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RESUMO

O presente trabalho propos a utilizagdo do processo de bioestimulacdo para reduzir a
toxicidade do LE aerobio, de origem sanitdria, proveniente da ETE da cidade de
Americana/SP, utilizando bagago de cana-de-agticar (BAG) e borra de café (BO) como
agentes bioestimulantes. O estudo foi realizado por meio de dilui¢des do LE nas seguintes
proporg¢des volumétricas: LE+SOLO (S) (3:3), LE+S+BO (3:3:1) e LE+S+BAG (3:3:1), as
quais foram analisadas no tempo inicial (T0) e a cada dois meses da realizagdo processo de
biorremediacdo, por um periodo total de 6 meses, sendo T1 (2 meses), T2 (4 meses) e T3 (6
meses). No tempo inicial, foi avaliado também o LE e o S puros, individualmente. A eficacia
do processo foi avaliada a partir da analise da fitotoxicidade em bioensaio com Lactuca sativa
e do indice de germinagdo, citotoxidade, genotoxidade e mutagenicidade das amostras por
meio do bioensaio de Allium cepa, em células meristematicas ¢ F1. Quanto a fitotoxicidade
em L. sativa, as amostras de LE puro inibiram totalmente a germina¢do de sementes. Ja as
raizes crescidas nas amostras de LE+S, LE+S+BAG e¢ LE+S+BO apresentaram tamanhos
significativamente menores durante os 4 primeiros meses. No entanto, tiveram seus efeitos
atenuados ap6s 6 meses de bioestimulagdo (T3), apresentando crescimento das raizes em
tamanhos semelhantes ao CN. Em TO, as amostras de LE puro e LE+S+BO inibiram
significativamente a germinagdo das sementes de A. cepa. No entanto, esse pardmetro foi
normalizado em T1. Quanto a citotoxicidade, as amostras LE+S e LE+S+BO ocasionaram um
efeito significativo em T2, sendo este efeito também observado para a amostra LE+S+BO em
T3. Todas as amostras induziram genotoxicidade e mutagenicidade nas células meristematicas
do organismo teste em TO, no entanto, nao houve correspondéncia desses resultados para as
células F1, com exce¢do da amostra de LE puro. Para esta amostra, foi possivel verificar uma
fixacdo dos danos observados para as cé€lulas meristematicas nas células filhas (F1),
evidenciando o alto potencial mutagénico deste residuo. Apos dois meses de bioestimulagao,
o potencial mutagénico e genotoxico foi significativamente reduzido para as amostras LE+S e
LE+S+BAG, contudo, ainda foi observado um efeito mutagénico significativo para a amostra
LE+S+BO, o qual foi atenuado apds quatro meses de bioestimulagdo. Desse modo, para o
periodo estudado, o BAG parece se caracterizar como um agente bioestimulante bastante
efetivo na detoxificagdo do LE, pois, apds dois meses de processo, os efeitos
ecotoxicogenéticos da amostra contendo BAG foram atenuados. Portanto, a bioestimulagao
utilizando este composto parece ser eficaz para promover a detoxificagiodo LE, sendo
possivel transforma-lo em um recondicionante de solos e, assim, utiliza-lo na agricultura de
forma a ndo comprometer a saude ambiental.
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A concentragao populacional nos centros urbanos tem causado um grande aumento na
geragao de diversos residuos, que acarretam em graves impactos ambientais quando nao sao
descartados e tratados de maneira adequada. Entre esses residuos, o lodo de esgoto (LE),
resultante do processo de tratamento de efluentes, destaca-se pela sua constituicdo toxica e
por sua crescente produgdo, representando um sério problema ambiental (PATHAK;
DASTIDAR; SREEKRISHNAN, 2009; RATHOD et al., 2008). No Brasil, onde apenas
42,7% do esgoto da populagdo urbana ¢ devidamente tratado (SNIS, 2016), estima-se que a
geracdo de LE, em matéria seca, esteja por volta de 200 mil toneladas por ano (PEDROZA et
al., 2010). No Estado de Sao Paulo, dos 87% de esgoto coletado, apenas 62% deste sdo
tratados (CETESB, 2017), evidenciando uma expectativa de aumento na produgdo deste
residuo. Calcula-se que a quantia de LE produzido seja correspondente a 2% do volume de
esgoto tratado por uma ETE (ANDREOLI, 1999), valor este, diretamente relacionado ao
processo de tratamento empregado, ja4 que quanto mais moderno e eficiente for o tratamento,
maior serd a quantidade de LE gerada, devido a sua maior eficiéncia na remog¢ao de nutrientes
e contaminantes do efluente liquido (CORREA; FONSECA; CORREA, 2007). O tipo de
tratamento aplicado ao esgoto depende de suas caracteristicas fisicas e quimicas, sendo que
em algumas regides do estado de Sdo Paulo, o método mais utilizado ¢ por meio de lodo
ativado, um processo estritamente bioldgico e aerobico (SAO PAULO, 2017).

Atualmente, a maior parte do LE produzido pelas Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETEs) vem sendo descartado em aterros sanitarios proprios. No entanto, esta pratica
representa inumeras desvantagens, uma vez que, além de ser bastante onerosa, também
contribui para a geragdo de gases de efeito estufa, introducdo de microrganismos patogénicos
e compostos toxicos no ambiente, bem como para a ocupagdo e inviabilizacdo de espacgos
uteis que poderiam ser destinados a outro tipo de atividade mais nobre (GRAY, 2010;
WALTER; MARTINEZ; CALA, 2006).

O lodo ativado ¢ formado por diferentes bactérias agregadas, que formam flocos
bioativos que permitem a separacdo entre a biomassa e o efluente tratado (CORDI et al.,
2008). Além de bactérias, a microbiota desse lodo também ¢ composta por protozoarios e
micrometazoarios que agem como bioindicadores (VAZOLLER et al., 1991). A composi¢io
do LE pode variar de acordo com o processo de tratamento utilizado. Um LE tipico contém
40% de matéria organica, 4% de nitrogénio, 2% de fosforo e 0,4% de potassio, além de alguns
micronutrientes como ferro, cobre, zinco ¢ manganés (BETTIOL; CAMARGO, 2000). Por

conter altas concentragdes de matéria organica e macronutrientes, o uso do LE como
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recondicionante de solo na agricultura vem sendo incentivado, pois possibilita uma
reciclagem de nutrientes e uma redugdo do consumo de fertilizantes sintéticos, além de uma
diminui¢do de uma fonte potencial de poluicao (CIFCI; KINACI; ARIKAN, 2013; GIANICO
et al., 2013; MCGEEHAN, 2012; SINGH; AGRAWAL, 2008; ENGWALL; HJELM, 2000).
Entre os beneficios atribuidos a aplicacio de LE ao solo, incluem-se a diminui¢do da
densidade do solo com o aumento da estabilidade dos agregados; aumento da retengdo
hidrica; corre¢do de pH; aumento da porosidade, condutividade hidraulica e elétrica; aumento
dos teores e da retengdo de nutrientes essenciais as plantas; diminui¢ao de processos erosivos;
aumento do carbono organico e do teor de acido humico (SINGH; AGRAWAL, 2008; MELO
et al., 2001).

No entanto, em decorréncia do proprio processo de tratamento do esgoto, o LE tende a
acumular uma ampla variedade de contaminantes, incluindo metais e substincias organicas
toxicas (SHAHBAZI et al., 2017; GIUDICE; YOUNG, 2011; HARRISON et al., 2006), os
quais encontravam-se, originalmente, no efluente liquido. Deste modo, a aplicagdo do LE no
solo pode levar a contaminagdo por compostos organicos como fenodis, benzenos, antracenos,
alquilbenzenos linear sulfonados, etc. (PARAIBA; SAITO, 2005; HOLMSTRUP et al.,
2001), e inorganicos, como alguns metais toxicos, por exemplo, zinco, cobre, niquel, chumbo,
cadmio e mercurio (LOPES et al., 2005), além de introduzir microrganismos patogénicos no
ambiente (CESAR et al., 2008). Portanto, sua aplicacdo em solos agricolas envolve cuidados
especiais para que sejam evitados danos ao ambiente, & saitde humana e aos organismos
expostos (CLARKE; SMITH, 2011).

Com a finalidade de se promover a detoxificacdo do LE e, assim, possibilitar sua
aplicacdo segura em solos agricolas, o processo de biorremediacao vem sendo proposto como
uma tecnologia eficiente e de baixo custo a ser empregada na mineralizagdo de contaminantes
presentes neste residuo (SOMMAGGIO et al., 2018; MAZZEO et al., 2016a; MAZZEO et al.,
2016b; MAZZEQO et al., 2015). Tal processo utiliza-se da capacidade de um consoércio
microbiano, contendo inimeras vias enzimaticas, em metabolizar poluentes e transforma-los
em substancias nao téxicas (BAMFORTH; SINGLETON, 2005). Outro ponto favoravel ¢ que
este processo pode ser realizado em ambientes abertos, ndo estéreis (WATANABE, 2001), o
que facilita a sua implementagdo em larga escala, podendo ser realizado na propria ETE, onde
o LE foi produzido.

A adicdo de agentes estimulantes durante o processo de biorremediagdo pode
favorecer o crescimento dos microrganismos e, assim, contribuir para um aumento da

eficiéncia e rapidez do processo (MAZZEO et al., 2014). O bagago de cana-de-agucar,
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resultante da extracdo do caldo da cana-de-aglicar, apdés esmagamento nas moendas,
representa um dos maiores residuos da agroindustria brasileira, sendo bastante representativo
no Estado de Sao Paulo (TEIXEIRA et al., 2007). Quando empregado em processo de
bioestimulagdo, este material pode atuar como agente descompactante, proporcionando uma
maior aeracdo do sistema, além de ser fonte de carboidratos, o que favorece o crescimento
microbiano (SOMMAGGIO, 2013; PANDEY et al., 2000). Outro residuo bastante expressivo
em termos de producdo, ¢ a borra de café, resultante do preparo da bebida em cafeterias,
restaurantes ou residéncias (CRUZ et al., 2014). Por conter altas concentragdes de nitrogénio,
fosforo e potassio, a incorporacdo deste material ao LE também pode contribuir para o
incremento da populagdo microbiana (MURTHY; NAIDU, 2012; KASONGO et al., 2011) e,
como consequéncia, para o aumento da degradacdo de substancias orgénicas toxicas. Desse
modo, o aproveitamento de residuos agroindustriais e domésticos como agentes estimulantes
¢ bastante interessante, pois possibilita a melhoria do processo de bioestimulagdo sem
acarretar em um aumento nos custos do processo (SELLAMI et al., 2008).

Pelo fato do LE ser considerado uma matriz complexa e pela dificuldade da
identificagdo quimica de todos os contaminantes presentes, o uso de bioensaios vem sendo
proposto para melhor compreender os riscos ecoldgicos associados ao uso de LE em solos,
principalmente por possibilitarem a avaliacdo do efeito sinérgico dos contaminantes e sua
biodisponibilidade para os organismos (ALVARENGA et al., 2007; CHENON et al., 2003).

Em estudos relacionados com a contaminacdo de solos, as plantas se caracterizam
como um importante material bioldgico para a avaliagdo de danos ecotoxicogenéticos
induzidos por contaminantes presentes neste meio fisico, uma vez que o solo € o substrato de
crescimento para a grande maioria delas (WHITE; CLAXTON, 2004). Dentre os vegetais
mais utilizados para avaliagdo da eficiéncia de processos de biorremediagdo, a espécie A. cepa
vem sendo considerada como um excelente organismo teste para este fim (MAZZEO et al.,
2015; MIRANDA et al., 2013; SOUZA et al., 2013; MAZZEO; FERNANDES; MARIN-
MORALES, 2011; MAZZEOQO et al., 2010), destacando-se pela sua facilidade de cultivo e
desenvolvimento do ensaio; exposi¢do direta a amostra a ser testada, incluindo misturas
complexas, sem a necessidade de se realizar procedimentos de extracdo ou pré-tratamento das
amostras; disponibilidade durante o ano todo; alta sensibilidade e boa correlagdo com outros
sistemas-teste, incluindo os de mamiferos (KURAS et al., 2006; MATSUMOTO et al., 2006;
RANK; NIELSEN, 1998; GRANT, 1982). Adicionalmente, as raizes de A. cepa possuem um
meristema que se espalha facilmente nas laminas, facilitando o reconhecimento dos nucleos

celulares e cromossomos em fases mitoticas, aberrantes e/ou normais em microscopio de luz
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(ARAUJO et al., 2015). Além da analise das células meristematicas desse organismo-teste,
também € possivel realizar a andlise de células da geracdo subsequente (F1), a fim de se
verificar se os danos cromossdmicos encontrados nas células meristematicas foram fixados no
organismo, progredindo paraas células F1 na forma de micronucleos (MA et al., 1995).

A alface (Lactuca sativa) também tem sido um organismo vegetal muito utilizado em
ensaios ambientais, sendo considerada uma espécie bastante adequada para a realizacdo de
estudos ecotoxicologicos pela simplicidade e rapidez na execugdo do teste (PALMIERE et al.,
2014). Dentre os parametros de analise, a avaliacio da germinacdo de sementes e de
alteragdes no padrdo de crescimento da radicula e hipocotilo dessa planta vem sendo
recomendada por fornecerem resultados confidveis para mensurar a toxicidade aguda de uma
ampla variedade de amostras (SOBRERO; RONCO, 2004).

A legislagdo brasileira, prescrita no Artigo 11 da Resolu¢do n° 375 do CONAMA, de
29 de agosto de 2006, estabelece uma série de parametros para que o LE de origem sanitéria
possa ser disposto em areas agricolas (BRASIL, 2006). No entanto, o ndo enquadramento do
LE nessas exigéncias inviabiliza o seu uso agricola e prevé o seu descarte em aterros
sanitarios apropriados. Assim, pela expressiva tendéncia de aumento da producao de LE, bem
como pelo seu potencial altamente detrimental ao ambiente, pesquisas que visam desenvolver
metodologias que permitam aproveitar sua alta quantidade de matéria orgénica e nutrientes e,

transforma-lo em um material com potencialidade de uso agricola, devem ser incentivadas.



Objetivos 12

2 OBJETIVOS



Objetivos 13

Frente ao exposto anteriormente, este projeto buscou avaliar a efetividade do processo
de bioestimulagdo de LE aerobio, com o emprego de subprodutos da agroindustria (bagaco de
cana-de-agtcar) e doméstico (borra de café), a fim de se obter, a partir do LE, um aditivo de
solos agricolas. Desse modo, o presente estudo teve como objetivos especificos:

- caracterizar o potencial ecotoxicogenético de amostras de LE aerobio, derivado de
tratamento de efluente sanitario, antes e apos 6 meses de bioestimulagdo, avaliando o processo
a cada 2 meses;

- comparar a eficiéncia do bagaco de cana-de-agucar e da borra de café como agentes
bioestimulantes na tentativa de biorremediacao do LE;

- avaliar o potencial de detoxificagdo do LE, bem como a efetividade do processo de
bioestimulagdo utilizado, em diferentes periodos (2, 4 ¢ 6 meses), por meio de ensaios com L.
sativa ¢ A. cepa;

- comprovar a eficiéncia dos organismos testes A. cepa e L. sativa como uma
ferramenta promissora para deteccdo do potencial toxico de amostras de LE aerobio

bioestimulados.
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3.1 Caracterizacio da Estaciao de Tratamento de Esgoto (ETE)

A ETE escolhida para o fornecimento das amostras de LE foi a ETE Praia Azul,
localizada no municipio de Americana, no interior do Estado de Sao Paulo. O municipio de
Americana estd inserido na Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos - UGRHI 5, a
qual compreende a bacia dos rios Piracicaba/Capivari/Jundiai (PCJ). De todo o esgoto
coletado por esta unidade (91%), apenas 73% recebe tratamento apropriado (CETESB, 2017).

Dentre as ETEs localizadas neste municipio, a ETE Praia Azul ¢ responsavel pelo
tratamento de esgoto sanitdrio proveniente do bairro Praia Azul, atendendo cerca de 20.000
habitantes, apresentando uma vazdo média de 32 L/s (cerca de 83.000 m*/ més). Esta ETE
emprega um processo convencional de tratamento de esgotos, por lodo ativado, incluindo
gradeamento grosseiro e grade fina com removedor automatico tipo rosca-sem-fim, caixa de
areia, valo de oxidagdo circular com aeradores superficiais, decantador secundario,
recirculagdo de lodo, tanque de contato para desinfeccdo por cloro gasoso e centrifuga para
desidratacdo do lodo. O efluente liquido tratado ¢ langado nas dguas da Represa Salto Grande
e o lodo excedente da recirculagdo ¢ descartado, encaminhado a centrifuga para desidratagao
e, posteriormente, destinado para aterro sanitario especifico para residuos ndo inertes (classe
ITA). Atualmente, a ETE gera cerca de 115 m? de LE aerdbio por més, com um teor de s6lidos

em torno de 25% (DAE Americana — comunicagdo pessoal, 2016).

3.2 Descricao e coleta dos materiais

As amostras de LE aerobio, provenientes da ETE Praia Azul, constituiram de amostras
compostas obtidas da amostragem de 3 diferentes campanhas realizadas em dias distintos, a
fim de garantir a representatividade destas.

O bagaco de cana-de-aglicar foi adquirido em industrias sucroalcooleiras, apos o
processo de moagem da cana. Esse subproduto foi triturado grosseiramente e utilizado como
agente descompactante nos ensaios de biorremediacao.

Outro material utilizado foi a borra de café, a qual foi obtida em cafeterias locais e
empregada neste estudo como agente descompactante e estimulante do processo de
biorremediacao.

O solo utilizado para dilui¢ao das amostras de LE foi coletado no Jardim Experimental
da UNESP, Campus Rio Claro, o qual caracteriza-se por sua textura argilosa e condutividade

elétrica de 146,7 uS/cm.
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3.3 Preparo das amostras para os ensaios de biorremediacio

As amostras estudadas foram preparadas utilizando proporgdes volumétricas, ja
pensando na facilidade de extrapolagdo destas medidas quando esta tecnologia vir a ser
utilizada em escala real (por exemplo, 3 cagcambas de LE + 3 cagcambas de solo, etc), como
segue:

- LE +solo (3:3 — v/v);

- LE + solo + bagago de cana-de- agucar (3:3:1 — v/v/v);

- LE + solo + borra de cafe (3:3:1 — v/v/v).

A proporcao de solo e LE escolhida foi baseada em trabalhos prévios desenvolvidos
por este grupo de pesquisa (MAZZEO, 2013; MAZZEO et al. 2015; 2016a; 2016b), os quais
constataram que esta proporcao foi a que melhor respondeu aos ensaios de biorremediacao, ja
que a realizacdo de ensaios com LE puro, sem a adi¢do do solo, mostraram-se muito
demorados e pouco efetivos na diminuic¢do da toxicidade desse residuo.

A umidade das amostras foi ajustada para 70% da capacidade de campo, umidade esta
que garante a a¢do dos microrganismos. Esta umidade foi reajustada a cada semana, para

compensar as perdas por evaporagdo, por se tratar de um sistema aberto.

3.4 Ensaios de biorremediacao para detoxificacio das amostras de LE

A tecnologia empregada na biorremediacdo de LE foi o processo de bioestimulagdo,
visando promover um aumento da biomassa microbiana pela introdugdo de agentes
estimulantes ao sistema (bagago de cana-de- acticar ou borra de cafe).

O processo de biorremediacdo foi desenvolvido em escala piloto, acondicionando as
amostras em caixas de a¢o inox (14 L), mantidas no Jardim Experimental da UNESP de Rio
Claro, em local coberto sob temperatura ambiente. O experimento foi desenvolvido em
triplicata (Figura 1).

Os periodos avaliados foram de 0, 2, 4 ¢ 6 meses. Decorrido cada tempo, uma parte
das amostras foi coletada para a verificacdo do seu potencial toxico, pelo ensaio com o

organismo teste A. cepa, bem como para a preparagdo dos extratos aquosos.



Material e Métodos 17

Figura 1. A. Cuba de inox contendo esferas de vidro, as quais atuam como primeira camada antes da adi¢@o das
amostras; B. Cuba de inox contendo amostra; C. Disposi¢do das amostras para realizagdo do processo de
biorremediacdo em escala piloto, no jardim experimental da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita
Filho”, campus de Rio Claro.

3.5 Obtencao dos extratos aquosos

As etapas para a obten¢do dos extratos aquosos das amostras de LE, bem como das
misturas com solo e agentes estimulantes, antes e apds processo de bioestimulagdo, foram
baseadas na norma NBR 10.006 (ABNT, 2004), que visa o preparo de solubilizados a partir
de residuos solidos. Em suma, os procedimentos consistiram de:

- solubilizacao de 125 g de cada uma das amostras (referente ao peso seco) em 500 mL
de 4gua ultra pura;

- agitacdo constante das solucgdes, em baixa velocidade, por 5 minutos;

- decantagdo do materialem suspensdo, por 7 dias, em frascos cobertos com filme de
PVC, em temperatura de 22 °C;

- coleta do sobrenadante (parte liquida);

- filtragem em membrana com 0,45 um de porosidade.

Os extratos aquosos foram avaliados quanto a sua toxicidade por meio do bioensaio

com L. sativa, a fim de se verificar o potencial risco de contaminagdo dos recursos hidricos
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pela disposi¢ao de LE nos solos receptores, em decorréncia da presenga de compostos toxicos

soluveis em agua.
3.6 Teste de toxicidade aguda com sementes de Lactuca sativa

Este teste foi realizado seguindo os procedimentos propostos por Sobrero e Ronco
(2004). Para a realizagdo do ensaio, foram germinadas 20 sementes de L. sativa (variedade
buttercup) em placas de Petri individuais, contendo papel filtro umedecido com 4 mL de
extrato aquoso de cada uma das amostras. O controle negativo (CN) foi realizado com agua
ultrapura e o controle positivo (CP) com sulfato de zinco heptahidratado (0,005 M -
ZnS04.7H20). As sementes foram dispostas nas placas deixando um espaco uniforme entre
elas para que estas pudessem se desenvolver de modo adequado. Posteriormente, as placas
foram incubadas em BOD, na auséncia de luz, por um periodo de 120 h (cinco dias), a uma
temperatura de 22 + 2 °C. O experimento foi realizado em triplicata, para cada um dos
periodos do processo de bioestimulagao.

Ap6s a incubagdo, foram realizadas as medi¢des do hipocotilo e da radicula de cada
uma das sementes germinadas, com o auxilio de um paquimetro digital (Figura 2).

Os valores obtidos foram analisados estatisticamente por meio do teste Kruskal-

Wallis, a 0,05 de nivel de significancia, utilizando o programa BioEstat 5.1.

HIPOCOTILO

Figura 2. Paquimetro utilizado para medi¢do das raizes de L. sativa, diferenciando hipocoétilo e
radicula.
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3.7 Avaliacio da toxicidade do LE por meio do organismo teste Allium cepa

Para a realizacdo do ensaio, 50 sementes de A. cepa (variedade Baia Periforme;
2n=16) foram submetidas a germinag¢dao em placas de Petri individuais contendo as amostras
brutas especificadas anteriormente. As placas foram incubadas em BOD a 22°C, com
fotoperiodo de 12h, por cerca de 7 dias. Todos os testes com germinagao de sementes foram
realizados em triplicata, apos cada periodo estipulado do processo de biorremediagao.

Decorrido esse periodo, foram contabilizadas as sementes germinadas e as radiculas,
com cerca de 2,0 cm de comprimento, as quais foram coletadas e fixadas em alcool e acido
acético (3:1 — v/v) por 6 h em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a troca por
fixador recém-preparado, para posterior armazenamento das raizes a 4°C, até a sua utilizacdo
na confeccdo das laminas.

Os tratamentos controles negativo e positivo foram realizados em agua ultra pura e em

metilmetano sulfonato a 10 mg/L (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), respectivamente.

3.7.1. Teste de Aberracdes Cromossomicas e Micronticleos (MN)

Este teste foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por Grant (1982), com
algumas modificacdes. As raizes previamente fixadas foram submetidas a trés banhos em
agua destilada, hidrolisadas em HCl 1 N a 60°C por 11 minutos e submetidas & metodologia
de Feulgen. Para o preparo das laminas, os meristemas das raizes e células da regido F1 foram
dispostos em laminas contendo uma gota de carmim acético (2%) e recobertos com laminulas,
sendo, suavemente, esmagados. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as
laminas montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas.

Foram confeccionadas 5 ldminas de cada triplicata, totalizando 15 laminas para cada
tratamento, em cada um dos periodos estabelecidos para a biorremediacao. Para cada lamina,
cerca de 500 células foram contabilizadas, a fim de observar e quantificar as irregularidades
celulares. A analise foi realizada em microscopio de luz, em um aumento de 400X a 1000X.

Para a avaliacdo da eficiéncia do processo de biorremediagdo empregado, foram
considerados diferentes endpoints. O indice de germinacéo, representativo dos efeitos toxico
das amostras, foi obtido pela razdo entre o nimero de sementes germinadas e total de
sementes na placa.

O indice mitoético (IM), obtido pela razdo do ntimero de células em divisdo sobre o

numero total de células analisadas, constituiu o endpoint de citotoxicidade das amostras. A
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figura 3 apresenta as diferentes fases de divisdo celular mitdtica contabilizadas para a espécie
A. cepa.

Foi considerado como endpoint de genotoxicidade, todas as diferentes aberra¢des
cromossomicas observadas, incluindo perdas, quebras, pontes, atrasos e aderéncias
cromossOmicas nas diferentes fases da divisdo celular (profase, metafase, anafase, telofase).
As anormalidades nucleares (broto nuclear, nticleo lobulado, ponte nuclear), analisadas nas
células interfasicas, também foram consideradas como efeito genotdxico. O indice de
genotoxicidade de cada amostra foi obtido pela razdo entre a soma de todas as alteragdes
quantificadas pelo numero total de células analisadas.

A presenga de MN foi considerada como outro parametro de avaliagdo (endpoint de
mutagenicidade). Este indice foi calculado dividindo o total de células portadoras de MN pelo
numero total de células observadas.

O indice mitotico e o indice de genotoxicidade foram avaliados pela contagem das
células do meristema radicular de A. cepa. J4, o indice de mutagenicidade, além de ser
avaliado pela contagem das células meristematicas, também foi quantificado nas células da
regido F1.

A andlise de todos estes parametros foi realizada pela contagem de cerca de 7500
células por tratamento. As analises estatisticas foram feitas por meio do teste de Mann-
Whitney a 0,05 de nivel de significancia, utilizando o programa BioEstat 5.1.

A comprovacdo da efetividade da biorremediagao foi avaliada pela comparagdo entre
os efeitos induzidos por uma mesma amostra, apos seus diferentes tempos de bioestimulacao,

em relacdo ao seu tempo 0, a fim de se verificar a possivel diminui¢ao dos efeitos observados.

® | ! ..\

Figura 3. Fases da divisdo celular mitdtica em A. cepa. A. Interfase;. B. Profase; C. Metafase; D.
Anafase; E. Telofase.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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Os resultados aqui apresentados referem-se as atividades de pesquisas realizadas com
as amostras coletadas nos periodos propostos para a aplicacdo do processo de bioestimulacao,
sendo estes, inicial (T0), dois meses (T1), quatro meses (T2) e seis meses (T3). Neste estudo,
o organismo teste L. sativa foi utilizado para avaliar o efeito fitotoxicos das amostras
contendo LE e, o organismo teste A. cepa foi empregado para caracterizar o efeito do LE em

diferentes niveis, incluindo seu efeito toxico, citotoxico, genotdxico e mutagénico.

4.1 Avaliacao do potencial fitotoxico das amostras em L. sativa

O bioensaio com L. sativa ¢ um dos testes mais comumente utilizados para avaliar
efeitos toxicos de amostras ambientais em plantas (PASCUAL et al., 1997), por isso, neste
estudo, esta espécie foi utilizada como indicador de fitotoxicidade das amostras contendo LE.
No TO, foi possivel observar que o LE puro inibiu totalmente a germinacdo das sementes,
evidenciando seu alto potencial fitotdxico (Tabela 1). Esse mesmo efeito também foi relatado
por Adamcova; Vaverkova e BfousSkova (2016), que observaram uma inibi¢gdo no
comprimento de raizes de Sinapis alba (mostarda-branca) entre 70,45% e 100% quando
germinadas em LEs. Resultados semelhantes foram encontrados por Fuentes et. al. (2006),
onde amostras de 4 tipos de LE submetidos a diferentes tipos de estabilizagdo inibiram
significativamente a germinagdo e o crescimento de raizes de Hordeum vulgare e Lepidium

sativum.

Quanto aos tratamentos LE+S, LE+S+BAG e LE+S+BO, nenhum inibiu a germinagao
das sementes de alface, porém induziram um crescimento de raiz significativamente menor
com relacdo ao CN, apresentando uma diminuicao significativa do comprimento do hipocétilo
e da radicula (Tabela 1). Apds dois meses de bioestimulagdo (T1), todas as amostras
continuaram a apresentar um potencial fitotoxico, mostrando uma redugdo significativa no
comprimento total da raiz e nos tamanhos da radicula e do hipocétilo. No T2, o comprimento
da radicula permaneceu significativamente mais baixo para todas as amostras, enquanto do
hipocétilo foi semelhante ao CN para todas as amostras analisadas. No T3, apos seis meses de
bioestimulagdo do LE, o efeito fitotoxico observado nos demais periodos foi
significativamente atenuado em todas as amostras analisadas (Figura 4), sendo que o
comprimento da radicula e do hipocotilo apresentaram tamanhos semelhantes ou maiores que

do grupo controle (Figura 5). Desse modo, este periodo de bioestimulagdo foi suficiente para



Resultados e Discussdes 23

que todas as amostras avaliadas (LE+S, LE+S+BAG ¢ LE+S+BO) se tornassem inoxias

quanto a fitotoxicidade para L. sativa.

Tabela 1. Comprimento (mm) de raizes em L. sativa expostas a amostras diferentes contendo
LE, no periodo incial (TO0), apos dois meses (T1), apds quatro meses (T2) e apoOs seis meses

(T3) de bioestimulg¢ao.

TO T1 T2 T3
HIP RAD  Total HIP RAD Total HIP RAD Total HIP RAD Total
CN 199+ 276+ 475+ NA NA NA. NA. NA. NA. NA NA NA.
1036 15,55 23,97
CP 06+ 04+ 1= NA. NA  NA.  NA. NA. NA. NA NA NA.
038*  024*  0,61*
S 247+ 26+ 508+ N.A. NA. NA  NA. NA. NA. NA NA NA.
9.26*  12,18*  19,71*
LE NA. NA  NA.  NA. NA. NA. NA NA NA.
A A A
LE+S 104+ 64+ 168+ 73+ 29+ 103+ 164+ 13+ 294+ 276+ 219+ 495+
7,64%  5.6% 12,5% 4,15 243%  50% 783 7,60*  14,49% 1044* 799 18,17
LE+S+ 55+ 14+ 7+ 14+ 98+ 238+ 144+ 81+ 226+ 302+ 244+ 546+
459%  125%  549%  814%  565%  [334% 802 54% 12,82% 133% 11,7 24,52
BAG
LE+S+ 88+ 6+ 149+ 76+ 29+ 105+ 17,1+ 142+ 314+ 361+ 288+ 649=
6,17%  497%  1035% 443%  270*  629* 7,56 14,44% 18,68 119" 10 24,42%
BO

“diminui¢do estatisticamente significativa em relagdo ao CN (p<0,05); *aumento estatisticamente
significativo em relagdo ao CN (p<0,05), N.A.: amostra ndo avaliada para o periodo. HIP: Hipocétilo;
RAD: Radicula; CN: controle negativo; CP: controle positivo; LE: lodo de esgoto; S: Solo; BA:
bagago de cana-de-agticar; BO: borra de café.



Resultados e Discussdes 24

E

E

=]

=

7]

E ‘

5 B RADICULA
S m HIPOCOTILO

Figura 4. Comprimento de raizes de L. sativa expostas a diferentes
misturas de LE, antes (T0) e ap6s 2 meses (T1), 4 meses (T2) e 6 meses
(T3) de bioestimulagdo. *Estatisticamente significativo (p<0,05). Amostra
provocou inibigdo de germinagdo das sementes.

LE+S+BAG LE+S+BO

Figura 5. Comprimento de raizes de L. sativa em diferentes amostras e tempos de bioestimulagio. A.
L+S (TO, T1, T2 e T3); B. L+S+BAG (T0, T1, T2 e T3); e C. L+S+BO (TO0, T1, T2 e T3).

4.2 Avaliacao do potencial fitotoxico das amostras em A. cepa

O ensaio de germinagdo de sementes ¢ um dos testes mais comumente utilizados para
a avaliacdo do potencial toxico de materiais gerados a partir da compostagem de residuos
solidos, visando sua reciclagem na agricultura (KAPANEN; ITAVAARA, 2001), incluindo
para a avalia¢io de lodo de esgoto (ITAVAARA et al., 2010). No presente estudo, o indice de
germinagdo de sementes de A. cepa foi empregado para avaliar a toxicidade inicial (TO) e
apos bioestimulagdo das amostras contendo LE, nos periodos indicados acima. No TO, foi
possivel observar que houve diminuicao significativa da germinacao para as amostras de LE e

LE+S+BO (Tabela 2). Além disso, a amostra LE+S+BO promoveu inibi¢do do crescimento
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das radiculas, as quais apresentaram um meristema radicular bastante reduzido,
impossibilitando a confecgdo de laminas para andlise da citotoxicidade, aberragdes
cromossomicas e nucleares e MN no TO (Figura 6).

Assim como os resultados aqui obtidos, diversos estudos apontam um alto potencial
fitotoxico para amostras de lodo bruto sem tratamento. Estudos realizados por Martins, Souza
e Souza (2016) com sementes de A. cepa submetidas a germinacdo em um LE de origem
anaerdbia e em um biossolido obtido a partir de um LE de origem aerobia e tratado com 6xido
de célcio para redugdo de organismos patogénicos revelaram que estes LEs promoveram uma
completa inibicdo da germinag¢do das sementes, o que levou a esses autores a classificarem
esses materiais como altamente fitotoxico. Mazzeo et al. (2015) também observaram inibi¢ao
da germinagdo e do crescimento das radiculas em sementes de A. cepa expostas ao LE
anaerobio gerado a partir do tratamento de esgoto sanitario. Desse modo, esses resultados
indicam que o LE pode exercer um efeito prejudicial sobre o organismo teste empregado e,
por isso, seu uso como fertilizante agricola ndo ¢ ambientalmente seguro, devendo ser
previamente submetido a um tratamento de detoxificagao.

No entanto, nos ensaios realizados com as amostras bioestimuladas por dois meses
(T1), nenhum resultado fitotoxico foi observado (Tabela 2), inclusive para a amostra
LE+S+BO (Figura 7), onde os indices de germinagdo e o crescimento das radiculas foram
normalizados, demonstrando que o processo de bioestimulacdo favoreceu o aumento da
germinagdo das sementes e contribuiu para a eliminagao do efeito fitotoxico observado no TO.
Resultados semelhantes foram observados por Walter, Martinez e Calab (2006) para sementes
de riculas germinadas em LE antes e ap6s compostagem com casca de pinheiros. Os autores
relataram que o tratamento empregado contribuiu para um aumento do indice de germinagao
para niveis similares ao controle negativo, o qual havia sido completamente inibido nos
ensaio com o LE ndo tratado.

Ao analisar as propriedades ecotoxicologicas de 28 amostras de LE provenientes de
ETEs de diferentes regidoes da Espanha, Roig et al. (2012) notaram um efeito fitotéxico
significativo para sementes de A. cepa, Lolium perenne e Raphanus sativus quando expostas a
essas amostras. No entanto, a toxicidade diminuiu significativamente para LEs que passaram
por processo de compostagem.

Nos ensaios realizados apds quatro meses de bioestimulacao (T2) a auséncia de efeito
fitotoxico permaneceu em todas as amostras, demonstrando que ndo houve regressdo na
eficiéncia do tratamento aplicado ao longo do tempo. Além disso, houve aumento

significativo nos indices de germinagdo das amostras de LE+S e LE+S+BO (Tabela 2),
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provavelmente devido ao acréscimo de matéria organica e nutrientes que favoreceram a
germinagdo e desenvolvimento dos individuos de A. cepa submetidos ao teste (Figura 8).

O favorecimento da germinagdo pela presengca de matéria organica em solos foi
também apresentado por outros trabalhos, como Traversa et. al. (2014), onde foi avaliada a
influéncia dos 4cidos humicos, principais componentes organicos de solos, na germinacao de
Panicum vigatum L. Neste estudo, todos os trés acidos himicos avaliados apresentaram
resultados favoraveis quanto a estimulagdo da germinacdo de individuos da espécie Panicum
vigatum L. Jain et al. (2014) também observaram efeitos favoraveis sob a germinagdo de
diversas espécies de plantas, como Glicine max, Oriza sativa, Triticum aestivum, Lens
culinaris, Vigna unguiculata, Cicer arietinum, Vigna radiata, Vigna aconitifolia, Pisum
sativum e Phaseolus vulgaris a partir do uso de diferentes concentragdes de um suplemento
organico (Panchgavya).

As amostras relativas aos seis meses de bioestimulacdo (T3) permaneceram
ocasionando maior indice de germinagdo as sementes de A. cepa (Figura 9). Neste periodo, os
indices foram estatisticamente significativos para todos os tratamentos (LE+S, LE+S+BO e
LE+S+BAG), em relacdo ao grupo controle (Tabela 2).

Assim, a partir dos resultados obtidos para esse parametro, foi possivel verificar que a
tecnologia empregada para a detoxificagdo do LE aerdbio estudado foi satisfatoria para
promover a reducao da toxicidade desse residuo, pois ja apos 2 meses de bioestimulacao (T1)
as amostras apresentaram indices de germinagdo similares ao controle negativo. Como esses
resultados permaneceram favoraveis para os periodos de 4 e 6 meses apos o tratamento,

sugere-se que sua utilizacdo nao acarretara em efeito fitotoxico a cultura a ser cultivada.

Tabela 2. indice de germinacio (%) de sementes de A. cepa expostas a diferentes misturas de

LE, nos quatro periodos de bioestimulacdo estudados.

Amostra CN Cp SOLO LE LE+S+BA LE+S+BO LE+S
TO 82,6 +3,05 80,6+3,78 91,3+230 34,0+9,84* 90,0+£0.57 36,0+7,21* 86,6+3,05
Tl 74,6 £2,12 73+£2,12 N.A. N.A. 66,0 14,84  83,3+2,12 92,0 +£0,70
T2 58,66+ 1,52 56+1 N.A. N.A. 60,6 + 1,52 84,0 +5,29* 80,0+ 1,73"
T3 37,3+2,08 44+ 3,78 N.A. N.A. 78,6 £4,51° 76 + 2,64° 72 +7,54"

adiminui¢do estatisticamente significativa em relagdo ao CN; Paumento estatisticamente significativo
em relagdo ao CN; (p<0,05); N.A.: amostra ndo avaliada para o periodo. CN: controle negativo; CP:
controle positivo; LE: lodo de esgoto; S: Solo; BA: bagago de cana-de-agticar; BO: borra de café.
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Figura 6. Crescimento de radiculas de A. cepa expostas a diferentes misturas de LE, no periodo inicial
(T0O). A. Germinagdo em controle negativo (agua ultrapura); B. Germinagao na mistura contendo lodo
de esgoto e solo; C. Germinagdo na mistura contendo lodo de esgoto, solo e bagaco de cana-de-agtcar;
D. Germinagdo na mistura contendo lodo de esgoto, solo e borra de café; E. Germina¢do na amostra
de lodo de esgoto puro.

Figura 7. Crescimento de radiculas de A. cepa expostas a diferentes misturas de LE, apds 2 meses
(T1) de biostimulagdo com bagago de cana-de-acucar (BAG) e borra de café¢ (BO). A. Germinagdo em
controle negativo (4gua ultrapura); B. Germina¢do na mistura contendo lodo de esgoto e solo; C.
Germinagdo na mistura contendo lodo de esgoto, solo e bagago de cana-de-agucar; D. Germinagdo na
mistura contendo lodo de esgoto, solo e borra de café.

Figura 8. Crescimento de radiculas de A. cepa expostas a diferentes misturas de LE, apos 4 meses
(T2) de biostimulagdo com bagago de cana-de-acucar (BAG) e borra de café (BO). A. Germinagdo em
controle negativo (dgua ultrapura); B. Germina¢do na mistura contendo lodo de esgoto e solo; C.
Germinagdo na mistura contendo lodo de esgoto, solo e bagago de cana-de-agucar; D. Germinagdo na
mistura contendo lodo de esgoto, solo e borra de café.

Figura 9. Crescimento de radiculas de A. cepa expostas a diferentes misturas de LE, apds 6 meses
(T3) de biostimulagdo com bagago de cana-de-actcar (BAG) e borra de café (BO). A. Germinagdo em
controle negativo (agua ultrapura); B. Germinacdo na mistura contendo lodo de esgoto e solo; C.
Germinagdo na mistura contendo lodo de esgoto, solo e bagago de cana-de-agucar; D. Germinagdo na
mistura contendo lodo de esgoto, solo e borra de café.
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4.2 Avaliacao da citotoxicidade das amostras

Quanto ao efeito citotoxico, no presente estudo, ndo houve reducdo significativa do
indice mitotico para nenhuma das amostras testadas no periodo inicial (T0) e apds 2 meses
(T1) de biorremediacao (Figura 10), indicando que o LE estudado ndo exerceu um efeito
prejudicial sobre o indice de divisdo celular do organismo teste A. cepa nesses periodos. No
entanto, apos 4 meses (T2), houve uma redugdo significativa do indice mitdtico para as
amostras de LE+S e LE+S+BO, o que pode ter ocorrido devido a biodisponibilizacao de
compostos toxicos apos o processo de bioestimulacdo, ou até mesmo, pela degradagdo parcial
de algumas substincias organicas que podem terem tornado-se toxicas (SOMMAGGIO,
2013). A biodisponibilidade de cada substancia ¢ variavel (TELHADO, 2009), por isso, a
alteracdo da composicdo das amostras pode ter induzido a degradacdo de diferentes
compostos, resultando em efeitos citotdxicos para alguns compostos, como o LE+S e LE+BO,
e auséncia desses efeitos para outros, como o LE+S+BAG. Apos 6 meses (T3), os indices
encontrados na amostra de LE+S+BO permaneceram sendo significativos (Figura 10),
apontando que para este pardmetro a utilizagdo da borra de café como bioestimulante nio foi
eficiente. Outros trabalhos citam uma alteragdo significativa do indice de divisdo mitotica
induzida por LE na espécie A. cepa (MARTINS; SOUZA; SOUZA, 2016; MAZZEO et al.,
2015; SOMMAGGIO, 2013; 2016). Sommaggio et al. (2018) avaliaram o extrato aquoso de
amostras lodo de esgoto puro e lodo diluido com bagaco de cana, submetidos ao processo de
biorremediacdo e verificaram uma redugao significativa no indice mitdtico de A. cepa apos 1
e 3 meses do processo, os indices ainda foram baixos, mas ndo chegaram a ser significativos
apés 6 meses de biorremediacdo. Para este pardmetro, o tratamento utilizando BAG como
bioestimulante apresentou-se mais eficiente comparado aos outros, pois para essas amostras
ndo houve nenhum resultado significativo, indicando que quando estimulado com o BAG, o

LE nao foi citotdxico para a espécie A. cepa.
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Figura 10. indice mit6tico em células meristematicas de A. cepa, induzidas por diferentes misturas de LE, antes
(TO), apés 2 meses (T1), 4 meses (T2) e 6 meses (T3) de bioestimulagdo. *Estatisticamente significativo
(p<0,05). AParametro ndo avaliado para T1, T2 e T3; ¢ Pardmetro ndo avaliado para essa amostra no T0, devido
a inibi¢do da germinagao.

4.3 Avaliacao do potencial genotéxico das amostras

Ao avaliar a genotoxicidade, na qual foram consideradas aberragdes cromossdmicas e
nucleares, foi possivel aferir que, no TO, os resultados foram significativos para todas
amostras analisadas (Figura 11). Esses resultados apontaram alto potencial de danos celulares
causados pelas amostras, a espécie A. cepa. Para este periodo, a amostra LE+S+BO nao foi
analisada quanto ao parametro de genotoxicidade, pois a mesma inibiu a formagao de células
meristematicas. Além disso, também foi possivel observar que o solo puro (S), o qual foi
utilizado como controle ambiental, ndo induziu alteragdes genotoxicas significativas,
indicando que a utilizacdo deste solo para diluigdo do LE ndo contribuiu para os efeitos
prejudiciais apresentados pelas amostras testadas (Figura 11). Esses resultados apontaram alto
potencial de danos celulares causados pelas amostras, a espécie A. cepa. Deste modo, os
resultados genotoxicos significativos em LE+S, LE+S+BAG e LE ocorreram certamente
devido ao efeito toxico do LE, pois neste periodo ainda ndo havia iniciado de fato o processo
de biorremediacgao.

Dentre as anormalidades nucleares mais frequentes contabilizadas no presente estudo,
foi possivel observar uma predominancia de brotos nucleares (Tabela 3). Sua formagao esta
relacionada comum atraso na migragdo do cromossomo para o polo da célula e a
reorganizacdo do envoltorio nuclear, antes que este esteja totalmente incorporado ao nucleo

celular (SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA, 2001). Esses mesmos autores
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afirmam ainda que esse atraso pode ser decorrente de eventos clastogénicos como quebras
cromossOmicas, pontes cromossdmicas ou rearranjos cromossomicos, que dificultam a
reorganizacdo adequada da cromatina no nucleo. Ainda, segundo Caritd (2010), os brotos
formados, eventualmente, desprendem-se do nucleo, originando microntcleos.

Quanto as aberragdes cromossOmicas, destacaram-se pontes, quebras e perdas
cromossomicas (Tabela 3). De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), pontes e quebras
cromossomicas indicam efeitos clastogénicos (induzem danos diretos ao DNA), enquanto,
perdas caracterizam efeitos aneugénicos (induzem alteragdes nos componentes celulares,
como por exemplo, no fuso mitotico). As pontes cromossomicas (Figura 12 F) sdo formadas a
partir da unido das pontas dos cromossomos, cujas extremidades encontram-se “pegajosas”
(MARCANO et al., 2004). Ainda, segundo esses mesmos autores, a progressao da divisdo em
células com pontes cromossomicas leva a uma tensao no local de unido dos cromossomos que
constituem a ponte, culminando com a formagdo de uma quebra cromossdmica. Ja as perdas
cromossOomicas (Figura 12 D e G) sdo decorrentes de disturbios no fuso mitotico, que
dificultam a ligacdo entre o fuso e um ou mais cromossomos, impedindo o correto
deslocamento deste(s) cromossomo(s) para o polo, o(s) qual(is) tende(m) a permanecer
disperso(s) no citoplasma (SHAMINA; SILKOVA; SERIUKOVA, 2003). Além de perdas,
algumas outras alteracdes de efeito aneugénico, como C-metafase e aderéncia cromossomica
(Figura 12 C), também foram encontradas, porém, em menor propor¢ao (Tabela 3).

Apds dois meses do processo de bioestimulagdao (T1), foi possivel avaliar, além das
amostras de LE+S e LE+S+BAG, o potencial genotdxico da amostra de LE+S+BO. Neste
tempo, nenhuma das amostras apresentou resultados significativos, indicando que os efeitos
genotoxicos sob A. cepa foram atenuados apos dois meses do processo. As alteracdes
genotdxicas permaneceram ndo sendo significativas apos 4 (T2) e 6 meses (T3) de
bioestimulagdo (Figura 11). Os resultados destes periodos para este pardmetro foram ainda
menores do que no periodo anterior (2 meses), o que indica que a bioestimulacdo ¢ um
processo eficiente para detoxificagdo do LE utilizado.

A utilizagdo de cascas vegetais e turfa para a compostagem de LE também levou a
uma redugdo dos efeitos genotdxicos induzidos por este residuo, avaliados pelo teste de
Vitotox™ (KAPANEN et al., 2013). No entanto, apesar dessa reducdo significativa, esses
autores continuaram a observar valores significativos de genotoxicidade, mesmo apos 124
dias de compostagem. Isso indica que o processo de tratamento empregado no presente
estudo, utilizando bagaco de cana, foi mais eficiente, pois, em apenas 60 dias, eliminou o

efeito toxico, citotoxico e genotdoxico do LE. Uma redugdo significativa de alteracdes
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genotoxicas em A. cepa foi encontrada por Christofoletti et al. (2013) em biossolidos obtidos
de uma estacdo de tratamento de esgoto do estado de Sdo Paulo, essas amostras foram
analisadas inicialmente por meio de testes com A. cepa, no qual apresentaram potencial
genotoxico. Apos 30 dias sob bioprocessamento com a utilizagdo de diplopodas da espécie
Rhinocricus padbergi este potencial foi significativamente reduzido.

Nossos resultados corroboram os observados por Sommaggio (2016), nos quais a
diluicao de amostras de LE de origem sanitaria com solo e adi¢do de casca de arroz como
agente bioestimulante levou a uma inibicdo significativa dos danos genotoxicos em células
meristematicas de A. cepa, evidenciando que o processo de bioestimulagdo se mostrou
bastante eficiente para a reducdo da genotoxicidade de LEs. A adi¢do de BAG ao LE,
contribui para o aumento bacteriano (Sommaggio et al. 2018), este pode ser relacionado com
a efetividade do processo de biorremediagao com as amostras analisadas neste estudo, embora

aqui, a taxa de microrganismos nao tenha sido avaliada.
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Tabela 3. Frequéncia de alteragdes nucleares e aberragdes cromossomicas encontradas no periodo
inicial (TO0), apds dois meses (T1), quatro meses (T2) e seis meses (T3) de biorremediagao.

Alteracdes Tempo CN CP S LE S+LE S+LE+BAG S+LE+BO
TO 0,121 +0,31 0,342+0,70 0,057+0,70 0,237+0,51 0,330+0,68 0,174+0,36 O
T1 0,171+ 0,35 0,733 + 1,39 + + 0,122+0,32 0,127+049 0,551+0,77
Qc T2 0 0,753 £ 1,24* + + 0 0 0
T3 0 0,643 +1,3 + + 0,619 +0,23 0 0,057 £0,23
TO 0,121 +0,31 0,992 +£1,01* 0,240+0,41 1,272+1,98* 0,457+0,76 0,119+0,31 O
T1 0,304 + 0,66 1,526 + 1,49* + + 0,571 +0,69 0476+141 0,372+0,75
BN T2 0,195+0,40  4,317+2,77* + + 0,505+0,71 0,574+0,88 0,432 +0,57
T3 0,295 + 0,55 1,89 +1,9* + + 0,591 +0,83 0,615+0,62 0,469 +0,58
TO 0 0 0,128 +0,34 0,056+ 0,21 0 0,053 + 0,20 O
T1 0 0,243 +£0,41 + + 0,121+£0,32 0,350+ 0,44 0
AC T2 0,119 +0,31 0,130 + 0,34 + + 0 0 0
T3 0 0 + + 0 0 0
TO 0,058 +0,22 0473+0,58 0,111+0,29 0,301+0,44 0,109+0,28 0,359 +0,564 O
T1 0,160 + 0,44 0,487 + 0,84 + + 0,057+0,22 0,121+0,32 0,056+0,22
PoC T2 0 0,428 + 0,56 + + 0,060 £ 0,23 0,064 +024 0,058 +0,22
T3 0 0,379 £ 0,48 + + 0,057 £ 0,22 0 0
TO 0,112 +0,29 0,214+0,48 0,252+0,43 0,169+0,65 0,220+0,38 0,126+0,33 O
T1 0,314+ 0,46 0,306 + 0,44 + + 0,127+ 0,34 0,056+0,22 0,246+ 0,42
PeC T2 0 0,869 + 0,64* + + 0 0,064 £0,24 0,131 +£0,34
T3 0,179 £ 0,37 0,191 £ 0,39 + + 0,061 +£0,23 0,060 + 0,24 0
TO 0 0,061 + 0,24 0 0,053 £ 0,21 0 0 O
oM T1 0 0,0706 = 0,27 + + 0 0,243 +£0,55 0,059 +0,22
T2 0 0,053 £ 0,20 + + 0 0,128+0,33 0,123 +£0,32
T3 0 0,095 + 0,302 + + 0 0 0

*Estatisticamente significativo (p<0,05); + Parametro ndo avaliado para T1; ¢ Parametro ndo avaliado para essa amostra no TO,
devido a inibigdo da germinacdo; QC: quebra cromossémica; BN: broto nuclear; AC: aderéncia cromossémica; PoC: ponte
cromossomica; PeC: perda cromossdmica; C-M: C-metafase.
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Figura 11. Presenca de alteragdes genotoxicas em células meristematicas de A. cepa, induzidas
por diferentes misturas de LE, antes (TO0) e ap6s 2 meses (T1), 4 meses (T2) e 6 meses (T3) de
bioestimulacdo. *Estatisticamente significativo (p<0,05); Pardmetro nao avaliado para T1, T2 e
T3; ¢ Parametro ndo avaliado para essa amostra no T0, devido a inibigdo da germinagao.

Figura 12. Anormalidades nucleares e aberragdes cromossdmicas mais visualizadas durante as analises com o
organismo teste A. cepa. A. Interfase com broto nuclear; B. Profase com broto nuclear; C. Metafase aderéncia
cromossomica; D. Metafase com perda cromossomica; E. Anafase com perda cromossdmica; F. Telofase com
ponte cromossdmica. G. Telofase com perda cromossomica; H. Tel6fase com quebra cromossdmica.

4.4 Avaliacao do potencial mutagénico das amostras

Para o parametro de mutagenicidade, foi avaliada a presenca de microntcleos em

células meristematicas e em células F1.
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Os micronucleos ocorrem em consequéncia de danos celulares ndo reparados, ou
reparados de forma errada nas células parentais, observados como uma estrutura similar ao
nucleo principal, porém em tamanho reduzido (BONOMO, 2014). Deste modo, o teste do
micronucleo ¢ capaz demonstrar a acao do poluente analisado, pois seu tamanho indica se sua
formag¢do ocorreu em consequéncia de efeitos clastogénicos (micronucleo de tamanho
pequeno originado a partir de uma quebra cromossdmica), ou aneugénicos (micronucleo
maior formado a partir de uma perda cromossomica) (LEME; MARIN-MORALES, 2009).
Além disso, microntcleos podem ser também produtos da eliminacdo do DNA excedente do
nucleo principal em casos de poliploidizagdo, em uma tentativa de retomar as condi¢des
normais de ploidia da célula (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). Neste
trabalho, devido as alteragcdes cromossomicas mais frequentes observadas (quebras, pontes e
perdas cromossomicas) (Figura 12) e aos tamanhos variados de micronucleos encontrados
(Figura 13), conclui-se que os contaminantes presentes no LE ndo apresentam um modo de
acdo especifico sobre o material genético de A. cepa, acarretando em efeitos tanto de origem

clastogénica, quanto de origem aneugénica.
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Figura 13. Micronucleos encontrados em células meristematicas e F1 de A. cepa. A. Células interfasicas
do meristema radicular portando micronticleos de tamanhos diferentes; B. Célula F1 com micronucleo.

Nas células meristematicas, para o TO, todas as amostras analisadas apresentaram
resultados significativos para mutagenicidade (Figura 14), assim como no pardmetro de
genotoxicidade, o que novamente pode ser atribuido a constitui¢do toxica do LE, pois este
apresentou os maiores resultados, comparados as amostras diluidas. Outros autores também
constataram a potencialidade de LEs de origem sanitaria em induzir um aumento significativo
de micronucleos (MAZIVIERO, 2011; MAZZEO et al., 2015; MARTINS; SOUZA; SOUZA,
2016; MAZZEO et al., 2016a; SOMMAGGIO, 2016). Contudo, em T1, houve redugdo
significativa da mutagenicidade em LE+S e LE+S+BAG, com excecdo dos resultados

encontrados para LE+S+BO (Figura 14). Tais resultados indicam que, para este parametro, o
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BAG mostrou-se um material mais eficiente, devendo as misturas com BO serem submetidas
a um periodo maior de bioestimulacdo. Em T2, todos os tratamentos tiveram seus resultados
reduzidos para este parametro (Figura 14), incluindo LE+S+BO, que neste periodo nao
apresentou resultados significativos, evidenciando que ¢ necessario um periodo minimo de 4
meses de bioestimulagdo para a detoxificacdo do LE utilizando a borra de café como agente
bioestimulante.

Os resultados obtidos ap6s 6 meses de bioestimulagdo (T3), assim como no periodo
anterior, apresentam uma auséncia de mutagenicidade para o organismo teste empregado
neste estudo, comprovando que o processo de bioestimulagdo utilizado foi capaz de remover
0s contaminantes toxicos inicialmente presentes, sem levar a formagdo de metabolitos
intermediarios toxicos. Resultados semelhantes foram descritos por Mazzeo et al. (2016a)
para amostras de LE em diferentes diluigdes com solo submetidas, ao processo de atenuacao
natural monitorada. Os autores verificaram que o potencial mutagénico de todas as amostras

apresentou reducao significativa apos 6 e 12 meses do processo de biorremediagdo empregado

no estudo.
25 -
£
o 20 [
=
S 15 -
=t
3
5 10 - . mTO
— ET1
= c | *% . *
0 T T IA T A T L T .T3
S R P
& W
S
Amostras

Figura 14. Presenga de micronucleo em células meristematicas de A. cepa, induzidos por
diferentes misturas de LE, antes (TO0), ap6s 2 meses (T1), 4 meses (T2) e 6 meses (T3) de
bioestimulagdo. *Estatisticamente significativo (p<0,05); A Parametro ndo avaliado para
T1, T2 e T3; ¢ ParAmetro ndo avaliado para essa amostra no TO, devido a inibicdo da
germinagao.

Para a andlise de mutagenicidade realizada com as células F1, foram observados
resultados significativos apenas na amostra de LE puro (Figura 15), em TO, demonstrando que
os danos causados pelo LE nas células meristematicas ndo foram corrigidos na primeira

geracdo, sendo transferidos para as células filhas, fixando-se no organismo. Resultados



Resultados e Discussoes 36

semelhantes foram encontrados por Mazzeo et al. (2015), onde os autores verificaram que
amostras de LE proveniente de uma ETE que tratava esgoto exclusivamente sanitdrio também
foi capaz de induzir danos mutagénicos significativos em células F1 de A. cepa. Com isso
pode-se aferir que, o LE puro foi mais toxico do que quando diluido com outros compostos,
como solo, bagago de cana-de-agucar e borra de café, pois nas outras amostras as células
foram capazes de reparar os danos encontrados nas células meristematicas, ao ponto de nado
serem significativos nas células F1. Nos outros periodos, T1, T2 e T3, os resultados
permaneceram nao sendo significativos para todas as amostras, indicando mais uma vez que

quando diluido e bioestimulado, a toxicidade do LE puro ¢ significativamente reduzida.
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Figura 15. Presenca de micronucleo em células F1 de A. cepa, induzidos por diferentes
misturas de LE, antes (T0), apds 2 meses (T1), apds 4 meses (T2) e apds 6 meses (T3) de
bioestimulagdo. *Estatisticamente significativo (p<0,05); A Pardmetro ndo avaliado para
T1, T2 e T3; ¢ Parametro ndo avaliado para essa amostra no T0, devido a inibigdo da
germinagao.

4.5 Discussoes Gerais

Frente aos resultados expostos anteriormente, ¢ possivel afirmar que o LE bruto ¢ um
composto altamente toxico, ndo sendo viavel sua aplicagdo na agricultura sem que este seja
previamente submetido a algum processo de detoxificacdo. Resultados semelhantes foram
descritos na literatura por Roig et al. (2012), os quais, apds estudarem diferentes tipos de LE,
observaram que a realizacdo de tratamento prévio deste residuo, tem influéncia direta em
algumas de suas propriedades, como por exemplo, sua toxicidade. Em sua pesquisa, os LEs
que ndo foram pré-tratados apresentaram os maiores indices de toxicidade para ensaios com

vegetais e bactérias, enquanto que o LE submetido a compostagem, foi considerado 2 a 3
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vezes menos toxico. Ramirez et al. (2008) também concluiram que a realizacdo de processos
de detoxificagdo como a compostagem reduziu a fitotoxicidade do LE para os vegetais
Brassica rapa, Lolium perenne ¢ Trifolium pratense. Assim como, Mena et al. (2003),
verificaram que o processo de compostagem de LE, juntamente com restos de madeira,
resultou em um indice adequado de germinag@o de sementes de Hordeum vulgare e Lepidium
sativa.

Pelo fato do LE ser considerado uma matriz complexa (OLESZCZUK, 2008),
constituida por diversos contaminantes, seu processo de detoxificagdao representa um desafio
bastante complexo. Contudo, o processo de bioestimulagdo proposto neste trabalho
demonstrou-se bastante eficaz na atenuacdo da toxicidade do LE, principalmente quando se
leva em conta seu baixo custo e seu tempo relativamente curto.

Os resultados obtidos demonstraram, nas analises com L. sativa, que os dois agentes
bioestimulantes propostos foram eficientes para atenuar os efeitos fitotoxicos do LE utilizado.
Além disso, a amostra bioestimulada com BO levou a um maior crescimento das raizes,
apresentando um comprimento significativamente maior que o controle negativo. Estes
resultados podem ser explicados pelo alto indice de compostos organicos que compdem a
borra de café¢e (CAMPOS-VEGA et al., 2015), os quais favoreceram o crescimento das raizes
de L. sativa. No entanto, em analises mais refinadas, feitas por meio de bioensaio com A.
cepa, os resultados obtidos com a borra de café¢ como agente bioestimulante ndo foram
satisfatorios, ja que foi observado um efeito citotoxico significativo mesmo apos 6 meses do
processo de bioestimulacdo. Sendo assim, para o periodo de biorremediagdo aplicado no
estudo, a borra de café ndo apresentou resultados efetivos na detoxificagdo do LE estudado.
Mazzeo et al. (2015) realizaram a atenuacdo natural do LE bruto e solubilizado em varias
proporgdes, observando que o decaimento da toxicidade do LE ocorreu apds 6 meses, sendo
mais efetivo apos 12 meses de processo. Desse modo, pode ser que para este agente seja
necessario um periodo maior do processo para promover a detoxificagdo completa do LE.
Portanto, a bioestimulacdo do LE com bagaco de cana e solo foi mais adequada para a
atenuagdo da toxicidade do LE, sendo eficaz apds um periodo de seis meses. Esta afirmacao
se justifica no fato de que tanto os resultados obtidos pelo ensaio com L. sativa como pelo
bioensaio com A. cepa indicaram auséncia de efeito toxico para as amostras bioestimuladas
contendo o bagago. Os bons resultados para bagaco de cana-de-agucar devem-se,
possivelmente, a sua capacidade de melhorar a porosidade do solo e constituir uma 6tima
fonte de carbono, devido ao seu alto teor de carboidratos (PANDEY et al. 2000). Segundo

Zhang e Sun (2016), o bagaco de cana-de-agtcar possui capacidade de manter o nitrogénio no



Resultados e Discussoes 38

solo, que ¢ fundamental para que os microrganismos degradem compostos organicos.
Sommaggio et al. (2018) afirmaram ainda que a adi¢cao desse material ao LE contribuiu para o
aumento bacteriano, o que pode estar relacionado com a efetividade do processo de
biorremediacdo do presente estudo, embora, aqui, a taxa de microrganismos nao tenha sido
avaliada. Anacleto; Roberto; Marin-Morales (2017) também destacaram o bagaco de cana-de-
acucar como sendo um agente bioestimulante eficiente para ser empregado em ensaios de
detoxificagdo de residuos solidos. Adicionalmente, Hussain ¢ Qazi (2016) obtiveram bons
resultados utilizando bagago de cana-de-agucar como substrato de crescimento e fonte de
suplementagdo de carbono no tratamento de aguas contaminadas.

Outro ponto relevante a ser destacado € que, sempre que possivel, a efetividade do
processo de detoxificagdo de LE deve ser baseado nos resultados obtidos para mais de um
bioensaio e, preferencialmente, com um ntimero maior de endpoints. Como apresentado neste
estudo, espécies diferentes podem responder de modo distinto a uma mesma amostra, assim
como evidencia uma variacdo da sensibilidade de cada um dosendpoint avaliados. Outros
autores também atestam que a associa¢do de mais de um organismo teste para analisar efeitos
toxicos do LE fornece respostas mais conclusivas e precisas para esta avaliagdo (MAZZEO et

al., 2016a; 2016b).
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De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o LE aerdbio puro,
proveniente da ETE Praia Azul, da cidade de Americana/SP, apresentou alta toxicidade em
analise por meio dos bioensaios com L. sativa e A. cepa. Ambos organismos teste, mostraram-
se bastante sensivel para detectar os efeitos fitotdéxicos do LE, antes e ap6s processo de

bioestimulagdo, sendo muito efetivos para esse propdsito.

A toxicidade do LE estudado foi completamente eliminada ao realizar sua diluicdo
com solo e bioestimulagdo com bagaco de cana-de-agucar. A tecnologia proposta para a
detoxificagdo deste LE mostrou-se eficiente quando o bagaco de cana-de-acucar foi utilizado
como agente bioestimulante, pois para este material foi necessario um tempo de seis meses de
bioestimulagdo até que os efeitos fitotoxicos e ecotoxicogenéticos fossem atenuados. Assim,
pelo baixo custo do processo na detoxificacdo do LE, essa tecnologia caracteriza-se como

promissora para ser aplicada em larga escala pelas ETEs.

O outro material bioestimulante utilizado no trabalho, a borra de café, ndo obteve
resultados efetivos para o periodo estudado, pois apds seis meses de bioestimulagdo as

amostras continuaram apresentando efeitos citotoxicos ao organismo A. cepa.

Desse modo, o LE aqui estudado apresenta um elevado potencial de se transformar em
um aditivo de solos agricolas, desde que este passe por um processo de detoxificagdo como o

desenvolvido neste estudo.
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