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RESUMO

Por ser um dos elementos indispenséveis para o surgimento e equilibrio da vida
na Terra, a qualidade da agua necessita ser monitorada. A Companhia de
Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB), conta com 15 Estacdes de
Tratamento de Esgoto (ETEs), que removem o0s poluentes do esgoto sanitario da
capital. Apesar do aparato destinado ao tratamento de efluentes, por vezes a dgua
gue chega a populacdo pode apresentar riscos a saude. Para avaliar determinados
parametros de qualidade da agua, bioindicadores como a Allium cepa e o Danio rerio,
podem ser utilizados. O objetivo do presente trabalho foi analisar amostras de agua
coletadas a montante e a jusante de regides de descarga de treze ETESs, por meio de
bioindicadores. O teste de citotoxicidade em Allium cepa, foi baseado em Fiskesjo
(1985) e o teste de toxicidade aguda em embrido de peixe-zebra (FET), foi realizado
conforme recomendacgdes da OECD n° 236. Os resultados mostraram citotoxicidade
aguda através do teste em Allium cepa para as ETEs Gama, Recanto das Emas,
Samambaia e Vale do Amanhecer. Por meio do FET, foram observados efeitos
subletais e letais nos organismos testados referentes as amostras das ETEs Recantos
das Emas e Sdo Sebastido. Os dados obtidos fornecem informacgdes valiosas a
respeito dos efeitos das amostras de agua em organismos vivos, trazendo a tona
questdes de interesse ambiental, econémico e de saude publica. Os achados também
corroboram para uma possivel revisdo e renovacdo dos métodos de tratamento nas

ETEs Recanto das Emas e Sdo Sebastiao.

Palavras-Chave: Estacfes de Tratamento de Esgoto, Allium cepa, Peixe-zebra,

Bioindicadores, Qualidade da agua.



ABSTRACT

For being one of the indispensable elements for the emergence and balance of
life on Earth, water quality needs to be monitored. The Environmental Sanitation
Company of the Federal District (CAESB) has 15 Sewage Treatment Plants (STPs),
which remove pollutants from the sanitary sewer of the capital. Although the apparatus
for the treatment of effluents, eventually the water witch reaches the population can
present health risks. In order to evaluate certain water quality parameters, bioindicators
such as Allium cepa and Danio rerio can be used. The objective of the present work
was to analyze water samples collected upstream and downstream of discharge
regions of thirteen STPs, using bioindicators. The cytotoxicity test in Allium cepa was
based on Fiskesjo (1985) and the acute zebrafish embryo toxicity test (FET) was
performed according to recommendation of OECD n° 236. The results showed acute
cytotoxicity by the Allium cepa test for the Gama, Recanto das Emas, Samambaia and
Vale do Amanhecer STPs. Through FET, we observed sublethal and lethal effects in
the tested organisms for the samples of Recantos das Emas and S&o Sebastido STPs.
The obtained data provide valuable information about the effects of the water samples
on living organisms, bringing up issues of environmental, economic and public health
interest. The findings also corroborate for a possible revision and renewal of the
treatment methods in the Recanto das Emas and S&o Sebastido STPs.

Keywords: Sewage Treatment Stations, Allium cepa, Zebrafish, Bioindicators, Water

Quality.
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1. INTRODUCAO

A vida como conhecemos, exige uma quimica altamente delicada, tanto para
sua formacgdo, quanto para sua manutencdo (BALL, 2001). A agua é um dos
elementos essenciais para 0s processos vitais, € o solvente universal que media
reagbes quimicas fundamentais, transitando facilmente entre os estados solido,
liguido e gasoso, tornando-se incomum em relacdo a qualquer outro liquido (BALL,
2001).

Por ser um dos elementos indispensaveis para o surgimento e equilibrio da vida
na Terra (BALL, 2001), a &gua deve ser preservada, bem como sua qualidade
necessita ser monitorada (WHO, 2011). Nesse ambito, atuam as Companhias de
Saneamento Ambiental, que possuem como missdo administrar os sistemas de
abastecimento de agua. Atualmente, a Companhia de Saneamento Ambiental do
Distrito Federal (CAESB), conta com 15 Estacfes de Tratamento de Esgoto (ETES),
que removem o0s poluentes do esgoto sanitario da capital, através de processos
qguimicos, fisicos e biolégicos (CAESB, 2018).

Por ndo possuir um polo industrial expressivo, a maior parte do tratamento de
efluentes do Distrito Federal é feito a nivel doméstico, sendo dividido em tratamento

preliminar e tratamento primario, secundario e terciario. Nesse sentido:

No tratamento preliminar sédo utilizadas grades, peneiras ou caixas de
areia para reter os residuos maiores e impedir que haja danos as
préximas unidades de tratamento. No tratamento a nivel primario sdo
sedimentados os sélidos em suspensdo que vao se acumulando no
fundo do decantador, formando o lodo primario que depois é retirado
para dar continuidade ao processo. Em seguida, no tratamento a nivel
secundario, 0s microorganismos irdo se alimentar da matéria organica,
convertendo-a em géas carbdnico e 4gua. No tratamento a nivel terciario
séo removidos poluentes especificos como os micronutrientes fosforo e
nitrogénio (CAESB, 2018).

No presente momento, 0 6rgao responsavel por criar normas e critérios para
garantir a qualidade dos efluentes langados em corpos d’agua é o Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA), que através da RESOLUCAO N° 357/05, dispde sobre
a classificagao dos corpos d’agua, diretrizes ambientais para o seu enquadramento
(CONAMA, 2005) e juntamente com a RESOLUCAO N° 430/11 dispdes sobre as
condi¢Oes e padrdes de lancamento de efluentes (CONAMA, 2011).

Apesar de todo o aparato destinado ao tratamento de efluentes, por vezes a
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agua que chega a populacdo pode representar risco a saude (METCALFE, 2010).
Metais, por exemplo, podem ser encontrados na dgua mesmo apés passarem pelas
Estacdes de Tratamento de Esgoto. Alguns desses metais, como o cobre, manganés
e molibdénio, sdo considerados essenciais, ou seja, necessarios aos seres vivos em
pequenas quantidades, no entanto, niveis excessivos desses elementos podem ser
toxicos. Metais como o cadmio, chumbo e mercurio, classificados como metais
pesados, possuem potencial acumulativo em alguns organismos vivos, resultando em
graves doencgas, pode-se ressaltar ainda, que esses elementos ndo possuem funcao
fisiolégica conhecida (RUPPENTHAL, 2013).

Devido a possibilidade da ocorréncia de substancias quimicas na agua mesmo
apoés tratamento (METCALFE, 2010), a andlise da qualidade da agua proxima a
Estacdes de Tratamento de Esgoto se mostra de extrema importancia, para isso,
pode-se fazer uso de bioindicadores. O uso de bioindicadores apresenta-se como uma
das principais ferramentas nesse ambito, especialmente para estudos de
citotoxicidade e genotoxicidade.

Os bioindicadores séo processos bioldgicos, espécies ou comunidades,
utilizados para avaliar a qualidade do ambiente, bem como a mudanca temporal que
o mesmo pode sofrer, sendo ela de carater antropogénico ou natural (HOLT, 2010).

Um bioindicador que vem sendo usado amplamente para testes de toxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade desde os anos 30 é a Allium cepa, popularmente
conhecida como cebola. Essa planta tem sido uma das principais escolhas para tais
testes devido a resposta causada por agentes toxicos em seu material genético e pelo
crescimento veloz de suas raizes (LONGHIN, 2008). Outras vantagens desse
bioindicador compreendem o simples armazenamento, o baixo custo, a fécil
manipulacéo e a rapida conclusdo do ensaio (FISKESJO, 1985).

Outro bioindicador que vem ganhando destaque no campo cientifico por sua
versatilidade e praticidade € o peixe-zebra (Danio rerio), popularmente conhecido
como paulistinha, bandeirinha e bandeira-paulista. A comparacdo entre o genoma
humano e o genoma do peixe-zebra, mostrou que cerca de 70% dos genes humanos
teriam ao menos um ort6logo no genoma do peixe-zebra (HOWE, 2013). Por possuir
tracos biologicos bem definidos pela ciéncia, o peixe-zebra provou ser um modelo util
em pesquisas no ambito da toxicologia (DIPP et al, 2018) e tem sido utilizado para
estudar compostos que variam desde metais de ocorréncia natural, componentes

sintéticos de produtos consumiveis e pesticidas, entre outros (BAMBINO, 2017).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aimportancia da qualidade da 4gua

Segundo Anderson (2013), a agua ¢é vital para todas as criaturas vivas, sendo
importantissima para a producdo agricola e industrial, proporcionando inimeros
beneficios para o meio ambiente, bem como para os individuos que o habitam.

Para garantir o desenvolvimento de uma regido, bem como de uma nacéo, &
necessario assegurar 0 acesso a agua potavel, principalmente como uma questéo de
saude (WHO, 2011). Ainda segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, o investimento
em abastecimento de agua e saneamento basico, pode gerar beneficios para a
economia dependendo da regido, pois 0s gastos com o combate a doencas
potencialmente causadas por uma agua de ma qualidade seriam reduzidos.

A agua fornecida deve ser o mais segura possivel, configurando assim o
conceito de 4gua potavel, que deve ser obtida e distribuida a todos, atingindo um
suprimento satisfatorio, mediante a todo esfor¢o que se faca necesséario (WHO, 2011).
A definicdo de agua potavel segura, conforme as diretrizes definidas pela Organizacao
Mundial de Saude, diz que: a agua ndo deve apresentar risco a saude durante todo o
periodo de consumo. Nao somente para a ingestdo, bem como para a preparacéo de
alimentos e higiene pessoal, uma agua potavel de qualidade se torna indispensavel
(WHO, 2011).

2.2. Visao historica da toxicologia aquéatica

Segundo Nikinmaa (2014):

Enquanto as popula¢gdes humanas permaneceram pequenas, as
influéncias  antropogénicas sobre os ambientes aquéticos
permaneceram pequenas e locais. Provavelmente, o primeiro problema
ambiental aquatico de maior escala resultou de canos de agua de
chumbo que foram usados em grandes cidades romanas. Mais tarde,
um grande problema ambiental aquético foi gerado, quando os sistemas
de esgoto foram construidos e as pessoas comegaram a usar banheiros
(WCs). Consequentemente a agua, urina e fezes domésticas
contaminadas foram descartadas diretamente nas aguas circunvizinhas
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Na idade média, os retrocessos causados a higiene humana e a eliminacéo dos
esgotos, devido ao aparecimento de grandes cidades, fez com que cerca de 25
milhdes de pessoas fossem a 6bito, em consequéncia de epidemias de tifo, peste
negra e variola (KLIGERMAN, 2001).

A importancia de um tratamento adequado para a agua utilizada por uma
determinada comunidade ja se provou fundamental, devido a eventos do passado,
sendo um deles, o maior marco no campo da epidemiologia moderna, o surto de
cOlera na area de Westminster, em Londres, no ano de 1854. Acontecimento no qual,
durante um periodo de 10 dias, cerca de 5 mil pessoas vieram a 6bito (MCLEOD,
2000). Nessa ocasidao, John Snow provou que a bactéria causadora do surto era
transmitida pela dgua e ndo pelo ar, como muitos pensavam na época (KOCH, 2009).

Outro fator ambiental que ocorreu até a uUltima parte do século XX, foi a
acidificacdo de rios e lagos nas ilhas britdnicas. Ao final de 1800, apos
industrializacdo, a queima de carvao contribuia para a chuva acida e acidificacdo de
corpos d’agua (NIKINMAA, 2014).

Em 1956, a regido da baia de Minamata, Japao, vivenciou uma das piores
tragédias da historia da toxicologia aquética, onde mais de 100 pessoas perderam
suas vidas ap0s ingerir peixes com altos niveis de metilmercurio e outras milhares
sofrem os efeitos da intoxicacdo a longo prazo desde os anos 50 (KUDO, 1998).
Mesmo nos dias atuais o mercurio ainda se apresenta como uma ameaca. Inimeras
fontes antropogénicas afetam a biota aquatica, mesmo nas regifes mais distantes e
menos populosas, um exemplo disso sdo concentracdes crescentes de metilmercurio

gue se encontram difusas por todo o globo (HOFFMAN, 2003).

2.3. Toxicologia aquética na atualidade

A toxicologia aquatica continua contribuindo para a manutengédo do bem-estar
e da qualidade de vida das populacdes ao redor do mundo. Um grande exemplo disso,
ocorreu em 5 de novembro de 2015, quando o Brasil vivenciou o pior desastre
ambiental de sua histéria, o rompimento da barragem de Funddo em Mariana, regiao
central do estado de Minas Gerais. O resultado do desastre foi o derramamento de 50
a 60 milhdes de m?3 de lama em Gualaxo do Norte, rio que faz parte da Bacia do Rio

Doce. O resultado do desastre alcangcou o Oceano Atlantico 17 dias apos o
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rompimento da barragem, através dos rios Gualaxo do Norte, do Carmo e Doce
(SEGURA, 2016). Valores de Ferro (Fe) e Manganés (Mn) encontrados em aguas
residuais, afetadas pela lama, eram 4 e 1,5 vezes mais altos do que os valores de
referéncia preconizados pela legislagéo brasileira (SEGURA, 2016). Durante todo o
processo de recuperacdo ambiental e econdmica da regido, a toxicologia aquatica
vem sendo uma ferramenta fundamental para monitorar o nivel de poluentes nos rios
afetados.

Em 25 de janeiro de 2019, mais um capitulo infortuno da histéria ambiental
brasileira foi escrito, desta vez com o rompimento de uma das barragens da mina
Corrego do Feijdo, em Brumadinho, Minas Gerais. Durante o rompimento da
barragem, cerca de 12 milhdes de m3 de rejeitos Umidos de minério de ferro
percorreram o ribeirdo Ferro-Carvao, alcancando o Corrego do Feijao e a cidade de
Brumadinho (ROMAO, 2019). A tragédia de Brumadinho fez mais de 230 vitimas
identificadas, prejuizos socioecondmicos, isolamento de comunidades que
potencializou a falta de acesso a servicos de atencdo béasica a saude, o que pode
agravar casos de doencas cronicas e doencas mentais como ansiedade e depresséo,
devido ao estresse causado (ROMAO, 2019). JA no ambito ecoldgico, segundo
pesquisadores do Centro Integrado de Estudos Georreferenciados para a Pesquisa
Social (CIEG), da Fundacéo Joaquim Nabuco, os rejeitos de mineracao da barragem
de Brumadinho atingiram os Rios S&o Francisco e Paroepeba, na represa de Trés
Marias, ap0s 12 dias do ocorrido. A constatacdo foi realizada através de técnicas
observacionais de imagens de satélite e coletas de amostras de agua, 0 que levou a
descoberta de possiveis marcadores de metais pesados presentes na agua, que
inclusive ja poderia estar sendo consumida pela populacgéo.

Apesar de impactantes, grandes desastres ndo sao as Unicas preocupacoes
ambientais na atualidade. O forte crescimento da indUstria automobilistica e a energia
necessaria para manter os veiculos nas ruas, faz com que a demanda por petréleo
aumente cada vez mais (NIKINMAA, 2014), cenario que se apresenta altamente
dispendioso para o meio ambiente, devido aos gases produzidos durante os
processos de extragéo, transporte e consumo desse material. Ainda existe o risco de
acidentes com oleodutos e navios petroleiros, que causam desastres ambientais de
proporc¢des catastroficas (GREENPEACE, 2019).

Além disso, um grupo de toxicantes que vem ganhando atencdo nos estudos

da toxicologia aquatica durante os ultimos anos, sdo 0s contaminantes emergentes.
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Essa definicdo refere-se a substancias que nao se encaixam no grupo de
contaminantes classicos, ou seja, ndo foram detectadas anteriormente ou quando
detectadas, suas concentracées eram baixas demais para levantar uma questao de
saude publica (BAI, 2018). Segundo a Agéncia de Pesquisa Geologica dos Estados
Unidos (USGS, 2012), se encaixam nesse grupo, farmacos isentos ou nao de
prescricdo meédica, produtos de higiene, bem como seus conservantes e outros
aditivos quimicos, praguicidas, surfactantes, dentre outros.

Ainda segundo a USGS, um dos institutos que mais tem pesquisado
contaminantes emergentes no mundo, esses toxicantes estdo inseridos no meio
ambiente devido a sua presenca em ambientes como estacdes de tratamento de
esgoto e efusdes de superficies terrestres agricolas e urbanas (USGS, 2012).

Direta ou indiretamente, a atividade humana resulta em farmacos presentes em
aguas residuais, fazendo dessas substancias as primeiras colocadas nas listas de
contaminantes emergentes de interesse em saude publica (FERRER, 2013). Estudos
conduzidos pela Agéncia de Pesquisa Geoldgica dos Estados Unidos, revelaram a
deteccdo de farmacos em 80% de todas as &guas superficiais. Compostos
farmacéuticos como, esteroides, antibibticos, analgésicos e anti-hipertensivos, foram
encontrados, totalizando 82 compostos (FERRER, 2013). Localmente, na regido do
Distrito Federal, estudos prévios realizados no Lago Paranoa, revelaram que
contaminantes emergentes frequentemente encontrados foram: atenolol, atrazina,
cafeina e carbamazepina (CAVALCANTI, 2017).

2.4. Monitoramento de contaminantes

Em relagé@o aos contaminantes classicos, a 4gua tratada no Brasil passou a ser
monitorada, bem como valores de referéncia para concentragbes maximas foram
estabelecidos tanto para contaminantes orgéanicos, quanto para inorganicos com a
Portaria BSB n° 56/1977. A medida que a industria se desenvolveu, e a globalizacao
introduziu o avanco tecnoldgico, novos toxicantes surgiram, tornando-se necessaria a
revisdo e ampliagdo das relagbes de contaminantes de monitoramento obrigatorio
(CAVALCANTI, 2017).

O resultado das melhorias feitas em relacdo aos padrbes de potabilidade,

juntamente com a preocupacao relacionada ao dano que essas substancias podem
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causar a saude, culminou na elaboracdo da Portaria N° 2914, publicada em 12 de
dezembro de 2011, pelo Ministério da Saude, que determina valores de referéncia
para padrdes: microbiolégicos, de turbidez, de agrotoxicos, de cianotoxinas,
organolépticos, organicos, inorganicos e para desinfetantes e seus produtos
secundarios, para mais de 85 substancias (BRASIL, 2011).

Quanto aos contaminantes emergentes, uma parte ja recebe monitoramento
em alguns paises europeus e nos Estados Unidos, porém ainda existem aqueles que
nao séo comtemplados pela fiscalizag&o, especialmente no Brasil, onde a maioria dos
contaminantes emergentes ndo tem valores de referéncia estabelecidos
(CAVALCANTI, 2017).

2.5.Tratamento de efluentes

Um grande beneficio oriundo do tratamento de efluentes € a amplificacdo do
uso de recursos hidricos. Segundo a CAESB (2018):

Geralmente a propria natureza possui a capacidade de decompor a
matéria organica presente nos rios, lagos e no mar. No entanto, no caso
dos efluentes essa matéria se apresenta em grande quantidade,
exigindo um tratamento mais eficaz em uma Estacéo de Tratamento de
Esgoto (ETE) que, basicamente, reproduz a agdo da natureza de
maneira mais rapida.

Esgoto, efluentes, aguas residuais ou aguas servidas, sdo todos os residuos
liquidos domésticos e industriais que recebem tratamento adequado para que sua
qualidade aumente, por meio da remocao de contaminantes, e assim possam ser
devolvidos a natureza sem causar prejuizos a ecossistemas e danos a saude humana
(CAESB, 2018).

Segundo a Resolucédo n° 357, de 17 de marco de 2005 da CONAMA, as aguas
doces, salobras e salinas do Territorio Nacional séo classificadas em niveis de
enquadramento, conforme a qualidade requerida para os seus usos prevalecentes.
As aguas doces (salinidade igual ou inferior a 0,5%) podem se encaixar em quatro
tipos de enquadramento, sendo que para o0 abastecimento destinado ao consumo
humano, deve-se qualificar pelo menos no enquadramento trés. Ja em relacéo as
aguas salobras (salinidade superior a 0,5% e inferior a 30%), existem quatro tipos de

classes (contando com a classe especial), aonde apenas a classe um esta destinada
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ao consumo humano. As aguas salinas (salinidade superior a 30%), ndo estao
destinadas ao consumo humano. Dentre os padrdes avaliados pela CONAMA para
avaliar se a agua esta admissivel para o consumo humano, estdo: auséncia de
materiais flutuantes, éleos, graxas e substancias que configurem cor e ou odor,
medicdo da turbidez e pH, a ndo verificacdo de efeito toxico crénico a organismos,
analise de padrdes especificos como os niveis de clorofila a, cianobactérias e
coliformes totais.

Por contar com diversos patdgenos de origem quimica e biologica, os efluentes
devem ser tratados, a fim de ndo apresentarem riscos a saude da populacdo. O
fornecimento de agua de qualidade previne o aparecimento de casos de doencas de
veiculacao hidrica, sendo as principais: amebiase, giardiase, gastroenterite, febre
tifoide e paratifoide, hepatite infecciosa e colera. Verminoses como a
esquistossomose, ascaridiase, teniase, oxiuriase e ancilostomiase, também podem
ser transmitidas pela agua (ROSA, 2012).

Diversas substancias, incluindo compostos farmacéuticos podem sofrer
diferentes transformacdes fisico-quimicas na &gua, inclusive enquanto passam por
ETEs (METCALFE, 2010). Apesar de todo aparato utilizado no processo de limpeza
de efluentes, existe a possibilidade de contaminantes permanecerem na agua tratada
(METCALFE, 2010). Muitos desses contaminantes residuais presentes na agua
tratada apresentam ameaca tanto para ecossistemas (REJMENT, 2016), quanto para

seres humanos.

2.6. Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES)

No Distrito Federal, o sistema de esgotamento sanitario € composto por 15
Estacbes de Tratamento, segundo o Plano Distrital de Saneamento Basico e de
Gestao Integrada de Residuos Solidos (PDSB), de setembro de 2017 (GDF, 2017).
Dessas ETESs, 12 necessitam de melhorias e ou ampliagdes até o fim do Plano, que
foi projetado até 2037. Os motivos pelos quais 0s incrementos se fazem necessarios
sao diversos, dentre eles, os principais sdo problemas operacionais, falta de
capacidade hidraulica atual e futura, alta carga organica na entrada da estacao,
lancamentos do esgoto tratado em lagoas que irdo servir como fontes de

abastecimento de agua, adaptacdo do tratamento de acordo com a classe de
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enquadramento e vazao reduzida dos corpos receptores, especialmente na estiagem
(GDF, 2017).

A figura 1 ilustra as 13 ETEs do Distrito Federal estudadas no presente
trabalho. Em relacdo aos tratamentos realizados atualmente, nem todas as ETEs do
Distrito Federal possuem métodos de tratamento iguais, apesar de serem
considerados muito consistentes. Os tratamentos realizados em cada ETE serédo

descritos a seguir.



Figura 1. Mapa do Distrito Federal, contendo a localizacdo das 13 ETEs avaliadas através de testes com bioindicadores.
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2.6.1. ETE Alagado

A ETE Alagado possui um tratamento em reator anaerobio de fluxo ascendente
(RAFA), seguido por lagoa aerébia de alta taxa, com o efluente sendo disperso em
campos de escoamento superficial (wetland) e finalmente recebe um polimento
quimico, para reducdo da concentracdo de fosforo por precipitacdo (GDF, 2017).
Segundo o PDSB, o método de tratamento ndo precisa sofrer alteragdes, possui
tecnologia interessante apesar da aridez do solo, devendo ser considerada apenas a
ampliacdo e possiveis melhorias na remocdo do nitrogénio (49,6%) e coliformes
(efluente com 3,9x10* NMP/100 ml).

2.6.2. ETE Brasilia Norte

Na ETE BSB Norte, um tanque equalizador de vazéo, por decantador primario,
reator biol6gico de nutrientes, decantador secundario, seguido de um polimento
guimico, sdo usados no tratamento (GDF, 2017). Segundo o PDSB, ndo necessita de
ampliacdo em sua capacidade hidraulica, porém investimentos para suportar uma
maior entrada de carga organica Sao necessarios.

Ainda de acordo com o PDSB, a remocéao de coliformes néo € ideal (efluente
com 3,4x104 NMP/100 ml), entretanto, a ETE possui excelente eficiéncia de remocao
de todos os outros parametros. O processo de tratamento ndo necessita sofrer
mudancas, com a condi¢cdo de que haja terreno para uma extensao futura (GDF,
2017).

2.6.3. ETE Brasilia Sul

Na ETE BSB Sul, o tratamento € realizado por decantador primario, reator
biolégico aerébio com remocéo de nutrientes, decantador secundario, seguido de um
polimento quimico (GDF, 2017). Apesar da capacidade hidraulica estar em boas
condicOes, faz-se necessario 0 aumento de investimentos para suportar uma maior
entrada de carga organica, mesmo se houvesse a reversao de parte do esgoto de
Aguas Claras, para a ETE Melchior (GDF, 2017).
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Conforme o PDSB, a ETE possui grande eficiéncia na remocao de todos os
parametros, porém o aumento na capacidade de remocdo do nitrogénio (76,6%) e
coliformes (efluente com 9,1x104 NMP/100 ml) seria interessante. Considerando
esses fatores, 0 processo de tratamento ndo precisaria de modificagdes, se houvesse

terreno para a ampliacdo (GDF, 2017).

2.6.4. ETE Brazlandia

Conta com um tratamento por lagoa anaerdbia seguida de lagoa facultativa. O
projeto atual jA ndo preconiza a demanda necessaria para suportar uma maior entrada
de carga organica, todavia, a capacidade hidraulica estd dentro dos padrbes
desejados (GDF, 2017). Conforme o PDSB, a ETE possui baixa eficiéncia de remocéao
de nitrogénio (57,1%), fosforo (40,8%), solidos suspensos (64,8%) e coliformes
(efluente com 6,2x105 NMP/100 ml), devido a esses fatores o processo de tratamento
deve ser modificado, para que o efluente tratado possa ser despejado no lago
Descoberto. A solucédo oferecida é a construcao de métodos com lodos ativados, para

a remocao biolégica de fosforo e nitrogénio (GDF, 2017).

2.6.5. ETE Gama

A ETE tem como recurso o tratamento em reator anaerébio de fluxo ascendente
(RAFA) seguida por reatores bioldgicos e decantador secundario, conta com 6tima
eficiéncia de remocdes e seus parametros de capacidade hidraulica e carga organica
estdo dentro dos padrbées (GDF, 2017). Possiveis melhorias contariam com
substituicdo dos sopradores para aumento da eficiéncia de energia e no tratamento
preliminar (GDF, 2017).

2.6.6. ETE Paranoa

A estacdo Paranoa possui um tratamento em reator anaerobio de fluxo

ascendente (RAFA), seguida por lagoa aerbébia de alta taxa. A ETE tem baixa
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eficiéncia de remocao de nitrogénio (37%), fésforo (25,2%), sélidos suspensos
(51,7%) e coliformes (efluente com 2,3x106 NMP/100 ml), e a ampliacdo da
capacidade hidraulica e carga organica faz-se necesséria (GDF, 2017). A construcao
de um RAFA seguido de biofiltro aerado submerso com remocao bioldgica de
nitrogénio e quimica do fésforo, sendo adaptado no decantador secundario, seriam as

solucdes propostas (GDF, 2017).

2.6.7. ETE Planaltina

Conta com um tratamento em reator anaerdbio de fluxo ascendente (RAFA)
dentro da lagoa facultativa, seguido por lagoa de maturacdo (GDF, 2017). De acordo
com o PDSB, somente em 2024 a capacidade hidraulica necessitaria de ampliacéo,
porém a carga organica é superior em relacdo ao projeto em vigor, apresenta baixa
eficiéncia na remocéo de nitrogénio (41,1%), fésforo (28,4%) e coliformes (efluente
com 2,7x104 NMP/100 ml). Fésforo e coliformes, ndo atingiram os niveis preconizados
para a classe 3 de enquadramento, nos estudos de autodepuracao (GDF, 2017).

A construcdo de um RAFA (externo a lagoa facultativa) e futuramente, a
ampliacdo da lagoa facultativa com decantador, sdo algumas propostas apresentadas
pelo Plano Distrital de Saneamento Basico, como solu¢bes para os problemas
enfrentados.

2.6.8. ETE Recanto das Emas

Essa ETE tem como recursos de tratamento, um reator anaerébio de fluxo
ascendente (RAFA) seguido por reator aerado e lagoa aerada facultativa, a carga
organica é bem superior ao projeto que esta em vigor, ja a capacidade hidraulica ndo
necessita de expansao (GDF, 2017). A remocéao de nitrogénio (17,5%) e coliformes
(efluente com 1,2x106 NMP/100 ml) demonstra baixa efetividade e em raz&o da baixa
vazdo do cérrego Vargem da Bencdo, somente o parametro oxigénio dissolvido
apresenta-se dentro dos limites preconizados para a classe 2 de enquadramento
(GDF, 2017).

A construcdo de um RAFA seguido por biofiltro aerado submerso é uma das
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propostas apresentadas pelo Plano Distrital de Saneamento Basico, como solucdo

para os problemas enfrentados (GDF, 2017).

2.6.9. ETE Riacho Fundo

A estagao Riacho Fundo possui um tratamento em tanque fermentador seguido
por reatores biologicos (em batelada), ndo sendo necessaria a expansdo da
capacidade hidraulica e carga organica até o final do PDSB. A remocao de nitrogénio
(48,5%) e coliformes (efluente com 9,3x105 NMP/100 ml) apresentou baixa
efetividade, porém nao foram propostas melhorias e ampliacdes para a ETE (GDF,
2017).

Segundo o PDSB, a desativacdo da ETE ja foi considerada, devido a
capacidade de suporte do braco do Riacho Fundo ser alcancado, se isso ocorresse,
a reversédo do esgoto seria direcionada a alguma outra ETE (Melchior ou Samambaia
ou Recanto das Emas), caso ndo ocorra a reversao, melhorias na ETE seriam
propostas (GDF, 2017).

2.6.10. ETE Samambaia/Melchior

O tratamento conta com um reator anaerobio de fluxo ascendente (RAFA)
seguida por lagoa aerObia de alta taxa e de maturacdo, recebendo por fim, um
polimento quimico, a carga orgénica e capacidade hidraulica necessitariam de
ampliacdo (GDF, 2017).

A capacidade de remocé&o de nitrogénio (15,2%) e coliformes (efluente com
8,8x104 NMP/100 ml) estdo abaixo do esperado (GDF, 2017). Ainda conforme o
PDSB, parte da vazdo da ETE Melchior € desviada para a ETE Samambaia, o0 que
prejudica a sua funcionalidade na remocao dos parametros, fazendo com que mesmo
a autodepuracdo causada pela confluéncia com o Rio Descoberto ndo cause a
obtencdo dos niveis preconizados para a classe 2 de enquadramento. A solugéo
proposta, € a melhoria da ETE Melchior, para que a sobrecarga sofrida pela ETE
Samambaia seja atenuada (GDF, 2017).

O tratamento do excedente da bacia Samambaia é tratado na ETE Melchior.
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Essa estacdo possui um tratamento em reator anaerobio de fluxo ascendente (RAFA)
seguida de reator biologico UNITANK. Segundo o PDSB, A ETE Melchior precisaria
ser ampliada em termos de capacidade hidraulica devido a reversao de esgoto de
parte da Aguas Claras. A carga organica na entrada da estag&o ja era superior ao
desejado conforme o que visava o projeto de lei atual. A eficiéncia do tratamento se
encontrava reduzida devido a problemas operacionais em comportas, registros,
sopradores, tratamento preliminar e RAFA, por isso, melhorias foram propostas para
a ETE no PDSB.

2.6.11. ETE Sao Sebastiao

Na ETE S&o Sebastido, o tratamento é realizado através de um reator
anaerobio de fluxo ascendente (RAFA) seguida por campos de escoamento
superficial (wetlands) e lagoa de maturacdo (GDF, 2017). No PDSB, a expansao
necessaria para a capacidade hidraulica foi prevista para 2018, porém a carga
organica ja se encontrava bem superior ao projeto em vigor, a ETE apresenta baixa
eficiéncia na remocéao dos parametros nitrogénio (48,4%), fosforo (56,9%) e coliformes
(efluente com 6,2x104 NMP/100 ml).

Os parametros DBO, nitrogénio, fosforo e coliformes ndo correspondem aos
niveis preconizados para a classe 3 de enquadramento, segundo estudos de
autodepuracdo através da analise de amostras coletadas a jusante da ETE, na
confluéncia do rio Sdo Bartolomeu (GDF, 2017).

Devido a esses fatores, o método de tratamento necessita ser modificado, as
propostas apresentadas séo a construcdo de um RAFA seguido de biofiltro aerado
submerso com remocéo bioldgica de nitrogénio, seguido de polimento final com
aplicacdo de sal de ferro ou aluminio para precipitacdo do fésforo, em unidade de

mistura rapida e floculacéo, além da expansédo da ETE (GDF, 2017).

2.6.12. ETE Sobradinho

Conta com um tratamento composto por decantador primario, reator biolégico
seguido de decantador secundario, no PDSB, a expansao necessaria para a
capacidade hidraulica foi prevista para 2018, porém para a carga organica, somente
em 2023. Nitrogénio (31,2%), fosforo (34,7%) e coliformes (efluente com 8,2x106
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NMP/100 ml), revelaram baixa eficiéncia de remocéao (GDF, 2017).

Conforme o PDSB, os parametros DBO, fosforo e coliformes néao
correspondem aos niveis preconizados para a classe 3 de enquadramento, segundo
estudos de autodepuracao, através da andlise de amostras coletadas a jusante da
ETE. As propostas de melhoria para a Estacéo se baseiam no tratamento secundario,
desnitrificacdo em zona anoxica, recirculando o efluente aerado e o lodo para zona

anoxica e precipitacdo quimica, no decantador secundéario (GDF, 2017).

2.6.13. ETE Vale do Amanhecer

Essa ETE tem como processo de tratamento um reator anaerébio de fluxo
ascendente (RAFA) seguida por lagoa aerada, facultativa e maturacdo (GDF, 2017).
Segundo o PDSB, so6 havera necessidade de expanséo da capacidade hidraulica no
ano de 2031, apesar da carga organica ja estar superior ao projeto em vigor, a
eficiéncia para a remocéo do nitrogénio (22,1%), fosforo (30,5%) e coliformes (efluente
com 3,1x104 NMP/100 ml) encontra-se baixa.

O estudo de autodepuracdo da Estacdo, juntamente com a influéncia do
efluente vindo da ETE Planaltina, mostram que os parametros nitrogénio, fésforo e
coliformes ndo correspondem aos niveis preconizados para a classe 2 de
enquadramento. Dentre as propostas de melhoria para a ETE, esta a construcdo de
um RAFA seguido de biofiltro aerado submerso com remocéao biolégica de nitrogénio
e fosforo (GDF, 2017).

Em virtude do potencial efeito nocivo de substancias que nao sao totalmente
eliminadas nas ETEs, faz-se necessaria a andlise toxicologica de efluentes, e para
iISsoO 0 campo da toxicologia ambiental conta com diversas ferramentas a fim de
analisar o risco apresentado a organismos diferenciados. Uma das abordagens mais

precisas para tais analises € o uso de bioindicadores.
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2.7.Bioindicadores

Sao espécies, comunidades ou processos biologicos, que possuem
caracteristicas como: boa estabilidade, independente de varia¢cdes climaticas e
ambientais, grande abundancia, resposta de acordo com a concentracéo do toxicante
ou grau de degradacdo do ambiente, perfil biol6gico bem documentado e observacao

simples com bom custo beneficio (HOLT, 2010).

2.7.1. Allium cepa

Muitos testes de toxicidade atraem diversas criticas éticas por usarem um
modelo de bioindicador baseado em mamiferos, como ratos e camundongos, além
disso, sdo de alto custo, demandando muito tempo e preparo do pesquisador
(SIDDIQUI, 2011). Dessa forma, testes com plantas sdo usados em larga escala, por
apresentarem maior simplicidade de realizagéo, bem como uma boa correlagdo com
outros testes de toxicidade (SIDDIQUI, 2011). Plantas em geral, sdo sensiveis a uma
grande variedade de contaminantes, especialmente aos HAPs, pesticidas, metais e
farmacos. Quando se trata da Allium cepa, uma de suas principais vantagens é a
auséncia da necessidade de preparo prévio para qualquer tipo de amostra liquida,
antes que a exposicao seja realizada (WIECZERZAK, 2016).

As raizes de Allium cepa, funcionam muito bem para a observacdo em
microscopio 6ptico, sendo referéncia por suas células apresentarem cromossomos
grandes e de numero reduzido (2n = 16) (FISKESJO, 1985; LEME & MARIN-
MORALES, 2009). Pode-se observar com facilidade as fases mitéticas (profase,
pormetafase, metafase, anafase e telofase) (FISKESJO, 1985).

Segundo Leme (2009), as amostras mais propicias para a aplicacdo do teste
de A. cepa sao praguicidas, o produto (lodo) gerado por ETES, efluentes provenientes

de diversos tipos de industrias, metais, corantes e agua potavel.

2.7.2. Danio rerio (Peixe-zebra)

O teste de toxicidade aguda em peixe (AFT, do inglés acute fish toxicity test) é

um dos principais testes requeridos pela Unidao Europeia (UE) no ambito legal para
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produtos quimicos industriais, biocidas e alguns produtos farmacéuticos (Dang, 2017).
O AFT é um dos poucos testes regulatérios requeridos que usam a morte como um
endpoint (estégio final de observacéo) (Dang, 2017). Esse tipo de teste tem levantado
grande questionamento de organizagbes que defendem o bem-estar animal, pois
acredita-se que os peixes passam por grande desconforto e dor, apresentando uma
divergéncia com o que defendem as legislacdes de direitos dos animais (LAMMER,
2009).

Em raz&o desses fatores, pesquisadores buscaram outras opcoes de testes
menos agressivos, porém, com a mesma confiabilidade cientifica. Surgiu entédo, o
teste de toxicidade aguda em embrido de peixe (FET, do inglés fish embryo toxicity
test), que trabalha com o principio de analisar a intoxicacdo aguda em embrides de
peixe, com a vantagem de nao causar dor ou sofrimento aos embrides, devido ao
desenvolvimento prematuro do sistema nervoso central (Dang, 2017). Apds passar
por processos de validacdo, esse método foi aprovado e adotado pelas diretrizes de
testes da Organizacdo para a Cooperagédo e Desenvolvimento Econémico (OECD),
no ano de 2013 (Dang, 2017).

Segundo o estudo realizado por Lammer (2009), foram encontradas boas
correlacdes entre o uso do FET e o uso do AFT em diversas espécies de peixes.
Também houve boas ligacGes entre o FET e os valores de LC50 para diferentes
espécies de peixes (MADDEN, 2012).

O método FET, partilha da filosofia dos 3Rs, estabelecida por Russell and
Burch (1959), que visa minimizar o desconforto dos animais utilizados em pesquisas
cientificas, através dos conceitos de: reposicao, reducao e refinamento. A reposicao
visa 0 uso de “qualquer método cientifico que empregue material ndo senciente, que
possa, na historia da experimentacdo animal, substituir métodos que usam
vertebrados vivos conscientes”, j& o conceito de reducéo prega a possivel diminuicao
do numero de animais utilizados para obter informacdes de uma determinada
quantidade e precisao, por ultimo, o conceito de refinamento preconiza a “diminui¢cao
na incidéncia ou severidade de procedimentos aplicados aqueles animais que ainda
tém que ser usados.”

Além das vantagens em relagdo as questbes éticas e legislagbes vigentes,
outras principais vantagens para a escolha do método FET s&o a criacdo simples,
crescimento rapido, transparéncia dos ovos e avaliacfes ndo invasivas, entre outras
(MADDEN, 2012).
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Os peixes sdo usados amplamente como parametros para mensurar a
qualidade da agua utilizada pelos seres humanos (LAMMER, 2009), e devido a todas
as vantagens citadas previamente, o0 peixe-zebra se mostra um importante

bioindicador a ser utilizado na toxicologia aquatica.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar os efeitos citotoxicos e mutagénicos, que amostras de agua coletadas
tanto a montante, quanto a jusante de regibes de descarga de EstacBes de

Tratamento de Esgoto, causam em bioindicadores.

3.2. Objetivos especificos

a) Avaliar amostras de 4gua a montante e a jusante de regifes de descarga de
ETEs, quanto ao potencial em interferir na mitose de células meristeméticas de
Allium cepa.

b) Avaliar amostras de agua a montante e a jusante de regides de descarga de
ETEs, quanto ao potencial em causar a mortalidade de embrides e larvas de
peixe-zebra.

c) Avaliar amostras de agua a montante e a jusante de regifes de descarga de
ETEs, quanto ao potencial em causar efeitos subletais no desenvolvimento de

embrides e larvas de peixe-zebra.
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4. JUSTIFICATIVA

O acesso a agua potavel é um direito humano basico, fundamental para garantir
a prevencéo de doencas e a manutencédo da saude (WHO, 2011). O Decreto n° 85.878
de 07/04/1981, que estabelece as normas para execucdo da Lei n® 3.820, de 11 de
novembro de 1960, sobre o exercicio da profissdo de farmacéutico, define como
atribuicdo do farmacéutico, nédo privativa e ndo exclusiva, o tratamento e controle de
qualidade das aguas de consumo humano, de industrias farmacéuticas, de piscinas,
praias e balnearios, salvo se necessario o emprego de reacdes quimicas controladas
ou operacdes unitarias (item Il do Art 2° - 1I).

Apesar da eficiéncia dos sistemas de tratamento de esgoto, principalmente na
remocdo de nutrientes e matéria organica, alguns contaminantes ndo sao
completamente removidos, como por exemplo os contaminantes emergentes (Liu et
al. 2009; Deblonde et al. 2011; Silva, 2015).

Nesse contexto, considerando a importancia da agua como solvente universal,
sendo um dos elementos indispensaveis para a manutencao da vida (BALL, 2001), e
considerando que ja foram detectados contaminantes emergentes em corpos d’agua
do Distrito Federal, (CAVALCANTI, 2017), um estudo utilizando bioindicadores para
testar amostras d’agua coletadas a montante e a jusante de 13 ETEs do DF é de
extrema importancia para indicar possivel ocorréncia de toxicidade, contribuindo na

analise de corpos d’agua, um dos papéis exercidos pelo farmacéutico.

5. METODOLOGIA

As coletas das amostras de 4gua, tanto para o teste de citotoxicidade em Allium
cepa, quanto para o teste FET em peixe-zebra, foram realizadas por responsavel
técnico da Agéncia Reguladora de Aguas, Energia e Saneamento do Distrito Federal
(ADASA). Os experimentos foram iniciados imediatamente apés a coleta.

Segundo a Nota Técnica n.° 4/2019 da ADASA:

De forma geral, os pontos de coleta a montante estdo localizados, a
aproximadamente, 50 metros do emissério da estacdo de tratamento e
0 ponto a jusante localiza-se, a aproximadamente, 100 metros apés o
ponto de lancamento, ainda na zona de mistura. Ressalta-se que o
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acompanhamento da qualidade da agua do corpo receptor das ETEs
Norte e Sul é feito por meio das campanhas de monitoramento
realizadas no Lago Paranoa (GDF, 2019).
Devido ao corpo d’agua das ETEs BSB Norte e Sul ser o Lago Paranoa, um
ambiente Iéntico (presenca de agua com pouco movimento), 0S pontos montante e
jusante para este estudo, sao referentes, respectivamente, ao afluente e efluente

dessas ETEs.

5.1 Teste de citotoxicidade em Allium cepa

O bioensaio foi baseado em Fiskesjo (1985). Os organismos teste (Allium
cepa), foram escolhidos pelo tamanho regular do bulbo, sendo descartados aqueles
gque apresentaram bulbos mofados ou ressecados. As cebolas foram adquiridas em
um mercado organico para que nao houvesse interferéncia indesejada de praguicidas.

Os experimentos foram conduzidos em ambiente com temperatura média de
20°C, as amostras foram mantidas refrigeradas, a uma temperatura média de 4°C,
expostas a temperatura ambiente somente 1 hora antes do inicio do experimento.
Antes do inicio do teste, as escamas externas dos bulbos e a placa acastanhada do
fundo das cebolas foram removidas, deixando o anel primordial da raiz intacto
(FISKESJO, 1985).

Os bulbos ficaram em &gua fresca durante o procedimento de limpeza, a fim de
proteger o anel primordial de ressecamento (FISKESJO, 1985). Cada ETE avaliada
teve quatro cebolas como organismos teste, duas para montante e duas para jusante,
sendo que de cada cebola foram confeccionadas duas laminas, onde 500 células
foram observadas, totalizando 2000 células por montante e 2000 células por jusante
(n=4, nimero de laminas confeccionadas por ponto).

Segundo o teste original, descrito por Fiskesjo, o crescimento prévio das raizes
foi realizado através da exposi¢do dos bulbos a agua de boa qualidade, durante um
periodo de 24 horas, que é aproximadamente 0 tempo necessario para que ocorresse
0 crescimento de cerca de 1-2 cm das raizes. ApOs a exposi¢cao prévia, os bulbos de
A. cepa foram expostos a amostras de agua, coletadas tanto a montante, quanto a
jusante de ETESs, por um periodo de 24 horas, apos esse periodo houve a reposi¢ao

das amostras de agua, para evitar que o nivel ficasse abaixo do desejado, pois isso
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faria com que o bulbo perdesse o contato com o liquido teste. Apds a reposicéo das
amostras, a exposicao durou mais 24 horas, totalizando 48 horas. Ao final do processo
de exposicao, foram removidos dos bulbos, fragmentos de raiz com cerca de 3 mm
de comprimento cada.

Apoés coletados, os fragmentos foram lavados e posteriormente fixados em
solucéo de Carnoy (etanol:acido acético = 3:1), por aproximadamente 1 hora. Apos a
fixacdo, os fragmentos de raiz foram lavados e posteriormente hidrolizados por meio
de solugdo de HCL 1M, em banho-maria a 60°C, por 10 minutos. Em seguida, a
hidrolise foi interrompida por meio de lavagem com agua destilada gelada. A
confeccdo das laminas se deu por meio da técnica de esmagamento, utilizando-se
solucado de orceina lacto-acética 1%, para a coloracao.

As fases da mitose consideradas na analise microscopica foram: préfase,
prometafase, metafase, anafase e teléfase. Segundo Humphrey (2005), a intérfase &
0 estagio entre as fases da divisdo celular, onde os cromossomos se encontram
geneticamente ativos por estarem descondensados.

Na préfase ocorre a condensacdo dos cromossomos, e por fim acontece o
rompimento do envelope nuclear. Ja na prometéfase, o fuso mitético € formado, bem
como uma seérie de outros fatores fundamentais para o prosseguimento da divisdo
celular ocorrem, dentre eles sdo observados, o estabelecimento do eixo do fuso
bipolar, o correto posicionamento das crométides irm&s nos polos opostos do fuso
mitoético, o alinhamento dos cromossomos proximo ao equador do fuso (HUMPHREY,
2005). Durante a metafase os cromossomos se alinham ao longo da placa metafasica.
A separacdo das cromatides irmas, componentes de cada cromossomo, formam dois
cromossomos autbnomos, esse processo da-se na anafase (HUMPHREY, 2005). O
processo que consolida a mitose chama-se teléfase, onde os cromossomos se
descondensam e as crométides sdo protegidas pela formacdo de um envelope
nuclear, apos isso a célula-méae esta pronta para se dividir em duas células-filhas,
cada uma com seu proprio nucleo (HUMPHREY, 2005).

Para a analise de citotoxicidade, foram contadas 2000 células (500 por lamina),
observando-se e quantificando-se o nimero de células em diviséo, a fim de determinar
o indice mitético (IM), que segundo Fiskesjo, € o numero de células em mitose,
dividido pelo total de células observadas, multiplicado por 100. Analises microscépicas

foram realizadas com aumento de 400x.



36

5.2 Teste de toxicidade aguda em embrido de peixe (FET)

Os embribes de peixe-zebra foram fornecidos pelo biotério estabelecido no
Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia. No biotério,
peixes adultos permaneceram em sistema de recirculacdo ZebTEC (Tecniplast, Italia)
e foram mantidos em aquarios com osmose reversa e agua filtrada com carvao
ativado. A temperatura é constantemente mantida a 26,0 + 1 C, am6nia <0,01 mg /L,
condutividade a 750 £ 50 mS / cm, pH a 7,5 + 0,5 e oxigénio dissolvido igual ou acima
de 95% de saturacdo. Os peixes sdo mantidos em um ciclo de fotoperiodo de 12:12 h
(claro: escuro).

Os peixes adultos nédo foram utilizados no experimento. Os ovos de peixe-
zebra, que foram utilizados no experimento, foram obtidos pela criacdo de peixes no
sistema de criacdo Ispawn (Tecniplast). No dia anterior a reproducdo, machos e
fémeas foram sequencialmente adicionados ao sistema e mantidos separados por um
divisor, em uma propor¢éo de dois machos para uma fémea. No inicio da manhé, o
divisor foi removido e a plataforma de desova foi levantada para iniciar a desova. Os
ovos foram coletados imediatamente apés a fecundacdo natural, enxaguados em
agua e verificados sob um estereomicroscoépio (Microscopio de Zoom Estereoscopico
e Stemi 2000, Zeiss, Alemanha). Os ovos nao fertilizados (<20%) e aqueles com
irregularidades de clivagem ou lesdes foram descartados. Os ovos que néo foram
utilizados nos experimentos foram mantidos na instalagao para criagao.

O teste de toxicidade de embrides de peixe foi realizado conforme as
recomendacdes da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD), segundo o que preconiza 0 seu guia para testes de substancias quimicas
(OECD n°® 236).

Embrides de peixe-zebra foram expostos ao controle negativo, e as amostras
de agua de 13 pontos tanto a montante quanto a jusante das ETESs, totalizando 27
exposi¢oes (1 controle negativo + 13 amostras a montante + 13 amostras a jusante).

O teste foi realizado com 72 ovos por exposi¢cao, divididos em 3 replicatas em
microplacas de 24 pocos (1 ovo por pogo da placa). Um total de 20 pogos foram
preenchidos com 2 mL da amostra a que foi exposta (controle ou amostra de agua
coletada de um dos pontos). O total de 4 pocos restantes de cada placa
compreenderam o controle interno da placa e foram preenchidos com 2mL de agua

do proprio sistema dos peixes (conforme exigido pela diretriz da OECD). Cada poco
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recebeu um ovo. O teste foi iniciado imediatamente apos a fertilizagdo e continuou por
96 horas em uma camara climatica (SL-24 Solab Cientifica, Brasil). EmbriGes e larvas
foram observados diariamente sob um estereomicroscopio.

Parametros de desenvolvimento foram avaliados em embrides durante o
periodo de teste usando uma ampliacdo de 70X para ovos e X40 para embrides
eclodidos. Os endpoints foram avaliados segundo a OECD n°236 (Organisation for

Economic Cooperation and Development, 2013) e Nagel, 2002, sendo esses:

e Letalidade: ovo coagulado, cauda néo desprendida, auséncia de somitos
e batimentos cardiacos.

e Subletalidade: desenvolvimento dos olhos, movimentos
espontaneos, circulacdo sanguinea, pigmentacao e inflacdo da bexiga
natatéria.

e Teratogenicidade: malformacéo na cabeca, otdélitos, cauda ou coracgéao,
escoliose, raquitismo, deformidade no saco vitelineo e alteracdes no

crescimento.

A distincdo entre desenvolvimento embrionario normal e anormal foi
estabelecida de acordo com a descricdo da embriogénese de Danio rerio publicada
por Kimmel et al. (1995). O controle negativo foi composto apenas por agua do sistema
dos peixes.

A OECD ¢é uma organizacao intergovernamental constituida de 34 paises da
América do Norte, Europa e Pacifico, com o objetivo de coordenar e harmonizar suas
politicas, debater assuntos de interesses econ6micos, sociais e ambientais, e
colaborar para fazer frente aos problemas internacionais. Desempenha um papel
fundamental na harmonizacdo dos métodos para classificagcdo de substancias
quimicas. As diretrizes de ensaios da OECD s&o uma colecao de métodos de ensaio,
internacionalmente aceitos, utilizados por laboratérios independentes, governos e
industrias para determinar a seguranca dos produtos e preparac¢des quimicas (MCTIC,
2016).
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5.3. Analise estatistica

Para a deteccao da diferenca entre os grupos testados através da distribuicdo
normal de conjunto de dados, o teste One Way ANOVA foi usado. No caso de
reprovacao dos dados no teste de normalidade Shapiro-Wilk, o teste Kruskal-Wallis
foi utilizado. Quando houve diferenca estatistica significante (p<0,05), o teste de
Tukey foi usado para detectar a desconformidade e revelar se a origem veio de algum
grupo testado em relacdo ao grupo controle ou entre os grupos testados. Todos 0s
calculos estatisticos foram realizados através do programa SigmaPlot, versdo 12.5
(SYSTAT, n.d.).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de citotoxicidade em Allium cepa, foi observada a divisdo celular do
meristema da raiz do organismo teste para a andlise do IM. As figuras 1 e 2 trazem
imagens que exemplificam a intérfase e as fases da mitose encontradas (profase,

prometafase, metafase, anafase e telofase).

Figura 2. Células meristematicas de Allium cepa em intérfase e diferentes fases da mitose.

A - Células meristematicas de Allium cepa em intérfase, observadas em microscopio Optico, com



39

aumento de 160x. B - Células meristematicas de Allium cepa em intérfase, observadas em microscépio
optico, com aumento de 400x. C - Células meristeméticas de Allium cepa em fases de anafase (1),
prometéfase (2) e profase (3), observadas em microscopio 6ptico, com aumento de 400x. D - Células
meristematicas de Allium cepa em fase de metafase (1) e profase (2), observadas em microscopio
Optico, com aumento de 400x.. E - Célula meristematica de Allium cepa em fase de anafase precoce
(1), observada em microscopio 6ptico, com aumento de 400x. F - Célula meristematica de Allium cepa
em fase de metafase (1), observada em microscopio o6ptico, com aumento de 400x.
Fonte: compilacdo do autor.

Figura 3. Células meristeméticas de Allium cepa em diferentes fases da mitose.

a3 3

Figura 3. A - Célula meristematica de Allium cepa em fase de metéafase (1), observada em microscopio
Optico, com aumento de 400x. B - Célula meristematica de Allium cepa em fase de anafase, observada
em microscoépio 6ptico, com aumento de 400x. C - Célula meristematica de Allium cepa em fase de
anafase, observada em microscépio 6ptico, com aumento de 400x. D — Célula meristematica de Allium
cepa em fase de anafase tardia (1), observada em microscépio 6ptico, com aumento de 400x. E -
Células meristematicas de Allium cepa em fases de tel6fase (1) e préfase (2), observadas em
microscopio 6ptico, com aumento de 400x. F - Célula meristematica de Allium cepa em fase de teléfase
(1), observada em microscopio 6ptico, com aumento de 400x.

Fonte: compilacdo do autor..

No teste com Allium cepa, foi realizada uma comparacao dos indices mitoticos
dos grupos testados em relacéo ao IM do controle negativo. A tabela 1 mostra valores
de IM, tanto para o CN, quanto para os 13 pontos a montante das ETEs. A tabela
também traz a quantidade de células em intérfase e em cada uma das fases da mitose
celular (profase, prometafase, metafase, anafase e teléfase). Foi observada diferenca
estatistica significante no IM da amostra de agua obtida a montante da ETE Gama,
guando comparada ao CN (Teste One Way-ANOVA p =0,014; Teste Tukey p =0,047),
indicando citotoxicidade.
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Tabela 1. Fases da mitose e indice mitético observados em células de Allium cepa expostas
a amostras coletadas em corpos d’agua a montante de Esta¢des de Tratamento de Esgoto.

Intérfase Profase Prometafase Metafase Anafase Teldfase Células 1M (%)

em
divisao
Controle 1.820 88 38 24 28 2 180 9,0
Alagado 1.850 62 46 20 22 0 150 7,5
Brazlandia 1.866 40 48 20 26 0 134 6,7
BSB Norte 1.796 98 58 10 38 0 204 10,2
BSB Sul 1.772 98 58 28 42 2 228 11,4
Gama 1.896 58 28 10 4 4 104 5,2*
Paranoa 1.862 60 28 22 28 0 138 6,9
Planaltina 1.890 60 28 4 18 0 110 5,5
R.dasEmas 1.860 30 44 26 40 0 140 7,0
R. Fundo 1.844 76 20 28 30 2 156 7,8
Samambaia  1.922 24 36 4 14 0 78 3,9
S. Sebastido 1.846 72 34 28 20 0 154 7,7
Sobradinho 1.744 36 52 102 66 0 256 12,8
Vale do 1.868 62 32 22 16 0 132 6,6
Amanhecer

Fonte: préprio autor
*Indices Mitdticos cujos valores de P obtiveram diferenca estatistica significante (P<0,05).

A tabela 2 mostra valores de IM e numero de células em diferentes fases do

ciclo celular, tanto para o CN, quanto para os 13 pontos a jusante das ETEs.

Tabela 2. Fases da mitose e indice mit6tico observados em células de Allium cepa
expostas a amostras coletadas em corpos d’agua a jusante de Estagbes de Tratamento de

Esgoto.
Intérfase Préfase Prometifase Metafase Anafase Teléfase Células M (%)
em
divisao
Controle 1.820 88 38 24 28 2 180 9,0
Alagado 1.862 44 42 32 20 0 138 6,9
Brazlandia 1.866 28 46 42 18 0 134 6,7
BSB Norte 1.876 72 20 22 10 0 124 6,2
BSB Sul 1.876 64 28 24 8 0 124 6,2
Gama 1.916 42 20 18 4 0 84 4,2%
Paranoa 1.884 58 20 26 12 0 116 5,8
Planaltina 1.912 52 12 8 16 0 88 4,4
R.das Emas 1.958 4 6 10 22 0 42 2,1*
R. Fundo 1.866 66 28 14 26 0 134 6,7
Samambaia 1.924 22 32 12 10 0 76 3,8*
S. Sebastido 1.912 30 18 14 26 0 88 4.4
Sobradinho 1.916 12 20 28 24 0 84 4,2
Vale do 1.888 52 34 12 14 0 112 5,6%
Amanhecer

Fonte: proprio autor
*Indices Mitdticos cujos valores de P obtiveram diferenca estatistica significante (P<0,05).
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Foi observada diferenca estatistica significante nos IMs de amostras de agua
obtidas a jusante das ETEs Gama (Teste One Way-ANOVA p = 0,014; Teste Tukey p
= 0,015), Recanto das Emas (Teste One Way-ANOVA p = 0,007; Teste Tukey p =
0,006), Samambaia (Teste Kruskal-Wallis p = 0,013; Teste Tukey p < 0,05), e Vale do
Amanhecer (Teste One Way-ANOVA p = 0,036; Teste Tukey p = 0,033), quando feita
comparacao com o CN, indicando citotoxicidade presente nessas amostras.

No teste de citotoxicidade, o IM € o principal parametro avaliado, sendo efetivo
para monitorar a toxicidade de uma ampla gama de agentes. Valores de IM
significativamente baixos em relagcdo ao grupo controle negativo, indicam efeitos
citotoxicos, ao passo que altos IMs em relacédo ao grupo CN indicam divisdo celular
acelerada, processo que pode causar o surgimento de tumores (Leme e Marin-
Morales, 2009).

Efeitos subletais sdo observados em organismos testes, cujo IM se encontra
inferior a 50% do CN, enquanto um IM abaixo de 22% em relacdo ao CN causa efeitos
letais (Smaka-Kincl, 1996). No presente estudo, as ETEs cujos valores de p para o IM
apresentaram significancia, tiveram o IM inferior ao CN em 58% e 47% (montante e
jusante da ETE Gama, respectivamente), 62% (jusante da ETE Vale do Amanhecer),
42% (jusante da ETE Samambaia) e 23% (jusante da ETE Recanto das Emas).

Testes realizados com A. cepa, exposta a amostras coletadas ao decorrer do
rio Drava, na cidade de Maribor, na Eslovénia, revelaram indice mitotico baixo em
relagdo ao CN, o que indica possivel citotoxicidade presente no ambiente testado
(Smaka-Kincl, 1996). Outro estudo realizado na regido da Eslovénia, coletou amostras
ao longo do rio Sava (que também atravessa a Croacia e Sérvia), encontrando
citotoxicidade em alguns pontos do ecossistema testado (RADIC, 2010).

No cenario do Distrito Federal, um trabalho utilizando A. cepa avaliou a
genotoxicidade em amostras coletadas nas diferentes etapas do tratamento de esgoto
doméstico, cujo produto final é despejado no Lago Paranoa, nessa ocasido, 0S
resultados dos IMs apresentaram valores menores em relagdo ao controle negativo,
suficientes para se obter diferenca estatistica significante, para as concentracdes mais
altas dos estagios dois e trés do tratamento (Grisolia, 2005).

No atual trabalho, os valores de IM ajudaram a avaliar a qualidade da agua em
termos de citotoxicidade para 13 ETEs do DF, tanto a montante, onde apenas uma
ETE (Gama) apresentou citotoxicidade, quanto a jusante, onde quatro ETEs (Gama,

Recanto das Emas, Samambaia e Vale do Amanhecer) revelaram citotoxicidade,
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sendo que o jusante da ETE Recanto das Emas demonstrou um IM de 2,1% (23%
abaixo do IM do CN), encontrando-se como a ETE que apresentou a maior
citotoxicidade, aproximando-se do nivel letal de 22% (Smaka-Kincl, 1996).

Além das comparagbes entre o CN e os pontos analisados, também foi
realizada uma comparacao entre 0s pontos montante e jusante de cada ETE (tabela
3). Houve casos onde ocorreram diferencas estatisticas significantes entre os grupos
montante e jusante, o que sugere uma possivel acdo dos efluentes despejados nesses
corpos d’agua. As ETEs onde essas diferengcas foram observadas sao: BSB Norte
(Teste One Way-ANOVA p =0,046; Teste Tukey p =0,042), BSB Sul (Teste One Way-
ANOVA p = 0,017; Teste Tukey p = 0,013), Recanto das Emas (Teste One Way-
ANOVA p = 0,007; Teste Tukey p = 0,037).

Tabela 3 - ETEs cujos valores de P obtiveram diferenca estatistica significante (P<0,05)
para os testes One Way ANOVA ou Kruskal-Wallis e teste Tukey, durante o teste de
citotoxicidade em Allium cepa.

Teste One Way Teste Tukey Teste Tukey Teste Tukey

Kruskal- ANOVA (Controlevs. (Controlevs. (Montante vs.

Wallis Montante) Jusante) Jusante)

BSB Norte - P =0,046 - - P=0,042

BSB Sul - P=0,017 - - P=0,013
Gama - P=0,014 P=0,047 P=0,015 -

Recanto das Emas - P =0,007 - P =0,006 P=0,037
Samambaia P=0,013 - - P < 0,05 -
Vale do Amanhecer - P =0,036 - P =0,033 -

Fonte: préprio autor

Nesse cenario, BSB Norte e BSB Sul apresentaram um IM elevado (10,2% e
11,4%, respectivamente) para os pontos a montante e uma diferenca estatistica
significante em relacé&o ao IM dos pontos a jusante (6,2% para ambas), o que indica
uma reducédo evidente na atividade celular, possivelmente causada por efluentes
despejados por essas ETESs.

E importante ressaltar, que no presente estudo, por questdes de logistica, para
cada ponto analisado foram utilizados dois organismos (Allium cepa), onde cada um
deu origem a duas laminas, totalizando quatro laminas por ponto (n = quatro).
Idealmente, cada organismo (Allium cepa) sendo considerado um n diferente, é a
metodologia mais fiel ao protocolo, apesar disso, os resultados do presente trabalho,
considerando cada lamina um n diferente, foram capazes de fornecer informacdes

relevantes e complementares ao FET.
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No teste FET, a taxa de mortalidade é um dos principais parametros analisados.
A figura 4 para amostras de montante e a figura 5 para amostras de jusante, ilustram
uma visdo geral da andlise da taxa de mortalidade realizada em intervalos de 24 a 96
horas, para o controle e para as 13 ETEs avaliadas no FET. Por meio dos graficos de
visdo geral € possivel observar uma mortalidade acentuada em embrifes e larvas
expostos a amostras de agua a jusante das estacdes de tratamento Recanto das

Emas e Sao Sebastido, principalmente apos 72 e 96 h de exposicao.
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rerio, expostos a amostras coletadas a montante de cada Estacéo de

Danio

Figura 4. — Visao geral da porcentagem de mortalidade apresentada por peixes

Tratamento de Esgoto, ao decorrer dos dias de experimento.
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Dia 4

Danio rerio, expostos a amostras coletadas a jusante de
Dia 3

az2

Figura 5. — Vis&o geral da porcentagem de mortalidade apresentada por peixes
Dia1

cada Estac&o de Tratamento de Esgoto, ao decorrer dos dias de experimento.
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Para avaliar se houve diferenca significante de porcentagem de mortalidade
entre os pontos analisados e o CN, foi realizado teste estatistico. Os valores de média
e desvio padréo das taxas de mortalidade, para cada dia do experimento e para cada
Estacdo de Tratamento de Esgoto, estdo expostos nas tabelas 3 e 4, para montante
e jusante, respectivamente.

Os resultados estatisticos indicaram que todos os pontos a montante das ETES
analisadas nao diferiram estatisticamente do controle negativo em relagcdo a
porcentagem de mortalidade, o que indica que as amostras ndo séo letais para
embrides e larvas de peixe-zebra.

Em relacédo a analise dos pontos a jusante das ETEs, onze dos treze pontos
analisados demonstraram nao diferir estatisticamente do grupo controle em relagéo a
porcentagem de mortalidade. Houve diferenca estatisticamente significante nos
pontos das ETEs Recanto das Emas (72 e 96h) e S&do Sebastido (48, 72 e 96h), cujos
embrides e larvas expostos a amostras coletadas a jusante dessas estacdes
apresentaram mortalidade, sugerindo a inducéo de toxicidade aguda.

Apo6s 72h de observagdo das amostras da ETE Recanto das Emas, houve
valores estatisticos significantes (Teste Kruskal-Wallis p = 0,011; Teste Tukey p <
0,05), bem como ap6s 96h (Teste Kruskal-Wallis p = 0,011; Teste Tukey p < 0,05).

JA para a ETE Sao Sebastido, as diferencas estatisticas significantes
comecaram a ser observadas apés 48h (Teste One Way-ANOVA p < 0,001; Teste
Tukey p = 0,001), continuando apds 72h (Teste One Way-ANOVA p < 0,001; Teste
Tukey p <0,001) e 96h (Teste Kruskal-Wallis p =0,011; Teste Tukey p < 0,05). O teste
Tukey teve a funcao estatistica de identificar a origem da diferenca significante, que
poderia ocorrer entre 0s grupos teste (montante e jusante) e ou entre 0s grupos teste
e o CN.
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Tabela 4 - Valores de Média e desvio padrao das taxas de mortalidade para amostras
coletadas a montante de ETEs.

24h 48h 72h 96h

Controle 00 00 00 00
Alagado 0,03 £0,02 0,05 + 8,5E-18 0,05 + 8,5E-18 0,06 £ 0,02
Brazlandia 0,01 £ 0,02 0,01 £0,02 0,01 £0,02 0,01 £0,02
BSB Norte 0+0 0+0 0+0 0,01 £ 0,02
BSB Sul 0+0 0+0 0+0 0,01 +0,02

Gama 0,05 + 8,5E-18 0,05 + 8,5E-18 0,05+ 8,56-18 0,05+ 8,5E-18

Paranoa 0,01 £ 0,02 0,06 £ 0,07 0,06 £ 0,07 0,06 £ 0,07
Planaltina 0,01 £ 0,02 0,01 £0,02 0,01 £ 0,02 0,01 £0,02
R. das Emas 0,03 £0,02 0,03 £0,02 0,03 £0,02 0,03 £0,02
R. Fundo 0,01 +£0,02 0,01 +£0,02 0,01 +£0,02 0,01 +0,02
Samambaia 0+0 0,01 £ 0,02 0,01 £ 0,02 0,01 £0,02
S. Sebastido 0,03 £ 0,02 0,03 £ 0,02 0,03 £ 0,02 0,03 £ 0,02
Sobradinho 0,03 £0,02 0,03 £0,02 0,03 £0,02 0,05 £ 0,05
Vale do Amanhecer 0,03 £0,05 0,06 £ 0,05 0,08 £ 0,07 0,08 £ 0,07

Fonte: préprio autor

Tabela 5 - Valores de Média e desvio padrao das taxas de mortalidade para amostras
coletadas a jusante de ETEs.

24h 48h 72h 96h

Controle 00 00 00 00
Alagado 00 0,01+ 0,02 0,01 +0,02 0,01 +0,02
Brazlandia 0,01 +0,02 0,01+ 0,02 0,03 £ 0,05 0,03 £ 0,05
BSB Norte 0,03+0,02 0,03 +0,02 0,03+0,02 0,05+0,05

BSB Sul 0,01+£0,02 0,03 +0,02 0,03+0,02 0,05 + 8,5E-18

Gama 00 00 00 00
Paranoa 0,01 +0,02 0,03 +£0,02 0,03 +£0,02 0,08 + 0,02

Planaltina 00 00 00 00
R. das Emas 00 00 0,6 +0* 0,98 + 0,02*

R. Fundo 00 00 00 00
Samambaia 0,01+£0,02 0,01+0,02 0,01+0,02 0,01+£0,02

S. Sebastido 00 0,35+0,1* 0,86 +0,07* 1+0*
Sobradinho 00 00 0,01 +0,02 0,01 +£0,02
Vale do Amanhecer 0+0 0+0 0+0 0,01+0,02

Fonte: préprio autor
*Média e desvio padrdo nos quais os valores de P obtiveram diferencga estatistica
significante (P<0,05).

A tabela 6 traz os valores de p para as ETEs Recanto das Emas e Sao

Sebastido, referente aos dias de experimento onde diferencas estatisticas foram
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observadas, tanto no grupo testado em relacdo ao grupo controle ou entre os grupos

testados (montante x jusante)

Tabela 6 - Valores de P para a média e desvio padrao das taxas de mortalidade para
amostras coletadas a jusante de ETEs, que obtiveram diferenga estatistica significante
(P<0,05) durante o teste FET.

Teste Kruskal- One Way Teste Tukey Teste Tukey Teste Tukey

Tempo Wallis ANOVA  (Controlevs. (Controlevs. (Montante vs.
de Montante) Jusante) Jusante)
exposi¢ao
Recanto 72h P=0,011 - - P <0,05 -
das Emas 96h P=0,011 - - P <0,05 -
Sao 48h - P < 0,001 - P=0,001 P =0,002
Sebastido 72h - P < 0,001 - P < 0,001 P <0,001
96h P=0,011 - - P <0,05 -

Fonte: proprio autor

InUmeros relatos na literatura mostram a utilizacdo de embrides de peixe-zebra
para andlise de toxicidade aquatica. Thellmann (2014) testou amostras de pontos a
montante e a jusante de trés ETES, localizadas nos Rios Schussen, Schmiecha e
Eyach, na regido Sul da Alemanha. Os embrifes expostos a dgua do Rio Schussen
sofreram uma taxa de mortalidade significativamente maior do que o grupo CN. Babi¢
(2017) coletou amostras durante o processamento de efluentes na cidade de
Virovitica, Croécia, a ETE em questdo serve uma populacédo de cerca de vinte mil
habitantes, recebendo residuos de hospitais e de uma fabrica de acucar. Na ocasiao,
foram observados aumentos nas taxas de anormalidades e mortalidade nos embrides
expostos.

No Brasil, Kern (2014) observou os efeitos de amostras de aguas residuais
coletadas de um hospital regional localizado em Santa Cruz do Sul, no estado do Rio
Grande do Sul, em peixes-zebra, onde foi observada toxicidade aguda (LCso de 29.25
%). Silva (2015) analisou a toxicidade aguda em amostras de agua do Lago Paranoa
e efluentes da ETE BSB Sul, as taxas de mortalidade n&o apresentaram diferencas
estatisticas quando comparadas com o CN.

No presente estudo, assim como Silva (2015), também nao foi observada
mortalidade significante, para a ETE Sul, em nenhum dos pontos avaliados, apesar

dessa ETE atender uma grande variedade de regides (Asa Sul, Nucleo Bandeirante,
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Guara | e ll, Cruzeiro/Octogonal/Sudoeste, parte do Lago Sul, Parte do Riacho Fundo,
S.I.A., Parte de Aguas Claras, Candangolandia, Cidade do Automével e Setor de
Inflaméveis) (CAESB, 2018).

As taxas de mortalidade observadas em pontos a jusante das ETEs Recanto
das Emas e S&o Sebastido e a falta do mesmo nivel de mortalidade nos pontos a
montante das mesmas esta¢cfes, mostram que um ou mais elementos que compde o
efluente dessas ETEs causou toxicidade aguda e mortalidade geral nos organismos
teste (Danio rerio).

Além da analise de mortalidade, os parametros subletais também sdo de
grande importancia nas analises toxicoldgicas. No presente trabalho, os efeitos
subletais foram analisados estatisticamente. Vale ressaltar que a andlise estatistica
foi realizada apenas para os pontos a jusante das ETEs Recanto das Emas e Sé&o
Sebastido, pois foram o0s Unicos pontos onde esses efeitos foram aparentes e
seguidos por mortalidade generalizada.

A figura 6 contém gréficos representativos dos principais efeitos subletais
observados em peixes-zebra expostos a amostras d’agua coletadas nos pontos a
jusante das ETEs Recanto das Emas e Sao Sebastido. Os efeitos mais aparentes
para a ETE Recanto das Emas, foram o prejuizo no equilibrio e deficiéncia da cauda.
Enquanto na ETE Sao Sebastido, os principais efeitos subletais foram o surgimento
de edema e deficiéncia do saco vitelinico. Entretanto, esses néo séo os unicos efeitos
subletais analisados, deficiéncia dos olhos, deficiéncia da notocorda e larvas em
capacete, foram alguns parametros analisados que tiveram ocorréncia, porém nao
significativa.

Os efeitos subletais cujos valores de p obtiveram diferenca estatistica
significante, observados em peixes-zebra no ponto jusante da ETE Recanto das
Emas, foram a deficiéncia do saco vitelinico, observada em 48h (Teste One Way-
ANOVA p = 0,011; Teste Tukey p = 0,031 e p = 0,012), deficiéncia da cauda,
observada em 72h (Teste One Way-ANOVA p = 0,036; Teste Tukey p = 0,046),
surgimento de edema, observado em 72h (Teste One Way-ANOVA p = 0,003; Teste
Tukey p = 0,010 e p = 0,004) e prejuizo no equilibrio, observado em 72h (Teste One
Way-ANOVA p = 0,018; Teste Tukey p = 0,019 e p = 0,048). A tabela 7 ilustra esses

valores, incluindo valores de p para a comparacao entre montante e jusante.
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Figura 6. — Porcentagem dos efeitos subletais apresentados por embrides e larvas de peixes-zebra.
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Tabela 7 - Principais efeitos subletais cujos valores de P obtiveram diferenca estatistica
significante (P<0,05) para os testes One Way ANOVA ou Kruskal-Wallis e teste Tukey,
durante o teste FET, realizado com amostras da ETE (Recanto das Emas).

Teste One Way Teste Tukey Teste Tukey Teste Tukey

Kruskal- ANOVA (Controle vs. (Controlevs. (Montante vs.
Wallis Montante) Jusante) Jusante)
Dia 3 - Deficiéncia P =0,036 - - P=0,046
(cauda)
Dia 3 - Edema P =0,003 - P=0,010 P =0,004
Dia 3 - Equilibrio P=0,018 - P=0,019 P =0,048
Dia 2 - Saco vitelinico P=0,011 - P=0,031 P=0,012

Fonte: proprio autor

O efeito subletal cujo valor de p obteve diferenca estatistica significante,
observado em peixes-zebra no ponto jusante da ETE S&o Sebastido, foi o surgimento
de edema, observado em 48h (Teste One Way-ANOVA p = 0,011; Teste Tukey p =
0,020 e p = 0,016) e em 72h (Teste Kruskal-Wallis p = 0,004; Teste Tukey p < 0,05).
A tabela 8 ilustra esses valores, incluindo valores de p para a comparacdo entre

montante e jusante.

Tabela 8 - Principais efeitos subletais cujos valores de P obtiveram diferencga estatistica
significante (P<0,05) para os testes One Way ANOVA ou Kruskal-Wallis e teste Tukey,
durante o teste FET, realizado com amostras da ETE (S3o Sebastido).

Teste One Way Teste Tukey Teste Tukey Teste Tukey

Kruskal- ANOVA (Controle vs. (Controle vs. (Montante vs.
Wallis Montante) Jusante) Jusante)
Dia 2 - Edema - P=0,011 - P =0,020 P=0,016
Dia 3 - Edema P =0,004 - - - P < 0,05

Fonte: préoprio autor

Através do método FET, foi possivel realizar a observagdo de efeitos subletais
em formas primarias de vida de peixes-zebra, analisando assim, o potencial de
amostras de agua coletadas a montante e a jusante de ETEs em causar alteracdes
no desenvolvimento.

Na figura 7 estdo ilustradas diferentes fases do desenvolvimento de peixes-
zebra, expostos ao CN. As imagens mostram desenvolvimento normal e esperado
para a espécie, e nas imagens B e E, é possivel observar o aumento de pigmentacéo

caracteristico em relagédo as primeiras 24 horas de experimento.
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Figura 7. — Fases primarias de vida de peixes-zebra, expostos ao CN.

A — Embrido de Peixe-zebra, observacao realizada 24 horas ap06s o inicio do experimento, com aumento
de 2x no microscopio estereoscopio. B - Embrido de Peixe-zebra, observacgéo realizada 48 horas ap6s o
inicio do experimento, com aumento de 3.2x no microscopio estereoscopio. C - Larva de Peixe-zebra,
observacéo realizada 96 horas apds o inicio do experimento, com aumento de 1,6x no microscopio
estereoscépio. D — Embrido de Peixe-zebra, observagéo realizada 24 horas ap6s o inicio do experimento,
com aumento de 2x no microscopio estereoscépio. E - Embrido de Peixe-zebra, observacéo realizada 48
horas ap6s o inicio do experimento, com aumento de 3.2x no microscopio estereoscopio. F - Larva de
Peixe-zebra, observacéo realizada 96 horas apds o inicio do experimento, com aumento de 1.6x no
microscopio estereoscopio.

Fonte: proprio autor.

A figura 8 traz um exemplo de larva saudavel observada em 96h de
experimento, referente ao ponto montante da ETE Recanto das Emas (imagem A). O
restante das imagens, séo referentes ao ponto jusante da propria ETE, trazendo os
efeitos subletais e letais observados em peixes-zebra. A imagem B mostra
desenvolvimento anormal de embrido de peixe-zebra, com edema e deformidades na
cauda e no saco vitelinico. A imagem C traz um embrido com desenvolvimento
anormal (deformidade no saco vitelinico). A imagem D traz um embrido morto, fato
gue foi generalizado por todas as placas dessa estacao. Por ultimo, as imagens E e F
mostram larvas mortas, outro fato que teve grande ocorréncia por todas as placas
dessa ETE, ao todo a taxa de mortalidade da placa foi de 98%.
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Figura 8. — Fases primarias de vida de peixes-zebra, expostos a amostras de agua coletadas a
montante e a jusante da ETE Recanto das Emas.

A — Larva de Peixe-zebra exposta a amostra coletada a montante, observacao realizada 96 horas apés o
inicio do experimento, com aumento de 2x no microscopio estereoscépio. B — Embrido de Peixe-zebra
exposto a amostra coletada a jusante, observagéo realizada 48 horas ap06s o inicio do experimento, com
aumento de 4x no microscopio estereoscopio. C — Embrido de Peixe-zebra exposto a amostra coletada a
jusante, observacao realizada 24 horas apo6s o inicio do experimento, com aumento de 2.5x no
microscopio estereoscépio. D — Observacgéo realizada 72 horas ap6s o inicio do experimento mostra
embrido morto de Peixe-zebra, exposto a amostra coletada a jusante. Aumento de 3.2x no microscépio
estereoscopio. E — Observacéo realizada 96 horas apds o inicio do experimento mostra larva morta de
Peixe-zebra, exposta a amostra coletada a jusante. Aumento de 2.5x no microscopio estereoscopio. F —
Observacao realizada 96 horas apdés o inicio do experimento mostra larva morta de Peixe-zebra, exposta
a amostra coletada a jusante. Aumento de 2x no microscopio estereoscopio.

Fonte: préprio autor.

A figura 9 traz um exemplo de larva saudavel observada em 96h de
experimento, referente ao ponto montante da ETE Sao Sebastido (imagem A). O
restante das imagens, sao referentes ao ponto jusante da prépria ETE, trazendo os
efeitos subletais e letais observados em peixes-zebra. A imagem B mostra um
embrido com desenvolvimento anormal, com deformidades na cauda e no olho. A
imagem C traz um embrido com desenvolvimento anormal (deformidade no saco
vitelinico). Larva de Peixe-zebra em capacete, com deformidade na cauda (imagem
D). As imagens E e F trazem, respectivamente, um embrido e uma larva de peixe-

zebra mortos, fato que ocorreu com 100% dos organismos teste.
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Figura 9. — Fases primarias de vida de peixes-zebra, expostos a amostras de agua coletadas a
montante e a jusante da ETE S&o Sebastido.

A - Larva de Peixe-zebra exposta a amostra coletada a montante, observacao realizada 96 horas apés o
inicio do experimento, com aumento de 2x no microscopio estereoscépio. B — Embrido de Peixe-zebra
exposto a amostra coletada a jusante, observagéo realizada 24 horas ap6s o inicio do experimento, com
aumento de 3.2x no microscépio estereoscopio. C — Embrido de Peixe-zebra exposto a amostra coletada
a jusante, observacao realizada 48 horas apds o inicio do experimento, com aumento de 3.2x no
microscopio estereoscopio. D — Na amostra coletada a jusante, observacgao realizada 48 horas ap6s o
inicio do experimento mostra larva de Peixe-zebra em capacete. Aumento de 3.2x no microscépio
estereoscopio. E — Observacéo realizada 48 horas apds o inicio do experimento mostra larva morta de
Peixe-zebra, exposta a amostra coletada a jusante. Aumento de 4x no microscopio estereoscopio. F -
Observacdao realizada 96 horas apés o inicio do experimento mostra embrido morto de Peixe-zebra,
exposto a amostra coletada a jusante. Aumento de 2x no microscopio estereoscopio.

Fonte: proprio autor.

Fica evidente que durante os experimentos, duas ETEs chamaram a atencao,
Sdo Sebastido e principalmente Recanto das Emas (cujos valores de p foram
estatisticamente significantes para todos os testes aplicados). Durante o PDSB, foi
relatada a necessidade de mudanca no tratamento aplicado pela ETE S&o Sebastiao,
pois varios parametros de avaliacdo nao correspondiam com o preconizado pela
Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005 da CONAMA, para o enquadramento do
corpo d’agua rio Sao Bartolomeu (que recebe os efluentes tratados pela ETE) na
classe 3. Ja a ETE Recanto das Emas, recebia uma carga organica bem superior ao
planejado para o ano de 2017, as remocdes de nitrogénio e coliformes né&o
demonstravam boa eficiéncia e devido a baixa vaz&o do corrego Vargem da Bencdo,

todos os parametros (exceto o oxigénio dissolvido) se encontravam abaixo do
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preconizado para o enquadramento na classe 2 (GDF, 2017).

Assegurar um suprimento de agua de qualidade é fundamental, tanto para a
saude publica, quanto para a economia, pois a prevenc¢ao de doencgas é mais rentavel
do que o tratamento das mesmas. O correto monitoramento dos corpos d’agua,
garante o padrao de funcionamento de atividades como a agricultura e pecuaria, que
sdo tdo importantes para o bem-estar da economia do Brasil. A fiscalizacdo dos
corpos d’agua ajuda a preservar os ecossistemas que compde a fauna e a flora do
pais.

A analise quimica da agua nao foi realizada para este presente estudo, devido
a questdes de logistica, portanto, ndo é possivel especificar a(s) substancia(s)
responsavel pela toxicidade observada. No entanto, a utilizag&do de bioindicadores na
avaliacdo de 13 das 15 ETEs do DF, fornece informag0es valiosas a respeito dos
efeitos das amostras em organismos vivos. Tais informacdes podem levar a
reformulacdo e repaginacdo dos métodos de tratamento aplicados nas ETEs que

foram apontadas como probleméticas através dos testes realizados.

7. CONCLUSAO

Durante o presente trabalho, trés importantes parametros para o0
monitoramento da qualidade da &gua foram analisados através de bioindicadores, a
citotoxicidade em Allium cepa, e a letalidade e subletalidade em Danio rerio.

Por meio do teste com Allium cepa, é possivel concluir que existe potencial
citotéxico em amostras de agua provenientes da ETE Gama (montante e jusante em
relacdo ao CN), Recanto das Emas (jusante em relagdo ao CN; e entre montante e
jusante), Samambaia (jusante em relagédo ao CN), Vale do Amanhecer (jusante em
relacdo ao CN), BSB Norte (entre montante e jusante) e BSB Sul (entre montante e
jusante).

Por meio do FET, é possivel concluir gue amostras de agua coletadas a jusante
das ETEs Recanto das Emas e S&o Sebastido possuem potencial em causar efeitos
letais e subletais em Danio rerio.

Este trabalho, por detectar através de testes com bioindicadores, uma possivel
necessidade de revisdo e renovacdo dos métodos de tratamento em duas das 15

ETEs do DF, sendo elas; Recanto das Emas e Sao Sebastido, contribui para o
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monitoramento e avaliacdo dos corpos d’agua que recebem efluentes tratados vindos
das ETEs, amparando a necessidade de maior fiscalizacdo para questbes de
interesses ambientais. Estudos futuros podem ser empregados, a fim de reforcar os

achados realizados por esse trabalho.
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