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RESUMO

A degradacdo da qualidade da &gua pelo despejo de efluentes liquidos industriais, mesmo que
tratados em algum grau, vem afetando a salde dos organismos do meio aquético, inclusive
podendo afetar a salde dos seres humanos, caracterizando um problema ambiental de escala
global. Os efluentes liquidos provenientes das industrias alimenticias A e B, objeto do
presente estudo, com reconhecido potencial genotoxico, sdo fortes contribuintes desse
processo de degradacdo e mesmo assim, sao somente fiscalizados através de analises fisicas e
quimicas. Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar o sistema de tratamento de
efluentes liquidos de duas empresas de alimentos e seus efeitos genotéxicos em Astyanax sp
(lambari). Os peixes foram expostos aos efluentes liquidos pré e pds-tratamento, bem como, a
montante e a jusante do langamento. A genotoxicidade foi avaliada segundo a técnica do
ensaio cometa e teste do micronlcleo pisceo. Foram analisados os parametros fisicos,
quimicos e biologicos dos efluentes: temperatura, pH, oxigénio dissolvido, alcalinidade total,
acidos volateis, DQO, DBOs 5, nitrogénio total, fosforo total e coliformes totais. Na analise
genotoxica foram utilizados 600 exemplares de Astyanax sp, que foram expostos por 96 horas
ao efluente bruto, pos tratamento, montante e jusante do corpo hidrico das duas industrias. Os
resultados obtidos através do presente estudo indicaram que em todas as amostras analisadas,
inclusive no pos-tratamento e a jusante do lancamento, foram constatados danos
estatisticamente significativos no material genético dos peixes analisados, com (p<0,0001).
Os resultados evidenciaram que os efluentes liquidos das industrias A e B avaliadas neste
estudo, tem potencial genotdxico para causar danos aos organismos Vivos presentes nos

ecossistemas em que as mesmas estdo inseridas.

Palavras-chave: Aguas residuais, ensaio cometa, teste do microntcleo pisceo, efluentes

industriais, genotoxicidade.



ABSTRACT

The degradation of water quality by the discharge of industrial wastewater, even treated to
some degree, has been affecting the health of aquatic organisms, including being able to affect
the health of humans, featuring a global environmental problem. Liquid effluents from the
food industries A and B, the object of this study with recognized genotoxic potential, are only
monitored through physical and chemical analyses. Thus, the present study aimed to evaluate
the treatment system of wastewater from two food companies and their genotoxic effects in
Astyanax sp. Fish were exposed to wastewater pre and post treatment as well as upstream and
downstream of the release. The genotoxicity was evaluated according to the technique of the
comet assay and micronucleus test in piscine. Physical, chemical and biological parameters
of: temperature, pH, dissolved oxygen, alkalinity, volatile acids, COD, BODs,, total
nitrogen, total phosphorus and coliforms were analyzed. Genotoxic analysis in 600 specimens
of Astyanax sp, which exposed for 96 hours to raw wastewater, after treatment, and
downstream water body in the two industries were used. The results obtained from this study
indicated that in all samples, including post processing and downstream of the release,
statistically significant damages were observed in the genetic material of the fish analyzed,
with (p<0,0001). The results showed that the wastewater from industries A and B evaluated in
this study, have genotoxic potential to cause harm to living organisms in the ecosystems in

which they are embedded.

Keywords: Wastewater, comet assay, micronucleus test piscine fish, industrial effluent,

genotoxicity
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1 INTRODUCAO

No contexto das grandes preocupagdes com o ambiente, decorrentes do processo de
degradacdo ambiental, a questdo da disponibilidade e da qualidade da &gua ocupa posi¢édo de
grande destaque (PHILIPPI, 2005).

A preocupacdo com a qualidade da agua decorre da contaminacdo dos recursos
hidricos através do despejo de poluentes das mais variadas fontes, tais como de
agroindustria, industria de mineracdo, industria de transformacdo em geral, esgoto
doméstico ndo tratado, dentre outros. Segundo Fernandes et al. (2001), aguas residuarias
podem conter substancias téxicas inibidoras do metabolismo bacteriano. A presenca dessas
substancias no sistema de tratamento biologico pode inibir a atividade das bactérias,
reduzindo a eficiéncia do sistema e até leva-lo ao completo colapso.

Dentre as industrias que langam os seus efluentes nos cursos d’agua, a industria
frigorifica tem grande relevancia em fungédo da elevada quantidade de agua utilizada em seus
processos de abate de animais e industrializacdo de carnes, e pela consequente geracdo de
efluentes liquidos em grande escala, com caracteristicas altamente poluidoras (SPERLING,
2002).

Em um diagndstico para reducdo da geracdo de residuos em um frigorifico
industrial, Peterlini (2012) concluiu que o consumo de agua por animal abatido é de
aproximadamente 2,7 mé. Outro importante fator a ser considerado no consumo de agua e
consequente geracdo de efluentes pelos frigorificos é o desenvolvimento que essa industria
atingiu nas Gltimas décadas. Segundo o Conselho Nacional da Pecuaria de Corte (2009), o
Brasil € atualmente um dos maiores produtores de carne bovina do mundo, com abate anual
da ordem de 45 milhdes de cabecas de bovinos.

Os efluentes da industria frigorifica contém lipidios, proteinas, sangue e outros
materiais organicos que causam danos ambientais quando lan¢ados em corpos d’agua sem o
devido tratamento. A alta concentracdo desses compostos organicos no efluente,
principalmente gorduras e proteinas, favorecem o desenvolvimento de organismos
microbianos nocivos no meio ambiente (MASSE; MASSE, 2005).

Além da matéria organica ja citada, os efluentes da industria frigorifica contém
residuos de produtos quimicos empregados nos procedimentos de limpeza e sanitizacdo das
instalagdes, que também contribuem para acentuar o potencial de contaminacdo desses
rejeitos (CETESB, 2008).
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Diante deste problema ambiental, fica evidente a necessidade de a industria
frigorifica tratar adequadamente os seus efluentes liquidos antes de descarta-los nos cursos
naturais de agua (PACHECO; YAMANAKA, 2006).

A realidade do tratamento, via de regra, € bem diversa, pois embora seja
teoricamente possivel tratar o efluente para atender qualquer padrdo exigido, existem varios
fatores limitadores no cotidiano das industrias, como custos muito altos e deficiéncias
tecnoldgicas, que acabam afetando negativamente o processo de tratamento dos seus
efluentes (SCHOENHALS, 2006).

Nesse contexto de contaminacdo do meio aquatico, vém sendo desenvolvidos, nos
ultimos anos, métodos de avaliagdo e monitoramento de ecossistemas aquaticos mediante a
utilizacdo de organismos vivos, especialmente peixes, que apresentam caracteristicas
favoraveis a realizacio de tais experimentos (BEKAERT et al., 1999).

Pawlowsky et al. (2004) destacam que testes de toxicidade com organismos vivos,
representam uma ferramenta importante na avaliacdo de desempenho de unidades de
tratamento de efluentes industriais e no estabelecimento de padrbes de qualidade do corpo
receptor. Testes de toxicidade de compostos ja conhecidos, especificos do afluente, sdo de
grande importéancia no controle de estacdes de tratamento, porque podem estabelecer o grau
de toxicidade desses compostos e evitar 0 colapso permanente ou temporéario da atividade do
lodo.

Metcalfe et al. (2003) alertam sobre as inGmeras evidéncias da associacao entre
diversos contaminantes, inclusive o0s quimicos, e tumores em peixes, baseados na presenca
de residuos toxicos presentes em amostras de sedimento aquatico, coletadas em locais onde
vivem populacGes de peixes que apresentaram tumores e outras anormalidades.

No Brasil, nos estados mais industrializados como S&o Paulo, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, com sérios problemas de poluicdo hidrica, tém realizado varios estudos
visando a caracterizacdo da toxicidade e genotoxicidade de efluentes industriais e corpos
d’agua superficiais (SANCHEZ et al., 1999; ZAGATTO et al., 2006), tendo-se verificado
sério comprometimento de alguns corpos d’agua que recebem langamento de efluentes
industriais.

Pretende-se, através deste trabalho, avaliar a genotoxicidade dos efluentes liquidos
de duas plantas industriais do setor de frigorificos, localizadas na regido metropolitana de

Curitiba, denominadas como Indistria A e Industria B.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Analisar o potencial de genotoxicidade dos efluentes liquidos provenientes de duas

industrias frigorificas da regido metropolitana de Curitiba.

1.2.2 Objetivos Especificos

Para cumprimento do objetivo geral, foram propostos os seguintes objetivos:

i.  Realizar a caracterizacdo fisica, quimica e microbioldgica das amostras de efluentes
coletados com determinacdo dos parametros: temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
alcalinidade, acidos volateis, DQO, DBOs,g, nitrogénio total, fosforo total e
coliformes totais;

il.  Verificar o efeito genotoxico dos efluentes liquidos pré e pds-tratamento na espécie
Astyanax sp (“lambari”) através dos biomarcadores teste do micronucleo pisceo e

ensaio cometa com eritrocitos.

1.3 JUSTIFICATIVAS

Devido ao volume, variedade e reconhecido potencial toxico dos efluentes
industriais que sdo lancados nos cursos hidricos, torna-se necessario avaliar os efeitos
causados sobre a satde dos ambientes aquaticos utilizando biomarcadores sensiveis e de alta
relevancia ambiental, como o de mutagenicidade através do teste do microntcleo e o estudo
cometa para avaliar a genotoxicidade em espécies nativas abundantes na regido de estudo.

Vale salientar que sdo escassos na literatura estudos ecotoxicoldgicos de efluentes
liquidos gerados em abatedouros frigorificos, e que o tratamento desses efluentes é muitas

vezes ineficiente e ndo atende os limites estabelecidos na legislacdo ambiental.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTABELECIMENTOS DE ABATE BOVINO

No Decreto 30.691/1952 foi regulamentada a Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal — RIISPOA, abrangendo, dentre outros, a carne e seus
derivados, caca e seus derivados, pescado e seus derivados, leite e seus derivados, ovo e seus
derivados, mel e a cera de abelhas e seus derivados e produtos utilizados em sua
industrializag&o.

Na RIISPOA foi considerado como estabelecimento de produtos de origem animal
qualquer instalacdo ou local onde ocorre abate ou industrializacdo de animais produtores de
carne, envolvendo procedimentos de recebimento, manipulacdo, elaboracéo, transformacao,
preparacdo, conservacdo, armazenagem, depdsito, acondicionamento, embalagem e
rotulagem de produtos de origem animal para fins industriais ou comerciais.

Nesse mesmo decreto foram classificados os estabelecimentos utilizados para o
abate de bovinos como:

a) Matadouro ou abatedouro: no qual é realizado o abate dos animais, sem
industrializacdo da carne, sdo produzidas carcacas (carne com 0ss0s), visceras comestiveis e
os chamados “cortes de agougue”, e feita a desossa das carcacas;

b) Frigorifico: classificado em: a) abatedouro-industrial: no qual é feito abate dos
animais, separacdo da carne e visceras e producdo de derivados e subprodutos; b) frigorifico-
industrial: ndo é feito abate dos animais, apenas compra da carne em carcagas ou em corte e
visceras e € feito o processamento e geracdo de derivados e subprodutos;

c) Graxaria: é feito o processamento de subprodutos e/ou residuos dos abatedouros
ou frigorificos e de acougues, como sangue, 0Ss0s, cascos, chifres, gorduras, aparas de

carne, animais ou suas partes condenadas pela inspecao sanitaria e viscera ndo comestivel.

2.2 PERFIL DO SETOR DE FRIGORIFICOS

Segundo o Conselho Nacional da Pecuéria de Corte - CNPC (2009), o Brasil é um
dos maiores produtores de carne bovina do mundo e tornou-se, em virtude do seu
crescimento, uma das atividades econémicas mais importantes dos Ultimos anos no mercado
brasileiro. O rebanho bovino brasileiro, por sua vez, também é um dos maiores do mundo,

sendo que em 2011 contava com 209,5 milhdes de cabecas (IBGE, 2012). Assim, para uma
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populagéo brasileira de 190,7 milhdes de habitantes em 2010 (IBGE, 2010), teve-se mais de
um bovino por habitante. A maior regido produtora atualmente é a Centro-Oeste (ABIEC,
2012).

De acordo com os dados do CNPC (2012) as unidades de abate, antes concentradas
nas regides Sul e Sudeste, atualmente estdo se deslocando para a regido Centro-Oeste do
Brasil devido a migracdo da producdo primaria, modernizagdo da bovinocultura nos estados
do Brasil Central e ao aproveitamento de incentivos fiscais diversos.

Consequentemente, o Brasil também é um dos maiores exportadores de carne
bovina no mundo. Pacheco; Yamanaka (2006) informaram que o Brasil tornou-se um grande
exportador mundial de carne bovina a partir de 2001, em virtude de diversos fatores,
destacando-se entre eles a disponibilidade de area para criacdo de gado, baixos custos de
producdo quando comparados com outros paises e a abundancia de recursos hidricos, ou

seja, disponibilidade de agua para a industria de alimentos.

2.3 CONSUMO DE AGUA E GERACAO DE EFLUENTES LIQUIDOS

A industria de alimentos consome grande quantidade de agua potavel e ainda ha
grandes e consideraveis limitacdes para 0 reuso de agua que séo as restricbes impostas pela
legislacdo e as preocupac6es higiénicas (CODEX, 2011). A utilizacdo da agua pela inddstria
ocorre de diversas formas, tais como: &gua utilizada diretamente nas varias etapas do
processamento industrial, agua incorporada aos produtos fabricados, agua utilizada na
lavagem de equipamentos e instalacGes, agua utilizada em sistemas de resfriamento e
geradores de vapor, e ainda, agua utilizada para limpeza e descarte de esgoto sanitario. Com
excecdo da agua incorporada aos produtos e a dgua perdida por evaporacédo, as demais aguas
tornam-se contaminadas por residuos do processo industrial, originando assim os efluentes
liguidos (GHANDI, 2005).

Segundo dados da UNEP (2000), 80% a 95% da agua consumida em matadouros se
torna efluente liquido, que contem elevados niveis de matéria organica devido a presenca de
esterco, gorduras e sangue. O efluente pode conter grandes concentracdes de sais, fosfatos e
nitratos, que sao liberados pelo conteudo estomacal e esterco dos animais.

Krieger (2007) enfatiza que o consumo de dgua em industrias depende de varios
fatores, tais como: capacidade produtiva, condi¢cGes climaticas da regido, praticas
operacionais e cultura da empresa e da comunidade local. Mierzwa; Hespanhol (2005)

relatam que industrias com plantas mais novas e modernas construidas apds o ano de 2000,
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j& apresentam layout mais modernos, piso apropriado com equipamentos mais ajustados a
quantidade de 4gua necesséria para cada processo.

Muitas empresas utilizam mais agua do que 0 necessario no processo, geralmente,
devido a falta de controle dos volumes que estdo sendo usados e dos custos operacionais.
As operacdes de limpeza e sanitizacdo sdo as principais responsaveis pelo elevado consumo
de 4gua em matadouros, pois o0s pisos das areas de processo devem ser lavados e sanitizados
ao menos uma vez ao dia (KRIEGER, 2007). Pacheco; Yamanaka (2006) recomendam que
para ter uso racional de 4gua deve-se implementar de forma efetiva e consolidada, a medicao
confidvel do consumo de agua. Deve-se medir o consumo total e o consumo em alguns
pontos do processo onde 0 uso de agua é significativo.

A questdo da utilizacdo da agua € um fator determinante na atividade frigorifica,
pois todas as etapas do processo, desde a chegada até o abate dos bovinos, demandam
grande quantidade de agua, sendo consumidos, em meédia 2.500 litros por animal abatido
(PACHECO; YAMANAKA, 2006).

Nessa mesma linha, Peterlini (2012) esclarece que em abatedouros o consumo de
agua per capita varia de acordo com o tamanho do animal e com o tipo de processo
empregado pela industria, variando de 1,0 a 3,3 m3, e que a maior parte desta dgua é
descartada como efluente.

Ratti; Passig (2007) Verificaram que a unidade que executa as atividades de abate,
industrializacdo e graxaria consomem em média 3.864 L de agua por cabeca bovina abatida.

A falta de medicGes confidveis em muitos abatedouros e a utilizacdo de diferentes
unidades de medidas pelos mesmos, como medidas em litros por cabeca e m3 por peso de
carcaca Vviva para expressar 0 consumo de agua, dificulta a comparacdo do consumo entre as
empresas do setor (RADOLL, 2006).

Luiz (2007), em um estudo sobre gerenciamento hidrico em frigorificos na regido
Sul do Brasil, concluiu que as empresas do setor poderiam economizar agua, mediante
aplicacdo de minimizacdo e de reuso, na ordem de 25,6% e consequente economia
financeira de 27,4%. Neste mesmo estudo o autor verificou que sdo necessarias acdes
conjuntas entre os 6rgdos regulatorios e os de seguranca alimentar e ambiental nacionais,
indUstrias processadoras e institutos de ensino e pesquisa para incentivar, principalmente, o
reaproveitamento da agua de alguns processos. Contudo, para isso sdo necessarias analises
cautelosas de cada caso, tendo como base o completo conhecimento do risco envolvido para

a seguranca do produto alimenticio e, consequentemente, para a sade dos consumidores.
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Assim, devido ao seu consumo de agua, 0s processos industriais em geral, e 0s de
frigorificos em particular, constituem, atualmente, um dos maiores responsaveis pela
poluicdo e contaminacdo das aguas, quando lancam seus efluentes liquidos sem o devido
tratamento (PETERLINE, 2012).

Nunes (2004) informou que o conhecimento das caracteristicas das &guas
residuarias industriais constitui o primeiro passo para o estudo preliminar de projetos de
estacdo de tratamento e é fundamental para a indicacdo do tipo de tratamento adequado em
cada caso, além de fornecer indica¢des seguras a respeito do potencial poluidor dos efluentes
gerados.

Na publicacdo da CETESB (2008) é enfatizado que a analise das caracteristicas dos
efluentes de frigorificos pode ser uma tarefa mais complicada do que se pensa, pois depende
muito da situacdo operacional de cada estabelecimento. E ainda é alertado que as aguas
residuérias provenientes de matadouros e do processamento de carne necessitam de
tratamento antes de seu langamento no corpo receptor, visando a minimizacéo dos impactos
ambientais e o atendimento da legislacdo ambiental vigente. Além disso, alguns produtos e
subprodutos de abate e processamento, como sangue, pélo, couro, 0sso, sebo, pele, esterco
podem ser aproveitados, podendo ser aplicados principalmente na industria alimenticia e no
alimento de outros animais.

Destaca-se entre 0s residuos gerados o sangue bovino, que possui uma carga muito
elevada de DBO, devendo este ser coletado separadamente dos demais residuos e tratado
para 0 reaproveitamento através de subprodutos do processo de abate. Nesta mesma linha,
Sperling (2002) alerta que o sangue é o que apresenta maior DQO, a qual esta em torno de
400 g por litro.

Philippi (2005) comentou que alguns nutrientes presentes nos efluentes liquidos de
industrias de alimentos, tais como nitrogénio e fosforo, podem contribuir para a
contaminacdo dos corpos hidricos. Mesmo sendo essenciais para o desenvolvimento de
microrganismos, plantas e animais, estes nutrientes quando em excesso acarretam Sérios
problemas, como a eutrofiza¢do dos corpos receptores.

Dependendo das atividades microbioldgicas e das reacdes prevalecentes para a
estabilizacdo da matéria organica, as lagoas de estabilizacdo podem ser usadas como uma
alternativa viavel para tratamento de efluentes com alta carga orgéanica, como os efluentes
liquidos da industria frigorifica. Estas lagoas sdo classificadas como: anaerdbias, facultativas
e de maturacdo (SPERLING 2005).
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A evolugdo dos sistemas de tratamento das inddstrias tem disponibilizado
tecnologias cada vez mais eficientes para remocdo da carga orgénica (NAIME; GARCIA,
2005).

Com o proposito de facilitar e melhorar o tratamento primario, os efluentes liquidos
de abatedouros foram divididos em linha vermelha, quando os efluentes sdo gerados em
areas que contém sangue, como local de limpeza e higienizacdo do estabelecimento; e linha
verde, quando os efluentes sdo gerados em areas sem a presenca de sangue, tais como 0s
espacos de recepc¢do dos animais, conducdo do animal para o abate, limpeza do estémago do
animal e lavagem dos caminhdes e patios (PACHECO; YAMANAKA, 2006).

Na Tabela 1 verifica-se a carga poluidora e a concentracdo do efluente por tipo de
frigorifico.

Tabela 1 - Carga organica por animal abatido e concentracdo no efluente liquido, por tipo de abatedouro.

ANIMAL  TIPO DE CARGA POLUIDORA CONCENTRAGAO
ABATEDOURO (kg DBO:s 5p/cabeca) (total DBOs 5, efluente (mg.L™)

Bovino com industrializacéo 3,76 1.250 — 3.760

Bovino sem industrializagéo 2,76 1.100 — 5.520

Fonte: CETESB (2000) citado por PACHECO; YAMANAKA, (2006).

Na Tabela 2 encontram-se algumas cargas poluidoras em efluentes de abatedouros

bovinos.

Tabela 2 - Cargas poluidoras em efluentes de abatedouros bovinos.

PARAMETRO (unidade) ABATE (bovino médio:250kg)
DBOs 5 (kg/cabega) 1,0 - 5,0
Nitrogénio total (kg/cabeca) 0,25 - 1,0
Fosforo total (kg/cabeca) 0,03 - 0,1

Fonte: CETESB (2000) citado por PACHECO; YAMANAKA, (2006).

Na Tabela 3 tém-se as linhas de efluentes vermelha e verde com suas vazdes e

cargas poluidoras.

Tabela 3 - Vazdo e carga poluidora organica especifica em um abatedouro bovino por linha de efluente

LINHA DE EFLUENTES  VAZAO ESPECIFICA MEDIA CARGA ESPECIFICA
Vermelha 1.620 L/bovino 2,4kg DBOs 2/bovino
Verde 540 L/bovino 0,9kg DBOs 50/bovino
Esgoto doméstico 1221 /empregado/dia 31g DBOs 5o empregado/dia

Fonte: CETESB (2000) citado por Pacheco; Yamanaka ( 2006).
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No Quadro 1, observa-se a caracterizacdo de efluentes liquidos de

matadouros/frigorificos reportada na literatura.

PARAMETROS
DBOs 2 DQO Sélidos suspensos H Nitrogénio Referéncias
(mg.L™) (mg.L™h (mg.L™) P total (mg.L™)
1100 - Manjunath et al.
600 - 3900 7950 300 - 2300 6,5-7,3 90 - 150 (2000)
2000 - Caixetaetal.
1300 - 2300 6200 850 - 6300 6,3-6,6 - (2002)
Cassidy e Belia
- 7685 1742 7,3 1057 (2005)
Pacheco e
5200 - 6700 - 2100 - 6300 6,0-8,0 3000 Yamanaka
(2006)
2895 4672 1403 - - Li et al. (2008)

Quadrol - Caracterizacdo dos efluentes de matadouros/frigorificos bovinos.

Destaca-se nestas caracterizacoes a variacdo da DQO de 1100 a 7685 mg.L™ e do
Nitrogénio total de 90 a 3000 mg.L™. Estas variacdes podem ser explicadas pelos fatores ja
descritos, que s@o desde o tipo de processo industrial utilizado, idade da planta e instalacdes,
controle de uso e reaproveitamento da agua, sistema de tratamento utilizado, assim como o
uso de diferentes modelos para dimensionamento e de operacdo/manutencdo do sistema de
tratamento, dentre outros. Portanto a caracterizacdo dos efluentes da industria de alimentos
especialmente dos frigorificos/matadouros torna-se indispensavel, uma vez que a escolha e a
eficiéncia dos processos empregados estdo correlacionadas a estas caracteristicas.

Sperling (1996) e Mees et al. (2009) destacaram que o lancamento inadequado de
efluentes de frigorificos nos rios e corregos ocasiona modificacdes nas caracteristicas da
agua, podendo causar poluicdo, mediante a adicdo de substancias ou de formas de energia
que, direta ou indiretamente, alteram a natureza do corpo d’4gua de uma maneira tal que

prejudique os legitimos usos que dele sdo feitos.
2.4 TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUARIAS EM FRIGORIFICOS

Os frigorificos, para atenderem a legislacdo ambiental vigente, devem utilizar
sistemas adequados de tratamento de seus efluentes. Visando auxilia-los, foi descrito pela
CETESB (2008) um sistema tipico para o tratamento dos efluentes liquidos de frigorificos,
com as seguintes etapas: tratamento preliminar, tratamento primario, equalizacdo, tratamento

secundario e tratamento terciario.
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O tratamento preliminar envolve a remocdo de sélidos grosseiros por peneiras
(estéticas, rotativas ou vibratorias). Em seguida tem-se o tratamento priméario que tem por
objetivo promover acdo fisico-mecanica dos materiais suspensos sedimentaveis e flutuaveis,
que néo foram retidos nas peneiras.

Na sequéncia do tratamento primario séo utilizados os tanques de equalizacdo, que
sdo tanques de volume e configuracdo adequadamente definidos, que permitem absorver
variacdes significativas de vazdo e de cargas poluentes dos efluentes liquidos a serem
tratados, atenuando picos de carga para a estacdo de tratamento. Nos abatedouros, a
equalizacdo é feita logo apos a fase do tratamento primario, reunindo-se os efluentes das
linhas verde e vermelha, que seguem, misturados, para a etapa seguinte do tratamento.

O tratamento secundario é realizado para remocéo de sélidos coloidais, dissolvidos
e emulsionados, principalmente por acdo bioldgica, devido a caracteristica biodegradavel do
conteddo remanescente dos efluentes do tratamento primario. Nesta etapa, o tratamento
ocorre nas lagoas de estabilizacdo, especialmente nas anaerdbias, que pode ser suplementado
por outros processos, tais como processos anaerObios de contato, filtros anaerdbios e
digestores anaerobios de fluxo ascendente.

Observa-se no Quadro 2 os dados comparativos da eficiéncia dos principais

sistemas de lagoas de estabilizacéo.

Lagoa Lagoa Lagoa Lagoa
Parametros facultativa anaerobia aerada aerada
facultativa facultativa mistura
completa
DBO 75% - 85% 75% - 85% 75% - 85% 75% - 85%
BQO 65% - 80% 65% - 80% 65% - 80% 65% - 80%
Solidos 70% - 80% 70% - 80% 70% - 80% 80% - 87%
sedimentaveis
Ambnia <50% <50% <30% <30%
Nitrogénio <60% <60% <30% <30%
Fosforo <35% <35% <35% <35%
Coliformes 90% - 99% 90% - 99% 90% - 99% 90% - 99%

Quadro 2 - Caracteristicas da eficiéncia dos principais sistemas de lagoas.
Fonte: Adaptado de Sperling, (2002).

O tratamento terciario, caso seja necessario, ¢ realizado como “polimento” final dos
efluentes liquidos provenientes do tratamento secundario, promovendo remocdo suplementar
de solidos, de nutrientes (nitrogénio, fosforo) e de organismos patogénicos.

Souza et al. (2006) esclarecem que o sistema de tratamento através de lagoas de

estabilizacdo figura entre os melhores métodos de tratamento de efluentes liquidos oriundos
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de frigorificos, principalmente quando se tem o objetivo de usar o lodo gerado nestas lagoas
na agricultura como fertilizante. Nas publicacbes da CETESB (2008) é esclarecido que o
conhecimento da carga orgénica presente no efluente e a vazdo requerida s&o
imprescindiveis para avaliar o desempenho de uma lagoa de estabilizacdo.

Ruggeri (2011) explica que as lagoas de estabilizacdo podem ser construidas de
forma simples e com diversas configuracoes, tendo sempre a finalidade de alcancar uma
qualidade de efluente compativel com a capacidade de diluicdo do corpo receptor, 0 que
permite lancar efluentes dentro dos limites impostos pela legislacdo vigente. Estas lagoas
devem ser escavadas no solo ou formadas por diques de terra e devem ter os seus fundos
compactados para evitar a infiltracdo de aguas residuarias no solo e colocar em risco a
qualidade das &guas subterraneas. Deve-se ter o cuidado de dimensiona-las de forma a
atender a carga organica presente no efluente e a vazéo requerida.

Rocha et al. (2011) avaliaram um sistema de lagoas de estabilizacdo para
tratamento de efluentes de um matadouro bovino que trabalha de forma sazonal e
constataram a presenca de solidos grosseiros, matéria organica e sangue na lagoa anaerdbia,
comprovando assim o que foi editado por Braile; Cavalcanti (1993); Ratti et al. (2007). J& a
lagoa facultativa apresentou uma eficiéncia da ordem de 70% a 80%, enquadrando-se na
eficiéncia recomendada por Sperling (2002). Neste estudo foi constatado que a varia¢do no
abate comprometeu a eficiéncia do tratamento por lagoas, ou seja, ndo houve uma atividade
de abate constante, 0 que gerou quantidade diferente de efluente a cada dia de trabalho,
colocando o sistema secundario com aparentes “zonas mortas”. A origem de zonas mortas
nas lagoas anaerdbias geralmente esta associada a vazdo afluente acima da capacidade do
sistema e aspectos hidrodinamicos em funcao da geometria da lagoa.

Frick (2011) realizou em parceria com 6rgdo ambiental do Estado do Rio Grande
do Sul, Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental - FEPAM, um monitoramento de
efluentes liquidos em 15 unidades frigorificas de médio porte operando no estado, com
sistema de lagoas de estabilizacdo, que 14 unidades apresentavam ndo conformidades com a
legislacdo para os parametros DBOs,, DQO, fosforo, nitrogénio e coliformes
termotolerantes. Baseado nesta pesquisa 0 autor concluiu que o maior problema para o ndo
atendimento da legislacdo pode ter sido um projeto inadequado e um sistema de lagoas sem
manutencéo.

Silveira (1999) elaborou um modelo para sele¢cdo de sistemas de tratamento de
efluentes de industria de alimentos no mesmo estado. O autor encontrou uma série de

deficiéncias no projeto, tanto em nivel de execugdo e dimensionamento, quanto de escolha
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de equipamentos. Neste estudo foi constatado que no estado impera o sistema de “copia” de
projetos, sem o devido acompanhamento técnico.

Betineli (2011) avaliou uma estacdo de tratamento de efluentes de uma empresa de
processamento de subprodutos da inddstria de carnes, contendo restos de 0ssos de animais
provenientes da desossa, animais ndo liberados para consumo humano pelo Sistema de
Inspecdo Federal (SIF), pedacos de carnes, cartilagem e gorduras retidas nas peneiras e nos
tanques do sistema de tratamento de efluentes liquidos. Estes subprodutos, apds serem
industrializados, geram outros produtos como farinhas de carne e sebo liquido. Portanto,
estas empresas geram efluentes passiveis de tratamento e devem lancar seus efluentes
liquidos de acordo com a legislagdo vigente. Para verificar a eficiéncia do sistema de
tratamento nesta industria, o autor analisou DQO, DBO, oxigénio dissolvido (OD), solidos
suspensos (SS), nitrogénio total, nitrogénio amoniacal, dleos e graxas, fosforo total,
surfactantes, pH, alcalinidade, cloretos, solidos sedimentaveis (SD), solidos totais e sulfeto.
Concluiu-se que o efluente tem uma elevada carga orgéanica, como descrito por CETESB,
(2000), citado por PACHECO; YAMANAKA (2006).

Betineli (2011) verificou que a eficiéncia do sistema de lagoas de tratamento de
efluentes foi da ordem de 84%, complementando assim o que ja foi citado por Sperling
(2005). Ao analisar os célculos dos projetos dos sistemas de tratamento de efluentes feitos
para este estudo e comparar com 0s originais de posse da industria, 0 autor, comprovou que
a ETE tem os tanques com volume adequado, provando-se assim que o problema é
operacional, devido a falta de méo de obra especializada. O autor também verificou que a
ETE ndo recebe efluente nos finais de semana, reforcando a pesquisa feita por Rocha (2011)
que por sua vez constatou a ineficiéncia do sistema de tratamento devido a variacdo da carga
organica afluente.

Dentre as pesquisas mais recentes voltadas para o segmento da agroindustria, pode-
se citar Rodrigues et al. (2012), que avaliaram o comportamento de efluente liquido de
suinocultura, utilizando para tratamento um reator anaerébio de fluxo ascendente em manta
de lodo (Upflow anaerobic sludge blanket, ou UASB). Os autores observaram eficiéncia de
remocdo de DBO superior a 90% em relacdo ao afluente de entrada no reator. Em 2009 os
mesmos autores avaliaram o reator seguido de uma lagoa de polimento e obtiveram uma
reducdo superior a 92% da DBOs 2.

E importante ressaltar que as tecnologias de tratamento de efluentes devem prezar
ndo apenas pela remocao de carga organica e elementos da fracdo liquida, mas também pela

recuperacgdo dos nutrientes e sua reintegragéo ao ciclo produtivo. Conforme Hao; Loosdrecht
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(2003), os trabalhos de pesquisa nesta area devem buscar, além de melhorias na qualidade
do ambiente, o desenvolvimento de processos sustentaveis para o tratamento de efluentes.
Esses processos devem ser caracterizados por minima oxidacdo de DQO juntamente com
maxima formacdo de metano (através da conversdo de DQO), minimo consumo de energia,
menores emissdes possiveis de gas carbdnico (CO;), minima producdo de lodo e por
possibilitar a recuperacdo de nutrientes.

Estes estudos ressaltam a necessidade das empresas da area de alimentos buscarem
constantemente outras formas de tratar seus efluentes liquidos, uma vez que produtos,
insumos e matérias-primas fora de especificacdo podem alterar a composicao dos efluentes,
assim como alteracbes nas linhas do processo industrial (LIMA et al., 2010). Essas
alteracbes geram instabilidade no sistema biologico de tratamento, justificando a
necessidade de substituir o costumeiro tratamento por lagoas por tecnologias mais
avancadas.

Dentre estas tecnologias destacam-se 0s reatores anaerObios, que estdo sendo
amplamente utilizados em industrias mais estruturadas, que na maioria das vezes possuem
volume de abate ou industrializacdo acima de 500 cabecas/dia e que ndo dispdem de grandes
areas. Esses reatores podem operar individualmente ou em combinagdes, atendendo assim
diversas necessidades e arranjos em uma planta industrial. Dentre estas pesquisas pode-se
citar (Caixeta et al (2002); Arruda ( 2004); Barbosa; Botari; Freire (2009); Pereira et al.
(2011))

2.5 DEGRADACAO DOS AMBIENTES AQUATICOS

Leite et al. (2005) alertam que os efluentes das agroindustrias podem ser langados
em corpos hidricos volumosos e perenes, desde que o volume lancado permita sua
autodepuracdo, sem maiores prejuizos. Porém, muitos corpos hidricos que margeiam as
cidades brasileiras e que sdo usados como manancial de abastecimento, vem recebendo
excessivas cargas de material organico e mineral, superando sua capacidade de
autodepuracdo. Isto faz com que as aguas destes cursos hidricos se tornem improprias a
varios tipos de uso. Em vista disso, é muito importante considerar que a qualidade da agua
disponivel e acessivel, tem grande impacto no padréo de vida e bem estar da populacéo, bem
como da biota (ODJADJARE; OKOH, 2010).
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Outra fonte importante de contaminacdo das &guas refere-se a poluicdo causada
pelas atividades de pecuaria em sistemas de confinamento, bem como a suinocultura, a
pecudria de leite e a avicultura. Segundo a publicacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria- EMBRAPA (2013) os problemas causados por essas atividades tendem a
crescer no Brasil, devido, principalmente, ao crescimento do consumo interno e da
exportacao.

Os ecossistemas aquaticos sofrem exposicdo constante a substancias toxicas
lancadas no ambiente, tais como as encontradas em efluentes industriais e domésticos
langados em corpos d’agua receptores, mesmo depois de submetidos a tratamento. EStas
substancias sdo capazes de interagir com os organismos vivos causando multiplas alteracdes
que podem gerar graves consequéncias em populacdes, comunidades ou ecossistemas,
dependendo do grau de contaminacdo e do tempo de exposi¢do, uma vez que ndo se tem
conhecimento da grande diversidade e complexidade das substancias que s@o langadas
juntamente com os efluentes liquidos (CETESB, 2008).

Segundo Cajaraville et al. (2000) isto € consequéncia do crescimento populacional
e da intensificacdo de atividades humanas, juntamente com o0 aumento do avango
tecnoldgico e do aumento do volume de produtos industriais, inclusive de produtos quimicos
como fertilizantes, inseticidas e herbicidas.

Este crescimento populacional juntamente com o crescimento das industrias vem
alterando a paisagem urbana e como consequéncia afetando a dindmica dos ecossistemas
aquaticos. Devido ao crescimento populacional e industrial grandes quantidades de aguas
residudrias sdo descartadas nos ambientes aquaticos (ESPINDOLA; BRIGANTE, 2003).

Para o estabelecimento do equilibrio basico da natureza € necessario que seja
realizado o biomonitoramento dessas areas, o que possibilita a tomada de acBes corretivas
para evitar a reducdo da gqualidade ambiental com o comprometimento da salde dos seres
vivos que habitam os diversos ambientes (dgua, sedimento, ar e solo).

Biomonitoramento de corpos hidricos pode ser definido como o uso sistematico das
respostas de organismos vivos obtidos diretamente do local em estudo para avaliar as
mudancas ocorridas no ambiente, geralmente por acBes antropicas. Este estudo permite uma
ampla avaliacdo das condicBes naturais, porém as variaveis do ambiente dificultam a
interpretacdo dos efeitos causados pelas acdes antropogénicas (RAMSDORF, 2007). Desta
forma, estudos de biomonitoramento sdo fundamentais. Nestes estudos podem ser utilizados
peixes como agentes de biomonitoramento, pois a salde dos peixes reflete a qualidade

destes ecossistemas e 0s individuos que deles fazem uso.
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Além disso, pesquisas tém concluido que os resultados obtidos através de andlises
pontuais fisico-quimicas dificilmente fornecem informacbes sobre o efeito conjunto de
varias substancias que, interagindo, podem afetar a biota presente no ambiente aquético.
Estes organismos vivos seriam 0s primeiros a sofrerem com a exposicdo de substancias
degradantes, pois estariam frequentemente expostos a agentes ambientais que podem, até
mesmo, induzir as instabilidades em nivel celular (CAJARAVILLE et al., 2000;
BARSIENE et al., 2006).

Dessa forma, para avaliar o impacto dos poluentes no ambiente é pertinente que
sejam mensurados os efeitos que essas substancias causam nos organismos Vvivos desses

ecossistemas.

2.6 TOXICOLOGIA

Segundo Hodgson (2004), a toxicologia divide-se em trés ramos: toxicologia
clinica que trata os seres humanos, a toxicologia forense que estuda os aspectos medico-
legais e a toxicologia ambiental que permite estudar os ecossistemas inclusive os aquaticos.

A ecotoxicologia é uma area de estudo especifica da toxicologia ambiental, que
estuda os efeitos causados por agentes quimicos e fisicos sobre a dindmica de populacées e
comunidades integrantes de ecossistemas definidos, tais como rios, lagos e oceanos
(KENDALL et al., 2001).

Segundo Rand et al. (1995) a avaliacdo dos efeitos de substancias quimicas toxicas
sobre organismos que vivem em ecossistemas aquaticos é feita pela ecotoxicologia aquética,
através dos testes de toxicidade aquatica. A ecotoxicologia aquatica é uma ciéncia que
surgiu para dar suporte no enfrentamento dos problemas de contaminacdo dos corpos de
agua por compostos toxicos. A insercdo dos ensaios ecotoxicologicos como ferramenta de
avaliacdo ambiental é de fundamental importancia, pois alguns fatores ndo sdo avaliados
pelas variaveis abidticas, como por exemplo, a biodisponibilidade e a interacdo entre 0s
efeitos de poluentes (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

A resposta bioldgica a agressdes ambientais pode ser verificada em qualquer nivel
de organizacdo, desde compartimentos subcelulares ou reagdes bioquimicas intracelulares a
celulas, sistemas fisiologicos, organismos, popula¢des, comunidades e até em ecossistemas
(WALKER et al., 1996).
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Os testes de toxicidade aquatica podem ser aplicados para determinar a
sensibilidade do organismo exposto em relacdo a um possivel agente toxico, para avaliar a
qualidade da agua e as concentracdes seguras de agentes quimicos para manutencdo da vida
aquatica e determinar a eficiéncia de diferentes sistemas de tratamento de efluentes nas
industrias (METCALF; EDDY, 2003).

Os testes de toxicidade podem ser cronicos ou agudos. A avaliacdo do efeito
cronico é definida como sendo a resposta a um estimulo que continua por um longo tempo,
onde esses periodos podem durar parte ou todo o ciclo de vida dos organismos aquéticos
(ZAGATTO et al., 2006). O mesmo autor relata que a observacdo de um efeito cronico €
permitida através da observacdo de quanto certa concentracdo de agente tdxico permite a
sobrevida dos organismos.

O teste de toxicidade aguda avalia qual concentracdo de uma amostra € capaz de
produzir efeitos deletérios nos organismos expostos ao teste. Geralmente sdo contabilizadas
a letalidade ou alguma outra manifestacdo que a antecede. Este teste é realizado com
exposicdo por um curto periodo em relacdo ao ciclo de vida do organismo-teste
(CONSEMA n°129/2006).

No entanto, a andlise de substéncias isoladamente ndo fornece informacdes
suficientes devido as inumeras substancias que sdo emitidas aos corpos d"agua e que muitas
vezes ndo apresentam padrbes de langcamento pela legislacdo brasileira (CETESB, 1990).
Além disso, as atividades bioldgicas proporcionadas pela biota aquatica, podem interagir
com as substancias presentes nos efluentes, tornando inviavel a identificacdo de uma Unica
substancia como responsavel por um determinado efeito (CARTER, 1986). Ja a analise de
toxicidade de toda a composicdo do efluente remete a complexidade dos compostos e as
interacdes que podem ocorrer como efeitos aditivos, sinérgicos e antagénicos (ZAGATTO et
al., 2006).

Existem poucos estudos que correlacionam o tratamento dos efluentes com sua
toxicidade (QUAGLIA; QUADROQOS, 1995). A grande maioria das pesquisas trata das
caracteristicas fisico-quimicas do efluente e seus impactos no corpo receptor. O emprego de
testes de toxicidade aguda em efluentes permite avaliar 0s possiveis impactos que as vezes a
simples caracterizacdo fisico-quimica da agua ndo revela (CAJARAVILLE et al., 2000;
LAITANO; MATIAS, 2006; BARSIENE et al., 2006).

Um grupo apropriado de respostas bioldgicas ao estresse, provocadas pelos
poluentes, quando aliados as andlises fisico-quimicas permitem a ampla avaliacdo dos

efeitos de agentes toxicos no ecossistema aquético (FRACACIO et al., 2003). Estas
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respostas sdo obtidas através da utilizacdo de biomarcadores especificos, que atuam em
outros niveis bioldgicos e podem gerar informacGes relevantes sobre os efeitos de
substancias complexas no ambiente.

Neste contexto, um grupo apropriado de respostas bioldgicas ao estresse, provocadas
pelos poluentes, podem ser utilizadas para identificar sinais iniciais aos organismos e séo

comumente denominadas biomarcadores (SANTOS, 2009).

2.7 USO DE BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AMBIENTAL

Segundo Oliveira et al. (2005) para realizar os testes de toxicidade é comum o uso de
bioindicadores, que permitem uma adequada avaliagdo da toxicidade de compostos quimicos
de origem antropica. Bioindicadores, segundo Adams (2002) sdo espécies utilizadas em
testes de laboratdrio que permitem identificar os primeiros sinais de dano ambiental causado
por contaminantes em diferentes niveis biologicos. Para ser eficiente, um bioindicador deve
ser sensivel a influéncias do ambiente, estar disponivel em abundancia no seu meio, e ter
representatividade do seu nivel trofico, facilidade de cultivo e de adaptacdo as condicGes de
laboratério (RAND, 1995).

Ja biomarcadores, segundo Walker et al. (1996) sdo alteracGes biologicas que
refletem a exposicdo e os efeitos tdxicos de poluentes presentes em um determinado
ambiente. Os biomarcadores podem ser classificados como de exposicdo e de disposicao
para receber influencias ou sofrer enfermidades (NASCIMENTO et al., 2006).

Dentre o0s organismos utilizados como bioindicadores, 0s peixes relnem
caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos de
biomonitoramento (BEKAERT et al., 1999). Harshbarger; Clark (1990) citam que os peixes
sdo expostos a substancias toxicas de maneira igual a outros vertebrados, podendo ser
utilizados para avaliacdo da presenca de substancias que tem potencial de causar efeitos
teratogénicos e carcinogénicos em seres humanos.

Estudos com peixes apresentam vantagens em relacdo a outros organismos
vertebrados, pois 0s mesmos sdo possuidores de eritrocitos, que tem presenca de material
genético dentro do nicleo, tanto imaturos quanto maduros nucleados, havendo com isso
grande facilidade de obtengéo de suspenséo celular numerosa e de qualidade com a coleta de
pequena quantidade de sangue (ANDRADE et al., 2004)

Outra qualidade inerente aos peixes é que 0s mesmos possuem diferentes fungdes na

cadeia trofica, sendo capazes de bioacumular, de forma direta e indireta, contaminantes
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dissolvidos na 4gua (SOUZA; FONTANETTI, 2006). Minissi et al. (1996) descrevem que

peixes também acumulam contaminantes de forma indireta, quando estes sdo incorporados

por ingestdo de outros organismos contaminados, que habitam no mesmo ambiente.
Al-Sabit; Metcalfe (1995) alertam que peixes, quando usados para alimentos, tém

sido os principais vetores de substancias toxicos para seres humanos.

2.8 GENOTOXICIDADE AMBIENTAL

A genética ecotoxicologica é um ramo da ciéncia relativamente novo que tem por
objetivo avaliar o efeito de poluentes no material genético dos organismos (KENDALL et
al., 2001). Segundo Al-Sabti; Metcalfe (1995), esses efeitos séo denominados genotoxicos
por induzirem alteracdes estruturais nos cromossomos (clastogenicidade) ou nas sequéncias
de pares bases (mutagenicidade). Os agentes genotdxicos sdo aqueles que interagem
quimicamente com o material genético (DNA) alterando a sua estrutura, e formando adutos,
alteracdes oxidativas, ou mesmo quebras da molécula de DNA. Quando essas alteracdes se
fixam de forma a poderem ser transmitidas, denominam-se mutacdes, que podem se
perpetuar nas células filhas durante o processo de replicacdo (MIDIO; MARTINS, 2000).

Pesquisas relatam que a exposicao a agentes genotoxicos afetam algumas estruturas e
funcbes do material genético das células podendo levar a mutacdes e ao desenvolvimento de
cancer (ZEGURA et al., 2009). Estes agentes genotdxicos podem ndo causar qualquer efeito
deletério diretamente no organismo, mas se afetarem as células germinativas podem
comprometer as geragdes subsequentes através da inducdo de mutacdes, comprometendo a
estrutura e desempenho populacional (GALVAN, 2011).

Embora estas alteracbes no DNA possam aparecer de forma espontanea, a maioria
delas sdo provocadas por agentes introduzidos no ambiente aquatico (MATSUMOTO,
2004).

Desta forma, em funcdo da ampla implicacdo ecoldgica associada a genotoxicidade,
a deteccdo e quantificacdo de danos genéticos sdo de grande interesse em estudos
ambientais. O grau de integridade do DNA tem sido proposto como um sensivel indicador
de genotoxicidade e um efetivo biomarcador para o monitoramento ambiental, gerando
informacdes essenciais para agéncias regulatorias (RIBEIRO et al., 2003).

Embora nos Gltimos anos as pesquisas tenham proporcionado progressos rapidos na

determinacdo dos fatores ambientais sobre a inducdo de danos genéticos em populacdes
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humanas, verificou-se progresso relativamente limitado para determinar o impacto de tais
fatores em espécies nativas (PARSONS, 1992; CLARK, 1993).

2.8.1 Teste do micronucleo

Para avaliar o potencial da mutagenicidade em amostras de &gua podem ser
empregados diferentes ensaios em diversos tipos celulares, através de experimentos in vitro
e invivo (VILELA et al., 2003).

O teste do micronucleo é proposto para avaliacdo de alteracdes cromossdmicas em
substituicdo as técnicas citogenéticas convencionais de observacdo em metafase, que
necessitam de consideravel experiéncia (HEDDLE, 1991).

A formacéo de micronucleos (MN) ocorre nas células filhas em decorréncia de danos
induzidos nas células parentais, provenientes de fragmentos cromossémicos resultantes de
quebras que ndo sdo incorporados no nucleo principal das células filhas apos a mitose. Esses
fragmentos sdo revestidos por membrana nuclear, ficando visivel como um pequeno nucleo
separado do nucleo principal da célula. Os microndcleos podem também ser formados a
partir de um cromossomo inteiro, quando ocorre dano no aparelho mitético da célula, ou no
proprio cromossomo. Nesta situacdo, 0 micronucleo ird conter o centrdmero do
cromossomo, 0 qual pode ser detectado utilizando sondas especificas (RIBEIRO et al.,
2003).

Os micronucleos, por serem detectados somente em células eucaridticas em divisao,
ndo podem ser aplicados eficientemente em populacbes de células que ndo estejam em
divisdo ou quando a cinética da divisao celular ndo € conhecida ou controlada (FENECH,
2000; AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Dentre as diferentes técnicas usadas nos Gltimos anos, varias metodologias para
avaliacdo de danos no DNA tém sido estudadas para detectar os danos mutagénicos e
genotoxicos. Tanto o teste de micronicleos (MN), que avalia de forma indireta quebras
cromossdmicas e anormalidades nucleadas associadas quanto a eletroforese em gel de célula
Unica, também chamada de ensaio cometa, constituem ferramentas importantes devido a
resposta clara e de rapida interpretacdo (HEDDLE et al., 1991; BOMBAIL et al., 2001,
KAMMANN et al., 2001; SANTOS 2009).

O estudo de danos no DNA em nivel cromossdmico é uma parte essencial da
genética toxicoldgica, uma vez que a mutacdo cromossdémica é um evento importante na

carcinogénese (RIBEIRO, 2003). Micronucleos sdo formados pela condensacdo de
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fragmentos cromossémicos acéntricos ou por cromossomos inteiros que ndo foram incluidos
no nucleo principal durante a anafase. Apesar do pouco conhecimento sobre 0s mecanismos
que relacionam a formacdo dos micronucleos em peixes com contaminantes ambientais, a
contagem de micronucleos e o registro de alteracbes morfoldgicas nucleares fornecem dados
importantes nas avaliagdes de genotoxicidade em funcdo da sua capacidade de deteccdo da
presenca de substancias clastogénicas na &gua (AL SABTI; METCALFE, 1995).

O teste do micronucleo foi originalmente desenvolvido por Schimd (1975) para
células da medula 6ssea de camundongos e foi adaptada por Hooftman; Raat (1982) para o
estudo de células sanguineas de peixes mantidos em laboratorios. O ensaio do microntcleo
em sangue periférico é considerado, atualmente, um dos mais estabelecidos ensaios
citogenéticos in vivo no campo da genética toxicologica (FENECH, 2000).

A técnica vem sendo cada vez mais usada em analises ambientais por demonstrar a
sensibilidade dos peixes frente a diversos contaminantes, inclusive de origem orgéanica
(GRISOLIA; STARLING, 2001; AYLLON; GARCIA VAZQUEZ, 2003; AMADO et al.,
2006).

Ayllon; Garcia-Vazquez (2003) indicam que alem da identificacdo de microndcleos,
a analise de anomalias nucleares deve ser incluida nos estudos de genotoxicidade em peixes
por apresentar resultados mais confiaveis e completos, considerando que muitas vezes 0
micronucleo pode ter baixa sensibilidade devido a baixa e também variavel frequéncia de
micronucleos em peixes nativos.

Muitos estudos tém verificado o aumento na frequéncia de microndcleos em
eritrocitos periféricos de peixes apds exposicdo a diferentes contaminantes, tanto em
condicdes de bioensaio quanto em biomonitoramento, dentre eles pode-se citar Pacheco et
al., (2005); Bolognesi et al., (2006); Moron et al. (2006); Ergene et al. (2007 a e b);
Katsumiti et al. (2006); Ramsdorf et al. (2007); Polard et al. (2011); Cordova (2012).

Ao analisar a Figura 1 observa-se o resultado do teste do microntcleo com ndcleos
de peixes expostos a contaminantes com alteracdes morfoldgicas nucleares e uma célula

sem alteracdo.
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1

Figura 1 - NUcleos de peixes expostos a contaminantes. A letra na foto
a indica nucleo sem contaminacdo. Fonte: Adaptado de Beninca (2006).

Para complementar o teste do micronucleo é aconselhavel realizar o ensaio cometa,
uma vez que o micronlcleo € menos sensivel, principalmente quando é realizado em
conjunto e com varias espécies de peixes que foram expostos a grande numero de
genotoxicos (BOLOGNESI et al., 2006).

2.8.2 Ensaio cometa

O ensaio cometa recebe este nome devido a aparéncia semelhante a um cometa onde
cada nucleoide apresenta quando submetido a eletroforese (OLIVE, 1990).

Belpaeme et al. (1996) explicam que o ensaio cometa tem sido aplicado com
resultados expressivos em eritrocitos de varias espécies de peixes, sendo apontada a
sensibilidade das células sanguineas destes animais aos efeitos genotoxicos. Andrade et al.
(2004) relataram que o0 ensaio cometa em estudos ambientais € merecedor de crédito quanto
a genotoxicidade em ambientes aquaticos. Segundo Gontijo; Tice (2003), o ensaio cometa é
muito utilizado como ferramenta basica em muitas areas de pesquisa, incluindo
biomonitoramento ambiental e ecotoxicologia genética.

O ensaio cometa tem sido proposto como uma sensivel, rapida, econémica e versatil
ferramenta para deteccdo de agentes genotdxicos em peixes, sendo amplamente utilizado
como ferramenta de avaliacdo de dano e reparo no DNA, tanto quantitativamente, quanto
qualitativamente em populacdes de células individualizadas (MITCHELMORE; CHIPMAN,
1998; WINTER et al., 2004; OLIVE; BANATH, 2006; FRENZILLI et al., 2009).

Segundo Jha (2008), a aplicacdo do ensaio cometa é ampla, abrangendo uma serie de
grupos filogeneticamente distintos, utilizando grande variedade de agentes fisicos e
quimicos, com os organismos em diferentes fases de vida, em diversos tipos celulares, sob

condigdes de laboratorio e de campo. No entanto, o autor ressalta que existem aspectos onde
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a aplicacdo do teste tem sido limitada, como: (a) atualmente o ensaio é aplicado com sucesso
a um namero limitado de espécies nativas, principalmente para aplicagdo em monitoramento
ambiental; (b) sdo escassos 0s estudos ecotoxicoldgicos que aplicam a técnica nas células
germinativas dos organismos; ¢) em espécies nativas existe pouca compreensdo sobre 0s
mecanismos de indugéo e reparo do DNA.

Portanto, este ensaio tem um potencial de aplicagdo quase ilimitado para
biomonitoramento ambiental, com diversos organismos aquéaticos sendo utilizados para este
teste (HAUMOUTENE et al., 2002; KLOBUCAR et al., 2003).

Até o presente momento ndo existem publicacfes sobre a utilizacdo destes testes com
efluentes liquidos oriundos da industria frigorifica.

No Quadro 3 sdo apresentadas pesquisas feitas com agua e aguas residuérias usando

diversas espécies como bioindicadores.

Tipo Local da A
- S Referéncias
Espécie celular coleta Contaminacao
j?cs%?:ris);s Eritrocitos ETE deum Agua residuéria Matsumoto et
Curtume al., 2006
. Eritrécitos Aterro - .
Carassius . < - Deguchi et al,
e células | chorume bruto | Agua residuaria
auratus L 2007
branquiais e tratado
Pimephales Hepatocitos ETE - lodo de Aqua residudria Sullivan et al.,
promelas P esgoto tratado g 2007
Astyanax Diversos )
jacuhiensis | Eritrécitos | pontos de um Agua Vilches, 2009
rio

Quadro 3 - Bioensaios efetuados com agua e aguas residuarias.

Varios outros estudos efetuados em laboratorios demonstram o potencial do ensaio
cometa para identificar alteracbes do DNA em células de peixe, causadas por uma variedade
de genotoxicos (Villela (2003); Barreto et al. (2007); Rixian et al. (2007); Zhang et al.
(2008); Banni et al. (2009); Morais (2009); Ramsdorf et al, (2011); Vivai (2011); Cordova
(2012)).

Na Figura 2 observa-se a classificacdo visual dos niveis de dano de acordo com o

tamanho e intensidade da cauda do cometa.
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Figura 2 - Classificagdo visual das classes de dano de
acordo com tamanho e intensidade da cauda do cometa: (0)
sem dano; (1) pouco dano; (2) dano moderado; (3) dano
elevado; (4) dano maximo. Aumento de 400x em
microscopia de epifluorescéncia. Fonte: Adaptado de
Galvan (2011).

2.9 ESCOLHA DO ORGANISMO TESTE

Para a selecdo de um organismo teste o principio basico que deve ser considerado na
escolha é sua sensibilidade a diversos agentes quimicos (DOMINGUES; BERTOLETTI,
2006). A sensibilidade de um organismo dependerd de diversos fatores como nivel
nutricional, idade do organismo, sexo, fase de desenvolvimento, caracteristicas genéticas,
competicdo entre individuos ou espécies, além de fatores ambientais como luminosidade e
temperatura (RUBINGER, 2009).

Vaérias especies vém sendo empregadas internacionalmente em testes de toxicidade,
gerando subsidios para melhor avaliacdo e caracterizacdo dos efeitos toxicos. Dentre 0s
principais grupos de organismos utilizados destacam-se as microalgas, microcrustaceos e
peixes. Para escolha de um organismo-teste geralmente sdo utilizados os seguintes critérios:
abundancia e disponibilidade; representacdo ecoldgica; cosmopolitismo da espeécie;
conhecimento de sua biologia, fisiologia e habitos alimentares; estabilidade genética e
uniformidade de populacdo; baixo indice de sazonalidade; sensibilidade constante e apurada;
importancia comercial; facilidade de cultivo em laboratorio e se possivel, a espécie deve ser
nativa (RAND; PETROCELLI, 1995 apud MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Uma espécie indicada para estudos de genotoxicidade e mutagenicidade é aquela que
apresenta alguns critérios, dentre 0s quais podem-se citar: (1) que esteja largamente
distribuida em varios ecossistemas; (2) que seja sensivel para detectar poluentes, mesmo em

baixas concentracoes; (3) que seja adequada para experimentos em laboratorios; (4) que seja
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abundante, permitindo a captura de varios individuos sem afetar a conservacdo da espécie
(SANCHEZ; GALAN et al., 1999).

E importante a utilizagio de organismos representativos de no minimo trés niveis
tréficos, aumentando a probabilidade de se obter uma resposta mais segura. Além disto,
pode ocorrer que algum efluente seja mais téxico a um determinado organismo-teste, ou
vice-versa, evidenciando-se a importancia da realizacdo de testes com diferentes organismos
(GONZALEZ, 2011).

2.10 A ESPECIE ASTYANAX SP (“LAMBARI”)

O género Astyanax pertence a classe Actinopterygii da ordem Characiformes, sendo
um peixe com mais de 300 espécies conhecidas no Brasil, que estdo distribuidas por
praticamente toda a regido neotropical e habitam os mais diversos ambientes, como regifes
montanhosas, trechos I6ticos, leitos de rios, porcoes Iénticas e nascentes de rios. Tem porte
pequeno, variando entre 10 e 20 cm (ESPINDOLLA; BRIGANTE, 2003).

Os mesmos autores descreveram em 2008 que a utilizacdo de técnicas citogenéticas
moleculares e de estudos empregando marcadores de DNA tém produzido novos dados
sobre a biologia evolutiva do grupo, e com isso, possibilitando a revisdo de antigos
problemas do género, como sua dificil classificacdo taxondmica.

Ramsdorf (2007) cita que o género Astyanax, mais conhecido como lambari, €
altamente utilizado para consumo humano, porém estes peixes apresentam médio valor
comercial, devido ao seu pequeno tamanho sendo adequados para estudos em laboratorio.

De acordo com Nomura (1975), os lambaris de forma geral apresentam uma
alimentacdo mista, constituida de vegetais, insetos adultos e suas larvas, assim como
pequenos peixes. Godoy (1975 apud Ramsdorf 2007) descreve que o0s lambaris sdo

conhecidos como uma espécie forrageira de alto valor ecoldgico-ambiental.

2.11 LEGISLACOES APLICADAS AO CONTROLE DA ECOTOXICIDADE EM
EFLUENTES INDUSTRIAIS

Internacional
Desde meados dos anos 90, paises como Franca, Inglaterra e Alemanha tém

pesquisado sistemas de biomonitoramento automatico de alerta. A Alemanha possui 0s
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sistemas mais sofisticados e mantém uma extensa rede de esta¢des de biomonitoramento em
tempo real para monitorar a qualidade das aguas superficiais do Rio Reno. Estas estaces
sdo acomodadas em contéineres na margem do rio, utilizando como biossensores peixes,

algas, moluscos e microcrustaceos.

Federal

Até recentemente no Brasil, assim como na maioria dos paises da América Latina, a
avaliacdo da qualidade de um efluente liquido baseava-se apenas em suas caracteristicas
fisico-quimicas, tendo em vista que nossas leis ambientais com relagdo a analises
ecotoxicoldgicas na avaliacdo de poluicdo hidrica estavam em estagio de construcdo. No
entanto, em 2005, foi publicada a Resolugdo CONAMA n° 357, na qual sdo estabelecidas as
condicdes e padrbes para lancamento de efluentes industriais, inclusive quanto ao potencial
para provocar efeitos toxicos no corpo receptor. Com a publicacdo da Resolucdo n° 430 do
CONAMA, em maio de 2011, houve alteracdo e complemento da Resolugdo n° 357 de
mar¢o de 2005, com critérios para cobranca do atendimento aos parametros de toxicidade
pelos Orgdos ambientais estaduais. Com isto, 0s Orgdos estaduais de meio ambiente ja
exigem, por meio de Portarias e Resolugdes, que os geradores de efluentes atendam aos

limites de toxicidade estabelecidos.

Estadual

As regulamentacdes que merecem destaque sdo as resolucdes dos estados de Séo
Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parana e Minas Gerais, que de forma pratica e
real aplicam as diretrizes normativas os conceitos de avaliacdo ecotoxicoldgica como um
dos critérios determinantes da regularizacdo de efluente liquido industrial a ser lancado nos
corpos hidricos. No Estado de Sdo Paulo, o monitoramento ambiental fica a cargo da
CETESB, que implantou o controle ecotoxicologico de efluentes liquidos em meados dos
anos 90. A resolucdo SMA 03/2000 (Sao Paulo, 2000) impulsionou o aperfeicoamento do
controle com a fixacao da toxicidade permissivel. Além disso, os limites de toxicidade sdo
estabelecidos para cada efluente, podendo ser reavaliados pela CETESB, desde que a
empresa responsavel pela emissdo apresente estudos sobre a toxicologia do efluente com
pelo menos trés espécies de organismos aquaticos, a variabilidade da toxicidade ao longo do
tempo e a dispersdo do efluente liquido no corpo receptor.

No Estado do Rio Grande do Sul com a Resolucdo CONSEMA 129/2006 ( Rio G. do

Sul, 2006) foi estabelecido em 2012 que a toxicidade aguda (quando a concentracdo é
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liberada em um Unico evento e rapidamente absorvida) deve ser testada em pelo menos trés
diferentes niveis troficos. No ano de 2014 com esta mesma resolucdo a toxicidade cronica
(quando o agente tdxico € liberado em eventos periodicamente repetidos, durante um longo
periodo de tempo) deveré ser efetuada para organismos de pelo menos dois diferentes niveis
tréficos. Em 2016, empresas que tenham vaz&o entre 500 a 1.000 m3/dia deverdo comprovar
que lancam seus efluentes liquidos sem toxicidade cronica e sem genotoxicidade. Em 2018
sera a vez das empresas que gerarem de 100 a 500 m3/dia se adequarem quanto a toxicidade
cronica e genotoxicidade. Em 2020, todas as empresas com vazdo superior a 100 m3/dia
deverdo efetuar testes para verificacdo da toxicidade aguda e genotoxicidade e no ano de
2022 os efluentes gerados e langcados em &guas superficiais no Estado do Rio Grande do Sul
deverdo ser isentos de genotoxicidade (ARENZON et al., 2011).

Na Portaria 017/2002 (Santa Catarina, 2002) da Fundacdo de Meio Ambiente de
Santa Catarina (FATMA) sdo estabelecidos os limites maximos de toxidade aguda para
efluentes de diferentes origens e as substancias existentes em um efluente liquido néo
poderdo causar ou possuir potencial causador de efeitos tdxicos capazes de provocar
alteracdes no comportamento e fisiologia dos organismos aquaticos presentes no corpo
receptor. Alem disso, nesta portaria € descrito que é recomendada a utilizacdo de testes
ecotoxicologicos padronizados para expressar a toxicidade de um efluente, alem de listar
uma série de limites maximos de toxicidade aguda de efluentes de diferentes tipos.

No Parana esta em vigor a Portaria 019/2006 publicada pelo Instituto Ambiental do
Parana — IAP, na qual é aprovado o cumprimento da Instrucdo Normativa DIRAM n°
002/2006, na qual por sua vez é estabelecido o Sistema de Automonitoramento de
Atividades Poluidoras no Parand, e a Resolucdo CEMA 081/2010 (Parana, 2010),na qual sao
dispostos os padrdes de ecotoxicidade para o controle de efluentes liquidos lancados em
aguas superficiais no Estado. Além disto, também sdo dispostos sobre a utilizacdo dos
ensaios bioldgicos para monitoramento da qualidade das aguas superficiais, avaliacdo
integrada da qualidade da agua; como também monitoramento de acidentes ambientais. A

Portaria 019/2006 tem previsao de revisao para o ano de 2014.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para investigar possivel alteracdo genética em peixes expostos a efluentes liquidos
tratados por indUstrias do ramo de alimentos, foram selecionadas duas empresas frigorificas
da regido metropolitana de Curitiba e por questdo de sigilo, estas foram caracterizadas como
IndUstria A e Industria B. Apoés a selecdo das empresas, foi elaborada uma metodologia para
esta pesquisa, e com a metodologia descrita, foi elaborado um projeto para ser submetido a
aprovacio junto ao Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal do Parana,
setor de Ciéncias Bioldgicas (Autorizacdo n°® 622, de 14/08/2012, Anexo A).

Apos autorizacdo do comité de ética foram selecionados os pontos de coleta nas duas
empresas, denominados como: P1 (saida da lagoa anaerdbia), P2 (saida do sistema de
tratamento), P3 (montante do lancamento) e P4 (jusante do lancamento) respectivamente.

Para validar a metodologia, foi realizada uma coleta piloto que serviu para verificar o
melhor horario para coleta, 0os possiveis problemas com logistica e conservacdo das
amostras. Com as amostras coletadas, foram realizadas anélises fisicas, quimicas, bioldgica,

teste do micronucleo pisceo e ensaio cometa, no periodo de marco a outubro de 2013.

3.1 INDUSTRIA A

Na inddstria A, que ocupa area de 20 hectares, sdo abatidos aproximadamente 800
bovinos por dia e estd ampliando sua capacidade produtiva.

Esta empresa lanca seus efluentes liquidos, apos tratamento, no Rio Miringuava. Este
rio faz parte da area de contribuicdo direta da bacia do Alto Rio Iguacu e apresenta uma
vazdo média de 898 L/s (SUDERHSA, 2012). O rio esta localizado no primeiro Planalto
Paranaense, situando-se entre os paralelos 25° 34° ¢ 25° 42 de latitude sul ¢ meridianos 49°
00’ e 49 de longitude oeste.

A cabeceira da bacia do Alto Iguacu apresentava boas condicdes de preservagdo no
periodo do presente estudo, porém ha pressdo para desmatamento gerada pela agricultura
desenvolvida no entorno. Atualmente a maior expressdo agricola da bacia é a da Colénia

Muricy, na qual se desenvolve agricultura convencional com uso intensivo de agrotoxicos.
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3.1.1 Etapas de producéao da Industria A

Com o objetivo de conhecer as fases operacionais nas quais 0s bovinos s&o
manipulados e identificar os pontos geradores de efluentes liquidos na Industria A, foram
realizadas duas visitas técnicas na parte operacional do abate. Ao final do levantamento
constatou-se que a operacao desenvolve-se conforme Guia Técnico Ambiental da CETESB
(2008), na série Industrializacdo de Carnes — Série P+L, e apresenta as seguintes etapas:
recepcdo dos animais, conducdo e lavagem, atordoamento, sangria, esfola (remogdo do
couro), remocao da cabeca e cascos, evisceracdo, separagdo da carcaca, refrigeracdo, corte e
desossa, embalagem, identificacdo dos cortes/etiquetagem, estocagem e expedicdo. Tém-se
ainda unidades auxiliares e de utilidades que sdo as caldeiras, sistemas de tratamento de
agua, sistemas de refrigeracdo, sistemas de ar comprimido, torres de resfriamento, oficinas
de manutengdo, almoxarifado, ambulatorio, administracdo, vestiarios, restaurantes e o
sistema de tratamento de efluentes.

Em todos os setores € utilizada agua, especialmente onde se realiza o abate. Este
ambiente passa por higienizacdo com agua quente pressurizada de 04 a 05 vezes ao dia, ou
quando se fizer necessario, para remocao de pedacos de fibras, sangue e pedacos de gordura.
A lavagem e higienizacao das areas dos processos auxiliares e de utilidades sdo realizadas
uma vez ao dia. Nesse trabalho de higienizacdo, sdo utilizados agua e desinfetantes
quimicos, que ao final do processo séo incorporados ao efluente gerado.

A etapa completa, desde a recepcdo dos animais até a estocagem e expedicdo da

carne, encontra-se em um fluxograma conforme ANEXO B.

3.1.2 Etapas do tratamento de efluentes liquidos da Industria A

O sistema atual de tratamento de efluentes liquidos da Inddstria A compreende as
seguintes etapas: tratamento primario e secundario. O tratamento primario inicia-se com a
chegada dos efluentes provenientes do processo produtivo, divididos em duas linhas,
vermelha e verde. Na linha vermelha sdo escoados os residuos que contem sangue, pedacos
de gordura e cartilagem e na linha verde, os residuos oriundos da evisceragdo. Estas duas
linhas chegam no ponto inicial do tratamento primario, onde é realizado o processo de
peneiramento. Neste setor estdo instaladas 02 peneiras rotativas autolimpantes, sendo uma

para a linha verde e a outra para a linha vermelha. Estas peneiras possuem uma malha
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triangular de 0,50 mm de abertura. Como h& medidor de vazéo na entrada da ETE, foi feita
estimativa de vazdo controlando o tempo de enchimento de um vasilhame de 20 L. Com este
procedimento estimou-se uma vazdo total de 190m3h, similar a vazdo informada pela
industria. Com este levantamento foi verificado em tabelas de fabricantes e constatou-se
que é provavel que cada peneira apresente taxa de aplicacdo de 45 m3/mz2.hora.

Nesta etapa ha remocdo de matéria organica em suspensdo e os efluentes das linhas
verde e vermelha sdo misturados, ap6s passarem pelas peneiras, e ficam de 30 a 40 minutos
em um tanque de equaliza¢do com capacidade de 40 ms.

No tanque de equalizacao séo retidos sobrenadantes, pela diferenca de densidade das
particulas, estes, regularizam a vazao que deve ser constante nas demais unidades, unificam
a concentracao dos parametros em face da vazédo média e contribuem para que a temperatura
do efluente de 28° e 30°C, atinja a temperatura ambiente. Este controle de temperatura serve
para equilibrar as taxas de reacfes quimicas e biologicas no processo, que influenciam a
atividade microbiana, solubilidade dos gases e a viscosidade do efluente. Também com o
controle da temperatura evita-se 0 aumento da taxa de transferéncia de gases, responsaveis
pela geracdo de mau cheiro (SPERLING, 1996; NUNES, 2004).

Apos essa etapa o efluente é encaminhado para o tratamento secundario composto
por 4 lagoas, sendo uma lagoa anaerdbia, duas lagoas facultativas em série e uma lagoa de
maturacao.

Nas Figuras 3, 4 e 5 observam-se as peneiras da linha vermelha (a) e verde (b),
tanque de equalizacdo, no qual ha mistura das linhas e uma das lagoas de estabilizacéo,

respectivamente da Industria A.

Figura 3 — Peneiras rotativas da linha vermelha (a) e verde (b).

Fonte: Autoria propria.
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Figura 4 — Tanque de equalizac&o.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 5 - Lagoa facultaitva.
Fonte: Autoria prépria.

Com o objetivo de melhor visualizar o sistema de tratamento existente na Industria A
é apresentada a Figura 6 com fluxograma completo do sistema de tratamento e 0s pontos de

coleta das amostras.
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Figura 6 — Desenho esquematico do sistema de tratamento de efluentes liquidos da Inddstria A e
pontos de coleta das amostras. P1 (saida da lagoa anaerdbia), P2 (saida do sistema de tratamento), P3 e
P4 a montante e a jusante do Rio Miringuava. Fonte: Autoria propria.

Cabe ressaltar que a Inddstria A ndo possui projeto com as dimensdes e tempo de
detencdo hidraulica das lagoas de tratamento, reforcando Silveira (1999) que afirmou que os
sistemas de lagoas, em boa parte, sdo projetados com base em copias de outros sistemas.

Segundo informac6es fornecidas pela inddstria, as lagoas possuem provaveis areas
de: 400 m3 (lagoa anaerobia), as lagoas facultativas tém aproximadamente 28.800 m3 cada
uma e a lagoa de polimento tém possivelmente uma area de 12.000 m3. Diante das vazdes e
volume das lagoas, constatou-se um provavel tempo de detencdo hidraulica para a lagoa
anaerdbia de 14,3 dias, para as lagoas facultativas de 28 dias.

O efluente das lagoas, ainda passa por um local contendo zonas de raizes/wetlands

naturais que colabora no polimento final do efluente.
3.2 INDUSTRIA B
A Industria B ocupa area aproximada de 10 hectares e esta localizada na regido da

Bacia do Alto Iguacl, proximo a sua localizagdo existem outras industrias de diversos

ramos e de atividades agricolas. Os efluentes gerados séo lancados no Corrego Mandassai
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afluente do Rio Pequeno. Esta indUstria ndo possui matadouro em sua planta industrial,
porém diariamente industrializa embutidos (salames, salsichas, linguicas e mortadelas,

dentre outros) e cortes de carne suina temperada e defumada.

3.2.1 Etapas de producéo da Industria B

Nesta industria foi realizada uma visita técnica com o objetivo de identificar os
pontos de geracdo de efluentes liquidos. Constatou-se que os maiores volumes sdo gerados
nas etapas finais do processo produtivo, principalmente naquelas relacionadas ao cozimento
dos produtos, nas quais sdo utilizados corantes e temperos quimicos. Ha também
contribuicdo de efluentes liquidos pelos processos de higienizacdo da area de producéo e da
lavagem dos maquinérios de preparo dos alimentos. A lavagem dos maquinarios consiste em
realizar a sanitizacdo de canalizacfes e equipamentos sem prévia desmontagem na qual s&o
utilizadas solugdes a base de cloro para desengordurar e desinfetar.

A incorporacdo dos varios produtos quimicos faz com que o efluente final apresente
predominancia de elementos quimicos, comparado aos materiais organicos, ao contrario do
que foi observado na Industria A.

Nesta planta industrial a lavagem e higienizacdo sdo realizadas uma vez ao dia. A
geracdo de efluentes, englobando o processo produtivo e os processos de higienizagéo,
estima-se, segundo informacGes passadas pela industria, em 120 md/dia e, considerando
operacdo industrial de 10 h/dia, ha geracdo de vazao média de 15 m®/h de afluentes.

O fluxograma do processo de producdo encontra-se no ANEXO C.

3.2.2 Etapas de tratamento de efluentes liquidos da Inddstria B

O sistema atual de tratamento de efluentes liquidos da Industria B compreende as
etapas de: tratamento primario e secundario. O tratamento primario é composto por uma
peneira estatica com abertura de malha de 0,25 mm e provavel taxa de aplicacdo de 15
m3/mz2.h. Chegou-se a esta taxa de aplicacdo utilizando a vazdo méaxima de projeto e com
estes dados foi consultado um catalago de fabricante, conforme recomendado por Nunes
(2001). Esta peneira esta instalada com inclinacdo aproximada de 45°, que retém solidos
com a finalidade de evitar sobrenadantes nos demais processos. Em seguida, o efluente é
direcionado para cinco caixas de gordura em série que nesta operagdo tém a mesma fungéao

dos tanques de equalizacdo conforme descrito por Sperling (1996).
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A limpeza desta etapa de tratamento € realizada manualmente com raspagem,
lavagem com jatos de agua e escova da peneira e recolhimento da gordura sobrenadante dos
tanques. Cabe ressaltar que os residuos retidos na peneira sdo de granulometria pequena,
mas com a presenca de gordura 0s mesmos acabam se compactando e formam uma espécie
de borra que preenche as aberturas da malha impedindo a passagem do efluente. Constatou-
se que quando o efluente ndo passa pela peneira, sendo desviado diretamente para os tanques
de gordura, aumenta a formacgéo de sobrenadantes nos demais processos.

Ainda deve-se considerar que a concentracdo dos sélidos a serem removidos no
sistema pode variar conforme o tipo de produto que estd sendo processado e a que
temperatura e viscosidade o afluente estd chegando na ETE ( NUNES, 2001).

Nunes (2001) descreve que ha casos em que a concentracdo de solidos organicos
pode ser removida com peneiras dimensionadas corretamente em funcdo da vazdo e carga
organica e que pode remover até 25% da DBO em suspensdo grosseira.

Os residuos gordurosos da peneira e dos tanques ao serem retirados sdo depositados
em containers e destinados a aterro industrial.

Na Figura 7 observa-se a peneira e os tanques de gordura da Industria B.

Figura 7 - Peneira estatica e tanques de gordura. Fonte: Autoria propria.

Apls a passagem pelo tratamento primario, o efluente é encaminhado para o
tratamento secundario realizado por sistema de lagoas, composto de uma lagoa anaerdbia,

seguida de uma lagoa facultativa e duas lagoas com aeracéo.
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Na Figura 8 é observada uma das lagoas aeradas do sistema secundario para

complementar o tratamento/polimento.

e e

a de polimento com aeradores. Fonte: Autoria propria.

Figufa 8 - Lago

Na Figura 9 verifica-se 0 fluxograma completo do sistema de tratamento dos
efluentes liquidos gerados pela Industria B, bem como os pontos de coleta das amostras.

O efluente final do tratamento € transportado por tubulacdes enterradas por
aproximadamente 200 m. Apos, por mais ou menos mil metros, este € encaminhado por uma
vala rasa em meio a um pasto e densa vegetacdo natural, até atingir o Corrego Mandassai,
afluente do Rio Pequeno.

Quanto as dimensdes e tempo de detencdo hidraulica da ETE, esta industria também
ndo possui projeto de dimensionamento das lagoas. Para calcular o tempo de detencédo
hidraulica, optou-se em medir a extensdo e profundidade da lagoa facultativa e das lagoas
aeradas. As dimensd@es e profundidade média das lagoas foram realizadas em varios pontos
no interior das mesmas.

Para a lagoa anaerobia foi considerada profundidade informada pelo operador da
ETE, uma vez que a mesma é cercada com arame farpado e foi construida na forma de um
trapézio invertido. Estima-se que a maior profundidade seja de 6 m de distancia da borda.

Assim, as areas e volumes aproximados das lagoas sdo: anaerébia 600 m3, facultativa
25.000m3 e as de polimento tém area 32.000 m?3 cada.

Com o objetivo de melhor visualizar o sistema de tratamento existente na inddstria B
é apresentada a Figura 9 com fluxograma completo do sistema de tratamento e 0s pontos de

coleta das amostras.
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Figura 9 — Desenho esquematico do sistema de tratamento de efluentes liquidos da indlstria B com os
pontos de coleta das amostras: P1 (saida da lagoa anaerdbia), P2 (saida do sistema de tratamento), P3
(montante — nascente propriedade) e P4 ( jusante, 250 metros da saida do sistema de tratamento).

Fonte: Autoria prépria.

3.3 COLETAS DAS AMOSTRAS

Realizaram-se oito campanhas com amostras simples, em cada industria, nas quatro

estacdes do ano de 2013, mais a coleta teste, realizada na primavera de 2012.

O procedimento de coleta das amostras de efluente e da 4gua no corpo receptor foi

realizado segundo a metodologia de coleta de aguas superficiais publicada pela CETESB
(1987), de acordo com procedimentos descritos na ABNT/ NBR 9898 de 1987. Um galédo

com capacidade de 3 L, foi mergulhado a aproximadamente 10 a 15 cm abaixo da superficie,

em sentido contrario a correnteza e icado para a margem. Estas amostras foram transferidas

para 20 recipientes de 5 L e transportados até o laborat6rio da UTFPR.



47

Para a coleta das amostras destinadas as analises fisicas, quimicas e microbioldgica,
foram utilizados recipientes com capacidade de 0,5 L, previamente esterilizados, que
primeiramente foram submergidos nas aguas do local da coleta, para lavagem prévia dos
mesmos com a agua residudria do ponto a ser coletado e imediatamente lacrados e
refrigerados em embalagem térmica a £ 2 °C, para transporte e, conseguinte, realizacdo das

analises.

3.4 CARACTERIZACAO FISICA, QUIMICA E MICROBIOLOGICA DAS AMOSTRAS
DE EFLUENTES COLETADOS

Neste trabalho foram realizadas, com as amostras provenientes das duas industrias,
andlises fisicas, quimicas, bacteriolégicas e genotoxicas com os efluentes liquidos durante o
periodo de marco a outubro de 2013. Os parametros analisados e as técnicas analiticas

utilizadas estdo descritos no Quadro 4.

QUADRO RESUMO DAS ANALISES

Analises Frequéncias Pontos de Técnica analitica
coleta
Temperatura (°C) 2 coletas em cada P1, P2, P3e | Termistor acoplado a oximetro digital
P estagdo do ano P4 portétil marca YSI
pH 2 COIEt?S em cada P1,P2,P3e Poténciométrico digital portatil Hanna
estagdo do ano P4
Oxigénio dissolvido 2 coletas em cada P1, P2, P3e . - .
(mg.LY) estacio do ano P4 Oximetro digital portatil marca YSI
Alcalinidade total 2 coletas em cada P1, P2, P3e -
(mg.L™Y) estacio do ano P4 Volumétrico, Standard Methods
Acidos volateis (mg.L™) 2 COIEt‘:’l s em cada P1, P2, P3e Volumétrico, Standard Methods
estagdo do ano P4
o 1 2 coletas em cada P1, P2, P3e Digestao por persulfato de potassio
Nitrogénio total (mg.L") estagdo do ano P4 segundo APHA (2005)
Fésforo Total (mg.L™) 2 coletas em cada P1, P2, P3e Acido ascdrbico mais persulfato de
g estagdo do ano P4 potéssio segundo APHA (2005)
DQO (mg.L™Y) 2 coletas em cada P1, P2, P3e Dicromato de potassio em acido
9. estagdo do ano P4 sulfarico segundo APHA (2005)
DBO 5.0 (Mg.L™Y) 2 coletas em cada P1, P2, P3e Método winkler modificado pela
520 (MG. estacdo do ano P4 azida sodica segundo APHA (2005)
. . 2 coletas em cada P1, P2, P3e Tubos multiplos segundo APHA
Coliformes totais ( NMP) estacio do ano P4 (2005)
. . 1 coleta em cada P1, P2, P3e Metodologia descrita no APENDICE
Teste do microndcleo x
estagdo do ano P4 C
. 1 coleta em cada P1, P2, P3e Metodologia descrita no APENDICE
Ensaio Cometa x
estagdo do ano P4 D

Quadro 4 — Parametros e técnicas utilizadas.
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3.5 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

No laboratério, as amostras foram imediatamente colocadas em cinco diferentes
aquarios, com capacidade de 24 L cada, sendo um com efluente bruto diluido em &gua
potavel e filtrada a 50%, um para efluente da saida do sistema de tratamento, um para 4gua a
montante do rio, um para a agua a jusante do rio e outro com &gua potavel e filtrada,
utilizado como grupo controle.

Nestes aquéarios foram colocados 15 peixes da espécie Astyanax com
aproximadamente 5 a 8 cm cada, que ficaram expostos a0 ambiente das amostras acima
descritas durante 96 horas, sendo mantida a aeragdo dos aquérios.

Apos esse periodo, os peixes foram anestesiados com benzocaina e sacrificados para
coleta de amostras de sangue. O sangue foi coletado para analise dos biomarcadores de dano
genético: teste do micronicleo pisceo e ensaio cometa. Na Figura 10 sdo observados o0s
aquarios com os peixes. (P1) efluente bruto diluido 50%, (P2) efluente da saida do
tratamento, (P3) montante do rio, (P4) jusante do rio e (P5) aquario controle.

Figura 10 - Aquérios com peixes expostos ao efluente da Industria B,
sendo: (P1) efluente bruto diluido 50%, (P2) efluente da saida do ETE,
(P3) montante do rio, (P4) jusante do rio e (P5) aquério controle negativo.
Fonte: Autora (2013).
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3.6 ANALISES DE GENOTOXICIDADE

3.6.1 Animais utilizados no experimento

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados peixes da espécie Astyanax sp (Figura
11), escolhidos por ser uma espécie que ocorre igualmente e de forma continua em toda a
regido que envolve os trechos do alto e médio Rio Iguaci (INGENITO et al., 2004). Esta
espécie de peixe apresenta caracteristicas de boa sobrevivéncia em laboratério quando a
densidade de estocagem for controlada (VILELA; HAYASHI, 2001).

Nos testes de genotoxicidade, foram utilizados 600 exemplares adquiridos de
criadouro comercial. Os animais ficaram inicialmente em adaptacdo por 3 semanas no
Laboratério de Saneamento da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR),
alojados em uma caixa d’agua com capacidade de 310 L, em ambiente controlado para
aclimatacdo, respeitando o fotoperiodo (12 horas claro/12 horas escuro). Durante o periodo
de ambientacdo os peixes foram alimentados com racdo comercial a cada 24 h e 0 seu

ambiente foi mantido limpo e com aeracao constante.

Figura 11 — Foto ilustrativa do lambari Astyanax sp.
Fonte: Adaptado de Roberto Ferreira Artoni.

As andlises de genotoxicidade foram desenvolvidas através do teste do micronucleo
pisceo e do ensaio cometa que serdo resumidamente descritas a seguir e que sdo
apresentadas de forma integral nos APENDICES A e B.
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3.6.2 Teste do micronucleo pisceo

Para verificar a frequéncia de micronucleos em hemacias periféricas, foi empregada a
técnica descrita por Heddle (1991) e Schmid (1975), com algumas modificacGes.
Primeiramente as laminas foram limpas e identificadas. Posteriormente coletou-se o sangue
do animal e foi depositada uma gota na superficie da lamina. Com o auxilio de uma laminula
fez-se o esfregaco, com espalhamento do sangue sobre a superficie da lamina que foi
mantida ao ar livre para secarem por aproximadamente 12 h. Depois desse periodo as
laminas foram fixadas com etanol 96% por 30 min em cubetas. Para leitura das laminas,
estas foram coradas com Giemsa 10% diluida em solugdo tamp&o fosfato (pH 6,8) por 13
min e lavadas em &gua corrente.

Para a analise do microntcleo foram consideradas 2000 células de cada animal em
teste cego, sendo que somente foram consideradas hemécias nucleadas com membrana
nuclear e citoplasmatica intactas. Como micronucleo foram consideradas as particulas que,
em relacdo ao nucleo principal, ndo excederam 1/3 do seu tamanho e estavam nitidamente
separadas, com bordas distinguiveis e com a mesma cor e refringéncia do ndcleo. As
observac6es foram feitas no microscopio tipo Leica DMLS com aumento de 400 x.

As alteracbes na forma eliptica normal dos nucleos das heméacias que ndo se
enquadraram no conceito de micronucleo, mas que poderiam ser descritas como alteragdes
morfologicas nucleares também foram analisadas, conforme CARRASCO; TILBURY e
MYERS (1990).

3.6.3 Ensaio Cometa

A técnica utilizada foi a descrita por Singh et al., (1989) com algumas alteraces.
Antes da coleta do material para analise, foram preparadas as ldminas com cobertura de
agarose, seguindo as etapas descritas no Apéndice F.

Para 0 ensaio cometa com sangue de lambaris, o procedimento para montagem das
laminas consistiu em coletar 10 pL de sangue de cada animal e misturar com 1 mL de soro
bovino fetal. Desta solucdo, foram coletados 10 pL e misturados com 120 uL de agarose
LMP — baixo ponto de fusdo, previamente preparada e levemente aquecida (37 °C). Esta
suspensdo celular foi depositada sobre uma lamina que ja estava com a cobertura de agarose.

Apos a deposicdo, esta foi coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15 min.
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Decorrido o tempo de refrigeragdo, as laminulas foram gentilmente retiradas e as laminas
foram acondicionadas em cubetas contendo a solucéo de lise por 24 h.

Apds o tempo na solugdo de lise, as laminas foram transferidas para uma cuba
horizontal de eletroforese. Quando necessario, 0s espagos existentes foram preenchidos com
laminas limpas. A cuba de eletroforese foi mantida sob-refrigeracéo e no escuro. Nesta cuba
foi suavemente adicionada a solucdo tampdo de eletroforese com pH maior que 13, de
maneira a cobrir as laminas. Antes do inicio da corrida eletroforética, as laminas ficaram na
solucgéo de eletroforese por 30 min para a desespiralizacdo do DNA. Em seguida, iniciou-se
a corrida de eletroforese a 25 V e 300 mA por 25 mins. Apos o tempo de corrida, as ldaminas
foram retiradas da cuba e neutralizadas com um tampé&o de neutralizagdo (pH 7,5) por 5 min.
Esse processo foi realizado em 3 se¢fes, com 5 minutos para cada se¢do. Essa neutralizacéo
foi realizada aplicando-se diretamente o tampé&o sobre as ldminas com auxilio de uma pipeta
sobre superficie plana. Apds, esse procedimento as laminas secaram em temperatura
ambiente. Em seguida, foram fixadas em etanol 96% por 5 min e entdo guardadas para
posterior coloragéo e visualizacéo.

Para visualizacdo do cometa, foi feita coloracdo da lamina, com adicdo de 25 pL de
brometo de etideo em cada lamina. Cada lamina foi coberta com uma laminula e levada ao
microscopio de epifluorescéncia com aumento de 400x. Neste microscépio foram analisados
100 nucleoides em cada lamina. Os nucledides foram classificados de acordo com o dano,
conforme o comprimento da cauda formada ap0s a corrida eletroforética. A classificacdo dos
nucleoides foi realizada conforme as classes: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2
(dano medio), 3 (dano maximo) e 4 (nicleo em apoptose), conforme Figura 2. Foi realizada

a quantificacao dos tipos de danos e a atribuicdo de escores em cada classe.

3.7 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para avaliar a distribuicdo dos compartimentos nos processos de tratamento, foi
utilizada uma Anélise de Componentes Principais (ACP) utilizando o pacote STATISTICA
(Statsoft Inc., 1996). Foram incluidos dados das variaveis fisicas, quimicas e biolégicas do
efluente e da 4gua do corpo receptor, sendo que, para reduzir a dimensionalidade dos dados,
todas as variaveis, exceto pH foram previamente log transformadas.

Para chegar aos escores do ensaio cometa, 0s resultados obtidos na leitura das
laminas foram submetidos a uma analise estatistica com base na frequéncia de cada classe de

dano. O indice de dano foi estimado com base na multiplicacdo do nimero de células
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observadas em cada classe pelo valor atribuido a esta, obtendo-se assim o escore, conforme
a equacao:

indice de dano: (0 x A) + (1xB) + (2xC) + (3xD) + (4 XE),onde, A, B,C,DeE,
sdo 0s numeros de células encontradas para cada categoria analisada. Assim, o indice de
dano pode variar de 0 a 400.

Os escores obtidos através da multiplicacdo do nimero de cometas encontrados em
cada classe pelo valor da classe e a soma dos microndcleos pisceos encontrados com
alteracbes cromoss6micas em cada peixe, foram analisados no programa BioEstat 5 através

do teste estatistico de Kruskal-Wallis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE

A geracdo de efluentes, englobando a higienizacdo do processo produtivo e 0s
processos auxiliares, conforme informacdes levantadas junto a industria, somam em média
2,8 m3 por animal abatido e, considerando o abate médio de 800 animais/dia, operando 12
horas por dia, tem-se vazdo média de 187 m3/hora de afluente no sistema de tratamento,
confirmando assim, o grande consumo de agua nas diversas etapas do processo (BRAILE;
CAVALCANTI, 1993; ESPINOZA et al., 1998; PACHECO; YAMANAKA, 2006;
SCHOENHALS, 2006; RATTI; PASSIG, 2007; KRIEGER, 2007; PETERLINI, 2012).

Para melhor entendimento das concentracBes existentes nos efluentes das duas
indastrias, primeiramente, foi efetuada uma coleta teste e analisados os parametros:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, DQO e DBOs ;o conforme Quadro 5. Caracterizar o
efluente bruto auxilia no dimensionamento da ETE e facilita a elaboracdo do protocolo de
analises, ou seja, tém-se conhecimento de quanto € necessario diluir uma amostra para
efetuar a sua caracterizacao.

Cabe ressaltar que as discussdes sobre estes dados foram baseadas nos parametros
estabelecidos pelas Resolucbes CONAMA n° 357, de 2005 e CONAMA n° 430, de 2011,
uma vez que nao foi possivel ter acesso aos parametros de lancamento estabelecidos pelo
IAP na ocasido da Licenca de Opera¢do das duas industrias.

No Quadro 5 observam-se os resultados das analises fisico-quimicas da coleta teste.

RESULTADOS DAS ANALISES FISICO - QUIMICAS
COLETATESTE
EM 20.09.2012 INDUSTRIA A INDUSTRIA B
P1 P3
Sal'éa I;goa (P2) . Mcsnta)nte (P4) .
anaerébia Efluente final do rio Jusante do rio

Temperatura °C 27,5 20,5 26,7 21,3

pH unid.de pH 7,02 6,77 6,80 6,30

oD mg.L* 0,34 1,27 0,28 1,44
DQO mg.L?O, 8680 24 7620 37
DBOs 2 mg.L?0, 6200 6 5320 12

Quadro 5 — Variacdo das concentracdes do pH, oxigénio dissolvido, DQO e DBOs .
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Nos dois casos em estudo, a DQO foi menor que o dobro da DBOs 5, confirmando
que grande parte da matéria orgénica presente nas lagoas é biodegradavel. Constata-se
também, para os dois estabelecimentos, valores de pH proximo do valor neutro para o
efluente bruto, outra condigcdo apropriada para os processos bioldgicos, sobretudo anaerébio
(SPEECE, 1996).

Nos Quadros de 6 a 21 observam-se os resultados das andlises fisica, quimica e
microbioldgica efetuadas durante a pesquisa na Industria A e B respectivamente.

INDUSTRIA A DATA COLETA: 08/03/2013
P1) (P2) (P3) (P4)
Parametros Unidades p Efluente Montante do | Jusante do
Saida lagoa . . .
P final rio rio
anaerobia
Temperatura °C 20,3 18,5 17,4 15,4
pH unid.de pH 7,08 6,77 5,78 6,68
oD mg. L 0,68 1,10 6,85 6,06
Alcalinidade total mg. L 580,0 327,0 72,5 118,0
Acidos volateis mg. L 832,0 398,2 48,7 97,6
DQO mg. Lo, 882,0 22,5 9,5 13,7
DBO 54 mg. Lo, 456,0 86,0 4,8 12,1
N Total mg. L 18,42 13,45 2,07 11,82
Fosforo Total mg. L 24,5 23,9 1,39 2,56
. . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.3x10 3.5x10 6.8x10 1.9x10

Quadro 6 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbiolégicas efetuada em 08/03/2013.

INDUSTRIA A DATA COLETA: 05/04/2013
P1) (P2) (P3) (P4)
Parametros Unidades p Efluente Montante do | Jusante do
Saida lagoa fi . .
P inal rio rio
anaerobia
Temperatura °C 22,3 19,5 18,3 20,4
pH unid.de pH 6,2 7,50 6,08 8,0
oD mg. L 0,12 0,99 8,6 7,7
Alcalinidade total mg. L* 600,0 340,0 80,0 80,0
Acidos volateis mg. L* 845,07 478,87 56,33 112,67
DQO mg. Lo, 949,0 29,0 12,0 17,0
DBO 59 mg. L-102 495,0 90,0 3,7 15,2
N Total mg. L? 16,37 12,35 1,97 10,75
Fésforo Total mg. L* 23,5 22,8 0,8 1,2
. . 108 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.2x10 7.4x10 6.9x10 1.8x10

Quadro 7 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbiolo6gicas efetuada em 05/04/2013.




INDUSTRIA A DATA COLETA: 10/05/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parémetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio
Temperatura °C 21,4 22,4 23,8 24,2
pH unid.de pH 7,32 8,80 8,65 7,59
oD mg. L 0,17 4,50 8,6 3,18
Alcalinidade total mg. L 620,0 350,0 92,0 87,0
Acidos volateis mg. L 856,0 488,85 77,31 118,63
DQO mg. Lo, 675,0 105,0 11,0 132,1
DBO 5.2 mg. Lo, 630,0 118,0 6,2 13,1
N Total mg. L 18,47 17,55 1,97 15,55
Fosforo Total mg. L 21,5 19,8 0,7 2,97
) . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.1x10 7.3x10 7.2x10 1.9x10

Quadro 8 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbiologicas efetuada em 10/05/2013.

INDUSTRIA A DATA COLETA: 14/06/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parédmetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaeroébia final rio rio
Temperatura °C 17,5 16,5 14,3 16,1
pH unid.de pH 7,45 7,52 6,13 8,19
oD mg. L™ 0,18 0,97 8,1 3,25
Alcalinidade total mg. L 590,0 338,0 88,0 78,0
Acidos volateis mg. L* 841,05 512,85 63,29 114,27
DQO mg. Lo, 829,0 32,7 16,0 39,7
DBO 52 mg. Lo, 480,0 112,0 7,3 10,3
N Total mg. L? 19,27 18,55 1,27 14,55
Fésforo Total mg. L™ 20,1 21,9 0,9 3,05
] . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.1x10 7.2x10 6.8x10 1.7x10

Quadro 9 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbiol6gicas efetuada em 14/06/2013.
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INDUSTRIA A DATA COLETA: 12/07/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parémetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio
Temperatura °C 27,4 16,4 14,5 16,3
pH unid.de pH 7,50 6,77 6,09 8,5
oD mg. L* 0,15 0,69 8,7 3,7
Alcalinidade total mg. L 609,0 348,0 83,0 77,0
Acidos volateis mg. L 838,0 427,57 61,53 102,65
DQO mg. Lo, 941,0 105,0 15,0 78,7
DBO 5.2 mg. Lo, 4870 109,0 4,9 7,6
N Total mg. L 18,47 18,35 1,57 13,79
Fosforo Total mg. L 21,6 23,9 0,98 1,5
) . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.1x10 7.1x10 6.7x10 1.8x10

Quadro 10 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 12/07/2013.

INDUSTRIA A DATA COLETA: 09/08/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parédmetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerobia final rio rio
Temperatura °C 18 18,5 17,3 17,4
pH unid.de pH 7,55 7,58 6,10 8,5
oD mg. L 0,23 1,05 8,10 3,30
Alcalinidade total mg. L 580,0 329,0 78,0 101,0
Acidos volateis mg. L 839,00 475,57 66,35 115,69
DQO mg. Lo, 945,0 27,5 19,5 33,2
DBO 52 mg. Lo, 518,0 88,0 5,02 5,8
N Total mg. L 16,57 13,13 1,99 9,71
Fosforo Total mg. L 23,5 21,8 1,8 1,97
. : 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.2x10 7.3x10 6.7x10 1.9x10

Quadro 11 — Resultado das andlises fisicas, quimicas e microbiolgicas efetuada em 09/08/2013
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INDUSTRIA A DATA COLETA: 27/09/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parémetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio

Temperatura °C 21,3 18,3 17,4 19,4
pH unid.de pH 7,56 7,49 6,12 7,88
oD mg. L* 0,15 1,1 7.8 4,05
Alcalinidade total mg. L 612,0 359,0 82,0 87,5
Acidos volateis mg. L 839,3 459,89 62,5 109,5
DQO mg. Lo, 878,3 57,2 15,3 37,5
DBO 5 mg. Lo, 498,0 99,5 5,8 8,6
N Total mg. L 19,26 15,37 2,01 15,97
Fosforo Total mg. L 22,1 25,9 1,1 3.2

) . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.3x10 7.6x10 6.8x10 1.9x10

Quadrol12 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbiolégicas efetuada em 27/09/2013.

INDUSTRIA A DATA COLETA: 17/10/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parédmetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio

Temperatura °C 20,3 19,2 18,4 20,4
pH unid.de pH 7,10 7,309 6,50 6,30
oD mg. L* 0,12 0,90 9,0 3,50
Alcalinidade total mg. L* 615,0 419,0 91,5 105,1
Acidos volateis mg. L* 842,1 515,3 79,6 119,9
DQO mg. Lo, 995,7 63,52 13,3 70,2
DBO 52 mg. Lo, 459,2 91,5 4,7 6,71
N Total mg. L* 17,5 15,22 1,97 16,13
Fosforo Total mg. L* 23,9 28,7 2,9 2,98

. . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.1x10 7.9x10 6.5x10 1.3x10

Quadro 13 — Resultado das andlises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 17/10/2013.
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INDUSTRIA B DATA COLETA: 15/03/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parémetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio
Temperatura °C 25,5C 22,3 23,0 22,7
pH unid.de pH 7,1 6,3 6,05 6,5
oD mg. L* 0,13 5,45 4,89 1,80
Alcalinidade total mg. L 85,0 25,0 68,0 80,0
Acidos volateis mg. L 142,0 76,6 49,2 81,3
DQO mg. Lo, 556,0 39,0 39,0 42,0
DBO 5 mg. Lo, 158,7 83,0 56,86 10,22
N Total mg. L 14,65 12,56 3,87 9,02
Fésforo Total mg. L 28,9 26,3 1,12 22,6
. . 103 5 5 5 6
Coliformes totais NMP/100mL 8.8x10 3.2x10 2.7x10 1.1x10

Quadrol4 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbiolégicas efetuada em 15/03/2013.

INDUSTRIA B DATA COLETA: 12/04/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parédmetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerdbia final rio rio
Temperatura °C 23,5 21,2 22,0 22,5
pH unid.de pH 7,5 6,9 6,15 6,8
oD mg. L* 0,19 5,44 9,31 0,90
Alcalinidade total mg. L* 120,0 60,0 40,0 60,0
Acidos volateis mg. L* 169,01 84,50 56,38 84,50
DQO mg. Lo, 921,5 39,0 35,00 58,0
DBO 52 mg. Lo, 161,25 75,0 120,0 11,0
N Total mg. L* 13,67 11,86 3,47 8,58
Fésforo Total mg. L* 25,1 23,5 1,05 19,9
. . 103 5 5 5 6
Coliformes totais NMP/100mL 8.6x10 3.7x10 2.8x10 1.0x10

Quadro 15 — Resultado das andlises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 12.04.2013.
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INDUSTRIA B DATA COLETA: 10/05/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parémetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio
Temperatura °C 22,5 21,3 22,7 22,9
pH unid.de pH 7,3 6,8 6,25 6,9
oD mg. L* 0,21 5,47 8,41 1,9
Alcalinidade total mg. L 127,0 58,0 47,0 65,0
Acidos volateis mg. L 179,05 86,53 67,48 96,70
DQO mg. Lo, 927,8 57,0 36,7 68,0
DBO 5 mg. Lo, 171,37 87,7 119,2 6,8
N Total mg. L 15,67 12,92 2,27 8,73
Faésforo Total mg. L 23,1 25,2 2,73 27,9
. . 103 5 5 5 6
Coliformes totais NMP/100mL 8.1x10 3.1x10 2.9x10 1.1x10

Quadro 16 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 10/05/2013.

INDUSTRIA B DATA COLETA: 14/06/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parédmetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaeroébia final rio rio
Temperatura °C 18,5 17,5 17,3 15,5
pH unid.de pH 7,8 7,2 6,42 7,5
oD mg. L™ 0,19 5,65 9,31 1,3
Alcalinidade total mg. L™ 117,5 71,6 39,70 67,5
Acidos volateis mg. L 158,02 97,30 65,28 86,3
DQO mg. Lo 879,01 43,5 22,5 59,7
DBO 52 mg. Lo, 183,9 95,7 115,3 5,7
N Total mg. L™ 18,51 13,87 4,47 9,21
Fésforo Total mg. L™ 26,1 29,5 3,2 22,59
. . 103 5 5 5 6
Coliformes totais NMP/100mL 8.46x10 3.9x10 2.3x10 1.6x10

Quadro 17 — Resultado das andlises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 14/06/2013.
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INDUSTRIA B DATA COLETA: 19/07/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parémetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio

Temperatura °C 19,0 18,5 16,4 18,9
pH unid.de pH 7,37 6,59 7,53 7,80
oD mg. L* 0,48 6,52 7,52 4,02
Alcalinidade total mg. L* 121,0 69,0 57,0 65,0
Acidos volateis mg. L 225,32 79,6 49,51 91,3
DQO mg. Lo, 982,0 59,5 19,5 63,1
DBO 5 mg. Lo, 191,59 81,3 117,3 11,9
N Total mg. L 17,49 12,49 3,09 13,81
Fosforo Total mg. L 26,5 24,9 2,39 22,59

) . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.0x10 3.4x10 6.5x10 6.3x10

Quadro 18 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbiolégicas efetuada em 19/07/2013.

INDUSTRIA B DATA COLETA: 09/08/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Pardmetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerobia final rio rio
Temperatura °C 18,1 18,3 17,2 17,4
pH unid.de pH 7,56 7,36 6,52 7,59
oD mg. L 0,48 5,52 7,52 3,91
Alcalinidade total mg. L* 123,0 69,0 72,5 69,0
Acidos volateis mg. L* 188 87,3 48,7 98,6
DQO mg. Lo, 986,0 51,7 9,5 65,7
DBO 52 mg. Lo, 173,56 86,3 125,0 8,8
N Total mg. L 28,42 12,45 2,07 9,27
Fésforo Total mg. L* 23,5 25,91 1,39 31,2
. . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.5x10 3.8x10 6.8x10 1.9x10

Quadro 19 — Resultado das andlises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 09.08.2013.
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INDUSTRIA B DATA COLETA: 27/09/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parémetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerébia final rio rio

Temperatura °C 21,8 18,7 17,6 14,4
pH unid.de pH 7,08 6,77 5,78 7,89
oD mg. L* 0,65 5,27 8,85 1,3
Alcalinidade total mg. L 126,5 67,3 32,5 65
Acidos volateis mg. L 179,9 89,7 68,7 96,6
DQO mg. Lo, 953,21 72,5 39,5 68,7
DBO 5.2 mg. Lo, 149,57 86,3 119,21 6,8
N Total mg. L? 19,41 15,21 2,27 8,73
Fosforo Total mg. L 27,3 24,9 2,93 27,9

- . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.1x10 3.0x10 6.5x10 1.3x10

Quadro 20 — Resultado das analises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 27.09.2013.

INDUSTRIA B DATA COLETA: 17/10/2013
(P1) (P2) (P3) (P4)
Parédmetros Unidades Saida lagoa Efluente | Montante do | Jusante do
anaerobia final rio rio
Temperatura °C 22,7 19,3 18,,6 17,3
pH unid.de pH 7,08 6,80 6,5 6,85
oD mg. L 0,80 5,40 8,85 3,29
Alcalinidade total mg. L 121,0 79,3 39,3 61,0
Acidos volateis mg. L 191,3 90,1 59,2 91,3
DQO mg. Lo, 932,01 81,5 42,15 73,57
DBO 52 mg. Lo, 133,2 96,5 115,5 7.8
N Total mg. L 21,3 18,31 2,22 12,3
Fosforo Total mg. L 32,1 29,1 5,32 32,5
. . 103 5 5 3 4
Coliformes totais NMP/100mL 8.5x10 3.3x10 6.3x10 1.1x10

Quadro 21 — Resultado das andlises fisicas, quimicas e microbioldgicas efetuada em 17.10.2013.
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Nas Figuras 12 (a) e (b) apresentam-se as variages de temperatura nos pontos das

coletas para as industrias A e B durante o periodo experimental.
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Figura 12 - Variacdo de temperatura do efluente e da 4gua nos pontos de
amostragem das industrias A (a) e B (b) em funcéo do tempo em dias.
Tempo zero é igual ao inicio das coletas em 08/03/2013 para a Industria
A e 15/03/2013 para a Inddstria B.

Observa-se que a temperatura do efluente e da agua, nos periodos das coletas, teve
pouca variacdo entre as estaces do ano, exceto na Industria A na coleta de julho (120 dias),
na saida da lagoa anaerobia, onde a mesma ficou em 27,4 °C, dentro da faixa de temperatura
preconizada pela legislacdo. Portanto no ponto de coleta (P4) a variacdo de temperatura ndo
excedeu os 3 °C quando comparado ao (P3) do corpo receptor, no limite da zona de mistura
CONAMA n°430 (2011).

A temperatura € um parametro que tem relacdo com o oxigénio dissolvido e também
com a cinética de degradacdo e crescimento dos microrganismos. E um dos fatores que
influenciam a densidade bacteriana. O aumento da temperatura estd diretamente relacionado a
velocidade das reagbes no ambiente aquatico, principalmente nas de decomposicdo de
compostos organicos (ESTEVES, 1998).
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Nas Figuras 13 (a) e (b) s&o apresentados os resultados do pardmetro pH nos pontos

das coletas para as industrias A e B durante o periodo experimental.
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Figura 13 - Variacdo do pardmetro pH do efluente e da 4gua nos pontos de
amostragem das industrias A (a) e B (b) em funcéo do tempo em dias.
Tempo zero é igual ao inicio das coletas em 08/03/2013 para a Inddstria A
e 15/03/2013 para a IndUstria B.

Inicialmente, ao se analisar os resultados de pH obtidos na Industria A, verificou-se
que na saida da lagoa anaerobia o valor médio ficou em torno de 7,45 e, portanto, muito
proximo do ponto de neutralidade. Observou-se uma pequena variacdo entre 0s pontos de
coleta, estando esse parametro dentro do que preconiza a legislacdo através das Resolucédo
CONAMA n°s 357/05 e 430/11, no seu artigo 34, estabelecendo para langamento de
efluentes liquidos pH entre 5,0 e 9,0. Nesta faixa de valor o efluente apresenta uma solugéo
basico-alcalina o que favorece o bom funcionamento do sistema de tratamento secundario.

Por outro lado, ARRUDA (2004) comenta que encontrou valores para o parametro pH
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abaixo de 5,60 para efluente de matadouros. Estes valores s&o menores que 0s encontrados
neste trabalho.

Foram observados na Industria A alguns valores de pH inferiores a 7, o que sugere a
existéncia de sobrecarga organica na lagoa. Isto pode ser justificado pelo fato de alguns dias
antes ter ocorrido a semana da Pascoa, em que a industria abateu acima da sua capacidade e
com isso o tempo de detencdo hidraulica real foi menor que o TDH de projeto. A observacdo
deste fato sugere que, nessa ocasido, o efluente permaneceu no sistema de tratamento por
menos tempo do que 0 necessario.

Por outro lado, na coleta de maio (80 dias) obteve-se o valor de 8,8 na medicdo do
pH, na saida do sistema (P2), que € um valor acima do ponto de neutralidade. Através da
analise da rotina de funcionamento do processo produtivo da empresa, surgiram indicios de
que essa elevacdo do pH pode ter ocorrido devido a utilizagdo de produtos para limpeza a
base de hidroxido de sodio (soda).

Ja no ponto de coleta (P3) e (P4) a montante e jusante do lancamento da Industria A,
0 pH encontrado foi de 8,65 (23,8°C) e 8,50 (16,9°C). Os valores nestes pontos de coletas
podem ter sido encontrados devido as coletas terem sido realizadas proximas a uma zona de
estagnacdo. Zonas de estagnagdo favorecem o crescimento de algas que consomem CO; e
elevam o pH do meio (SPERLING, 2003).

Outro fator a ser considerado nas duas industrias € que nos pontos de coletas (P3) e
(P4) havia extenso crescimento de algas, que consomem carbono inorganico e
consequentemente ocorre aumento do pH. E importante ressaltar que os valores de pH foram
medidos nas superficies da lagoa, em pontos determinados. Pontos mais profundos estdo
mais proximos dos locais onde ocorre a decomposicao anaerobia e, portanto, o pH deve se
apresentar menor do que o observado na superficie.

Nas Figuras 14 (a) e (b) observam-se os resultados do parametro oxigénio dissolvido

das Industrias A e B, respectivamente.
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Figura 14 - Variacdo das concentracdes de oxigénio dissolvido (mg.L™)
efluente e da dgua nos pontos de amostragem das industrias A (a) e B
(b) em funcdo do tempo em dias. Tempo zero é igual ao inicio das
coletas em 08/03/2013 para a Industria A e 15/03/2013 para a Industria
B.

A concentracdo de oxigénio dissolvido encontrava-se bastante reduzida em todas as
amostras analisadas da Industria A, exceto a montante do rio (P3) que foi encontrado valores
da ordem de 6 a 9 mg.L™. Estes valores reforcam Toledo; Nicolella (2002) e Sardinha et al.
(2008) que avaliaram o indice de qualidade da agua em microbacias de uso agricola e
urbano em Guaira/SP e Ribeirdo do Meio, Leme/SP e encontraram valores proximos a 6,5
mg.L™ a montante do lancamento e valores menores apés as cidades da ordem de 1,5 mg.L"
! Este valor encontrado a jusante do lancamento é portanto, bem inferior aos valores
encontrados neste estudo a montante (P3). Isto deve-se especialmente na Industria A, ao fato
de ndo ter sido encontrado despejos de origem doméstica e a presenca de mata ciliar
preservada, que colaborou na filtracdo de possiveis despejos.

Foi observado que, em sete periodos de coletas (de um total de oito) o OD no ponto

(P2) apresentou valores inferiores a 5,0 mg.L™, que é o valor minimo recomendado para
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lancamento de efluentes pelas resolugdes CONAMA n°s 357, de 2005 e 430, de 2011 para
corpos hidricos Classe 1. O valor mais elevado neste ponto foi de 4,50 mg.L™, para uma
temperatura de 22,4°C na coleta de 10/05, e o mais baixo foi de 0,69 mg.L™ na coleta de
12/07 para uma temperatura de 16,4°C. Constatou-se que ndo houve relacdo desse parametro
com a temperatura da agua, nas ocasifes da amostragem. A incidéncia de OD abaixo de 5,0
mg.L™?, ocorreu tanto em épocas da estacdo quente, quanto fria.

Segundo Cunha; Ferreira (2006) e Froehner; Martins (2008) a reducdo do oxigénio
dissolvido decorre da oxidacdo da matéria organica pelos decompositores. Reidal et al.
(2005) encontraram valores no efluente final, em torno de 1,35 mg.L™ para OD em efluentes
oriundos do abate de aves e suinos tratados em sistemas de lagoas de estabilizacdo. No
entanto, também, observou-se durante a coleta de junho de 2013, que a vazdo do corpo
hidrico, utilizado para langcamento da Industria A estava visualmente abaixo do padréo
normal e por consequéncia ndo estava colaborando para a dissolugéo do efluente langado.

Na Industria B verificou-se um valor de OD superior ao da Industria A em (P2), fato
este atribuido ao emprego dos aeradores. No entanto a jusante do lancamento (P4), o OD
voltou a cair, para valores abaixo de 5,0 mg.L™. Constatou-se que possivelmente isto tenha
ocorrido devido ao efluente percorrer, antes do ponto de coleta (P4), uma pequena “valeta”
aberta sob uma area com densa vegetacdo e criagdo de gado, que recebe além do efluente,
material organico como restos de grama, folhas e esterco dos animais, que ao misturar-se
com o efluente, foram transformados em alimento para inimeras bactérias, fungos e outros
consumidores e neste processo biologico de nutri¢do e respiragdo tenha ocorrido 0 consumo
de OD.

Nas Figuras 15 (a) e (b) tém-se os resultados das analises da alcalinidade total.
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Figura 15 - Variacio das concentraces de alcalinidade (mg. CACO5.L™)
do efluente e da 4gua nos pontos de amostragem das industrias A (a) e B (b)
em funcdo do tempo em dias. Tempo zero é igual ao inicio das coletas em
08/03/2013 para a Industria A e 15/03/2013 para a IndUstria B.

Na Industria A foram encontrados valores para alcalinidade que variam de 580 a 620
mg.L™" em (P1) e de 327 a 348 mg.L™ na saida do sistema (P2). Os valores encontrados em
(P2), na saida do sistema de tratamento, sdo coerentes com Sperling, (1996), segundo o qual,
em efluentes industriais a alcalinidade é alta devido a presenca de silicatos e fosfatos,
geralmente utilizados na formulacdo de produtos para limpeza.

Valores de alcalinidade total maiores no efluente que no afluente significam que a
remocdo de acidos volateis ao longo do processo anaerobio pode ter sido razoavelmente
efetiva (BARBOSA et al., 2009).

Os valores de alcalinidade total encontrados na Industria B demonstraram ser
inferiores aos da IndGstria A, que para (P1) foi de 85 a 126,5 mg.L™ e para (P2) de 25 a 71,6
mg.L™. A reducdo da alcalinidade nesta industria pode ter provocado a diminuicdo da
capacidade de tamponamento do meio, ou seja, a capacidade que o efluente tem para evitar
a queda do pH (CETESB, 1993). Este tamponamento garante a estabilidade do processo de
biodegradacdo, sem a adicdo de produtos quimicos. Este fato aponta para a provavel
necessidade do emprego de aeradores para auxiliar na degradacéo.

Quanto aos pontos de coleta (P3) e (P4) da Industria B, a montante e a jusante do
lancamento, observou-se um aumento da alcalinidade a jusante em relagdo a montante do
lancamento da ordem de 56%. Segundo Metcalf; Eddy (1991), quando o processo de
digestdo estd ocorrendo de forma satisfatoria, a alcalinidade tera valores entre 1000 e 5000
mg.L™ e a concentragdo de 4cidos volateis deveré ser menor que 250 mg.L™.

Nas Figuras 16 (a) e (b) verificam-se os resultados das analises do parametro acidos

volateis na IndUstria A e B.
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Figura 16 - Variacdo das concentracdes dos é4cidos volateis (mg.L™") do
efluente e da 4gua nos pontos de amostragem das industrias A (a) e B (b) em
fungdo do tempo em dias. Tempo zero é igual ao inicio das coletas em
08/03/2013 para a Industria A e 15/03/2013 para a Industria B.

Ao serem analisarmos os resultados da concentracdo de acidos volateis nas duas
indUstrias verifica-se percentuais em média de 800 mg.L™ para IndGstria A e de 180 mg.L™
para Industria B. Estes percentuais ficaram bem abaixo, quando analisamos os resultados da
Industria A, do recomendado por Metcalf; Eddy (1991), para efluentes domésticos, que foi
de 250mg.L™ para que o processo de digestdo esteja sendo realizado de forma satisfatéria.
Imolene et al. (2001) encontrou para efluentes de frigorificos tratados por sistemas de lagoas
781,1mg.L™.  Portanto os valores encontrados na IndUstria B estdo proximos aos
encontrados em esgoto sanitario por Metcalf;Eddy (1991). J& os da Industria A vem de

encontro com a pesquisa feita por Imolene et al., (2001).
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Na Figura 17 (a), (al) e (b) (bl) verificam-se os resultados do pardmetro DQO da
Industria A e B nos pontos de coletas: (P1) lagoa anaerdbia, (P2) saida da ETE, (P3)

montante do rio e (P4) jusante do rio.

- -----P1
-
s
-g- (a)
o]
(]
0 40 80 120 160 200 240
Tempo (d)
140 --m--P2
2 120 ,!.\
80 N ; P3
£« AN e SN———
8 20 e ' "_ ----- . ---9---P4
o]
ﬂ 0 T T T T T T 1
0 40 80 120 160 200 240 (al)
Tempo (d)
1050
4900 »--- Pa— *- --4---P1
D 60 o
Ea? (b)
o 300
g 150
(] 0 T T T T T ]
0 40 80 120 160 200
Tempo (d)
100 ----P2
80 = P3
- =2
2 00— emepa
s 40 - = —A—
g 20 S (b1)
c 0 T T T T T

Tempo (d)

Figura 17 - Variacéo da concentragdo de DQO (mg.L™) do efluente e da
agua nos pontos de amostragem das industrias A (a) e B (b) em funcéo
do tempo em dias. Tempo zero é igual ao inicio das coletas em
08/03/2013 para a IndUstria A e 15/03/2013 para a Industria B.



70

Os valores de DQO encontrados nas duas industrias, nos pontos (P1) e (P2) para as
diversas datas de coletas, apresentaram discrepancias entre si, fato este ja esperado uma vez
que a oscilacdo do volume de abate, limpeza das instalagdes, entre outros fatores podem
alterar este parametro.

A concentracdo de matéria organica em termos de DQO variou de 675 a 941 mg.L™
na Indlstria A e em 556 a 982 mg.L™ na Industria B. Para o ponto (P2) na IndUstria A, a
DQO variou de 22,5 mg.L™ a 105 mg.L™" e na Industria B, de 39 a 72,5 mg.L™ . Estes
valores demonstraram que houve um valor médio de reducdo de (P1) para (P2) da ordem de
93,7% nas duas industrias. Caixeta et al. (2000); Pereira et al. (2011) obtiveram reducdes
entre 90,6% e 92% para efluente de abatedouro de bovinos e suinos com biodigestor UASB
e reator anaerobio compartilhado mais UASB, respectivamente.

Variagcdes nas caracterizagcdes dos efluentes da industria frigorifica tem sido uma
constante nas pesquisas, dentre as quais pode-se citar: Morales (2006) que obteve DQO de
589 mg.L™ na saida da lagoa de polimento, valor considerado alto e justificado devido ao
fato de os reatores estarem em inicio de operacdo; Manjunath et al. (2000) obtiveram valores
que variaram de 1.100 a 7.250 mg.L™, Pacheco; Yamanaka (2006) obtiveram valores que
variaram entre 5.200 a 6.700 mg.L™.

Nota-se que o valor para DQO encontrado em (P2) foi superior ao encontrado a
montante do rio (P3). Tal fato era esperado, principalmente para a Industria A, uma vez que
0 Rio Miringuava apresenta a montante do lancamento uma mata ciliar preservada e nao
foram constatados despejos clandestinos. No ponto (P4), a jusante do lancamento, a DQO
foi superior ao ponto (P3). Como a distancia entre 0s pontos montante e jusante € de
aproximadamente 400 metros e ndo foi identificado nenhum langcamento pontual neste
percurso, conclui-se que o aumento ocorrido na DQO no corpo receptor das duas industrias,
a jusante em comparacdo ao de montante, tenha sido a contribuicdo do lancamento dos
efluentes liquidos das proprias industrias.

Embora o corpo receptor tenha uma boa capacidade de autodepuragdo devido a sua
vazdo, em especial o Rio Miringuava, que possui uma média de 898 L/s, no momento da
coleta das amostras é provavel que este manancial ndo estivesse conseguindo diluir
satisfatoriamente o efluente no trecho em estudo, em raz&o de ndo ter havido chuvas nos dias

gue antecederam a coleta.
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Na Figura 18 (a) e (b) verifica-se a variagdo temporal no parametro DBOs o, para a

indUstria A e B.
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Figura 18 - Variacdo da DBO (mg.L™) do efluente e da 4gua nos pontos
de amostragem das inddstrias A (2) e B (b) em funcdo do tempo em dias.
Tempo zero é igual ao inicio das coletas em 08/03/2013 para a Industria
A e 15/03/2013 para a Industria B.

Os resultados encontrados para DBOs 20, em (P1) na Indastria A foram, na média, de
509 mg.L™. Em comparacdo com o resultado obtido na coleta teste para o efluente bruto,
que foi de 6.200 mg.L™, observa-se que esta etapa do tratamento apresentou no momento da
coleta eficiéncia média de 91%. No entanto deve-se considerar que este percentual
representou um momento pontual, visto que diversos estudos apontam que nesta fase de
tratamento as eficiéncias variam de 70 a 80% (SPERLING, 2002).

Para o ponto (P2), saida do tratamento, os valores encontrados nos dias das coletas
variaram de 86 mg.L™ a 118 mg.L™. Ja na coleta teste este valor ficou em 24,0 mg.L™. Os
resultados de DBO 52 ndo atendem ao padrdo para corpos hidricos classe 2, de 5,0 mg/L"
0, (Brasil, 2005 e 2011), sendo muito superiores a este. Estes dados demonstram que este

pardmetro pode variar significativamente e esta variagdo sugere que podem ter ocorrido
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varios dias com oscilacdo no abate, fato este constatado nas visitas técnicas e nos dias das
coletas das amostras. Esta oscilagdo no abate também pode ter influenciado a vazdo de
efluente entrando na ETE. Uma vazédo de efluente acima da capacidade instalada reduz o
TDH em todas as fases e pode ter contribuido para o ndo atendimento do parametro DBO
520 Thebaldi et al. (2010) em um estudo sobre a qualidade da agua de um corrego sob
influéncia de efluente tratado de abate bovino, também constataram que a variagcdo no abate
afetou o sistema de tratamento resultando em ndo atendimento aos limites estabelecidos pelo
CONAMA, para &guas doces de classe 2 e 3 para o pardmetro DBO, que é de 5,0 mg.L™. Ou
seja, no presente estudo o parametro DBO s, apresentou nos dias das coletas valores acima
do permitido pela Resolugio CONAMA na ordem de 95%.

Como consequéncia do lancamento acima do permitido, o ponto de coleta (P4) a
jusante do lancamento apresentou valores entre 5,8 a 15,2 mg.L™. Isto sugere que o efluente
lancado esta proporcionando um aumento na DBOsy a jusante do langcamento. Ao
comparamos os valores entre o ponto (P3) a montante e (P4) a jusante 0 aumento do
parametro DBOs 0 a jusante do lancamento ficou aproximadamente em 64% acima do ponto
a montante.

Verificou-se que a DBOsz na Industria B apresentou reducdo de 120 mg.L™
(montante/P3) para 40 mg/L (jusante/P4). Tal fato, em uma analise isolada dos nimeros, nos
leva a crer que o sistema de tratamento de efluentes desta industria esta colaborando para
uma reducdo da DBOs o do rio, a jusante do lancamento. No entanto, acima do ponto (P3)
encontra-se uma lagoa de cultivo de peixes e estes sdo alimentados com racao que contribui
para a elevacdo da DBOs ;5 neste ponto. Outro fato a ser considerado, que também justifica
0S numeros anteriormente citados, € que os pontos identificados como montante (P3) e
jusante (P4), conforme Figura 7, sdo distantes entre si e o efluente tratado (P2) s6 encontra
novamente o rio a 1 km adiante, ou seja, no ponto P4 (jusante do langamento). Portanto, a
qualidade da agua do ponto a jusante do lancamento ndo sofre a interferéncia do ponto P3 a
montante, no local escolhido para coleta.

Nas duas industrias os resultados obtidos para DBO 5, confirmaram o descrito por
diversos autores, dentre os quais Niemerow (1997) que relata que os principais setores que
colaboram para a elevacdo deste parametro sdo a sala de sangria na qual é gerado um
efluente de 32.000 mg.L™ e a manipulacdo de barrigada de até 13.200 mg.L™. J4 Braile;
Cavalcanti (1993) encontrou variacao entre 800 a 32.000 mg/L.
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Entretanto, a média da relacdo DQO/DBOs 4 para a saida do tratamento (P2) nas
Inddstrias A e B ficaram em 0,535 e 0,635 mg.L™, respectivamente, demonstrando indicios
de problemas nos sistemas de tratamento, pois a tendéncia é que haja aumento desta relagdo
ao final do tratamento bioldgico devido a reducdo da fracdo biodegradavel, ao passo que a
fracdo de matéria organica inerte (também oxidada no teste de DQO) deve permanecer
praticamente inalterada. Sperling (2002) comenta que efluente do final de tratamento
bioldgico possui valores de DQO/DBOs 50 superiores a 3 e quanto maior for a eficiéncia do
tratamento maior é a relagdo DQO/DBOs 50 sendo que esta relagdo pode chegar de 5a 7.

Na Figura 19 (a) e (b) tém-se os resultados do parametro nitrogénio total das duas

industrias.
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Figura 19 - Variacfo das concentracdes do nitrogénio amoniacal (mg.L™)
do efluente e da 4gua nos pontos de amostragem das industrias A (a) e B
(b) em fungdo do tempo em dias. Tempo zero é igual ao inicio das coletas
em 08/03/2013 para a Inddstria A e 15/03/2013 para a Industria B.

Na Inddstria A constatou-se variagdo do nitrogénio total em (P1) de 16,37 a 19,27
mg.L™ e em (P2) a variagdo foi da ordem de 12,35 a 18,55 mg.L™. Para a IndUstria B, as
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variacdes de NT foram da ordem de 13,67 a 28,42 mg.L™ (P1) e de 13,13 a 18,55 mg.L™
(P2).

Nos dois casos em estudo, nos pontos (P1) e (P2) (exceto a coleta de maio de 2013,
80 dias, na Industria A, em (P2) que apresentou OD para (P2) de 4,5 mg.L™), verificou-se
valor abaixo ou muito proximo de 1 mg.L™. Isto sugere baixa reacdo da nitrificacdo
RODRIGUES et al.(2010). Concentracdes de OD dissolvido acima de 1 mg.L™" sdo
essenciais para que a reacdo de nitrificacdo ocorra. Caso contrario o OD torna-se nutriente
limitante e a reacdo torna-se lenta ou pode até cessar (PACHECO, 2004).

Quando observado o nitrogénio total em (P3) e (P4) a montante e a jusante do
lancamento da Industria A, verificou-se variacdo de 1,39 a 2,97 mg.L™ a montante e de 9,71
a 15,97 a jusante do langamento (P4). Na Industria B, o NT variou (P3) de 2,07 a 4,47 mg.L"
e em (P4) de 9,21 a 22,6 mg.L™. Embora na Resolucio CONAMA 357 seja permitido
lancamento de NT de até 2,0 mg.L™, os valores encontrados a jusante, quando comparados
com os de montante, demonstram a colaboracdo das duas industrias no aumento do NT no
corpo receptor.

Na Figura 20 (a) e (b) notam-se os resultados das anélises efetuadas para o parametro

fosforo total nas duas industrias em estudo.
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Figura 20 - Variacdo das concentrages do fosforo total (mg.L™) do efluente
e da 4gua nos pontos de amostragem das industrias A (a) e B (b) em funcéo
do tempo em dias. Tempo zero € igual ao inicio das coletas em 08/03/2013
para a Industria A e 15/03/2013 para a Indistria B.
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Os resultados encontrados para fosforo total ficaram entre 23,5 a 29,5 mg.L™ no
ponto de lancamento (P2) (IndUstria A) de 21,9 e 25,9 mg.L™ em P2 (IndGstria B). Estes
valores reforcam Caixeta et al. (2002) que encontraram valores entre 15 a 40 mg.L™. Com
esta concentracdo de fosforo total sendo lancada, constatou-se que na Inddstria A, no ponto
(P4) a jusante do lancamento, o fésforo estd bem acima dos 2,0 mg.L™ permitidos, ficando
entre 19,9 a 31,2 mg.L™, 0 mesmo ocorrendo na IndGstria B, onde neste mesmo ponto, o
fésforo total ficou entre 19,9 a 31,20 mg.L™.

Portanto as duas indUstrias ndo atendem a legislacdo vigente. Conforme estabelecido
pela Resolugdo CONAMA 357, o limite da concentracdo de fosforo em rios de classes Il é
de 0,030 mg.L1 em ambientes lénticos e 0,050 mg.L™ em ambientes intermediarios.
Chernicharo et al. (2001) alertou que estes valores sdo baixos, 0 que “pode inclusive ser
fruto de algum engano na elaboragdo da legislacdo”. E ressalta ainda que “€ muito dificil
cumprir tal limite e que na maioria dos casos em que ndo se tem elevada diluicdo dos
efluentes da ETE, mesmo com o uso de tratamento via processos aerobios convencionais, a
ndo ser que estes sejam projetados especificamente para a remocao de fosforo”, o objetivo
do tratamento néo ¢ alcancado.

Na Figura 21 (a), (al), (b) e (b1) observam-se os resultados microbiologicos para o

parametro coliforme totais das Industrias A e B.
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Figura 21 - Variacdo da concentracdo dos coliformes fecais (103
NMP/100 mL ) do efluente e da 4gua nos pontos de amostragem das
industrias A (a), (@l) e B (b), (b1) em funcdo do tempo em dias.
Tempo zero € igual ao inicio das coletas em 08.03/2013(a) e
15.03.2013 (b).

Quando analisados os resultados para coliforme totais nos dois casos em estudo
nota-se uma reducdo no namero mais provavel (NMP) de coliformes quando o efluente
passa pelo sistema de tratamento, porém, o efluente final ndo atende a resolugdo CONAMA
n° 430 (2011) que é de <1.1x103 NMP/100ml.

A analise dos resultados indica que, embora na Inddstria A exista uma unidade
especifica para desinfeccdo, esta Unica lagoa de maturacdo ndo proporciona a qualidade
apropriada ao efluente, em termos de coliformes totais. Tal contingéncia sugere uma falha
de projeto, que ndo contemplou uma ampliacdo do sistema de tratamento em funcdo do
aumento da capacidade de abate do estabelecimento.

A fim de agrupar os pontos amostrados e o periodo de amostragem dos dados
abidticos e inferir sobre as variaveis que mais contribuiram na tendéncia geral dos dados, foi
realizado a analise de componentes principais.

Para a Industria A (Figura 22) a Componente Principal 1 foi responsavel por
explicar 71,67% e a Componente Principal 2, por explicar 13,05% da distribui¢do dos dados.

Observa-se que ndo houve separacdo clara entre os periodos amostrados, entretanto, as
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concentragdes de nutrientes e detrito influenciaram diretamente a distribuicdo dos pontos

amostrais, bem como a concentracdo de oxigénio dissolvido e coliformes totais.
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Para a Industria B (Figura 23) A Componente Principal 1, foi responsavel por
explicar 56,42% e a Componente Principal 2, por explicar 20,7% da distribuicdo dos dados.
Observa-se que ndo houve uma separacdo clara entre os periodos amostrados, entretanto,
observou-se que a Componente principal 1 separou 0s pontos amostrais em categorias
distintamente agrupadas, sendo que o ponto 1 apresentou maiores valores de &cidos volateis,
alcalinidade, DQO, fésforo total e nitrogénio total, enquanto o ponto 3 apresentou maiores
valores de oxigénio dissolvido e coliformes totais. Ja a Componente principal 2 indicou que
0s pontos 1, 2 e 3 apresentaram valores mais elevados de DBO.

4.2 ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS

Nos ensaios com biomarcadores, teste micronucleo pisceo e ensaio cometa em
lambaris (Astyanax sp), em todas as estacfes do ano, ocorreu a mortalidade de todos os
peixes expostos ao efluente da saida da lagoa anaerdbia (P1), diluido em 50% de agua
filtrada e na saida do tratamento (P2), diluido com 25% de agua filtrada, da Industria A,
totalizando 120 individuos, o que representou 40% dos 300 peixes expostos. Na Industria B
a mortalidade foi de apenas 60 peixes, que foram expostos ao efluente diluido em 50%, na
saida da lagoa anaerobia (P1), que representou 20% do total de 300 exemplares.

Restaram, assim, para esta pesquisa 420 peixes, que foram expostos aos efluentes dos
pontos de coletas (P3), (P4) e controle negativo (P5) da Inddstria A e os pontos (P2), (P3),
(P4) e controle negativo (P5) da Industria B. Todos os exemplares analisados, ao final do
bioensaio, ndo apresentaram qualquer alteracdo em relacdo ao peso e comprimento total.

Nas Figuras 24, 25, 26 e 27 apresentam-se o0s resultados das analises das alterac6es
morfoldgicas nucleares (AMN) das coletas das estagcdes verdo, outono, inverno e primavera

das Industrias A e B, respectivamente.
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Figura 24 - Frequéncia do nimero de microntcleos e alteragdes morfologicas nucleares
observadas na estacdo verdo na Indastria A e B, nos diferentes pontos de coleta, em
Astyanax sp expostos por 96 horas. Letras iguais indicam falta de diferenca estatistica
significativa e letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,0001).
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Figura 25 - Frequéncia do nimero de microndcleos e alteracfes morfologicas nucleares
observadas na estacdo outono na Industria A e B, nos diferentes pontos de coleta, em
Astyanax sp expostos por 96 horas. Letras iguais indicam falta de diferencga estatistica

significativa e letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,0001).
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Figura 26 -  Frequéncia do nimero de microntcleos e alteragdes morfoldgicas

nucleares observadas na estacdo inverno na Indistria A e B, nos diferentes pontos de
coleta, em Astyanax sp expostos por 96 horas.
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Figura 27 - Frequéncia do nimero de microntcleos e alteragdes morfoldgicas nucleares
observadas na estagdo primavera na Industria A e B, nos diferentes pontos de coleta, em
Astyanax sp expostos por 96 horas. Letras iguais indicam falta de diferenca estatistica
significativa e letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,0001).

Ao analisar os resultados do micronucleo pisceo da Industria A apresentados nas
Figuras de 24 a 27, observou-se que apds 96 horas de exposicdo as concentracfes sem
diluicdo dos pontos P2 (saida do sistema) e P4 (jusante do lancamento), de todas as estacfes
do ano, houve alteracfes morfoldgicas nucleares. Somando estas alteracbes ao micronucleo
normal, constatou-se que os pontos (P2) e (P4) apresentaram significativa diferenca em
relacdo ao grupo controle negativo com p<0,0001. Este resultado reforca Katsumiti (2006),
Lemos et al. (2005), Beninca (2006), que também encontraram p<0,0001. Beninca (2006)
observou maior dano em peixes coletados durante o periodo de inverno. Ja Sekine et al.
(2012) encontrou p<0,05 com as maiores taxas de alteracbes morfoldgicas nucleares
encontradas foram na estacdo verdo, a jusante do lancamento.

Para a Industria B, o resultado observado foi semelhante, ou seja, em todas as
estacdes do ano houve significativa diferenca, para o mesmo periodo de exposicdo, tendo 0s
pontos de coletas (P2), (P3) e (P4) apresentado correlacdo estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle com p<0,0001.

Os resultados encontrados demonstraram que o teste do microndcleo pisceo é um

ensaio simples, de facil aplicabilidade, que detecta mutacdo no material genético.

Nas Figuras 28, 29, 30 e 31 sdo apresentados os resultados obtidos para o ensaio

cometa de todas as estacGes do ano.
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Figura 28 - Escores obtidos do ensaio cometa da estacdo verdo na Indistria A e B, nos
diferentes pontos de coleta, em Astyanax sp expostos por 96 horas. Letras iguais indicam
falta de diferenca estatistica significativa e letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001).
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Figura 29 - Escores obtidos do ensaio cometa da estacdo outono na Inddstria A e B, nos
diferentes pontos de coleta, em Astyanax sp expostos por 96 horas. Letras iguais indicam
falta de diferenca estatistica significativa e letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001).
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Figura 30 - Escores obtidos do ensaio cometa da estacdo inverno na Inddstria A e B, nos
diferentes pontos de coleta, em Astyanax sp expostos por 96 horas. Letras iguais indicam
falta de diferenca estatistica significativa e letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001).
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Figura 31 - Escores obtidos do ensaio cometa da estacdo primavera na Industria A e B,
nos diferentes pontos de coleta, em Astyanax sp expostos por 96 horas. Letras iguais
indicam falta de diferenca estatistica significativa e letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001)

Na analise dos resultados do ensaio cometa obtidos para Industria A (Figuras 28 a
31), os escores obtidos mostraram correlagéo estatisticamente significativa (p<0,0001). Foi
observado nesta inddstria que o ponto (P3) a montante do langcamento apresentou menor
dano que o ponto (P4) a jusante, quando comparados ao grupo controle negativo (P5).

Os percentuais encontrados na média dos escores, quando comparados ao grupo
controle, a montante e a jusante do lancamento foram de 35,04% e 78,44% na estacao
verdo, de 12,03% e 64,81% na estacao outono, de 68,37% e 77,59% para a estacdo inverno e
para a primavera foi de 71,11% e 82,48%, respectivamente.

Na Industria B, a comparagdo, de aumento de danos de DNA, dos escores
encontrados nos os pontos de coleta (P2), (P3) e (P4) também foram estatisticamente
significativos (p<0,0001). O resultado avaliado, entre todos os pontos e datas das coletas
mostrou o maior percentual de possivel dano na coleta efetuada no verdo, que ficou na casa
de 83,48% quando também comparado ao ponto (P5 - controle).

Estes resultados reforcam Hartmam (2004) que encontrou correlagdo estatisticamente
significativa (p<0,05) em um estudo com efluentes industriais.

Beninca (2006) em um monitoramento da qualidade das aguas em um estuario em
Santa Catarina com Geophagus brasiliensis (acara) utilizando tese do micronucleo e ensaio
cometa concluiu que o acumulo de substancias clastogénicas ou aneugénicas elevou as
frequéncias de alteracdes nas células analisadas.

Rivero (2007) utilizando 07 espécies de peixes nativos e exodticos que habitam o
Lago Paranod em Brasilia/DF encontrou evidencias de dano no DNA com o teste do
micronlcleo e cometa. Galvan (2011) encontrou inducdo de dano do DNA em peixes

exposto a todas as concentracfes de efluentes de laboratorios quimicos.
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Os resultados encontrados neste trabalho, nos escores de danos do ensaio cometa,
indicaram uma possivel acdo de agentes genotdxicos, 0s quais podem estar comprometendo
a qualidade da &gua no trecho analisado do rio (P4) a jusante do lancamento. Estes escores
indicaram que o maior percentual encontrado para Industria A foi na primavera e para a
IndUstria B foi na estacdo verao.

Isto sugere que exposi¢cdes agudas a essas aguas podem estar afetando a biota
presente nesse ecossistema, bem como a saude da populacdo, ja que o ponto (P4) a jusante
do langamento, da Industria A faz parte do Rio Miringuava e no caso da Industria B o ponto
(P4) é afluente do Rio Pequeno, sendo importante fonte de abastecimento de &gua
(SANEPAR, 2013).

Quando comparados os dados obtidos nas analises, durante o periodo amostrado,
entre o teste do micronucleo pisceo e 0 ensaio cometa observou-se que 0 ensaio cometa é
mais sensivel para indicar possiveis danos ao DNA refor¢ando Bolognesi et al. (2006).

Neste trabalho ndo foi feita a correlagcdo entre a toxicidade para Astyanax sp e 0S
valores das concentragdes encontradas nos parametros fisicos, quimicos e bioldgicos
identificados. No entanto, os resultados encontrados nas andlises, através do teste do
micronucleo pisceo e 0 ensaio cometa, reforcam a suspeita de que os efluentes das duas

industrias contribuem para contaminar o meio aquatico.
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5 CONCLUSOES E CONSIDERACOES

No que se refere aos efeitos genotoxicos, o presente estudo confirmou a eficiéncia da
utilizacdo de biomarcadores teste do microndcleo pisceo e ensaio cometa com eritrocitos de
peixes como uma ferramenta bastante sensivel para a deteccdo de genotoxicidade no
ecossistema aquatico em estudo. Constatou-se que o método de avaliagdo do micronicleo
pisceo apresentou sensibilidade inferior ao ensaio cometa.

Com base nos resultados das andlises fisica, quimica e biol6gica, dos componentes
principais e dos biomarcadores: teste do microndcleo pisceo e ensaio cometa foi possivel
concluir que ambas as inddstrias através do lancamento dos seus efluentes liquidos
contribuiram, durante o periodo deste estudo, para gerar efeitos genotoxicos nos animais
submetidos aos bioensaios.

Para uma avaliacdo mais realista do risco que efluentes da industria alimenticia
podem causar aos ecossistemas, sugere-se a inclusdo do teste do micronucleo pisceo e ensaio
cometa na legislacdo brasileira como uma ferramenta de avaliacdo ecotoxicolégica em

programas de monitoramento ambiental.
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ANEXO B FLUXOGRAMA DO ABATE BOVINO DA INDUSTRIA A
ADAPTADO DE GOMIDE at al.,( 2006); PACHECO & YAMANAKA, (2006)
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ANEXO C - FLUXOGRAMA DA PRODUCAO DE EMBUTIDOS E DE PRODUTOS
CURADOS E DEFUMADOS DE CARNE
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APENDICE A - TESTE DO MICRONUCLEO PiSCEO

1 TESTE DO MICRONUCLEO

A técnica aplicada seguiu as seguintes etapas:
a) Laminas bem limpas e identificadas.
b) Coleta-se o sangue do animal e coloca-se uma gota na superficie da lamina.
c) Com o auxilio de uma laminula, faz-se o esfregaco, espalhando o sangue sobre a
superficie da lamina.
d) As laminas, ap6s secagem ao ar, foram fixadas em etanol 96% por 30 minutos em
cubetas.
e) As laminas foram coradas com Giemsa 10% diluida em tampéo fosfato (pH 8,6) por 13
minutos e lavadas em agua corrente.
f) Foram analisadas 2000 células de cada animal em teste cego, sendo que somente serdo
consideradas na andlise hemacias nucleadas com membrana nuclear e citoplasmatica
intactas.

Serdo consideradas como micronlcleos as particulas que, em relacdo ao nuacleo
principal: ndo excederem 1/3 do seu tamanho e estiverem nitidamente separadas, com
bordas distinguiveis e com mesma cor e refringéncia do nucleo. As alteragdes na forma
eliptica normal dos nucleos das heméacias que ndo se enquadrarem no conceito de
micronucleo, mas que poderiam ser descritas como alteracbes morfoldgicas nucleares
segundo CARRASCO, TILBURY e MYERS (1990) também serdo analisadas.
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APENDICE B - ENSAIO COMETA

1 ENSAIO COMETA

A técnica utilizada sera a descrita por SINGH et al. (1988), com algumas alteragdes.
Antes da coleta do material para andlise, foram preparadas as laminas com cobertura de
agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) seguindo as etapas descritas a seguir.

1.1 PREPARACAO DAS LAMINAS COM COBERTURA DE AGAROSE

a) Dissolver 1,59 de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer, com agitacdo por
duas horas. Essa mistura sera entdo levada ao forno de microondas até sua fervura e
completa dissolucéo.

b) Apos a fervura, a agarose foi deixada em temperatura ambiente. Apos a solidificacdo da
agarose, esta serd picada/cortada e levada novamente ao forno de microondas. Essa etapa
sera repetida mais uma vez. Ao final desse processo, a agarose sera mantida em banho-maria
a 70°C.

c) As laminas, previamente limpas, foram mergulhadas na agarose aquecida, sendo que o
lado da lamina contendo a por¢édo ndo esmerilhada devera ser limpo com um lenco de papel.
d) As laminas foram deixadas overnight em superficie plana e a temperatura ambiente para

solidificar a cobertura de agarose.

1.2 PREPARACAO DA AGAROSE DE BAIXO PONTO DE FUSAO (LMP)

a) Dissolver 100mg de agarose normal em 20 ml de PBS e levar para fervura em forno de
microondas somente uma vez.
b) Esta agarose serd mantida em geladeira até o momento do uso, quando sera entdo
aquecida em banho-maria e mantida em 37°C.

O material coletado foi armazenado em tubo de microcentrifuga do tipo ependorf e

mantido sob refrigeracdo e ao abrigo da luz até a montagem das laminas.
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1.3 PROCEDIMENTOS DO ENSAIO COMETA COM SANGUE

Para 0 ensaio cometa com sangue de lambaris, o procedimento para montagem das
laminas consistira das seguintes etapas:
a) Serdo coletados 10uL de sangue de cada animal e misturados com 1mL de soro bovino
fetal. Desta solugdo, serdo coletados 10pL e misturados com 120uL de agarose LMP,
previamente preparada e levemente aquecida (37°C).
b) Esta suspensdo celular sera entdo depositada sobre uma lamina que ja estava com a
cobertura de agarose.
c) ApOs a deposicdo da mistura agarose e suspensao celular sobre a ldmina, esta sera entdo
coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15 minutos.
d) Decorrido o tempo de refrigeracdo, as laminulas serdo gentilmente retiradas.
e) As laminas serdo entdo acondicionadas em cubetas contendo a solugdo de lise por 24
horas.
f) Apos o tempo na solucdo de lise, as laminas serdo transferidas para uma cuba horizontal
de eletroforese. Quando necessario, 0s espacos existentes serdo preenchidos com laminas
limpas.
g) A cuba foi mantida sob refrigeracéo e no escuro.
h) Na cuba de eletroforese foi suavemente adicionada a solucdo de eletroforese com pH
maior que 13, de maneira a cobrir as laminas.
i) Antes do inicio da corrida eletroforética, as laminas ficardo na solugédo de eletroforese por
30 minutos para a desespiralizacdo do DNA.
j) Em seguida, iniciou-se a corrida de eletroforese a 25V e 300 mA por 25 minutos.
I) Apds o tempo de corrida, as laminas foram retiradas da cuba e neutralizadas com um
tampao de neutralizacdo (pH 7,5) por 5 minutos. Esse processo foi realizado em 3 sec¢des,
com 5 minutos para cada secdo. Essa neutralizacdo é realizada aplicando diretamente o
tampao sobre as ldaminas com o auxilio de uma pipeta sobre uma superficie plana.
m) As laminas secaram em temperatura ambiente.
n) Apds a secagem, as laminas serdo fixadas em etanol 96% por 5 minutos.
0) As laminas foram entdo guardadas para posterior coloracéo e visualizagéo.
p) Para a coloracdo, serdo adicionados 25ul de brometo de etideo em cada lamina apds cada
lamina foi coberta com laminula e levada ao microscopio de epifluorescéncia com aumento
de 400x.

q) Foram analisados 100 nucleos em cada lamina.
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r) Os nucleos foram classificados de acordo com o dano, conforme o comprimento da cauda
formada apos a corrida eletroforética. A classificacdo dos nucleos foi realizada conforme as
classes: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano médio), 3 (dano méximo) e 4
(nucleo em apoptose).

s) Foi realizada a quantificacdo dos tipos de danos e a atribuicdo de escores em cada classe.



