperm quality, indicating that your release
in the surface water could affect the fish fertilization. 1t was observed phytotoxicity to
cucumber seeds in all the evaluated effluents, but for lettuce seeds, only was
registered phytotoxicity for the swine slaughterhouse and treated effluent parboiled
rice, indicating agricultural use of these effluents could compromise the cultivation of
plants. Wasn’t registered toxicity for all effluent evaluated using the bioindicator
Escherichia coli. Considering the strong negative correlation found, were considered
as potential causes of toxicity of the parboiled rice effluent: (i) sperm quality:
phosphorus, suspended solids, salinity, iron and BOD; (ii) phytotoxicity: iron and
manganese. Relative to the swine slaughterhouse effluents, were considered as
potential causes of toxicity: (iii) sperm quality: Chloride, BOD, COD, Iron, Manganese,
N-NHs, TKN, Surfactants, Electrical Conductivity Salinity; (iv) phytotoxicity: TKN,
Surfactants and Zinc. With the identification of these contaminants, the agro-industries
can improve your treatment plants and thus reduce the toxicity of effluents for the
attendance to environmental regulations.

Key-works: aquatic toxicity, agro-industry; environment contaminants; sperm quality;
phytotoxicity, respirometry.
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1. Introducéo

O Brasil é reconhecido internacionalmente pela sua producédo agropecuaria,
sendo que cerca de 30% do PIB é originario do agronegécio, comprovando sua
importancia no pais, que é também um dos maiores exportadores mundiais deste
setor (COSTA et al., 2012). As exportacdes do agronegdécio brasileiro alcancaram
US$ 5,64 bilhdes em janeiro de 2015, e o Governo Brasileiro considera que produtos
do agronegodcio brasileiro com maior potencial de crescimento para os préximos 10
anos deverao ser a soja em grao, trigo, carne de frango, carne suina, acucar, algodao
em pluma, cana-de-agucar, macgéa, meldo e celulose (MAPA, 2015).

Em relacéo ao setor de graos, a expectativa da safra de graos para 2014/2015
€ de aproximadamente 202 milhdes de toneladas, com uma area plantada de 57,8
milhdes de ha, sendo que os principais gréos a serem produzidos no pais serao a soja
- 95,8 milhdes de toneladas, o milho - 78,7 milhdes de toneladas e o arroz com 12,8
milhdes de toneladas (CONAB, 2014). Segundo proje¢ao do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, até 2025 a producéo de graos deve subir 29,4 %, podendo
atingir 301, 3 milhdes de toneladas, enquanto que a area plantada pode aumentar em
14,8%, podendo chegar a 88,8 milhdes de hectares. Nesse contexto, o Brasil é
considerado o maior produtor de arroz entre 0s paises ndo asiaticos (CHILDS, 2014),
sendo que o Rio Grande do Sul responde por 67% da producéo nacional, sendo que
aproximadamente 25% do total consumido no Pais é de arroz parboilizado polido
(PARAGISNKY et al., 2014).

Em relagdo ao mercado da carne, em 2014 foram abatidos no Brasil 33,9
milnGes de cabeca de gado, 37,2 milhdes de cabeca de suinos e 5,5 bilhdes de
frangos (IBGE, 2015). A producao de carne no Brasil devera crescer até 2025 cerca
de 23,3% (bovina), 35,1% (suina) e 34,7% (aves), podendo atingir 40 milhdes de
toneladas (MAPA, 2015). O Pais € quarto produtor mundial de carne suina
(MATHEWS, 2014), com uma producao de 3.370.000 toneladas anuais e o quinto pais
em consumo com 2.771.000 t/ano (ABPA, 2014), sendo que somente o Rio Grande
do Sul foi responséavel pela producao de 138.619 toneladas de carne suina destinada
ao mercado externo (IBGE, 2015). No pais, existem atualmente 42 abatedouros de
suinos com fiscalizacdo federal, sendo 12 somente na regido sul, além dos

estabelecimentos de médio e pequeno porte.



O agronegocio pode ser definido como conjunto de negécios relacionados a
agricultura e pecuaria e inclui as etapas de producéo, industrializacédo e distribuicdo
(ARAUJO, 2005). Isso inclui as indUstrias a montante, que fornecem insumos e bens
de capital, e as industrias a jusante, que processam e industrializam seus produtos,
além dos setores de transporte, armazenagem e comércio (FOCHEZATTO e
GRANDO, 2011). O Rio Grande do Sul, portanto, é reconhecido pela sua atividade
agroindustrial (PINTO et al., 2014), onde se destacam a presenca de matadouros de
bovinos e suinos, industrias de conservas vegetais e industrias de parboilizacdo de
arroz (GERBER, 2002).

Porém, como problemas inerentes ao setor, pode-se citar o elevado consumo de
recursos naturais na producdo e a grande geracdo de residuos e efluentes na
industrializagdo, que constituem um desafio consideravel para a sociedade (ALLOUI
et al., 2015). Devido ao crescimento populacional e & agregacado de renda nos paises
em desenvolvimento, ocorreu um expressivo aumento na producdo agroindustrial e,
conseguentemente, uma maior pressdo ambiental, pois a quantidade de residuos e
efluentes tem acompanhado de forma igualitaria o aumento da produgéo (SCHEEREN
et al., 2001). Portanto, as agroindustrias em geral podem ser consideradas como uma
das principais fontes poluidoras no mundo, tanto em consumo de 4gua como em
funcdo da grande quantidade de efluentes produzidos contendo substancias
organicas, nutrientes, solidos, fendis, 6leos e graxas, entre outros contaminantes.
(FEDERICI et al., 2009, KARAOUZAS et al., 2011, FIA et al., 2012).

Para o processamento da carne, por exemplo, € necessario um grande
consumo de agua que, consequentemente, gera uma grande quantidade de efluentes
potencialmente toxicos ao ambiente aquatico (LI et al., 2008; THEBALDI et al., 2011,
RAHAMN et al., 2014; KREUTZ et al., 2014). Ja na parboilizacdo de arroz sdo gerados
cerca de 1 a 4 m3 de efluentes por tonelada produzida (FARIA et al., 2006), ricos em
matéria organica, nitrogénio e fésforo, caracteristicas que nao permitem seu
lancamento em recursos hidricos sem o devido tratamento (ZEPKA et al., 2010;
BEHERA et al, 2010, GIL DE LOS SANTOS et al, 2012; RAMPRAKASH e
MUTHUKUMAR, 2014).

De certa forma, a caracterizacao fisico-quimica dos efluentes gerados pelas
agroindustrias esta razoavelmente bem divulgada, porém sdo raros os artigos sobre
toxicidade desses efluentes no Brasil (GERBER, et al., 2013). Segundo os mesmos

autores, com o inicio do monitoramento da toxicidade aguda em efluentes no Rio



Grande do Sul, observou-se que alguns tipos de efluentes que atendiam aos padrdes
de emisséo até entdo monitorados, apresentaram toxicidade aguda para pelo menos
um dos organismos-testes utilizados. Isso indica que o conhecimento sobre o0s
contaminantes que poderiam causar toxicidade e seus mecanismos de acdo ainda
ndo estdo bem definidos, nem mesmo qual a sua interagdo ou sinergisSmo nos
efluentes (SPOSITO, 2006; COSTA et al., 2008; LIBRALATO et al., 2010; SILVA e
ROSARIO, 2012).

A realizacdo de ensaios de toxicidade para descarte de efluentes é obrigatério
em alguns paises, enquanto que para outros, somente as caracteristicas fisicas e
guimicas sdo exigidas (KIM et al., 2008, SOUSA et al.,, 2013). A avaliacdo da
toxicidade de efluentes industriais € um assunto relativamente recente no Brasil,
sendo que os padrdes de lancamento de efluentes nos corpos de agua foram
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357 (BRASIL, 2005), complementada
posteriormente pela Resolucdo CONAMA n° 430 (BRASIL, 2011), que determinaram
gue o efluente ndo deve causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos aos
organismos aquaticos no corpo receptor. Antes dessas publicacdes, os efluentes
industriais ou sanitarios no Brasil eram monitorados apenas pela avaliacao fisico-
quimica (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008, PIMENTEL et al., 2011).

Os ensaios ecotoxicologicos tem por objetivo estabelecer as relacdes
concentracdo-efeito e concentracdo-resposta que fundamentam todas as
consideracdes necessarias para avaliacdo dos riscos ambientais (MAGALHAES e
FERRAO FILHO, 2008), sendo que a mortalidade é parametro mais frequentemente
utilizado para determinacéo de toxicidade aguda ou crénica. Entretanto, Arenzon et
al. (2013) destaca para a necessidade da revisdo das normas brasileiras,
preconizando a utilizagdo de outros critérios de avaliacdo e ndo somente a morte do
organismo. Portanto, considerando a pequena disponibilidade de publicacbes sobre
toxicidade de efluentes agroindustriais e considerando a importancia deste setor na
economia regional e brasileira, foi detectada a necessidade da realizacdo de estudos
especificos para avaliagdo das causas da toxicidade desses efluentes.

A presente tese apresentara os resultados obtidos na investigacdo da
toxicidade de efluentes gerados na parboilizacdo do arroz e no abate de suinos
atraveés da utilizacdo de bioensaios utilizando trés organismos—testes de niveis troficos
diferentes. Os resultados obtidos podem contribuir para identificacdo das formas de

reducdo da toxicidade e, consequentemente, para adequacao ambiental do setor.



2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar a toxicidade dos efluentes gerados pela industria de parboilizacdo de
arroz e no matadouro de suinos com fabricacdo de embutidos utilizando trés

organismos-testes de niveis troficos diferentes.

2.2. Objetivos especificos

v’ Verificar o atendimento aos limites estabelecidos para lancamento de efluentes
em curso de aguas superficiais dos contaminantes fisico e quimicos previstos na
legislacdo ambiental;

v Avaliar a toxicidade dos efluentes utilizando trés bioindicadores de niveis troficos
diferentes — peixes, bactérias e sementes de hortali¢as;

v Identificar os contaminantes ou grupo de contaminantes desses efluentes que

podem causar toxicidade aos bioindicadores utilizados.

3. Hipotese

A toxicidade de efluentes agroindustriais pode estar associada a presenca de
contaminantes especificos que, se devidamente identificados e comprovados,
poderdo ser removidos adequadamente de forma a atender aos limites estabelecidos

na legislacdo ambiental vigente.



4. Revisao bibliogréfica
4.1. Legislagcdo ambiental aplicada ao descarte de efluentes

Apesar do seu potencial agricola, a aplicacdo de efluente tratado e seus
iImpactos no solo ainda sdo poucos estudados no Brasil (SANDRI et al., 2009;
CHRISTOFOLETTI et al., 2013), onde o lancamento de efluentes tem como corpo
receptor principal os recursos hidricos superficiais (RODRIGUES et al., 2012). Os
padrbes de emissao para lancamento de efluentes para esse corpo receptor foram
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005(BRASIL, 2005), posteriormente
complementada pela Resolucdo CONAMA n° 430/2011 (BRASIL, 2011), Secéo Il -

Das Condicdes e Padrdes de Lancamento de Efluentes, conforme consta:

Art. 16. Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poder&o ser lancados
diretamente no corpo receptor desde que obedecam as condi¢cdes e padrdes previstos neste
artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis.

Dentre os parametros citados nessa Resolucdo, podem ser ressaltados
agueles listados no item | do artigo 16 (como pH, temperatura, solidos sedimentaveis,
Oleos e graxas, DBO, etc.) e no item Il — Tabela I, como parédmetros inorganicos
(aluminio, cobre, nitrogénio, etc.) e parametros organicos (fendis, benzeno,
cloroférmio, entre outros). Porém, alguns estados brasileiros possuem legislacéo
especifica para o lancamento de efluentes, mas essas foram elaboradas com base na
legislacao federal.

No caso do Rio Grande do Sul, a Resolugdo CONSEMA n° 128/2006, que
Dispde sobre a fixacdo de Padrdes de Emissao de Efluentes Liquidos para fontes de emissao
que lancem seus efluentes em aguas superficiais no Estado do Rio Grande do Sul, prevé trés
formas de atendimento para os parametros fisicos, quimicos e bacteriolégicos: por
concentracdo, por carga organica emitida e por eficiéncia minima de remocéo (RIO
GRANDE DO SUL?, 2006).

Os limites estabelecidos para efluentes industriais por essa Resolugao

estadual, em concentragcao, sdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1: Padrbes de emisséo de parametros fisico-quimicos para langamento em

recurso hidricos superficiais no Rio Grande do Sul

Parametros

Limites

Aluminio Total
Arsénio total
Bério total
Boro total
Cadmio total
Cianeto total
Cobalto total
Cobre Total

Cor

Cromo hexavalente
Cromo total
Chumbo total
Espumas

Estanho total
Fenais total

Ferro Total
Fluoreto

Litio total
Manganés Total
Materiais flutuantes
Mercurio total
Molibdénio total
Niquel total

Odor

Oleos e Graxas: Mineral

Oleos e Graxas: Vegetal ou Animal

pH
Prata total

Selénio total

Solidos Sedimentaveis

Até 10 mg Al/lL
Até 0,1 mg As/L
Até 5,0 mg Ba/L

Até 5,0 mg B/L
Até 0,1 mg Cd/L
Até 0,2mg CN7/L
Até 0,5 mg ColL
Até 0,5mg Cu/L

N&o conferir mudanca de coloragéo ao
corpo hidrico receptor.
Até 0,1 mg Cr+6/L

Até 0,5 mg Cr/L

Até 0,2mg Pb/L
Virtualmente ausentes
Até 4,0 mg Sn/L
Até 0,1 mg/L

Até 10 mg Fe/L
Até 10 mg F-/L

Até 10 mg Li/L
Até 1,0 mg Mn/L

Ausentes
Até 0,01 mg Hg/L
Até 0,5 mg Mo/L
Até 1,0 mg Ni/L
Livre de odor desagradavel.
Até 10 mg/L
Até 30 mg/L

Entre 6,0 e 9,0

Até 0,1 mg Ag/L
Até 0,05 mg Se/L
Até 1,0 ml/L

Fonte: Resolucdo CONSEMA n° 129/06 (Rio Grande do Sul, 20062)



Na Tabela 2 sdo apresentados os limites estabelecidos para DBO — demanda
bioguimica de oxigénio, DQO - demanda quimica de oxigénio e SS — sdlidos
suspensos totais em concentracdo e por faixa de vazao (Q) de efluentes a serem

lancado no corpo hidrico.

Tabela 2: Limites estabelecidos para DQO, DBO e SS por faixa de vazéo

Faixa de vazao (Q) DBOs DQO SS
(m3/d) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Q<20 180 400 180

20=Q <100 150 360 155
100 =Q <500 110 330 125
500 =Q <1000 80 300 100
1000 = Q < 3000 70 260 80
3000 =Q <7000 60 200 70
7000 = Q < 10000 50 180 60
10000 Q 40 150 50

Fonte: Resolucdo CONSEMA n° 129/06 (Rio Grande do Sul, 20062)

Na Tabela 3 sdo apresentados os limites estabelecidos para NTK — nitrogénio
total Kjeldahl, P — fosforo total e CT — coliformes termotolerantes em concentragdo por

faixa de vazéo de efluentes e a eficiéncia minima de remocao.

Tabela 3: Limites estabelecidos para NTK, P e CT em funcao da faixa de vazao

_ Nitrogénio Total E6sforo Coliformes

Faixa de Kjeldahl Termotolerantes

Vazao (Q)
(m3/d) Conc. Eficiéncia Conc. Eficiéncia NMP/100  Eficiéncia

(mg/L) (%) (mg/L) (%) mL (%)

Q<100 20 75 4 75 10° 95

100 < Q< 1.000 20 75 3 75 10* 95

1.000 < Q <10.000 15* 75 2 75 10* 95

10.000=Q 10* 75 1 75 103 95

Fonte: Resolucdo CONSEMA n° 129/06 (Rio Grande do Sul, 20062);
*valores alterados pela Resolugdo CONSEMA 286/2014, passando a vigorar como 20 mg NTK.L ! para
qualquer faixa de vazédo de efluente.



Em relacdo aos padrdes de toxicidade de efluentes, também para lancamento
em recursos hidricos superficiais, a Resolucdo CONAMA n° 430/2011 estabelece
(BRASIL, 2011):

Art. 18. O efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos
aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de ecotoxicidade
estabelecidos pelo 6érgao ambiental competente.

§ 1° Os critérios de ecotoxicidade previstos no caput deste artigo devem se
basear em resultados de ensaios ecotoxicolégicos aceitos pelo 6rgao
ambiental, realizados no efluente, utilizando organismos aquaticos de pelo
menos dois niveis troficos diferentes.

§ 2° Cabe ao 6rgdo ambiental competente a especificacdo das vazbes de
referéncia do efluente e do corpo receptor a serem consideradas no célculo da
Concentracédo do Efluente no Corpo Receptor - CECR, além dos organismos e
dos métodos de ensaio a serem utilizados, bem como a frequéncia de eventual
monitoramento.

Na auséncia de critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo 6rgao ambiental
estadual, para avaliar o efeito toxico do efluente no corpo receptor, deverdo ser
obedecidos os critérios estabelecidos na Resolucdo supracitada. Alguns Estados,
entretanto, elaboraram sua propria legislacao referente a toxicidade de efluentes,

conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Exemplos de legislac&o sobre toxicidade em alguns estados brasileiros.

Estado Legislacéo
Minas Gerais Deliberacdo Normativa COPAM/CERH n° 1/2008
Paran& Resolucdo CEMA n° 081/2010
Santa Catarina Portaria FATMA n° 01/2002
Séo Paulo Resolucdo SMA n° 02/2000
Rio Grande do Sul Resolucdo CONSEMA n° 129/2006

Em comum, essas legislacbes preconizam a necessidade de realizacédo de
ensaios de toxicidade em pelo menos 3 niveis troficos, cujos 0os organismos-testes
mais utilizados séo os peixes, microcrustaceos, algas e bactérias (COSTA et al., 2008;
RUBINGER, 2009). Essa exigéncia pode estar relacionada ao potencial dos
contaminantes afetarem os organismos em diferentes niveis de organizacao biolégica,
provocando altera¢des bioquimicas ou fisioldgicos distintas, em individuos ou em suas
comunidades (KRUL e BARROS, 2012). A utilizacdo de uma bateria de bioensaios



gue envolvam espécies bioindicadoras de diferentes niveis troficos é uma ferramenta
eficiente e essencial para a previsao de riscos ambientais para o ecossistema aquatico
(FARRE e BARCELLO, 2003).

No Rio Grande do Sul, a Resolugdo CONSEMA n° 129/2006 estabeleceu que,
para as fontes de poluicdo existentes, os padrdes de emissao de toxicidade, expresso
em Fator de toxicidade — FT, para efluentes liquidos industriais em recursos hidricos
superficiais serdo definidos caso a caso, em funcdo da vazdo do corpo receptor,
conforme apresentado na Tabela 5. Entende-se por Fator de toxicidade a menor
diluicdo da amostra na qual ndo se observa efeito deletério sobre os organismos-
teste, nas condicGes de cada metodologia (RIO GRANDE DO SUL, 2006).

Tabela 5: Padrbes de toxicidade aguda para lancamento em recursos hidricos

superficiais no Rio Grande do Sul

Toxicidade aguda Prazos

e até 4 anos: fator de toxicidade (FT)entre 1 e 4 para
organismos-teste de pelo menos trés diferentes niveis

troficos;

Para efluentes industriais com e até 8 anos: FT =1 (efeito ndo observado) em

vazao até 1000 m3.d? . L L
organismos-teste de pelo menos trés diferentes niveis

troficos,

e até 2 anos: fator de toxicidade (FT)entre 1 e 4, em

Para efluentes industriais com ensaios de toxicidade aguda para organismos-teste de

vazao entre
1.000 e 10.000m3.d*

pelo menos trés diferentes niveis tréficos;
e até 4 anos: FT =1 (efeito ndo observado) para
toxicidade aguda em organismos-teste de pelo

menos trés diferentes niveis troficos,

) o e FT =1 (efeito ndo observado) para toxicidade aguda

Para efluentes industriais com _ o
. _ em organismos-teste de pelo menos trés diferentes
vazéo maior 10.000 m3.d* o
niveis troficos

Fonte: Resolugdo CONSEMA n° 129/06 (Rio Grande do Sul, 2006P)

Em 2010, diante das dificuldades para o atendimento aos padrbes
estabelecidos, foi concedida ampliagdo nos prazos fixados pela Resolugéo
CONSEMA n° 129/2006 (CAFFARO FILHO, 2013), através da publicagdo da
Resolucdo CONSEMA n° 251/2010 (RIO GRANDE DO SUL, 2010). Essa dificuldade
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pode estar associada & complexidade dos efluentes industriais (RADIC et al., 2010;
DAFLON et al., 2015) e a deteccdo de toxicidade aguda encontrada nos efluentes,
mesmo apos o tratamento adequado (SOUSA, et al., 2013).

Posteriormente, foi publicada a Portaria FEPAM n° 3/2012, que estabeleceu os
procedimentos para as fontes geradoras que ainda ndo atendiam aos padrbes de
toxicidade para lancamento em recursos hidricos de efluentes (RIO GRANDE DO
SUL, 2012). Resumidamente, consta nessa Portaria que essas fontes geradoras

deveriam, em um prazo maximo de 4 meses (art 3°):

I.  Relatério técnico detalhado contendo as justificativas para o ndo atendimento
ao disposto na referida Resolucéo;
II. Resultados dos ensaios realizados, quando executados;

lll.  Propostas técnicas contendo as providencias adotadas para a melhoria do
sistema de tratamento e/ou producédo e consequente eliminagcéo de efeitos
toxicos no sistema de producao industrial;

IV.  Cronograma fisico de acompanhamento da realizacao de analises,

implantacdo e execucdo da proposta técnica apresentada.

Portanto, para as fontes geradoras que ainda ndo conseguem atender aos
restritivos padrdoes de toxicidade, enquadradas no Artigo 3° desta Portaria, ficou

estabelecida a seguinte frequéncia de analise (Tabela 6):

Tabela 6: Frequéncia de realizacdo de ensaios de toxicidade para fontes poluidoras

gue ndo atendem aos padrdes de emisséo

Vazéao de efluente — Vazéao de efluente Frequéncia de entrega de
exceto doméstico (m®/d) doméstico (m3d) resultados e relatorios
<100 10.000 — 30.000 Semestral
100 - 500 30.001 — 50.000 Quadrimestral
> 500 > 50.000 Trimestral

Fonte: Resolucdo CONSEMA n° 251/10 (Rio Grande do Sul, 2010)

Considerando a dificuldade para atendimento aos padrdes de toxicidade para
o langamento de efluentes em recursos hidricos e visando ao atendimento dos prazos

e condicionantes estipulados na Portaria FEPAM n° 3/2012, a aplicacdo ao solo de
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efluentes tratados surge como uma opg¢ao técnica e economicamente viavel para as
agroindustrias, principalmente aquelas situadas préximas a areas agricolas.

Entretanto, conforme ja mencionado, apesar do potencial agricola do Pais e da
possibilidade de reuso de efluente tratado para fertirrigagdo, ainda nao foi definida a
legislacao nacional regulamentando essa atividade. No Art. 2 da Resolugcdo CONAMA
n° 430/2011, que regulamenta apenas os padrdes de emisséo para o lancamento de
efluentes em recursos hidricos superficiais, consta ainda:

...a disposicao de efluentes no solo, mesmo tratados, ndo esté sujeita aos parametros
e padrdes de lancamento dispostos nesta Resolucéo, ndo podendo, todavia, causar poluicdo

ou contaminagdo das aguas superficiais e subterraneas. (BRASIL, 2011).

Dessa forma, alguns Estados indicam a adocdo de termos de referéncia ou
legislacdo especifica para elaboracao de projetos de aplicacdo ao solo de efluentes,
como em Sao Paulo, através da Norma Técnica P4.231 para o uso de vinhaga para
fins agricolas (CETESB, 2015). No Rio Grande do Sul, por exemplo, a Fundacéao
Estadual de Protecdo Ambiental - a FEPAM regulamentou o assunto através da
publicacdo de um Termo de Referéncia denominado Informagfes para Licenciamento
da Aplicacdo de Efluente Industrial tratado em Solo Agricola, sendo solicitados, entre

outros documentos:

e laudo de andlise do solo: devendo constar, 0s seguintes parametros: argila,
pH, indice SMP, fdésforo, potassio, matéria organica, aluminio, célcio,
magnésio, H + Al, CTC, saturacdo de bases e saturacdo de aluminio e os
parametros enxofre, zinco, cobre, boro, manganés, sédio, cadmio, niquel,
chumbo, mercurio, arsénio, molibdénio, bario, selénio, cromo ( Cr*3 e Cr*6);

e laudo de analise do efluente industrial tratado: devendo constar os
seguintes parametros: DBO, DQO, sélidos dissolvidos totais, 6leos e graxas,
carbono orgéanico total (COT), pH, série nitrogenada completa (N-Kjedahl, N-
amoniacal, N-nitrato, N- nitrito), sulfatos, cloretos, dureza, condutividade
elétrica, aluminio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, teores de enxofre, ferro,
cobre, zinco, boro, ferro, manganés, sédio, cadmio, mercurio, niquel, chumbo,

arsénio, molibdénio, selénio, béario, e cromo ( Cr*3 e Cr*%):

e calculo da Razdo de Adsorcao de Sadio (RAS) do efluente.
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Apesar de ndo estar expresso neste Termo de Referéncia, a FEPAM
estabeleceu limites para o lancamento de efluente tratado no solo, com base no
disposto na Resolucdo CONAMA n° 420/2009 (BRASIL, 2009).

Nessa Resolucéo, que dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do
solo quanto a presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento

ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de atividades
antrépicas, é apresentado no Anexo Il a relacdo de valores orientadores para solo e
aguas subterraneas considerando parametros fisico-quimicos, hidrocarbonetos
aromaticos volateis, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, entre outros. Na Tabela
7 sdo apresentados os valores de referéncia utilizados para avaliacdo de projetos de

aplicacao ao solo de residuos ou efluentes.

Tabela 7: Valores de referéncia estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 420/2009

Solo
(mg.kg?* de peso seco)
Parametros Investigacao
Prevencéo Agricola Residencial Industrial

Aluminio - - - -
Antimoénio 2 5 10 25
Arsénio 15 35 55 150
Bario 150 300 500 750
Boro - - - -
Cadmio 1,3 3 8 20
Chumbo 72 180 300 900
Cobalto 25 35 65 90
Cobre 60 200 400 600
Cromo 75 150 300 400
Ferro - - - -
Manganés - - - -
Mercurio 0,5 12 36 70
Molibdénio 30 50 100 120
Niquel 30 70 100 130
Nitrato (como N) - - - -
Prata 2 25 50 100
Selénio 5 - - -
Vanadio - - - 1000
Zinco 300 450 1.000 2.000

Fonte: Resolugdo CONAMA n° 420/09 (BRASIL, 2009)

Convém salientar que essa Resolucdo ndo preconiza a utilizacdo de

parametros de toxicidade para aplicacao ao solo de efluentes.



13

4.2. Toxicidade de efluentes

Em termos legais, toxicidade € definida pela propriedade potencial que uma
amostra de efluente possui de provocar efeito adverso em consequéncia de sua
interacdo com o organismo-teste (RIO GRANDE DO SUL, 2006), a qual pode ser
determinada por testes de ecotoxicidade, que sdo os métodos utilizados para detectar
e avaliar a capacidade de um agente téxico provocar efeito nocivo, utilizando
bioindicadores dos grandes grupos de uma cadeia ecoldgica (BRASIL, 2011). Nesses
termos, a legislacdo ambiental nacional e estadual preconizam o monitoramento da
toxicidade aguda e crénica de efluentes de fontes poluidoras industriais ou sanitarias,
assim como ocorre na Europa e EUA, através da realizacdo de testes ou ensaios de
toxicidade (SCHOLZ et al., 2013).

Testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais, realizados sob condi¢cbes
experimentais especificas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de
substancias, efluentes industriais, aguas ou sedimentos (PIMENTEL et al., 2011,
SOUSA et al., 2013). Considerando a dificuldade de analisar todos os contaminantes
existentes em efluentes industriais devido a sua complexidade, a realizacéo de testes
de toxicidade é fundamental para avaliagdo do seu real potencial poluidor de um
efluente (YU et al., 2014), uma vez que somente as analises fisico-quimicas ndo séo
suficientes para detectar o potencial risco ambiental dos contaminantes (HERNANDO
et. al., 2005, SMITAL et. al., 2011; BOHORQUEZ-ECHEVERRY et al. 2012).

Porém, os ensaios de toxicidade ndo substituem a caracterizacdo fisico-
guimica tradicional, mas as complementam, pois enquanto as analises quimicas
guantificam as concentracdes dos contaminantes, os testes de toxicidade avaliam os
efeitos sinérgicos, aditivos ou antagonistas desses contaminantes sobre os sistemas
biolégicos (SPONZA, 2006, COSTA et al., 2008, RADIC, 2010). Tallini et al. (2012)
complementou que a ecotoxicologia deveria exigir uma visdo mais ampla do meio
ambiente do que a simples avaliacdo de efeitos das substancias sobre o0s organismos,
pois a toxicidade pode nao ser o resultado da acao de apenas uma substancia isolada,
mas também da interacdo dos varios contaminantes presentes num determinado
ambiente. Apesar disso, normalmente os estudos de toxicidade sdo conduzidos
utilizando contaminantes especificos conhecidos, potencialmente téxicos (LI et al.,
2010) baseados em listas de estudos de produtos quimicos pré-elaboradas (VITTOZZI
e DE ANGELIS, 1991, SCHIRMER et al., 2008, ESCHER et al., 2011).
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De certa forma, a caracterizagdo de efluentes da agroindustria esta
razoavelmente divulgada, mas sdo escassos 0s artigos sobre toxicidade desses
efluentes no Brasil. Pode-se destacar, entretanto, os estudos realizados por Blum et
al. (2012), Christofoletti et al. (2013) e Marinho et al. (2014) com vinhaca de cana-de-
acucar.

Como exemplos de avaliacdo da toxicidade em efluentes agroindustriais fora

do Brasil, podem ser citados os artigos de:

(1) Di Marzio et al. (2005) realizaram extenso estudo sobre toxicidade de
efluentes doméstico e industriais na Argentina;

(i) Al-Mutairi (2006) analisou a toxicidade de efluentes de diversos
matadouros apds tratamento por coagulacao/decantacao;

(i)  Mendonga et al. (2007) avaliaram a toxicidade de diversos efluentes
industriais, incluindo o setor de alimentos;

(iv) Karaouzas et al. (2011) investigaram a toxicidade de efluente da
producao de azeite e sucos citricos;

(v) loannou, et al. (2015) avaliaram tratamento de efluentes de vinicolas e

seus impactos ambientais.

Considerando a pequena disponibilidade de informagdes sobre a toxicidade de
efluentes, cresce no meio académico e empresarial a unido de esforcos para a
identificacdo das causas da toxicidade em efluentes industriais, pois, mesmo apos o
tratamento, os efluentes ainda podem conter elevadas concentracdes de sais, metais,
bactérias e outros contaminantes que poderiam causar efeitos indesejaveis no
ambiente (PEDRERO et al., 2012).

4.3. Investigacao datoxicidade em efluentes

Para o atendimento as questdes ambientais no Brasil, os 6rgaos de controle
requerem normalmente a utilizacdo de testes de toxicidade padronizados
(BERTOLETTI, 2009), seguindo preferencialmente normas da Associagéo Brasileira
de Normas Técnicas — ABNT. Devido a necessidade de constante reavaliacdo, essas
normas ABNT foram recentemente atualizadas, com destaque para a toxicidade
crbnica em peixes, publicada em 2015. A normas brasileiras mais usuais para

toxicidade aquaticas séo apresentadas na Tabela 8.
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Internacionalmente, se destacam as agéncias como a Sociedade Americana
para Materiais e Testes - ASTM; o Instituto Alemao para Normalizacdo - DIN; a
Agéncia Canadense de Meio Ambiente - Environment Canada; a Organizacéo
Internacional para Padronizacdo - 1SO; a Organizagdo para cooperacao e
desenvolvimento econdmico - OECD e a Agéncia Americana de Protegdo Ambiental
- USEPA (RONCO et al.,, 2004). Existem ainda, os métodos preconizados pela
American Public Health Association, que incluem organismos como larvas, moluscos,

microcrustaceos, peixes, entre outros (APHA, 2012).

Tabela 8: Métodos de ensaio de toxicidade normatizados pela ABNT

Norma Descricao

Toxicidade cronica de curta duracdo - Método de ensaio

ABNT NBR 15499/2015 ;
com peixes

ABNT NBR 16181/2013 Tox!(:ldade cronica - Método de ensaio com microalgas
marinhas
ABNT NBR 15088/ 2011 Toxicidade aguda - Método de ensaio com peixes.

ABNT NBR 12648/ 2011 Toxicidade crbénica - Meétodo de ensaio com algas

(Chlorophyceae).
ABNT NBR 13373/2010  Toxicidade crénica - Método de ensaio com
Errata 1:2014 Ceriodaphnia spp (Crustacea, Cladrocera)

Toxicidade aguda - Método de ensaio com Daphnia spp

ABNT NBR 12713/2009  ( cacen “Cladocera)

A selecédo do organismos-teste depende do tipo de resposta ao contaminante
investigado, sendo utilizados mais frequentemente para investigacdo da toxicidade
dos efluentes os microrganismos, plantas ou parte de plantas, algas, invertebrados,
peixes (RIZZO, 2011). Segundo Rubinger (2009), os métodos de ensaio de toxicidade
normatizados por entidades de padronizacdo s&o aqueles que apresentam maior
difusdo no meio cientifico. Essa informacao foi confirmada por Krul e Barros (2012),
gue apoés a revisdo de 227 publicacbes no Brasil, concluiram que a maioria dos
ensaios utilizou testes padronizados com espécies exoticas, principalmente com

Daphnia magna, Daphnia similis e Danio rerio.



16

Porém, esses mesmos autores destacaram que eram incipientes os estudos

sobre toxicidade no Pais e indicaram a necessidade de realizacdo de testes

ecologicamente mais relevantes no Brasil.

Dentre as metodologias de investigacdo da toxicidade, pode ser destacada a

TIE (Toxicity Identification and Evaluation), desenvolvido pela USEPA nos anos 90

(FANG et al., 2012), que consiste basicamente em promover caracterizacao fisico-

guimica e ecotoxicologica do efluente, separa-lo em fracées que serdo submetidas a

tratamento para remocédo de poluentes especificos, e apds, promover novamente a
caracterizagdo ecotoxicolégica (DE SCHEPPER et al.,, 2010). O Método TIE

compreende trés fases distintas (EPA, 1992):

A fase | tem como objetivo caracterizar a natureza fisico-quimica dos
constituintes da amostra responsaveis pela sua toxicidade, através de
tratamentos quimicos e de testes de toxicidade aquética. Frac6es da amostra
podem ser submetidas aos seguintes tratamentos fisico-quimicos: ajustes de
pH, extracdo em fase solida com coluna C18, adicdo de tiossulfato de sédio,
filtracdo. Testes de toxicidade aquatica sédo realizados antes e apds cada
manipulagdo, o que permite avaliar a eficacia de cada tratamento e obter
informacao sobre a natureza das substéancias toxicas;

Apos a fase |, fica definida a classe ou classes de substancias responsaveis
pela toxicidade total da amostra. Na fase Il, os estudos sdo conduzidos com o
objetivo de identificar uma ou mais substancias responsaveis pela toxicidade
da amostra. Assim, por exemplo, quando a classe de substancias organicas é
indicada na fase | como a principal responséavel pela toxicidade de uma
amostra, na fase Il, essas substancias serdo isoladas e identificadas por
técnicas analiticas especificas, como cromatografia gasosa, espectrometria de
massas entre outras técnicas.

Na fase lll, as substancias toxicas caracterizadas na fase | e identificadas na

fase Il sdo confirmadas por meio de testes quimicos e toxicoldgicos adicionais.

No entanto, a maior desvantagem deste método é o alto custo dos ensaios, 0

gue impede a sua aplicacdo na maioria das empresas, além da diminuicdo da

eficiéncia de remocao de metais em efluentes com alto teor de sal (RESGALLA et al.,

2012), como em curtumes, matadouros e industria de pescados.
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Portanto, existe espaco para utilizagao de novas ferramentas para investigagao
dos efeitos toxicos de contaminantes ambientais, como a utilizacdo da qualidade
espermatica de peixes (FABROCINI et al., 2010, HATEF et al., 2013). Esse tipo de
bioensaio foi utilizado com sucesso para avaliacdo da toxicidade de defensivo agricola
utilizando Poecilia vivipar (HARAYASHIKI et al., 2013) e Danio rerio (LOPES et al.,
2014), para avaliacdo de disruptores endocrinos em efluentes (VADJA et al., 2011;
BAKOS et al., 2013) e para avaliacao de toxicidade de metais (DIETRICH et al., 2010),
comprovando a versatilidade dessa ferramenta como indicador de toxicidade (SILVA
et al., 2015).

Ainda sobre o uso de peixes como organismo-teste, também podem ser
destacadas a utilizacdo de parametros bioquimicos para deteccdo da toxicidade
(FREIRE et al., 2008; Ll et al., 2011; CASTANE et al., 2013; BACHETTA et al., 2014)
e a andlise histopatoldgica de peixes, incluindo guelras, figados e outras partes
(FRACACIO et al., 2008; MADUREIRA et al., 2011; LIEBEL et al., 2013). Usualmente,
esses testes utilizam condicfes subletais para avaliacdo da toxicidade, diferentes dos
testes normatizados que preconizam a morte ou inibicdo com endpoint. A maioria dos
testes normatizados, portanto, identificam respostas aguda na presenca de
concentracdes elevadas dos contaminantes ambientais, subestimando resultados
mais sutis, o que poderiam ser melhor identificados em condicfes subletais (BARATA
et al., 2008).

O uso de organismos-testes ndo normatizados ou de métodos para rapida
determinacdo de toxicidade também vem sendo utilizados como alternativas aos
métodos tradicionais, normalmente mais caros e mais demorados. Bactérias, por
exemplo, apresentam caracteristicas interessantes para a realizacdo de ensaios
ecotoxicolégicos, pois normalmente sédo de fécil cultivo e manipulacédo, possuem taxa
de crescimento rapido (FAI e GRANT et al., 2010), portanto, normalmente sdo mais
baratos e produzem respostas mais rapidas gque 0S ensaios com organismos
superiores (TZORIS e HALL, 2006). Diversos kits para determinacédo de toxicidade
utilizando bactérias podem ser encontrados no mercado, como Lux-fluoro, Polytox,
Microtox e Thamnotox (LAI, 2013).
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Tzoris et al. (2005), propuseram a respirometria com bactérias como DTA
(direct toxicity assessment), utilizando Pseudomona putida ou a Escherichia coli como
biondicadores. A avaliacdo da toxicidade esta baseada na reducao da presséo pelo
decréscimo de geracdo de CO: da respiracdo de bactérias, ocasionado pela presenca
de contaminantes, o qual apresentou boa reprodutibilidade em comparagcdo com
métodos tradicionais de avaliacdo (LEY, et al., 2006). Com novos respirbmetros
tecnologicamente mais avancados, € possivel utilizar a técnica da respirometria para
avaliacdo da biodegradacdo em &gua e solos, para determinacdo de constantes
biocinéticas, para a modelagem de processos de tratamento biol6gico de efluentes e
para o monitoramento da toxicidade em agua, solos ou efluentes (ZERDAZI et al.,
2012).

4.4. Fitotoxicidade em efluentes

Conforme j& mencionado, o principal destino dos efluentes no Brasil sdo os
recursos hidricos superficiais, porém o uso de efluentes industriais para fins agricolas
pode ser utilizado quando as concentracdes dos contaminantes ndo causarem efeito
toxico no solo, o que poderia ocorrer mesmo com a presenca de nutrientes (ALl et al.,
2015). Se por um lado as agroindustrias sao consideradas altamente poluidoras,
devido a presenca de matéria organica e nutrientes, entre outros contaminantes
(RABELO et al., 2014, MARCOS et al., 2012), sob outra Otica esses efluentes
apresentam potencial para utilizacdo na agricultura (VIEIRA et al., 2011; BLUM et al.,
2013), devido, principalmente, pela presenca de nitrogénio e fésforo, considerando
gue os solos brasileiros sao deficientes desses nutrientes (ABDALA et al., 2012).

O uso de efluentes tratados para irrigacao cresceu nos ultimos anos devido aos
varios beneficios oferecidos, como: a solugéo para a escassez de agua para irrigacao;
a disponibilidade de grandes quantidades ao longo do ano; e a possibilidade de
reservar agua de melhor qualidade para consumo humano (MASCIANDARO et
al.,2014). Mas apesar de ser incentivado por governos e entidades oficiais em todo o
mundo, a utilizacao de efluentes em solo agricola pode alterar as propriedades fisico-
guimicas e microbioldgicas e contribuir para o acumulo de contaminantes quimicos e
biol6gicos no solo (BECERRA-CASTRO et al., 2015).

Considerando que ainda néo foi publicada a legislagédo nacional especifica para
regulamentacdo do assunto, dependendo de cada 6rgdo estadual regulamentador o

estabelecimento das diretrizes para aplicacédo ao solo de efluentes para fins agricolas,
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vem sendo utilizada com frequéncia a Resolugdo CONAMA n° 420/2009, que
estabelece critérios e valores orientadores da qualidade de solo e aguas subterraneas
decorrentes de atividades antrépicas (BRASIL, 2009). Porém, ndo sdo solicitados
laudos de toxicidade, visto que as resolugdes CONAMA n° 357/05 e Resolucéo
CONAMA n° 430/11 se referem apenas a toxicidade em meio aquatico. Dessa forma,
para o licenciamento ambiental de projetos de aplicacdo ao solo de efluentes tratados,
usualmente sdo exigidos apenas laudos de caracterizacdo fisico-quimica e alguns
estudos especificos, mas testes de toxicidade normalmente ndo séo solicitados.

Para avaliagdo da fitotoxicidade de efluentes quando aplicados ao solo para
fins agricolas, sementes de espécies vegetais podem ser utilizadas como
bioindicadores (GOUDIER et al., 2010; CHARLES et al., 2011; HASHEM et al., 2013,
CRUZ et al., 2013). Esse tipo de bioensaio vem sendo utilizado com sucesso para
avaliacdo da toxicidade de residuos, compostos organicos e efluentes (RAMANA et
al., 2002; AVIANI et al., 2010; OZKARA et al., 2011; MITELUT e POPA, 2011; KHAN
et al., 2014) devido principalmente a sua simplicidade de execucéao, sua sensibilidade
a diferentes tipos de poluentes e a sua relacéo direta do indice de germinacdao com o
nivel de poluicdo (SOBRERO e RONCO, 2004, ARIENZO et al., 2009; MENDES,
2011, MAGDICH et al., 2012).
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5. Materiais e métodos

5.1. Locais de amostragem

Para a selecao das agroindustrias foram consideradas as seguintes premissas:
e producdo regular durante o ano, independente de safra;
e licenca ambiental em vigor;
e existéncia de estacado de tratamento de efluentes compativel;
¢ historico de analises de monitoramento fisico-quimico e de toxicidade
do efluente;
e possibilidade de reproducdo dos resultados para outros

empreendimentos semelhantes.

Dessa forma, foram selecionadas duas industrias de dois ramos diferentes: um
matadouro de suinos com fabricacdo de embutidos e um engenho de parboilizacéo

de arroz.

5.1.1. Matadouro de suinos

O matadouro e frigorifico de suinos com fabricacdo de embutidos selecionado
para o presente estudo abate mensalmente 6.000 suinos e produz 270 t de embutidos
carneos, com vazao maxima licenciada para o langcamento de efluente em 300 m3.d.

O fluxograma do processo produtivo do abate de suinos com os pontos de
geracdo de efluentes é apresentado na Figura 1. Na Figura 2 é apresentado o
fluxograma genérico da fabricacdo de embutidos tipo frescal, que representam a maior
parte da producdo da industria. Para os embutidos defumados, ap06s a etapa de
ENCHIMENTO, o fluxograma teria as etapas de DEFUMACAO e SECAGEM OU
CURA.



Entradas

Suinos
Agua p/dessedentardo
Agua limpeza de piso

Agua de lavagem animais
Agua limpeza de
piso/equipamentos

Agua de limpeza de
piso/equipamentos

Agua limpeza de
piso/equipamentos

Agua limpeza de
piso/equipamentos
Agua quente

Agua limpeza de
piso/equipamentos
Agua quente

Agua limpeza de
piso/equipamentos

Agua de lavagem carcaca
Agua limpeza de
piso/equipamentos

Agua de lavagem
Agua limpeza
piso/equipamentos

Agua de lavagem carcaca
Agua limpeza
piso/equipamentos

Agua limpeza
piso/equipamentos

Agua limpeza
piso/equipamentos

Agua limpeza
piso/equipamentos
Embalagens plasticas

-

Operagdes - Etapas

1.
MANGUEIRA DE ESPERA

!

2.
LAVAGEM DE ANIMAIS

\

3.
ATORDOAMENTO

1

4.
SANGRIA

|

5.
ESCALDAGEM

|

6.
DEPILACAO

1

7.
EVISCERACAO

|

8.
RETIRADA DA CABECA

1

9.
SEPARACAO DA CARCACA

1

10.
LAVAGEM DA CARCACA

|

11.
RESFRIAMENTO

\

12.
DESOSSA

v

12.
EMBALAGEM
/ COMERCIALIZACAO

—
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Saidas

Efluente
Esterco

Efluente

Efluente

Efluente
Sangue

Efluente
Pelo

Efluente

Residuo solidos

Efluente

Miludos ndo comestiveis e
comestiveis

Esterco

Efluente
Cabeca

Residuo sélidos

Efluente

Residuo sélidos

Efluente

Efluente

Efluente

Ossos, residuos de carne

Carne desossada para

producao de embutidos

Efluente

Residuo sélido

Figura 1: Fluxograma do abate de suinos
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Entradas Operacdes - Etapas Saidas
Came desossada L Efluente
g P MOAGEM Residuos sélidos

piso/equipamentos

3
Agua limpeza 2.
piso/equipamentos MISTURA/ Efluente
Sal, temperos, aditivos, PREPARACAO DA
etc. MASSA

\
Envoltério (natural ou
artificial) 3
(;ordac_) de algodao ENCHIMENTO Efluente
Agua limpeza
piso/equipamentos

3
Aiggite“rﬂipzzn?entos 4. Efluente
hisofequip EMBALAGEM Residuos solidos
Agua gquente

\

5. N

COMERCIALIZACAO

Figura 2: Fluxograma da fabricagdo de embutidos tipo frescal

O sistema de tratamento de efluentes existente € constituido por tanque de

bombeamento, peneira, tanque de equalizacdo e neutralizacédo, flotador por ar
dissolvido, lagoa aerada, lagoa de decantacéo, lagoa facultativa e conjunto de lagoas
com plantas emergentes, com tempo de detencdo hidraulica de 60 dias. A agua
consumida no processo produtivo é oriunda de poco artesiano, também licenciado
pelo érgdo ambiental competente, e sofre tratamento prévio por sistema de filtracéo e

de troca ibnica.

O fluxograma da estacao de tratamento de efluentes é apresentado na Figura 3:



Entradas
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Efluente do abate
Efluente da fabricacdo
de embutidos

Efluente da lavagem de
caminhdes

Efluente do sistema de
tratamento de dgua

Operacdes - Etapas

Saidas

1.
GRADEAMENTO

Residuos sélidos

|

2.
TANQUE DE
BOMBEAMENTO

{

3.
PENEIRAMENTO

Residuos sélidos

|

4.
TQ. EQUALIZACAO

Residuos sélidos

|

Alcalinizante
Coagulante
Floculante

5.
FLOTADOR DAF

Lodo e borra

Energia elétrica aeracéo

|

6.
LAGOA AERADA

|

7.
LAGOA _
DECANTAGAO

Lodo

|

8.
LAGOA FACULTATIVA

Lodo

|

9.
LAGOAS COM
PLANTAS
EMERGENTES

Massa verde ou seca

|

10.
EFLUENTE FINAL

Figura 3: Fluxograma da estacéo de tratamento de efluentes do matadouro de suinos

com fabricacéo de embutidos
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A industria de parboilizacao de arroz selecionada para o presente estudo possui

sistema de tratamento de efluentes e licenga ambiental em vigor para o

processamento de 144.000 t/ano de arroz parboilizado e com langamento de efluente

600 m3.d. O fluxograma do processo produtivo é apresentado na Figura 4:

Entradas

Arroz c/ casca a granel

Operacdes-Etapas

1.
DESCARREGAMENTO

Saidas

\

2.
ELEVACAO

Sacos de réfia
Energia elétrica

\

Arroz danificado na
moega

3.
PENEIRA PRE-LIMPEZA

\

Palha do arroz
Torrao de terra, Pedras
Arroz mal granado

4.
ARMAZENAMENTO

Ar quente

\

5.
SECAGEM PRIMARIA

Fosfeto de aluminio

i

Vapor residual

6.
EXPURGO

Agua quente

\

Emissoes

7.
ENCHARCAMENTO

Vapor

\

Vapor d’agua
Efluente

8.
GELATINIZACAO

Ar quente

i

Vapor d’agua

9.
SECAGEM
SECUNDARIA

)

Vapor d’agua

10.
DESCASCAMENTO

)

Casca de arroz

11.
SEPARADOR DE
GRAOS

Ar comprimido

)

Arroz ndo descascado
(retorna para o
descascamento)

12.
BRUNIDOR

Agua
Ar comprimido

)

Farelo de arroz

13.
POLIDOR A AGUA

)

Farelo de arroz




Continuacéo:

14.
CLASSIFICADORA DE
GRAOS
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Ar comprimido

)

Quirera
Canjica

15.
SELECIONADORA
ELETRONICA

\

16.
DOSAGEM

Ar

)

17.
1°SOPRADOR
(COLUNA DE AR)

Agua
Ar comprimido

Fragmentos de arroz
Impurezas (casquinha)

18.
POLIDOR A AGUA
(BRILHO)

Ar

Farelo de arroz

19.
2° SOPRADOR
(COLUNA DE AR)

\

Fragmentos de arroz

20.
CLASSIFICADORA DE
GRAOS

\

21.
DOSAGEM

Bobinas de filme
plastico (filme técnico
impresso)

)

22.
EMPACOTAMENTO

Bobinas de filme
plastico

)

Arroz de varredura
Arroz para reprocesso
Aparas de embalagem

23.
ENFARDAMENTO

\

Aparas de embalagem

24.
ARMAZENAMENTO
PRODUTO FINAL

¢

Arroz de varredura
Arroz para reprocesso
Aparas de embalagem

25.
EXPEDICAO

Arroz de varredura
Arroz para reprocesso

Figura 4: Fluxograma do processo de parboilizagcéo do arroz
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O sistema de tratamento de efluentes existente é constituido por tanque de

bombeamento, peneira hidrodinamica, tanque de equalizacdo/neutralizacdo, reator

anaerobio de fluxo ascendente e um conjunto de lagoas com plantas emergentes. A

agua consumida no processo produtivo € oriunda de recurso hidrico superficial, que &

submetida a tratamento convencional, incluindo as etapas de clarificacdo e

desinfeccdo. O fluxograma da ETE existente € apresentado na Figura 5:

Entradas

Efluente da
parboilizacéo
Efluente sanitario

Efluente da
desmineralizacdo  de
agua

Lodo da ETA

Solugéo de hidréxido de
sadio

-

Operacdes-Etapas

1.
TANQUE DE
EQUALIZACAO

)

2.
AJUSTE DE pH

)

3.
PENEIRAMENTO

\

4,
REATOR ANAEROBIO
UASB

)

5.
SISTEMA DE LAGOAS
COM PLANTAS
EMERGENTES

)

5.
EFLUENTE FINAL

-

Saidas

Residuos soélidos

Lodo

Massa seca ou verde
das plantas
Lodo

Figura 5: Fluxograma da ETE da industria de parboilizagc&o do arroz

5.2. Amostragem
efluentes

e caracterizagcao

fisico-quimicas

dos

Os procedimentos de amostragem e caracterizacdo das amostras de efluentes

seguiram as recomendacfes de APHA (2012). Em um periodo de 10 meses, entre

junho de 2013 e margo de 2014, foram realizadas sete amostragens compostas do

efluente bruto e de efluente tratado. Em ambas industrias, as amostras de efluente

bruto foram coletadas no tanque de equalizacdo e as amostras de efluentes tratado

na saida da ETE, apos as lagoas com plantas emergentes.
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No momento da coleta das amostras, foram analisados no local os parametros:
pH, condutividade elétrica, salinidade e temperatura da amostra foram analisados no
momento da coleta utilizando medidor portatil HI 9828. Para todas as amostras
enviadas para caracterizacdo em laboratério, foram avaliados todos os parametros
listados na Tabela 9, também seguindo as recomendac¢fes de APHA (2012). Todos

0s parametros foram avaliados em duplicata.

Tabela 9: Par@metros fisico-quimicos e métodos analiticos utilizados

Parametros Método Referéncia*

Aluminio Espectrof. Absorgcédo Atdmica 3500B
Cloretos Argentimetria 4500C
Demanda bioquimica de oxigénio Digestéo acida e titulometria 5120B
Demanda quimica de oxigénio Incubacéo 5 d, 20° C e Titulometria 5220D
Dureza Titulometria ¢/ EDTA 2340D
Fenois Espect. Absorcdo Atémica 5530C
Ferro total Digestéo acida e Esp. Abs. Atbmica 3500B
Fosforo total Digestéo acida e Esp. Abs. Atdmica 4500P,E
Manganés Espectrofotometria 3500B
Nitrogénio amoniacal Titulometria 4500 Nnhz B,C
Nitrogénio total Kjeldahl Digestéo acida e titulometria 4500 Nore B,C
Soélidos Suspensos Totais Gravimetria 2540D
Sulfetos Titulometria 4500 S, D
Surfactantes Espect. Absorcdo Atémica 5540D
Zinco Espect. Absorcdo Atdmica W 3111B

* conforme metodologia descrita em APHA (2012).

Esses parametros foram selecionados com base no preconizado na legislacao
ambiental vigente (BRASIL, 2011 e RIO GRANDE DO SUL, 2006%), na tipologia
industrial, na possibilidade da presenca de contaminantes especificos nos efluentes
analisados e no histoérico de analises de monitoramento das estacfes de tratamento

de efluentes selecionadas desde 2010.
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5.3. Ensaios de toxicidade

Para avaliacdo da toxicidade dos efluentes avaliados foram selecionados trés
organismos-testes de niveis troficos diferentes: peixe (zebrafish); sementes de
hortalicas (alface e pepino); bactérias (Escherichia coli).

Para avaliacdo de toxicidade com zebrafish foram utilizados paréametros de
gualidade espermatica. Nos ensaios de toxicidade com sementes foi utilizado o indice
de germinacédo, calculado em funcdo do numero de sementes germinadas e do
comprimento médio das raizes. Em relagdo aos ensaios com E. coli, foi utilizado a
inibicdo da respiragdo como bioindicador da toxicidade.

A metodologia utilizada em cada ensaio de toxicidade sera detalhada a seguir.
5.3.1. Toxicidade em peixes
5.3.1.1.Bioensaios

Todos os procedimentos utilizados nos testes de toxicidade em peixes
seguiram o recomendado pela EPA (1996) e foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo de Animal da Universidade Federal de Pelotas (Protocolo n° 1525,
maio de 2013). Os machos adultos de zebrafish (Danio rerio) foram selecionados por
técnico treinado e aclimatados por 15 dias em agua reconstituida (EPA, 1996) antes
da realizag&o dos testes de toxicidade. Previamente ao bioensaio, foram realizados
testes preliminares para definicdo da concentragdo maxima de efluente para
manutencdo das condi¢gdes subletais, definido em 6,25 % (equivalente ao fator de
toxicidade 16).

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizados aquarios de vidro com 10 L
de volume util contendo: somente com agua reconstituida (controle), efluente bruto
diluido e efluente tratado diluido. Cada ensaio teve duracdo de 96h, sem renovacéao
de solucao teste. Foram realizados cinco ensaios de toxicidade, utilizando 10 peixes
por ensaio, totalizando 50 peixes por tratamento estatistico: controle, efluente bruto

diluido e efluente tratado diluido.

5.3.1.2.Avaliacdo da qualidade espermatica

Ao final do ensaio de toxicidade, apos 96 h de exposicao, todos os peixes foram
sacrificados e dissecados, sendo seus testiculos extraidos e acondicionadas em tubos
Eppendorf contendo 100 mL de Beltsville Thawing Solution - BTS (Pursel e Johnson,
1975).
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Todas as avaliacdes de qualidade espermatica foram realizadas pelo mesmo
técnico treinado. Foram avaliados o periodo e a taxa de motilidade, a viabilidade e a
integridade da membrana plasmatica, a integridade do DNA e a funcionalidade da
mitocondria. Os resultados obtidos com a utilizagcdo das amostras de efluente bruto e
tratado diluidos foram comparados os resultados do controle (agua reconstituida)

A ativacdo do esperma foi realizada adicionando 2L de esperma em 20 uL de
agua destilada (1:10). A taxa e o periodo de motilidade foram determinados utilizando
crondmetros digital, considerando o intervalo de tempo entre a ativagéo e a parada do
movimento do espermatozoide (VIVEIROS e GODINHO, 2009).

A viabilidade da membrana espermatica foi determinada pela contagem de 200
espermatozoides numa lamina contendo um corante, incluindo 5 g eosina Y e 10 g de
nigrosina, homogeneizados em BTS, utilizando um microscopio de campo brilhante
com uma objetiva de imersdo em 6leo a 100 x. Espermatozoides com membrana
lesadas sao coradas de rosa ou vermelho enquanto que aqueles com membranas
integras nao sofrem coloracdo (MARIA et al., 2010).

A integridade da membrana e do DNA espermatico, assim como a
funcionalidade da mitocondria, foram avaliadas através da contagem de 200
espermatozoides sobre uma lamina, usando em microscopio de epifluorescéncia
(Olympus, BX 51), sob o aumento de 400 x (VARELA JUNIOR et al., 2012).

A integridade da membrana espermatica foi avaliada por dois marcadores
fluorescentes diacetato carboxifluoresceina e iodeto de propidio. Espermatozoides
com membrana integra apresentaram fluorescéncia verde, enquanto aqueles com a
membrada danificada, apresentaram fluorescéncia vermelha ou vermelho e verde
(HARRISON e VICKERS, 1990).

A integridade do DNA do espermatozoide foi avaliada usando o corante acridine
orange. Os Espermatozoides corados com fluorescéncia verde tinham DNA intacto e
0s espermatozoides com fluorescéncia vermelha ou laranja tinha DNA desnaturado
(BENCHARIF et al., 2010).

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada utilizando Rhodamina 123.
Espermatozoides com fluorescéncia verde indicavam mitocondrias funcionais,
enguanto que 0s espermatozoides com mitocdndrias ndo-funcionais néo
apresentaram fluorescéncia (HE e WOODS, 2004).
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5.3.2. Ensaios de fitotoxicidade com sementes

Os ensaios de fitotoxicidade foram realizados utilizando sementes de alface
(Lactuca sativa L.) e pepino (Cucumis sativus L.), adquiridas no comércio local, de um
mesmo lote de uma marca comercial. A metodologia utilizada para conducgéo dos
bioensaios foi adaptada do método preconizado por Zucconi et al. (1981), utilizando
10 sementes de cada espécie distribuidas uniformemente em placa de Petri de 9 mm,
sobre papel filtro qualitativo com didametro de 11 mm e 14 um de porosidade. Apés a
montagem da placa com as sementes, era adicionado 5 mL de amostra, utilizando
agua destilada no controle, efluente bruto e efluente tratado, ambos sem diluicéo.
Foram realizados 7 ensaios, todos em triplicata, totalizando 210 sementes por
tratamento estatistico.

Nas duas espécies utilizadas, foram avaliados o numero de sementes
germinadas e o comprimento médio das raizes apds 48 h de incubacdo em estufa a
25°C, para posterior determinacéo do indice de germinacédo. Para a determinacédo do
comprimento das raizes foi utilizado paquimetro digital. O indice de germinacao (IG)
foi calculado através das formulas propostas por Tiquia et al. (1996):

IG (%) = (% GS x % CR) / 100

Onde: IG = indice de germinagdo em %; GS = percentual de sementes germinadas
na amostra de efluente em relacdo ao controle; e CR o percentual de crescimento de
raizes na amostra de efluente em relacéo ao controle.

Os resultados obtidos utilizando efluente bruto ou tratado foram comprados

com os resultados obtidos no controle (agua destilada)

5.3.3. Ensaio de toxicidade por respirometria

Para a avaliacdo da toxicidade em bactérias foi utilizado o método da
respirometria, utilizando o respirdmetro portéatil Baroxymeter® e Escherichia coli como
bioindicador. Uma suspenséo de E. coli produzida com meio de cultura LB (Luria
Bertami) e agua deionizada foi confeccionada previamente a realizacdo dos testes,
conforme sugerido por Tzoris et al. (2002). Para calibracdo do equipamento foram
utilizadas 1,0 mL de agua destilada e 1,0 mL da suspensao de E. coli, sendo o

resultado expresso em Pa.min! e o valor encontrado considerado como branco. Como
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controle positivo foi utilizada solucdo de 3,5-dichlorophenol (DCP) e como controle
negativo, agua destilada.

Apos a calibracéo, foi realizada a avaliagdo da toxicidade utilizando um 1,0 mL
de amostra de efluente bruto ou de efluente tratado com 1,0 mL da suspenséo de EC
(TZORIS e HALL, 2006). Foram realizados sete ensaios de toxicidade com efluente
bruto e tratado, em triplicata, totalizando 21 determinac¢des por tratamento. Os
resultados foram obtidos em Pa.min! e automaticamente convertidos em percentual

de inibicAo em comparacédo ao branco.

5.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados quanto a homogeneidade pelo Teste de
Hartley e a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados nao parameétricos foram
transformados e analisados conjuntamente com os dados paramétricos, porém todos
os resultados sdo apresentados na forma original. A andlise de variancia foi realizada
pelo teste de Tukey para os dados paramétricos e por Kruskal-Wallis para os dados
nao paramétricos. Para a determinacdo da correlacdo entre os parametros fisico-
guimicos e os ensaios de fitotoxicidade e de exibicdo da respiracao das bactérias foi
aplicado teste de Pearson, enquanto que para os ensaios de qualidade espermatica
foi aplicado o teste de Spearman. Todos os resultados obtidos foram avaliados
utilizando o software STATISTIX 10 (2013). Para todas as analises o nivel de

significancia adotado foi de 95% (p < 0,05).
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6. Resultados e Discussao

6.1. Efluente da Parboilizacdo do Arroz

6.1.1. Caracterizacao fisico-quimica

Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados médios obtidos no
monitoramento do efluente bruto e do efluente tratado gerados na industria de
parboilizagdo do arroz, em comparacdo com a legislacdo referente aos limites
estabelecidos para lancamento em recursos hidricos superficiais.

Conforme pode ser observado, comparando o efluente bruto com o tratado, a
estacao de tratamento de efluentes foi eficiente na remocéo dos parametros Cloretos,
DBO, DQO, Dureza, Fosforo, Ferro, NTK, N-amoniacal e soélidos suspensos,
considerando a diferenca significativa encontrada (p < 0,05). Entretanto, nao houve
remocao significativa para condutividade, manganés, salinidade, surfactantes e zinco.

Em relacdo aos parametros avaliados no efluente tratado, apenas o Fésforo
total esteve acima da concentracdo maxima permitida para langcamentos em recursos
hidricos superficiais. Porém, esse parametro é atendido quando é considerado o
critério da carga organica, ou seja, a carga emitida foi menor que a carga permitida,
considerando a vazdo maxima licenciada do empreendimento. Os demais parametros
avaliados encontravam-se dentro dos limites estabelecidos pela legislag&o atual.

O valor de pH do efluente tratado sofreu acréscimo em comparacao ao efluente
bruto (p < 0,05), o que pode ser justificado pelas caracteristicas do tratamento de
efluente nas lagoas com plantas emergentes, sendo que o pH tende a atingir
normalidade devido a sua acao tamponante, tanto para aplicacdo de efluentes acidos
como alcalinos (MAYES et al., 2009). Pode-se observar ainda (Tabela 10) que os
parametros Aluminio, Fendis e Sulfetos ndo foram detectados dentro dos limites dos

métodos analiticos utilizados.
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Tabela 10: Caracterizagao fisico-quimica do efluente bruto e tratado da parboilizagao

do arroz (n= 14 amostras/parametro/tratamento)

Parametros Bruto Tratado Pad_réo~de
emisséo
Aluminio (mg AlL.L™?) <0,1? <0,12 Até 10,0
Cloretos (mg CI.L%) 193,8 +4,8% 140,3 +4,1° -
Condutividade (uS.cm?) 1.554,1 +127,22 1.411,1 +218,02 -
DBO (mg O..L?) 320,8 £30,9? 52,3 +4,9° Até 80,0
DQO (mg Oz.L %) 398,7 +27,47 81,8 +8,4" Até 300,0
Dureza (mg CaCOs.L?) 242.4 +10,62 131,2 +8,4° -
Fendis (mg.L?) <0, 0032 < 0,003? Até 0,1
Ferro (mg Fe.L?) 0,792 +0,18? 0,078 +0,05° Até 10,0
Fésforo total (mg P.LY) 8,0 +0,52 4,7 +0,15° Até 3,0
Manganés (mg Mn.L?) 0,128 +0,042 0,059 +0,02° Até 1,0
Nitrogénio amoniacal (mg N.L™?) 1,44 0,82 0,23 +0,12° Até 20,0
NTK (mg N.L?) 23,1 +£1,8?2 5,7 +1,86° Até 20,0
pH 6,3 +£0,42 7,4 +0,06° 6-9,0
Salinidade (%o0) 0,70 +0,082 0,82 +0,072 -
Sélidos Suspensos totais (mg.L™) 153,4 +7,8% 55,6 +6,7° Até 125,0
Sulfetos (mg S2.LY) <0,12 <0,12 Até 0,2
Surfactantes (mg.L™) 0,118 +0,08% <0,03% Até 2,0
Temperatura (°C) 17,1 2,42 14,6 £1,22 Até 40,0
Zinco (mg Zn.L?Y) 0,063 +0,04% < 0,012 Até 2,0

* resultados expressos em média + erro padréo; ** Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p < 0,05); *** padrdes de emissdo para lancamento em aguas

superficiais segundo a Resolugdo CONSEMA n° 128/2006.

6.1.2. Ensaio de toxicidade em peixes

Os resultados da qualidade espermatica obtidos para o controle, efluente bruto

e efluente tratado, com base nos cinco ensaios de toxicidade realizados, sao

apresentados na Tabela 11.:
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Tabela 11: Avaliacao da qualidade espermatica utilizando da parboilizacéo do arroz

(n= 50 animais/tratamento)

Qualidade espermatica Controle Bruto Tratado
Motilidade (%) 90,3 £1,8? 16,9 £2,9¢ 40,0 +4,6°
Periodo de motilidade (s) 190,0 £10,3? 37,3 £6,5° 69,7 +6,4°
Integridade da membrana plasmatica (%) 89,6 +1,42 25,9 £3,1¢ 54,7 +4,6°
Viabilidade da membrana plasmatica (%) 80,8 +13,52 42,5 +3,8° 60,3 +4,3°
Funcionalidade mitocondrial (%) 89,4 +1,82 42 6 £3,7° 53,6 +4,0°
Integridade do DNA (%) 94,3 +1,32 64,1 +3,6° 68,5 +4,2°

* resultados expressos em média + erro padréo; ** Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p < 0,05).

Foi observada reducao significativa no valor de todos os parametros da
gualidade espermatica avaliados nas amostras de efluente bruto e de efluente tratado
em relacdo ao controle. O efluente bruto apresentou maior toxicidade que o efluente
tratado para taxa de motilidade, periodo de motilidade, integridade da membrana e na
viabilidade da membrana plasmatica. Mas em relacéo a funcionalidade mitocondrial e
a integridade do DNA, néo foi observado diferenca estatistica entre o efluente bruto e
o efluente tratado. Também convém salientar que nao foi registrada a morte dos
organismos-testes durante a realizacdo dos ensaios. Na Tabela 12 estédo
apresentadas as correlacdes estatisticamente significativas por Spearman (p < 0,05),

entre parametros fisico-quimicos e de qualidade espermatica no efluente bruto.

Tabela 12: Correlacdo de Spearman entre parametros fisico-quimicos do efluente

bruto da parboilizacéo do arroz e de qualidade espermética (p < 0,05)

Parametros Memblnt MitFun Mot MotPer
Condutividade 0,78 0,71
Fe -0,72
P -0,91 -0,88
SST -0,75 -0,79

*SST: sélidos suspensos totais, Fe: ferro total; P: fésforo total; Membint: integridade da membrana;
MitFun: funcionalidade da mitocdndria; MotPer: periodos de motilidade; Mot: taxa de motilidade
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Em relacdo ao apresentado na Tabela 12 foi registrada correlagdo negativa
significativa (p < 0,05) entre o teor de ferro com a integridade da membrana; fésforo
com a taxa de motilidade e com o periodo de motilidade; entre solidos suspensos com
a integridade da membrana e a funcionalidade da mitocondria. Foi encontrada
correlagao significativa positiva entre a condutividade com a taxa de motilidade e com
o periodo de motilidade.

A forte correlacdo negativa encontrada entre a concentracdo de fosforo com
taxa de motilidade e com o periodo de motilidade, entre ferro e a integridade da
membrana e de solidos suspensos em relacéo a integridade da membrana plasmatica
e a funcionalidade da mitocéndria, pode indicar que esses parametros tenham sido 0s
principais responsaveis pelos efeitos toxicos observados na qualidade espermatica de
zebrafish no efluente bruto.

Normalmente os estudos de toxicidade em peixes sdo conduzidos utilizando
contaminantes especificos conhecidos, potencialmente téxicos (UREN-WEBSTER, et
al., 2012; MURAK et al., 2011). Nesses estudos, o teor de P e SST nao foram
relatados como contaminantes toxicos relevantes, diferente do que encontrado no
presente estudo.

A acéo do fosforo sobre a taxa de motilidade e sobre o periodo da motilidade
de espermatozoides encontrada pode ser semelhante ao descrito por Pifia-Guzman
et al. (2005), que o relacionaram com a fosforilacdo de proteinas do sémen com as
interacdes quimicas nessas proteinas, principalmente durante as Ultimas etapas da
espermatogénese. Cabe salientar que a motilidade € uma fung¢do fundamental do
gameta masculino, pois permite que o esperma alcance e penetre no gameta feminino
em organismos de fecundacao interna e externa (ISLAN e AKHTER, 2011).

Na tabela 13 sdo apresentadas as correlagdes estatisticamente significativas
por Spearman (p < 0,05), entre parametros fisico-quimicos e de qualidade

espermatica no efluente tratado.
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Tabela 13: Correlagao de Spearman entre parametros fisico-quimicos do efluente

tratado da parboilizagcéo do arroz e de qualidade espermatica (p < 0,05)

Parametros DNAInt MitFun Mot
Cloretos 0,78 0,71
Cond. 0,91 0,91 0,79
DBO -0,78
Mn 0,78 0,85 0,74
NTK 0,86 0,76 -0,75
SST -0,86 -0,90
Salinidade -0,79 -0,79

*Cond.: condutividade; DBO: demanda bioquimica de oxigénio; SST: sélidos suspensos totais; DNAInt:
integridade do DNA; Membint: integridade da membrana; MitFun: funcionalidade da mitocéndria; Mot:
taxa de motilidade.

No efluente tratado néo foi evidenciada correlacdo entre P com os parametros
espermaticos como registrado no efluente bruto, o que pode ser justificado pela menor
concentracdo existente apos o tratamento. J& em relagdo a concentracdo de soélidos
suspensos, mesmo com remocgao significativa da estacdo de tratamento, ocorreu
novamente correlacdo negativa entre a funcionalidade da mitocéndria e com a taxa
de motilidade e a integridade do DNA.

A concentracdo de sélidos suspensos afetou negativamente a integridade da
membrana espermatica e a funcionalidade da mitocondria, que sao, respectivamente,
essenciais para a penetracao destes nos 06citos e para a geracdo de energia durante
0 movimento de espermatozoides (HARAYASHIKI et al., 2013, LOPES et al., 2014).

A toxicidade de solidos suspensos presentes em efluente industriais ja foi
identificada anteriormente em ensaios com microcrustaceos e algas (MENDONCA et
al., 2007), porém, a sua toxicidade ainda néo tinha sido relatada em peixes. Essa
alteracéo pode ser justificada pelo tipo de contaminante que esta na forma suspensa
e seu potencial para causar danos oxidativos em situacdes de stress, provocando um
desequilibrio no nivel de ROS — espécies reativas de oxigénio, danificando a estrutura
da membrana plasmatica e fragmentando o DNA (CABRITA et al., 2014).
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A concentracao de ferro no efluente bruto também prejudicou a integridade da
membrana plasmatica, enquanto que no efluente tratado a salinidade interferiu
negativamente a integridade de DNA e a funcionalidade da mitocéndria, assim como
a correlagao negativa ente DBO e Integridade de DNA. Segundo Lushchak (2011), os
efeitos negativos desses parametros fisico-quimicos também podem ser justificados
pela ROS, pois a mudanca de salinidade causa uma variedade de respostas
fisiologicas, enquanto que o ferro participa do ciclo redox que também esta envolvido
na iniciacao e propagacao de processos de radicais livres.

Apesar do sistema de tratamento existente na agroindustria em estudo remover
de forma significativa os principais contaminantes exigidos pela legislacdo, isso nao
foi suficiente para que o efluente tratado ndo causasse toxicidade sobre a qualidade
espermatica de Zebrafish, pois todos os parametros avaliados sofreram reducao de
valor em comparacdo ao controle. Também cabe destacar que em relacdo a
funcionalidade da mitocéndria e a integridade do DNA, ndo houve diferenca estatistica
entre o efluente bruto e tratado, ou seja, apesar da remocao dos contaminantes
avaliados, a concentracédo remanescente no efluente tratado ainda causou toxicidade
para a qualidade espermética tanto quanto o observado no efluente bruto.

Devido as dificuldades em associar toxicidade de efluentes com suas
caracteristicas fisico-quimicas, muitos estudos enfatizaram o papel do potencial
sinergismo entre contaminantes dos efluentes (HERNANDO et al, 2005; LIBRALATO
et al., 2010; SMITAL et al, 2011; BOHORQUEZ-ECHEVERRY et al., 2012). Esta
interacdo pode ajudar a explicar a reducéo significativa observada em todos o0s
parametros de qualidade espermatica, tanto no efluente bruto como no tratado,
engquanto foram evidenciadas correlacdes significativas com os parametros soélidos
suspensos, fésforo total, DBO, ferro e salinidade.

Isso indica a necessidade de ampliar a discussdo sobre a toxicidade de
efluentes, pois 0s ensaios de toxicidade deveriam considerar outros fatores e néo

somente a morte dos organismos-testes.



38

6.1.3. Ensaios de fitotoxicidade
Simultaneamente com a caracterizagao fisico-quimica, foram realizados os
ensaios de toxicidade com as mesmas amostras de efluente bruto e efluente tratado,
cujos resultados do crescimento de raizes (CR), nUmeros de sementes germinadas
(SG) e o indice de germinacdo (IG) das sementes de alface sdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14: Resultados do teste de fitotoxicidade para sementes de alface utilizando

efluente da parboilizacédo do arroz (n= 210 sementes por tratamento)

Resultados (%)

Tratamento
CR SG IG
Controle (agua destilada) 100,02 100,08 100,02
Efluente bruto 42,84 +9,7° 84,41 £11,3° 53,87 +11,6°
Efluente tratado 77,70 £3,62 121,43 +3,72 105,05 8,12

* resultados expressos em média + erro padrdo; ** Letras diferentes entre colunas indicam diferenca
significativa entre os tratamentos (p < 0,05); *** IG: indice de germinacdo de alface; CR: crescimento
de raizes; SG: nimero de sementes germinadas.

Segundo o critério sugerido por Tiquia e Tam (1998), as amostras que
apresentarem IG menor que 80% podem ser consideradas como fitotoxicas as
sementes avaliadas. Dessa forma, pode-se afirmar que apenas o efluente bruto
apresentou toxicidade para sementes de alface, comparando os resultados obtidos
em relacdo ao controle (p < 0,05), considerando ndo s6 IG como também o CR e 0
SG. A ETE existente, entretanto, além da remocao dos parametros fisico-quimicos
apresentados na (Tabela 14), foi eficiente também na reducéo da fitotoxicidade para
as sementes de alface, visto que o IG foi estatisticamente igual ao registrado no
controle (p < 0,05).

Estudos conduzidos por Charles et al. (2011), Young (2012), Hassan et al.
(2013) e Hashen et al. (2013) também encontraram toxicidade em efluente industriais
utilizando alface (L. sativa) como biondicador, indicando a necessidade da realizacao
das andlises de fitotoxicidade em conjunto com analises fisico-quimicas do efluentes,
0 que pode possibilitar uma interpretacdo mais adequada para a recomendacao do
uso ou destino dos efluentes.
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Na Tabela 15 sdo apresentados os resultados obtidos com semente de pepino,
considerando o crescimento de raizes (CR), nimeros de sementes germinadas (SG)

e o indice de germinacao (IG):

Tabela 15: Resultados do teste de fitotoxicidade em sementes de pepino utilizando

efluente da parboilizacédo do arroz (n= 210 sementes por tratamento)

Resultados (%)

Tratamento
CR SG IG
Controle (agua destilada) 100,02 100,02 100,02
Efluente bruto 62,26 +3,8° 103,30 +5,42 76,5 +4,6°
Efluente tratado 71,21 £3,4° 103,30 2,02 77,7 +4,9°

* resultados expressos em média + erro padrdo; ** Letras diferentes entre colunas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p <0,05); *** IG: indice de germinacdo de alface; CR:
crescimento de raizes; SG: nimero de sementes germinadas.

Foi observada fitotoxicidade tanto no efluente bruto como no tratado em relagéo
ao controle (p < 0,05) para os parametros CR e IG (Tabela 15). Considerando que néo
h& diferenca significativa entre os tratamentos no nimero de sementes germinadas
(SG), o efeito toxico observado esta relacionado ao crescimento das raizes, tanto no
efluente bruto como no efluente tratado em relac&o ao controle (p < 0,05). Isso indica
que a ETE existente nao foi eficiente para diminuir a toxicidade do efluente sobre as
sementes de pepino, apesar da remocéao significativa (p < 0,05) da maioria dos
parametros fisico-quimicos monitorados, conforme apresentado na Tabela 10.

A discussdo sobre os efeitos dos contaminantes ambientais é
normalmente simplificada, pois, na maioria dos estudos 0s contaminantes Ss&o
avaliados isoladamente. Porém, raramente isso ocorre em efluente industriais e, além
disso, as interacfes entre as substancias contidas nos efluentes dificilmente sao
avaliadas, o que pode dificultar a determinacéo das causas da toxicidade (WAN et al.,
2010).

Visando identificar os causadores da fitotoxicidade das sementes utilizadas, foi
realizada a analise de correlacdo por Pearson. Na Tabela 16 sdo apresentadas as
correlagcdes entre os parametros fisico-quimicos do efluente tratado e de fitotoxicidade

para as sementes de alface.
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Tabela 16: Correlacdo de Pearson entre os parametros fisico-quimicos do efluente

tratado da parboilizacdo do arroz e de fitotoxicidade para sementes de alface (p < 0,05)

Efluente tratado
CR SG IG
Ferro -0,68
Manganés -0,82

Parametros

*1G: indice de germinagéo de alface; CR: crescimento de raizes; GS: nimero de sementes germinadas

O efluente tratado, apesar de néo ter conferido fitotoxicidade as sementes de
alface (Tabela 14), apresentou correlagéo negativa (p < 0,05) entre a concentracao de
Fe e o indice de germinacdo e entre manganés e 0 crescimento de raizes para as
sementes avaliadas (Tabela 16). Embora Fe e Mn sejam considerados
micronutrientes (MAMI et al., 2011), concentragcOes elevadas desses elementos, em
determinadas faixas de pH, podem conferir toxidez e interferir no crescimento de
raizes (SEDIBE et al.,, 2013; SHAIBUR, M. e KAWAI, S., 2010). Porém, convém
salientar que a concentracdo desses parametros no efluente tratado € inferior ao limite
estabelecido para lancamento em recursos hidricos e também aos niveis
recomendados para aplicacéo ao solo pela FAO (HASHEM et al., 2013).

N&o foi encontrada correlagdo negativa entre os parametros fisico-quimicos e
de fitotoxicidade para as sementes de alface utilizando o efluente bruto, apesar do
registro de fitotoxicidade desse efluente. Isso indica que o efeito sinérgico entre os
contaminantes pode ter potencializado a acdo fitotéxica do efluente avaliado,
superando os efeitos toxicos individuais desses mesmos contaminantes. Em relacéo
as sementes de pepino, foi registrada correlacéo negativa (p < 0,05) entre o ferro e o

numero de sementes germinadas (Tabela 17).

Tabela 17: Correlagdo de Pearson entre os parametros fisico-quimicos do efluente da

parboilizac&o do arroz e de fitotoxicidade para sementes de pepino (p < 0,05)

Efluente bruto Efluente tratado
Parametros
CR SG IG CR SG IG
Ferro -0,75
N-amoniacal 0,61

*1G: indice de germinagéo de alface; CR: crescimento de raizes; GS: numero de sementes germinadas
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Conforme pode ser observado na Tabela 17, foi encontrada correlagéo positiva
(p < 0,05) entre 0 IG de sementes de pepino com a concentracdo de N-amoniacal. A
disponibilidade de nutrientes, como N e P, para as plantas € uma das caracteristicas
mais desejaveis para o uso agricola de efluentes no solo (HAYGARTH et al., 2013), 0
gue pode justificar a correlagdo positiva observada.

Considerando que foi detectada toxicidade para as sementes de pepino tanto
no efluente bruto como no efluente tratado, mas somente um parametro fisico-quimico
apresentou correlacao significativa negativa (p < 0,05), novamente convém ressaltar
gue o efeito sinérgico entre os contaminantes do efluente da parboilizacdo do arroz

pode ter tido efeito fitotdxico superior a acdo individual de cada contaminante.

6.1.4. Ensaios de toxicidade com bactérias
Na Tabela 18 sao apresentados os valores encontrados nos ensaios de

toxicidade com E. Colli.

Tabela 18: Toxicidade em bactérias no efluente bruto e tratado da parboilizacédo do

arroz (n= 21 repeti¢cbes/tratamento)

Inibicdo da respiracao (%)

Efluente bruto Efluente Tratado

6,9 +1222 -16,9 + 14,02

* resultados expressos em média + erro padrao.

Conforme pode ser observado na Tabela 18, ndo foi encontrada diferenca
significativa (p < 0,05) entre o efluente bruto e o efluente tratado, indicando que o
efluente da parboilizacdo do arroz ndo apresentou toxicidade para o organismo-teste
utilizado. Segundo Tzoris et al. (2002), na utilizacdo do respirémetro portatil com
bactérias, resultados de até 20% de inibicdo podem ser considerado como nao
toxicos. Isso ndo significa que esse organismo-teste ndo possa ser utilizado na
avaliacao da toxicidade de efluentes agroindustriais, mas que no efluentes avaliado
nao foi detectado algum contaminante que poderia inibir a respiracao da E. coli.

Farré et al. (2001), também utilizaram E. coli para a avaliacédo da toxicidade de
efluentes de varias estacdes de tratamento, incluindo doméstico, curtume e téxtil,

entre outros. Com os resultados obtidos, os autores concluiram que esse organismo-
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teste poderia ser utilizado para avaliagcao da toxicidade de efluentes industriais. Liu et
al. (2009), também utilizando a respirometria com E. coli, conclui que este bioindicador
apresentou sensibilidade para 3,5-dichlorophenol (DCP), KCN, As203 e Hg, mas néo

apresentou para metais, como cobre, zinco e niquel.

6.2. Efluente do matadouro de suinos

6.2.1. Caracterizacéo fisico-quimica do efluente

Na Tabela 19 sédo apresentados os resultados obtidos no monitoramento do
efluente do abatedouro de suinos com fabrica de embutidos, em comparacdo a
legislacdo referente ao langamento em recursos hidricos.

Comparando os efluentes bruto e tratado, foi registrada diferenca significativa
(p < 0,05) para os parametros cloretos, DQO, DBO, dureza, ferro, fésforo, nitrogénio
amoniacal, NTK, soélidos suspensos e surfactantes. Nao foi registrada diferenca
significativa para condutividade, manganés, pH, salinidade, sulfetos, temperatura e
zinco, enquanto que aluminio e fendis ndo foram detectados em nenhuma
amostragem.

O sistema de tratamento apresentou eficiéncia de remocao satisfatoria para a
remocgéo de DBO, DQO, ferro, sélidos suspensos totais, sulfetos, surfactantes e zinco,
visto que foram atendidos os limites estabelecidos para langamento em corpos
hidricos estabelecidos pela Resolucdo CONSEMA n° 128/2006 (Rio Grande do Sul,
2006). Entretanto, estiveram acima desses limites os parametros NTK e Fdésforo,
justificando a necessidade de adequacdo do sistema de tratamento existente ou a
aplicacédo do efluente tratado ao solo para fins agricolas. Esse sistema de tratamento
também néo foi eficiente na remocédo de condutividade e salinidade, porém esses
parametros ndo possuem limite estabelecido para langamento em aguas superficiais.
Ja4 em relagdo a manganés e zinco, apesar da pequena remocao na ETE, as
concentragdes tanto do efluente bruto como no tratado estiveram sempre abaixo
padréo estabelecido.

Entretanto, cabe salientar que durante a execucao do experimento o matadouro
de suinos estava implementando melhorias no sistema de tratamento, como a
instalacédo de um novo flotador de ar dissolvido e de novos aeradores, que poderiam

auxiliar no atendimento aos parametros nitrogénio e fésforo.
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Tabela 19: Caracterizacao fisico-quimica do efluente bruto e do efluente tratado do

matadouro de suinos (n= 14 amostras/parametro/tratamento)

Parametros Efluente Bruto Iifrlstzrgjtoe P:r?]irjgét(j)e
Aluminio (mg Al.L™?) <0,1? <0,1? Até 10,0
Cloretos (mg CI.LY) 853,5 +31, 32 411,6 +28,2° -
Condutividade (uS.cm™) 4.135,3 +896,6 3.202,3 £285,8?2 -
DBO (mg O,.L%) 732,7 £62,82 62,9 +2,8° Até 110,0
DQO (mg Oz.L %) 912,0 +82,1 103,9 +3,5° Até 330,0
Dureza (mg CaCOs.L?) 358,0 +35,62 208,6 +10,4° -
Fendis (mg.L™?) <0,003? <0,003?2 Até 0,1
Ferro (mg Fe.L?) 0,55 0,12 0,03 +0,02" Até 10,0
Fésforo total (mg P.L?) 8,82 £0,5?2 3,62 +0,2° Até 3,0
Manganés (mg Mn.L?) 0,49 +0,1° 0,39 +0,22 Até 1,0
Nitrogénio amoniacal (mg N.L™?) 47,0 £2,42 20,1 +1,4° Até 20,0
NTK (mg N.L?) 96,9 £7,3? 39,4 +1,6° Até 20,0
pH 7,0 £0,1 7,3 0,22 6-9,0
Salinidade (%oo) 2,4 +0,52 1,3 #0,22 -
Sélidos Susp. totais (mg.L™) 362,2 +55,92 107,4 +11,9° Até 125,0
Sulfetos (mg S%.L1) 0,14 0,12 < 0,012 Até 0,2
Surfactantes (mg LAS.L?) 0,19 +0,12 < 0,03 Até 2,0
Temperatura (°C) 28,3 £7,32 17,9 £1,42 Até 40,0
Zinco (mg Zn.L?1) 0,32 +0,12 0,12 +0,06? Até 2,0

* resultados expressos em média + erro padrdo; ** Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p <0,05); *** padr8es de emissdo para langcamento em aguas

superficiais segundo a Resolugdo CONSEMA n° 128/2006.

6.2.2. Ensaio de toxicidade com peixes

Simultaneamente com a caracterizacao fisico-quimica, foram realizados os

bioensaios com zebrafish, sendo os resultados dos parametros de qualidade

esperméatica apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20: Avaliagdo da qualidade espermatica utilizando efluente do matadouro de

suinos (n=50 animais/tratamento)

Qualidade espermatica Controle Bruto Tratado
Motilidade (%) 90,3 +1,8? 20,2 +2,6° 21,9 +3,2°
Periodo de motilidade (s) 190,0 +10,32 49,7 #10,0° 41,3 +6,6°
Integridade da membrana plasmética (%) 89,6 £1,42 33,045,8° 52,315,1°
Viabilidade da membrana plasmatica (%) 80,8 £13,52 38,3+4,5° 61,5+3,2°
Funcionalidade mitocondrial (%) 89,4 £1,82 34,6 £3,8° 53,4 +5,0°
Integridade do DNA (%) 94,3 +1,3? 53,6 £5,2°¢ 64,3 +3,7°

* resultados expressos em média + erro padréo. ** Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p <0,05);

Conforme pode ser observado na Tabela 20, houve reducdo nos valores em
todos os parametros de qualidade espermatica avaliados, tanto no efluente bruto
como no efluente tratado, em relagdo ao controle. Comparando o efluente bruto com
o tratado, foi registrada diferenca significativa (p < 0,05) para integridade da
membrana, viabilidade da membrana, funcionalidade mitocondrial e integridade do
DNA, indicando que a remoc¢ao dos contaminantes na ETE também contribuiu para a
reducdo da toxicidade considerando esses parametros.

Porém, a ETE nao foi eficiente na reducdo da toxicidade para os parametros
motilidade e periodo de motilidade. Os resultados obtidos indicam que o efluente,
mesmo apos o tratamento, pode afetar a fertilizacdo de peixes se langcado ao corpo
hidrico.

Com objetivo de identificar os contaminantes de maior influéncia na toxicidade
observada em ambos efluentes, foi promovida a correlacdo entre os parametros fisico-
guimicos e de qualidade espermatica. Na Tabela 21 sdo apresentadas as correlacdes
estatisticamente significativas por Pearson (p < 0,05) entre parametros fisico-quimicos

e de qualidade espermatica no efluente bruto.
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Tabela 21: Correlacao de Pearson entre parametros fisico-quimicos do efluente bruto

do matadouro de suinos com os parametros de qualidade espermatica (p < 0,05)

Parametros MemblInt MotPer DNAInt
Cloretos -0,97 -0,97
DQO -0,96
NTK -0,98
Surfactantes -0,97

*DQO Demanda Quimica de Oxigénio DNAint: integridade do DNA; Memblint: integridade da
membrana; MotPer: periodos de motilidade.

Para o efluente bruto foi encontrada correlacdo negativa (p < 0,05) entre
cloretos com integridade da membrana e com a integridade do DNA espermatica. O
periodo de motilidade foi afetado negativamente pela concentracdo de NTK e
surfactantes.

A acdo toxica observada por surfactantes sobre a motilidade, pode estar ligada
sua capacidade em solubilizar a membrana plasmatica espermatica, causando
imobilizac&o e dissolucéo do esperma (DIETRICH et al., 2007). Este dano pode afetar
a motilidade do espermatozoide de mover-se em dire¢do ao oo6cito sendo um fator
crucial para a fertilizacéo e continuidade das espécies (SCHULZ et al., 2010).

Em condi¢cdes naturais, a motilidade é induzida imediatamente apos a
libertacdo do esperma no ambiente aquoso, o0 que esta intrinsicamente relacionado as
caracteristicas do meio, como pressdo osmoética e idnica (DZYUBA e COSSON,
2014), o que justificaria a acdo deletéria de cloretos na integridade da membrana. A
alteracao da qualidade do meio pode ter provocado um desequilibrio no nivel de ROS,
promovendo danos a integridade da membrana plasmatica e fragmentando o DNA
(CABRITA et al.,, 2014). A concentracdo de DBO, que afetou negativamente a
integridade da membrana, também pode ser justificada pelo estresse oxidativo.

Na Tabela 22 sdo apresentadas as correlacdes estatisticamente significativas
por Pearson (p < 0,05) entre parametros fisico-quimicos e de qualidade espermatica

no efluente tratado.
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Tabela 22: Correlacao de Pearson entre parametros fisico-quimicos do efluente

tratado do matadouro de suinos com parametros de qualidade espermatica (p < 0,05)

Parametros MemblInt MembVib
Condutividade -0,99
DBO -0,99
DQO -0,99
Ferro -0,99
Manganés -0,94
N-amoniacal -0,97
Salinidade -0,99 -0,86

*DQO: Demanda Quimica de Oxigénio; DBO: demanda bioquimica de oxigénio; Memblint: integridade
da membrana; MembVib: viabilidade da membrana.

Para o efluente tratado, foi encontrada correlacéo negativa (p < 0,05) entre a
integridade da membrana com a condutividade, DBO, DQO, Ferro, Manganés,
Nitrogénio amoniacal. A salinidade afetou negativamente (p < 0,05) a integridade e a
viabilidade da membrana. Assim como registrado no efluente da parboilizacdo do
arroz apos a remocao dos principais contaminantes do efluente pela ETE, ficou mais
evidente a correlacéo estatistica entre os parametros avaliados no efluente tratado
gue no efluente bruto (Tabela 23).

Fatores ambientais, como mudancas de temperatura, niveis de oxigénio e
salinidade, além de exposicdo a metais como ferro, cobre, cromo, mercurio,
pesticidas, Oleos e outros poluentes podem induzir ao estresse oxidativo de peixes
(LUSHCHAK, 2011). A variagdo na pressdo osmdtica e ibnica no meio causada pela
condutividade e salinidade justificaria a acdo deletéria desses na integridade da
membrana (ALAVI e COSSON, 2006). Avaliando o efluente da parboilizacéo ao arroz,
Gerber et al. (2016) também encontraram correlacdo negativa entre Fe e SST com a
integridade da membrana. A presenca de Fe, DBO e DQO pode ter provocado um
desequilibrio no nivel de ROS, causando danos a membrana plasmatica (CABRITA et
al., 2014).

Apesar da identificacdo dos potenciais causadores da toxicidade, através da
correlacdo negativa registrada, tanto no efluente bruto (Tabela 21) como no efluente
tratado (Tabela 22), o sinergismo entre contaminantes dos efluentes também pode ter

influenciado na toxicidade observada em ambos.
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6.2.3. Ensaio de fitotoxicidade
Simultaneamente com a caracterizagao fisico-quimica, foram realizados os
bioensaios de fitotoxicidade com as mesmas amostras de efluente bruto e efluente
tratado. Os resultados do crescimento de raizes (CR), nUmeros sementes germinadas
(SG) e o indice de germinacdo (IG) das sementes de alface sdo apresentados na

Tabela 23 e das sementes de pepino na Tabela 24.

Tabela 23: Resultados do teste de fitotoxicidade em sementes de alface utilizando

efluente do matadouro de suinos (n= 210 sementes/tratamento)

Resultados (%)

Tratamento
CR SG IG
Controle (agua destilada) 100,02 100,02 100,02
Efluente bruto 46,84 +9,7° 82,33 £10,7° 31,50 +8,5°
Efluente tratado 77,70 £3,72 95,45 +9,2% 76,19 +8,3°

* resultados expressos em média + erro padrdo; ** Letras diferentes entre colunas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p < 0,05); *** IG: indice de germinacdo de alface; CR:
crescimento de raizes; SG: niumero de sementes germinadas.

Pode-se verificar na Tabela 23 que tanto o efluente bruto como o efluente
tratado apresentaram toxicidade as sementes de alface considerando o IG (p < 0,05).
Em relacdo ao numero de sementes germinadas, o resultado do efluente bruto difere
estatisticamente (p < 0,5) do resultado do controle, mas nao difere dos resultados do
efluente tratado. Considerando que o IG é obtido através do CR e SG, os resultados
indicam que a fitotoxicidade do efluente do matadouro de suinos foi mais intensa no
crescimento das raizes do que no niumero de sementes germinadas.

Com base nos resultados apresentados na tabela 24, também foi observada
fitotoxicidade para as sementes de pepino utilizando o efluente bruto e o efluente
tratado. De forma semelhante ao observado nas sementes de alface, o CR interferiu
com mais intensidade no indice de germinacao que o SG. Considerando que os IG de
alface e de pepino no efluente tratado foram maiores que o IG observado no efluente
bruto para as mesmas sementes, pode-se concluir que a ETE diminuiu a fitotoxicidade
do efluente, provavelmente devido a remocdo da maioria dos contaminantes

monitorados.
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Tabela 24: Resultados do teste de fitotoxicidade em sementes de pepino utilizando

efluente do matadouro de suinos (n= 210 sementes/tratamento)

Resultados (%)

Tratamento
CR SG IG
Controle (agua destilada) 100,02 100,02 100,02
Efluente bruto 45,93 £92,6° 100,00 +2,12 50,98 +4,6°
Efluente tratado 56,78 +4,4° 97,80 15,72 66,97 +5,8°

* resultados expressos em média + erro padrdo; ** Letras diferentes entre colunas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p <0,05); *** IG: indice de germinacdo de alface; CR:
crescimento de raizes; GS: numero de sementes germinadas

Visando identificar os principais causadores da fitotoxicidade das sementes
utilizadas, foi realizada a andlise de correlacdo por Pearson entre parametros fisico-
guimicos e os parametros de fitotoxicidade das sementes de alface, sendo os

resultados estatisticamente significativos (p < 0,05) apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Correlagdo entre parametros fisico-quimicos do efluente bruto e tratado do

matadouro de suinos e de fitotoxicidade para as sementes de alface (p < 0,05)

ParAmetros Bruto Tratado
SG CR IG SG CR IG
Condutividade 0,72 0,65 0,79 0,72 0,74
DBO 0,75 0,88 0,76
Dureza -0,65 -0,67
NTK -0,80 -0,85 -0,93
pH 0,58
Surfactantes -0,97 -0,84 -0,83
Zinco -0,61 -0,77 -0,67 -0,63

*|G: indice de germinagéo de alface; SG: numero sementes germinadas; CR: crescimento de raizes.
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No efluente bruto foi observada correlagdo negativa entre o IG da semente de
alface e os parametros NTK e surfactantes. As concentracdes de nutrientes, como
fésforo e nitrogénio, usualmente observadas em efluente industriais, normalmente
interferem positivamente no crescimento de espécies vegetais (BARBAGALLO et al.,
2012; HAYGARTH et al., 2013; BAME et al., 2014), ao contrario do observado nesse
estudo. Considerando que a andlise de NTK mensura duas formas de nitrogénio,
organico e amoniacal, e que o nitrogénio organico nao estéa disponivel imediatamente
para absorcdo, a acédo fitotoxica observada pode estar associada a concentracdo de
N-amoniacal, mais facilmente absorvivel, conforme ja registrado por Tiquia e Tam
(2000) e Bueno et al. (2008). Esse € um fato bastante comum em aplicacdo ao solo
de efluentes, pois 0 mesmo parametro pode apresentar efeitos positivos como
também negativos no solo, variando o seu potencial efeito em funcdo da sua
concentragdo. O crescimento radicular atrofiado e clorose foliar s&o os principais
indicadores de toxicidade de aménia em plantas (BITTSANSZKY et al., 2015).

Surfactantes sdo contaminantes comumente encontrados em efluentes
industriais, portanto o uso agricola destes pode causar efeitos adversos, dependendo
do solo e do tipo de detergente utilizado (SKLARZ et al., 2013.). Nesse estudo, o
parametro surfactante presente no efluente bruto causou efeito deletério no IG da
semente de alface (p < 0,05). Isso pode ser atribuido a possivel acédo repelente que o
surfactante possa ter causado na disponibilidade de agua para as sementes de alface,
0 que pode ter prejudicado o desenvolvimento das raizes (WIEL-SHAFRAN et al.,
2006). Considerando a eficiéncia de remocao da ETE (Tabela 19) a fitotoxicidade do
surfactante nao foi verificada no efluente tratado.

Foi encontrada correlacdo positiva entre o pH do efluente bruto e IG de
sementes de alface (Tabela 25) e também para as sementes de pepino (Tabela 26).
A acdo do pH sobre a germinagdo das sementes pode ser justificada pela sua
influéncia na forma quimica de elementos contidos no efluente, na disponibilidade de
nutrientes e elementos tracos, na mineralizacdo da matéria organica e na CTC -
capacidade de troca de céations (BECERRA-CASTRO et al., 2015). Cabe destacar que
tanto o pH registrado no efluente bruto como no tratado estdo dentro dos limites

recomendado nas legislacdes de diversos paises.
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Tabela 26: Correlagcado entre parametros fisico-quimicos do efluente bruto e tratado do

matadouro de suinos e de fitotoxicidade para as sementes de pepino (p < 0,05)

ParAmetros Bruto Tratado
SG CR IG SG CR IG

DBO 0,66 0,71
Ferro 0,68

Manganés 0,57

pH 0,72 0,79 0,75

Surfactantes -0,60

Zinco -0,64

*|G: indice de germinacao de alface; SG: nimero sementes germinadas; CR: crescimento de raizes.

Nas concentracdes registradas no efluente tratado, os parametros DBO, Mn e
Fe também apresentaram correlagcéo positiva com o IG do pepino (Tabela 26). A DBO
apresenta uma relacdo direta com a quantidade de matéria organica contida nos
efluentes, esta é considerada fundamental para o desenvolvimento de plantas,
podendo agir como regulador do fornecimento de nutrientes e da CTC do solo.
Entretanto, o excesso de matéria organica pode causar efeitos indesejaveis, incluindo
alteracdes nas caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas do solo, dependendo
das interagcOes observadas em cada local de aplicacdo (BECERRA-CASTRO et al.,
2015).

No efluente tratado, foi encontrada ainda uma correlacédo negativa entre o IG
do pepino com a concentracdo de zinco, apesar de esse elemento ser considerado
essencial para 0s organismos Vivos, pois esta presente na composicao de algumas
enzimas. Shaikh et al. (2013) e Fuentes et al. (2006) também encontraram correlacao
negativa desse elemento em experimentos com sementes de trigo e em cevada e
agriao, respectivamente. Segundo Beyer et al. (2013), o zinco tende a se acumular
mais nas raizes do que nas folhas, interferindo com o crescimento e alongamento
destas, devido principalmente a diminuicdo da capacidade de absor¢éo de nutrientes.

Considerando que foi detectada toxicidade para as sementes de alface e de
pepino tanto no efluente bruto como no efluente tratado, mas somente alguns
parametros fisico-quimicos apresentaram correlacao significativa negativa (p < 0,05),

o efeito sinérgico entre os diferentes contaminantes pode ter potencializado a acéo
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fitotoxica dos efluentes avaliados, superando os efeitos téxicos individuais desses

mesmo contaminantes.

6.2.4. Ensaios de toxicidade com bactérias
Na Tabela 27 sao apresentados os valores encontrados nos ensaios de

toxicidade com E. Colli.

Tabela 27: Toxicidade em bactérias no efluente bruto e tratado do matadouro de

suinos (n= 21 repeticdes/tratamento)

Inibicdo da respiragao (%).

Efluente bruto Efluente Tratado

-8,6 £8,92 3,7+6,3%

* resultados expressos em média + erro padrao; ** Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca
significativa entre niveis os tratamentos (p < 0,05).

O organismo-teste Escherichia coli também ndo apresentou sensibilidade
suficiente para determinacdo da toxicidade através da respirometria para os efluentes
gerados pelo abatedouro de suinos, visto que nao foi registrada diferenca significativa
(p < 0,05) entre os resultados obtidos no efluente bruto e tratado. Resultados
semelhante foi encontrado na avaliacédo da toxicidade para o efluente da parboilizacéo
de arroz (Tabela 18). Portanto, n&o foi detectada a presencga de contaminantes que
poderiam causar toxicidade ou a concentracao dos contaminantes do efluente néo foi

suficiente para inibir a respiracédo da E. coli.
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7. Conclusao

As estacdes de tratamento de efluentes das industrias avaliadas promoveram
remocdo adequada da maioria dos contaminantes monitorados e também
contribuiram para a reducdo da toxicidade. Apesar disso, ambos efluentes
apresentam toxicidade a pelo menos dois dos organismos-testes utilizados, indicando
gue o lancamento desses efluentes em recursos hidricos superficiais poderia afetar a
fertilizacdo de peixes e que o uso agricola poderia comprometer o cultivo de espécies
vegetais.

Os resultados obtidos indicam para a necessidade da revisdo da legislacao
nacional e estadual referentes ao lancamento de efluentes em solos ou em recursos
hidricos.

Esses resultados também podem contribuir para adequacdo ambiental das
agroindustrias avaliados, pois com a identificacdo dos contaminantes, as estacdes de
tratamento podem ser adequadas para uma maior remocao desses contaminantes,
podendo reduzir a toxicidade e, consequentemente, promover o atendimento aos

padrbes de emissao estabelecidos pela legislacdo ambiental vigente.
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This study aimed to assess the acute toxicity of raw and treated wastewater generated by the rice par-
boiling industry using zebrafish (Danio rerio) sperm quality as a bioindicator. Toxicity bioassays were
conducted comparing physicochemical parameters of sperm quality for zebrafish at sublethal conditions
(n=150 fish, 50 per treatment). Acute toxicity was detected in all sperm quality parameters assessed for
both raw and treated wastewater, when contrasted to the control (p < 0.05). For zebrafish exposed to raw
effluent, negative correlations with parameters of sperm quality were observed for the concentration
of iron, phosphorus and total suspended solids (p <0.05). Salinity, the biochemical oxygen demand and
the concentration of total suspended solids were negatively correlated with parameters of sperm quality
for zebrafish exposed to treated effluent (p <0.05). In comparison with the levels observed for the raw
effluent, most physicochemical parameters of the treated effluent were reduced to levels within the lim-
its required by the environmental legislation. Despite the physical and chemical parameters measured
in the treated wastewater meeting environmental legislation thresholds, acute toxicity persisted. These
results show that the sperm quality can be used as a bioindicator for wastewater toxicity and release of
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wastewater to surface water could affect the fertility of fishes.

© 2015 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Although Asia concentrates the largest rice production in the
world (Haefele et al., 2014), Brazil is the world’s largest rice pro-
ducer outside Asia, harvesting more than 12 million tons of rice
grains in 2014 (Childs, 2014). Rice is the most consumed cereal in
Brazil, with the consumption of polished parboiled rice correspond-
ing to nearly 25% of the total rice consumption (Paraginsky et al.,
2014).

Nonetheless, the rice industry has high potential for environ-
mental pollution due to the substantial production of effluents
containing organic materials and nutrients (Gil de Los Santos et al.,
2012). Environmentally relevant pollutants contained in effluents

* Corresponding author at: [FSul - Instituto Federal de Educacdo, Cién-
cia e Tecnologia Sul-Rio-Grandense, Pelotas, RS, Brazil. Tel.: +55 53 81148660;
fax: +55 53 21231046.

E-mail addresses: mdavidgerber@gmail.com, mgerber@pelotas.ifsul.edu.br
(M.D. Gerber).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ecolind.2015.09.016
1470-160X/© 2015 Published by Elsevier Ltd.

cannot be detected solely by physicochemical evaluations. The
parameters commonly evaluated for effluents do not distinguish
substances that truly affect biological systems from those that are
inert on the environment (Hernando et al., 2005; Smital etal.,2011;
Bohérquez-Echeverry et al., 2012).

The conduction of toxicity trials prior to the discharge of indus-
trial effluents is mandatory in some countries, but in others, only
the physicochemical characterization is required (Kim et al., 2008;
Sousa et al., 2013). That was the case of Brazil until 2005, when
its environmental legislation was upgraded to include toxicity
trials (Magalhdes and Ferrdo Filho, 2008; Pimentel et al., 2011).
Although the physicochemical characteristics of rice parboiling
effluents have been studied (Behera et al., 2010; Zepka et al., 2010;
Ramprakash and Muthukumar, 2014), research about their poten-
tial toxicity is still scarce.

Toxicity tests do not replace traditional chemical analysis,
but complement each other, because while the physicochemi-
cal analysis only quantify contaminants, toxicity tests evaluate
the synergistic effects, additives or antagonists of these contam-
inants in the environment (Libralato et al., 2010). In this context,


dx.doi.org/10.1016/j.ecolind.2015.09.016
http://www.sciencedirect.com/science/journal/1470160X
http://www.elsevier.com/locate/ecolind
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ecolind.2015.09.016&domain=pdf
mailto:mdavidgerber@gmail.com
mailto:mgerber@pelotas.ifsul.edu.br
dx.doi.org/10.1016/j.ecolind.2015.09.016

M.D. Gerber et al. / Ecological Indicators 61 (2016) 214-218 215

ecotoxicological tools, biomarkers and bioassays contribute to the
integration of chemical and biological indicators, providing an over-
all insight into the quality of surface water and effluents (Cazenave
et al.,, 2014; Martinez-Haro et al., 2015).

Evaluations of wastewater toxicity are relatively recent in Brazil
and studies on that field are still incipient (Krul and Barros, 2012).
Although the mortality of test-organisms is the most frequently
parameter used to determine acute or chronic toxicity, new evalu-
ation criteria need to be developed in order to upgrade the current
environmental regulations (Arenzon et al., 2013).

Parameters of fish sperm quality are frequently used in toxicity
trials, since fish gametes and embryos are highly sensitive to toxic
effects of water contaminants (Fabrocini et al., 2010), compromis-
ing their fertility (Hatef et al., 2013). For instance, under natural
conditions, the motility of fish sperm is induced immediately after
sperm release in aqueous medium. That motility is influenced by
some characteristics of the medium, such as ionic and osmotic
pressure (Alaviand Cosson,2006; Dzyuba and Cosson, 2014). Evalu-
ations of sperm quality have been used in toxicity assays for guppy
(Poecilia vivipara) (Harayashiki et al., 2013) and zebrafish (Danio
rerio) (Lopes et al., 2014).

This way, the aim of this work was to evaluate the acute toxicity
of therice parboiling industry wastewater by using zebrafish (Danio
rerio) sperm quality as a bioindicator.

2. Materials and methods

2.1. Sampling

The study was conducted in a rice parboiling industry located in
southern Brazil (—31.7701 °C and —52.3423 °C). That industry has a
system for effluents treatment and is currently licensed according
to the Brazilian environmental regulations. The annual production
is 144,000 tons of parboiled rice and generate 600 m3d-! efflu-
ents. The effluents treatment system is composed of a pumping
tank; a hydrodynamic sieve; an equalization/neutralization tank;
an upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor; and lagoons
with emergent plants.

Five sampling were conducted in a period of six months. All sam-
ples were packaged, conditioned at 4 £+ 1 °C and transported to the
laboratory, according to APHA (2012). At the sampling moment, pH,
temperature, electric conductivity (EC), and salinity were measured
using a HI 9828 portable meter. The raw effluent was collected from
the pumping tank, before pH adjustment; whereas treated effluent
was collected after the effluent passed through the lagoons with
emergent plants.

For all samples, the physicochemical parameters were evaluated
in duplicates: biochemical oxygen demand - BOD (5120B); chem-
ical oxygen demand - COD (5220D); total suspended solids - TSS
(2540D); total Kjeldhal nitrogen — TKN (4500NORG B,C); ammoni-
acal nitrogen — N-NH3 (4500 NH3 B,C); total Phosphorus (4500P,E);
chlorides (4500C); surfactants (5540D); sulfides (4500S,D); hard-
ness (2340D); Al (3500B); Mn (3500B); Fe (3500B); Zn (3111B); and
phenols (5530C), as recommendation by the APHA (2012).

2.2. Animal model

All procedures used in the fish toxicity assay followed recom-
mendation of the EPA (1996) and were approved by the Ethics
on Animal Experimentation Committee of the Federal University
of Pelotas (Protocol 1525; May 2013). Adult zebrafish males were
acclimated in reconstituted water for 15 days, prior to exposure to
water and effluent samples.

Previously to the bioassay, a sublethal toxicity level was exper-
imentally defined as 6.25% (effluent/reconstituted water), with a
dilution factor of 16, considering the maximum concentration of
effluent to keep sublethal conditions of the bioassays.

The toxicity bioassay was conducted using 10 fish per sam-
ple, reaching 50 fish per treatment, totalling 150 fish. Three glass
aquariums (10 L volume) were used, composing three treatments:
control (reconstituted water); diluted raw effluent; and diluted
treated effluent. The bioassay lasted 96 h with no renewal of the
tested solution.

2.3. Sperm quality evaluations

All fish were euthanized and dissected after 96 h. Their testis
were extracted and conditioned in Eppendorf tubes containing
100 pL of Beltsville Thawing Solution — BTS (Pursel and Johnson,
1975). Chemicals were obtained from Sigma Chemical Company
(Saint Louis, MI, USA), unless stated otherwise. All evaluations of
sperm quality were conducted by the same trained technician.

To determine the motility period, sperm was activated with dis-
tilled water (2 pL sperm in 20 L distilled water). The motility rate
and sperm motility period was determined as the interval from
activation to the moment sperm stopped moving (Viveiros and
Godinho, 2009).

Sperm membrane viability was determined by counting 200
spermatozoa in a slide containing a staining solution including
5g eosin Y and 10 g nigrosin, homogenized in BTS, using a bright
field microscope with an oil immersion objective at 100x. Intact
spermatozoa remained unstained and spermatozoa having rup-
tured membrane were stained either in pink or red (Maria et al.,
2010).

The integrity of sperm membrane and DNA and the mitochon-
drial functionality were evaluated by counting 200 spermatozoa
in a slide, using an epifluorescent microscope (Olympus BX 51) at
400x (Varela Junior et al., 2012).

Sperm membrane integrity was evaluated using two fluores-
cent markers: carboxyfluorescein diacetate and propidium iodide.
Spermatozoa with integer membrane showed green fluorescence,
whereas those having damaged membrane presented heads with
either red or red and green fluorescence (Harrison and Vickers,
1990).

Sperm DNA integrity was evaluated using acridine orange
marker. Spermatozoa stained with green fluorescence had intact
DNA and those stained with red or orange fluorescence had dena-
tured DNA (Bencharif et al., 2010).

Mitochondrial functionality was analyzed using the Rhodamina
123 marker. Green fluorescence indicated spermatozoa having
functional mitochondria, whereas spermatozoa having nonfunc-
tional mitochondria presented no fluorescence (He and Woods,
2004).

2.4. Statistical analyses

The normality of the responses of interest was evaluated using
the Shapiro-Wilk test. Those that presented normality were com-
pared through analysis of variance, with comparisons of means
conducted with the Tukey Test. Due to lack of normality, salinity
and hardness were compared through Kruskal-Wallis analysis of
variance for non parametric data. Correlations among the evalu-
ated parameters were determined by the Spearman’s coefficient.
Results were considered significant when p <0.05. All analyses were
evaluated using Statistix® (2008).

3. Results and discussion
3.1. Physicochemical characterization
The results of physicochemical characterization of the raw and

treated parboiled rice effluent and Brazilian environment limits are
shown in Table 1.
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Table 1

Physicochemical parameters of raw and treated effluent (n =10 repeats//treatment).
Parameters Effluent Limits’ DL~

Raw Treated

Al (mgAIL1) <0.1 <0.1 10.0 0.1
Chlorides (mgCIL~") 203.7+2.23 150.7 £7.1° - 0.1
Electrical conductivity (uScm-1) 1588.0 £192.82 1223.1+£255.82 - 0.1
Biochemical oxygen demand (mgO, L) 350.3+41.12 64.7+19.0° <80.0 2.0
Chemical oxygen demand (mgO, L) 436.3 +£35.5% 100.8 +29.8" <300.0 5.0
Hardness (mg CaCO3 L) 247.3+10.0% 149.3+17.6° - -
Phenols (mgL-1) <0.003 <0.003 <0.1 0.1
Fe (mgFel™') 0.7 +0.062 0.2+0.1° <10.0 0.105
Total P(mgPL™1) 8.4+0.76% 4.8+0.4° <3.0 0.04
Mn (mgMnL-1) 0.14+£0.042 0.05+0.012 <1.0 0.006
N-NH; (mgNL-1) <0.2 <0.2 <20.0 0.2
TKN (mgNL-1) 23.5+25? 9.1424° <20.0 5.0
pH 7.0+£0.6% 7.3+0.22 6.0-9.0 0.1
Salinity (%.) 0.7+0.1° 0.8+0.1° - 0.001
Total suspended solids (mgL~') 151.9+27.0° 67.2+14.5P <125.0 -
Sulfides (mgS—2L-") <0.1 <0.1 <0.2 0.1
Surfactants (mgLASL-1) 0.2+0.12 <0.32 <2.0 0.3
Temperature (°C) 17.2+2.4° 144+ 142 <40.0 0.1
Zn(mgZnL1) 0.09-+£0.06% <0.10? <2.0 0.1

ab Means + SEM with distinct superscripts differ by p <0.05. Variables with no superscripts were undetected.

" Emission limits for release to surface waters according to the Brazilian legislation.

™ DL: detection limit.

Table 2

Zebrafish sperm quality according to the type of effluent (n =50 per treatment).
Parameters of sperm quality Control Raw Treated
Motility (%) 90.3 £ 1.8 16.9 +2.9°  40.0 + 4.6°
Motility period (s) 190.0 + 10.3* 373 £ 6.5 69.7 + 6.4°
Membrane integrity (%) 89.6 + 1.42 259 4 3.1°  54.7 + 4.6
Membrane viability (%) 80.8 + 13.5° 425+ 3.8 60.3 +4.3°
Mitochondrial functionality (%) 89.4 + 1.82 42.6 +3.7°  53.6 + 4.0
DNA integrity (%) 94.3 + 1.32 64.1 £3.6° 685 +4.2P

ab< Means + SEM with distinct superscripts differ by p <0.05.

The concentration of hardness, BOD, COD, chlorides, TKN, Fe,
P and total suspended solids in treated effluent were lower than
in the raw effluent (p <0.05). Electrical conductivity, salinity, tem-
perature, pH, surfactants and Mn did not differ between raw and
treated effluents (p <0.05). Sulfides, Al, ammoniacal N and phenols
were undetected in both effluents. The physicochemical parame-
ters of the treated effluent was generally within the recommended
by Brazil’s environmental legislation (Brasil, 2011).

The relevant exception was the P concentration, which was
above the minimum allowed load (3.0mgPL-1), but would still
be permitted under current regulations since its allowed load was
lower than the emitted load. Thus, the treatment applied by the
industry to the raw effluent considerably reduced the content of
many relevant contaminants in the treated effluent.

3.2. Sperm quality

The results of bioassays using zebrafish sperm quality as bioindi-
cator are shown in Table 2. In comparison with the control (Table 2),
all parameters of zebrafish sperm quality were reduced after expo-
sure to both tested effluents (p <0.05). No fish died in any of the
groups and most parameters of sperm quality were generally bet-
ter for fish exposed to treated effluent than for fish exposed to raw
effluent (p <0.05), with the exception of DNA integrity and mito-
chondrial functionality, which were similar for zebrafish sperm in
either type of effluent.

These results indicate that treated effluent of the rice parboiling
industry that are acceptable according to the environmental legis-
lation still present toxicity for the chosen animal model, suggesting
that the levels of physicochemical parameters recommended by the
legislation should be re-evaluated.

3.3. Physicochemical and sperm quality parameters correlation

To identify the contaminants that induced acute toxicity in both
effluents, physicochemical and sperm quality parameters were cor-
related. The Spearman correlations between the parameters are
shown in Table 3 (raw effluent) and Table 4 (treated effluent).

For raw effluent (Table 3), electrical conductivity was negatively
correlated with COD and P content, but positively correlated with
salinity and chlorides content (p <0.05). Both salinity and Fe con-
tent were negatively correlated with BOD, whereas BOD and COD
shared a positive correlation. Although COD was positively corre-
lated with P content, it was negatively correlated with Fe content.
On the other hand, a greater number of positive correlations among
physicochemical parameters were observed for treated effluent
(Table 4).

For zebrafish exposed to raw effluent (Table 3), sperm mem-
brane integrity was negatively correlated with the TSS and Fe
contents, but the TSS content was also negatively correlated with
mitochondrial functionality. The P content was negatively associ-
ated with both motility and motility period. Electrical conductivity
was the only physicochemical parameter of the raw effluent pos-
itively correlated with parameters of sperm quality (motility and
motility period).

When exposed to treated effluent, some zebrafish sperm qual-
ity parameters presented positive correlations (p <0.05) with the
contents of chlorides, Mn and TKN (Table 4). However, there were
negative correlations for BOD, salinity and TSS with sperm quality
parameters, particularly with DNA integrity.

This is the first study to report relevant toxicity of the TSS
content for fish, although toxicity attributed to TSS content in
industrial effluents was previously reported for microcrustaceans
and algae (Mendonga et al.,, 2007). The TSS content was nega-
tively correlated with sperm membrane integrity for zebrafish
exposed to raw effluent and with sperm motility and DNA integrity
for zebrafish exposed to treated effluent. Also, the TSS was the
only physicochemical parameter negatively correlated with sperm
mitochondrial functionality for zebrafish exposed to both raw
and treated effluents. Thus, increased TSS content in both types
of effluents may impair vital processes involved in fertilization,
such as energy metabolism and the ability to penetrate oocytes
(Harayashiki et al., 2013; Lopes et al., 2014). For zebrafish exposed



M.D. Gerber et al. / Ecological Indicators 61 (2016) 214-218 217
Table 3
Spearman correlation coefficients among physicochemical parameters of raw rice parboiling effluents and parameters of sperm quality of zebrafish (p <0.05).
EC BOD COoD Fe P Mn TSS MitFun MotPer

Chlorides 0.81

CcoD -0.75 0.88

Fe —-0.88 -0.75

P -0.75 0.79

Salinity 0.76 -0.75

TSS -0.79

DNAInt 0.75 0.78

Memblnt -0.72 -0.75 0.93

Motility 0.78 -0.91 0.86 0.97

MotPer 0.71 -0.88

EC: Electrical conductivity; BOD: biochemical oxygen demand; COD; chemical oxygen demand; TSS: total suspended solids; DNAInt: DNA integrity; MembInt: membrane

integrity; MitFun: mitochondrial functionality; MotPer: motility period; Blank cells: no correlation (p > 0.05).

Table 4
Spearman correlation coefficients among physicochemical parameters of treated rice parboiling effluents and parameters of sperm quality of zebrafish (p <0.05).
Chlorides BOD Fe Mn TKN TSS DNAInt MitFun Motility
Chlorides 0.72
EC 0.78 -0.76 -0.76 0.92 -0.94 0.91 0.91 0.79
BOD 0.90
COD 0.77
Hardness -0.68
Fe -0.77 0.77
TKN 0.79 -0.85 0.79
TSS -0.75 0.75 0.73 -0.91 -0.84
Salinity —0.88 0.75 -0.79 -0.79
DNAInt -0.78 0.78 0.86 -0.86
MitFun 0.78 0.85 0.76 -0.90 0.88
Motility 0.71 0.74 -0.75 0.75 0.93
MotPer 0.81 0.95

EC: electrical conductivity; BOD: biochemical oxygen demand; COD: chemical oxygen demand; TSS: total suspended solids; TKN: Total Kjeldhal N; DNAInt: DNA integrity;
MitFun: mitochondrial functionality; MotPer: motility period; Blank cells: no correlation (p >0.05).

to treated effluent, sperm DNA integrity was negatively correlated
with BOD and the reduction in both mitochondrial functionality
and DNA integrity were also correlated with increased salinity.
Such effects could result from oxidative stress and unbalanced pro-
duction of reactive oxygen species (ROS), that lead to damages in
the sperm membrane and to fragmentation of sperm DNA (Cabrita
etal., 2014).Such effects might be minimized by the effluent’s treat-
ment, since both the BOD and the TSS content were lower in the
treated effluent than in the raw effluent. Nonetheless, as sperm DNA
integrity and mitochondrial functionality were similar for zebrafish
exposed to both effluents, the reduction in the TSS concentration
due to effluent’s treatment was apparently insufficient to reduce
the toxicity observed in these parameters.

The concentration of both P and Fe were negatively correlated
with relevant sperm quality parameters for zebrafish exposed to
raw effluent. Negative effects of an increased Fe concentration on
sperm membrane integrity could be associated to greater produc-
tion of ROS, since Fe acts on redox cycles involved in the initiation
and spread of free radicals (Lushchak, 2011). On the other hand,
reduction in sperm motility and motility period related to increased
P concentration could be due to phosphorylation of sperm proteins,
especially during the final steps of spermatogenesis (Pifla-Guzman
et al., 2005), potentially impairing subsequent sperm penetration
in the micropylar pit of the eggs (Islan and Akhter, 2011). As
both Fe and P concentrations were reduced in the treated effluent,
there was no correlation among their concentration and any sperm
quality parameters for zebrafish exposed to treated effluent, the
effluent’s treatment apparently controlled the potential toxicity of
such chemicals.

Generally, toxicity trials using fish as animal models test known
chemicals previously reported as potentially toxic (Vittozzi and De
Angelis, 1991; Schirmer et al., 2008; Li et al., 2010; Uren-Webster
et al., 2010; Murak et al., 2011). In such studies, the concentra-
tion of P and TSS were not reported as relevant toxic contaminants,

which contradicts the findings of the present study. Due to diffi-
culties of associating effluent’s toxicity with its physicochemical
characteristics, many studies emphasized a potential synergism
among contaminants included in effluents (Hernando et al., 2005;
Libralatoetal.,2010; Smital etal.,2011; Boh6érquez-Echeverryetal.,
2012),whichis also suggested by the present study. Such synergism
may partially explain why sperm quality parameters correlated
with physicochemical parameters of effluents were reduced when
zebrafish were exposed to those effluents. As the mechanisms
involved in effluent’s toxicity involve many complex interactions,
bioassays should consider many parameters, and not the death of
the bioindicators.

4. Conclusions

The results show that the effluent of the rice parboiling industry
presented acute toxicity in all sperm quality parameters available,
indicating its release in the surface water can cause disorders on
fertility of fishes. The strong negative correlation obtained between
sperm quality and P, TSS, BOD, salinity and Fe, indicate these param-
eter how the potentials toxicity agents. In addition, these results
show that the sperm quality can be used as an effective bioindicator
for effluents toxicity.
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