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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a fitotoxicidade de efluentes vinicola da produgao de sucos e vinhos
por meio de testes de germinacdo utilizando sementes da espécie Lactuca Sativa como organismo-teste. Os
ensaios foram conduzidos no Laboratério de Engenharia Ambiental da Universidade Federal do Vale do S&o
Francisco, Campus de Juazeiro, BA, conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial (2 x 5) sendo dois tipos de efluente (Efluente bruto — EB e Efluente Tratado EF) e cinco diferentes
concentragdes: (T1- testemunha; T2 - 25%; T3 - 50%; T4 - 75% e T5 - 100%). O teste de toxicidade baseou-se
nas diretrizes ecoldgicas da Norma USEPA Ecological Effects Test Guidelines OCSPP 850.4100 — Seed
Germination. Antes da instalacdo do experimento, foi realizada a caracterizacéo fisico-quimica dos efluentes .
As avaliacdes diarias do nimero de germinagdes foram realizadas ao longo de cinco dias, e ao final do
experimento foram medidos o comprimento da radicula e do hipocétilo. Os resultados indicaram que o efluente
bruto teve um impacto menor na germinagéo e no desenvolvimento das plantulas em comparacéo ao efluente
tratado.

PALAVRAS-CHAVE: Lactuca Sativa, Germinagdo, Vitivinicultura.

INTRODUCAO

A industria vitivinicola produz um grande volume de efluentes com caracteristicas altamente variaveis, oriundos
de processos de limpeza que ocorrem nas etapas de producdo, consistindo principalmente em residuos de vinho,
suco de uva, solidos e produtos de limpeza (loannou et al. 2015). Segundo Mader et al. (2022) a quantidade de
efluente resultante das atividades do setor vitivinicola é estimado em um valor global aproximado de 7,5 x
1010 litros anualmente. Vlotman et al. (2022), destacam que efluentes vinicolas podem representar uma ameaca
ambiental devido alta demanda quimica de oxigénio (DQO), altos niveis de sdlidos suspensos totais (SST), baixo
pH e flutuacdes nos niveis de salinidade e nutrientes.

A complexidade na composicéo desses efluentes apresenta desafios consideraveis devido ao potencial impacto
adverso que podem causar nos corpos d'agua e no solo (Flores et al., 2023). Embora as principais caracteristicas
qualitativas dos efluentes de vinicolas ja sejam bem conhecidas (loannou et al., 2015) e diversas tecnologias de
tratamento ja estejam disponiveis (Bolzonella et al., 2019), como também haja no Brasil regulamentacéo da
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qualidade dos efluentes estabelecida pela Resolucéo n® 430 e n® 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2011), é essencial compreender os possiveis riscos associados a esses efluentes sobre a comunidade
biologica. Isso porque, muitas vezes esses efluentes atendem ao preconizado na legislagdo quanto aos padrGes
fisico-quimicos de qualidade, e, ainda assim, causam efeitos na biota, seja pela interacdo entre contaminantes,
seja pela presenca de contaminantes ndo contemplados pela legislacéo (Barjhoux et al.,2017).

Assim, testes de toxicidade podem ser aplicados para se estudar a influéncia desses efluentes na biota, sendo
empregados para complementar os resultados das analises fisico-quimicas, permitindo a determinagéo do grau
ou nivel de toxicidade do efluente. As diretrizes ecoldgicas OCSPP 850.4100 da Agéncia de Prote¢do Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA) recomendam o uso de sementes da espécie Lactuca sativa para a realizagdo de
testes de toxicidade, devido a alta sensibilidade a agentes quimicos. Esses ensaios mostram-se necessarios, uma
vez que as analises fisico-quimicas, comumente utilizadas e estabelecidas pelas legislagdes ambientais, ndo sdo
capazes de diferenciar entre as substancias que podem afetar os sistemas biol6gicos das que se encontram inertes
no ambiente (Guevara et al., 2019).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a fitotoxicidade de efluentes, gerados por uma vinicola no
municipio de Petrolina, PE com producdo de sucos e vinhos, por meio de testes de germinacdo utilizando
sementes da espécie Lactuca Sativa como organismo-teste.

MATERIAIS E METODOS

Os efluentes utilizados foram originados de uma vinicola localizada na cidade de Petrolina, Pernambuco. Esses
efluentes tém origem tanto no processo de producdo de sucos e vinhos quanto nas descargas adicionais de aguas
residuais resultantes das operacdes didrias, como lavagem de equipamentos e limpeza em geral nas instalaces
da vinicola. Para o experimento, foram utilizadas amostras de efluente bruto obtidas na entrada do sistema de
tratamento (EB - Efluente Bruto) e de efluente ap6s o tratamento, coletado na saida do sistema (ET - Efluente
Tratado), caracterizado por lagoas de estabilizagdo anaerdbias e aerdbias. Os ensaios foram conduzidos no
Laboratdrio de Engenharia Ambiental da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, localizado no campus
de Juazeiro, BA (Figura 1).
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Figura 1: Mapa de localizacdo do local de coleta das amostras e realizacdo do experimento.

Antes da instalacdo dos bioensaios, realizou-se a caracterizagdo fisico-quimica dos efluentes analisando-se 0s
seguintes parametros: pH, cor, turbidez, condutividade elétrica, alcalinidade, cloretos, sélidos totais, demanda
quimica de oxigénio (DQO), sodio, potassio, nitrogénio amoniacal e fésforo. Todas as analises fisico-quimicas
seguiram a metodologia do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA., 2017).

O teste de toxicidade baseou-se nas diretrizes ecolégicas da Norma USEPA Ecological Effects Test Guidelines
OCSPP 850.4100 — Seed Germination (USEPA, 2012), na qual, recomenda-se a utilizacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa L.) como organismos teste. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
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casualizado (DIC) sendo as sementes expostas a 5 tratamentos para cada Efluente, com diferentes concentrac@es:
T1- (testemunha); T2- 25%; T3- 50%; T4 —75% e T5- 100% (Tabela 1). Cada tratamento com quatro repeticGes,
sendo a unidade amostral composta por 10 sementes. Para a testemunha foi utilizada somente agua. Para a
execucdo dos ensaios, dez sementes foram dispostas em placas de Petri (90 mm de didmetro) com substrato de
papel filtro qualitativo e umedecidas com 2 mL de cada solucdo (tratamento). As placas de Petri foram seladas
com pléstico filme transparente, para manter a umidade, e regadas diariamente com 0,5 mL de amostra. As
placas foram mantidas em estufa BOD para germinacdo por 120 horas (5 dias) a uma temperatura de 22 + 2 °C
e sem fotoperiodo.

Tabela 1: Proporcdo de efluente e dgua utilizada em cada tratamento.

TRATAMENTO EFLUENTE (EB, ET) (%) AGUA (%)
T1 0 100
T2 25 75
T3 50 50
T4 75 25
T5 100 0

As sementes foram monitoradas a cada 24h para avaliar o pardmetro germinacéo. Ao final das 120 h com o
auxilio de um paquimetro foram medidos o comprimento das radiculas e hipoc6tilos. No pardmetro de
germinacao, foi adotado o critério do aparecimento efetivo da raiz para determinar se a semente germinou ou
néo.

Para avaliacdo da fitotoxicidade foram determinados os pardmetros: Germinacdo das sementes - G (%);
Comprimento da radicula — L (mm); Comprimento do Hipocdtilo — CP (mm); Percentual de Inibicdo da
germinacédo das sementes — IG (%), calculado conforme a equacdo (1); Percentual de Inibigdo do comprimento
das raizes — IR (%), conforme a equacdo (2) e indice de germinacio geral - GI (%) conforme a equagao (3).

AG-BG
— %k

1G(%) = -

100 Equacéo (1)

Onde: IG - Inibicdo da germinacdo das sementes; AG - Germinacdo média das sementes no tratamento
testemunha; BG — Germinagdo média das sementes no tratamento teste. As variaveis AG e BG foram calculadas
a partir da soma de sementes germinadas por dia, dividida pelo periodo de dias.

) — AR-BG %

IR (% 100 Equacéo (2)
Onde: IR — Inibi¢do do comprimento das raizes; AR - Comprimento das raizes no tratamento testemunha; BR -
Comprimento das raizes no tratamento teste.

GS*LS
GT*LT

GI(%) =

* 100 Equacdo (3)

Onde: GI — indice de germinagio geral; GS - Germinagio das sementes em (%) no tratamento teste; LS -
Comprimento das raizes em (mm) no tratamento teste; GT — Germinagao das sementes em (%) no tratamento
testemunha; LT - Comprimento das raizes em (mm) no tratamento testemunha.

A Ultima etapa do teste de toxicidade consiste em classificar o grau ou nivel de toxicidade do tratamento
conforme seu indice de germinacdo (GI). No presente estudo, os valores de Gl inferiores a 80% foram
considerados como fitotoxicos de acordo com Gerber et al. (2017).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia 0,05 F de probabilidade, e as médias comparadas

pelos testes de Tukey a 5% de probabilidade utilizando software estatistico Sisvar® versao 5.6, e os graficos e
tabelas foram elaborados no software computacional Microsof Excel 2019.

RESULTADOS E DISCUSAO
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Caracterizacdo dos Efluentes

Os efluentes gerados pelas vinicolas apresentam caracteristicas altamente variaveis, sendo influenciada
diretamente pelas etapas adotadas no processo produtivo. Além de variar segundo a regido, a tecnologia
empregada, 0 consumo de agua, o tipo de vinho produzido, a dimensao das instalacdes, e por fatores ambientais
e economicos (Freitas, 2018). Portanto, é essencial considerar essas diferencas ao tratar e gerir os efluentes
vinicolas.

Os dados da caracterizagéo fisico-quimica do efluente bruto (EB) e do Efluente Tratado (ET) utilizados neste
estudo estdo descritos na Tabela 2. O pH apresentou-se &cido, predominantemente atribuido a presenca de acidos
organicos como &cido lactico, tartarico, citrico, malico e &cido succinico (Vlotman et al., 2022).

Tabela 2: Valores da caracterizacao fisico-quimica do Efluente Bruto e do Efluente Tratado.

PARAMETROS EFLUENTE BRUTO EFLUENTE TRATADO
pH 3,73 4,47
Cor (uH) 528 82
Turbidez (NTU) 1000 787
Condutividade Elétrica (uS/cm) 2066 918,5
Alcalinidade (mg CaCOs/L) 0,0083 0,0077
Cloretos (mg CI/L) 108,28 39,32
Sélidos Totais (mg/L) 8.113 2.548
Sédio (mg/L) 75 50
Potéssio (mg/L) 1.425 375
Nitrogénio Amoniacal (mg N-NHas/L) 4,48 2,24
Fosforo (mg P/L) 3,85 2,59
DQO (mg O/L) 9.974 5.439

Observou-se que os valores de CE foram de 2066 puS/cm para o EB e 918,5 uS/cm para o ET, os quais se
encontram proximos da faixa de valores descritos na literatura. VIotman et al. (2022), encontraram CE das aguas
residuais de vinicolas entre 1.620 pS/cm a 6.150 pS/cm.

A DQO nos efluentes apresentou niveis elevados, registrando 9.974 mg O2/L no EB e 5.439 mg O2/L no ET.
Mulidzi et al. (2018) investigaram a dindmica anual da qualidade das &guas residuais de uma vinicola,
observando valores de DQO que chegaram a ultrapassar 5.000 mg O2/L ao longo do periodo de estudo. Esses
resultados indicam uma considerével concentragdo de matéria organica nos efluentes vinicolas.

Quanto ao fosforo os valores foram baixos quando comparados com a literatura, assim como o nitrogénio.
Conforme destacado por Bolzonella et al., 2019, a concentracdo de fésforo em efluentes vinicolas tende a
apresentar menor variacdo, mantendo-se em torno de 40,6 mg P/L. Em relag8o ao nitrogénio, a maioria dos casos
varia entre 6 e 51 mg N/L, embora valores excepcionais de até 390 mg N/L sejam ocasionalmente observados.
Em relagdo ao potassio, percebe-se que o EB obteve o valor de 1.425 mg/L, ao passo que o ET apresentou valor
de 375 mg/L. Sobre esse parametro, Buelow et al. (2016) citam que aguas residuais de vitivinicolas séo ricas
em potassio K* e Na*. Os autores afirmam que o K* ocorre devido a caracteristica da propria uva, e 0 Na* devido
aos agentes de limpeza utilizados no processamento do efluente.

Fitotoxicidade

A analise de variancia, conforme apresentado na Tabela 3, revelou uma influéncia significativa a (P<0,01) pelo
teste F dos efluentes estudados em todas as variaveis analisadas. Além disso, observou-se diferenga estatistica
(P<0,01) entre as concentracdes estudadas para todas as variaveis: Germinacao das sementes (G), Comprimento
da Radicula (CR), Comprimento do Hipocétilo (CH), Percentual de Inibicdo da germinacgdo (IG) Percentual de
Inibicdo da Radicula (IR) e Indice de germinacéo geral (Gl).
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Os resultados da germinacdo das sementes de alface sdo apresentados na Figura 2, destacando os efeitos das
diferentes concentracdes de efluentes sobre esse processo. Observa-se que nas amostras contendo 75% e 100%
de efluente EB, ndo ocorreu germinacdo. Por outro lado, nas mesmas diluicdes do efluente ET, os percentuais
de germinacdo foram de 90,7% e 70,2%, respectivamente, indicando que o impacto na germinagdo das sementes
em contato com o efluente EB foi maior em comparacéo ao efluente ET a partir da concentracdo de 50%. E
importante ressaltar que as amostras do tratamento testemunha atingiram 100% de germinag&o. Esses resultados
indicam que a presenca do efluente ET prejudicou significativamente (P<0,05) a germinacdo das sementes de
alface em comparacdo com o efluente EB e o grupo de controle. Para o efluente EB ndo houve diferenca
estatistica entre as concentragdes testadas até a concentracéo de 75%.
BEB (%) =ET (%)

Aa Aa Aa Aa Aa Aa
100 - -
Ab
80
S
~ 60
o
40 Bb
20 I
Bc Bc
0
0 25 50 75 100
Concentragao

Figura 2: Porcentagem de germinacéo de sementes de alface em funcéo das diferentes concentragdes de
Efluente Bruto (EB) e Efluente Tratado (ET).

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os resultados referentes a inibigdo da germinacdo das sementes estdo apresentados na Tabela 3. Observa-se que
a inibicdo da germinacédo das sementes em contato com o efluente ET foi significativamente maior (p<0,05) em
comparacdo com o efluente EB, a partir da concentracdo de 50% do efluente. Para o efluente EB, néo foram
identificadas diferencas estatisticamente significativas entre as concentracdes de 0 a 75%. Em contraste, para o
efluente ET, as inibi¢des mais acentuadas ocorreram a partir da concentragdo de 50%.

Tabela 3: Inibi¢do da germinacéo das sementes (1G) de alface em funcao das diferentes concentracdes
de Efluente Bruto (EB) e Efluente Tratado (ET).

" G (%)
CONCENTRACAO - =
0 0+0Ab 0+0Ac
25% 0+0Ab 0+0Ac
50% 0+0Bb 77,5+ 7,50 Ab
75% 2,5 + 3,75 Bb 100+ 0 Aa
100% 27,5 + 7,50 Ba 100 + 0 Aa

Meédias seguidas da mesma letra mailscula na linha néo diferem estatisticamente entre si, e letra mindscula na coluna ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os valores médios das variaveis Comprimento da Radicula e Comprimento do Hipocotilo estdo apresentados na
Tabela 4. Os resultados indicam que, para o tratamento Testemunha, os valores foram significativamente
superiores (P<0,05) em comparagdo com todos 0s demais tratamentos. Além disso, constatou-se que o efluente
EB apresentou desempenho significativamente melhor (P<0,05) em comparacdo com o efluente ET. No que diz
respeito a variavel "Hipocétilo", observou-se que, mesmo havendo germinagédo, ndo ocorreu desenvolvimento
do hipocotilo na concentracdo de 100% de ambos os efluentes.

ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5
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Tabela 4: Valores médios para as variaveis morfologicas das plantulas de alface nos tratamentos com
diferentes concentracdes de Efluente Bruto (EB) e Efluente Tratado (ET).

~ RADICULA (MM) HIPOCOTILO (MM)
CONCENTRACAO 5 cE = L
0 2,34+0,08 Aa 2,34+0,08 Aa 1,84 0,04 Aa 1,84 + 0,04 Aa
25% 0,56 + 0,15 Ab 0,01 +0,01 Bb 1,09+ 0,09 Ab 0,006 + 0,01 Bb
50% 0,24 +0,05 Ac 0,007 0 Bb 0,30 +0,11 Ac 0,002 + 0 Bb
75% 0,05 + 0,02 Ad 0+0Ab 0,03 +0,01 Ad 0+0Ab
100% 0,007 + 0 Ad 0+0Ab 0+0Ad 0+0Ab

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si, letra minuscula na coluna ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os resultados obtidos para os percentuais de inibi¢do do desenvolvimento das radiculas das plantulas
de alface sd8o mostrados na Figura 3. Observa-se que a inibicio do comprimento da radicula foi
significativamente maior (P<0,01) nas concentragfes de 25% e 50% para o efluente ET em comparacdo as
mesmas concentragdes do efluente EB. Por outro lado, nas demais concentragdes, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os efluentes. No caso do efluente ET, ndo foram identificadas diferengas
estatisticamente significativas entre as concentragfes. Em contraste, para o efluente EB, a menor inibi¢do
ocorreu nas concentracdes de 25% e 50%.

NEB ®ET
Aa Aa Aa Aa Aa Aa
100 = Bb _ _ _
Bc
80
S 60
&
40
20
Ad Ab

0

0 25 50 75 100

Concentragdo

Figura 3: Percentual de Inibi¢do da Radicula de plantulas de alface em funcao das diferentes

concentracdes de Efluente Bruto (EB) e Efluente Final Tratado (EF).
*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Em um ensaio de toxicidade aguda com amostras de efluente vinicola, Cunha (2011) observou que, apesar de
apresentarem uma boa taxa de germinaco, as plantulas de alface tiveram um crescimento baixo das raizes. Esses
resultados corroboram os achados de Cunha, sugerindo que, embora a germinagdo nédo seja fortemente afetada,
o desenvolvimento das radiculas pode ser significativamente comprometido pela presenca de compostos toxicos
no efluente vinicola.

Ambos os efluentes demonstraram elevada fitotoxicidade para a alface, conforme apresentado na Tabela 5. Os
resultados indicam que tanto o efluente bruto quanto o tratado exibem niveis elevados de fitotoxicidade, uma
vez que o Indice de Germinacdo (GI) ndo atingiu 50%. Em um estudo realizado por Freitas et al. (2019), foi
constatado que o efluente vinicola demonstrou moderada fitotoxicidade nos testes de germinacdo da espécie
Lepidium sativum. Portanto, é notorio que os efluentes vinicolas podem ter impactos negativos significativos
no processo de germinacdo e no desenvolvimento inicial das plantas.

6 ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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Tabela 5: Indice de germinacéo (G1) das sementes de alface nas diferentes concentracdes do efluente
Bruto (EB) e Efluente Final Tratado (EF).

~ Gl (%)
CONCENTRACAO =5 =
0 100 + 0 Aa 100+ 0 Aa
25% 24,09 + 6,52 Ab 0,73 + 0,45 Bb
50% 10,54 + 2,15 Ac 0,08 + 0.06 Bb
75% 2,23+0,72 Ad 0+0Ab
100% 0,23 + 0,05 Ad 0+0Ab

Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha néo diferem estatisticamente entre si, e letra mindscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Além disso, a anélise de variancia do Indice de Germinacio (Gl %) revelou disparidades na toxicidade entre o
efluente bruto (EB) e o efluente tratado (ET). Observou-se que o Gl das sementes de alface em contato com o
efluente EB foi significativamente superior (P<0,01) em comparacdo com o efluente ET. A reducdo do Gl e da
germinacao de sementes (G) em contato com o efluente tratado pode estar relacionada a formacao de metabdélitos
toxicos durante as etapas de tratamento bioldgico, o que pode influenciar negativamente os valores de Gl e G
(Guevaraet al., 2019).

Determinar as razoes para a fitotoxicidade apresentada pelo efluente vinicola é uma tarefa dificil devido a sua
complexidade e variabilidade. Os fatores de influéncia mais relevantes incluem uma combinacéo de efeitos,
especialmente o pH acido e o excesso de DQO, além do s6dio, o etanol e os polifendis sdo todos constituintes
potencialmente fitotdxicos (Souza et al., 2019). Mosse et al. (2010) investigaram a germinagdo das sementes e
0 crescimento vegetal de quatro espécies de pastagens e mesmo ndo investigando quais compostos seriam
responsaveis por esses efeitos, associaram os efeitos toxicos a presenca de polifendis no efluente. De acordo
com Mosse et al. (2013), embora as técnicas de bioensaio possam confirmar a toxicidade dos efluentes vinicolas,
as causas subjacentes sdo tipicamente de natureza quimica e podem ndo ser refletidas apenas por pardmetros
como DBO e pH analisados neste estudo.

CONCLUSOES

O efluente bruto apresentou um impacto menor na germinacdo e no desenvolvimento das plantulas quando
comparado ao efluente tratado, possivelmente devido a formagdo de metabdlitos toxicos durante as etapas de
tratamento. Esta fitotoxicidade ressalta a importancia de uma avaliagdo criteriosa e monitoramento da liberagéo
desse efluente no ambiente, bem como estudos posteriores para identificar e quantificar os compostos
especificos responsaveis pela fitotoxicidade.
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