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RESUMO - A preocupacdo com a qualidade da &gua esta entre os motivos relacionados ao
crescente consumo de &gua engarrafada. Porém para a agua mineral engarrafada em
embalagens plasticas, é importante considerar se 0 material da embalagem pode afetar a
qualidade da &gua, que permanece por meses envasada, antes do consumo. Um dos compostos
presente em embalagens plasticas (PET) € o antimonio (Sb) um elemento considerado néo
essencial para os seres humanos. E considerado toxico para a satde dos seres vivos, podendo
apresentar carcinogenicidade e mutagenicidade. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar
possiveis efeitos toxicoldgicos de dgua engarrafada mantida em geladeira e agua engarrafada
submetida a exposi¢do solar por meio do bioensaio com Allium cepa. As analises foram feitas
com duas marcas comercializadas no municipio de Realeza, regido sudoeste do Parana. Os
bulbos de Allium cepa foram colocados para germinar, durante 72 horas, na proporgéo de trés
para cada amostra dos pontos de coleta, trés em &gua destilada para pardmetro de controle e
trés em solucdo aquosa de sulfato de cobre 0,0006% controle positivo. Posteriormente, as
raizes foram submetidas ao protocolo de Feulgen com modificacGes, para a confec¢do das
laminas. Foram observadas alteracdes nos valores de indice mitotico e alteracdes
cromossémicas. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica pelo teste do qui
quadrado com confiabilidade de 5% e comprovado os efeitos mutagénicos. Os resultados
indicam que as marcas analisadas quando submetidas a temperaturas acima de 36°C liberam
substancias quimicas que causam intoxicacdo e mutacfes com potencial para causar danos no
genoma. Dos resultados obtidos, podemos concluir que o pléastico quando exposto a
temperaturas acima de 36°C, libera substancias capaz de induzir danos no DNA. O estudo
reforca a necessidade de desenvolver estratégias para conscientizar a populacdo sobre o
armazenamento inadequado da agua envasada, e alertar quanto aos danos que podem ocorrer
no organismo.

Palavras-chave: Bioensaio; Mutagenicidade; PET; antimdnio; temperatura.



1. INTRODUCAO

A agua potavel se caracteriza por ser inodora, sem gosto e transparente sendo de suma
importancia para a manutencao da vida humana, atuando nas funcGes corporais, transporte de
nutrientes para as células e hidratagdo do corpo (MARCINKOWSKA; LORENC;
BARALKIEWICZ, (2017).

No mercado mundial, a preocupacdo com a qualidade da &gua, decorrente da
progressiva poluicdo hidrica, € um dos motivos para o aumento do consumo de &gua
proveniente de fontes minerais (LECLERC; MOREAU, 2002). A associacdo da ingestdo da
agua mineral ao estilo de vida saudavel levou ao aumento do seu consumo. (MAVRIDOU,
1992).

As aguas minerais sdo caracterizadas como obtidas diretamente de fontes naturais ou
artificialmente captadas de origem subterranea (ANVISA, 2005). O elemento predominante
na sua composigédo varia com as rochas e terrenos pelos quais percorre enquanto infiltra-se no
solo, podendo apresentar alteracfes devido as condicBes hidrogeologicas, hidroclimaticas e o
bioma (RESENDE; PRADO, 2008).

O Brasil esta entre os paises que possuem um dos maiores volumes deste recurso
hidrico, que é destinado a diversos fins como irrigacdo, uso domeéstico, abastecimento
publico, turismo, industria e comércio. No que diz respeito ao ultimo, vem se intensificando a
comercializacdo de agua subterrdnea por meio da venda de agua mineral engarrafada, sendo
um produto conhecido pela populacdo como fonte de hidratacdo saudavel por ser proveniente
de fontes seguras e confidveis de 4&gua potdvel (MARCINKOWSKA; LORENC,;
BARALKIEWICZ, 2017).

A agua mineral engarrafada € um produto largamente consumido no Brasil por ser
considerada fonte confiavel de agua potavel. Contudo as embalagens utilizadas pelas
indUstrias, entre outras aplicacdes, para envase de alimentos e bebidas, como a agua mineral
pode ser fonte de contamina¢do (CARNEADO, 2015; JESUS, 2016). A 4gua mineral pode ser
engarrafada em embalagens plasticas e pode permanecer por meses envasada, antes do
consumo. Sendo importante considerar se o material da embalagem pode afetar a qualidade da
agua consumida (MARCINKOWSKA; LORENC; BARALKIEWICZ, 2017).

Os elementos como o antiménio (Sb) e o cromo (Cr) podem ser encontrados no
ambiente de forma natural ou decorrente de atividades antrdpicas, tais como processos
industriais, metalrgicos, bem como em embalagens plasticas, as quais podem entrar em

contato com a &gua, tornando-se fonte de contaminagdo (DAMODARAN; PARKIN;



FENNEMA, 2010). A biodisponibilidade, toxicidade ou essencialidade de Sb e Cr para os
seres humanos esta associada as diferentes espécies e concentracdo desses elementos
presentes no meio (HU; CAI; JIANG, 2016; SAPUTRO, 2014).

Nas embalagens PET € encontrado um composto, o Sb que é um elemento considerado
ndo essencial para os seres humanos por ser é considerado tdxico para a salde dos seres vivos,
relacionado com processos de carcinogenicidade e mutagenicidade. Potencial toxicidade
apresentado pelo Sb tem levado a este elemento ser considerado um poluente prioritario pela
Unido Europeia (PAYAN, 2017). Este elemento pode ser considerado ainda um interferente
enddcrino (IE) (CHOE, 2003). Os IE vém sendo alvo de estudos, pois podem promover
efeitos biologicos nos organismos, alteragdes na funcdo reprodutiva, infertilidade, aumento da
incidéncia de diferentes formas de cancer, além de alteracdes metabdlicas, obesidade, diabetes
e outros desvios de metabolismo, bioacumulacdo e toxicidade cronica (GAMA, 2012;
GHISELLI; JARDIM, 2007).

Assim, possiveis efeitos genotoxicos, mutagénicos e citotoxicos, o teste Allium cepa é
um bioensaio importante de avaliacdo da qualidade da agua. E um teste rapido com muitas
vantagens: baixo custo, facil manipulacdo, cromossomos em boas condicGes para estudo de
danos ou disturbios na divisdo celular, além de ser sensivel e de apresentar boa correlacéo
com outros sistemas de teste. Resultados positivos no teste de Allium cepa devem ser
considerados como um alerta e também um indicativo de que o fator quimico testado pode ser
um risco para a satide do homem (FISKESJO, 1985).

Genotoxicidade refere-se a capacidade de alguns agentes quimicos de danificar a
informac&o genética no interior de uma célula, causando mutagdes ou induzindo modificacoes
na sequéncia nucleotidica ou da estrutura do DNA de um organismo vivo (TEIXEIRA, 2003).

Nas populagdes, podem aumentar a incidéncia de cancer, doencas hereditarias, bem
como aumentar a viruléncia de patdgenos. Os compostos mutagénicos encontram-se
distribuidos na agua, solo e no ar, sdo transferidos e acumulados através das cadeias troficas,
podendo causar danos genéticos ou efeitos genotoxicos nos individuos ou populacbes
(FACHINETTO, 2007).

Assim, esse trabalho tem o objetivo de avaliar efeitos mutagénicos de aguas
engarrafadas em embalagens plasticas (PET), submetidas a diferentes condigcdes de

temperatura.



2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido no periodo de agosto a setembro de 2018, no municipio de
Realeza, localizado na regido Sudoeste do Parand, Brasil. Inicialmente foi realizada uma
consulta nos mercados para saber quais as marcas de agua engarrafadas mais consumidas na
cidade de Realeza e Salto do Lontra, Parana. Foram adquiridas quatro garrafas, duas da marca
Fontana oro e duas da marca Crystal. Uma garrafa de cada marca foi conservada em geladeira
e as outras duas expostas a luz solar em tempo medio de 6 horas diarias de exposicdo. As
amostras eram colocadas as 12;00 horas e retiradas as 18;00 horas da tarde por 7 dias
consecutivos com temperatura variavel de 11 a 32 graus, os testes foram realizados no
Laboratério de Microscopia da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus
Realeza - PR.

Para o Bioensaio utilizou-se os bulbos de Allium cepa L. (cebola comum) de tamanho
uniforme, adquirida em comércio local. Foram colocados em agua corrente durante 1 hora e
posteriormente postas para germinar em agua filtrada ndo-clorada e no escuro. Somente as
bases dos bulbos permaneceram imersas na agua, a mesma sendo renovadas a cada 24 horas.
Apds as raizes alcancarem um comprimento de 15 a 20 mm, foram expostas as amostras das
aguas engarrafadas, pois é nesse periodo que, a proliferacdo celular atinge uma cinética de
equilibrio dindmico.

Para os testes, foram utilizados trés bulbos de cebola, sendo definidos como amostra:
Crystal, em temperatura ambiente; Crystal, exposta a luz solar; Fontana oro, em temperatura
ambiente; Fontana oro, exposta a luz solar; controle positivo; controle negativo, solucao
aquosa de sulfato de cobre 0,0006% controle positivo, e agua destilada como controle
negativo, estas foram fixadas em uma gota de Carnoy | (alcool etilico-acido acético, 3:1) a
4°C, permanecendo uma noite em geladeira.

O controle negativo no caso do teste de A. cepa € a incubacdo da raiz da cebola em
agua destilada, sem tratamento especifico, objetivando-se a analise do crescimento natural do
vegetal, servindo como parametro para estudo de raizes com crescimento.

O controle positivo em teste de A. cepa consiste na incubagdo de raizes de cebola em
solucdo aquosa com substancia de comprovada mutagenicidade, o qual prevé o crescimento
anormal das células meristematicas, funcionando como parametro de agéo genotoxica.

Posteriormente para a preparacdo das laminas, foram retiradas todas e colocadas em

agua destilada por 20 minutos para lavagem e recuperacdo da hidratacdo normal, a seguir
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foram coradas com orceina aceto-cloridrica, aquecidas por trés vezes consecutivas e postas
para descansar durante 30 minutos.

As regides meristematicas das raizes foram individualmente apoiadas sobre a lamina,
cobertas com uma gota de acido acético e as bordas das laminas foram vedadas com esmalte
incolor até a observacdo microscopica. Para as andlises dos pardmetros microscopicos
analisou-se o indice mit6tico (IM); o indice de fases (IF); e as aberragcbes cromossémicas.

Para a andlise estatistica dos dados, utilizou-se o teste do qui quadrado para a

comparacdo dos parametros microscopicos dos pontos de tratamento e controle.

3. RESULTADOS

Na inspecdo visual, as garrafas das marcas analisadas apresentaram-se em perfeitas
condicdes, com lacres integros e com prazo de validade adequado. A agua também estava
dentro do prazo de validade.

Foram analisadas nove mil células para cada ponto de controle (C, 1, 2, 3, 4).

Na tabela 1, o indice mitotico (IM), calculado pelo nimero de células em divisdo /
namero total de células x 100, possibilita avaliar os efeitos citotoxicos.

Foram observados através dos dados obtidos que os valores para as fases interfase em
metafase dos pontos de tratamentos (exposto a luz solar) foram menores que o ponto controle
(mantido em geladeira). As fases préfase, anafase e tel6fase dos pontos de tratamentos foram
maiores que o ponto de controle. Para isso, define-se controle as aguas mantidas em geladeira
e tratamento as aguas que foram deixadas & exposicao solar. Células citotdxicas tém o poder
de destruir outras células através da liberacdo de substancias nocivas, assim sendo ndo causara

nenhum efeito toxico ao organismo de seres Vivos.

Tabela 1. Valores dos indices Mitéticos obtidos para os tratamentos.

Aguas analisadas NUmero Células
de células em P M A T IM
analisadas Interfase
Controle 9.000 4.792 98 1908 1598 11 40,16
1-Agua Crystal controle 9.000 4.948 3.485 108 14 29 40,40
2-Agua Fontana 9.000 5.253 3.398 54 26 27 39,09
controle
3-Agua Crystal 9.000 4.689 3.682 37 36 27 42,02
tratamento
4-Agua Fontana 9.000 5.181 3.244 40 24 39 37,18
tratamento

Controle- Agua mantida em geladeira Tratamento- Agua exposta & luz solar
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Na tabela 2 consta o indice de fases (IF) ou potencial genotéxico que foi calculado da
seguinte maneira: IF = numero de células em divisdo/numero total de células contadas x 100.
Nos pontos de tratamento 2 (fases Profase anormal e Anafase anormal) e 3 (Metafase anormal
e Anafase anormal) os valores foram mais baixos que o ponto controle, e os demais IF dos

tratamentos apresentam valores maiores que o ponto controle.

Tabela 2. Valores dos indices de Fases (IF), obtidos para cada tratamento, controles negativo

€ positivo.
Agua mineral Sem exposicao ao sol Com exposicao ao sol
Crystal 3,48 2,24
Fontana 1,53 3,61
Controle positivo 4,87 4,87
Controle negativo 3,48 3,48

Os valores para as alteracdes cromossdmicas (AC) ou potencial mutagénico, estdo
apresentados na tabela 3, e foram obtidos por: numero de células em divisao/ nimero total de
células contadas x 100. Nota- se que as AC da &gua mineral Fontana, pontos controles

apresentam maior similaridade com os valores do controle negativo.

Tabela 3. Valores encontrados para 0s micronicleos (MN) com respectivos pontos
analisados.

Agua mineral Sem exposicao ao sol Com exposicao ao sol
Crystal 1,13 1,46
Fontana 1,01 1,63
Controle positivo 3,84 3,84
Controle negativo 4,65 4,65

O resultado do teste estatistico feito nas amostras de agua mineral em garrafas PET
indicou que os indices mit6ticos (IM) apresentaram valores maiores p<0,05 dando resultados
negativo para efeitos citotoxicos. Indice de fases (IF), ou potencial genotdxico tiveram
resultados negativos, ou seja, ndo causam efeito toxico no organismo dos seres vivos. Se 0
resultado apresentar indice mitético inferior a 5% colocaria em risco a satde do consumidor.

Estatisticamente, para a analise de micronucleos os resultados foram inferiores 5%
dando a resultado positivo para mutagenicidade, tais substadncias causam mudangas
prejudiciais no material genético, lesbes nestas células podem ser causadas por agentes
quimicos, provenientes do meio ambiente, radiaces ou resultantes de reagdes quimicas que

ocorrem nas proprias células. Alteragcdes na estrutura do DNA geralmente séo prejudiciais as
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células, prejudicando processos vitais, como a sua funcionalidade e heranca. Estes fenbmenos
podem levar ao desenvolvimento de processos patogénicos e morte celular (KNOLL et al,
2006).

A inducdo de microndcleos, normalmente resulta da quebra de fragmentos de
cromossomos ou comprometimento do fuso, levando a disjuncdo de anomalias
cromossémicas no estagio de anafase. Micronlcleos originados por quebras cromossémicas
sdo decorrentes de uma resposta clastogénica causando danos aos seres vivos (KNOLL et al.,
2006).

4. DISCUSSAO

Os elementos como o antiménio (Sb) e o cromo (Cr) podem ser encontrados no
ambiente de forma natural ou decorrente de atividades antrOpicas, tais como processos
industriais, metalurgicos, bem como em embalagens plésticas, as quais podem entrar em
contato com a agua, tornando-se fonte de contaminacdo (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). A biodisponibilidade, toxicidade ou essencialidade de Sb e Cr para os
seres humanos esta associada as diferentes espécies e concentracdo desses elementos
presentes no meio (HU; CAI; JIANG, 2016; SAPUTRO, 2014).

Nas embalagens plésticas (PET) é encontrado um composto, o antiménio (Sb) que é
um elemento considerado ndo essencial para os seres humanos por ser considerado toxico
para a saude dos seres vivos, podendo apresentar carcinogenicidade e mutagenicidade.
Potencial toxicidade apresentado pelo Sb tem levado a este elemento ser considerado um
poluente prioritario pela Unido Europeia (PAYAN, 2017). Este elemento pode ser
considerado ainda um interferente endécrino (IE) (CHOE, 2003). Os IE vém sendo alvo de
estudos, pois podem promover efeitos bioldgicos nos organismos tais como alteracGes na
funcdo reprodutiva, infertilidade, aumento da incidéncia de diferentes formas de cancer, além
de alteragdes metabdlicas como obesidade, diabetes e outros desvios de metabolismo,
bioacumulacdo e toxicidade crénica (GAMA, 2012; GHISELLI; JARDIM, 2007).

Compostos de Sb sdo empregados nas garrafas plasticas como catalisadores e
pigmentos, na fabricagcdo de embalagens utilizadas para envase de alimentos e bebidas
(MIHUCZ; ZARAY, 2016). A embalagem é um meio de protecdo para produtos alimenticios
e ndo alimenticios, visando garantir a qualidade desses produtos, durante as etapas de
fabricacdo, armazenamento, distribuicdo e consumo. Com relagdo aos produtos alimenticios,

as industrias utilizam, principalmente, embalagens que consistem de materiais como o vidro e
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os polimeros (PAYAN, 2017). Nesse contexto, 0 Sb vem sendo utilizado na inddstria, no
processamento de embalagens plésticas, como o PET.

Uma das preocupacgdes nos ultimos anos refere-se ao uso das embalagens PET para
envase de bebidas. Estudos reportam a presenca de maiores concentracfes de Sb em aguas
envasadas, em comparagdo com aguas naturais (JIANG; WEN; XIANG, 2010). Diante disso,
estudos da presenca de Sb vém sendo realizados em amostras, tais como agua mineral, as
quais sdo amplamente consumidas pelos seres humanos (KERESZTES, 2009). A Legislacédo
Brasileira e 0 Codex Alimentarius estabelecem um limite para Sb em dgua mineral de 5,0 pg
L-1 (BRASIL, 2010; CODEX ALIMENTARIUS, 2011). Os limites de migracdo especifica
(LME) méximo adotado para Sb é 0,04 mg kg-1 para alimentos (Brasil, 2010).

Estudos reportam ainda que Sb podem ser transferidos a partir de embalagens PET
para a &gua mineral, e a migracdo deste elemento pode ser influenciada por diversos fatores,
tais como o tamanho e cor da embalagem PET, o pH, a temperatura, a exposicao solar e 0
tempo de estocagem da agua mineral ( PAYAN, 2017; REIMANN; BIRKE; FILZMOSER,
2012).

Foi avaliado o teor de antimoénio em 132 marcas de agua mineral de 28 paises. Os
resultados mostraram que no Jap&o, duas marcas apresentaram valores iguais ou superiores ao
teor de Sb permitido, que é 2,0 ug L-1. A transferéncia de Sb das garrafas PET para a amostra
de &gua mineral foi avaliada durante seis meses, indicando um aumento de 19% a 90% de Sb
nas amostras de agua mineral, durante o periodo avaliado. Dessa forma, os resultados
indicaram que a lixiviacdo apresenta comportamento variado entre as amostras. Para este
estudo foram determinados apenas os teores totais de Sb nas amostras avaliadas. Outros
estudos descritos na literatura reportam que a lixiviacdo de Sb é maior em temperaturas mais
elevadas, de 40 a 80 °C, apresentando um aumento consideravel acima de 60 °C,
ultrapassando os limites adotados para a legislacdo (REIMANN; BIRKE; FILZMOSER,
2012). Welle e Franz (2011) avaliaram a concentragdo de antimonio (Sb) em amostras de
agua mineral envasada em embalagens plasticas (PET) de diferentes coloracGes, e observaram
gue a migracdo de Sb a partir de embalagens mais escuras € maior em relacdo as embalagens
claras.

Para possibilitar e avaliar os efeitos ou danos que agentes mutagénicos causam, faz-se
necessario que a amostra esteja em constante divisdo mitética, podendo assim identificar os
efeitos toxicos e alteragdes ocorridas ao longo do ciclo celular, e o teste de Allium cepa tem
sido amplamente empregado com esse propdsito (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES,
2003). O indice mitotico e indice de replicagcdo séo usados como indicadores de proliferacéo
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adequada das células, que pode ser medido atraves do sistema teste vegetal de Allium cepa
(GADANO, 2002).

Exemplos de anomalias cromossdémicas encontradas em células das raizes de Allium cepam tratadas com
amostras de aguas comercializadas nos municipios de Realeza e Salto do Lontra, a) pontes anafasica, b) ponte
telofésica, c) anafase multipolares, d) c-metéfase, e) descompactacéo desigual da cromatina, f) microntcleo, g)
stickiness, h) ndo identificada, i) préfase desorganizada, j) metéfase anormal, 1) andfase anormal e m)

micronucleo.

5. CONCLUSAO

Este estudo permitiu avaliar a qualidade das aguas minerais consumidas pela
populacdo, onde o teor de toxinas liberadas pelo plastico ocasiona crescimento anormal, a
acdo inibitdria de substancias genotdxicas sobre os fusos mitoticos de células meristematicas
de A. cepa geram anormalidades no DNA. As amostras que ficaram expostas ao sol tiveram
aumento maior de genotoxicidade em relagcdo as amostras que ficaram em geladeiras, assim
sendo as altas temperaturas levam o plastico a liberar substancias que causam cancer no
organismo humano. Este trabalho teve o objetivo de conscientizar a populagéo sobre os danos
que as substancias toxicas liberadas pelo plastico causam nos seres vivos, contudo espera que
mais estudos sejam desenvolvidos nessa area e pesquisas feitas em como armazenar alimentos

sem 0 uso de embalagens plésticas.
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