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RESUMO 
 

A anilina é um composto sintético utilizado na indústria, que pode gerar poluição 
ambiental. O presente trabalho visou avaliar o potencial toxicogenético da anilina 
antes e após sua biodegradação em condições de microcosmos anaeróbia e 
anaeróbia/ microaerada, mediante sistema-teste Allium cepa. Na primeira condição, 
a anilina (3 mg.L-1) foi testada antes (afluente) e após (efluente) biodegradação 
anaeróbia nas condições: metanogênica sem aceptor de elétrons; anóxica com 
adição de sulfato e anóxica com nitrato, totalizando seis tratamentos. Na condição 
anaeróbia/microaerada (anilina a 13,6 mg.L-1), foram testadas seis amostras, 
incluindo afluente e efluente com pulsos de 30, 15 e 10 min de aeração. Para a 
análise do potencial toxicogenético, sementes de A. cepa foram expostas às 
amostras descritas e analisados os seguintes parâmetros: índice de germinação, 
crescimento radicular, ciclo celular e alterações cromossômicas. No experimento 
anaeróbio, a condição afluente metanogênica sem aceptor de elétrons e efluente 
anóxica com adição de sulfato foram tóxicas. Todas as condições de afluentes e 
efluentes testadas, com exceção do efluente anóxico com nitrato, foram citotóxicas e 
genotóxicas. Para o experimento na condição anaeróbia/microaerada, apenas os 
efluentes com pulsos de 30 e 15 min não induziram efeitos tóxico, citotóxico e 
genotóxico. Os dados do presente trabalho sugerem que a condição anóxica com 
adição de nitrato e anaeróbia/microaerada com pulsos de 30 e 15 min são eficientes 
para a biodegradação da anilina e de subprodutos tóxicos. 

 
Palavras-chave: Afluente. Aminas aromáticas. Citotoxicidade. Ecotoxicidade. 

Efluente. Genotoxicidade 
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ABSTRACT 
 

Anilin is a synthetic compound used in industry, which can generate environmental 
pollution. Our work aimed to evaluate the toxicogenic potential of aniline before and 
after anaerobic and anaerobic/microaerated biodegradation both in microcosm 
condition, using the Allium cepa test system. In the first condition, aniline (3 mg.L-1) 
was tested before (affluent) and after (effluent) anaerobic biodegradation at three 
conditions: methanogenic without electron acceptor; anoxic with sulfate addition, and 
anoxic with nitrate, totalizing six treatments. In the anaerobic/microaerated condition 
(aniline at 13.6 mg.L-1), six samples were tested, including affluent and effluent with 
pulses of 30, 15 and 10 min aeration. For the analysis of the toxicogenetic potential, 
A. cepa seeds were exposed to the described samples and the followed parameters 

were analyzed: germination index, root growth, cell cycle and chromosomal changes. 
In the anaerobic experiment, the methanogenic without electron acceptor affluent 
and anoxic with sulfate effluent conditions were toxic. All affluent and effluent tested 
conditions, except for anoxic with nitrate effluent, were cytotoxic and genotoxic. For 
the experiment in the anaerobic/microaerated condition, only effluents with 30- and 
15-min pulses did not induce toxic, cytotoxic and genotoxic effects. Our data suggest 
that the anoxic with nitrate or anaerobic/microaerated with a 30- and 15-min pulse 
conditions are efficient for the aniline and toxic by-product biodegradation. 

Keywords: Affluent. Aromatic amines. Cytotoxicity. Ecotoxicity. Effluent. Genotoxicity 
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1. INTRODUÇÃO 

A anilina, também denominada fenilamina ou amino benzeno, é uma amina 

aromática constituída por um anel de benzeno ligado um grupamento amino. É 

utilizada principalmente na produção de plásticos, chamados de poliuretanos, como 

também na fabricação de corantes, medicamentos, como a sulfanilamida, 

explosivos, e pesticidas tais como alacloro, acetaclor e metolacloro, entre outros. 

Adicionalmente, a anilina está presente em resíduos gerados por diversos produtos 

industriais, como por exemplo os corantes tipo azo, utilizados na indústria têxtil (XUE 

et al., 2019). 

A anilina tem causado problemas ambientais graves, devido a sua natureza 

instável (JIN et al., 2012). Quando em contato com o meio ambiente, apresenta 

elevada instabilidade molecular formando ligações com a matéria orgânica coloidal, 

alterando as propriedades da água, de ecossistemas aquáticos e terrestres (ORGE, 

FARIA e PEREIRA, 2017). Adicionalmente, a anilina pode sofrer processo de 

oxidação ou ser absorvida pelo solo, originando um produto intermediário 

secundário, que possui característica de maior toxicidade e que apresenta 

dificuldade no processo de degradação (SZCZEPANIK e SŁOMKIEWICZ 2016). 

Dessa forma, a anilina é considerada um poluente orgânico perigoso, que necessita 

de controle sobre seu uso e descarte no meio ambiente (JIN et al., 2020). 

Tecnologias que visam degradar a anilina, gerando subprodutos que não 

sejam tóxicos vêm sendo estudadas por diversos pesquisadores. A anilina e outras 

aminas aromáticas podem ser degradadas por processos de biodegradação 

(NORZAEE et al., 2017; PIRSAHEB et al., 2017), usando diferentes rotas, que 

consideram a recalcitrância das aminas. Nos processos de biodegradação, a anilina 

pode ser utilizada como fonte de carbono e energia para as bactérias, usando nitrato 

ou sulfato como aceptor de elétrons, em condições anaeróbias de degradação 

(SCHNELL e SCHINK 1991 e KAHNG et al., 2000), ou o oxigênio como aceptor, na 

degradação aeróbia. No entanto, o processo de degradação aeróbia pode resultar 

em auto-oxidação das aminas aromáticas, as quais na presença de oxigênio e com 

elevados gastos energéticos, podem originar subprodutos mais recalcitrantes que 

conferem coloração às águas ao efluente. Esses processos podem formar 

subproduto(s) com elevado potencial tóxico (BARSING et al., 2011; ARORA, 2015). 
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Os efeitos tóxicos da anilina têm sido investigados em diferentes organismos- 

modelo. Em mamíferos, observou-se, por exemplo, que a anilina pode ser convertida 

em um intermediário mais tóxico, a fenilhidroxilamina (Bhunia et al., 2003), enquanto 

em humanos, a exposição prolongada à anilina eleva o risco de cânceres de 

próstata e de bexiga (MOHANTA e MISHRA, 2020). No peixe-zebra (Danio rerio), os 

efeitos tóxicos da exposição incluem disfunção digestiva (SUN et al., 2013). Além 

disso, a anilina induziu mudança no comportamento de forrageamento e morte de 

algas da espécie Pseudokirchneriella subcapitata (DECHUN et al., 2014; MUHIRE et 

al., 2020). Em plantas, existem poucos relatos dos efeitos tóxicos da anilina. Um 

estudo recente descreveu o potencial tóxico, citotóxico e genotóxico em células 

meristemáticas de trigo quando expostas a concentrações superiores a 5 mg.L-1 de 

anilina (TÃO et al., 2017). 

As plantas representam um modelo sensível e eficiente para a condução de 

estudos, pois permitem uma rápida triagem dos efeitos tóxicos causados pelos 

poluentes ambientais (HEMACHANDRA e PATHIRATNE, 2015). Dentre os 

sistemas-teste vegetais, destaca-se o Allium cepa L. (cebola), que permite avaliar os 

efeitos de uma substância sobre a germinação de sementes ou sobre as raízes ou 

plântulas (toxicidade), no ciclo celular (citotoxicidade) e no material genético 

(genotoxicidade), possibilitando a compreensão do mecanismo de ação da 

substância estudada (HEMACHANDRA e PATHIRATNE, 2015; HEMACHANDRA e 

PATHIRATNE, 2017). É uma espécie com poucos cromossomos (2n = 16) e de 

grande tamanho, o que facilita a realização da avaliação dos danos cromossômicos 

e das alterações mitóticas, além de apresentar boa correlação com outros sistemas- 

testes, como com os linfócitos de roedores e humanos (RANK e NIELSEN 1994; 

LEME et al. 2009). 

Dessa forma, o presente trabalho visou avaliar diferentes estratégias de 

biodegradação da anilina em condições anaeróbia e anaeróbia/microaerada, 

mediante análise dos efeitos tóxicos, citotóxicos e genotóxicos da anilina e seus 

subprodutos antes e após os processos de biodegradação, usando o sistema-teste 

A. cepa como bioindicador. 
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2. OBJETIVOS 

 
 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o potencial citogenotóxico de afluentes e efluentes contendo anilina 

em diferentes condições de biodegradação, utilizando A. cepa como-organismo 

modelo. 

 
2.2 Objetivo específicos 

 

 Analisar o potencial tóxico de afluentes e efluentes contendo anilina em 

condições de biodegradação anaeróbia e anaeróbia/microaerada, mediante 

avaliação do índice de germinação e do crescimento radicular médio de A. 

cepa. 

 Examinar o potencial citotóxico dos referidos afluentes e efluentes, mediante 

análise do índice mitótico e via citometria de fluxo usando células 

meristemáticas de A. cepa. 

 Avaliar o potencial genotóxico das amostras por meio da análise de 

alterações cromossômicas e nucleares em células de A. cepa. 

 Inferir qual a melhor metodologia para a biodegradação de anilina. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 
3.1 Aminas aromáticas 

As aminas aromáticas são um grupo químico que derivam de hidrocarbonetos 

aromáticos e apresentam uma estrutura contendo um átomo de nitrogênio (N) ou um 

grupamento amina (NH2). São classificadas de acordo com o número de 

hidrocarbonetos ligados aos átomos de nitrogênio em primárias, secundárias, 

terciárias ou quaternárias (MAKHDOUMI et al., 2019), sendo sua solubilidade em 

água inversamente proporcional ao comprimento da cadeia de hidrocarbonetos. As 

aminas aromáticas primárias, secundárias e terciárias são bases fracas e a 

ionização é dependente do valor de pH, enquanto as quaternárias são bases fortes, 

e se ionizam completamente em qualquer valor de pH. Adicionalmente, podem ser 

classificadas em mono, poli e heterocíclicas, de acordo com número de anéis 

aromáticos em suas estruturas moleculares. Observam-se desde estruturas mais 

simples como a anilina, até altamente complexas, como as estruturas aromáticas 

heterocíclicas ou conjugadas e com vários substituintes (ALONSO et al., 2005). 

As aminas aromáticas são substâncias largamente empregadas em diversos 

processos industriais, como na fabricação de polímeros sintéticos, adesivos, 

borrachas, refino de petróleo, produção de produtos farmacêuticos, pesticidas, 

explosivos, cigarros e na indústria têxtil (PINHEIRO; TOURAUD; THOMAS, 2004). 

Dentre as aminas aromáticas, destacam-se a adrenalina, a morfina, a cafeína e as 

anilinas, também denominadas fenilamina ou aminobenzeno e empregadas na 

produção de corantes de diferentes tonalidades (Figura 1) (APOSTOL et al., 2012). 
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Figura 1. Exemplos de aminas aromáticas. Fonte: Ramos (2013). 
 

 

A indústria têxtil representa uma das principais fontes poluidoras de aminas 

aromáticas para o meio ambiente. A contaminação ocorre principalmente pelo 

processo de biodegradação anaeróbia dos corantes azo por meio da quebra de suas 

ligações tipo azo. Esse processo resulta na produção de aminas aromáticas, que 

são mais tóxicas que os próprios corantes (CHAGAS; DURRANT, 2001; APOSTOL 

et al., 2012). As aminas podem ser facilmente oxidadas gerando na maioria das 

vezes produtos incolores, embora em alguns casos a oxidação possa gerar produtos 

coloridos (PINHEIRO et al., 2004; MAKHDOUMI et al., 2019). 

O esgoto produzido pela indústria têxtil vem sendo descrito como o mais 

poluente em termos de volume e composição dentre os efluentes industriais (LOPEZ 

et al., 2006). Os corantes de tecidos e as aminas aromáticas são considerados 

recalcitrantes, por resistirem a diversos processos de degradação, incluindo por 

exemplo aqueles relacionados à ação da luz ultravioleta (PODGORNIK; 

POLJANSEK; PERDIH, 2001; NILSSON et al., 2006; TAO et al., 2017). Algumas 

aminas aromáticas, em geral mais tóxicas que os corantes, podem ser facilmente 

absorvidas pela pele, além de apresentarem elevado potencial carcinogênico e/ou 

mutagênico para seres humanos. A literatura descreve que pessoas expostas a 

esses compostos possuem maior tendência a desenvolver algum tipo de câncer no 

decorrer da vida (ZANONI; CARNEIRO, 2001; PIRA et al., 2010). 

3.2 Anilina 

Entre os séculos XI e XII, as relações comerciais entre o Ocidente e Oriente 

se intensificaram principalmente devido às Cruzadas. Produtos oriundos da Índia e 

da China, como fragrâncias, especiarias, tecidos e corantes, passaram a ser 

comercializados na Europa. Dentre os produtos, destacava-se um pigmento de 

grande valor para os tintureiros europeus, conhecido como éndego ou índigo, obtido 



20 
 

da planta Indigo feratinctoria, popularmente denominada anileira (ZIDERMAN, 1986; 

GRIFFITHS, 1999). 

O índigo foi um dos primeiros corantes a ser estudado, ponto de partida para 

a descoberta da anilina. Em 1826, o químico alemão Otto Unverdorben isolou a 

anilina por meio da degradação do índigo, passando a ser utilizada como precursora 

de diversos corantes. Contudo, somente após o desenvolvimento da reação de 

nitração do benzeno, em 1845 por Zinin e Hoffman, iniciou a produção em larga 

escala de corantes sintéticos a partir da anilina (GRIFFITHS, 1999). 

A anilina é uma substância orgânica, com fórmula molecular C6H5NH2, e 

representa a amina aromática mais importante. Em seu estado puro, apresenta-se 

como uma substância líquida e incolor, de odor característico, porém quando 

oxidada pela exposição a luz solar, passa a ter uma coloração marrom-avermelhada. 

Possui temperatura de ebulição de 184°C, de fusão -6°C e de inflamabilidade 76°C. 

É uma substância tóxica, parcialmente solúvel em água (36 g.L-1) e apresenta boa 

solubilidade na maioria dos solventes orgânicos, como por exemplo, clorofórmio, 

etanol e benzeno (KAHL; SCHRÖDER, 2007; MAKHDOUMI et al., 2019). 

Atualmente, a anilina é utilizada como matéria-prima para vários produtos 

químicos, sendo o principal deles o Metileno Difenil Diisocianato (MDI), que é um 

precursor do poliuretano, usado como isolante térmico para diversas finalidades, 

como por exemplo, na indústria automotiva, na construção civil e na fabricação de 

móveis (BOUSTEAD, 2005; BOURAIE; DIN, 2016). Além disso, é muito empregada 

na produção de diversos tipos de pigmentos e corantes, produtos agrícolas como 

inseticidas, herbicidas e fungicidas, artigos de borracha, polímeros, produtos 

farmacêuticos e explosivos (TRAVIS, 2007; KAHL et al., 2011). 

Na indústria têxtil, cerca de 50% dos processos de coloração possuem a 

anilina como fonte de matéria-prima, utilizada como base para a produção de 

pigmentos e corantes, sendo o índigo ainda o corante mais importante obtido via 

anilina (KAHL et al., 2011). Vale ressaltar que a produção industrial da anilina em 

larga escala impulsionou esforços científicos voltados para o desenvolvimento de 

corantes sintéticos em geral, popularizando a anilina como substância percursora 

para a produção de corantes (KAHL et al., 2011). 

No setor agrícola, cerca de 40 princípios ativos presentes em inseticidas, 

herbicidas e fungicidas possuem a anilina como constituinte. Na indústria 

farmacêutica, a anilina está presente como percursora na produção de vitaminas, 
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analgésicos, antipiréticos e antialérgicos, embora essa substância esteja perdendo 

espaço, em especial na produção de vitaminas, devido à descoberta de novas rotas 

bioquímicas que possibilitam a substituição da anilina (TRAVIS, 2007; KAHL et al., 

2011). Na produção de polímeros, a polianilina é de grande interesse para a 

indústria por seu potencial de condutividade elétrica (MACDIARMID, 2001; YAN; 

KAJITA; TOSHIMA, 2002). 

3.2.1 Biodegradação da anilina 

 
A natureza recalcitrante e hostil da anilina tem acarretado sérios danos ao 

meio ambiente (WANG et al., 2014). A anilina é facilmente adsorvida pelo solo, 

alterando propriedades químicas e físicas da água, dos sedimentos e da matéria 

biológica (ZHANG et al., 2015). Sua oxidação origina um intermediário com maior 

toxicidade e de difícil degradabilidade. Nesse sentido, a anilina é classificada como 

um sério poluente orgânico, que traz prejuízos para rios, lagos e aquíferos e seu 

descarte no meio ambiente necessita de controle rigoroso (SURESH et al., 2011; 

CHEN et al., 2013). 

O processo de biodegradação pode ser definido como a decomposição de um 

composto químico por meio da ação biológica de organismos vivos, considerado o 

mecanismo mais importante de degradação de compostos no meio ambiente 

(CHANG et al., 2003). Diversas rotas de biodegradação das aminas aromáticas em 

condições aeróbias têm sido descritas, mesmo considerando a recalcitrância das 

aminas (VAN DER ZEE; VILLAVERDE, 2005), principalmente daquelas que 

possuem um grupo sulfônico. Nos processos de degradação aeróbia, as aminas 

funcionam como fonte de energia e de carbono para as bactérias, e o oxigênio como 

o aceptor de elétrons. Os processos estão relacionados a elevados custos 

energéticos e à auto-oxidação por parte de algumas aminas na presença de 

oxigênio, dando origem a subprodutos também recalcitrantes e que conferem 

coloração ao efluente em tratamento (BARSING et al., 2011; ARORA, 2015). 

Em condições aeróbias, a biodegradação da anilina ocorre inicialmente por 

sua conversão à catecol, com simultânea liberação de amônia no processo, seguido 

pela mineralização do catecol pelas rotas de clivagem nas posições orto ou meta do 

anel benzeno. Em uma das rotas, proposta por Takeo e colaboradores (2013), por 

exemplo, a conversão inicial da anilina a catecol é mediada por três enzimas, a 
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glutaminasintase, a glutamina amidotransferase e pela anilina dioxigenase (Figura 

2A). 

A degradação aeróbia bacteriana das aminas aromáticas monocíclicas pode 

ocorrer por meio de alguns mecanismos, como descrito a seguir: (1) dioxigenação 

da amina aromática (CHANG et al., 2003); (2) catálise da clivagem do anel 

aromático por uma dioxigenase; (3) hidroxilação da amina aromática (TAKENAKA et 

al., 1997); (4) desaminação da amina aromática (QU; ESPANHA, 2011); (5) 

desalogenação de amina aromática clorada (HONGSAWAT; VANGNAI, 2011); e (6) 

ativação em tio ésteres da coenzima A, mediada por co-ligase (SCHÜHLE et al., 

2001). 

 

 
Figura 2. Degradação da anilina por duas vias de degradação. (A) Etapa inicial da degradação 

aeróbia da anilina com a bactéria Acinetobacter sp. YAA gerando como produto final o catecol. 

(B) Degradação anaeróbia da anilina por meio da bactéria Desulfobacterium anilini. Fonte: 

Adaptado de Arora (2015). 

 

O processo de degradação anaeróbia da anilina foi primeiramente estudado 

por  Schnell  e  Schink  (1991),  utilizando  a  bactéria  redutora  de  sulfato 
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Desulfobacterium anilini. Nesse processo, a anilina é inicialmente carboxilada em 

ácido 4-aminobenzoico, o qual posteriormente é convertido em 4-aminobenzoil-CoA, 

que passa por um processo de desaminação redutiva formando o benzoil-CoA. Este 

forma três moléculas deacetil-CoA, por meio da rota do benzoato (Figura 2B; 

KAHNG et al., 2000). 

Em ambientes com escassez de oxigênio, como solos, sedimentos e lagos 

estratificados, a utilização de aceptores de elétrons alternativos ao oxigênio, como 

magnésio, carbonatos, nitrato e sulfato, é uma possibilidade para a degradação da 

anilina (VÁZQUEZ-RODRÍGUEZ et al., 2008; HUANG et al., 2018). Existem poucas 

bactérias capazes de degradar a anilina sob as duas condições, aeróbia e 

anaeróbia, podendo ser citada como exemplo a Delftia sp. HY99. Esta cepa é capaz 

de mineralizar a anilina via catecol em condições aeróbias e em ácido 4- 

aminobenzoico em condições anaeróbias, geralmente com liberação de amônia para 

o ambiente em ambos os processos (KAHNG et al., 2000; CHANG et al., 2003). 

Na ausência de oxigênio, os microrganismos precisam de uma fonte 

alternativa aceptora de elétrons, pois utilizam reações redox como fonte de energia 

para a produção de ATP, consumindo anilina e seus subprodutos no crescimento 

microbiano de quimiorganotróficos (KAHNG, KUKOR e OH, 2000). Em condições 

anaeróbias, Delftia sp. pode utilizar o nitrato como aceptor de elétrons para 

biodegradação da anilina (KAHNG et al., 2000), que é considerado um ótimo aceptor 

de elétrons (SUN et al., 2015). O íon sulfato também pode se tornar o aceptor 

primário de elétrons por sua interação com a matéria orgânica disponível, em 

ambientes com escassez de oxigênio. A redução do sulfato a sulfeto ocorre com o 

auxílio de bactérias, denominadas redutoras de sulfato. O sulfeto pode sofrer 

oxidação anaeróbia por meio da ação de bactérias fototróficas, ou por meio aeróbio 

com o auxílio de bactérias quimiolitotróficas, ocorrendo a conversão a enxofre 

elementar ou o retorno ao sulfato. 

3.2.2 Genética toxicológica da anilina 

Dentre os problemas causados pela exposição dos organismos a agentes 

químicos, os efeitos genotóxicos e mutagênicos são os mais preocupantes, por 

estarem associados a danos genéticos e a diversos problemas de saúde, que 

podem ser transmitidos para as futuras gerações (SURESH et al., 2011). A 
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exposição à anilina após inalação, absorção cutânea ou ingestão de maneira aguda 

apresenta como o principal efeito a oxidação da hemoglobina das hemácias, o que 

leva a formação de metemoglobina. Adicionalmente, a exposição crônica ou a 

elevadas concentrações pode gerar o surgimento de sinais e sintomas, como 

cefaleia, dor no corpo, necrose, parestesia, tremor, arritmia cardíaca, coma, 

podendo evoluir para morte (MOHANTA; MISHRA, 2020). Diversos estudos relativos 

à toxicidade da anilina têm sido reportados na literatura utilizando diferentes 

organismos, como humanos, ratos, peixe-zebra, algas e plantas (Tabela 1). 

Tabela 1. Organismo-teste expostos a anilina e efeitos observados. 
 

Organismo-teste Efeito no organismo-teste Autor (ano) 

Humano Aumento da incidência de câncer de bexiga urinária. Case et al. (1954) 

Carréon et al. (2014) 

Humano Danos à pele, presença de metemoglobina e eventos 

tóxicos no baço. 

Korinth et al. (2007) 

Rato Eventos tóxicos no baço, incluindo aumento da nitração 

de proteínas, esplenomegalia, hiperplasia, fibrose e 

formação de uma variedade de sarcomas. 

Fan et al. (2011) 

Rato Sarcomas esplênicos e fibrose dose-dependente da 

exposição da anilina, com ocorrência de metaplasia 

óssea e metástase para a cavidade peritoneal em 

alguns animais. 

Goodman; Ward; 

Reichardt (1984) 

Rato Toxicidade dos neurônios e do baço, incluindo 

esplenomegalia, hiperplasia, fibrose e formação de 

tumor (sarcoma), além de síndrome da excitação 

hipertônica. 

Makhdoumi et al. 

(2019) 

Peixe-zebra Disfunção digestiva. SUN et al. (2013) 

Algas Destruição estrutural das algas. Batterton et al. (1978) 

Algas Interferência no comportamento do forrageamento e 

destruição celular. 

Dechun et al. (2014); 

Muhire et al. (2020) 

Algas Supressão severa do crescimento. Li et al. (2015) 

Trigo Efeitos tóxicos, citotóxicos e genotóxicos, incluindo 

redução do índice mitótico de células meristemáticas 

radiculares; presença de alterações nucleares e 

cromossômicas; redução da altura da parte aérea, do 

comprimento da raiz, e das massas fresca e seca de 

mudas de trigo. 

Tao et al. (2017) 

Suaeda salsa Redução no crescimento da raiz e caule, redução da 

presença da clorofila A e B. 

Xu et al. (2020a) 

Suaeda salsa Produção de ROS, estresse oxidativo e enzimas da 

peroxidação lipídica. 

Xu et al. (2020b) 
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A exposição dos seres vivos à anilina necessita ser melhor estudada, visando 

entender melhor os mecanismos relativos aos efeitos tóxicos. Em ratos e humanos, 

a exposição à anilina pode afetar o baço e propiciar o surgimento de tumores 

(CARRÉON et al. 2014). Em humanos, sabe-se que a exposição inalatória e cutânea 

desencadeia a formação de metemoglobina, a hemólise dos glóbulos vermelhos e 

alguns eventos tóxicos que ocorrem no baço (CARRÉON et al., 2014). Ratos 

expostos à anilina, por via oral, inalatória e percutânea, apresentaram danos de 

toxicidade no baço e em neurônios, incluindo hiperplasia, fibrose, esplenomegalia e 

tumores. O mecanismo molecular envolvido na toxicidade do baço resulta em uma 

sobrecarga de ferro que desencadeia o processo de desordem por estresse 

oxidativo e danos a proteínas, lipídeos e DNA. Quanto à neurotoxicidade, são 

relatados vários sintomas como dor de cabeça, confusão mental, vômito, náuseas, 

fraqueza, sonolência, vertigem, letargia, perda de apetite e coma que pode evoluir 

para óbito. Tais sintomas podem ser potencializados com a idade do animal 

(MAKHDOUMI et al., 2019). Adicionalmente, em ratos foi observada a ocorrência da 

síndrome da excitação-hipotônica, representada pela vacuolização intramielínica no 

cerebelo e na substância branca do tronco cerebral (KHAN; UPAGANLAWAR; 

UPASANI, 2014). 

Tanto em seres humanos quanto em ratos, a anilina pode sofrer 

transformação para uma substância mais tóxica, a fenil-hidroxilamina, que é um 

intermediário metabólico. Este participa da formação de metahemoglobina, que 

causa a perda da capacidade de transporte de oxigênio pela hemoglobina, 

resultando em hipóxia tecidual que está relacionada a diversos danos no sistema 

cardiovascular e nervoso e em outros órgãos. Adicionalmente, a exposição crônica 

ou em elevadas doses à anilina aumenta o risco do desenvolvimento de câncer, com 

maior recorrência de cânceres de próstata e bexiga em humanos e de sarcomas 

esplênicos em ratos (GOODMAN; WARD; REICHARDT, 1984; MAKHDOUMI et al., 

2019). No peixe-zebra (Danio rerio), os efeitos tóxicos da exposição foram 

observados pela disfunção digestiva (SUN et al., 2013). 

Em algas aquáticas da espécie Pseudokirchneriella subcapitata, a anilina 

afetou a sobrevida e inibiu severamente o crescimento, observando-se destruição 

estrutural das algas em 12 h após exposição a tratamentos com anilina em 

concentrações variando 1 a 200 mg.L-1 (BATTERTON et al., 1978; LI et al., 2015). 
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Adicionalmente, observou-se interferência no forrageamento e destruição celular de 

algas da mesma espécie (DECHUN et al., 2014; MUHIRE et al., 2020) 

Pouco se sabe sobre os efeitos tóxicos da anilina em plantas, sendo estes 

raramente relatados na literatura. Em trigo, mudas expostas à anilina em 

concentrações variando de 25 a 200 mg.L-1 apresentaram efeitos de toxicidade no 

crescimento, no comprimento da raiz, na altura da parte aérea e no peso seco, 

demonstrando que a anilina é um poluente grave, capaz de induzir efeitos tóxicos 

nas mudas de trigo (TAO et al., 2017). Adicionalmente, em Suaeda salsa, uma 

espécie halófita, a anilina induziu diferentes efeitos tóxicos, como redução no 

crescimento da raiz e caule, redução da presença da clorofila A e B (XU et al, 

2020a), produção de ROS, estresse oxidativo e enzimas da peroxidação lipídica (Xu 

et al., 2020b). 

Em estudos de poluentes ambientais comparando-se plantas e animais, as 

plantas foram consideradas modelos mais sensíveis, convenientes e mais eficientes 

para o rastreio dos efeitos de poluentes ambientais sob o crescimento e de 

toxicidade genética (MA et al., 2005). 

3.3 Testes toxicogenéticos 

A toxicidade de uma substância refere-se à sua propriedade de causar danos 

a um organismo vivo ou a uma parte específica desse organismo, podendo levar à 

morte, mediante a exposição a uma determinada concentração por um determinado 

espaço de tempo, incluindo efeitos tóxicos agudos e crônicos (MORAES, 2012). 

Diversos organismos-testes têm sido empregados na monitorização e avaliação do 

potencial tóxico dos efluentes, sendo recomendados na legislação CETESB L5227 e 

NBR12713: o peixe Danio rerio; os microcrustáceos Daphnia magna, D. similis e a 

Artemia salina; e as bactérias Photobacterium phosphoreum e Vibrio fisheri, dentre 

outros (AMARAL et al., 2014). Dentre os modelos vegetais, destaca-se o sistema- 

teste A. cepa que é recomendando pelo Programa Ambiental das Nações Unidas 

(UNEP) pelo Programa de Segurança Química das Nações Unidas (IPCS) por 

representar um modelo robusto que permite a avaliação dos danos, mediante 

análise do índice de germinação e do comprimento médio das raízes (TEDESCO; 

LAUGHINGHOUSE, 2012). 

Adicionalmente, as substâncias tóxicas podem apresentar potencial citotóxico, 

alterando ou inibindo o ciclo celular e causar morte celular (apoptose ou necrose), ou 
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podem apresentar potencial genotóxico, induzindo alterações no material genético, 

induzindo alterações nucleares e/ou cromossômicas (VERMA; SRIVASTAVA, 2017). 

O potencial citotóxico de uma substância pode ser avaliado mediante análise 

da viabilidade celular ou por análises citogenéticas. As análises citogenéticas, por 

sua vez, permitem compreender os mecanismos de ação de compostos tóxicos 

sobre o ciclo celular. Um composto é classificado como citotóxico quando interfere 

no ciclo celular, impedindo ou atrasando o início da divisão celular (CHIAVEGATTO 

et al., 2017). 

Uma substância é considerada genotóxica quando possui capacidade de 

reagir com o DNA, de maneira direta ou após sua ativação metabólica, causando 

danos estruturais e/ou funcionais. Diante da necessidade de identificar os 

compostos que reagem e causam danos ao DNA, diversos testes têm sido 

realizados (DEL RIO et al., 2018), como por exemplo os testes de micronúcleo 

(SCHIMIDT, 1975) e do cometa, também conhecido como Single Cell Gel 

Electrophoresis (ÖSTLING; JOHANSON, 1987). Análises citogenéticas também 

podem ser utilizadas avaliação do potencial genotóxico de uma substância, em 

ensaios denominados de aberrações cromossômicas (CHIAVEGATTO et al., 2017). 

Neste teste, a genotoxicidade é analisada mediante avaliação das alterações 

cromossômicas e de proteínas relacionadas ao ciclo mitótico induzindo alterações 

tais como C-metáfases, anáfases multipolares, pontes cromossômicas, células 

poliploides, aderências cromossômicas e micronúcleos (WIJEYARATNE e 

WICKRAMASINGHE, 2020). Os micronúcleos, por exemplo, podem ser resultantes 

de fragmentos cromossômicos acêntricos perdidos, decorrentes de quebras 

cromossômicas (efeito clastogênico) ou de alterações na maquinaria mitótica o que 

causa segregação cromossômica anormal e perda cromossômica (efeito 

aneugênico) (CARVALHO et al., 2017). 

Bioensaios de toxicidade genética com vegetais superiores são 

particularmente adequados para monitoramento ambiental, por serem alvos diretos 

de possíveis contaminantes. As plantas são capazes de responder rapidamente a 

perturbações ambientais (QI; CHEN; LIU, 2015), manifestando alterações em 

diferentes níveis de toxicidade, incluindo capacidade de germinação, crescimento e 

sobrevivência, alteração do ciclo celular e indução de alterações cromossômicas 

(SOUZA, SOUZA e LASCOLA 2018). Dessa maneira, os testes com plantas são 
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considerados mais eficientes, rápidos e econômicos quando comparados a sistemas 

animais (YI; MENG, 2003). 

3.3.1 Sistema-teste Allium cepa 

 
Dentre as espécies vegetais, A. cepa vem sendo muito utilizada na avaliação 

do potencial tóxico, citotóxico e genotóxico de inúmeras substâncias principalmente 

em estudos de diagnóstico e de monitoramento ambiental (LEME; MARIN- 

MORALES, 2009; GOMES et al., 2015; KASPER et al., 2018). O sistema-teste A. 

cepa é validado pelo Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) 

e pelo Programa Internacional sobre Segurança Química (IPCS, OMS) para o 

monitoramento de citotoxicidade e genotoxicidade de poluentes ambientais 

(KASPER et al., 2018). 

O referido sistema-teste possui alta sensibilidade, boa correlação com 

sistemas-teste de mamíferos (GRANT, 1982; RANK e NIELSEN, 1993), eficiência e 

boa padronização em testes de triagem química e monitoramento in situ (KASPER 

et al., 2018). Apresenta como vantagens a disponibilidade de sementes durante todo 

o ano, elevada tolerância a diferentes condições de cultivo, crescimento rápido das 

raízes, fácil manuseio, baixo custo, grande número de células em divisão, número 

reduzido de cromossomos (2n = 16) e de grande tamanho, que se coram com 

facilidade, auxiliando no processo de observação (FERNANDES et al., 2007; LEME; 

MARINMORALES, 2009). 

Diversos estudos com A. cepa têm demonstrado sua eficiência como 

bioindicador para a avaliação de contaminantes ambientais (LEME et al., 2008; 

HOSHINA et al., 2009; JADHAV et al., 2011). Caritá e Marin Morales (2008), por 

exemplo, demonstraram a eficácia do sistema-teste na avaliação de contaminantes 

em recursos hídricos contaminados por efluentes industriais principalmente têxteis. 

É apontada pelos autores a presença de substâncias tóxicas com potencial de 

induzir efeitos aneugênicos e clastogênicos, como perdas e quebras cromossômicas 

respectivamente. Dessa forma, esse organismo modelo vem sendo amplamente 

utilizado como indicador de toxicidade em estudos de efluentes, proporcionando a 

avaliação dos efeitos tóxicos, citotóxicos e genotóxicos dos contaminantes (KASPER 

et al., 2018). 
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3.3.1.1 Análises da toxicidade: germinação e crescimento radicular 

 
A toxicidade pode ser analisada mediante avaliação de dano a um sistema 

biológico, podendo levar à morte, sob certas condições de exposição (DIDWANIA; 

JAIN; SADANA, 2019). Em A. cepa, desequilíbrios fisiológicos, com consequente 

alterações bioquímicas, podem ser avaliados mediante a análise da influência do 

agente químico sobre a germinação de sementes e o crescimento radicular (DOS 

SANTOS FILHO et al., 2019). 

O teste de germinação representa um importante meio para a avaliação do 

potencial tóxico de substâncias ou efluentes. A germinação em geral ocorre 

mediante reidratação das sementes. Representa uma etapa muito importante do 

desenvolvimento da planta, que depende de vários eventos fisiológicos, os quais são 

influenciados por fatores ambientais e por fatores endógenos (inibidores, 

dormência). Em testes de toxicidade ambiental, as sementes podem ser postas para 

germinar em contato com soluções contendo substâncias ou efluentes a serem 

testados, permitindo observar diferenças no índice de germinação das sementes nos 

tratamentos em relação ao grupo controle germinado em água (CIAPPINA et al., 

2017). Martins e colaboradores (2016) utilizaram a técnica de germinação de 

sementes de A. cepa para avaliar o potencial tóxico do lodo de esgoto, onde 

constaram que o lodo de esgoto inibe a germinação de A. cepa. 

Avaliações de tamanho e da anatomia das estruturas radiculares também têm 

sido estudadas na investigação dos possíveis efeitos de contaminantes ambientais 

em plantas. Em especial, o sistema-teste A. cepa se destaca devido à agilidade em 

detectar os efeitos dos contaminantes, uma vez que as sementes germinam em 

cerca de 72 h, crescendo aproximadamente 1 cm, o que já é considerado suficiente 

para observação dos efeitos tóxicos (PERON; CANESINI; CARDOSO, 2009). 

3.3.1.2 Análises de citoxicidade e de genotoxicidade: análise do ciclo celular 

A análise do ciclo celular possibilita avaliar os efeitos de um determinado 

agente sobre o processo de divisão celular. É comumente utilizada na avaliação 

ambiental após exposição das células aos poluentes, que pode resultar em 

alterações químicas no DNA ou em proteínas relacionadas. Estas modificações 

podem afetar processos vitais da célula, como por exemplo, a transcrição e 
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replicação do DNA, a divisão celular e a regulação gênica, podendo resultar em 

danos e/ou morte celular (FENECH et al., 2011). 

3.4 Citometria de Fluxo 

 
A citometria de fluxo é uma técnica que foi inicialmente desenvolvida para a 

contagem de células sanguíneas (ANDREW, 1934). A técnica foi expandida para 

outras áreas e atualmente é largamente aplicada em estudos com células vegetais 

(DOLEŽEL, 1997, DOLEŽEL et al., 2007). Algumas aplicações em plantas já estão 

bem estabelecidas, como: determinação do nível de ploidia (NADLER et al., 2012), 

análises de híbridos (CAMPOS et al., 2009), determinação da quantidade de DNA e 

do tamanho do genoma (GSCHWEND et al., 2013), estudos de ciclo celular 

(SANDOVAL et al., 2003), detecção de polissomatia (DOLEŽEL, 1997), 

determinação de aneuploidias e mixoploidias (ROUX et al., 2003), bem como 

estudos da estabilidade genômica in vitro (MALLÓN et al., 2010). 

Na investigação de núcleos interfásicos, a intérfase pode ser subdividida em: 

G1, momento em que o núcleo apresenta conteúdo de DNA 2C; S, subfase em que 

ocorre a síntese de DNA e o conteúdo de DNA varia entre 2C e 4C, e G2, com 

núcleos com conteúdo de DNA 4C. A células em mitose permanecem com conteúdo 

de DNA 4C até a sua divisão em duas células-filhas (PINCHEIRA e DE LA TORRE, 

2006; VIDAL et al., 2017). O potencial citotóxico de uma dada substância pode ser 

avaliado mediante comparação com controles negativos de conhecido valor C ao 

longo do ciclo celular (FIORESI et al., 2020) ou em relação à ausência ou redução 

de núcleos em G2/M. Adicionalmente, esse método possibilita a quantificação dos 

núcleos nos estágios de sub-G0, que indicam células em processo de morte celular 

com valores de conteúdo de DNA inferiores a 2C, devido à perda de fragmentos de 

DNA (JADHAV et al., 2011). 

A citometria de fluxo tem sido empregada na análise da poluição ambiental, 

como solos ou água contaminados com produtos químicos, como metais pesados 

(CITTERIO et al., 2006; MONTEIRO et al., 2009) e agrotóxicos (FIORESI et al., 

2020). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
4.1 Biodegradação da anilina utilizando microcosmos em condições 

anaeróbias 

Os reatores (microcosmos) utilizados em todas as etapas foram montados em 

frascos de penicilina com volume total de 120 mL, com volume útil 90 mL e 30 mL 

correspondente ao headspace para ocupação dos gases gerados nos processos 

bioquímicos (Figura 3). Em cada frasco, foi adicionado 1 mL.L-1 de solução de macro 

e micronutrientes para permitir condições metabólicas adequadas ao 

desenvolvimento de microrganismos anaeróbios estritos. 

 

 
Figura 3. Ilustração descrevendo o sistema de microcosmo, incluindo: headspace, volume não 

ocupado para preenchimento por gases produzidos pela degradação da anilina; volume útil, 

constituído por macro e micronutrientes além da suplementação da anilina, e inóculo (lodo 

constituído de bactérias anaeróbias para degradação da anilina). Fonte: o autor 

 

O meio basal foi composto de soluções de macro e micronutrientes para o 

crescimento e proliferação de bactérias anaeróbias para degradação da anilina. 

Sendo assim, o mesmo contém, em mg.L-1: KH2PO4 (140); K2HPO4 (286); NH4Cl 

(357); CaCl2.6H2O (32); FeCl3.6H2O (16); H3BO3 (0,4); ZnCl (0,13); Na2MoO4.4H2O 

(0,13); NiCl2.6H2O (0,99); MnCL2.4H2O (1,33); CuCl2.4H2O (0,13); CoCl2.6H2O 

(1,99); Na2SeO3 (0,03); Al2(SO4)3.18H2O (0,13); MgSO4.7H2O (8,3); Resazurina 

(0,66); NaHCO3 (1333,25) (EDWARDS e GRBIC-GALIC, 1994). A cultura adaptada 
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4 3 

a efluente têxtil foi inoculada com volume suficiente para obter uma concentração de 

sólidos suspensos voláteis (SSV) de 0,8 mg.L-1. A anilina com pureza 99,5% (Sigma 

Aldrich® - CAS Number 62-53-3) a 3 mg.L-1 foi utilizada como único substrato para 

alimentar os reatores. 

Após a alimentação dos microcosmos, os mesmos foram purgados com uma 

mistura de gases N2/CO2 na proporção de 80/20%, durante 5 min, a fim de remover 

o oxigênio remanescente no headspace. Após a purga, os microcosmos foram 

incubados em uma câmara anaeróbia (Plaslabs® – 818GB), preenchida com a 

mesma proporção de gases, a fim de manter o ambiente sem oxigênio. As amostras 

foram submetidas a três condições diferentes: (1) anóxica com adição de sulfato 

(180 mg.L-1 de SO 2-); (2) anóxica com adição de nitrato (11 mg.L-1 de NO -), e (3) 

metanogênica sem adição de aceptor de elétrons. As amostras foram analisadas no 

dia zero (dia da montagem do experimento), e ao final da primeira degradação, 

quando a anilina foi consumida totalmente. 

Para quantificação da anilina, foi utilizado um cromatógrafo líquido do tipo 

HPLC SHIMADZU® LC-20AT, equipado com uma coluna de fase reversa do modelo 

LiChospher® 100 RP-18 (5 µm). A fase móvel foi composta por acetonitrila 40% e 

água Milli Q 60% sob condições isocráticas. O fluxo da fase móvel foi ajustado para 

1 mL.min-1. Foi utilizado 50 µL como volume de injeção. O pico de detecção da 

anilina foi medido no comprimento de onda de 230 nm, com tempo de retenção de 

6,1 min. 

4.2 Biodegradação da anilina utilizando reatores em condições anaeróbias/ 

microaerada 

Foi utilizado como composto alvo a anilina, C6H5NH2, cujo peso molecular é 

de 93,13 g/mol, com pureza de 99% (Sigma-Aldrich®, CAS# 62-53-3, St. Luis, EUA). 

A anilina foi adicionada ao reator não aerado a uma concentração inicial de 0,14 mM 

(13,2 mg.L-1) para todas as condições para adsorção da mesma pela biomassa. A 

concentração inicial utilizada corresponde a três vezes à concentração esperada de 

anilina a ser encontrada após a degradação anaeróbia de um efluente têxtil real, 

baseada em Amorim et al. (2013). Tal concentração foi calculada por meio da média 

da molaridade de quatro corantes diferentes, correspondente a 65 mg.L-1, para um 

cálculo estequiométrico: o corante mono azo Acid Orange 7 (C16H11N2NaO4S; peso 

molecular: 350,3 g/mol), o di azo Reactive Black 5 (C26H21N5Na4O19S6; peso 
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molecular: 991,82 g/mol), o tri azo Direct Blue 71 (C40H28N7NaO13S4; peso molecular: 

965,94 g/mol) e o tetra azo Direct Black 22. 

O meio basal utilizado continha, em mg.L-1: NH4Cl (280), K2HPO4 (252), 

MgSO4.7H2O (100), CaCl2 (7), além de 1 mL/L de solução de micronutrientes. Esta 

foi composta em mg.L-1 por: FeCl2.4H2O (2000), H3BO3 (50), ZnCl2 (50), 

MnCl2.4H2O (500), CuCl2.2H2O (38), (NH4)Mo7O24.4H2O (50), AlCl3.6H2O (90), 

CoCl2.6H2O (2000), NiCl2.6H2O (142), EDTA (1000), HCl 36% (1). Água deionizada 

foi utilizada na preparação. Também foi adicionado ao meio basal ácido sulfanílico 

[4-(H2N)C6H4SO3H)], por ser uma amina aromática produto de degradação dos 

corantes, que foi considerada nos cálculos de concentração da anilina. 

O inóculo foi proveniente da mistura de lodo anaeróbio de reator UASB 

(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), em escala real, tratando efluentes petroquímicos 

do Porto de Suape, em Ipojuca (PE - Brasil), com lodo anaeróbio de reator UASB em 

escala piloto tratando efluentes têxteis, em Recife (PE - Brasil). A proporção utilizada 

foi de 27:1 (têxtil: petroquímico), devido à concentração de VSS (Volatile Suspended 

Solids), que foram 30,53 gVSS.L-1 e 2,03 gVSS.L-1, respectivamente, resultando em 

uma concentração final de VSS no licor misto de 7,0 gVSS.L-1. O lodo foi 

previamente elutriado em tubos Falcon de 50 mL, por centrifugação à rotação de 

3500 rpm, durante 7 min, com o uso de solução tampão de fosfato (PBS) 1x. 

Foi utilizado um reator em acrílico, com volume total de 6 L e um volume útil 

de 4 L, sendo o enchimento feito manualmente e a agitação por meio de agitador 

magnético da IKA Works para misturar a biomassa e o oxigênio fornecido ao 

efluente (Ceramag Midi, EUA) (Figura 4). A aeração foi proporcionada por bombas 

de ar da marca Jad (Air-Pump S-2000, Brasil), sendo sua vazão mantida em 0,25 

L.min-1 por meio do rotâmetro da Tecnofluid (RV-140-K-7-P, Brasil) e distribuída 

uniformemente por uma mangueira de borracha micro porosa da Resun (Air Curtain, 

China), posicionada no fundo do reator. A intermitência da aeração foi controlada por 

timer da marca Clip (CLB-40, Brasil) e o oxigênio dissolvido (OD) variou de 0,01 

mg.L-1 a 0,70 mg.L-1. 
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Figura 4. Esquema mostrando a geração das amostras no reator. O oxigênio foi bombeado com uma 

bomba de ar para o contato com o afluente, enquanto agitador magnético foi utilizado para misturar a 

anilina ao afluente, visando ao maior contato entre anilina e inóculo. Fonte: o autor. 

 

Três condições em série foram analisadas, em bateladas únicas, tendo cada 

condição três alimentações. A primeira foi caracterizada pela presença de pulsos de 

microaeração de 30 min a cada 2 h (condição 1); a segunda por pulsos de 15 min, 

também a cada 2 h (condição 2), e a terceira por pulsos de 10 min a cada 2 h 

(condição 3). Os experimentos foram realizados à temperatura ambiente (27,4 ± 0,7 

°C), incluindo os afluentes (amostras antes do processo de biodegradação) e os 

efluentes (amostras após o processo de biodegradação) para as análises 

toxicogenéticas. 

4.3 Experimento com Allium cepa 

 
A germinação das sementes de A. cepa foi realizada em placas de Petri de 9 

cm de diâmetro, com duas folhas de papel filtro fino, contendo 5 mL de amostra dos 

afluentes e efluentes como descritos anteriormente. Como controle negativo foi 

utilizada água mineral e como controle positivo foram utilizados o Metil 

Metanosulfonato (MMS, 4x10-4 M) e a Trifluralina 0,84 ppm. As placas foram 

lacradas com papel filme. A germinação ocorreu no escuro a 24±1°C. 

4.3.1 Análise do potencial tóxico da anilina: índice de germinação e 

crescimento radicular 

O potencial tóxico foi avaliado mediante análise do índice de germinação das 
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sementes e do comprimento médio das raízes após 72 h da montagem do 

experimento conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Para o índice de 

germinação, cada tratamento foi constituído por quatro repetições. Foi calculada a 

porcentagem de sementes germinadas por unidade de repetição (placa com 70 

sementes) e a média aritmética por tratamento. O comprimento das raízes foi 

medido com o auxílio de um paquímetro digital, sendo o comprimento médio de cada 

tratamento calculado com base na média de 10 repetições, cuja unidade 

experimental consistiu em uma raiz (uma raiz por semente). 

4.3.2 Análise do potencial citogenotóxico da anilina 

Após 72 h, as raízes foram fixadas em Carnoy I (álcool etílico: ácido acético, 

3:1, v/v) e posteriormente armazenadas a - 20°C. Em seguida, as raízes foram 

lavadas por três vezes em água destilada por 5 min cada, hidrolisadas em HCl 5 N 

por 8 min a 60 °C e lavadas novamente em água destilada por três vezes. As pontas 

das raízes foram submetidas ao reativo de Schiff por 2 h no escuro e lavadas para 

completa remoção do reagente. Os meristemas foram esmagados em lâmina, 

contra-corados com uma gota de carmim acético a 2% e montados com Entellan®. 

O material foi analisado em microscópio de luz com aumento de 1000 x. Cada 

tratamento foi constituído por 10 repetições, cuja unidade experimental consistiu em 

500 células por lâmina, totalizando 5.000 células por tratamento. 

O potencial citotóxico dos efluentes e de suas diluições foi avaliado por meio 

do cálculo do índice mitótico (IM) médio, enquanto o potencial genotóxico foi 

avaliado pelo índice de genotoxicidade (IGen) médio, calculado com base na 

porcentagem de alterações nucleares e cromossômicas por unidade de repetição. 

As células foram analisadas quanto à presença de alterações, tais como anáfases 

multipolares, C-metáfases, brotos nucleares, aderências cromossômicas, perdas e 

pontes cromossômicas e micronúcleos (MN). 

4.2.3 Citometria de fluxo 

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada apenas para o experimento de 

biodegradação da anilina utilizando microcosmos em condições anaeróbias. As 

suspensões nucleares foram obtidas pelo método descrito por Galbraith et al. 

(1983). Foram realizadas três repetições, constituídas por 20 radículas cada. Os 

meristemas foram seccionados usando uma lâmina de bisturi em placas de Petri 
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contendo 2 mL de tampão de lise LB01 sobre gelo. Com os núcleos isolados, as 

suspensões foram filtradas com uma malha de nylon de 45 μm para eliminar 

resíduos. Estes foram então corados com 50 μL de iodeto de propídio (1 mg.L-1) e 

analisados em citômetro de fluxo Partec (Nova Sysmex). 

Foram determinadas as frequências dos núcleos nas fases G1 (conteúdo de 

DNA 2C), S (conteúdo de DNA entre 2C e 4C) e G2 (conteúdo de DNA 4C). As 

populações celulares com quantidades inferiores a 2C de DNA foram identificadas 

como partículas sub-G1, sendo considerados núcleos em morte celular. 

4.4 Análise estatística 

 
As análises estatísticas foram realizadas usando o software BioEstat 5.3. A 

avaliação da distribuição dos dados em relação à normalidade foi realizada pelo 

teste de Lilliefors (SILVA e AZEVEDO, 2002), enquanto a homogeneidade da 

variância foi avaliada pelo teste de Cochran (AYRES et al., 2007). Como os dados 

não apresentaram distribuição normal nem homogeneidade, foram analisados pelo 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori Student- 

Newman-Keuls (p <0,05 ou p<0,01) (AYRES et al., 2007). Para a análise estatística, 

os dados foram transformados usando a fórmula arco seno √
 % 

. 
100 



37 
 

 
5. RESULTADOS 

 
5.1 Biodegradação da anilina utilizando microcosmos em condições 

anaeróbias 

No experimento de biodegradação da anilina em condições anaeróbias na 

avaliação do potencial tóxico, observou-se redução significativa tanto do índice de 

germinação quanto do comprimento médio das raízes para o afluente na condição 

metanogênica sem adição de aceptor de elétrons (62,25%; 0,6 cm), e para o 

efluente na condição anóxica com adição de sulfato (54,5%; 0,5 cm) em relação ao 

controle negativo (84,25%; 1,6 cm) (Tabela 2). Adicionalmente, foi observada 

redução significativa do crescimento radicular para o efluente na condição 

metanogênica sem adição de aceptor de elétrons. O tratamento na condição anóxica 

com adição de nitrato foi único que não apresentou potencial tóxico nem para o 

afluente (81,75%; 1,7 cm) nem para o efluente (79,25%; 1,65 cm). 

 
Tabela 2. Ensaio com sistema-teste Allium cepa após 72 h de exposição das 

sementes a amostras antes e após tratamentos de biodegradação da anilina em 

condições anaeróbias com ou sem aceptores de elétrons, incluindo dados de índice 

de germinação, comprimento médio das raízes e índice mitótico 
 

 
Tratamento 

 
Amostra 

Índice 

Germinativo 

(%) 

Comprimento 

Médio das 

Raízes 

(cm) 

 
Índice Mitótico 

(%) 

Índice de 

Genotoxicidade 

(%) 

 CN (Água mineral) 84,25 ± 5,20 1,60 ± 0,30 20,50 ± 3,50 0,01 ± 0,01 

 CP (MMS) - - - 9,80 ± 2,25** 

 CP (Trifluralina) - - - 9,65 ± 1,45** 

 Af/ Metanogênica sem 

aceptor de elétrons 

62,25 ± 7,25* 0,60 ± 0,06** 2,25 ± 0,25* 4,10 ± 1,75* 

 Ef/ Metanogênica sem 

aceptor de elétrons 

75,50 ± 4,75 0,80 ± 0,07** 1,25 ± 0,30** 0,30 ± 0,05* 

Anaeróbio Af/ Anóxica com sulfato 84,50 ± 5,25 1,25 ± 0,10 2,50 ± 0,50* 0,85 ± 0,10* 

 Ef/ Anóxica com sulfato 54,50 ± 325* 0,50 ± 0,04** 2,25 ± 0,25* 0,20 ± 0,05* 

 Af/ Anóxica com nitrato 81,75 ± 5,75 1,70 ± 0,25 3,25 ± 0,50* 0,40 ± 0,01* 

 Ef/ Anóxica com nitrato 79,25 ± 2,25 1,65 ± 0,20 9,50 ± 0,75 0,15 ± 0,05 

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo; MMS = Metil metanosulfonato; Af = Afluente; Ef = Efluente. * 

Diferente significativamente em relação ao CN em uma mesma coluna pelo teste de Kruskal-Wallis com teste a 

posteriori de Tukey (* p < 0,05; ** p < 0,01). Em negrito, encontram-se os valores semelhantes estatisticamente 

ao CN em uma mesma coluna. 
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No que diz respeito à citotoxicidade, o índice mitótico foi semelhante 

estatisticamente ao controle negativo (20,5%) apenas para o efluente na condição 

anóxica com adição de nitrato (9,5%) (Tabela 2). As demais condições 

apresentaram um baixo índice de divisão celular com efeito citotóxico significativo 

nas células meristemáticas de A. cepa. Nas análises de citometria de fluxo, foi 

observada morte celular para o afluente na condição metanogênica sem adição de 

aceptor, observada pela alta porcentagem de núcleos na fase sub-G0 (8,5%) 

diferente estatisticamente do controle negativo (3,5%) (Tabela 3). Com exceção do 

efluente da condição anóxica com adição de nitrato, houve um aumento significativo 

da porcentagem dos núcleos de A. cepa na fase G1, redução significativa da 

porcentagem de núcleos na fase S e em G2/M para todos os afluentes e efluentes, 

quando comparados ao controle negativo (57,5; 18,3 e 19,8%, respectivamente), 

estacionando as células em intérfase. Por outro lado, efluente da condição anóxica 

com adição de nitrato, reduziu estatisticamente a porcentagem de núcleos G1 

(35,75%), aumentou os núcleos em S (49,0%), e manteve valores semelhantes de 

porcentagem de núcleos em G2/M (15,2%) em relação ao controle negativo. 

 
Tabela 3. Porcentagem (%) de núcleos meristemáticos de Allium cepa nas fases do 

ciclo celular, após exposição das sementes por 72 h a amostras antes e após 

tratamentos de biodegradação da anilina em condições anaeróbias com ou sem 

aceptores de elétrons, analisados por citometria de fluxo. 
 

Tratamento Amostra 
Núcleos em 

Sub-G0 (%) 

Núcleos em 

G1 (%) 

Núcleos em 

S (%) 

Núcleos em 

G2/M (%) 

 CN (Água mineral) 3,50 ± 0,60 57,50 ± 2,05 18,30 ± 0,40 19,80 ± 2,70 

 Af/ Metanogênica sem 

aceptor de elétrons 

8,50 ± 0,55** 78,30 ± 1,14* 7,10 ± 2,60** 5,20 ± 0,15** 

 Ef/ Metanogênica sem 

aceptor de elétrons 

4,65 ± 1,05 76,35 ± 1,00* 10,30 ± 0,75* 8,90 ± 1,25* 

Anaeróbio Af/ Anóxica com sulfato 3,15 ± 0,15 78,40 ± 1,05* 11,30 ± 0,95* 8,15 ± 0,70** 

 Ef/ Anóxica com sulfato 2,65 ± 0,45 71,60 ± 1,05* 10,70 ± 2,35* 11,40 ± 1,25* 

 Af/ Anóxica com nitrato 3,50 ± 0,60 77,50 ± 2,05* 9,80 ± 2,40* 8,35 ± 0,70** 

 Ef/ Anóxica com nitrato 2,00 ± 0,25 35,75± 1,95* 49,00 ± 0,90* 15,20± 0,60 

CN = Controle Negativo; Af = Afluente; Ef = Efluente. * Diferente significativamente em relação ao CN em uma 

mesma coluna pelo teste Scott Knott (* p < 0,05; ** p < 0,01). Em negrito, encontram-se os valores semelhantes 

estatisticamente em uma mesma coluna ao controle negativo. 
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No que se refere ao potencial genotóxico, os afluentes e efluentes em todas 

as condições apresentaram aumento na frequência de anormalidades nucleares e 

cromossômicas, com exceção do efluente na condição anóxica com adição de 

nitrato (Tabela 2). O afluente na condição metanogênica sem adição de aceptor de 

elétrons induziu alterações significativas como brotos nucleares, C-metáfases, 

micronúcleos e quebras cromossômicas (Tabela 4). Tanto afluente quanto efluente 

em condição anóxica com adição de sulfato induziram significativamente apenas 

brotos nucleares (Tabela 4). Os controles positivos apresentaram ação genotóxica 

significativa para as quatro alterações citadas acima. Adicionalmente, o MMS, de 

destacada ação clastogênica, propiciou a presença significativa de quebras, pontes 

e perdas cromossômicas, além de metáfases com aderências. Por outro lado, a 

trifluralina, de ação aneugênica, induziu significativamente anáfases multipolares, 

células poliploides, núcleos lobulados, pontes e perdas cromossômicas. 

 
Tabela 4. Alterações cromossômicas e índices de genotoxicidade em 

meristemáticas de Allium cepa, após exposição das sementes por 72 h a amostras 

antes e após tratamentos de biodegradação da anilina em condições anaeróbias 

com ou sem aceptores de elétrons. 
 

 
Tratamento 

 
Amostra 

C-metáfase 

(%) 

Broto nuclear 

(%) 

Quebra 

Cromossômica 

(%) 

Micronúcleo 

(%) 

Índice de 

Genotoxicidade 

(%) 

 CN (Água 

mineral) 

0,00 ± 0,00 0,01 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,01 ± 0,01 

 CP (MMS) 1,05 ± 0,10* 1,70 ± 1,10* 5,15 ± 0,40** 1,55 ± 0,45** 9,80 ± 2,25** 

 CP (Trifluralina) 1,50 ± 0,50* 1,20 ± 0,30* 0,70 ± 0,25* 0,90 ± 0,20* 9,65 ± 1,45** 

 Af/ Metanogênica 

sem aceptor de 

elétrons 

0,20 ± 0,01* 2,80±1,05** 0,50±0,05* 0,60 ± 0,02* 4,10 ±1,20* 

 Ef/ Metanogênica 

sem aceptor de 

elétrons 

0,05 ± 0,01 0,10 ± 0,02 0,15 ± 0,02 0,00 ± 0,00 0,30 ± 0,05* 

Anaeróbio 
Af/ Anóxica com 

sulfato 

0,05 ± 0,01 0,35 ± 0,05* 0,10 ± 0,02 0,35 ± 0,05 0,85 ± 0,15* 

 Ef/ Anóxica com 

sulfato 

0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,05* 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,05* 

 Af/ Anóxica com 

nitrato 

0,00 ± 0,00 0,10 ± 0,01 0,10 ± 0,02 0,20 ± 0,02 0,40 ± 0,05* 

 Ef/ Anóxica com 

nitrato 

0,00 ± 0,00 0,05± 0,01 0,05 ± 0,02 0,05 ± 0,02 0,15 ± 0,05 

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo; MMS = Metil metanosulfonato; Af = Afluente; Ef = Efluente * 

Diferente significativamente em relação ao CN em uma mesma coluna pelo teste Kruskal-Wallis com teste a 
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posteriori de Tukey (* p < 0,05; ** p < 0,01). Em negrito, encontram-se os valores semelhantes estatisticamente 

ao CN em uma mesma coluna. 

 

5.2 Biodegradação em ambiente anaeróbio intermitentemente microaerado 

 
No experimento de biodegradação em ambiente anaeróbio com microaeração 

intermitente, os afluentes em todos os tempos de microaeração testados induziram 

toxicidade, com redução no índice de germinação (53,5 a 58,5%) e no comprimento 

médio das raízes (0,8 a 0,85 cm), citotoxicidade (índice mitótico de 0,5 a 0,8%) e 

genotoxicidade (0,3 a 0,45%) em relação ao controle negativo (84,25%; 1,6 cm; 20,5 

e 0,01%, respectivamente) (Tabela 5). Por outro lado, os efluentes após tratamentos 

com microaeração de 30 e 15 min apresentaram valores de índice de germinação 

(81,5 e 82,25%, respectivamente), de crescimento radicular (1,60 e 1,25 cm), de 

índice mitótico (11,75 e 13,50%) e de genotoxicidade (0,02 e 0,03%) semelhantes 

estatisticamente ao controle negativo, indicando ausência de toxicidade e de 

citogenotoxidade após ambos os tratamentos. Contudo, embora o efluente tratado 

com microaeração de 10 min não tenha apresentado toxicidade (índice de 

germinação de 77,75% e comprimento médio das raízes de 1,05 cm), foram 

observados potenciais citotóxicos e genotóxico com índices de 0,6 e 0,25%, 

respectivamente. 

Afluente na condição de 30 min de microaeração induziu significativamente a 

formação de brotos nucleares e micronúcleos, enquanto o afluente com 10 min de 

microaeração induziu quebras cromossômicas e micronúcleos, indicando ação 

principalmente clastogênica (Tabela 6). Por outro lado, C-metáfases resultantes de 

uma ação aneugênica, foram significativas no efluente com 10 min de microaeração. 

As amostras de efluente no tempo de 30 e 15 min microaerado não 

apresentaram potenciais tóxicos, citotóxicos e genotóxicos. Foram semelhantes 

estaticamente ao controle negativo. 
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Tabela 5. Ensaio com sistema-teste Allium cepa após 72 h de exposição das 

sementes a amostras antes e após tratamentos de biodegradação anaeróbios/ 

microaerados, incluindo dados de índice de germinação, comprimento médio das 

raízes e índice de genotoxicidade. 
 

 
Tratamento 

 
Amostra 

Índice 

Germinativo 

(%) 

Comprimento 

Médio das 

raízes 

(cm) 

 
Índice mitótico 

(%) 

Índice de 

Genotoxicidade 

(%) 

 CN (Água mineral) 84,25 ± 5,20 1,60 ± 0,30 20,50 ± 3,50 0,01 ± 0,01 

 CP (MMS) - - - 9,80 ± 2,25** 

 CP (Trifluralina) - - - 9,65 ± 1,45** 

 Afluente30 min 

aeração 

51,75 ± 4,25* 0,80 ± 1,30** 0,50 ± 0,10** 0,45 ±0,02* 

 Efluente30 min 

aeração 

81,50 ± 4,25 1,60 ± 0,25 11,75 ± 1,50 0,02 ± 0,01 

 Afluente15 min 

aeração 

53,50 ± 3,50* 0,85 ± 1,25** 0,80 ± 0,25** 0,30 ± 0,02* 

Anaeróbio/ 

Microaerado 

    

Efluente15 min 

aeração 

82,25 ± 4,75 1,25 ± 0,20 13,50 ± 1,25 0,03 ± 0,01 

 Afluente10 min 

aeração 

58,50 ± 8,50* 0,85 ± 0,10** 0,50 ± 0,10** 0,40 ± 0,05* 

 Efluente10 min 

aeração 

77,75 ± 5,25 1,05 ± 0,20 0,60 ± 0,15** 0,25 ± 0,01* 

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo; MMS = Metil metanosulfonato. Diferente significativamente em 

relação ao CN em uma mesma coluna pelo teste de Kruskal-Wallis com teste a posteriori de Tukey (* p < 0,05; ** 

p < 0,01). Em negrito, encontram-se os valores semelhantes estatisticamente ao CN em uma mesma coluna. 
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Tabela 6. Alterações cromossômicas e índices de genotoxicidade em células 

meristemáticas de Allium cepa, após exposição das sementes por 72 h a amostras 

antes e após os tratamentos de biodegradação anaeróbios/ microaerados. 
 

 
Tratamento 

 
Amostra 

C-metáfase 

(%) 

Broto nuclear 

(%) 

Quebra 

Cromossômica 

(%) 

Micronúcleo 

(%) 

Índice de 

Genotoxicidade 

(%) 

 CN (Água 

mineral) 
0,00 ± 0,00 0,01 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,01 ± 0,01 

 CP (MMS) 1,05 ± 0,10* 1,70 ± 1,10* 5,15 ± 0,40** 1,55 ± 0,45** 9,80 ± 2,25** 

 CP (Trifluralina) 1,50 ± 0,50* 1,20 ± 0,30* 0,70 ± 0,25* 0,90 ± 0,20* 9,65 ± 1,45** 

 Afluente30 min 

aeração 

0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,01* 0,05 ± 0,01 0,20 ± 0,05* 0,45 ±0,02* 

 Efluente30 min 

aeração 

0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,01 

 Afluente15 min 

aeração 

0,00 ± 0,00 0,10 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,15 ± 0,05 0,30 ± 0,02* 

Anaeróbio/ 

Microaerado 

     

Efluente15 min 

aeração 

0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,01 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,01 

 Afluente10 min 

aeração 

0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,05* 0,20 ± 0,02* 0,40 ± 0,05* 

 Efluente10 min 

aeração 

0,20 ± 0,01* 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,05 ± 0,01 0,25 ± 0,01* 

CN = Controle Negativo; CP = Controle Positivo; MMS = Metil metanosulfonato. Diferente significativamente em 

relação ao CN em uma mesma coluna pelo teste Kruskal-Wallis com teste a posteriori de Tukey (* p < 0,05; ** p 

< 0,01). Em negrito, encontram-se os valores semelhantes estatisticamente ao CN em uma mesma coluna. 
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6. DISCUSSÃO 

A presença de anilina em efluentes acarreta diversos riscos à saúde dos 

animais e seres humanos, devido ao potencial cancerígeno que apresenta (WARD 

et al., 1996). Deve-se ressaltar que além do câncer propriamente dito, a anilina pode 

desencadear danos genéticos (RESS et al., 2002; JONES e FOX, 2003). No 

presente trabalho, o potencial tóxico e citogenotóxico da anilina foi avaliado antes e 

após a biodegradação por microrganismos em ambientes anaeróbios e anaeróbios/ 

microaerados, visando inferir sobre a melhor estratégia para degradação da anilina e 

geração de resíduos atóxicos. Tanto o tratamento de biodegradação em condição 

anóxica utilizando o nitrato como aceptor de elétrons, quanto em condição anaeróbia 

em bateladas únicas com pulsos de 15 ou de 30 min de microaeração a cada 2 h 

foram eficientes para remoção da toxicidade dos afluentes contendo anilina. 

Quando a anilina é degradada na presença de oxigênio, ocorre a formação de 

metabólitos intermediários, como o catecol e o ácido benzoico (ARORA, 2015), os 

quais apresentam potencial citogenotóxico (KAMAYA, FUKAYA e SUZUKI, 2005; 

KERMANI, et al., 2018). Na ausência de oxigênio, o único produto intermediário é o 

ácido benzoico. Por outro lado, quando o processo de biodegradação é eficiente, o 

catecol e/ou o ácido benzoico são degradados gerando água, íons amônio e gás 

carbônico (ARORA, 2015). Os tratamentos anaeróbios utilizando nitrato como 

aceptor de elétrons ou microaerado com pulsos de oxigênio de 15 ou 30 min não 

apresentaram toxicidade, demonstrando que esses tratamentos degradaram a 

anilina e os metabólitos intermediários, sendo assim consideradas ótimas 

estratégias para biorremediação. Contudo, os tratamentos anaeróbios sem aceptor 

de elétrons ou com íons sulfato ou microaerado com pulsos de oxigênio 10 min não 

foram capazes de remover a toxicidade, provavelmente pela não degradação do(s) 

metabólito(s) intermediário(s) formado(s), induzindo danos toxicogenéticos a A. 

cepa. 

A anilina antes e após algumas condições de tratamento de biodegradação 

apresentaram toxicidade para A. cepa, observada como redução da taxa de 

germinação e do crescimento radicular, corroborando a sensibilidade de A. cepa na 

detecção de efeitos ecotoxicológicos de afluentes e efluentes (VISCARDI et al., 

2020). Em sementes de trigo, a anilina teve a capacidade de inibir a germinação, 

quando expostas a concentrações igual ou superiores a 50 mg.L-1, e de reduzir o 
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crescimento radicular em concentrações a partir de 25 mg.L-1 (Tao et al. 2017). De 

modo semelhante, concentrações de anilina de 4 a 8 mg.L-1 reduziram o crescimento 

radicular de mudas da planta halófita Suaeda salsa, indicando que anilina é um 

poluente orgânico causador de danos aos vegetais superiores (Xu et al., 2020a). 

Esses efeitos inibitórios do crescimento radicular estão associados ao aumento 

significativo do total de radicais livres e de espécies restivas de oxigênio (ROS), em 

decorrência da alteração da produção de superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e peroxidase (POD), resultando em uma super produção de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e indução da peroxidação lipídica (XU et al., 2020b). 

A anilina e alguns de seus subprodutos gerados principalmente em condição 

metanogênica sem aceptor de elétrons ou anóxica usando sulfato como aceptor de 

elétrons também geraram citogenotoxicidade frente a A. cepa, observada tanto pela 

redução do índice mitótico quanto pelo aumento das taxas das alterações 

cromossômicas durante o processo de mitose. Os resultados encontrados 

corroboram dados prévios relativos à investigação da citogenotoxicidade da anilina 

em células animais e vegetais (MAKHDOUMI et al. 2019; XU et al., 2020b), como 

observado por exemplo para células meristemáticas de trigo, com redução do índice 

mitótico e aumento de alterações cromossômicas (TAO et al., 2017). O aumento dos 

níveis de anilina em nível intracelular propicia a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) bem como de outras substâncias nocivas, interferindo ou inibindo a 

síntese de proteínas que participam da mitose (BRENNAN e SCHIEST, 1997), 

aumentando seu potencial citogenotóxico (RESS et al., 2002). Apenas os 

tratamentos anaeróbios/microaerados em tempos de 30 ou 15 min e anaeróbio 

usando nitrato como aceptor de elétrons apresentaram índice mitótico e índice de 

genotoxicidade semelhantes estatisticamente ao controle negativo. 

A redução da atividade mitótica analisada a partir da citometria de fluxo indica 

a citotoxicidade de uma amostra e está associada a modificações na regulação do 

ciclo celular, tanto no ponto de verificação G1/S quanto no ponto G2/M, retardando 

ou impedindo a ocorrência da mitose (FIORESI et al., 2020). No presente trabalho, 

os afluentes e efluentes nas condições metanogênica sem adição de aceptor, 

anóxica com adição de sulfato e o afluente anóxica com adição de nitrato 

apresentaram um aumento de núcleos em G0/G1. Aparentemente, a anilina e/ ou 

seus subprodutos causaram atraso na progressão do ciclo celular mediante 

interferências no ponto de verificação de G1/S. 
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A anilina também tem sido relacionada a eventos tóxicos que ocasionam 

morte celular (WANG et al., 2016). No presente estudo, o aumento significativo em 

núcleos em sub-G0 no afluente metanogênico sem adição de aceptor de elétrons 

indica a ativação de mecanismos de morte celular, que é o último recurso para evitar 

a proliferação de células anormais. Quando danos celulares não são reparados em 

G1, as vias de morte celular podem ser ativadas (REAPE e MCCABE, 2010). 

A ação mitodepressiva também resultou na baixa taxa de células com 

alterações cromossômicas e formação de micronúcleos. Quando um agente é 

altamente citotóxico, seu efeito genotóxico pode ser mascarado (DHYÈVRE et al., 

2014, SOUZA, SOUZA e LASCOLA, 2018). No presente trabalho, diferentes danos 

genotóxicos foram induzidos pelos afluentes e alguns efluentes, tanto do tipo 

clastogênico, relativos a quebras cromossômicas, quanto aneugênico, relativos a 

problemas na formação do fuso mitótico. Em trabalho prévio, Bomhard (2003) 

descreveu diferentes danos genotóxicos em fêmeas de ratos quando expostas à 

anilina mediante análise de aberrações cromossômicas. Os danos foram 

classificados como clastogênicos, devido aos altos índice de quebras e fragmentos 

cromossômicos, além da indução de micronúcleos em eritrócitos policromáticos da 

medula óssea. A formação de micronúcleos pode ocorrer como resultado de quebras 

cromossômicas no decorrer do processo de divisão celular, ou de perda de 

cromossomos devido a problemas na formação do fuso mitótico (HINTZSCHE et al., 

2017). No presente trabalho, os micronúcleos formados parecem ser decorrentes de 

fragmentos cromossômicos, tendo em vista que cromossomos perdidos não foram 

visualizados nas células em mitose. 

O dano genético observado em decorrência da exposição à anilina 

encontrado no presente estudo corrobora o potencial tóxico, citotóxico e genotóxico 

da anilina observado para outros vegetais (TAO et al., 2017; XU et al. 2020a, b). Em 

A. cepa, a anilina foi capaz: de reduzir a geminação de sementes e o crescimento 

das raízes; de retardar ou bloquear o ciclo celular; de induzir alterações 

cromossômicas e nucleares, incluindo quebras cromossômicas e micronúcleos, e de 

causar o desequilíbrio à polimerização dos microtúbulos, observado nas C- 

metáfases. Adicionalmente, mitose anormal e reduzida pode ter contribuído para 

redução do crescimento das raízes da cebola (YUAN, et al., 2019). Dessa forma, 

pode-se dizer que o teste de citogenotoxicidade usando o sistema-teste A. cepa 

representa uma ferramenta eficaz, capaz de auxiliar na avaliação da eficiência de 
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tratamentos biológicos dos afluentes de esgotos industriais contaminados com 

anilina. 

Os tratamentos anaeróbios usando nitrato como aceptor de elétrons ou 

microaerado com 30 e 15 parecem ser mais apropriados para a biodegradação da 

anilina. Ressalta-se que aparentemente tratamentos anaeróbios sem aceptor de 

elétrons ou com uso do sulfato como aceptor de elétrons gera subprodutos tóxicos 

após biodegradação da anilina. Além disso, na condição microaerada, ambos os 

tempos de pulso não apresentaram diferenças estatísticas entre eles, sendo 

recomendado desta forma o tempo de 15 min, por ser a condição de menor custo. 
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7. CONCLUSÕES 

 
7.1 O sistema-teste A. cepa é um bom bioindicador ecotoxicológico para analisar os 

efeitos dos afluentes e efluentes contendo anilina. 

 
7.2 A citometria de fluxo, ferramenta pouco utilizada para estudos de citotoxicidade, 

é uma técnica de grande valia para analisar o efeito citotóxico em células 

meristemáticas de A. cepa. 

 
7.3 A biodegradação da anilina com tratamento anaeróbio com aceptor de elétrons 

sulfato ou microaerada por 10 min gera subproduto(s) que induz(em) efeitos 

toxicogenéticos em A. cepa. 

 
7.4 O tratamento anaeróbio usando nitrato como aceptor de elétrons ou microaerado 

com pulsos de 30 ou 15 min parecem ser mais apropriados para a 

biodegradação da anilina. 

 
7.5 Na condição microaerada, o tempo de pulso de 15 min é recomendado, por ser a 

condição de menor custo. 
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