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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este estudo contribui para o gerenciamento adequado de residuos organicos
provenientes das agroindustrias e também do lodo gerado no processo de tratamento de agua,
o0 qual, geralmente, é descartado em rios, causando poluicdo e prejudicando a vida aquética.
Além disso, este trabalho buscou criar um processo efetivo de aproveitamento, detoxificacdo e
biotransformacao do lodo de ETA (Estacdo de Tratamento de Agua), que possa ser utilizado
em larga escala para producdo de um fertilizante orgéanico de baixo risco ambiental e com
elevada acdo fertilizante. Sendo o Brasil um pais prioritariamente agricola e altamente
dependente da importacdo de fertilizantes, a producdo nacional desse insumo acarretaria na
diminuicdo de custos da producao, favorecendo diretamente o produtor agricola e o mercado
consumidor. Adicionalmente, espera-se contribuir para avancos significativos na area de
recuperacdo ambiental, agricultura sustentavel, &gua potavel e saneamento, producdo
responsavel e protecdo da vida terrestre, colaborando com os objetivos de desenvolvimento

sustentavel da Agenda 2030 propostos pela ONU.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study contributes to the proper management of organic waste from agroindustries and also
the sludge generated in the water treatment process, which is usually discarded in rivers, causing
pollution and harming aquatic life. In addition, this work aimed to create an effective process
for the use, detoxification, and biotransformation of ETA sludge, which can be used on a large
scale for the production of organic fertilizer with low environmental risk and high fertilizing
action. As Brazil is primarily an agricultural country and highly dependent on fertilizer imports,
domestic production of this input would lead to a reduction in production costs, directly
favoring agricultural producers and the consumer market. Additionally, it is expected to
contribute to significant advances in the area of environmental recovery, sustainable
agriculture, drinking water and sanitation, responsible production and protection of life on
earth, collaborating with the sustainable development objectives of the 2030 Agenda proposed
by the UN.
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RESUMO

Devido as atividades antrépicas, a qualidade das aguas dos mananciais esta cada vez mais
comprometida. Entdo, antes da &gua ser distribuida aos seus consumidores, ela precisa passar
por um processo de tratamento que visa eliminar as impurezas que podem oferecer risco a satde
publica. Durante esse tratamento, é gerado um residuo (lodo de ETA), resultado das etapas de
coagulacdo e filtracdo. Geralmente, este residuo é constituido de microrganismos, algas,
materiais suspensos, matéria organica, compostos organicos, minerais e, também, alta
concentracdo de ferro ou aluminio, por causa do coagulante utilizado na etapa de coagulagéo.
Como o lodo € produzido em larga escala, pois esta relacionado com a demanda de agua
potavel, ha uma preocupacdo em encontrar um descarte adequado, ou seja, que ndo ofereca
risco de contaminacdo ambiental, a saide humana e que seja economicamente viavel. Dentro
das diversas possibilidades para seu aproveitamento, a disposicdo em solos agricolas é bastante
promissora e sustentavel. Entretanto, esse residuo pode conter contaminantes organicos, metais
pesados e microrganismos de carater patogénico, o que tornaria sua disposi¢do em solo inviavel.
A deposicdo inapropriada desse residuo oferece alto risco ambiental, entéo, este trabalho teve
como objetivo propor uma metodologia de baixo custo, empregando outros residuos, de origem
agroindustrial (bagaco de cana-de-acucar e fibra de coco), como agentes descompactantes e
estimulantes para biodegradar o0s possiveis compostos tdxicos existentes no lodo e
biotransforma-lo em um insumo agricola. Adicionalmente, também foram avaliados os efeitos
ecotoxicoldgicos sobre organismos de diferentes niveis troficos. Foi realizada a caracterizagdo
fisico-quimica e a patogenicidade do lodo, avaliando a presenca de coliformes totais,
Escherichia coli e ovos de Ascaris ssp.. As amostras foram misturadas em solo, utilizando duas
concentracdes de lodo (10% e 15%), com e sem incorporacdo de bagaco de cana-de-agUcar e
fibra de coco. O ensaio de respirometira foi aplicado para verificar a biodegradabilidade do
lodo de ETA, quantificando a produgéo de CO- das diferentes amostras, durante 120 dias. As
amostras, antes e apos a biodegradacdo, foram avaliadas quanto ao seu potencial fitotoxico
(sementes de Lactuca sativa e Eruca sativa), toxicidade aguda (Daphnia similis e Folsomia
candida) e teste de reproducdo (F. candida). Quanto ao resultado da patogenicidade, o lodo de
ETA, antes do processo de biodegradacédo, apresentou auséncia de E. coli e ovo de Ascaris ssp.,
e numero muito baixo de colnias de coliformes totais. Dentre as caracteristicas fisico-
quimicas, o lodo apresentou pH préximo da neutralidade e baixa concentra¢ao de metais, porém

continha excesso de liquidos livres, o que tornou indispensavel o processo de secagem. A



utilizacdo dos residuos agroindustriais, otimizou a produc¢éo de COz, no entanto ndo contribuiu
para a biodegradacao do lodo de ETA. No teste de fitotoxicidade, as amostras que continham
lodo associado com o bagaco de cana-de-agUcar apresentaram toxicidade moderada a alta,
havendo inibicdo de germinagdo e diminuicdo do crescimento da radicula e do hipocdtilo.
Resultados semelhantes foram observados para D. similis, indicando que o bagaco liberou
compostos toxicos hidrossoltveis. No entanto, ap0s a biodegradacdo, nenhum efeito tdxico foi
observado demonstrando que o processo de biotransformacgdo empregado levou a detoxificacéo
das amostras. No teste com F. candida, ndo houve letalidade significativa, porém as amostras
que continham lodo na concentracao de 10% interferiram negativamente na reproducao desses
organismos. Assim, o lodo estudado apresenta caracteristicas fisico-quimicas interessantes para
utilizacdo como condicionantes e fertilizantes de solos agricolas, entretanto, pela toxicidade
observada, é indispensavel a realizacdo de um processo de biodegradagéo/bioestimulacdo para
promover a eliminacdo desse efeito e, desse modo, garantir a seguranca ambiental,

proporcionando um destino sustentavel.

Palavras-chaves: Residuos sélidos organicos; biodegradacédo; bioestimulacdo; fitotoxicidade;

toxicidade aguda; teste de reproducao.



ABSTRACT

Due to anthropic activities, the quality of water is increasingly compromised. So, before the
water is distributed to its consumers, the raw water needs to undergo a treatment process that
aims to eliminate impurities that may pose a risk to public health. During this treatment, a
residue (WTP sludge) is generated, resulting from the coagulation and filtration steps.
Generally, this residue consists of microorganisms, algae, suspended materials, organic matter,
organic compounds, minerals, and also a high concentration of iron or aluminum, due to the
coagulant used in the coagulation stage. As sludge is produced on a large scale, as it is related
to the demand for drinking water, there is a concern to find an adequate disposal, to avoid posing
a risk of environmental contamination and damage to human health, besides being
economically viable. Within the various possibilities for its use, disposal in agricultural soils is
very promising and sustainable. However, this residue may contain organic contaminants,
heavy metals, and pathogenic microorganisms that would make its disposal in soil unfeasible.
The inappropriate disposal of this residue poses a high environmental risk, so this work aimed
to propose a low-cost methodology, using other residues, of agro-industrial origin (sugar cane
bagasse and coconut fiber), as decompacting and stimulants agents to biodegrade the possible
toxic compounds existing in the sludge and biotransform it into an agricultural input.
Additionally, the ecotoxicological effects on organisms of different trophic levels were also
evaluated. The physical-chemical characterization and the pathogenicity of the sludge were
carried out, assessing the presence of total coliforms, Escherichia coli, and Ascaris ssp. eggs.
The samples were mixed in the soil, using two concentrations of sludge (10% and 15%), with
and without the incorporation of sugarcane bagasse and coconut fiber. The respirometer test
was applied to verify the biodegradability of the WTP sludge, quantifying the CO2 production
of the different samples, for 120 days. The samples, before and after biodegradation, were
evaluated for their phytotoxic potential (Lactuca sativa and Eruca sativa seeds), acute toxicity
(Daphnia similis and Folsomia candida), and reproduction test (F. candida). As for the result
of pathogenicity, the WTP sludge showed the absence of Ascaris ssp. and E. coli, and very low
numbers of total coliform colonies. Among the physical-chemical characteristics, the sludge
showed a pH close to neutrality and a low concentration of metals, but it contained excess free
liquids, which made the drying process indispensable. The use of agro-industrial residues
optimized the production of CO., however, it did not contribute to the biodegradation of the
WTP sludge. In the phytotoxicity test, the samples that contained sludge associated with



sugarcane bagasse showed moderate to high toxicity, with germination inhibition and reduction
of radicle and hypocotyl growth. Similar results were observed for D. similis, indicating that
the bagasse released water-soluble toxic compounds. However, after biodegradation, no toxic
effect was observed, demonstrating that the biotransformation process employed led to
detoxification of the samples. In the test with F. candida, there was no significant lethality, but
the samples that contained sludge at a concentration of 10% negatively interfered with the
reproduction of these organisms. Thus, the sludge studied presented interesting
physicochemical characteristics for use as conditioners and fertilizers for agricultural soils.
However, due to the observed toxicity, it s essential to carry out a
biodegradation/biostimulation process to promote the elimination of this effect and, thus,

guarantee environmental security, providing a more sustainable destination.

Keywords: Organic solid waste; biodegradation; biostimulation; phytotoxicity; acute toxicity;

reproduction test.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento da populagdo mundial, aumenta também a necessidade de fornecer
agua potavel, sendo assim, as estacdes de tratamento de agua (ETA) ficam responsaveis pelo
tratamento da agua bruta antes de ser distribuida aos seus consumidores (GOMES et al., 2019;
NGUYEN et al., 2022; PHAM et al., 2021). Entretanto, esse processo gera um residuo
denominado lodo, que contém as impurezas da agua bruta captada, bem como produtos
quimicos utilizados no processo de tratamento, como o ferro ou aluminio do coagulante que é
empregado no processo de floculacdo (BATISTA et al., 2021; NGUYEN et al., 2022;
QRENAWI; RABAH, 2021).

Geralmente, o lodo gerado nas ETA é descartado in natura em aterros sanitarios ou em
mananciais proximos (SANTOS et al., 2021), causando contaminacdo do ambiente, além de
oferecer riscos a salde humana, pois este pode conter compostos tdxicos e microrganismos de
carater patogénico (BARAKWAN; TRIHADININGRUM; BAGASTYO, 2019; SILVA;
BORTTREL,; PEREIRA, 2018). Assim, o maior desafio das ETA e dos gestores ambientais
guanto ao lodo produzido é encontrar uma destinacdo que ndo cause danos ao ambiente e que
seja economicamente vidvel (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016a).

Atualmente, existem varios estudos sobre o reaproveitamento desse residuo, desde sua
utilizacdo em produtos de construcdo civil, como tijolos e cimentos, devido a sua composi¢édo
mineral, até a aplicagdo em solo (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016b; GOMES et al., 2019).
Neste sentindo, o lodo de ETA contém compostos organicos, inorganicos e microrganismos,
tornando vantajosa sua utilizacdo como condicionantes ou fertilizante de solos (ODIMEGWU
et al., 2018). S&o descritos em diversos estudos os beneficios da utilizagdo do lodo de ETA
como condicionante e fertilizante de solos, ja que ele auxilia na estrutura, capacidade de
retencdo de agua, troca ibnica e fertilidade do solo (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016a;
RIBEIRO et al., 2022; SANTOS et al., 2022).

Segundo Barakwan, Trihadiningrum e Bagastyo (2019), o lodo é constituido por uma
alta concentracgéo de silica, aluminio, ferro, calcio e baixa concentragcdo de organicos e outros
nutrientes, o que o torna interessante para aplicagdo em solos agricolas. Contudo, o acréscimo
de residuos agroindustriais possibilitaria 0 aumento da quantidade de matéria organica e uma
maior porosidade ao lodo, por atuarem como agentes de volume, proporcionando, deste modo,
a obtencdo de um aditivo mais nutritivo, além de auxiliar na diversidade e manutencdo da
comunidade microbiana (FERNANDO-FONCILLAS et al., 2021; FRANCO et al., 2021).
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Antes do residuo ser disposto em solo, faz-se necessaria a detoxificacdo, visando
eliminar os compostos tdxicos existentes, garantindo a seguranca do ambiente. A
biorremediacéo € uma tecnologia biologica de descontaminacgéo de matrizes ambientais, na qual
0S microrganismos vdo mineralizar ou degradar contaminantes organicos (MALLMANN et al.,
2019; SHARMA et al., 2021; SOMMAGGIO et al., 2018a). Neste sentido, a biorremediagéo
apresenta uma série de vantagens, tanto econdmica, quanto ambiental, ja que nao sao utilizados
produtos sintéticos, ndo ha aumento na geracao de residuos, entre outras (KOUR et al., 2021;
MAZZEOQ et al., 2020). Pensando na otimizacdo do processo, podem ser utilizados aditivos, ou
seja, materiais que estimulam o crescimento microbiano, efetivando a degradacdo dos
compostos toxicos organicos, além de diminuir o periodo de biorremediacdo. Os agentes
estimulantes sdo responsaveis por aumentar a aeracao e/ou contribuir com nutrientes adicionais
ao sistema (KOUR et al., 2021; SOMMAGGIO et al.,, 2018b; TYAGI; FONSECA,
CARVALHO, 2011).

A principio, um composto pode ndo apresentar toxicidade, mas com o decorrer do
tempo, pode sofrer alteracdes quimicas e/ou fisicas no ambiente e se tornar toxico, afetando
assim o ecossistema (CORREIA, 2019). Para avaliar o efeito tdxico, a biodisponibilidade para
0s organismos e comprovar a detoxificacdo do processo de biorremediacdo, sdo utilizadas
espécies sensiveis ao estresse quimico, a xenobidticos e outros contaminantes organicos. Com
0s bioensaios, é possivel observar como o contaminante age sobre os organismos, por exemplo,
se causa letalidade, alteracBes genéticas, comportamentais ou fisiol6gicas (FELIPE, 2019;
MAZZEOQO et al., 2016a; MAZZEO et al., 2016b; SOMMAGGIO et al., 2018b). Desse modo,
0s bioensaios sdo cruciais para a avaliacao do potencial toxico do lodo de ETA, bem como para

verificar a efetividade do processo de biorremediacdo desse residuo.

2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo propor uma tecnologia para a biotransformacao de
lodo proveniente de ETA em condicionante de solos agricolas, por meio da associacdo com
bagaco de cana-de-acucar e fibra de coco como agentes bioestimulantes. Visando & seguranca
ambiental do produto obtido apds a bioestimulacdo, também foi objetivo desse estudo avaliar a
patogenicidade do lodo, o potencial toxico e a biodegradabilidade dos diferentes tratamentos.
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2.1 Objetivos Especificos

O presente estudo teve como objetivos especificos:

Realizar a caracterizacao fisico-quimica e microbiol6gica do lodo de ETA, a fim
de se compreender a influéncia desses parametros na estabilizacdo da matéria
organica;

Analisar a patogenicidade do lodo de ETA verificando a presenca de coliformes
termotolerantes e de ovos viaveis de Ascaris spp.;

Avaliar a biodegradabilidade do lodo de ETA por meio do ensaio de
respirometria, nos diferentes tratamentos empregados, com o intuito de
promover sua bioconversdo em um aditivo agricola;

Verificar a efetividade da fibra de coco e do bagaco de cana-de-agicar como
agentes estimuladores na biorremediacao do lodo de ETA, bem como, comparar
a eficicia de cada um deles no processo de estabilizacao;

Avaliar a fitotoxicidade e o potencial agrondémico do lodo de ETA, antes e ap0s
0 processo de biodegradacdo, por meio do ensaio de fitotoxicidade com
sementes de Lactuca sativa (alface) e Eruca sativa (racula);

Verificar o efeito toxico do extrato aquoso dos diferentes tratamentos com lodo
de ETA e agentes bioestimulantes, antes e apds processo de biodegradacéo,
sobre o microcrustaceo Daphnia similis;

Analisar a toxicidade dos diferentes tratamentos em invertebrados de solo,
empregando Folsomia candida (colémbolo) como organismo modelo;

Propor uma alternativa mais sustentavel para a desposicao do lodo de ETA, de
modo a contribuir para a economia circular, possibilitando a reciclagem dos

nutrientes presentes nesse residuo.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Tratamento da agua, legislagdo e producdo de lodo

A qualidade dos mananciais de abastecimento esta cada vez mais comprometida devido

as atividades antropicas e outras influéncias ambientais. Por isso, é necessario que haja um

tratamento adequado para reter todos 0s compostos e impurezas nocivos a saude, antes da agua

ser distribuida aos seus consumidores finais (SOBRINHO et al., 2019).
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Atualmente, a 4gua para consumo humano deve seguir os padrGes de potabilidade
exigidos pelo Ministério da Saude, determinados pela Portaria GM/MS n° 888 (BRASIL,
2021). Ainda, os mananciais de abastecimento também precisam ser monitorados e seguir a
classificacdo de dgua doce para consumo humano exigida pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente, na Resolucgdo n°® 357 (BRASIL, 2005). Ficam encarregados de verificar e garantir a
qualidade da &gua, 6rgdos publicos e entidades responsaveis sendo, para isso, realizado o
monitoramento periodico dos mananciais e da agua a ser distribuida em pontos vulneraveis do
sistema com a realizacdo de andlises fisico-quimica e microbioldgica, que devem atender a um
conjunto de parametros exigidos pela legislacdo (BRASIL, 2006).

No tratamento da agua bruta, as duas etapas iniciais, coagulacdo e floculacdo, sdo de
extrema importancia, pois sdo responsaveis por eliminar as particulas suspensas e coloidais da
agua (BARAKWAN; TRIHADININGRUM; BAGASTYO, 2019). O uso de coagulantes a base
de aluminio e ferro é bastante frequente, devido a disponibilidade, facilidade e baixo custo de
obtencdo (ODIMEGWU et al., 2018). Ao adicionar o produto, ocorre a reacdo de hidrdlise e
consequentemente a desestabilizacdo das particulas e coldides, o que resultando em sua
precipitacio (BARAKWAN; TRIHADININGRUM; BAGASTYO, 2019; KAMIWADA,
ANDRADE; REIS, 2020).

A etapa seguinte é a floculacdo, que consiste em uma agitacdo na dgua, com o intuito
de aglomerar os precipitados resultantes da coagulagdo. Este processo tem trés fases, a
floculacdo pericinética, responsavel por causar uma energia na agua, resultando no movimento
Browniano — aleatdrio — das particulas que medem menos de 1 um. A floculacdo ortocinética,
que resulta na colisdo de particulas desestabilizadas e microflocos e por fim, a floculacéo por
sedimentacdo, que causa colisdo entre os flocos com diferentes densidades, resultando no
aumento de tamanho (MORSELLI et al., 2022; TEIXEIRA et al., 2022).

A sedimentacgdo, ou decantacdo, € 0 processo que separa a dgua dos flocos em suspensdo
produzidos na etapa anterior, floculacdo, por acdo da gravidade. Nessa etapa, ocorre a producgao
do lodo (MORSELLLI et al., 2022), que contem todas as impurezas da &gua bruta, além dos
residuos dos coagulantes utilizados no tratamento (SANTOS et al., 2021). Para garantir que
ndo tenha restado nenhuma impureza da sedimentacdo, a &gua ainda passa por filtros porosos
que promovem a limpeza e a clarificacdo. Essa etapa é chamada de filtracdo, onde também
ocorre a producdo do lodo, porém em quantidade menor do que aquela produzida na
sedimentacdo (CHINVELSKI, 2018; KYNCL, 2008).
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A desinfeccdo, também denominada como pré-oxidacdo, tem varias finalidades, entre
elas, evitar a formacdo de biofilmes, eliminar matéria organica e, principalmente, atuar na
eliminacdo de patdgenos que estdo relacionados a doencas de veiculacdo hidrica. Apesar das
variedades de agentes quimicos e fisicos destinados a desinfec¢do, 0os compostos clorados
continuam sendo os mais utilizados, devido as suas vantagens, como facil manuseio e baixo
custo, além de possuir uma capacidade de oxidar os microrganismos presentes na agua
(SANTOS, 2020; TEIXEIRA et al., 2022).

Ao término do tratamento, a 4gua esté pronta para ser distribuida aos seus consumidores
finais. O lodo dos decantadores e filtros vai se aglomerando e, periodicamente, é realizada sua
limpeza. As ETA do Brasil e de outros paises, em sua maioria, fazem o descarte desse residuo
diretamente em corpos d’agua, sem qualquer tratamento (SANTOS et al., 2021). Como essa
pratica é considerada crime ambiental pela legislagdo brasileira, varios estudos tém sugerido
alternativas sustentaveis para o aproveitamento do lodo (ODIMEGWU et al., 2018, BRASIL,
2010).

3.2 Caracteristicas e composicdo do lodo de ETA

O lodo de ETA é classificado pela NBR 10.004 (ABNT, 2004) como residuo sélido,
por se apresentar em estado sélido ou semissélido. As caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas e o volume produzido estdo relacionados diretamente com a fonte e a qualidade da
agua bruta captada, a quantidade tratada, o tipo e dosagem de produtos quimicos utilizados no
processo de coagulagéo e, por fim, no procedimento empregado para o tratamento (QRENAWI;
RABAH, 2021). Contudo, o lodo possui, de maneira geral, aproximadamente 95% de agua,
solidos entre 2 a 4% em peso Umido e 17 a 23% em peso seco (BARAKWAN;
TRIHADININGRUM; BAGASTYO, 2019; TONY, 2022).

Quando comparado com o lodo de esgoto, o lodo de ETA € caracterizado por uma
composicao mineral mais elevada e matéria organica em menor concentracdo, porem de maior
estabilidade (PORTELA et al., 2003).

O lodo pode conter microrganismos, oocistos de protozoarios, ovos de helmintos, algas,
materiais suspensos, argila, calcio, silica e metais pesados, como cromo, chumbo, cadmio, entre
outros (BARAKWAN; TRIHADININGRUM; BAGASTYO, 2019; QRENAWI; RABAH,
2021). Apoés a etapa de coagulacdo, todos esses materiais interagem formando flocos que,
juntamente com a agua aprisionada entre as particulas, ddo origem ao lodo (TURCHIULLI;
FARGUES, 2004).
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Adicionalmente, outros residuos quimicos de grande relevancia na composicao do lodo
de ETA, que se encontram em concentracdo bastante elevada, sdo os coagulantes utilizados
durante o processo de tratamento da d&gua (ODIMEGWU et al., 2018). Os coagulantes mais
comumente empregados sao feitos de sais inorganicos constituidos de metais trivalentes, como,
por exemplo, sulfato de aluminio, cloreto férrico e cloreto de poli-aluminio (PAC) (WEI et al.,
2018). A utilizacdo de coagulantes a base de sais de aluminio ou ferro favorece a concentragédo
desses elementos no lodo final, originando o lodo férrico (rico em Fe**) ou o lodo de aluminio
(rico em AIFY) (QRENAWI; RABAH, 2021; TONY, 2022).

3.3 Problemas ambientais relacionados com o descarte inapropriado do lodo de
ETA

A elevada concentracdo de sélidos, a presenca de microrganismos e de produtos
quimicos, principalmente de coagulantes, como cloreto férrico e sulfato de aluminio, faz com
que o lodo de ETA se torne um residuo altamente toxico ao meio ambiente e a salde humana,
apesar de ndo apresentar caracteristicas como corrosividade, inflamabilidade e reatividade
(ABNT, 2004).

Quando o lodo ¢ descartado diretamente em corpos d’agua sem qualquer tratamento,
pode ocorrer a alteracdo fisica, quimica ou bioldgica desse meio. Entre as alteracGes relatadas,
decorrentes dessa pratica, encontram-se mudancas de cor e turbidez das dguas, assoreamento,
aumento na concentracdo de solidos, acimulo de aluminio e outros metais pesados, inibicdo
das atividades bioldgicas, entre outras mudancas negativas. Ainda, essa pratica pode decorrer
na contaminagdo por ferro, aluminio e outros metais pesados, ocasionando a biocumula¢do em
organismos aquaticos e, consequentemente, a contaminacdo no homem, causando Sérios
comprometimentos a salude (SILVA; BORTTREL; PEREIRA, 2018).

Costa et al. (2017) observaram que o descarte continuo de lodo de ETA na represa
Gavido (Ceard, Brasil) levou ao desaparecimento da comunidade de macroinvertebrados
aquaticos apos o ponto de lancamento da ETA, impactando drasticamente o ecossistema local.
Devido ao uso de coagulantes, € normal que o lodo tenha uma alta concentracdo de
aluminio e ferro em sua composi¢éo, além de outros metais como zinco, boro e manganés, além
de compostos toxicos, como pesticidas, farmacos, horménios, entre outros (DUBE et al., 2018).
O aluminio apresenta caracteristicas bioacumulativas nos organismos vivos e, em humanos, a

contaminagdo por aluminio esti associada a doenga de Alzheimer, atrasos cognitivos em
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criancas, transtorno do espectro autista, entre outras doencas. Em algas, causa necroses,
cloroses, entre outros efeitos toxicos (BRENDA et al., 2018; EXLEY; MOLD, 2019). Ja a
contaminacdo em peixes causa problemas nos rins, figado e na reproducdo (MWALIKENGA,;
VITAL, 2020). Outros estudos revelam ainda que, o lodo contendo altas concentracfes de
aluminio, se aplicado diretamente no solo, pode intoxicar e causar deficiéncia de fésforo nas

plantas, interferindo no seu crescimento radicular (DUBE et al., 2018).

3.4 Efeitos benéficos da utilizacdo do lodo de ETA para recuperacéo de solos

Com o intuito de diminuir a polui¢do das aguas, solos e propiciar um ambiente mais
sustentavel, faz-se necessario um gerenciamento de residuos sélidos que visa a aplicacdo do
conceito dos “5 R”, reduzir, reciclar, reutilizar, reprocessar e recuperar (TONY, 2022). Neste
contexto, a reutilizacdo do lodo de ETA para a recuperacao de solos vem sendo uma alternativa
muito estudada ao longo dos anos, demonstrando-se promissora. O primeiro relato dessa pratica
foi nos anos 70 e, desde entdo, vém sendo realizadas pesquisas e testes para a continuidade
dessa utilizacdo (NGUYEN et al., 2022). S&o citados em varios estudos os beneficios do uso
do lodo como condicionador de solo, pois ele promove a melhora da retencéo de 4gua, aumento
da matéria organica, condutividade e de nutrientes, entre outros efeitos positivos (NGUYEN et
al., 2022; ODIMEGWU et al., 2018).

Com todos os beneficios citados, se aplicado na dosagem adequada, o lodo pode auxiliar
no crescimento das plantas, pela liberacdo de nutrientes, além de suprir a necessidade de
nitrogénio destas (ODIMEGWU et al., 2018; RAK; KUCHARSKI, 2009).

Sabe-se que a aplicacdo do lodo no solo melhora ainda a condutividade hidraulica,
porosidade, estrutura, além de fornecer os macros e micronutrientes necessarios para o
crescimento das plantas (DASSANAYAKE et al., 2015).

Entretanto, para promover um aumento da concentracdo da matéria organica do lodo de
ETA, este pode ser misturado com outros residuos, como restos agroindustriais, melhorando a
capacidade de absorcédo de fosforo, de retencdo de agua e estimulando o crescimento da planta,
além de ser uma destinacdo alternativa para esses residuos (DASSANAYAKE et al., 2015;
FRANCO et al., 2021).
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3.5 Estratégias para a detoxificacdo de lodo de ETA

Devido as contaminagBes que o ambiente vém sofrendo por agdes antropicas,
atualmente, vive-se uma realidade de buscar remediacbes para conter essas sucessivas
agressdes. Com base nisso, a biorremediagdo é uma &rea muito promissora e bastante utilizada
nos dias atuais, pois faz uso de tecnologias que empregam organismos vivos para modificar ou
mineralizar contaminantes organicos e, ainda, apresentam baixo custo de aplicacdo
(MALLMANN et al., 2019; SHAHIN; MOSSAD; FOUAD, 2019).

No solo, podemos encontrar uma variedade de microrganismos, como bactérias, fungos,
protozoarios, além de algas e invertebrados, que desempenham papéis importantes nas
reciclagens de nutrientes e transformacGes de compostos téxicos (KOUR et al., 2021).
Entretanto, a necessidade de oxigénio esta relacionada com a otimizacdo na degradacdo de
contaminantes. Para isso, a utilizacdo de bioestimulantes aumenta a aeracao e porosidade do
solo, além de estimular o crescimento da microbiota nativa (SHAHIN; MOSSAD; FOUAD,
2019; SOMMAGGIO et al., 2018b).

O bagaco de cana-de-agUcar caracteriza-se como uma rica fonte de carbono, relacionada
a alta concentracdo de carboidratos e também atua como agente descompactante no solo,
otimizando a porosidade e oxigenacdo (SOMMAGGIO et al., 2018b).

Outro bioestimulante que também pode ser utilizado na detoxificacdo de lodos, visando
seu uso agricola, é a fibra de coco. Este é um residuo bem abundante no Brasil, e oferece vérias
vantagens, como pouca atividade quimica, baixo custo para producdo e alta porosidade. Ao
longo dos anos tem ganhado espaco na composicdo de substratos para plantas, isso devido ao
melhoramento nas caracteristicas fisicas do solo, ter baixo custo e ainda contribuir com o
descarte sustentavel desse residuo (NUNES, 2021).

A associagdo do lodo com os bioagentes estimulantes proporciona inimeras vantagens,
pois, sao compostos de origem natural e ecologicamente aceitaveis e favorecem o processo de
biorremediagdo. Com isso, atuam como complemento nutricional para o insumo e,

consequentemente, estimulam o crescimento das plantas, com custos mais acessiveis.

3.6 Bioensaios de toxicidade para avaliacéo de lodo de ETA
A ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos tdxicos de substancias de origem
natural ou sintética em organismos vivos. No momento em que essas substancias modificam as

interacdes dos organismos, sdo observados efeitos toxicoldgicos, os quais podem ocorrer em
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varios niveis, como celular, tecidual, individual, entre outros (NIVA; BROWN, 2019; TRAAS;
VAN LEEUWEN, 2007).

Devido aos componentes toxicos e metais pesados que estdo presentes no lodo de ETA,
ensaios de toxicidade devem ser realizados com o intuito de determinar os impactos causados
quando esse residuo € incorporado ao solo e utilizado como condicionante agricola (SANTOS;
SOMMAGGIO; MARIN-MORALES, 2022). Geralmente, esses bioensaios séo realizados em
laboratdrios, onde os organismos testes, ficam em condi¢cdes de temperatura e ambiente
controladas (NIVA; BROWN., 2019; TRAAS; VAN LEEUWEN, 2007).

Os ensaios de toxicologia sdo aplicados, principalmente, para verificar se os efeitos
danosos dos contaminantes quimicos sdo passados aos varios niveis troficos pela cadeia
alimentar, bem como, para avaliar a biodisponibilidade dos contaminantes (WRIGHT;
WELBOURN, 2002) e, também, classificar o qudo téxico € um composto e quais os seus efeitos
aos organismos vivos (BLAISE; FERARD, 2005). Além disso, também sdo importantes para
avaliar a efetividade de processos de biorremediacdo em termos de eliminacdo da atividade
toxica das amostras (MAZZEO et al., 2015, 2016a, 2016b, 2020; SOMMAGGIO et al., 20183,
2018b).

Atualmente, existe uma ampla diversidade de organismos testes empregados para a
avaliacdo de diferentes matrizes ambientais. As minhocas, enquitreideos, colémbolos, sementes
de vegetais, entre outras espécies, sdo utilizados em amostras de solos e residuos sdlidos,
enquanto para amostras de dagua, aguas residuais e efluentes, espécies de peixes,
microcrustaceos e algas merecem destaque (NIVA; BROWN, 2019; TKACZYK et al., 2021;
ZHANG et al., 2020). Ainda, diferentes parametros podem ser avaliados pelos bioensaios,
incluindo toxicidade aguda, cronica, reproducédo, letalidade e teste de fuga (CRUZ, 2022,
TKACZYK et al., 2021).

Entre os bioensaios, o0 ensaio de fitotoxicidade é simples, de baixo custo, com alta
sensibilidade e consiste na observacdo da germinacgdo de sementes de vegetais, como alface,
tomate, rucula e outras espécies, e também na medicdo do tamanho da raiz e hipocotilo. Esse
ensaio permite inferir se a amostra e segura ambientalmente para ser disposta em solo e se afeta
o crescimento da plantula nos primeiros dias de incubagdo. Caso ndo ocorra a germinagao ou o
crescimento apresente alguma anormalidade, infere-se que a amostra estudada contém
compostos toxicos que prejudicam o desenvolvimento das plantulas (GUEVARA et al., 2019;
PEDUTO et al., 2019; USEPA, 1996).
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A toxicidade aguda também pode ser avaliada por um teste rapido de apenas 48 horas,
realizado com microcrustaceos de agua doce do género Daphnia sp. Os primeiros relatos da
utilizacdo dos microcrustaceos do género Daphnia sp. para ensaios de ecotoxicologia com
amostras de 4gua ocorreram na década de 40. Esses microcrustaceos sdo facilmente encontrados
na natureza pela ampla distribuicdo geografica, sendo vulgarmente conhecidos como pulgas
d’agua. Seu habitat é em aguas doces e se alimentam de particulas suspensas de algas. O
objetivo deste ensaio € avaliar a toxicidade de produtos quimicos, efluentes e outros compostos
em um curto periodo de tempo de exposi¢do. A Daphnia sp é utilizada nesse tipo de ensaio por
ser um organismo muito sensivel a compostos toxicos. Ainda, se tornam viaveis para testes de
laboratdrios, pois sdo pequenas, de facil manutencao, com fertilidade elevada, reproduzem-se
por partenogénese (DUTTA, 2019; EBERT, 2022; ROSSIANA et al., 2021; TKACZYK et al.,
2021).

Os colémbolos sdo pequenos artrépodes que vivem no solo e se alimentam da matéria
organica e microrganismos presentes neste meio, contribuindo para a disseminacdo dos
mesmos. Tratam-se de organismos com ciclo de vida curto, facil adaptagdo e reproducéo. Além
disso, possuem alta sensibilidade a poluentes e modificagdes nos solos causadas pelo homem.
Nesse contexto, os colémbolos sdo utilizados como bioindicadores da qualidade de solo,
determinando a presenca de possiveis contaminantes, sendo possivel analisar alteracdes no
padrdo de reproducdo e também realizar o ensaio de fuga (CRUZ, 2022; OGLIARI et al., 2020;
ORTIZ et al., 2019; TINA, 2021).

3.7 Avaliacéo patogénica do lodo de ETA

A utilizac@o de lodos na agricultura, como ja citado, vem sendo uma alternativa muito
promissora e de baixo custo. Entretanto, o lodo pode conter organismos que podem oferecer
riscos a saude humana, como bactérias fecais patogénicas, e helmintos (GASPARD;
SCHWARTZBROD, 2003; GUZMAN et al., 2020).

Os helmintos sdo parasitas responsaveis por causar doencas intestinais em animais e
humanos, sendo este ultimo, seu hospedeiro definitivo. Esses organismos tém 3 fases principais
no seu desenvolvimento, ovo, estagio larval e adulto (ROCHA et al., 2016). Os ovos de Ascaris
ssp. sdo envolvidos por uma casca interna, camada intermediaria e casca externa proteica, o que
0 torna resistente e capaz de permanecer viaveis por longos periodos em condicGes adversas
(ROBLES et al., 2020; ROCHA et al., 2016).
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Outro grupo de microrganismo de extrema importancia epidemioldgica sdo 0s
coliformes totais e Escherichia coli, pois tratam-se de microrganismos que pertencem
amicrobiota do intestino humano, entretanto podem ser potencialmente patogénicos causando
infecgBes gastrointestinais. Além disso, sdo bioindicadores de qualidade de &gua e
contaminacgdo fecal causada por animais entéricos (SPECIAN et al., 2021).

Essas analises estdo sendo incluidas em diversos estudos referentes a utilizacdo de
residuos em solos agricolas, pois a sobrevivéncia e ingestdo desses patdgenos, por solo, agua
ou alimento contaminados, poderia contribuir com a disseminacdo de doengas (NGWESE et
al., 2020).

4 Resultados

Os resultados deste trabalho sdo apresentados nas formas dos seguintes artigos:

Artigo 1: Bioestimulacdo de lodo de tratamento de agua visando o uso sustentavel:

avaliacdo respirométrica e fitotoxicidade

Artigo 2: Avaliacdo ecotoxicolégica de lodo de tratamento de agua, antes e apos

bioestimula¢do com residuos da agroindustria
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Artigo 1. Bioestimulacdo de lodo de tratamento de &gua visando o uso sustentavel:

avaliacdo respirométrica e fitotoxicidade

RESUMO

Durante o tratamento de &gua, gera-se um residuo denominado lodo de Estacdo de Tratamento
de Agua (ETA), que é resultante da coagulacio e decantacdo das particulas de impurezas
presentes na agua bruta. Devido a grande quantidade gerada e ao fato de esse residuo ser rico
em minerais, além de conter matéria organica, sua utilizacdo na producédo de condicionante de
solo mostra-se uma alternativa promissora e de baixo custo. Porém, o lodo de ETA pode conter
altas concentracfes de ferro decorrente do uso de coagulantes, além de outros metais e
contaminantes toxicos, o que inviabilizaria esse uso. Como a disposicao imprépria do lodo de
ETA traz elevado risco ambiental e a saide humana, este trabalho teve como objetivo propor
um processo de baixo custo e ambientalmente vidvel, pela associacdo de residuos
agroindustriais (bagaco de cana-de-agUcar e fibra de coco) como agentes descompactantes e
estimulantes, para promover a bioconversdo do lodo de ETA em insumo agricola. Para isso,
realizou-se a caracterizacdo fisico-quimica do lodo puro, bem como sua patogenicidade,
verificando a presenca de ovos viaveis de Ascaris ssp., coliformes totais e Escherichia coli. A
biodegradabilidade do lodo de ETA foi avaliada por meio do ensaio de respirometria
quantificando a producdo de CO> das diferentes amostras. Ja o potencial fitotoxico foi avaliado
a partir de ensaios com sementes de Lactuca sativa (alface), antes e depois da biodegradacao.
O lodo de ETA utilizado apresentou baixa patogenicidade e caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para sua disposicdo em solos, com exce¢do da presenca de liquidos livres. O ensaio
de respirometria revelou que a adicdo de residuos vegetais ao lodo de ETA contribuiu para o
aumento da producao de CO3, porém nédo favoreceu a biodegradacgéo do lodo. Dos tratamentos
realizados, apenas amostras que continham bagaco inibiram a germinagdo de sementes e 0
crescimento da radicula e do hipocdtilo, indicando que a incorporagdo deste material ao lodo
de ETA parece proporcionar a liberagdo de compostos hidrossoluveis fitotoxicos,
comprometendo seu uso agricola. No entanto, apos o periodo de biodegradacédo, todas as
amostras mostraram-se atoxicas pelo ensaio de fitotoxicidade, e estimularam o crescimento da
radicula e do hipocétilo, sugerindo a degradacdo desses compostos. Assim, desde que

propriamente biotransformado, a destinagéo do lodo de ETA como condicionante de solos pode
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representar uma atividade ambientalmente segura e sustentavel, contribuindo para a economia

circular.

Palavras-chave: gerenciamento de residuos; bagaco de cana-de-acucar; fibra de coco;

biodegradagéo; Lactuca sativa; sustentabilidade.
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1 INTRODUCAO

Devido a necessidade do fornecimento de agua potavel para o consumo humano, as
aguas destinadas ao abastecimento, que sdo captadas em mananciais, necessitam de um
tratamento prévio para reter as impurezas que podem causar efeitos deletérios em seus
consumidores. Assim, antes de ser distribuida para a populagdo, a 4gua deve atender todas as
exigéncias de potabilidade (WHO, 2017). As Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) ficam
responsaveis pela qualidade da agua de abastecimento (MIAN et al., 2021).

Durante o processo de tratamento, as ETA geram um residuo, denominado lodo, o qual
é resultado dos processos de coagulagdo, floculagdo, decantagdo e filtracdo da &gua bruta
(NAIR; AHAMMED, 2015). O volume de lodo produzido esta diretamente relacionado a
demanda por agua potavel para o abastecimento da populacdo (NGUYEN et al., 2022). Embora
seja produzido em qualidade e quantidade variavel, estima-se que uma ETA, de porte médio,
gere, anualmente, cerca 100.000 toneladas (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016a).

Os compostos encontrados no lodo de ETA estdo relacionados com a qualidade da dgua
bruta captada, o tipo de tratamento aplicado e os produtos quimicos utilizados no processo de
tratamento, principalmente quanto ao coagulante e a dosagem aplicada (QRENAWI; RABAH,
2021; ROQUE; MONTALVAN; BOSCOV, 2021). Como o lodo pode conter inimeras
substancias, incluindo compostos potencialmente toxicos, a destinacdo final desse material
deve ocorrer de forma segura para a saude publica e em condi¢cdes ambientalmente aceitaveis
(CORDEIRO, 2001; QRENAWI; RABAH, 2021).

No Brasil, a maioria das ETAs descarta o lodo em aterros sanitarios ou in natura nos
corpos d’agua receptores proximos ou, até mesmo, onde foi captada a agua para o tratamento
(MORSELLI et al., 2022). Entretanto, o descarte em aterros sanitarios se torna inviavel, pois o
lodo precisa ser previamente desidratado, o que acarreta em um gasto de energia muito grande
e também pode ocasionar sérios problemas ambientais pela lixiviacdo de metais toxicos
(NGUYEN et al., 2022; ROQUE; MONTALVAN; BOSCOV, 2021; WANG et al., 2018).
Adicionalmente, quando o lodo é lancado diretamente nos corpos d’agua, altera
significativamente suas caracteristicas, levando ao assoreamento, alteracdo na cor e aumento
da turbidez, além disso, ainda pode causar contaminagdo microbiolégica e por metais pesados,
danos ao ecossistema aquatico e aos niveis tréficos superiores associados, incluindo
complicagbes renais e gastrointestinais a populacdo humana (BARAKWAN;
TRIHADININGRUM; BAGASTYO, 2019; SILVA; BORTTREL; PEREIRA, 2018).
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Existem diversas alternativas mais sustentaveis para disposicao final do lodo de ETA,
como fabricacdo de tijolos e materiais ceramicos, producdo de cimento, recuperacdo de
coagulantes, condicionante de solos, entre outros (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016b;
SILVA; BORTTREL; PEREIRA, 2018; SOBRINHO et al., 2019). No entanto, como o lodo
constitui uma fonte de macronutrientes e micronutrientes que podem ser reaproveitados, seu
uso na recuperacdo de solos agricola e florestal vem sendo considerado como uma das
alternativas mais promissoras por ser mais ambientalmente e economicamente viavel quando
comparada as outras praticas de destinagéo final do lodo (ODIMEGWU et al., 2018). Sabe-se
que a utilizacdo de lodos como fertilizante e condicionante promove melhorias nas propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas do solo (ASSENHEIMER, 2009), podendo interferir
beneficamente em sua densidade, porosidade, capacidade de retencdo hidrica, estabilidade dos
agregados, selamento, resisténcia a penetracdo e infiltracdo de agua, além de promover um
aumento na concentracdo de matéria organica e nutrientes (BABATUNDE et al., 2007;
NGUYEN et al., 2022; TSUTIYA; HIRATA, 2001).

Contudo, como a composicdo do lodo de ETA € prioritariamente mineral, 0 acréscimo
de outros materiais, com concentracdo mais elevada de matéria organica e nutrientes ou que
atuem como agente de volume, pode favorecer a obtencéo de um aditivo de solo mais completo,
contribuindo para uma comunidade microbiana mais diversa e ativa (FERNANDO-
FONCILLAS et al., 2021). Neste sentido, o aproveitamento de outros tipos de residuos, como
palhas, cascas, fibras e p6 de restos vegetais € uma estratégia bastante promissora e de baixo
custo (ALVARENGA et al., 2015; SHOU et al., 2017).

A biorremediacdo emprega tecnologias bioldgicas que envolvem a capacidade
metabdlica dos microrganismos em transformar ou mineralizar contaminantes organicos, que
estejam presentes em &guas, solos, sedimentos e outras matrizes ambientais (SHARMA et al.,
2021). Pelas suas caracteristicas econdmicas, de seguridade e ambientais vantajosas, as técnicas
de biorremediacdo tém sido muito promissoras para promover a detoxificacdo de lodos
(FRANCO et al., 2021; MAZZEO et al., 2015, 2020; SOMMAGGIO et al., 2018a). A
incorporacdo de materiais que estimulem o crescimento de microrganismos pode contribuir
para a maior eficicia do processo de degradagédo de substancias orgénicas toxicas (MAZZEO
et al., 2014). Esses agentes estimulantes favorecem tanto 0 aumento da porosidade como a
aeracdo do substrato, agindo como agentes descompactantes e/ou propiciando um acréscimo de
energia ao sistema (SOMMAGGIO et al., 2018a, 2018b; XU; LU, 2010).
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Devido a elevada complexidade quimica do lodo, os bioensaios sdo considerados
ferramentas ideais para a avaliacdo da comprovacédo do processo de detoxificacdo, uma vez que
permitem detectar o efeito sinergistico dos contaminantes, bem como sua biodisponibilidade
para os organismos (FRANCO et al., 2021; MAZZEO et al., 2015, 2016a, 2016b, 2020;
SANTOS; SOMMAGGIO; MARIN-MORALES, 2022; SOMMAGGIO et al., 2018a, 2018b).

Frente ao elevado risco ambiental do lodo de ETA quando disposto de maneira
impropria e ao seu alto potencial de aproveitamento, o presente estudo buscou desenvolver uma
tecnologia de baixo custo, empregando residuos provenientes da agroindustria, para aumentar
a biodegradabilidade e promover a estabilizagdo do lodo de ETA, visando a sua aplicagéo
agricola, de modo a contribuir para a economia circular, bem como para o aproveitamento dos
nutrientes presentes nesse residuo. Para isso, a fibra de coco e 0 bagaco de cana-de-agucar foram
utilizados como agentes bioestimulantes e aceleradores do processo de bioconverséo do lodo
de ETA. Adicionalmente, analises microbioldgicas e avaliacGes fitotdxicas foram realizadas

para garantir a eficacia do processo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e caracterizacdo dos materiais

O lodo utilizado neste estudo foi obtido na ETA Il - José Crespo, localizada no
municipio de Rio Claro — SP (coordenadas geograficas 22°24°21” S e 47°33°19” W), a qual
realiza tratamento do tipo convencional (floculacdo, decantacdo, filtracdo, desinfeccdo e
fluoretacdo). Esta ETA capta suas aguas no Rio Corumbatai (classe 1l pelo CONAMA n° 357)
e possui capacidade de operacdo de 500 L/s, com uma producdo diaria de 35.000 m? de agua
potavel, atendendo, aproximadamente, 60% da populacdo do municipio. Durante o tratamento,
é empregado o cloreto férrico como agente coagulante, a cal hidratada para correcdo do pH, o
acido fluossilicico na fluoracdo e cloro como oxidante e desinfetante.

A coleta do lodo de ETA foi realizada em novembro de 2020, durante o procedimento
de lavagem mensal dos decantadores, antes de sua disposi¢do nas lagoas de secagem,
representando o material sedimentado acumulado durante 0 més. Essa limpeza é realizada,
manualmente, com o auxilio de jatos d’agua sob pressdo, o que acarreta na diluicdo do lodo e,
consequentemente, na diminuicao de seus solidos totais. As amostras foram acondicionadas em
recipientes plasticos com tampa e encaminhadas para o laborat6rio, onde permaneceram sob

refrigeracéo (4 °C) até o momento da montagem dos experimentos.
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Uma parte do lodo coletado nessa mesma campanha amostral foi caracterizada em um
outro trabalho (SANTOS, 2023), em relacdo a sua composicdo mineral, como pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo quimica do Lodo de ETA, quanto a presenca de compostos

inorganicos
Elemento Concentracéao
Nitrogénio 5,7 mg/Kg
Fosforo Total 0,47%
Potassio Total 0,24%
Célcio 1,06%
Magnésio 0,26%
Sddio 0,07%
Zinco 2,09%
Cobre 0,05%
Manganés 0,22%
Ferro 18,96%
Cobalto <0,01%
Niquel 27,1 mg/Kg
Cadmio <0,1 mg/Kg
Cromo 53,1 mg/Kg
Chumbo 79,0 mg/Kg

Fonte: Ribersolo — Laborat6rio de Analises de Solo e Folhas e Laboratério Keller
Ambiental (nitrogénio).

Outro residuo que foi utilizado neste estudo, o bagaco de cana-de-acuUcar, foi adquirido
em industrias sucroalcooleiras, apdés o processo de moagem da cana. Este material foi
empregado com funcédo de agente descompactante e estimulante do processo de biodegradacéo.
Apbs coleta, 0 mesmo foi triturado grosseiramente, em liquidificador doméstico (Arno, modelo
Optimix) e incorporado as amostras.

A fibra de coco, outro rejeito bastante abundante no Brasil, tambeém foi utilizado neste
estudo, por se caracterizar em um material que favorece a retencdo de umidade e a capacidade
de troca de cations. Este foi obtido em casas de vegetacdo que comercializam este material
como substrato para crescimento de plantas (Golden Mix). Para ajuste da umidade, o produto
foi seco em temperatura ambiente (sem controlar a temperatura) e peneirado em peneira de 1,41
mm de abertura, para posteriormente, ser utilizado no preparo das amostras.

O solo utilizado para diluicdo das amostras foi coletado com uma profundidade entre 10 a 20

cm, em novembro de 2020, na UNESP, Campus Rio Claro, (coordenadas geograficas
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22°23'48"S e 47°32'38"W), o0 qual caracteriza-se por sua textura arenosa e condutividade
elétrica de 0,623 dS/m. Sua composicdo granulomeétrica, bem como a concentracdo de
micronutrientes e macronutrientes esta descrita em Franco (2019). Este foi seco a temperatura
ambiente e peneirado em peneira de 1,41 mm de abertura, para facilitar a mistura e incorporagéo
dos materiais durante o preparo das amostras, favorecendo sua homogeneidade.

2.2 Analises fisico-quimicas
2.2.1 Liquidos Livres
Para a determinacdo da presenca de liquidos livres no lodo de ETA, seguiram-se 0S
procedimentos descritos na NBR 12.988 (ABNT, 1993), como descrito adiante.
Em um funil contendo papel de filtro 0,45 pg e suspenso em um suporte, adicionaram-
se 100 g de lodo de ETA (Figura 1). Aguardou-se o periodo de 5 minutos para escoamento do
liquido. O liquido drenado foi recolhido em um Erlenmeyer e medido com o auxilio de uma

proveta. O ensaio foi realizado em duplicata e, exclusivamente, com a amostra de lodo.

Figura 1: Montagem do ensaio para determinacdo de liquidos livres Fonte: Autora, 2022.
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2.2.2 Mensuracao do pH

Para execucdo deste ensaio, utilizaram-se os procedimentos descritos no Manual de
Métodos de Analises de Solo (EMBRAPA, 2017), com algumas modifica¢cbes. Em um béquer,
adicionaram-se 10 g do material umido (solo ou lodo de ETA) e 25 mL de agua destilada. A
solugdo foi homogeneizada por cerca de 1 minuto em agitador magnético e, em seguida, deixada
em repouso por 60 minutos para separacdo das fases. Ao término do repouso, foram feitas as
leituras das amostras, utilizando o sobrenadante formado para medicdo desse parametro em

pHmetro (Marconi). Este ensaio foi realizado em triplicata.

2.2.3 Série de sélidos e determinacdo de carbono

Para essas analises, seguiu-se o protocolo proposto por Goldin (1987), com algumas
modificagdes. Inicialmente, capsulas de porcelana foram secas por 24 h em estufa (FANEM,
modelo 315 SE) a 105 °C, resfriadas em dessecador e taradas. Cerca de 10 g de cada um dos
materiais foram colocados em cépsulas individuais e submetidas a secagem em estufa a 105 °C
por 24 h, visando eliminacdo de toda a 4gua presente. Apds esse periodo, as capsulas com as
amostras foram resfriadas em dessecador e pesadas para a obtencdo da massa seca de cada
material (sélidos totais). Entdo, as capsulas com as amostras foram acondicionadas em forno
do tipo mufla (Lucadema) e incineradas em uma temperatura de 550 °C por 3 h. Posteriormente,
as capsulas foram resfriadas em dessecador e pesadas, para determinacdo de solidos fixos e
volateis, de acordo com as equacBes 1, 2, e 3 (APHA et al., 1998). As analises foram realizadas

em triplicata.

% Sélidos Totais=_massa seca* 100  (Equacéo 1)
massa Umida

% Solidos Fixos= massa da amostra calcinada * 100  (Equagéo 2)
massa seca

% Solidos Volateis= (massa seca - massa amostra calcinada) * 100 (Equacéo 3)
massa seca

O teor de matéria organica (MO) dos residuos (lodo de ETA, bagaco de cana e fibra de
coco) foi determinado pela diferenca entre sua massa seca a 105 °C e a massa final do material
incinerado (cinzas), dividido pela sua massa seca. O carbono total inicial (CT) e o carbono
organico (CO) foram obtidos a partir das equacdes 4 e 5, respectivamente, as quais, segundo
Carmo e Silva (2012), possibilitam a conversdo do valor de matéria orgénica presente em
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residuos organicos, obtido pelo método da mufla, em carbono total e organico, com precisao.
Para o solo, foi considerado o fator de van Bemmelen de 0,58 para a transformacéo de MO em
CO (HEATON; FULLENI; BHATTACHARYYA, 2016).

Carbono Total Inicial= 0,463 x MO - 0,550 (Equacdo 4)

Carbono Organico= 0,425 x MO — 2,064  (Equagéo 5)

2.3 Verificacdo da presenca de ovos viaveis de Ascaris ssp.

Neste ensaio foi utilizada a técnica de centrifugo-flutuacéo para a quantificacéo de ovos
viaveis de helmintos, adaptado da norma técnica L5.551 (CETESB, 2013). Em um béquer com
capacidade de 2 L, foram adicionados 10 g de lodo (massa seca) e agua destilada em quantidade
suficiente para se completar 1 L. Em seguida, a amostra ficou em repouso por 4 h a 4°C.

Logo ap06s o primeiro repouso, a amostra foi homogeneizada com o auxilio de um
agitador magnético por um minuto, em velocidade baixa. Entdo, a amostra foi dividida em 4
béqueres com capacidade de 1 L cada. Em seguida, os béqueres foram completados para 900
mL com uma solucéo de detergente 7x a 0,1%, isento de fosfato (ES 7X, MP Biomedicals) e o
processo de sedimentacéo foi repetido por mais 4 ha 4 °C.

Passado o periodo de sedimentacdo, o sobrenadante (parte liquida) de cada béquer foi
aspirado deixando apenas a camada de solidos, a qual foi homogeneizada em agitador
magnético por 1 minuto, em baixa velocidade. Em seguida, adicionaram 450 mL de agua
destilada, completando com a solucdo detergente para 900 mL. Entdo, os béqueres foram
deixados repousando nas mesmas condic¢des anteriormente citadas. Esse mesmo processo foi
repetido mais uma vez. No total, os procedimentos de lavagem e sedimentacdo da amostra
foram realizados por 3 vezes consecutivas. Na ultima aspiracdo, todo o sobrenadante foi
retirado e a parte solida dos 4 béqueres foram agrupadas em um Unico recipiente contendo 300
mL da solugdo de detergente. Com o auxilio do agitador magnético, ocorreu a homogeneizacgao
por 5 minutos. Logo ap6s, a amostra foi transferida para um béquer com capacidade de 2 L,
passando por uma peneira de 50 mesh, seguida por repouso de 24 h.
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2.3.1 Incubacédo da amostra

Passado o periodo da Gltima sedimentacdo, foi aspirado todo o sobrenadante e o material
solido que restou foi completamente removido e dividido, igualmente, em tubos de centrifuga
conicos com capacidade de 50 mL. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos
a 2000 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi vertido, com cautela, para que o sedimento néo
desprendesse do fundo do tubo, sendo adicionado cerca de 15 mL de solugédo de sulfato de
magnésio gravidade especifica 1,20. Os tubos foram homogeneizados em vortex, por 15
segundos. Completou-se para 40 mL com a mesma solucdo e os tubos foram centrifugados
novamente por mais 10 minutos.

Com uma peneira de 400 mesh umedecida, foi vertido cerca de 25 a 35 mL do
sobrenadante de cada tubo em um unico béquer. O material retido na peneira foi lavado com o
auxilio de uma pisseta contendo agua destilada e disposto em um tubo cénico. O volume do
tubo foi completado até 50 mL com &gua destilada e, novamente, foi levado a centrifugagéo por
5 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi aspirado e o solido transferido para um tubo com
tampa de capacidade de 15 mL. Foram adicionados 2 mL da solugéo de formalina 0,5% no tubo
de 50 mL com o intuito de remover qualquer vestigio da amostra que tenha restado e vertido
no tubo de 15 mL. Repetiu-se o processo mais uma vez. Por fim, este tubo foi incubado em
BOD (marca SOC. FABBE LTDA) por 23 dias a 26 + 1 °C, sendo monitorado a cada 48h, para
reposi¢do da solugdo em caso de evaporacao.

2.3.2 Leitura e Resultado
Ao término da incubacdo, cerca de 1 mL da amostra foi transferido para a camara de
“Sedgewick-Rafter” e, com a utilizacdo do microscopio de luz, no aumento de 40x, foi feita a
observacao da presenca ou auséncia de ovos e/ou larvas.
O célculo foi baseado no nimero de ovos por grama de sélidos totais, de acordo com a

equacéo (Equacéo 6), apresentada a seguir:

N = ovos de Ascaris spp. (Equacéo 6)

g de solidos totais
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2.4 Deteccao de coliformes totais e Escherichia coli

A determinacdo da presenca de coliformes totais e E. coli no lodo de ETA foi feita,
simultaneamente, pelo emprego de um meio cromogeénico seletivo e diferencial (Chromocult®
Coliform Agar, Merck Millipore), recomendado pela 1SO 9308-1 (2014).

Este meio contém dois substratos cromogénicos, o Salmon-GAL, que reage com a
enzima [-D-galactosidase produzida pelas bactérias do grupo dos coliformes resultando em
colonias com coloragdo avermelhadas; e o X-glucuronide que reage com a enzima B-D-
glucuronidase, produzida exclusivamente pela E. coli, resultando em coldnias de coloragéo
violeta. Adicionalmente, a presenca de lauril sulfato de sodio inibe o crescimento de bactérias
Gram-positivas.

Para essa analise, 10 g de lodo foram adicionados em um Erlenmeyer contendo 90 mL
de solucdo salina 0,85 %. A homogeneizacdo ocorreu em shaker por 10 minutos, sendo, ap6s
esse periodo, realizada a transferéncia de 1 mL da solucdo para placas de Petri, sobre as quais
0 meio de cultura foi vertido. Entdo, as placas foram incubadas por 48 h em estufas (marca
SOC. FABBE LTDA) a 35 °C. As leituras aconteceram a cada 24 h ap6s a incubagdo, sem

extrapolar o prazo de finalizagéo do ensaio. Este ensaio foi realizado em duplicata.

2.5 Secagem do Lodo de ETA

Para diminuicdo da quantidade de &gua presente no lodo de ETA foi realizado um
processo de secagem. Primeiramente, as amostras de lodo foram acondicionadas em funis
contendo algod@o na parte inferior interna. Todo o excesso de liquido foi escoado por um
periodo de 3 dias. Na sequéncia, o lodo foi disposto em camadas finas com 3 a 5 centimetros
de espessura em bandejas, permanecendo em local coberto e ventilado por 7 dias, a temperatura
ambiente (Figura 2). Um revolvimento das amostras foi realizado a cada 48 horas. Finalizado
esse periodo, como houve a formacdo de granulos, o lodo foi triturado mecanicamente em

liquidificador e peneirado em peneira com 1,41 mm de abertura.
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Figura 2: Etapas da secagem do lodo de ETA. A: Lodo apds 24 horas; B: Lodo ap6s 4 dias;
C: Lodo ap6s 7 dias de secagem Fonte: Autora, 2022

2.6 Ensaio de biodegradacao por respirometria
A biodegradabilidade das diferentes amostras foi avaliada pela técnica de respirometria
proposta por Bartha e Pramer (BARTHA; PRAMER, 1965), onde foram utilizados

respirdbmetros para medir a producdo microbiana de CO> (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de um respirometro de Bartha e Pramer. A: Tampa da canula; B: Canula
(diametro de 1 a 2 mm); C: Rolha de borracha; D: Braco lateral (diametro de 40 mm; altura de
100 mm); E: Solucdo de KOH; F: Amostra; G: Frasco Erlenmeyer (250 mL); H: Valvula; I:
Suporte (l& de vidro); J: Filtro de cal sodada (diametro de 15 mm; altura de 40 mm). Fonte:
Montagnolli; Lopes e Bidoia (2009).

O CO2 produzido foi capturado pela solucdo de hidréxido de potassio (10 mL; 0,2 N),
localizada no braco lateral do respirometro. A quantidade de gas carbbnico absorvida foi
medida por um método eletroquimico a partir de leituras de condutividade (STROTMANN et
al., 2004). Este método baseia-se no fato de que a solugcdo de KOH é convertida em uma solucéo
de carbonato de potassio, devido a captura do didxido de carbono. Como a condutividade de
uma solucdo é proporcional a concentracdo dos eletrolitos nela presentes, é possivel estimar a
quantidade de dioxido de carbono produzido pela microbiota e fixado na solugdo de KOH, na
forma do ion carbonato, pela medida da condutividade nesta solucdo alcalina. Para isso, antes
do inicio do experimento, foi realizada a construcdo de uma reta analitica contendo os valores
medidos de condutividade de misturas de proporcdes conhecidas dos reagentes KOH e K2COg,

com molaridade conhecida, versus a quantidade de CO- produzido.

2.6.1 Construcéo da reta analitica
Primeiramente, fez-se a padronizacédo da solucdo de KOH por titulacéo, utilizando uma
solucdo de biftalato de potassio (KHCgH4O4), normalmente utilizado em padronizacao por ser
considerado um padréo primario. Nao foi necessaria a padronizacao da solucdo de K2COs, pois
esta também é considerada um padrdo primario (FRANCO et al., 2021).
Posteriormente, foram preparadas 11 solugdes com diferentes quantidades de KOH
0,2M e K>CO30,1 M (Tabela 2). Adicionalmente, também foram adicionados a essas solu¢des

20 mL de &gua isenta de didxido de carbono, a fim de manter as mesmas proporc¢oes utilizadas
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nas leituras dos respirdmetros. Apds mensuracdo da condutividade dessas solucdes, 0s
resultados foram utilizados para gerar uma equacdo de regressdo linear com o intuito de
transformar os valores de condutividade em pmol de CO2 produzido (Figura 4). Para isso,
considerou-se a estequiometria da reacdo a seguir (Equagédo 7), na qual cada mol de CO>

consumido produz um mol de CO3?".

2 KOH + CO2 - K2CO3 + H,0 (Equagéo 7)

Tabela 2: Volumes de reagentes empregados nas solucdes utilizadas para a
construcao da reta analitica e correlagdo com o ion carbonato

KOH 02M (mL)  K2C030,1M (mL) H20 [CO3%] (pmol)
10,0 0 20,0 0
9,0 | 1,0 20,0 100
8,0 2,0 20,0 200
7,0 | 3,0 20,0 300
6,0 4,0 20,0 400
5,0 5,0 20,0 500
4,0 6,0 20,0 600
3,0 | 7,0 20,0 700
2,0 8,0 20,0 800
1,0 | 9,0 20,0 900

0 10,0 20,0 1000

2.6.2 Preparo das amostras
Para a realizacdo dos ensaios, o lodo de ETA, apds secagem, foi misturado com bagaco

de cana-de-agUcar ou fibra de coco e, entdo, adicionado ao solo. A concentracdo de cada
tratamento foi baseada na massa seca do solo (50 g), adicionando-se 10% (5 g) ou 15% (7,5 g)
do lodo, também em base seca. A mesma ldgica foi aplicada para os agentes bioestimuladores.
Ao final, os seguintes tratamentos foram obtidos:

e Solo (S)

e Solo + Bagago de cana-de-agucar 5% (S + B 5%)

e Solo + Fibra de coco 5% (S + F 5%)

e Solo+ETA 10% (S + ETA 10%)

e Solo + ETA 10% + Bagaco de cana-de-agucar 5% (S + ETA 10% + B 5%)

e Solo+ ETA 10% + Fibra de coco 5% (S + ETA 10% + F 5%)

e Solo+ETA 15% (S + ETA 15%)
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e Solo + ETA 15% + Bagaco de cana-de-agucar 5% (S + ETA 15% + B 5%)
e Solo+ ETA 15% + Fibra de coco 5% (S + ETA 15% + F 5%)

As proporc¢des de cada residuo foram escolhidas com base no melhor ajuste do teor de
umidade (capacidade de campo ao redor de 60 %) e porosidade. Assim, experimentos de
otimizacdo miniaturizados foram realizados previamente para determinacdo da composicédo das
misturas, considerando uma proporcao que utilizasse a maxima carga de lodo de ETA, mas que
n&o inviabilizasse o processo de biodegradacéo.

2.6.3 Determinacdo da Capacidade de Campo

Para o calculo da capacidade de campo, iniciou-se com o acondicionamento das
diferentes amostras em funis contendo algoddo em seu interior. Em seguida, foi adicionada
agua as amostras com o objetivo de satura-las, até que houvesse a passagem desta pela parte
inferior do funil. Na sequéncia, foi feita a selagem da parte superior dos funis com filme plastico
para evitar perda de agua por evaporacao.

Apds repouso de 24h das amostras seladas, cerca de 10g de cada amostra saturada do
funil foi retirada e transferida para recipientes tarados. Posteriormente, esse material foi
colocado em estufa a 105 °C por 24h e, ap6s o seu resfriamento em dessecador, foram pesados
novamente.

Por fim, foi feito o célculo com as diferencas dos pesos iniciais e finais das amostras,
descontando a quantidade de dgua que a propria amostra possuia originalmente (obtida por meio

do célculo da massa seca). Este procedimento foi realizado em triplicata para todas as amostras.

2.6.4 Preparo do inéculo
A fim de se garantir uma populacdo microbiana satisfatoria para a realizacdo do ensaio
de respirometria, foi preparado um indculo a partir da amostra de solo para ser adicionado a
todos os respirdmetros anteriormente ao inicio do experimento.
Para isso, 10g de solo foram adicionados a um Erlenmeyer contendo 90 mL de caldo
nutriente. Este recipiente foi incubado, em incubadora com agitacdo orbital MA 410/VF da
marca Marconi, a 25 °C por 36 h, sob agitacdo. O indculo foi preparado em duplicata, sendo as

mesmas misturadas antes de sua distribuicdo, para garantir homogeneidade.
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2.6.5 Montagem, incubacéo e leitura dos respirémetros

As diferentes amostras foram adicionadas aos respirometros, respeitando a quantia de
50 g de solo (massa seca), acrescida dos demais materiais (lodo de ETA, fibra de coco ou bagaco
de cana-de-agucar).

Cada frasco (5 por amostra) recebeu 2 mL do inéculo e teve sua capacidade de campo
ajustada para 60%. Foram acrescentados 10 mL da solucdo de KOH 0,2 N ao braco lateral e os
frascos foram incubados em estufa (SOC FABBE LTDA) a 28°C na auséncia de luz.

O ensaio foi realizado por um periodo de 120 dias ap6s constatacdo da manutencgdo da
taxa de CO2 produzido em todos os tratamentos. Durante os primeiros 36 dias, as leituras foram
realizadas diariamente para evitar a saturacdo da solucdo de KOH. Posteriormente, as leituras
foram feitas a cada 48 h, por conta da diminui¢do da intensidade da respiracdo. Ap6s cada
leitura de condutividade, os respirbmetros foram aerados durante 1 minuto através dos filtros
de cal sodada para manter a aerobiose do sistema e a solu¢do de KOH foi reposta.

Ao final do experimento, a producdo de gas carbonico foi utilizada para estimar a
quantidade total de compostos organicos mineralizados, possibilitando o célculo da taxa de

eficiéncia da biodegradacédo (EB), de acordo com a equacdo 8.

EB= Total de carbono biodegradado na amostra (umol) x 100 (Equacéo 8)

Quantidade de carbono orgéanico inicial na amostra (umol)

Como 50% do carbono biodegradado € convertido a COz e a outra metade € adicionada
ao solo como humus e biomassa, considera-se que o total de carbono biodegradado foi referente
ao dobro da quantia de CO> produzida. Ja a quantidade de carbono orgénico inicial de cada

amostra foi obtida como descrito no item 3.2.3.

2.7 Quantificacdo de bactérias heterotroéficas totais e fungos
A quantificagdo de bactérias heterotroficas totais e fungos foi realizada nas amostras
iniciais e finais do processo de biodegradacdo. Ambas as analises foram realizadas em triplicata.
O ensaio de contagem de bactérias heterotréficas totais foi feito por meio de
plagueamento por profundidade (Pour Plate), utilizando o meio de cultura Plate Count Agar
(PCA), com acréscimo de actidiona (5 ppm), conforme descrito na norma técnica L.5.201
(CETESB, 2006). Em Erlenmeyers contendo 90 mL de solucéo salina estéril 0,85 %, foram

adicionados 10 g de cada uma das amostras, 0s quais foram homogeneizados, em shaker, por
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10 minutos. Logo apos, foram realizadas diluicdes sequenciais e 1mL de cada diluicdo foi
transferido para as placas de Petri. Apds adicdo do meio, essas placas foram incubadas
invertidas por 48 h em estufa (SOC FABBE LTDA) a 35 °C.

Para a contagem de leveduras e fungos filamentosos, o plaqueamento foi realizado pelo
método de espalhamento em superficie “Spread-Plate”, utilizando o meio de cultura Sabouraud
Dextrose com a adi¢do dos antibidticos cloranfenicol, estreptomicina e penicilina, na
concentracdo de 200 pg/mL cada. As dilui¢bes foram preparadas em Erlenmeyers por meio da
homogeneizagéo, em shaker (Marconi, modelo MA 410/VF), de 10 g da amostra em 90 mL de
solucdo salina estéril 0,85 %. Apds agitacdo por 10 minutos, foram realizadas diluicGes
sequenciais e uma aliquota de 100 pL foi transferida para as placas contendo o meio. Entéo,
estas foram incubadas em estufa por 7 dias a 28 °C.

As contagens foram realizadas a cada 24 h ap6s a incubacéo, ndo extrapolando o prazo
de finalizacdo das analises, ou seja, 48 h para bactérias heterotréficas e 7 dias para fungos. Em
seguida, os valores foram analisados estatisticamente pelos testes: ANOVA 1 critério (Tukey),
para avaliar a significancia entre as UFC das amostras e do solo (controle). E o Teste t para
comparar uma mesma amostra antes e depois do ensaio de biodegradacdo, sendo considerado
o valor de significancia p<0,05 para ambos testes.

2.8 Preparo dos extratos aquosos
Os extratos aquosos das amostras foram preparados antes e ap0s 0 ensaio de
biodegradabilidade, seguindo a norma técnica NBR 10.006 (ABNT, 2004), que define os
procedimentos para a obtencdo de solubilizados a partir de residuos solidos. As etapas
consistiram em:
. Solubilizagdo de 125 g de cada amostra, referente ao peso seco, em 500 mL de

agua ultra pura;

. Agitacdo mecénica constante, pelo tempo de 5 minutos, em velocidade baixa;

. Decantacdo de materiais em suspensao em frascos cobertos com filme de PVC,
por 7 dias a 22 °C em BOD da marca Marconi, modelo MA 415/S;

. Filtracdo do sobrenadante (parte liquida) em membrana com porosidade de 0,45

pm;
Os extratos aquosos obtidos foram utilizados nos bioensaios com sementes, com 0

intuito de avaliar o potencial de toxicidade do lodo, bem como, um possivel risco de
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contaminacdo dos recursos hidricos, devido a possivel presenca de compostos toxicos sollveis

em agua.

2.9 Testes de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa (alface)

Os ensaios de germinacdo foram realizados conforme descrito no protocolo OPPTS
850.4200 (USEPA, 1996), utilizando sementes de Lactuca sativa (alface, tipo americana, marca
Isla). Primeiramente, foram dispostas 20 sementes em placas de Petri contendo papel filtro
embebido em 5 mL do extrato aquoso das diferentes amostras. Para o controle negativo,
utilizou-se agua destilada e o controle positivo foi realizado com sulfato de zinco
heptahidratado (0,05 M — ZnS04.7H20). Apds disposicdo das sementes, as placas foram
levadas para incubadora BOD (Marconi, modelo 415/S), a 22 °C £ 1 °C, onde permaneceram
por um periodo de 5 dias (120 horas), na auséncia de luz. Apds a incubacao, as placas foram
congeladas para, posteriormente, serem realizadas as medicdes. O ensaio foi realizado em
triplicata.

Apds exposicdo, contaram-se as sementes germinadas e foram realizadas as medigdes
do hipocétilo e da radicula das plantulas recém germinadas com o auxilio de uma régua. Os
resultados obtidos forneceram informacdes quanto ao potencial fitotdxico das amostras, o qual
foi avaliado por meio do indice de Germinacdo (IG), da Germinacdo Relativa (GR) e do

Crescimento Relativo (CR). Esses indices foram calculados a partir das seguintes equacdes:

IG = n° sementes germinadas amostra x comprimento médio radicula amostra x 100
n° sementes germinadas controle x comprimento médio raiz controle

(Equacéo 9)

GR (%) = n° sementes germinadas amostra x 100 (Equac¢éo 10)
n° sementes germinadas controle

CR (%) = média do crescimento das raizes amostra x 100 (Equacdo 11)

média do crescimento das raizes controle

As diferentes amostras também foram classificadas como ndo téxicas (IG > 80%);
moderadamente toxicas (IG entre 30 e 80%); e altamente toxicas (IG < 30%), de acordo com

os valores obtidos para o IG, conforme sugerido por Gongalves et al. (2020).
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A analise estatistica foi feita por meio do teste de Kruskal-Wallis, a 0,05 de nivel de
significancia, comparando as amostras com o controle negativo. Adicionalmente, o teste de
Mann-Whitney, a um nivel de significancia de 0,05, foi utilizado para se comparar os efeitos
de uma mesma amostra, antes e apos o ensaio de respirometria, a fim de se avaliar a influéncia

do processo de biodegradagao sobre a toxicidade da amostra.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao Fisico-Quimica

3.1.1 Liquidos Livres

Entre as caracteristicas peculiares ao lodo de ETA, encontra-se seu alto teor de agua, o
qual influencia diretamente nas suas propriedades geotécnicas, incluindo grau de compactagédo
e permeabilidade (SINHA, 1998). A presenca de agua nesse residuo pode ser categorizada em
quatro diferentes tipos: livre, intersticial, capilar e adsorvida. Entre estes, a agua livre,
geralmente correspondente a 70%, pode ser definida como aquela que circunda o material
solido e é facilmente removida por gravidade (GURJAR, 2021; XIE, 2015).

No lodo de ETA analisado neste estudo, quando em repouso, havia a formacéo de duas
fases visualmente distintas, sendo a superior liquida e a inferior semissolida, com alta fluidez.

De acordo com a NBR 10.004 (ABNT, 2004), norma que descreve a classificacdo de
residuos, a verificacdo da presenca de liquidos livres em uma amostra faz parte de sua
caracterizacdo. Para essa andlise, o lodo de ETA estudado apresentou um volume de 18,75 +
1,8 mL de liquidos livres. A presenca de agua livre no lodo contribui para um aumento
significativo em seu volume, o que encarece 0s custos com transporte, dificulta sua
disponibilizagdo em aterros e favorece seu descarte in natura nos corpos hidricos, acarretando
na poluicdo dos mesmos (ACHON et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; ZANCAN,;
TOMIOLLO; MIOTTO, 2015).

Adicionalmente, outra periculosidade de se dispor esse residuo no solo refere-se a
possibilidade de lixiviacdo dos metais toxicos presentes e consequente contaminacao das areas
circundantes, incluindo as aguas subterraneas (NGUYEN et al., 2022; SELEIMAN;
SANTANEN; MAKELA, 2020).
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3.1.2 Mensuracéo do pH

As amostras de solo e lodo apresentaram um pH de 6,08 = 0,06 e 7,02 + 0,02,
respectivamente. Os valores do lodo de ETA apontados na literatura apresentam uma ampla
faixa de variacdo. Em um trabalho realizado por Morselli et al. (2022), estes autores
apresentaram valores para este residuo entre 5,1 a 8,4. Entretanto, segundo Richter (2001),
lodos derivados de tratamento com a utilizacdo de coagulantes férricos apresentam uma maior
alcalinidade, com pH variando entre 7,4 a 9,5. Pensando em sua aplicacdo agricola, o lodo
estudado apresentou um pH adequado por se enquadrar em uma faixa neutra, ndo havendo
necessidade de correcdo. Em um estudo realizado com lodo de esgoto anaerobio, Pereira et al.
(2020), observaram que um pH préximo da neutralidade confere um melhor aproveitamento de
suas propriedades agrondmicas, favorecendo a liberacdo de macro e micronutrientes para o
solo. Em termos ambientais, o valor do pH do lodo aqui estudado também apresenta-se
adequado, uma vez que lodos de ETA com acidez pronunciada, além de levarem a acidificacéo
do solo, favorecem a mobilidade e a biodisponibilidade de metais pesados, incluindo o
aluminio, o que pode levar a um comprometimento ambiental (KLUCZA et al., 2017).

3.1.3 Série de solidos e determinacéo de carbono
A tabela 3 traz os resultados da caracterizacdo dos sélidos totais, fixos e volateis,

carbono total, carbono orgéanico e teor de umidade dos materiais utilizados neste trabalho.

Tabela 3. Série de sélidos e porcentagem de carbono total, carbono organico e teor de umidade
dos materiais empregados

Amostra ST (%) SF (%) SV (%) CT (%) CO (%) TU (%)
Solo 89,86 +0,32 90,13+0,37 9,87 +0,37 ND 573+0,23 10,14 +0,32
Lodo 8,42+0,72 8351+051 1650+051 7,09+024 495+0,22 91,59+0,72

(Umido)

Lodo (seco) 82,22+0,16 84,70+0,25 1530+0,25 6,53+0,12 444+0,11 17,78+0,16
Bagaco 88,91+0,06 0,48+0,03 9952+0,03 4553+0,01 40,23+0,01 11,09+0,06
Fibra 88,23+6,15 4,43+0,64 9557+0,64 43,70+030 3855+0,27 11,77+6,15

Média e desvio padrdo de trés repeticfes avaliadas; ST: Sélidos Totais; SF: Solidos Fixos; SV: Solidos Volateis;
CT: Carbono Total; CO: Carbono Organico; TU: Teor de Umidade; ND: N&o Determinado. Fonte: Autora,

2022.

Como é possivel observar, o lodo recém coletado apresentou um elevado teor de

umidade e, consequentemente, uma baixa porcentagem de solidos totais. A incorporagdo deste
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residuo ao solo, com esse teor de umidade, excedia o valor ideal para ajuste da capacidade de
campo das amostras para o ensaio de respirometria. De acordo com Wei e Tongbin (2004), para
a compostagem de lodos, os valores de umidade das amostras ndo devem exceder 50 a 60%.
Desse modo, este alto contetdo de agua fez com que fosse necesséario realizar um procedimento
de secagem do lodo, antes do preparo das amostras.

Ap0s a secagem, a quantidade de solidos fixos do lodo aumentou em cerca de dez vezes.
Embora a realizacéo desse procedimento acarrete na necessidade de uma etapa adicional antes
de sua biorremediacéo, ele se mostrou crucial, ndo apenas por garantir a umidade ideal para o
metabolismo microbiano durante a biodegradacdo da matéria orgénica, mas também para a
diminuicdo do volume e por facilitar o transporte pela ETA, em caso de aplicacdo em escala
real (REIS; CORDEIRO, 2013). Entretanto aumenta-se o custo de manuseio.

Quanto a quantidade de matéria organica, o lodo, apds secagem, apresentou mais de 1,5
vezes o valor presente no solo, indicando que este material pode contribuir com o acréscimo de
MO ao solo. Além disso, o lodo possui quantidades interessantes de nutrientes como fosforo
(0,47%), célcio (1,06 %), zinco (2,09 %) e ferro (18,96 %), além de quantidades menores de
outros micronutrientes como potassio, magnésio, cobre e manganés (Tabela 1), o que agrega
ainda mais vantagens ao seu uso agricola. A quantidade mais pronunciada de ferro deve-se a
utilizacdo de cloreto férrico como coagulante. Segundo Richter (2001), lodos provenientes de
ETA que empregam esse agente coagulante durante o tratamento apresentam uma variagao
entre 4,6% a 20,6% de ferro.

Alguns elementos quimicos sdo essenciais para o desenvolvimento da planta, sendo
classificados como macro e micronutrientes. Sabe-se que a fertilidade do solo esta diretamente
relacionada com a disponibilidade desses macros e micronutrientes (KIRKBY; ROMHELD,
2017). O Nitrogénio (N), Potéassio (K), Fosforo (P), Célcio (Ca), Magnésio (Mg) e Enxofre (S)
compdem o grupo dos macronutrientes, responsaveis pelo desenvolvimento inicial e
crescimento das plantas. No grupo dos micronutrientes encontram-se o Zinco (Zn), Cobre (Cu),
Boro (B), Manganés (Mn), Cloro (Cl) e Molibdénio (Mo), que séo responsaveis por completar
o ciclo de vida da planta (CHIAREGATO, 2021; DIAS et al., 2021).

Dentre os macronutrientes, o fosforo, quantificado no lodo de ETA aqui analisado, atua
na fotossintese, como acido 3-fosfoglicérico, o primeiro produto estavel desse processo, sendo
também importante no metabolismo celular com ligacBes pirofosfatadas (ADP e ATP),
essenciais para obtencdo de energia e, ainda, esta presente nas estruturas dos acidos nucléicos
(MALAVOLTA, 1967a; ROSA, 2021). J4 o Ca contribui para o crescimento das plantas e
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auxilia no metabolismo do nitrogénio, facilitando a absor¢éo de nitratos. Em associagcdo com o
boro, atua no desenvolvimento e funcionamento das raizes, possui papel na ativacao enzimatica,
equilibra o sal e os movimentos osmoticos nas células e, por fim, aciona o potassio para abertura
e fechamento dos estomatos (MALAVOLTA, 1967b; NADEEM et al., 2018).

Em relacdo aos micronutrientes, dentre os mais abundantes no lodo estudado, o Fe tem
grande facilidade para realizar ligacbes com outros grupos, como acidos organicos e fosfatos,
sendo aproveitado pelas plantas nas formas di e trivalente (Fe?* e Fe**) para compor o grupo
heme de algumas proteinas encarregadas por transportar elétrons na respiracao e a ferridoxina,
0 primeiro produto redox estavel na cadeia transportadora de elétrons da fotossintese,
responsavel por transferir elétrons para varios metabdlitos essenciais da planta. Também atua
na ativacdo de enzimas e na biossintese de clorofila, que apesar de ndo conter ferro em sua
composicéo, depende da presenca desse elemento para sua producio (KIRKBY; ROMHELD,
2007; MALAVOLTA, 1967c). Além dele, o Zn contribui para a ativacdo de algumas enzimas,
atua na sintese de carboidratos, e € necessario para a producdo do acido indolacético (AlA),
uma auxina importante no crescimento das plantas (KIRKBY; ROMHELD, 2007,
MALAVOLTA, 1967c).

Adicionalmente, esse lodo também se caracteriza pela presenca de metais pesados como
niquel, cromo e chumbo (Tabela 1). Entretanto, no Brasil, ndo ha uma legislagdo que estabeleca
os limites maximos de metais para a aplicacdo do lodo de ETA em solos. Porém, baseado na
Resolucdo CONAMA n° 498/2020 (BRASIL, 2020), que define os critérios para a utilizacédo
de lodo de esgoto (residuo semissélido proveniente das Estacdes de Tratamento de Esgoto -
ETE), os valores desses metais apresentados pelo lodo de ETA aqui estudado encontram-se
bem abaixo dos limites maximos determinados por essa resolucdo, indicando uma baixa
periculosidade quanto a esse critério para destinacdo agricola. Colaborando com os resultados
aqui apresentados, Barakwan, Trihadiningrum e Bagastyo (2019), também encontraram uma
baixa concentracdo dos metais cromo (0,217 mg/L) e cobre (0,559 mg/L) no lodo de ETA.
Morselli et al. (2022), ao quantificarem as concentragGes dos metais arsénio, bario, cadmio,
mercurio, molibdénio, selénio, chumbo, cromo, niquel e cobre, observaram que todos
encontravam-se dentro dos limites estabelecidos pelo CONAMA n° 498, demonstrando a
conformidade do seu uso em solo agricola. Contudo, € importante ressaltar que também deve-
se levar em conta a taxa maxima anual de aplicacdo em solos a fim de se evitar a sobrecarga

desse ambiente por metais, da mesma forma como ocorre para a aplica¢do do lodo de esgoto.
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3.2 Verificacdo da presenca de ovos viaveis de Ascaris ssp.

A disseminagdo de material contendo parasitas patogénicos no ambiente caracteriza
uma relevante preocupacao de ordem epidemioldgica. Esses ovos quando encontrados no solo,
podem persistir por 6 meses a 1 ano (GASPARD; SCHWARTZBROD, 2003). Devido a esse
fato, essa analise tem sido incluida em diversos estudos que visam o0 aproveitamento de residuo
como aditivo agricola (FRANCA et al., 2021; FEIRA-DIAZ; POLO-CORRALES;
HERNANDEZ-RAMOS, 2016; PANTANO et al., 2020; ROCHA et al., 2016). Embora a
presenca de ovos de helmintos seja mais comum em lodos provenientes de Estacdes de
Tratamento de Esgoto, a captacdo de agua bruta de qualidade inferior pode levar ao
aparecimento de ovos no lodo de ETA, uma vez que estes resistem ao processo de cloragéo,
necessitando do emprego de tecnologias mais efetivas para sua remocao (ROBLES et al., 2020).
Contudo, ndo foram encontrados ovos de helmintos no lodo em estudo, caracterizando como

um material promissor para uso agricola, do ponto de vista parasitoldgico.

3.3 Deteccao de coliformes totais e E. coli

A contagem de coliformes totais no lodo de ETA, antes de sua secagem, revelou a
presenca de 143 + 16,8 UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) por grama de solidos totais.
Adicionalmente, foi constatada a auséncia de Escherichia coli nesta amostra.

Os coliformes totais e termotolerantes s&o utilizados como indicadores de qualidade da
agua, pois estes estdo relacionados a presenca de microrganismos patogénicos de doencas de
veiculacdo hidrica, sendo a espécie E. coli a mais importante pela sua associacdo direta com a
microbiota intestinal humana (SPECIAN et al., 2021). A presenca desse grupo de
microrganismos em solo pode contribuir com a disseminacdo de patégenos e consequente
contaminacdo de aguas e plantacdes, de modo que, por serem resistentes e capazes de
permanecerem viaveis por longos periodos, oferecem riscos direto a saide humana (GUZMAN
et al., 2020; MAKUWA et al., 2020).

Como observado no presente estudo, o lodo de ETA apresentou uma quantidade muito
baixa de coliformes totais e auséncia de E. coli. Como a composi¢do microbiolégica do lodo de
ETA esta diretamente relacionada com a qualidade da agua bruta captada, a qual é classificada
como classe 11, um numero baixo de colonias de coliformes é esperado. Adicionalmente, como
a agua tratada deve atender as exigéncias descritas na Resolucdo n° 357 para agua potavel
(BRASIL, 2005), a adicdo de agentes desinfetantes contribui para a baixa presenca desse grupo

de microrganismos neste material. Assim, nesse quesito, o lodo de ETA se mostra mais
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promissor para aplicacdo em solo do que o lodo de ETE, uma vez que este possui uma carga
microbiana, principalmente de coliformes, muito superior por ser derivado, principalmente, do
tratamento de esgoto sanitario (MAKUWA et al., 2020). Miguel et al. (2020) estimaram a
presenca de 2,5 x 10° e 6,3 x 10° UFC/g de lodo de esgoto para coliformes totais e E. coli,
respectivamente. Enquanto que Alves e Marques (2021), ao analisarem amostras de lodo de
ETA in natura também quantificaram valores bem inferiores a esses, variando entre 10,1 a 19,
7e1,2a1,8 NMP (Numero Mais Provavel) /g para coliformes totais e E. coli, respectivamente.
Ao se comparar os valores aqui obtidos com a Resolugéo n° 498 do Conama (BRASIL, 2020)
para disposi¢éo de lodo de esgoto em solos, o lodo de ETA estudado enquadra-se bem abaixo
do limite méaximo de 10% E. coli por grama de sélidos totais para biossdlidos de classe A e 10°
E. coli por grama de solidos totais para biossolidos de classe B estabelecido por essa legislacéo.
Além disso, a estabilizacdo da matéria organica a partir de processos como
compostagem, atenuacdo natural monitorada, incluindo a bioestimulagdo proposta no presente
estudo, leva a eliminacdo dos coliformes e sua substituicdo por outros grupos de
microrganismos de carater ndao patogénico (MAZZEOQ et al., 2015; 2020; SOMMAGGIO et al.,
2018b).

3.4 Ensaio de respirometria
3.4.1 Reta analitica empregada no ensaio de respirometria

Para possibilitar a conversdao das medidas de condutividade em quantidade de CO>
produzido, foi construida a reta analitica apresentada na figura 4. A partir desta reta, obteve-se
a equacdo 10, a qual foi empregada para a quantificacio do CO2 no experimento de

respirometria.
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y =-89.387x+ 1571.7
° R*=0.9988

€O, (umol)

Condutividade (mS/c.r'n)

Figura 4. Reta analitica de CO2 em funcdo da condutividade medida em solugdo de
KOH. Fonte: Autora, 2022

Y=-89,387x + 1571,7  (Equacéo 10)

3.4.2 Quantificacdo microbiana, producdo de CO. e eficiéncia de

biodegradacao

A figura 5 mostra a producéo diaria de CO: quantificada ao longo dos 120 dias de
experimento. E possivel observar que a producio méaxima de COzse deu nos primeiros dias de
analise, revelando que 0s microrganismos presentes nas amostras, bem como no inéculo
utilizado, estavam adaptados aos substratos. Desse modo, ndo foi necessario um periodo de
adaptacdo, ja que as condigdes iniciais foram favoraveis ao crescimento microbiano. Segundo
Chandra e Kumar (2017), o emprego de comunidades microbianas autdctones favorece o
processo pelo fato dessas ja estarem pré-adaptadas aos substratos alvos da biodegradacéo.
Ainda, o0 aumento ou a introdugdo de microrganismos com potencial de degradacgdo ao sistema

é crucial para diminuir o periodo de biorremediacdo (SHARMA et al., 2021).
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Figura 5. Producédo de CO; diaria observada no ensaio de respirometria. Fonte: Autora, 2022
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Uma taxa de respiracdo mais intensa, principalmente, para as amostras contendo bagaco
de cana-de-acucar, fizeram com que as leituras fossem realizadas diariamente até o 36° dia do
inicio da biodegradacédo. A partir desse periodo, as leituras passaram a ser realizadas a cada 48
horas. Por volta do 80° dia, foi possivel observar uma manutencao na taxa de producdo de CO>
para todas as amostras até o final do experimento (120 dias).

A figura 6 apresenta a producdo acumulada de CO; observada para cada uma das
amostras avaliadas. Assim, pelo comportamento apresentado pelas amostras foi possivel
separa-las em 3 subgrupos pelas taxas similares de CO» produzido. As amostras que mais
produziram CO2 (S+ B 5%, S+ ETA 10% + B5% e S + ETA 15% + B 5%), mantendo uma
respiracdo intensa, continham bagaco de cana-de-agUcar em sua composicao. Ja, todas as
amostras que possuiam fibra de coco em sua composi¢do (S + F 5%, S+ ETA 10% + F5%e S
+ ETA 15% + F 5%) apresentaram uma taxa de producdo intermediéria. Ja as amostras S, S +
ETA 10% e S + ETA 15% apresentaram as menores taxas de producdo de CO> quantificadas.
As amostras contendo apenas solo e lodo de ETA (S+ ETA 10% e S + ETA 15%) apresentaram
uma taxa ainda mais baixa do que o solo controle, indicando que o lodo de ETA inibiu a
atividade da populacdo microbiana presente, revelando uma possivel toxicidade ou
recalcitrancia. Tal fato pode ser justificado por sua constituicdo majoritariamente inorganica,
incluindo a presenca de metais pesados (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016b). Além disso, a
presenca de compostos emergentes no lodo, como pesticidas, medicamentos, produtos de
higiene pessoal, mesmo em pequenas quantidades, podem afetar a estabilizacdo desse residuo
(ZHOU et al., 2018). Segundo Jackson et al. (2019), a atividade de microrganismos no solo é
diretamente influenciada pela biodisponibilidade, qualidade e quantidade de carbono. Sendo
assim, quanto menor a recalcitrancia do substrato, maior seré a disponibilidade de carbono e a

biomassa microbiana.
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Figura 6. Produgdo acumulada de CO- observada durante os 120 dias de experimento. Fonte:
Autora, 2022

Mesmo a amostra S + ETA 10% tendo apresentado uma quantidade inicial maior de
bactérias heterotréficas quando comparado ao solo (Tabela 4), um aumento relativo da
respiracdo nédo foi observado (Figuras 7 e 8). Ainda, as amostras S + ETA 10% e S+ ETA 15%
foram as que apresentaram uma menor quantidade de fungos, dentre todas as outras amostras,
incluindo o solo (Tabela 5). Contudo, essa menor quantidade de fungos presentes nessas
amostras ndo parece ter sido a Unica justificativa para essa baixa respiracdo. A presenca de
compostos mais recalcitrantes em proporc¢des mais elevadas também parece contribuir para esse
resultado, uma vez que a degradacdo biologica de compostos organicos ndo biodegradaveis e

metais pesados ndo é efetiva (MIAO et al., 2019).
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Tabela 4. Contagem de bactérias heterotroficas nas diferentes amostras (UFC por grama de

amostra seca)
Amostra Antes Biodegradacdo Depois Biodegradacao

Solo 1,69 x 10°+ 0,45 1,98 x 10°+ 2,89
Solo + Bagago 5% 3,23x 10° + 3,23 3,15x 10°+ 0,34
Solo + Fibra 5% 6,73 x 10° + 0,72 5,4 x 103+ 0,92

Solo + ETA 10% 2,02 x 10* £ 0,56 3,87 x 10°+ 0,28
Solo + ETA 10% + Bagaco 5% 2,59 x 10+ 0,64 2,46 x 10°+ 1,52
Solo + ETA 10% + Fibra 5% 8,55 x 10° + 4,26 1,69 x 10°+ 0,88
Solo + ETA 15% 1,17 x 10° £ 0,13 1,14 x 10°+ 0,37+
Solo + ETA 15% + Bagago 5% 2,53 x 10* £ 0,24 1,99 x 10°+ 0,16+
Solo + ETA 15% + Fibra 5% 2,66 x 10° + 0,72 1,78 x 10° £ 0,13

*Estatisticamente significativo em relacéo ao Solo; +Estatisticamente significativo entre a mesma amostra antes e
depois do periodo de biodegradacdo. Fonte: Autora, 2022

Tabela 5. Quantificagdo de fungos nas diferentes amostras estudadas (UFC por grama de

amostra seca)
Amostra Antes Biodegradacdo Depois Biodegradacao
Solo 6,56 x 103+ 0,72 4,52 x 10°+ 1,16+
Solo + Bagago 5% 2,22 x10*+ 1,61 9,55 x 10° + 0,40*
Solo + Fibra 5% 2,16 x 103+ 0,43 2,59 x 10° + 0,87
Solo + ETA 10% 4,8 x 10° + 3,54 1,00 x 10°+ 0,12
Solo + ETA 10% + Bagaco 5% 2,9x10%+0,78 8,05 x 103+ 1,23*
Solo + ETA 10% + Fibra 5% 3,21 x 10+ 0,45 5,09 x 10° + 2,44*
Solo + ETA 15% 3,7x10'+0,64 4,59 x 102+ 0,37+
Solo + ETA 15% + Bagacgo 5% 1,99 x 10* + 0,88 1,02 x 10°+ 0,13
Solo + ETA 15% + Fibra 5% 5,81 x 10%+ 1,49 6,39 x 10% + 3,32*

*Estatisticamente significativo em relacdo ao Solo; +Estatisticamente significativo entre a mesma amostra antes e
depois do periodo de biodegradacdo. Fonte: Autora, 2022

Adicionalmente, também fica claro que a incorporacdo do bagaco de cana contribuiu
para uma maior producdo de CO.. Segundo Bhadha et al. (2020), quando este material ¢
incorporado ao solo, uma quantidade maior de matéria organica fica biodisponivel para os
microrganismos, favorecendo o aumento na concentragdo de carbono organico e uma
consequente elevacdo das atividades microbianas. Alem disso, 0 bagaco da cana-de-agUcar
pode atuar como fonte de nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre (FORTES
etal., 2012). Apesar de sua alta recalcitrancia, devido a sua composicao lignocelulésica (NIJU;
SWATHIKA, 2019), bactérias pertencentes aos géneros Zymomonas e Cellulomanas, além dos
fungos dos géneros Aspergillus, Trichoderma e Penicillium podem prontamente realizar a
biodegradacdo do bagaco de cana (FORTES et al., 2012).
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Embora a incorporagéo de fibra de coco ao solo possa contribuir para um aumento da
concentracdo de macro e micronutrientes como potassio, sédio, calcio, magnésio, sédio, ferro,
manganés, zinco, cobre, entre outros, podendo exercer efeitos positivos na microbiota do solo
(PAIVA et al., 2022), este material induziu uma menor taxa de producdo de CO, quando
comparado com o bagago de cana, porém, ainda assim, superior ao observado para as amostras
sem a adicdo desses agentes estimulantes. Embora a fibra de coco também represente um
material rico em lignina e celulose, seu teor nutricional € baixo (NUNES, 2021) e este nédo
contém o acucar livre residual presente no bagago de cana, que contribui como substrato de
facil assimilacdo (PAMIDIPATI; AHMED, 2016).

Em termos de eficiéncia da biodegradacdo (Figura 7), foi possivel confirmar a
recalcitrancia do lodo de ETA aqui estudado, uma vez que esses valores foram negativos para
asamostras S + ETA 10% e S + ETA 15%. Ainda, foi possivel observar que a taxa de eficiéncia
dos materiais bioestimulantes (fibra de coco e bagaco de cana) diminui quando o lodo esta
presente. Isso fica evidente quando uma taxa de quase 60 % de biodegradacao € observada para
0 bagaco isolado (S + B 5%) e este valor decai para menos de 40% na presenca do lodo. (S +
ETA 10% + B 5% e S + ETA 15% + B 5%). O mesmo comportamento também foi observado
para a fibra de coco (S + F5%), onde a eficiéncia desse material no solo foi superior a 30 %,
tendo essa taxa diminuida ap6s a adi¢do do lodo também em cerca de 20% (S + ETA 10% + F
5% e S + ETA 15% + F 5%). Contrariamente aos resultados aqui relatados, Guerra (2005)
obteve taxas de eficiéncia bem mais satisfatorias para lodos de ETA apds 118 dias de
degradacéo, tanto puro ou quando misturado ao solo, variando entre 18 a 38%, para proporgoes
de 30, 50, 70 e 100 % de lodo. No entanto, 0 autor descreveu que embora uma maior propor¢do
de lodo tenha levado a uma maior taxa de producdo de CO3, as maiores taxas de eficiéncia de

biodegradacdo foram relativas as amostras que continham as menores concentracdes de lodo.
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Figura 7. Eficiéncia de biodegradabilidade das amostras, na auséncia do solo, calculada a partir
dos dados respirométricos apds 120 dias de ensaio. Fonte: Autora, 2022

Franco et al. (2021) também observaram que uma diminuicdo da eficiéncia da
biodegradacdo estava diretamente associada a um aumento na concentracdo de lodo de ETA
nas amostras, o qual inibia a degradacdo de outros residuos presentes, por exemplo o lodo de
esgoto, indicando possiveis compostos recalcitrantes. A amostra S + ETA 15% + F 5%, obteve
a maior quantidade de bactérias na contagem inicial (Tabela 4), porém no processo de
biodegradacdo ndo chegou a 10% de eficiéncia.

A possivel toxicidade inicial exercida pelo lodo de ETA para 0s microrganismos parece
ter sido minimizada ao longo do periodo de biodegradacao, uma vez que a biomassa microbiana
foi superior ao inicio do experimento (Tabela 4 e 5), sendo esse aumento significativo para a
amostra S + ETA 15% para bactérias e fungos. Talvez, com um periodo maior de avaliacéo e
com a escassez de outras fontes de matéria organica presente no substrato, o lodo de ETA
pudesse ser biodegradado por uma comunidade microbiana mais especifica e melhor adaptada.

Adicionalmente, também foi possivel notar que, ao se comparar a biodegradabilidade
dos agentes bioestimulantes empregados, o bagacgo de cana é mais facilmente biodegradado do
que a fibra de coco (Figura 7), corroborando os resultados apresentados por Pamidipati e
Ahmed (2016). Além disso, no geral, as amostras contendo bagago apresentaram quantidade
mais elevada de microrganismos do que sua referida amostra contendo fibra (Tabela 4 e 5),
demonstrando ser um melhor substrato para crescimento microbiano. Ainda sobre esses
materiais, também foi possivel observar que as amostras S + B 5% e S + F 5% foram as Unicas

cuja a comunidade microbiana diminuiu ao final do periodo de biodegradacdo avaliado para



55

ambos os grupos, indicando uma possivel estabilizagdo da matéria organica desses materiais.
J& para as demais amostras, houve um aumento dos microrganismos em pelo menos um grupo
(bactérias ou fungos) apds o periodo final de biodegradacdo avaliado, o que evidencia a

presenca de compostos organicos em quantidade suficiente para elevar a biomassa microbiana.

3.5 Ensaio de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa

Este ensaio foi realizado com a exposicdo das sementes aos extratos agquosos
(solubilizados) das diferentes amostras, antes e apds o0 processo de biodegradacéo.
Adicionalmente, a fitotoxicidade do lodo de ETA puro também foi avaliada, a fim de se
verificar o potencial toxico do lodo isoladamente. Por ser um teste rapido, facil e de baixo custo
vem sendo amplamente empregado na avaliacdo da toxicidade de residuos sélidos como o lodo
(FRANCO et al., 2021; SOUZA, 2021; SANTOS; SOMMAGGIO; MARIN-MORALES,
2022).

Dentre as diferentes espécies de plantas sugeridas pela USEPA (1996), sementes de
Lactuca sativa (alface) sdo frequentemente escolhidas por sua ampla disponibilidade, alta
sensibilidade a substancias toxicas e rapido desenvolvimento (TAVARES et al., 2019). Na
tabela 6 estdo apresentados os resultados do ensaio de fitotoxicidade com as sementes de alface,
comparando a germinacdo relativa (%), o crescimento relativo da raiz (cm), o indice de
germinacdo (%) e a classificacdo de cada amostra (ndo toxica, moderadamente toxica e
altamente tdxica). Ja a figura 8 mostra os resultados referentes ao comprimento do hipocétilo
ap0Os exposicdo as amostras, antes e depois do ensaio de respirometria, uma vez que este
parametro ndo é utilizado no célculo do indice de germinacdo, apenas o comprimento da

radicula.



56

Tabela 6. Avaliacao do efeito fitotoxico das amostras sobre a germinacdo e o comprimento da
radicula de Lactuca sativa.

Comprimento

indice de
Amostra Tratamento Germinacdo da Radicula ) Classificagdo
Germinacéo (%)
(cm)
A/B 86,67 + 1,9+0,27 100 Nédo Toéxico
CN 10,41
D/B 91,67 + 2,87 2,2+0,23 100 N&o Toxico
A/B 0 - - -
CP
D/B 0 - - -
A/B 81,67 + 2,89 1,6 £0,36 77,66 20,90 Moderadamente
Solo Toxico
D/B 90+5 25+0,25+ 112,92 + 18,60 N&o Toéxico
A/B 93,33+ 7,64 1,7+0,43 98,80 + 38,60 Nao Toxico
Lodo
D/B - - - -
A/B 81,675 1,4+0,10 79,06 £ 12,73 Moderadamente
S+ ETA 10% Toxico
D/B 88,33 + 2,87 2,8+0,24 + 119,89 + 10,54 N&o Toéxico
A/B 71,67 £ 7,64 0,1 +0,02* 4,38 +0,91 Altamente
S+ ETA 10% + B 5% Toxico
D/B 91,67 + 7,64 2,4+0,06 + 109,22 + 3,84 N&o Toxico
A/B 95 + 8,66 1,7+0,12 99,56 + 14,30 N&o Toxico
S+ ETA 10% + F 5% —
D/B 93,33+ 7,64 24+0,31+ 113,45 + 31,37 Né&o Toéxico
A/B 96,67 £5,77 1,4+0,15 84,53 + 17,95 N&o Toxico
S+ ETA 15% S
D/B 91,67 + 2,89 2,2+0,30 + 101,82 + 25,60 N&o Toxico
A/B 91,67 + 7,64 1,4+0,17 79,33 + 23,81 Moderadamente
S+ ETA 15% + B 5% Toxico
D/B 85+5 241041+ 99,28 + 11,79 N&o Toéxico
A/B 905 1,7+0,93 91,11 £ 13 N&o Toxico
S+ ETA 15% + F 5% —
D/B 0+5 2,4+0,10 + 106,11 + 9,56 N&o Toxico

Legenda: (-) Parametro ndo avaliado; (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao Controle Negativo
(p<0,05); (+) Estatisticamente significativo para a mesma amostra antes e depois da biodegradacédo (p<0,05);

(A/B) Antes da Biodegradacio; (D/B) Depois da Biodegradacdo. Fonte: Autora, 2022.
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Legenda: (*) Estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; (+) Estatisticamente
significativo para a mesma amostra antes e depois da biodegrada¢do (p<0,05).

Figura 8. Comprimento do hipocétilo de L. sativa apos exposicao a diferentes amostras, antes

e apos processo de biodegradacao. Fonte: Autora, 2023

O lodo de ETA puro, apds secagem, ndo interferiu no padrdo de germinacdo, bem como
no desenvolvimento da radicula e hipocétilo de L. sativa (Tabela 6, Figura 8), sendo
considerado como néo toxico. Resultados semelhantes foram obtidos por Franco et al. (2021)
ao avaliarem a fitotoxicidade de lodo de ETA com essa mesma espécie. Contudo, as amostras
S+ETA10%e S+ ETA 15% + B 5% induziram uma toxicidade moderada sobre o organismo
teste empregado, apresentando um indice de germinacdo inferior a 80%. Ainda, a amostra S +
ETA 10% + B 5% demonstrou ser altamente tdxica para a espécie, diminuindo
significativamente o comprimento da radicula e do hipocétilo (Tabela 6, Figuras 8 e 9). Esses
resultados podem ser explicados pelo fato do préprio solo ter sido classificado como
moderadamente tdxico. Outro fator importante, é que o bagaco de cana também parece
contribuir com uma certa toxicidade para as amostras no periodo inicial. Outros trabalhos
também demonstraram que a incorporacgéo de bagaco de cana como agente estimulante de lodo
de esgoto contribuiu para a liberacdo de compostos toxicos, capazes de interferirem no
desenvolvimento de plantas (GONCALVEZ et al.,, 2020; SOMMAGGIO et al., 2018b;
SOUZA, 2018), o que alerta para o0 uso desses residuos in natura, sem um tratamento prévio.
Surpreendentemente, apesar desse efeito fitotoxico para a alface, as amostras S + ETA 10% +
B5%eS+ETA 15% + B 5% foram as que apresentaram maior taxa de respiracdo, sendo
superadas apenas pela amostra S + B, 0 que indica uma tolerancia dos microrganismos a esses

compostos toxicos presentes no solo e/ou no bagago.
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Figura 9. Placas de Petri contendo sementes de alface germinadas. A. Sementes germinadas
expostas a amostra S + ETA 10% + B 5% antes do ensaio de respirometria, classificada como
altamente toxica; B. Sementes germinadas referentes ao controle negativo. Fonte: Autora,
2022.

Apds 120 dias de biodegradacdo, nenhuma das amostras apresentou fitotoxicidade,
demonstrando que o tratamento foi efetivo para sua eliminagcdo, assim as amostras que
apresentaram esse efeito inicialmente e que nenhum metabdlito téxico foi formado ao final do
processo para as demais amostras. Além da eliminacdo da toxicidade inicial, ap6s a
biodegradacgdo, todas as amostras apresentaram um valor de comprimento da radicula e do
hipocétilo significativamente maior do que antes da biodegradagdo. Possivelmente isso
aconteceu pela formagdo de substancias himicas em decorréncia da decomposicdo da matéria
organica inicial, as quais levam a um aumento da permeabilidade da membrana das células
vegetais, favorecendo a absor¢do de nutrientes e, consequentemente, contribuindo para seu
crescimento (GUO; LIU; WU, 2019). Ainda, para as amostras apos biodegradacdo, houve a
estimulacdo do crescimento do hipocotilo (Figura 9), estatisticamente significativa, quando
comparada a do controle negativo, indicando um potencial para uso como fertilizante organico
das amostras testadas.

Assim, ao analisar os resultados em conjunto, € possivel notar que o processo de
biodegradacgdo foi imprescindivel para o decaimento da toxicidade das amostras, comprovado
tanto para o ensaio de fitotoxicidade com sementes, como também para o ensaio de
respirometria, onde houve um aumento da comunidade microbiana ao final do processo.
Mazzeo et al. (2020), ao estudarem o aproveitamento de lodo de esgoto para fins agricolas,
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também observaram que o processo de biodegradacdo aerdbio foi decisivo para a diminuigéo
da toxicidade das amostras, independente do agente bioestimulante utilizado.

Quanto ao potencial agrondmico, apesar de sua elevada recalcitrancia, comprovado pelo
ensaio de respirometria, a auséncia de toxicidade do lodo de ETA observada nos organismos
testes empregados, faz dele um bom meio de suporte para o cultivo de plantas.

Em relagdo aos residuos vegetais utilizados como agentes estimulantes do processo de
biodegradagdo, embora o bagago de cana aparentemente induziu um efeito toxico sobre a
germinacédo e o crescimento de L. sativa, ap0s a estabilizacdo da matéria organica, ambos 0s
materiais se mostraram promissores para este fim. De modo que, a escolha de qual deve ser
utilizado pode ser baseada na disponibilidade do mesmo. Contudo, testes com outros
organismos e em simulacGes de campo, em escala real, devem ser realizados para a confirmagéo

desses resultados.

4 CONCLUSAO

Frente ao exposto anteriormente, conclui-se que, antes do periodo de biotransformacao,
0 lodo de ETA em associacdo com o bagaco de cana em solo demonstrou ser altamente toxico
para L. sativa, 0 que sugere que essa mistura leva a liberacdo de compostos hidrossoliveis
fitotoxicos. Entretanto, o periodo de biodegradacdo (120 dias) avaliado foi efetivo na
eliminacdo desses compostos.

A baixa patogenicidade e a concentracdo de metais pesados abaixo do limite
estabelecido para lodo de ETE constituem aspectos positivos para a disposi¢ao do lodo de ETA
em solo, pois ndo oferece risco ao ecossistema em relacdo a esses parametros. Contudo, a
secagem prévia do lodo de ETA € primordial para se evitar a percolacdo de liquidos contendo
possiveis compostos toxicos para camadas mais profundas do solo e mananciais préximos,
ainda mais identificando-se o potencial toxico antes da biodegradacao.

No ensaio de respirometria, a associa¢ao do bagaco de cana-de-acucar e a fibra de coco
ao lodo de ETA contribuiu para maiores taxas de respiracdo microbiana em solo. Ao contrario,
o0 lodo puro em solo apresentou grande recalcitrancia e baixas taxas de respiracdo microbiana.

Desse modo, o lodo de ETA mostrou ser promissor quanto a sua utilizacdo em solo
agricola, uma vez que ndo induziu danos fitotdxicos aos organismos-teste empregados. Embora
a comunidade microbiana seja afetada inicialmente, esta se recupera prontamente ap6s 120 dias
de biodegradacéo. Por outro lado, quando o lodo de ETA passa por um processo de degradacédo

bioldgica, sua agdo como fertilizante é otimizada, de modo que essa biotransformacéo o torna
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um material mais atrativo para ser empregado no crescimento de plantas. Ainda, a associacéo
com outros residuos, como o bagaco de cana e a fibra de coco, favorece a presenca de nutrientes

adicionais para o crescimento e manutencéo da planta.
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Artigo 2. Avaliacdo ecotoxicologica de lodo de tratamento de agua, antes e apos
bioestimulacédo com residuos da agroindustria

RESUMO

O tratamento da agua bruta pelas Estacbes de Tratamento de Agua (ETA) gera um residuo
denominado lodo de ETA, o qual contém as particulas suspensas na agua bruta e produtos
quimicos utilizados no tratamento. Pela elevada quantidade de lodo de ETA produzida, uma
das maiores preocupacdes ambientais da atualidade é encontrar uma disposicdo sustentavel e
de baixo custo para esse residuo. Entre as formas de reaproveitamento, a alternativa que mais
se destaca é a aplicacdo em solos agricolas como condicionantes e fertilizantes, devido a
presenca de matéria organica, macro e micronutrientes. No entanto, o lodo de ETA pode conter
compostos tdxicos, 0s quais poderiam contaminar o ecossistema. Com isso, este trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos do lodo de ETA, em diferentes niveis troficos,
empregando organismos nao-alvos (Daphnia similis e Folsomia candida) e organismo alvo
(Eruca sativa). Esses mesmos bioensaios foram empregados para verificar a efetividade do
processo de bioestimulacdo, a partir da incorporagdo de bagacgo de cana-de-agUcar e a fibra de
coco, na eliminacdo de possiveis compostos toxicos, visando seu uso agricola. Para isso,
misturou-se solo ao lodo (concentracdes de 10% e 15%) e aos agentes bioestimulantes (5%). O
teste de fitotoxicidade, realizado com sementes de rucula (E. sativa) expostas ao extrato aquoso
das amostras por 5 dias, indicaram que as amostras que associavam o lodo de ETA com o
bagaco possivelmente liberaram compostos hidrossolUveis toxicos capazes de inibir a
germinacdo e interferir negativamente no crescimento da radicula e do hipocotilo. Essas
mesmas amostras também foram tdxicas para D. similis no ensaio de toxicidade aguda por 48h.
Entretanto, apds 120 dias de bioestimulacdo, nenhum efeito toxico foi observado para essas
espécies indicando que esses compostos foram degradados. No teste com F. candida, nenhuma
amostra induziu letalidade, porém o ensaio de reproducdo, por 28 dias, demonstrou que as
amostras contendo lodo de ETA 10% e lodo 10% + bagagco, interferiram significativamente no
nimero de descendentes, levando a diminuicdo da populacdo. Com base nos resultados
apresentados, é possivel utilizar o lodo de ETA como condicionantes ou fertilizantes de solos,
desde que haja o tratamento adequado para tornar essa disposi¢do ambientalmente segura e

sustentavel.
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1 INTRODUCAO

A disponibilidade de agua potavel que atenda a demanda populacional crescente,
continua a ser uma preocupacao prioritaria e constante no cenario mundial (MISHRA et al.,
2021; SALEEM; MIAN; HU, 2019). As Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) s&o pecas-
chave para promover o correto tratamento e a distribuicdo da agua dentro dos critérios para a
potabilidade da &gua, estabelecidos pela legislacdo de cada pais. Contudo, durante esse
processo, gera-se um residuo denominado lodo de ETA, cuja producdo mundial diaria €
estimada em mais de 100.000 toneladas (TELESCA; IBRIS; MARROCCOLI, 2021). Sua
excessiva producdo impde um desafio adicional para o seu correto gerenciamento e acarreta em
um complexo problema ambiental, uma vez que, a grande maioria das ETA descartam o lodo
diretamente nos corpos d 'aguas (OOl et al., 2018).

Diversas alternativas vém sendo propostas na tentativa de promover o aproveitamento
do lodo de ETA, incentivando a economia circular. Entre elas destacam-se sua utilizacdo para
recuperagdo de coagulantes, em produtos ceramicos, fabricacdo de tijolos, telhas, cimento,
concreto e outros materiais de construcéo civil (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016; GOMES
et al., 2019). No entanto, como o lodo apresenta em sua composicdo matéria organica, macro e
micronutrientes, que podem ser absorvidos pelas plantas e estimular o crescimento
(ODIMEGWU et al., 2018; TANTAWY, 2015), seu uso como fertilizante e condicionante de
solos € considerado como um destino bastante sustentavel (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016,
2016; RIBEIRO et al., 2022; SILVA; BORTTREL; PEREIRA, 2018; SOBRINHO et al.,
2019). Entretanto, o lodo pode conter ainda as impurezas da agua bruta captada, incluindo
substancias toxicas, metais, horménios, pesticidas, microrganismos, entre outros, além de
residuos dos produtos quimicos utilizados como coagulantes no tratamento da agua (DUBE et
al., 2018). Desse modo, antes de ser disposto em solo, é necessario realizar a avaliacdo
ecotoxicologica do lodo a fim de se evitar a dispersao de contaminantes e comprometer a satde
ambiental e dos organismos associados.

O uso de bioensaios possibilita a obtencdo de resultados precisos sobre a carga
poluidora, a biodisponibilidade dos contaminantes para 0S organismos e 0 grau de
periculosidade do residuo (GUERIN, 2022). O efeito toxico da aplicacdo direta do lodo de ETA
no solo pode ser avaliado pela utilizacdo de macroinvertebrados do solo. Neste sentido, a
espécie Folsomia candida se destaca pela sua relevancia ecoldgica nesse meio fisico, além de
apresentar diferentes vias de exposicdo (oral e dérmica), 0 que aumenta sua sensibilidade aos
residuos solidos organicos (PUDDEPHATT; MCCARTHY; SERRE, 2022).
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Adicionalmente, a avalia¢do da toxicidade de compostos hidrossolUveis liberados pelo
lodo de ETA também é de extrema importancia, uma vez que se esse residuo for disposto no
solo, esses compostos poderiam atingir os recursos hidricos adjacentes. Desse modo, 0
organismo teste Daphnia sp. tem sido considerado como um dos mais sensiveis para a avaliagdo
de extratos aquosos de residuos solidos (SHOJI et al., 2008). Complementarmente, ensaios de
fitotoxicidade com sementes, aléem de serem rapidos e de baixo custo, avaliam o efeito desse
residuo sobre organismos-alvo com elevada sensibilidade e confiabilidade (FRANCO et al.,
2021; GUEVARA et al., 2019; PEDUTO; JESUS; KOHATSU, 2019; USEPA, 1996).

Ainda, sabe-se que para um melhor aproveitamento de residuos organicos, estes devem
passar por processos de estabilizacdo da matéria orgénica, os quais viabilizam o aproveitamento
de seus nutrientes e diminuem o risco ambiental pela utilizacdo desses residuos (SHARMA et
al., 2019). A bioestimulacdo de residuos sélidos organicos, a partir da incorporacao de residuos
agroindustriais, pode acelerar sua estabilizacdo pelo aumento da comunidade microbiana
autoctone, além de contribuir para transforma-lo em um fertilizante mais nutritivo
(FERNANDO-FONCILLAS et al., 2021; MAZZEO et al, 2020; 2023).

Visando o correto gerenciamento do lodo de ETA e seu aproveitamento como
condicionante de solos, este estudo propds avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos, em diferentes
niveis troficos, deste residuo, antes e ap6s processo de bioestimulacdo com bagaco de cana-de-
acucar ou fibra de coco. Para isso, foram empregados organismos alvo (Eruca sativa) e nao-
alvo (Daphnia similis e Folsomia candida) para se compreender o efeito da aplicacdo do lodo
de ETA em solos e a sua influéncia sobre o ecossistema associado. Adicionalmente, este estudo
também avaliou a efetividade do processo de biotransformacéo do lodo de ETA na eliminagdo
de sua possivel toxicidade e na geracao de um composto com maior valor agregado.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Lodo de ETA e agentes bioestimulantes

O lodo estudado foi proveniente da ETA Il (José Crespo), localizada no municipio de
Rio Claro — SP (Brasil), coordenadas geograficas 22°24°21” S e 47°33°19” W, sendo
responsavel pelo fornecimento de agua potavel para, aproximadamente, 125.000 habitantes.
Esta ETA apresenta tratamento do tipo convencional, com capacidade de operagédo de 500 L/s
e producgdo diaria de 35.000 m3, empregando cloreto férrico como agente coagulante para a

formacéo dos flocos.
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A coleta foi realizada, seguindo os procedimentos de amostragem para residuos
contidos na norma NBR 10007 (ABNT, 2004), durante a lavagem dos decantadores, 0s quais
continham material sedimentado acumulado por um periodo minimo de um més. Este lodo
apresentou pH 7,02 (x 0,02); 8,42 % (+ 0,72) de solidos totais; 83,51% (+ 0,51) de sélidos fixos
e 16,5% (£ 0,51) de solidos volateis.

Devido & elevada porcentagem de &gua presente neste material, 0 mesmo foi seco em
laboratorio como detalhado anteriormente (ver artigo 1, item 2.5), tendo a quantidade de sélidos
totais elevada para 82,22% (+ 0,16). Outras caracteristicas quimicas como presenca de metais,
macro e micronutrientes estdo apresentadas como material suplementar (Tabela S1).

O solo utilizado foi coletado em uma area verde na UNESP, Campus Rio Claro,
coordenadas geograficas 22°23'48"S e 47°32'38"W, a uma profundidade variando de 10 a 20
cm. Este solo foi previamente caracterizado (FRANCO, 2019), apresentando textura arenosa e
condutividade elétrica de 0,623 dS/m. Anteriormente ao preparo das amostras, o solo foi seco
a temperatura ambiente e peneirado em peneira de 1,41 mm de abertura.

Como agentes bioestimulantes, foram utilizados outros dois residuos, porém derivados
de atividades agroindustriais, o bagaco de cana-de-acUcar e a fibra de coco. O primeiro foi
obtido em uma industria sucroalcooleira, apos o processo de moagem da cana. Entdo, o bagacgo
foi seco em temperatura ambiente, triturado em liquidificador e misturado as amostras de solo
e lodo, com funcdo de agente de volume e estimulante do processo de biodegradacdo. Ja a fibra
de coco foi adquirida em casa de vegetacao como substrato para crescimento de plantas (Golden
Mix) e utilizado neste estudo também como agente descompactante e estimulante do processo
de biodegradacdo. Para facilitar o ajuste da umidade, 0 mesmo foi seco em temperatura
ambiente e peneirado em peneira de 1,41 mm de abertura, para posteriormente, ser utilizado no

preparo das amostras.

2.2 Preparo das amostras e bioestimulacéo
Para a realizacdo dos ensaios de bioestimula¢do do lodo de ETA, diferentes amostras
foram preparadas seguindo as proporcdes apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo de cada amostra avaliada, com base na massa seca de cada

material.
Amostra Solo(g) LododeETA Bagaco de cana- Fibra de coco
seco (g) de-acucar (Q) (9)
Solo (S) 50 - - -
Solo + ETA 10% (S +
50 5 - -
ETA 10%)
Solo + ETA 10% +
Bagaco 5% (S + ETA10% 50 5 = -
+ BAG)
Solo + ETA 10% + Fibra
50 5 - 2,5
5% (S+ETA 10% + FIB)
Solo + ETA 15% (S +
50 75 = -
ETA 15%)
Solo + ETA 15% +
Bagaco 5% (S + ETA 50 7,5 2,5 -
15% + BAG)
Solo + ETA 15% + Fibra
50 7,5 - 2,5

5% (S + ETA 15% + FIB)

Fonte: Autora, 2022

Entdo, cada uma das amostras foi submetida ao processo de biodegradacédo aerdbia por

120 dias, seguindo os passos descritos nos itens 2.6.4 e 2.6.5, do artigo 1.

2.3 Preparo dos extratos aquosos

A fim de se verificar o efeito toxico de compostos hidrossoltveis foram preparados

extratos aquosos das amostras antes e ap0s 0 processo de biodegradacdo, seguindo o0s

procedimentos para a obtencdo de solubilizados descritos na norma técnica NBR 10.006

(ABNT, 2004). Desse modo, 125 g de cada amostra (massa seca) foram adicionadas a 500 mL

de agua ultra pura. O material foi homogeneizado em agitador, por 5 minutos, em velocidade

baixa, seguido por decantacéo por 7 dias a 22 °C em BOD, marca Marconi e modelo MA 415/S.
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Posteriormente, o sobrenadante (extrato aquoso) foi filtrado em membrana com porosidade de
0,45 pm.

2.4 Testes de fitotoxicidade com sementes de Eruca sativa (ruacula)

Para realizacdo deste ensaio, seguiu-se os procedimentos descritos no protocolo OPPTS
850.4200 (USEPA, 1996). Em placas de Petri individuais contendo papel filtro umedecido com
5 mL do extrato aquoso de cada amostra, foram dispostas 20 sementes da espécie Eruca sativa
(racula). As placas foram incubadas em uma BOD da marca Marconi e modelo 415/S, a 22 °C
+ 1 °C por 5 dias (120 horas), envoltas com papel aluminio para que nao houvesse interferéncia
da luz. Para o controle negativo, utilizou-se agua destilada e o controle positivo foi realizado
com sulfato de zinco heptahidratado (0,05 M — ZnSQO4.7H20). O ensaio foi realizado em
triplicata.

Decorrido o tempo de exposicdo, as placas foram levadas ao congelador para
preservacdo das plantulas. Posteriormente, contabilizadas as sementes germinadas e realizadas
a mensuracdo do comprimento do hipocotilo e da radicula das sementes germinadas. A partir
desses valores foram calculados os parametros Germinacdo Relativa (GR), Crescimento

Relativo (CR) e indice de Germinacdo (IG) por meio das equacdes 1, 2 e 3.

GR (%) = n° sementes germinadas amostra x 100 (Equacéo 1)
n° sementes germinadas controle

CR (%) = média do crescimento das raizes amostra x 100 (Equacéo 2)

média do crescimento das raizes controle

IG = n° sementes germinadas amostra x comprimento médio radicula amostra x 100
n° sementes germinadas controle x comprimento médio raiz controle

(Equacéo 3)

Adicionalmente, cada amostra foi classificada a partir do seu 1G em néo toxica (IG >
80%); moderadamente tdxica (IG entre 30 e 80%); e altamente tdxica (IG < 30%), de acordo

com Gongalves et al. (2020).
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A andlise estatistica foi feita por meio do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05), comparando
cada uma das amostras com o controle negativo. Adicionalmente, para avaliar a efetividade do
processo de bioestimulagdo, quanto & indugdo de toxicidade, comparou-se os efeitos de uma
mesma amostra, antes e apds o ensaio de biodegradabilidade, por meio do teste de Mann-

Whitney, a um nivel de significancia de 0,05.

2.5 Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

Este ensaio foi realizado seguindo as instru¢fes da norma técnica NBR 12713 (ABNT,
2016). Em tubos de ensaio contendo 10 mL do extrato aquoso de cada uma das amostras, sem
diluicdo, foram distribuidos neonatos com idade entre 6 e 24 horas de vida. O ensaio foi
realizado em quadruplicata, sendo 5 individuos por tubo. O controle negativo foi realizado com
a mesma agua utilizada no cultivo desses microcrustaceos. Posteriormente, os tubos foram
incubados em uma camara de germinacdo da marca FANEM e modelo 347, a 20 £ 2 °C, no
escuro, por um periodo de 48 horas, sem alimentagdo. Apos a exposi¢do, foi contabilizado o
numero de organismos mortos em cada réplica. O teste foi considerado valido quando o nimero
de organismos mortos no controle negativo foi <10%.

A significancia dos resultados foi analisada pelo teste estatistico ANOVA, 1 critério,
comparando cada amostra com o controle negativo. O sucesso da bioestimulacdo, em termos
de auséncia de toxicidade, foi verificado a partir do teste de Mann-Whitney, utilizando o
software BioEstat, com significancia p<0,05, comparando a mesma amostra antes e depois do
processo de biodegradacdo (ALMEIDA et al., 2021).

2.6 Teste de toxicidade com Folsomia candida (colémbolo)

O ensaio com colémbolos seguiu o protocolo descrito na norma 232 da OECD (2016).
Este teste foi realizado apenas com as amostras do periodo inicial, antes do processo de
biodegradagdo. Em frascos plasticos com tampa foram acondicionadas 50 g de cada amostra,
as quais tiveram sua capacidade de campo ajustada para 60%. Posteriormente, em cada frasco,
foram adicionados 10 colémbolos, com idade méxima de 10 dias. Entdo, os frascos foram
incubados em BOD, marca Etik, a 20 + 1 °C, com fotoperiodo controlado para 16 horas no claro
e 8 horas no escuro. Para o controle negativo, foi utilizado o solo empregado no preparo das
amostras. O ensaio foi realizado em quintuplicata.

Para garantir a oxigenacao dos frascos, os mesmos foram abertos 1 vez na semana. A

alimentacdo dos colémbolos foi realizada no inicio do ensaio e apos 14 dias com fermento
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bioldgico seco contendo Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann). O experimento teve duracdo
de 28 dias.

Apos esse periodo, cerca de 100 mL de agua foram adicionados aos frascos, acrescidos
de 5 gotas do corante nanquim, a fim de possibilitar a flutuacdo dos colémbolos vivos (adultos
e filhotes) e aumentar o contraste dos individuos para facilitar a visualizacdo. Entdo, a
superficie de cada frasco foi fotografada e, com o auxilio do software ImageJ®, foi
contabilizado o nimero de individuos adultos (teste de letalidade) e o nimero total de juvenis
(teste de reproducdo) (ALVES et al., 2014; ARAUJO, 2021; PUDDEPHATT; MCCARTHY;
SERRE, 2022).

A andlise estatistica foi realizada pelo software BioEstat, escolhendo o teste ANOVA 1
critério, nivel de significancia p<0,05 (ALVES et al., 2014). A porcentagem de letalidade foi
calculada a partir do niumero de individuos adultos, a fim de avaliar o efeito toxico da amostra
sobre os organismos (PUDDEPHATT; MCCARTHY; SERRE, 2022; SANTOS et al., 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Teste de fitotoxicidade com sementes de Eruca sativa

Os resultados referentes ao ensaio com sementes de Eruca sativa (ricula) estdo
apresentados na tabela 2 e figura 1. Esta espécie vem sendo altamente recomendada como um
excelente organismo teste para a avaliagdo de fitotoxicidade de residuos sélidos organicos (EID
et al., 2020; FRANCA et al., 2021; FRANCO et al., 2021).
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Tabela 2. Fitotoxicidade das amostras quanto aos parametros relativos a germinagéo e
comprimento da radicula de Eruca sativa, antes e apds bioestimulacdo das amostras.

Amostra Periodo Germinagdo Comprimento indice de Classificacdo
(%) da Radicula Germinagéo
(cm) (%)
Controle Inicial 91,67 + 7,64 2,1+0,60 100 N&o Toxico
Negativo Final 96,67 £5,77 3,1+0,51 100 Né&o Toxico
Controle Inicial | 0 - - -
Positivo Final 0 - - -
.. 78,33 £ * Altamente
Inicial 15,28 1,6 +0,17 21,02 + 45,81 -
Solo Final 91,67+289 34+015+ 1%%%1“ N3o Toxico
Inicial ~ 95#5 25+0,08  8491+2102  Nao Toxico
Lodo Final - - - -
Inicial 9333+7,64  35+026 et Nao T6xico
Solo + ETA 15 ’66 +
10% Final 95+ 2,89 3,8+0,10 12’ 17‘ Nao Toxico
.. Altamente
Solo + ETA Inicial 75+17,32 0,3+0,06* 598 +1,03 Toxico
10% +
Bagaco 5% Final 90 +5 324057+  10ATE Nao Toxico
Solo + ETA A 93,33 % 120,19 + e
10% + Fibra Inicial 11,54 3,6 +0,26 35,02 Né&o Toxico
5% Final 85 + 8,66 3,4+0,26 99,29+ 9,70 Na&o Toxico
e B Inicial 95+ 5 3,1+0,17 1LI9F  Nao Toxico
15% Final 98,33 + 2,89 3,2+0,32 105,98 + 8,72 Ndo T6xico
.. Moderadamente
*
SO|105(_;E-|—A Inicial 98,33 + 2,89 1,7+0,32 60,96 + 22,24 Téxico
o +
Bagaco Final 86674280 35+027+  109F  NdoTéxico
Sl (B Inicial 905 35+0,18 HO3E Nao Toxico
15% + Fibra Final 90+5 38+053 | 11595+7,45  Nio Toxico

Legenda: (-) Pardmetro ndo avaliado; (*) Estatisticamente significativo em relacdo ao Controle Negativo
(p<0,05); (+) Estatisticamente significativo para a mesma amostra antes e depois da biodegradacao

(p<0,05). Fonte: Autora, 2022.
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Legenda: (*) Estatisticamente significativo em relacdo ao Controle Negativo (p<0,05); (+) Estatisticamente
significativo para a mesma amostra antes e depois da biodegrada¢do (p<0,05).

Figura 1. Comprimento do hipocotilo de E. sativa expostas a diferentes amostras, antes e apos
processo de bioestimulacdo. Fonte: Autora, 2022.

Os resultados obtidos para E. sativa indicaram que o lodo de ETA puro n&o induziu
nenhum efeito fitotdxico em relacdo aos pardmetros analisados, revelando a baixa
periculosidade ambiental desse residuo. A auséncia de toxicidade desse residuo também foi
relatada por Franco et al. (2021) ao avaliarem os parametros de germinacao e comprimento do
hipocétilo e radicula das espécies E. sativa e Lactuca sativa. Adicionalmente, Santos,
Sommaggio e Marin-Morales (2022) também observaram que o lodo de ETA ndo interferiu no
padrdo de germinacdo de sementes da espécie Allium cepa (cebola).

Contudo, quando o lodo foi misturado com o bagaco de cana observou-se um grau de
toxicidade de moderada a elevada. Assim, as sementes expostas as amostras ETA 10% + BAG
e ETA 15% + BAG apresentaram inibicéo significativa do comprimento de suas radiculas.
Ainda, a amostra ETA 10% + BAG também induziu diminuic&o significativa do tamanho do
hipocoétilo. Um outro trabalho, realizado com essas mesmas amostras, confirmou esse efeito
inibitorio para a espécie L. sativa (ver artigo 1, item 3.5). Como esse efeito inibitorio néo foi
observado para as demais amostras, possivelmente, o bagago deve conter substancias toxicas,
justificando os resultados aqui obtidos. Outros autores ja relataram um aumento da toxicidade
em plantas quando as mesmas foram expostas a amostras de lodo de esgoto onde houve
incorporacgéo de bagaco de cana (SOMMAGGIO et al., 2018; SOUZA, 2018). Contudo, apds
0 processo de bioestimulacéo, houve a eliminacéo desse efeito toxico para todos os parametros

avaliados. Além disso, ap6s 120 dias de bioestimulacéo, todas as amostras apresentaram um
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comprimento do hipocétilo significativamente maior do que no periodo inicial, evidenciando o
potencial agrondémico na promogéo do crescimento vegetal dessas amostras. Tal fato demonstra
que o decaimento dos niveis de toxicidade estd diretamente relacionado ao processo de
estabilizacdo da matéria organica em condicGes aerdbias, independentemente da incorporagédo
de agentes bioestimulantes. Mazzeo et al. (2020) também concluiram que a adi¢do de materiais
bioestimulantes como o0 bagaco de cana e a borra de café ndo influenciou diretamente a
eliminacdo da toxicidade de amostras de lodo de esgoto, mas sim o periodo de biodegradacao

em aerobiose durante 70 dias.

3.2 Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis
Para obtermos resultados quanto a presenca de substancias hidrossoltveis com potencial
toxico em organismo aquatico, foi realizado o bioensaio com os microcrustaceos da espécie D.
similis com o extrato aquoso do lodo de ETA. Os resultados da sobrevivéncia desses

organismos podem ser observados na figura 2.
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Negativo ETA 10% ETA10% 10% + ETA 15% ETA 15% ETA 15%
+ Bagaco Fibra 5% + Bagago + Fibra
5% 5% 5%

Legenda: (*) Estatisticamente significativo em relacdo ao Controle Negativo (p<0,05); (+)
Estatisticamente significativo para a mesma amostra antes e depois da biodegradagéo (p<0,05).
Figura 2. Numero de organismos vivos (Daphnia similis) expostos as diferentes amostras,

antes e apds o processo de bioestimulagéo.
Fonte: Autora, 2022
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Corroborando com os resultados de fitotoxicidade, dentre todas as amostras analisadas,
apenas aquelas que continham o bagaco de cana-de-acUcar apresentaram letalidade sobre D.
similis. A amostra S + ETA 10% + BAG demonstrou ser a mais toxica, resultando na letalidade
de todos os individuos. No entanto, os 120 dias de bioestimulacdo foram suficientes para
degradar os compostos tdxicos existentes no lodo, bem como, ndo levaram a formacéo de
metabdlitos intermediarios toxicos. Desse modo, apo6s o periodo de bioestimulagdo, nenhuma
das amostras ocasionou um efeito letal a esses microcrustaceos.

Em um estudo realizado por Yuan et al. (2020), a taxa de sobrevivéncia de D. magna,
uma espécie com sensibilidade e caracteristicas bastante similares a utilizada neste estudo, foi
igual ou superior a 96% apds exposicdo a diferentes concentracfes de lodo de ETA. Em um
outro estudo, o qual comparou a toxicidade do lodo de ETA férrico (alta concentracdo de ferro,
devido ao coagulante aplicado na ETA) e lodo de alume (alta concentracao de aluminio, devido
ao coagulante utilizado pela ETA), foi observado que nenhum desses tipos de lodo induziu
toxicidade aguda em D. similis, embora tenham levado ao decréscimo do numero de filhotes
com o aumento do periodo de exposi¢cdo (SOTERO-SANTOS; ROCHA; POVINELLI, 2005).
Resultados semelhantes foram obtidos por esses mesmos autores, porém em um outro trabalho
que avaliou exclusivamente o efeito do lodo férrico (SOTERO-SANTOS; ROCHA;
POVINELLI, 2007). Ainda, Bernegossi et al. (2022) relataram em sua revisdo que, dentre todos
os trabalhos citados sobre a toxicidade aguda em diferentes espécies de crustaceos, apenas um
Unico estudo observou um efeito relativo a toxicidade aguda em D. magna, apés 72h de
exposicdo. Desse modo, pela auséncia de toxicidade observada para o lodo puro, infere-se que
os efeitos encontrados para as amostras S + ETA 10% + BAG e S + ETA 15% + BAG sejam,
realmente, em decorréncia da presenga do bagaco.

A maior problematica da associacdo do bagaco de cana-de-actcar com o lodo de ETA
visando sua disposi¢do em solos é que, aléem da contamina¢do do proprio solo, existe a
possibilidade de percolacdo de liquidos contendo compostos toxicos que levariam a
contaminacdo de aguas superficiais e/ou subterraneas proximas (KELLER; MCGRATH,;
DUNHAM, 2002). Desse modo, € indispensavel que ocorra a mineralizacdo dos compostos

toxicos hidrossollveis antes de sua utilizagdo no solo.
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3.3 Teste de toxicidade e reproducéo com Folsomia candida

Referente ao teste de letalidade (Tabela 3), como os valores de mortalidade obtidos
foram iguais ou inferiores a 20%, para os individuos adultos, nenhuma das amostras causou
efeito letal sobre os colémbolos (ISO, 2014). O emprego dessa espécie para a avaliagdo da
toxicidade aguda de outros residuos organicos com potencial de reaproveitamento na
agricultura também demonstrou a auséncia desse efeito. Groth et al. (2016), ao avaliar os efeitos
toxicos de biossélidos sobre F. candida, ndo encontraram valores significativos de letalidade.
Ainda, em outros estudos com lodo de esgoto, uma porcentagem inferior a 20% foi obtida,
comprovando a auséncia de toxicidade desse residuo para essa espécie (ARAUJO, 2021;
NATAL-DA-LUZ et al., 2009).

Tabela 3. Resultado do teste de letalidade com F. candida como bioindicador, antes do

processo de biodegradacao.

Amostra Sobreviventes (%)

Controle Negativo — Solo 92
Solo + ETA 10% 88
Solo + ETA10% + Bagaco 5% 80
Solo + ETA 10% + Fibra 5% 90
Solo + ETA 15% 94
Solo + ETA 15% + Bagaco 5% 84
Solo + ETA 15% + Fibra 5% 98

Fonte: Autora, 2022

Apesar desse teste de sobrevivéncia ser importante para estudos ecotoxicol6gicos, a
realizacdo do ensaio de reproducdo contribui com resultados mais completos e proporciona a
observacdo de efeitos sub-letais (FRANCA et al., 2021). Os resultados da figura 3 séo
referentes ao teste de reproducdo com F. candida. Este ensaio indicou que as amostras contendo
10% de lodo, tanto na presenca como na auséncia de bagaco, inibiram a reproducdo dessa
espécie, induzindo um efeito sub-letal estatisticamente significativo. Neste caso, esse efeito
parece ter sido ocasionado pelo préprio lodo, exclusivamente na concentragdo de 10%.
Contudo, sugere-se a avaliacdo dessas amostras apds o processo de bioestimulacdo para

verificar a permanéncia ou ndo desses efeitos.
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Figura 3: Quantidade total de colémbolos, adultos e filhotes, expostos as diferentes amostras,

antes do processo de biodegradacao.

Fonte: Autora, 2022

De acordo com Bernegossi et al. (2022), a avaliacdo da toxicidade de amostras sélidas
contendo lodo de ETA é quase que exclusivamente realizada empregando plantas, havendo uma
necessidade urgente da incorporacdo de representantes de outros niveis troficos para uma
melhor caracterizacdo do risco ecotoxicoldgico desse residuo. Esses mesmos autores sugerem
a inclusdo da espécie F. candida nessas avaliacbes por ser um teste internacionalmente
padronizado (BERNEGOSSI et al., 2022). Desse modo, os resultados aqui obtidos sdo de
extrema relevancia ambiental, pois a auséncia de efeito em uma espécie (p.e. E. sativa e D.
similis) ndo pode ser generalizada para as demais, ja que isso estaria subestimando os efeitos
toxicos desse material para organismos néo-alvos.

De modo geral, o lodo de ETA aqui estudado apresenta uma baixa concentracdo de
metais (Tabela S1) e auséncia de compostos toxicos capazes de induzir toxicidade aguda.
Contudo, o efeito negativo ocasionado pelas amostras contendo 10% sobre a reproducéo de F.
candida indica cautela na utilizagdo desse residuo in natura. Outros autores também sugerem
que outros testes capazes de avaliar efeitos sub-letais e por periodos mais longos de exposi¢édo
sejam incluidos na bateria de ensaios para verificacdo de risco ecotoxicologico do lodo de ETA
(YUAN et al., 2020).
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Ainda, a incorporacdo de bagago ao lodo néo bioestimulado acarretou em toxicidade
para todos os organismos estudados. De acordo com Thode Filho et al. (2019), os efeitos toxicos
do bagaco de cana-de-agucar podem estar relacionados a presenca de metabdlitos secundarios
da degradacdo da lignina, como acidos fendlicos, fenois, derivados de flavondides, acidos

cindmicos, entre outros compostos.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados de toxicidade aguda, podemos concluir que, o lodo puro (nas
concentracdes testadas) ou associado com solo e/ou a fibra de coco, antes do processo de
bioestimulacdo, ndo induziu um efeito capaz de interferir na germinacdo e crescimento de
sementes de E. sativa, bem como na sobrevivéncia de D. similis e F. candida. Contudo, o efeito
na diminuicdo do nimero de descendentes de F. candida para amostras de lodo (concentracao
de 10%) sugere que este residuo induz algum nivel de estresse sobre estes organismos e que
este material requer passar por um processo de detoxificacdo antes de sua aplicacdo em solo.

Adicionalmente, o uso de bagaco de cana acarretou em uma elevada toxicidade para
todos o0s organismos aqui estudados, demonstrando que esse residuo ndo deve ser incorporado
diretamente ao solo, sem tratamento prévio.

Contudo, o processo de bioestimulagdo empregado mostrou-se eficiente na diminuicéo
da toxicidade, podendo servir como base para estudos de tratamento de residuos organicos
como o lodo de ETA. No entanto, a incorporacao de agentes bioestimulantes como o bagaco de
cana-de-acUcar e a fibra de coco devem ser utilizados caso o poder nutritivo do composto final
seja melhorado, ja que para a diminuicdo da toxicidade, a bioestimulacdo em solo por 120 dias
ja foi suficiente. Desse modo, o lodo de ETA pode ser destinado para solos agricolas, desde que

este passe por um periodo de detoxificagéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O lodo de ETA estudado apresentou caracteristicas fisico-quimicas interessantes que
sdo importantes para as plantas e manutencdo do solo, além de baixa patogenicidade. Em
relacdo a esses parametros, a disposic¢do do lodo em solo ndo oferece nenhum risco ambiental.
Entretanto, o lodo contém grande quantidade de &gua, sendo essencial realizar um processo de
secagem para evitar que ocorra a percolacdo de liquidos com possiveis contaminantes para
aguas superficiais e/ou subterraneas e camadas profundas do solo.

Com base nos resultados obtidos de fitotoxicidade, toxicidade aguda e no teste de
reproducao, o lodo puro ou associado com solo e/ou a fibra de coco, ndo teve efeitos toxicos
sobre os organismos alvos. Com tudo, no teste de reproducédo, a amostra que continha lodo na
concentracdo 10% (na presenca ou auséncia do bagaco de cana), inibiu significativamente a
geracdo de descendentes, indicando que o lodo, nessa concentracdo, causa estresse sobre F.
candida. Isso impde a necessidade de tratamentos de detoxificacdo antes de sua utilizagéo
agricola.

As amostras que continham o bagaco de cana-de-acUcar associado com o lodo de ETA
apresentaram toxicidade moderada a alta em todos os bioensaios, indicando que essa mistura
também requer um tratamento de detoxificacdo antes de ser disposta em solo. Contudo, apés o
periodo de 120 dias de biodegradacdo mostrou ser o suficiente para eliminar esses efeitos
toxicos apresentados nos ensaios de fitotoxicidade e toxicidade aguda, tornando segura a
disposi¢do em solos agricolas.

Ap0s o processo de biodegradacdo, o lodo tem sua acdo de fertilizante otimizada,
proporcionando um maior crescimento dos Orgaos vegetais. A associacdo dos agentes
bioestimulantes ndo favorece o processo de biodegradacdo, mas podem contribuir com
nutrientes adicionais, complementando os ja presentes no lodo de ETA ou melhorar a

caracteristica fisica do composto.
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7 APENDICE

Tabela suplementar 1: Caracterizacdo quimica do lodo de ETA.

Elementos Concentracéao
Macronutrientes
Nitrogénio 5,7 mg/Kg
Potéassio Total 0,24%
Fdsforo Total 0,47%
Caélcio 1,06%
Magnésio 0,26%
Micronutrientes
Zinco 2,09%
Cobre 0,05%
Manganés 0,22%
Sodio 0,07%
Ferro 18,96%
Metais
Cobalto <0,01%
Niquel 27,1 mg/Kg
Céadmio <0,1 mg/Kg
Cromo 53,1 mg/Kg
Chumbo 79,0 mg/Kg

Matéria Organica 15,30 £ 0,25

Carbono Total 6,53+ 0,12

Tabela 2: Medigdes diarias do ensaio de respirometria



Tratamentos

Solo + ETA Solo + ETA
0, [0)

Dias Solo S:all(r)ma:dBeagggroza?e %%IOCJC?;;: SOI%ZVE e Bzalga?o+de 1%?)2) : IE;)I—Q Solcigog e Balgsagjo+de 185?32) : FElgél
5% cana-de- de coco 5% cana-de- de coco 5%

aclcar 5% aclcar 5%
1 8.49+0.35 6.59 +£0.03 8.66 £0.18 7.65+0.10 6.56 + 0.03 7.94 £ 0.50 7.97£0.18 6.51+0.03 7.35+0.05
2 11.56 £ 0.42 6.62 £ 0.05 11.89+£0.42 11.48 £0.11 6.62 £ 0.06 11.63+0.34 11.99 £0.22 6.50 £ 0.04 11.10+£0.51
3 13.14 £0.20 6.53+0.03 12.64 £ 0.60 12.94 +£0.14 6.69 £ 0.09 12.00 £ 0.23 13.07 £0.28 6.61 £ 0.05 12.50 £ 0.26
4 13.62 £ 0.17 6.61 £ 0.03 12.84 £ 0.85 13.84 £ 0.27 6.62 £ 0.12 12.58 £ 0.40 13.75 £ 0.38 6.58 £ 0.06 13.17 £ 0.45
5 13.68 £ 0.07 6.61+0.21 11.86£2.31 13.03+£0.26 6.77 £0.19 13.76 £ 0.27 14.19 £ 0.30 6.81+0.14 13.39+0.28
6 12.98 £ 0.36 6.91+0.24 11.98 £2.84 14.12 £ 0.28 7.47 £0.61 13.65+0.37 14.61 £0.22 6.98 £ 0.24 13.16 £0.19
7 13.70£0.23 7.09+0.23 13.06 £ 0.98 13.99 £ 0.58 7.29+£0.31 13.48+0.21 14.47 £ 0.34 7.33+£0.32 13.49+0.31
8 14.15+0.28 7.95 % 0.62 12.37 £2.55 14.58 £ 0.27 8.60 £ 0.92 13.91+£0.15 14.83 £ 0.43 8.81+£1.05 13.78 £ 0.39
9 13.65+0.33 7.80£0.20 13.34 £0.27 1448 £0.19 10.65 £ 0.56 13.17+£1.81 14.79 £ 0.26 8.78£0.93 13.60 £ 0.35
10 12.83 £ 2.47 8.99 £ 0.38 13.24 £ 0.91 1453 £0.16 10.23 £ 0.45 12.27 £ 2.61 14.70 £ 0.17 8.56 £ 0.81 13.67 £0.14
11 14.45+£0.20 9.29 £ 0.67 12.83+2.14 14.55 £ 0.37 9.29 £ 0.65 13.56 £0.18 1453 +£0.29 8.96 £ 0.45 13.91+0.14
12 14.48 £ 0.29 8.81+0.79 13.16 £ 0.36 14.88 £ 0.46 9.91 £ 0.55 12.64 = 2.60 14.67 £0.12 9.18 £ 0.45 13.71 £ 0.27




13 14.43 £ 0.23 9.36 £ 0.65 13.71+£0.74 14.78 £ 0.28 10.96 + 0.37 14.15+0.43 15.13+£0.10 10.21 £ 0.36 14.06 £ 0.19
14 14.33+0.11 9.94 £+ 0.59 13.01 £ 0.49 14.84 £ 0.17 10.46 £ 0.12 13.50 £ 0.83 15.14 + 0.07 10.23 £ 0.39 14.17+0.11
15 1472 +0.16 10.54 + 0.38 13.35+0.18 14.88 + 0.15 10.20 + 0.56 14.14 + 0.07 14.99 +0.15 10.66 + 0.26 1417 +0.25
16 14.83 £ 0.32 10.25 £ 0.24 13.02 £ 0.13 15.05+0.10 10.71 £ 0.40 13.75+£0.91 15.00 £ 0.20 10.92 £ 0.31 14.14+0.11
17 14.67 +0.18 10.53 + 0.40 1254 +0.24 14.58 + 0.95 11.33+0.93 14.34 +0.22 15.34+0.10 11.49+0.12 1416 +0.18
18 14.64 £ 0.17 11.16 £ 0.44 12.74 £ 0.35 14.45 £ 1.27 11.55+0.55 14.29 £ 0.20 15.35+0.13 11.72 £ 0.16 14.32 £ 0.23
19 1490 +0.15 11.17+0.55 12.66 + 0.36 15.11+0.08 12.85 +3.98 13.17 +1.08 15.12 + 0.07 11.15+1.36 14.21 +0.30
20 14.81 £ 0.29 10.38 £ 0.58 12.04 £ 0.38 14.93 £ 0.33 11.20+0.28 13.38 £ 0.75 15.04 £ 0.30 11.35+0.43 13.93+0.25
21 14.67 +0.19 10.27 + 0.58 11.46 +0.50 14.63 +0.19 11.22 +0.37 13.58 +0.19 14.89 +0.30 1154 +0.29 13.81 +0.37
22 15.02 £ 0.17 10.65 £ 0.43 11.31+£0.50 15.42 £0.19 11.78 £ 0.55 13.68 £ 0.38 1522 £0.14 11.75+0.20 14.17+£0.21
23 15.33+£0.09 11.45+0.49 11.83+0.58 15.31+£0.10 12.35+0.09 14.09 £ 0.51 15.46 £ 0.18 12.65+0.22 1461+0.21
24 14.99 + 0.17 10.71 + 0.80 10.66 + 0.56 15.12 +0.29 12.38 + 0.18 13.80 +0.99 15.50 + 0.14 12.28 + 0.15 14.24 + 0.39
25 15.13+0.24 11.29+0.63 10.63 £ 0.59 15.20£0.12 12.21 £ 0.09 14.05+0.16 15.38 £ 0.05 12.21+£0.16 14.22 £ 0.24
26 15.50 +0.21 13.05 + 0.33 12.38 +0.29 15.50 + 0.41 13.64 + 0.16 14.89 +0.14 15.77 £ 0.19 13.53 +0.24 14.92 + 0.32
27 1414 +0.14 9.90 +0.65 8.36 +0.23 13.88 + 1.05 10.21 + 0.44 12.50 + 0.47 14.50 + 0.08 10.71 +0.36 12.97 +0.25
28 14.90 +0.21 1153 +0.51 10.24 +0.42 14.95 +0.16 12.17 £ 0.40 13.57 +0.17 15.07 + 0.06 12.02 + 0.26 14.07 £ 0.22
29 15.17+0.11 11.89+0.47 10.45 £ 0.57 15.02£0.21 12.33+£0.20 13.72+£0.21 15.42 £ 0.07 12.11+£0.22 13.97 £0.29




30 15.30 £ 0.25 12.04 £ 0.38 10.83 £ 0.67 15.25+ 0.44 12.66 + 0.26 13.92 £ 0.16 15.44 £ 0.18 12.18 £ 0.10 14.33 £ 0.39
31 - - 11.06 £ 0.70 - - - - - -

32 13.91 £ 0.30 8.01 £ 0.55 11.01+£ 091 14.29 £ 0.95 8.50 £ 0.27 11.13+£0.38 14.30 £ 0.31 8.49 £0.23 11.82 £ 0.29
33 - - 11.63+1.15 - - - - - -

34 13.66 + 0.34 8.26 + 0.58 11.98 +1.29 14.20 + 0.40 9.34+0.19 11.26 + 0.57 14.38 +0.12 8.94 +0.26 12.28 + 0.43
35 - 12.90 £ 0.16 13.00 £ 0.99 - 13.16 £ 0.30 13.57 £ 0.62 - 12.50 £ 0.47 14.45+0.14
36 13.56 + 0.43 12.34 +0.31 1252 +1.16 14.34 + 0.47 12.28 +0.73 13.77 £ 0.47 14.52 + 0.18 12.22 +0.21 14.10 + 0.20
38 13.25+£0.29 8.81+0.33 9.89+1.43 14.29 £ 0.45 9.01+043 11.01+0.34 14.48 £ 0.20 8.75+0.43 12.20 £ 0.22
40 13.47 £ 0.32 8.96 + 0.34 10.07 + 1.38 1421 +0.41 9.29 +0.27 11.18 +0.36 14.68 + 0.14 8.96 + 0.59 12.13 +0.39
42 13.49 £ 0.23 8.80 £ 0.55 9.96 + 0.88 14.02 £ 0.40 9.04 £0.28 11.20+0.36 14.36 £ 0.20 8.79+0.33 11.92+0.27
44 14.16 £ 0.28 8.93 £ 0.67 10.14 £ 0.57 14.63 £ 0.51 9.15+£0.21 11.95+0.63 15.49 £ 0.10 9.33+0.65 12.80 £ 0.32
46 14.06 + 0.32 8.73+0.69 9.94 +0.57 14.62 +0.49 9.11+0.35 11.97 £ 0.57 15.02 +0.16 9.16 £0.54 12.54 + 0.06
48 14.27 £ 0.33 8.67 £ 0.68 10.15 £ 0.57 14.61 £ 0.24 9.14 £ 0.42 12.23 £ 0.53 15.11+£0.12 9.12+04 12.88 £ 0.43
50 14.20 + 0.28 9.43+0.60 10.31 +0.55 14.59 +0.20 9.35+0.24 12.48 + 0.63 15.37 +0.82 9.29 +0.46 12.63 +0.43
52 14.09 + 0.48 8.35+0.82 9.93 +0.52 14.44 + 0.34 8.96 + 0.54 12.54 + 0.46 14.77 £ 0.20 8.85+0.44 12.77 £ 0.21
54 14.10 + 0.45 8.76 +0.70 10.34 +0.51 14.46 + 0.44 9.14 +0.53 12.82 +0.42 14.68 + 0.46 8.94 +0.62 12.67 +0.38
56 14.38 £ 0.34 8.86 £ 0.65 10.24 £ 0.73 15.03 £ 0.18 9.32+£0.23 13.12 £ 0.44 15.19 £ 0.07 9.24 £ 0.68 13.43+£0.41




58 14.04 £ 0.36 9.06 +1.05 9.79+1.24 14.50 £ 0.23 8.92 £ 0.46 12.81+0.38 14.89 + 0.06 9.24 £ 0.69 13.06 £ 0.20
60 14.27 £ 0.34 9.28 + 0.64 10.90 £ 0.67 14.81 £ 0.45 9.71 £ 0.46 13.40 £ 0.32 15.18 £ 0.17 9.79 £ 0.77 13.47 £ 0.33
62 14.46 + 0.25 9.97 +0.37 11.36 +0.59 14.89 +0.20 9.76 + 0.54 13.29 +0.22 15.12+0.10 10.10 +0.98 13.53 +0.17
64 14.51 £ 0.28 9.66 £ 0.79 11.79+£0.77 13.90 £1.37 9.81+0.54 13.41 £ 0.28 15.31 £ 0.32 10.15 £ 1.02 13.56 £ 0.28
66 14.54 +0.28 9.52+0.31 11.15+0.71 14.48 + 0.54 9.64 +0.62 13.10 +0.40 15.09 +0.17 10.20 +1.32 13.45+0.21
68 14.73 £ 0.16 10.00 + 0.44 11.64 £ 0.68 14.61 £ 0.44 10.06 £ 0.54 13.27£0.71 15.36 £ 0.23 10.53 £ 1.00 13.66 £ 0.24
70 14.63 +0.27 10.15 +0.47 11.78 +1.18 14,91 +0.30 10.20 + 0.69 13.56 + 0.41 15.31+0.18 10.37 £ 0.55 13.72 +0.10
72 14.68 £ 0.33 10.58 £ 0.37 11.82+0.72 15.00 £ 0.54 10.54 £ 0.44 13.47 £ 0.87 15.39£0.31 10.19 £ 0.61 13.89 £ 0.20
74 14.99 +0.32 10.80 +0.28 12.44 +0.83 15.02 + 0.58 10.75 +0.59 14.05 +0.45 15.57 +0.13 10.80 +0.48 14.01 +0.28
76 15.43 £ 0.16 11.26 +£0.30 12.71+£1.01 15.43 £ 0.51 10.90 £ 0.77 13.98 £ 0.56 15.80 £ 0.16 10.91 £ 0.39 14.25 + 0.26
78 1535+ 0.16 11.10+£0.39 12.67 £ 0.87 15.49 £ 0.50 11.23+0.76 14.19 £ 0.69 15.79+0.11 11.30+0.41 14.74 £ 0.82
80 15.12 + 0.45 11.28 +0.33 13.10 +0.32 15.62 +0.41 11.37 +0.65 14.15 + 0.59 15.84 + 0.15 11.45+0.41 14.50 + 0.28
82 16.06 £ 0.53 12.56 £ 0.26 13.99 £ 0.61 16.35 £ 0.47 12.43 £ 0.62 1537 £0.55 16.76 £ 0.10 12.35+£0.35 1550+ 0.21
84 15.67 +0.33 11.97 +£0.20 13.55 +0.41 15.66 + 0.35 11.60+0.71 14.43 + 0.53 16.23 +0.17 11.88 +0.32 14.86 + 0.16
86 15.39+0.31 12.14 +0.99 13.67 +£0.90 1495 +1.64 1148 +1.20 14.58 + 0.59 16.04 +0.21 11.29+0.65 14.80 + 0.27
88 15.66 + 0.24 11.74+0.33 13.11+0.74 15.72 +0.31 11.72 +0.75 14.57 + 0.63 15.89 + 0.17 11.64 +0.49 14.87 + 0.09
90 15.56 £ 0.45 11.78 £ 0.40 13.46 £ 0.59 15.79+£0.25 11.75+£0.84 14.80£0.71 16.12 £ 0.12 11.83+0.73 15.30+£0.18




92 14.70 £ 0.31 11.91+0.17 13.26 £ 0.75 15.49 £ 0.29 12.17 £ 0.73 15.01 £ 0.56 16.02 £ 0.08 12.19+ 0.43 15.15+0.17
94 15.40 £ 0.34 12.05+0.20 13.61+0.34 15.52 £ 0.36 12.31+0.89 14.62 + 0.36 15.86 £ 0.22 11.89+0.51 1498 £ 0.21
96 15.45£0.12 11.96 £ 0.22 13.50 £ 0.40 15.55 £ 0.46 11.67 £1.48 14.82 £ 0.55 15.88 £ 0.19 11.95+0.51 14.85+0.18
98 15.63+0.48 12.09 £ 0.15 13.97+0.28 15.88 £0.79 12.60 £ 1.00 15.02 £ 0.38 16.20 +£ 0.38 12.37 £ 0.42 1514+ 0.31
100 15.54 + 0.34 12.09 +0.21 13.78 + 0.31 15.48 + 0.23 12.01 +1.04 14.89 + 0.41 16.02 + 0.13 12.20 + 0.56 15.05 + 0.15
102 15.52+0.31 11.96 £ 0.56 13.76 £ 0.18 15.68 £ 0.46 12.21+1.09 14.94 £ 0.49 16.18 £ 0.26 12.42+£0.41 14.74 £1.03
104 14.49 + 0.25 10.96 + 0.60 1241 +0.14 14.80 + 0.81 10.72 +1.10 13.79 +0.31 15.01 + 0.36 10.80 + 0.38 13.77 +0.21
106 14.81£0.31 11.23+£0.25 12.93+0.21 14.69 £ 0.46 11.80+0.73 14.07 £ 0.23 15.27£0.19 11.56 +0.37 14.23 £0.16
108 14.72 + 0.21 11.07 £ 0.36 13.02 +0.29 13.02 + 0.67 13.20 + 1.05 13.60 + 0.17 14.04 + 0.47 14.43 +0.24 14.07 = 0.07
110 14.95+0.16 11.39+0.21 11.90+£0.33 12.36 £ 0.17 12.68 £ 0.81 13.03 £ 0.33 13.35+£0.29 13.57+0.34 13.83+0.33
112 15.04 £ 0.22 11.72 £ 0.36 12.09 £ 0.42 12.48 +£ 0.38 12.80 + 0.96 13.15+0.14 13.41+0.44 13.57 £ 0.33 13.73£0.29
114 14,99 +0.41 11.52 +0.63 11.98 +0.29 12.35+0.31 12.65+0.95 13.21+0.18 13.50 +0.20 13.61 +0.32 13.91+0.10
116 14.93 £ 0.36 11.72 £ 0.47 12.08 £ 0.21 12.61£0.19 12.97 £ 0.85 13.33+£0.25 13.57 £ 0.15 13.76 £ 0.41 14.00 £ 0.28
118 14.92 + 0.34 11.69+0.68 11.95+0.48 12.39+0.28 12.46 +0.82 12,96 +0.19 13.18 +0.26 13.41 +0.30 13.66 + 0.19
120 15.19 + 0.32 11.98 + 0.65 12.29 +0.24 12.75 +0.20 13.03 + 0.85 13.56 + 0.15 13.87 £ 0.12 13.99 + 0.52 14.12 + 0.45
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