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RESUMO 

Os ensaios biológicos realizados em laboratórios de pesquisa exigem água purificada, todavia, não 

há uma padronização para bioensaios ecotoxicológicos. Assim, avaliou-se os potenciais 

toxicogenéticos e mutagênicos de quatro diferentes amostras de água, identificando qual a melhor 

escolha para bioensaios toxicogenéticos. Sementes de Allium cepa Linnaeus 1753. foram 

germinadas em água destilada, água ultra pura, água mineral e de água abastecimento potável. 

Foram avaliadas os potenciais: fitotóxico por meio da porcentagem de germinação e crescimento 

radicular, citotóxico por meio das análises do ciclo celular, genotóxico pela avaliação das 

alterações cromossômicas e nucleares, e o potencial de mutagencidade por meio da análise de 

células com micronúcleo. Os resultados obtidos foram expostos por média e desvio padrão e 

submetidos a ANOVA, seguida do teste de Tukey. Os resultados foram negativos para toxicidade, 

genotoxicidade e mutagenicidade, todavia, por ter maior grau de pureza, sugere-se que a água ultra 

pura seja a melhor opção para bioensaios laboratoriais. 

PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicologia, mutação, Allium cepa L, água potável. 

 

ABSTRACT 

Biological tests carried out in research laboratories require purified water, but there is no 

standardization for ecotoxicological bioassays. Therefore, the toxicogenic and mutagenic potential 

of four different water samples was evaluated to identify the best choice for toxicogenic bioassays. 

Allium cepa Linnaeus 1753, seeds were germinated in distilled water, ultra-pure water, mineral 

water and drinking water. The potential for phytotoxicity was evaluated by means of the percentage 

of germination and root growth, cytotoxicity by means of cell cycle analysis, genotoxicity by 

assessing chromosomal and nuclear alterations, and the potential for mutagenicity by means of 

micronucleus cell analysis. The results obtained were presented as means and standard deviations 

and subjected to ANOVA, followed by the Tukey test. The results were negative for toxicity, 

genotoxicity and mutagenicity; however, as it has a higher degree of purity, it is suggested that 

ultra-pure water is the best option for laboratory bioassays. 
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INTRODUÇÃO 

 

A água utilizada para fins laboratoriais, requerem pré-requisitos de excelência, como o 

seu processo de purificação. Muitos minerais presentes em sua composição, como potássio, cloro 

e cálcio, podem limitar o seu uso em determinados processos, afetando a qualidade dos sistemas 

teste1,2. Mediante isso, alguns métodos são empregados em rotinas de pesquisa3, de modo que a 

qualidade dos recursos hídricos responda a parâmetros de referência. 

De acordo com o Decreto-Lei nº 7.841, de 08/08/1945 que estabelece o código das águas 

minerais, considera-se água mineral aquela oriunda de fontes naturais ou artificialmente captadas 

e que possuam propriedades físico-químicas distintas das águas comuns, apresentando elementos 

e sais minerais em sua composição4. Água de abastecimento potável (ABP) do município de 

Vitória, Espírito Santo, possui qualidade assegurada pela Companhia Espírito-santense de 

Saneamento, que garante atender aos rigorosos padrões de potabilidade estabelecidos pelo 

Ministério da Saúde5. Ela é a base para a produção das demais qualidades de água produzidas em 

laboratório6. 

O processo de destilação consiste no aquecimento da água, até que atinja o ponto de 

ebulição, transformando-se em vapor, que é resfriado, voltando novamente ao estado líquido, livre 

de substâncias e impurezas7. Ela é utilizada em preparações laboratoriais8,9, e também em 

protocolos oficiais de pesquisa, como os da Empresa brasileira de pesquisa agropecuária10. A água 

ultra pura é um líquido de elevado nível de pureza, usada em aplicações laboratoriais 11-14 livre de 

endotoxinas e possui um número iônico equilibrado15. É utilizada em bioensaios que requerem 

protocolos de altíssima pureza3. 

O sistema Allium cepa Linnaeus 1753 é um importante bioensaio reconhecido para análise 

e monitoramento ambiental, que permite avaliação da toxicidade de uma substância, por meio de 

análises do crescimento radicular e os danos causados a célula, como alterações cromossômicas, 

surgimento de micronúcleos e desordens do ciclo mitótico9. Esse método exige o uso de água tanto 

para a preparação dos tratamentos quanto para o grupo controle, no entanto, não há um protocolo 

específico sobre o tipo de água a ser utilizado, apenas protocolos de uso geral3. 

Dessa maneira, fez-se necessário avaliação dos quatro diferentes tipos de água: água 

mineral, ultra pura, destilada e de ABP, a fim de avaliar qual dos solventes apresenta menor 

potencial genotóxico e mutagênico para não interferência dos resultados no sistema A. cepa L. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram utilizadas 4 tipos de amostras de água, água mineral da marca (lote ES23061409), 

água de ABP do município de Vitória, Espírito Santo, água destilada, e água ultra pura. 

Como organismo teste, o modelo vegetal utilizado neste estudo foi a A. cepa L, de variedade 

baia periforme e lote 153901, sem tratamento. O experimento realizado seguiu de acordo com a 

metodologia de Aragão et al.9, onde foram distribuídas 30 sementes em placas de petri, forradas 

com papel filtro e adicionados as amostras de água, permanecendo até o tempo de germinação de 

4 ciclos celulares (96 horas) à temperatura de 24ºC. Para cada amostra, foram preparadas 10 

repetições de cada. 

Após aproximadamente 96 horas (4 ciclos celulares) de exposição, na temperatura de 

aproximadamente 24º C, foi realizada a contagem do número de sementes germinadas para 

determinação da porcentagem de germinação. Para o crescimento radicular, as raízes foram 

mensuradas com auxílio de paquímetro digital e posteriormente fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: 

ácido acético), por 24 horas para análises citogenéticas9. 

Os testes de A. cepa L foram realizados para avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade das amostras de água. 

Para a análise do ciclo celular as raízes fixadas foram lavadas em água destilada, para retirada 

do fixador e hidrolisadas em HCl 1M à 60 ºC por 8 minutos, seguindo o método de Feulgen16, onde 

as raízes foram coradas em reagente de Schiff, por 2 horas em local escuro17. Após o procedimento 

de coloração, as lâminas permanentes foram preparadas pela técnica de esmagamento suave, 

conforme realizado por Aragão et al.18, utilizando 1 meristema para cada lâmina, com uma gota de 

carmim acético 2% para evidenciar o citoplasma. Após essa etapa, para confecção de lâminas 

permanentes, as lâminas foram imersas em nitrogênio líquido para retirada das lamínulas, e 

finalizadas com verniz9.  

Foram analisadas 500 células por lâmina e 10 lâminas por tratamento, totalizando 5000 

células por procedimento, de acordo com a metodologia adotada por Aragão, et al.9. A 

Citotoxicidade das águas foi determinada pelos seguintes parâmetros: Índice mitótico (IM) e 

porcentagem de cada fase da mitose (prófase, metáfase, anáfase e telófase). A genotoxicidade foi 

avaliada pela: porcentagem de alterações cromossômicas (AC) e alterações nucleares. 
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Para a genotoxicidade, foram consideradas alterações cromossômicas nos estágios da divisão 

celular como: C-metáfase, anáfase multipolar, atraso, aderência, ponte e perda cromossômica e 

alterações nucleares como: núcleo lobulados, portadores de brotos, células. 

Para mutagenicidade foi considerada a presença de micronúcleo. Os cálculos para análise do 

índice mitótico, genotoxicidade e mutagenicidade seguiram a metodologia de Aragão, et al.18. 

Os resultados obtidos foram expostos como média ± desvio padrão. Os dados foram 

submetidos à ANOVA, seguida do teste de Tukey, por meio do software InfoStat. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados observados mostraram que não ocorreu inibição da germinação e do 

crescimento radicular dos meristemas de A. cepa L (Figs. 1 e 2). Os valores observados para 

porcentagem de germinação das sementes foram próximos entre as amostras, não apresentando 

diferença significativa, contudo, a água ultra pura apresentou o maior resultado. O crescimento 

radicular também não mostrou diferença, todavia, a água destilada apresentou o maior valor para 

este parâmetro. A inibição do crescimento da raiz expressa a toxicidade de um elemento, pois, o 

contato da semente com a água promove a divisão celular, que possibilitará o crescimento radicular, 

porém, quando esta possui elementos tóxicos, a divisão será inibida, afetando o alongamento da 

raiz19. 

Figura 1. Crescimento radicular das raízes de A. cepa L germinadas nos diferentes tratamentos de 

água: água ultra pura, água de ABP, água mineral e água destilada. As colunas contendo letras 

iguais não diferem estatisticamente no nível de normalidade de 5% de significância, pelo teste 

Tukey. 
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Apesar das amostras de água não diferirem estatisticamente, as sementes germinadas em 

água ultra pura apresentaram os maiores valores de porcentagem de germinação (Figura 2). Por 

não interferir no crescimento das raízes e não apresentar mutagenicidade e toxicidade, como 

corroborado com de Almeida et al.20, a água ultra pura possui presença recorrente na preparação e 

diluição de soluções e tratamento de controle negativo, como observado em experimentos 

realizados por Zimmermann et al.21 e protocolos oficiais da EMBRAPA10. Esse tipo de água é 

considerada de alta pureza, porém, é provável que seja impossível deixa-la totalmente livre de 

moléculas. Ela pode conter pequenos íons e minerais22 presentes em sua composição, o que pode 

explicar o crescimento e germinação das sementes de A. cepa L neste tratamento. 

Figura 2. Porcentagem de germinação das sementes de A. cepa L germinadas nos diferentes 

tratamentos de água: água ultra pura, água de ABP, água mineral e água destilada. As colunas 

contendo letras iguais não diferem estatisticamente no nível de normalidade de 5% de significância, 

pelo teste Tukey. 

 
 

 

As sementes germinadas em água destilada também não diferiram estatisticamente das 

demais amostras (Figura 2), todavia, apresentaram maior valor de crescimento radicular (Figura 
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ultra pura. Um estudo desenvolvido por Conde et al.23, constatou que este tipo de amostra pode 

provocar extravasamento de eletrólitos, que consiste em um dano celular causado por estresse28 
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No presente trabalho, as sementes tratadas com água mineral apresentaram bons valores 

de germinação e crescimento radicular (Figura 1 e 2), mesmo não diferindo estatisticamente dos 

demais tratamentos, além de apresentarem ausência de toxicidade. Experimentos com água mineral 

como controle negativo também mostraram resultados satisfatórios em sistemas de detecção de 

citotoxicidade e genotixicidade, conforme discutido por Dantas-Terceiro29, da Silva et al.30. Apesar 

de estudos mostrarem resultados satisfatórios com o uso da amostra em tratamentos controle, por 

não possuir nenhum grau de pureza e muitos íons e minerais em sua composição, o seu uso em 

experimentos pode não ser adequado3. 

Na avaliação do ciclo celular, (Tabela 1) não foram observadas alterações significativas 

nas raízes de A. cepa L, o que sugere ausência de toxicidade. As aberrações cromossômicas 

ocorrem quando a estrutura ou o número de cromossomos é alterado31. Avaliando o índice mitótico 

(Tabela 1), não foram observadas alterações significativas. Esse parâmetro indica se as células 

mantém sua divisão ainda que na presença de algum agente, sendo utilizado como parâmetro para 

determinar a citotoxicidade de substâncias31. 

 

Tabela 1. Parâmetros de índice mitótico (IM%) e divisão celular em células meristemáticas de 

Allium cepa L expostas durante 96 h ao tratamento de água ultra pura, mineral, destilada e de ABP. 

Tratamentos Índice mitótico (%) 

Água Ultra pura 26,24 ± 10,84 a 

Água Mineral 39,31 ± 12,56 a 

Água Destilada 36,28 ± 15,20 a 

Água de ABP 41,90 ± 13,50 a 

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si, em nível 

de 5% de significância, pelo teste de Tukey. 

 

Não é comum observar estudos que utilizem a água de ABP em rotinas laboratoriais, devido 

ao seu grau de purificação. Segundo Costa32, a presença de íons inorgânicos, gases e substâncias 

orgânicas de baixo peso molecular a tornam não apropriada para bioensaios. No presente trabalho, 

ela demonstrou não ocasionar danos ao DNA e não inibiu a germinação e o crescimento das raízes 

de A. cepa L (Figuras 1 e 2), porém, ela pode conter microrganismos que não afetarão o ciclo 

celular dos vegetais, mas, acondicionarão a planta à níveis de contaminação32. Estudos realizados 

com amostras de água usadas para consumo doméstico em algumas cidades do Brasil, constatam a 
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presença de coliformes e Escherichia coli, sendo a presença desses organismos em quantidade 

superior à permitida por órgãos regulamentadores34. 

 

CONCLUSÃO 

 

De acordo com os dados obtidos, conclui-se que o uso das águas: mineral, ABP, destilada 

e ultra pura não apresentaram toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.  

Devido à sua composição e menor grau de pureza, as águas ABP e a mineral tornam-se 

menos indicadas para execução de experimentos laboratoriais. A água destilada não interfere na 

germinação e no crescimento de sementes, todavia, em sua composição existem minerais que a 

destilação não é capaz de remover. Sendo assim, devido ao seu alto grau de pureza a água ultrapura 

é a melhor opção para bioensaios vegetais. 
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