Scientific Journal ANAP

ISSN 2965-0364, v. 01, n. 02, 2023
Edicdo Especial - ANAIS do Il Férum Online de Educagao, Meio Ambiente e Sustentabilidade

Estudo de toxicidade de efluente de laticinio através de analises
citogenéticas de raizes de Allium cepa.

Toxicity study of dairy effluent through cytogenetic analyzes of Allium cepa roots.

Estudio de toxicidad de efluentes Idcteos mediante andlisis citogenéticos de raices de Allium
cepa.

Karina Gongalves Cavilha
Académica de Engenharia Ambiental, UNICENTRO, Brasil
cavilha.ka.ivp@gmail.com

Nilton cesar Pires Bione
Professor Doutor, UNICENTRO, Brasil.
bione@unicentro.br

Kelly Geronazzo Martins
Professora Doutora, UNICENTRO, Brasil.
kellygm77 @gmail.com

373



Scientific Journal ANAP

ISSN 2965-0364, v. 01, n. 02, 2023
Edicdo Especial - ANAIS do Il Férum Online de Educagao, Meio Ambiente e Sustentabilidade

RESUMO

Os impactos ambientais decorrentes da industrializagdo sdo fatos indiscutiveis. Das diferentes atividades, as que
consomem grande quantidade de agua nos processos produtivos acabam por produzir grandes quantidades de
residuos que se ndo forem corretamente tratados antes de serem eliminados, acarretardo grande prejuizo ao meio
ambiente. A industria de laticinios € um exemplo de atividade produtiva que produz grande quantidade de residuos
potencialmente poluidores, constituidos de gorduras, sélidos suspensos, nutrientes variados, detergentes, solugGes
acidas e alcalinas. Com o objetivo de avaliar o nivel de toxicidade do efluente de laticinio, o presente trabalho analisou
o indice mitdtico e frequéncia de anormalidades mitoticas em tecido meristematico de raizes de Allium cepa expostas
ao efluente na sua forma bruta e diluida. As analises citoldgicas revelaram a presenga de anormalidades mitdticas
variadas e em todas as fases da mitose como erros de segregagdo cromossémica, aderéncia cromossémica, pontes
cromossdmicas em anafases e teléfases e formagdo de fragmentos e micronucleos. Tais achados revelam o potencial
clastogénico e aneugénico tanto no efluente bruto como nas diluigdes, o que reforga a importancia de tratamento
adequado do efluente antes de seu descarte no ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Efluente industrial, genotoxicidade, bioindicador.

ABSTRACT

The environmental impacts resulting from industrialization are undeniable facts worldwide. Among the different
activities, those that consume large amounts of water in production processes end up producing large amounts of
waste that, if not properly treated before being disposed of, will cause great harm to the environment. The dairy
industry is an example of an activity that produces large amounts of potentially polluting waste, consisting of fats,
suspended solids, various nutrients, detergents and acidic and alkaline solutions. In order to evaluate the toxicity level
of dairy effluent, this study analyzed the mitotic index and frequency of mitotic abnormalities in meristematic tissue
of Allium cepa roots exposed to the raw and diluted effluent. The cytological analyses revealed the presence of various
mitotic abnormalities in all phases of mitosis such as chromatid segregation errors, chromatid adherence, chromatid
bridges in anaphases and telophases and formations of chromosomal fragments and micronuclei. Such findings reveal
the clastogenic and aneugenic potential of both the raw effluent and dilutions, which reinforces the importance of
proper treatment of the effluent before its disposal into the environment.

Keywords: Industrial effluents, Genotoxicity, Bioindicator.

RESUMEN

Los impactos ambientales provenientes de la industrializacion son hechos reales y indiscutibles en todo el mundo. De
las diferentes actividades, las que consumen gran cantidad de agua en los procesos productivos acaban por producir
enormes cuantidades de residuos que si no fueran correctamente tratados antes de seren eliminados, conducirdn gran
perjuicio al medio ambiente. La industria de ldcteos es un ejemplo de actividad que produce gran cantidad de residuos
potencialmente contaminantes, constituidos de grasas, sélidos suspendidos, nutrientes diversificados, detergentes,
soluciones dcidas y alcalinas. Con la finalidad de evaluar el nivel de toxicidad del efluente de lacteo, el presente trabajo
analizo el indice mitdtico y frecuencia de anormalidades mitdticas en tejido meristemdtico de raices de Allium cepa
expuestas al efluente en su modo bruto y diluido. Las andlisis citolégicas mostraron la presencia de anormalidades
mitdticas variadas y en todas las fases de la mitosis como errores de segregacion cromosomica, adherencia
cromosoémica, puentes cromosomicas en anafases y telofases y formacion de fragmentos cromosémicos y
microndcleos. Tales allazgos revelan el potencial clastogenico y aneugenico no solamente en el efluente bruto como
en las diluciones, lo que refuerza la importancia de tratamiento adecuado del efluente antes de su desecho en el
ambiente.

Palabras clave: Efluentes industriales, Genotoxicidad, Bioindicador.
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Introdugdo:

O desenvolvimento industrial desempenha um papel de grande importancia nas
atividades econémicas mundiais. No Brasil, das diferentes atividades industriais, destacam-se as
de alimentos, e delas as de laticinios que segundo Carvalho (2010), participa com
aproximadamente 10% do faturamento total da industria de alimentos. De acordo com Embrapa
(2010) o Brasil é o sexto maior produtor mundial de leite e futuramente pode se tornar um dos
maiores exportadores de produtos lacteos. Para que isso aconteca, as industrias de laticinios
terdo que adotar tecnologias que aumente a eficiéncia da producdo e sustentabilidade com os
recursos naturais utilizados, bem como o controle e tratamento dos residuos gerados na
producdo, o que resultard na maior valorizacdo do produto e favorecera a competividade nos
mercados externos.

Segundo, Gandra (2019) o Parana com uma producdo de 4,4 bilhdes de litros de leite
em 2018 tornou-se o segundo maior produtor de leite do Brasil, o que favoreceu o crescimento
de 1,6% na producdo brasileira de leite, alcancando 33,8 bilhdes de litros. Diante disso, as
regides Sul e Sudeste lideram a produgdo nacional.

Por apresentar caracteristicas nutricionais importantes como proteinas, carboidratos,
gorduras, sais minerais e vitaminas, além de promover o desenvolvimento de microrganismos
importantes para o sistema digestério, o leite e seus derivados estdo fielmente presentes na
alimentagdo humana o que faz a demanda de sua producdo aumentar a cada ano (SOUZA et al.,
1995).

O aumento de producdo industrial estd diretamente relacionado ao aumento de
geracao de residuos, assim como as demais atividades industriais, as de laticinios também
acabam por impactar o ambiente, pois nela hd um grande consumo de 3agua, utilizada
principalmente para a limpeza de equipamentos e a prépria producdo que resulta em uma maior
geracgdo de efluentes (RAMJEAWON, 2000). Para cada litro de leite produzido sdo gerados em
média 11 litros de residuos com alta carga organica, constituida principalmente de gorduras,
s6lidos suspensos e nutrientes com grande potencial poluidor (BRIAO et al., 2015). Tais residuos
alteram drasticamente o ambiente, principalmente os corpos hidricos.

Para minimizar o efeito poluidor das industrias de laticinios, é necessario a adogdo de
medidas que garantam a diminuicdo no consumo de agua e de tecnologias eficientes de
tratamento de efluentes e residuos produzidos antes de serem langados no ambiente, evitando
assim, maiores danos.

Uma alternativa eficiente de tratamento de efluentes e que tem se destacado é a
utilizagdo de biorreatores a membrana (BRM) que consiste num sistema semelhante ao de lodos
ativados convencional com a substituicdo da etapa de sedimentacdo pelo processo de filtracdo
em membranas. Isso faz com que os sélidos sejam removidos em um menor periodo e com
melhora na qualidade do efluente produzido (JUDD et al., 2006; HO et al., 2017).

Embora existam diferentes tecnologias de tratamento de efluentes que atendam as
normas estabelecidas de cada pais, apenas andlises quimicas ndo retratam plenamente os
impactos ambientais causados pelos poluentes, pois ndo demonstram os efeitos sobre os
ecossistemas. Os testes bioldgicos alcangam uma maior amplitude, pois conseguem detectar a
capacidade de um agente tdxico, puro ou em mistura, de causar efeitos prejudiciais aos
organismos vivos. Os bioensaios determinam com precisdo os efeitos nocivos causados pela
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amostra em contato, porém nao identificam quais os componentes toxicos presentes sao
responsaveis pelas alteracdes (MAGALHAES e SILVA FILHO, 2008).

Rodrigues et al. (2009) descreve que os testes com resultados exclusivamente quimicos
apresentam limitacdes devido ao fato de que efluentes industriais apresentam uma
variabilidade muito grande de componentes e a¢cdes como sinergismo e antagonismo acabam
por prejudicar os resultados. Além disso, algumas substancias conseguem ser téxicas aos
organismos vivos mesmo quando estdo em concentra¢Bes abaixo dos limites de detecgdo
analitica. Portanto, testes bioldgicos e fisico-quimicos ao serem aplicados juntos, de uma forma
integrada, melhoram a representatividade e eficiéncia das analises.

Organismos vivos em contato com agentes ambientais tdxicos podem sofrer
modificacdes a nivel celular e molecular, como alteracdes na estrutura do DNA, resultando em
aberra¢des cromossdmicas e/ou quebras na molécula as quais podem comprometer o seu
desenvolvimento ou até mesmo causar a sua morte. Muitos desses efeitos também promovem
mutacdes que impossibilitam a célula de exercer suas fungdes vitais bdsicas e interferem nos
processos de divisdo celular. Tais substancias sdo conhecidas como genotdxicas ou
carcinogénicas (COSTA & MENK, 2000). Muitos organismos de espécies diferentes tém sido
utilizados em bioensaios com o objetivo de analisar o potencial de genotoxicidade de diferentes
substancias (FERNADES, et. al. 2005).

A utilizagdo de raizes vegetais em ensaios toxicoldgicos se torna muito util visto que tais
estruturas, na grande maioria dos casos, sdo as primeiras a entrarem em contato com as
substancias quimicas que eventualmente estdo presentes no ambiente. O sistema de
monitoramento ambiental utilizando analises citolégicas do meristema apical de raizes constitui
um método sensivel e rapido para avaliagGes. Essas avaliagdes podem ser realizadas através de
observagdes macroscopicas onde se analisa o nivel de crescimento radicular e visualizacdes a
nivel microscépio com estudo das células em divisdo o que contribui com informagGes e um bom
detalhamento tanto de forma quantitativa como qualitativa (FISKESJO, 1988).

Os organismos da espécie Allium cepa, considerados excelentes bioindicadores
toxicoldgicos, tém sido amplamente utilizados para andlises de genotoxicidade de diferentes
substancias, pois apresentam uma boa confiabilidade nos resultados, podem ser avaliados
durante o ano inteiro e apresentam homogeneidade tanto genética como fisioldgica (FISKESJO,
1985; MA et al. 1995; ROA et al. 2012; LEME & MARIN- MORALES, 2008). Ressalta-se, também,
que Allium cepa apresenta cariétipo (2n=16) e tamanhos de cromossomos satisfatorios para
estudos citogenéticos. Com essas caracteristicas as alteracbes cromossémicas podem ser
facilmente observadas e analisadas (GRANT, 1999).

Alteragdes no indice mitdtico e anormalidades citoldgicas do ciclo celular de células
meristematicas de raiz de Allium cepa foram descritas em diversos trabalhos de monitoramento
de poluentes em recursos hidricos (AMARAL et al., 2007; ATHANASIO e RIEGER, 2014; BARBOSA,
2008; MACEDA et al., 2015) e em efluentes industriais (CARITA e MARIM-MORALES, 2008;
ALVIM et al., 2011; MATSUMOTO et al., 2006).

Diante disso, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar os possiveis efeitos genotdxicos do
efluente resultante da produc¢do de laticinios na sua forma bruta e apds diluicdes em agua
destilada, através de andlises mitdticas detalhadas de raizes de Allium cepa expostas a tais
efluentes.

376



Scientific Journal ANAP

ISSN 2965-0364, v. 01, n. 02, 2023
Edicdo Especial - ANAIS do Il Férum Online de Educagao, Meio Ambiente e Sustentabilidade

Metodologia

O efluente em estudo foi fornecido por uma Industria de laticinio estado do Parana.
Para analise da toxicidade desse efluente foram utilizados como organismos-teste bulbos de
Allium cepa adquiridos de produtores rurais de cebolas organicas. Foram selecionadas doze
cebolas de tamanhos e pesos semelhantes para a montagem do experimento. Cada bulbo foi
colocado em um recipiente de vidro e suas regides meristematicas expostas a agua destilada
por um periodo de 96 horas para que novas raizes germinassem e atingissem cerca de dois
centimetros para serem expostas aos diferentes tratamentos.

Apds a germinacdo em agua destilada e o surgimento de novas raizes, os bulbos de
Allium cepa foram divididos em cinco grupos de trés organismos e expostos aos diferentes
tratamentos por 48 horas. Um grupo foi exposto ao controle negativo (agua destilada), outro ao
controle positivo (dicromato de potéssio 1,40 mg.L?), outro ao efluente bruto, outro ao efluente
(50%) diluido em agua destilada e outro efluente (10%) diluido em agua destilada. Apds 48
horas, as solucdes foram descartadas e todos os tratamentos expostos novamente a agua
destilada por 24 horas para recuperagdo. Apds esse periodo, as raizes de cada exemplar de
Allium cepa foram coletadas com um tamanho de aproximadamente 2,0 cm e colocadas em
solugdo fixadora composta de alcool e dcido acético em uma proporgdo de 3:1 (v/v) por 24 horas
a temperatura ambiente e depois transferidas para frascos contendo 4dlcool 70% e
acondicionadas em freezer até o momento das analises. Para as analises citoldgicas, as raizes
foram hidrolisadas em solucdo de HCL 1N em estufa a 80°C por oito minutos e depois lavadas
em agua corrente e colocadas em frascos com alcool 70% para a montagem das laminas. Foram
escolhidas aleatoriamente trés raizes de cada bulbo de cada ensaio. As laminas foram
confeccionadas pela técnica de esmagamento e coradas com carmim propiénico 1%. Para a
realizacdo do indice mitdtico, 1000 células por raiz foram analisadas para contagem das fases
mitéticas, e para andlise das fases da divisdo, uma média de 50 células por fase em cada raiz,
com registro do percentual de anormalidades em cada ensaio. Todas as anormalidades foram
consideradas e fotografadas com fotomicroscdpio Olympus. Os dados foram submetidos a
anadlise de agrupamento hierarquico a partir da distancia euclidiana e ligagao simples. As analises
foram feitas com o software RStudio, versao 4.0.2, pacotes MASS, cluster e ggplot2.

Resultados e Discussoes

As andlises citoldgicas revelaram anormalidades mitdticas variadas em todos os
tratamentos com frequéncias distintas (Tabela 1). Nota-se que os tratamentos com o efluente
apresentaram porcentagem de anormalidades semelhantes e estatisticamente mais préximas
dos resultados encontrados no controle positivo, uma vez que na andlise de agrupamento
hierarquico observou-se a formacgao de dois grupos distintos, o primeiro formado pelo controle
negativo e um segundo agrupamento constituido pelo controle positivo, efluente bruto, e
efluente diluido em 50 e 10% (Figura 1), indicando com isso, citotoxicidade do efluente analisado
mesmo em diluicBes. Segundo Araujo et al. (2016) a composi¢do quimica dos residuos
resultantes dos processos industriais é variada e pode conter inUmeros elementos tdxicos e
recalcitrantes. Para as industrias de laticinios, os residuos produzidos sdo considerados muito
poluentes por apresentar elevado teor de matéria orgénica além de conter produtos quimicos

377



Scientific Journal ANAP

ISSN 2965-0364, v. 01, n. 02, 2023
Edicdo Especial - ANAIS do Il Férum Online de Educagao, Meio Ambiente e Sustentabilidade

como detergentes, solucdes acidas e alcalinas resultantes dos processos de higienizagdo dos
maquindrios utilizados na industria (AZZOLINI e FABRO, 2013).

Tabela 1 - Numero de células analisadas e porcentagem de anormalidades por fase da mitose e porcentagem total
de células anormais nos diferentes tratamentos.

Profase Metafase Anafase Telofase
Total de
Total de ,
Tratamento Ne de células N de células N de células Ne de células Células Celulas'
analisadas- analisadas- analisadas- analisadas- Analisadas Anormais
(%) anormais (%) anormais (%) anormais (%) anormais (%)
Controle
Negativo 450-1,11 450- 3,11 450-1,33 450-0,88 1800 1,61
Controle
Positivo 450 - 4,00 450 - 20,88 450 - 23,77 450 - 18,22 1800 16,72
Efluente bruto 450 - 2,66 450- 10,66 450 - 20,44 450 - 14,22 1800 12,00
Efluente 50% 450-1,77 450 - 8,88 450 - 18,88 450- 12,00 1800 10,38
Efluente 10% 450- 3,11 450 - 8,66 450- 19,11 450- 13,11 1800 11,00

Fonte: Autor.

Figura 1 Andlise de agrupamento hierarquico da matriz de porcentagem de células anormais do efluente da

industria de laticinios BRUTO (EF), diluido em 10% (E10%) e 50% (E50%), e controle negativo (CN) e positivo (CP).
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Fonte: Autor.

Em relagdo a frequéncia de anormalidades mitéticas por fase da divisdo, pode-se notar
que as anafases do controle positivo e de todos os ensaios envolvendo o efluente apresentaram
maiores indices de alteragGes quando comparadas as demais fases (Tabela 1).

Dentre as anormalidades mitéticas encontradas destacam-se a formacdo de
micronucleos, as relacionadas com a segregacdo irregular de cromossomos e aderéncia
cromossOmica (stickness). O poder genotdxico do efluente estudado pode ser identificado com
o aparecimento de micronucleos em préfases e teldfases (Figuras 2a, i, m), responsaveis pelo
aumento da frequéncia de anormalidades quando comparado com o controle negativo.
Segundo Ribeiro et al. (2003), substancias genotodxicas sdo capazes de induzir danos em células
parentais, como quebras na molécula de DNA que resultam em fragmentos cromossémicos que
nao sao incorporados no nucleo principal das células filhas apds a mitose. O resultado desse
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fendmeno é a formagdo de micronucleos contendo pequenos fragmentos de DNA dispersos no
citoplasma. Tais anormalidades sdo vistas principalmente nas tel6fases e podem, também,
serem resultantes de fragmentos cromossOmicos acéntricos, originados de quebras
isocromatidicas, cromatidicas ou de disfun¢ées do fuso mitdtico.

Erros de polimerizacdo de microtubulos também s3o responsaveis pela formacao de
micronucleos. Binsfeld et al. (2000) induziram a formacdo de micronucleos em protoplastos de
girassol com o uso de herbicidas que apresentam componentes quimicos que formam
complexos com dimeros de tubulina e induzem a polimerizacdo anormal das fibras do fuso.
Vdrios autores descrevem a acdo de poluentes que impedem a normal polimerizacdo dos
microtubulos e induzem a separagdo dos cromossomos em metdfase, e neste caso, levando a
formacdo de micronucleos sub-dipléides, ndo com fragmentos, mas sim com um ou mais
cromossomos inteiros (MOREJOHN et al., 1987; FALCONER e SEAGULL, 1987). Neste trabalho
foram observadas a formac¢do de cromossomos inteiros fora da placa equatorial da célula em
metafase (Figura 2b, d) e fora do eixo de segregacdo em anafase (Figura 2e) indicando possivel
efeito aneugénico do efluente na polimerizacdo dos microtubulos.

Figura 2 - Aspectos citoldgicos da mitose em raiz de Allium cepa observados nos diferentes tratamentos. a) Préfase
com microntcleo. b) Metafase com cromossomos em ascensdo precoce. c) Metafase com fragmentos de
cromossomos no citoplasma. d) Metafase com cromossomos fora da placa equatorial da célula. e) Anafase com
cromossomos fora do eixo de segregagdo. f) Anafase com cromossomos em segregacdo precoce. g) Anafase com
pontes cromossOmicas. h) Anafase com fragmento cromossémico. i) Tel6fase com microndcleos. j) Teléfase com

pontes cromossOmicas. |) teléfase com ponte fragmentada. m) Tel6fase com microntcleo

-

v

Fonte: Autor.

Como descrito neste trabalho, Oliveira et al. (2013), através do teste de micronucleos
em Allium cepa, encontraram um considerado nivel de toxicidade de efluente de laticinio
evidenciado pela frequéncia de microntcleos observada nas analises de amostras de um rio que
recebe rejeitos de uma industria de laticinios.
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Outras anormalidades observadas, que também contribuem para a formacgdo de
fragmentos cromossémicos e micronucleos no citoplasma, sdo as pontes cromossémicas em
anafases e teldéfases (Figuras 2g, j e |) resultantes de aderéncia cromossOmica (stickiness). Trata-
se de uma adesao fisica irregular entre as proteinas que compdem a estrutura dos cromossomos
e que segundo Cabaravdic (2010) pode ser resultado da degradacdo do DNA causada pela
toxicidade de diferentes substancias.

A formacdo de pontes cromossémicas por aderéncia entre os cromossomos pode levar
a uma ma segregac¢ao das cromatides durante a andfase. Com a continuidade da segregacao,
essas pontes podem se romper em qualquer ponto da molécula (Figura 2I) e resultar na
formacao de fragmentos cromossémicos (Figuras 2c, 2h) que contribuirdo para a formacao de
micronucleos ou serdo perdidos pela célula. Quaisquer que sejam os destinos dos fragmentos,
tal anormalidade representa perda de material genético pela célula resultando em aneuploidia
(FISKEJO, 1985). Formagdo de pontes seguida de quebra em cromossomos ou cromatides
indicam o potencial clastogénico dos compostos presentes no efluente (TKALEC, et al., 2009;
MACHADO, 2013).

Em relacdo a segregacdo dos cromossomos, foram observadas em grande frequéncia,
guando comparadas ao controle negativo (Tabela 1), a ascensdo precoce de cromossomos em
metafase e anafase (Figuras 2b, f) e cromossomos ndo congressados na placa equatorial da
célula (Figuras 2d, e). Diferentes poluentes podem interferir na formacdo e organizacdo dos
fusos mitéticos, prejudicando a movimentacdo e organizacdo dos cromossomos na placa
metafasica da célula, comprometendo todo o andamento da divis3o celular (FISKESIO, 1985;
HOSHINA, 2005). Tais anormalidades segregacionais também podem contribuir para a formacao
de micronucleos onde sua presenga pode representar um processo natural, mas a exposi¢do a
agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e de agentes aneugénicos (que induzem a
segregacdo cromossdmica anormal) podem aumentar sua frequéncia (PAZ et al. 2013;
MACGREGOR et al. 1987; HAYASHI et al., 1994).

Andlises do indice mitético (IM) revelou similaridade entre os controles e os
tratamentos com efluente (tabela 2). Segundo Souza (2006), a reducdo do IM em raizes expostas
a efluentes esta diretamente relacionada a presenga de substancias citotéxicas. No presente
trabalho ndo encontramos diferencas significativas do IM nos diferentes tratamentos.

Tabela 2. indice mitético dos diferentes tratamentos

Tratamento Numero de células analisadas Numero de células em divisao  (%)células em divisdo
. 9000 263 2,92
Controle negativo
. 9000 258 2,86
Controle positivo
9000 261 2
Efluente Bruto 20
9000 207 2,30
Efluente diluido 50%
9000 198 2,20

Efluente diluido 10%)

Fonte: Autor.

Embora o IM ndo tenha revelado resultados que indiquem toxicidade do efluente em
estudo, as andlises citoldgicas da divisdao mitética revelaram incidéncia de anormalidades
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maiores que o controle negativo e semelhantes ao controle positivo o que demonstra, através
dos achados citolégicos, potencial genotdxico do efluente. Diante disso, teste de toxicidade com
o uso de Allium cepa demonstrou eficiente na caracterizacdo da toxicidade do efluente em
estudo, através dos resultados das frequéncias de anormalidades mitéticas encontradas. Apesar
dos resultados, essa metodologia ndo possibilita identificar qual ou quais substancias presentes
no efluente foram as responsaveis pelas anormalidades observadas, mas revela a necessidade
de um tratamento adequado desse rejeito antes de seu destino final.
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