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Resumo

As Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) e as Estagdes de Tratamento de Esgoto
(ETE) usam metodologias que visam garantir a qualidade da agua a ser
disponibilizada para a populagdo e minimizar impactos dos residuos sobre os corpos
d’agua. Contudo, os processos de tratamentos geram residuos, denominados de
lodo de tratamentos. Esses residuos, quando nao previamente tratados, sao
descartados em corpos d’agua ou, apés tratamento, enviados para aterros
sanitarios, gerando alto custo para as estagdes de tratamento. O lodo de esgoto (LE)
apresenta caracteristicas favoraveis para ser reutilizado na agricultura como
fertilizantes ou recondicionantes de solos desgastados, por conter grandes
quantidades de matéria organica. Porém, o uso desse residuo sem tratamento
prévio adequado pode causar impactos negativos no ambiente, por ele também
pode conter substédncias nocivas, como metais e compostos organicos
potencialmente toéxicos. O lodo proveniente das ETAs (LA) vem sendo empregado
em alguns paises na area de construgao civil e na produgao de citrus, entretanto no
Brasil poucos estudos avaliaram os beneficios do uso do LA na agricultura. A
biorremediacdo é um processo usado em tratamento de residuos, que utiliza
microrganismos capazes de decompor poluentes. Este estudo teve como objetivo
avaliar a eficacia do processo de biorremediagcado, por um periodo de 6 meses, na
detoxificagdo dos lodos de ETE (LE) e ETA (LA), por meio do ensaio com Allium
cepa. Foram avaliados neste estudo os potenciais fitotoxicos, citotdxicos,
genotéxicos e mutagénicos de amostras de lodos puros (LA e LE), de associagao
entre LA e LE e associagdes dos dois lodos com solo, antes e apds o processo de
biorremediacdo. No tempo inicial do experimento (T0), os tratamentos realizados
com LE; LE+S; LE+LA inibiram a germinagao das sementes de A. cepa. Contudo, as
radiculas das poucas sementes que germinaram nao atingiram comprimento
suficiente para a realizacdo dos ensaios ecotoxicogenéticos. Com relacdo aos
resultados de citotoxicidade e mutagenicidade, os tratamentos n&o foram
significativos, quando comparados com os resultados do teste controle negativo
(CN). Ja para o parametro de genotoxicidade (T0), foi observado resultado
significativo apenas para a amostra de LA puro, mostrando que o0 mesmo pode
conter substancias com potencial genotoxico, e que, quando diluido com outros

compostos, como LE e S, o efeito toxico € minimizado. A alteracdo mais encontrada



para LA foi célula binucleada, o que pode ser indicativo de um processo de morte
celular. Em T1 (6 meses de biorremediacdo), ndo foi observada inibicdo de
germinacado de sementes, nem efeito citotoxico e mutagénico para os tratamentos
realizados. Apos 6 meses de biorremediacdo, foi observado potencial genotoxico
para LA, LA+S, LE, LE+S, LE+LA e LE+LA+S, sendo a alteragdo mais encontrada,
em todos os tratamentos, as células binucleadas. Por este estudo podemos concluir
que, apos 6 meses de biorremediagéo, o LE teve a sua toxicidade reduzida (permitiu
a germinacao das sementes), mas foi genotdxico (induziu alteragdes significativas
em A. cepa). Neste mesmo periodo de biorremediacdo, houve um aumento da
toxicidade do LA, e indugdo de genotoxicidade para LA+S, efeitos ndo registrado
para o TO. Por este estudo, foi possivel verificar que LE e LA puros, sem tratamentos
prévios, ndo sao indicados para uso agricola e que o tempo de biorremediagdo de 6
meses também nao foi suficiente para a detoxificagdo dos compostos tdxicos desses

dois residuos estudados.

Palavras-chave: Residuo solido, biorremediagcdo, aberragcbes cromossémicas,

genotoxicidade, fertilizante agricola.



Abstract

Water Treatment Plants (WTP) and Sewage Treatment Plants (STP) use
methodologies to ensure the quality of water for the population and to reduce the
impacts of xenobionts on water bodies. However, the treatment processes generate
waste, called treatment sludge. They can be discarded without treatment in water
bodies or, if treated, sent to landfills, generating a high cost for the stations. Sewage
sludge (SS) has beneficial characteristics to be reused in agriculture as fertilizers or
as soil reconditioners successively used in crops due to its large amounts of organic
matter. However, the use of this waste without adequated pretreatment can have
negative impacts on the environment, as it may contain harmful substances, such as
metals and potentially toxic organic compounds. Sludge from Water Treatment Plants
(SW) has been used in some countries in the area of civil construction and citrus
crops, but in Brazil few studies have considered the benefits of using SW in
agriculture. Bioremediation is a process used in waste treatment, which uses
microorganisms capable of decomposing pollutants. The aim of this study was to
evaluate the efficacy of the bioremediation process for a period of 6 months in the
detoxification of WTP and STP sludge, through Allium cepa test. The phytotoxic,
cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials of pure sludge samples (SW and SS),
of association between SW and SS and combinations of both sludges with soil,
before and after the bioremediation process, were evaluated in this study. At the
initial time of the experiment (T0), the treatments performed with SW; SW+S; SW+SS
samples inhibited the germination of A. cepa seeds. However, the radicles of the few
seeds that germinated did not reach enough length for the accomplishment of the
ecotoxicogenetic tests. Regarding the results of cytotoxicity and mutagenicity for TO,
the treatments were not significant when compared with the results of the negative
control (NC) test. As for the genotoxicity parameter (TO), a significant result was
observed only for the pure SS sample, showing that it can have genotoxic potential
substances, and, when diluted with other compounds, as SW and S, the toxic effects
are minimized. The most commonly found alteration for SW was binucleate cell,
which may be indicative of a cell death process. In T1 (6 months of bioremediation),
no inhibition of seed germination, nor cytotoxic and mutagenic effect was observed
for the treatments performed. After 6 months of bioremediation, genotoxic potential
was observed for all treatments (SS, SS+S, SW, SW+S, SW+SS e SW+SS+S),



being the most commonly found alteration, binucleate cells. By this study it can be
concluded that, after 6 months of bioremediation, the LE had its toxicity reduced
(allowed the germination of the seeds), but it was genotoxic (induced significant
changes in A. cepa). In this same bioremediation period, there was an increase in LA
toxicity, and genotoxicity to LA + S, effects not recorded for TO. By this study, it was
possible to verify that pure LE and LA, without previous treatments, are not indicated
for agricultural use and that the bioremediation time of 6 months was also not

sufficient for the detoxification of the toxic compounds of these two residues studied.

Key words: Solid residues, bioremediation, chromosome aberrations, genotoxicity,

agricultural fertilizer.
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1. INTRODUGAO

O crescimento populacional tem aumentado a demanda por recursos naturais,
0 que, consequentemente, tem intensificado as alteragdes nos ecossistemas. As
atividades humanas, além de alterarem os ecossistemas pela pratica do
extrativismo, também, ao utilizarem os recursos naturais extraidos do meio, geram
residuos que, se nao receberem tratamento adequado ou nao apresentarem
perspectiva de reciclagem, podem se caracterizar em uma ameaga para a
biodiversidade (GOULART; CALLISTO, 2003; MAZZEO, 2013; MANZETTI; SPOEL,
2015).

O despejo direto de aguas servidas nos rios € a principal causa de poluicdo
de regides com alta densidade demografica (SILVA et al., 2001). Deste modo, existe
a necessidade do desenvolvimento de estratégias e aplicagdo de procedimentos que
minimizem os efeitos negativos que o homem promove no ambiente. Para isso, vém
sendo aplicados muitos processos de recuperacao e reutilizacdo das aguas
residuais, que visam mitigar a poluicdo e manter a qualidade dos cursos d’agua
(BELHAJ et al., 2016).

As Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETE) sdo responsaveis pela remogao
dos residuos das aguas servidas. Essas aguas passam por diferentes etapas de
tratamento, incluindo pré-tratamento, tratamentos primario e secundario e, em
alguns casos, tratamento terciario, para serem entdo devolvidas para os rios. Neste
processo, € gerado um residuo semi sélido conhecido como lodo de esgoto (LE),
que pode ser proveniente tanto de tratamento de efluentes urbanos como industriais
(MAZZEO et al., 2015). No Brasil, estima-se que sejam produzidas, anualmente, de
150 a 220 mil toneladas de LE seco. Considerando que apenas 30% das zonas
urbanas possuem tratamento de esgoto e que a legislacdo brasileira estabeleceu
prazos para que todas as cidades tratem seus efluentes urbanos, existe uma
expectativa de que a producdo de LE aumente, consideravelmente, nos proximos
anos (PEDROZA et al., 2010).

O LE apresenta uma constituicdo bastante diversificada, mas tem como
composto comum, principalmente, matéria organica, nitrogénio e foésforo, podendo
ainda conter potassio, calcio e magnésio (DORES-SILVA; LANDGRAF; REZENDE,
2013; MAZZEO, 2015). Contudo, neste residuo também podem ser encontrados
poluentes emergentes e compostos persistentes (CESAR et al., 2012; MANZETTI;
SPOEL, 2015).
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As Estagbes de Tratamento de Agua (ETA) s&o locais onde s&o realizados
processos fisicos e quimicos para purificar agua captada em fontes, como rios e
represas, e assim torna-la propria para o abastecimento e consumo humano. O
tratamento para obtengdo de agua potavel envolve, em geral, processos de
oxidagao, coagulagdo, floculagdo, decantagao, filtracdo, desinfecgéo, estabilizagédo
do pH e fluoretagéo (PAIXAO et al., 2008).

Na coagulagdo, sdo utilizados sulfato de aluminio, sais de ferro ou o
policloreto de aluminio (RAZALI; ZHAO; BRUEN, 2007). Nessa etapa, as particulas
de sujeira se aglomerarem para, em seguida, decantarem no fundo de um tanque de
decantacdo. Por fim, a agua submetida ao tratamento recebe aditivos quimicos para
corrigir a sua acidez (como a cal), cloro para a sua desinfecgdo e fluor para a
prevencgao de caries na populacédo (MIRANDA; MONTEGGI, 2005).

O tratamento de agua potavel também gera residuo sélido, denominado de
Lodo de ETA (LA) que, apds ser desidratado mecanicamente, pode ser disposto em
aterros sanitarios. No LA podem ser encontrados residuos organicos e inorganicos,
decorrentes tanto dos quimicos usados no tratamento como dos poluentes presentes
na agua a ser tratada, como magneésio, calcio, ferro, entre outros, além de material
biolégico como bactérias, virus e algas (PORTELLA et al., 2003). Neto (2011)
enfatiza que a qualidade da agua captada para tratamento pode influenciar na
utilizacdo de maior ou menor quantidade e variedade de produtos quimicos. Assim,
de acordo com o tratamento aplicado, pode se ter diferentes qualidades do LA e
maior ou menor quantidade de lodo gerado.

Existem, aproximadamente, 7.500 ETAs no Brasil. Considerando apenas as
operadas pela Companhia de Saneamento Basico o Estado de Sao Paulo
(SABESP), a produgdo de lodo (LA) seco € de 90 toneladas/dia (WAGNER;
PEDROSO, 2014). Embora varias op¢des alternativas de eliminagao, regeneragéo e
reutilizagdo benéfica tenham sido exploradas na ultima década, para o LA
(BABATUNDE; ZHAO, 2007), tem havido uma busca prioritaria e urgente por opgdes
mais sustentaveis para este residuo, devido as regulamentagbes ambientais
restritas, as maiores pressdes publicas para minimizar problemas gerados pelos
aterros sanitarios, ao aumento dos custos de disposicdo e a diminuicdo da
capacidade dos aterros sanitarios.

Devido as caracteristicas citadas, tanto o LE quanto o LA, quando langados

diretamente no meio ambiente, podem causar contaminagéo das aguas
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subterréneas, propagacado de patégenos e acumulo de toxinas na vegetacéo
(MANZETTI; SPOEL, 2015; MARTINS; SOUZA; SOUZA, 2016). Por esse motivo,
foram desenvolvidas algumas alternativas para o uso de lodo, entre elas 0 uso na
area de construcao civil; depdsito em aterros sanitarios; incineragao; lagoas de
armazenagem e digestdo aerdbica, com posterior deposicdo em superficie; bota-
foras oceénicos; e uso na agricultura. Entretanto estas aplicagdes requerem
tecnologia sofisticada e alto investimento financeiro (ALLEMAN; BERMAN, 1984;
SILVA et al,, 2001; CESAR et al., 2012). Os métodos de deposicdo em aterros e
aplicacédo no solo sdo considerados os mais viaveis economicamente (SINGH,;
AGRAWAL, 2008). No Brasil, a maioria das ETAs langam seus residuos nos corpos
d’agua, sem nenhum tratamento prévio (ANDRADE; SILVA; OLIVEIRA, 2014),
enquanto as ETEs estdo comegando a adotar os métodos de disposicao em aterros
e de compostagem (PEREIRA; KUCH, 2005).

Apesar da disposicdio de LE no solo ser capaz de promover a
biodisponibilidade de metais pesados e de compostos organicos persistentes, que
podem afetar a flora e fauna exposta (STERRITT; LESTER, 1980; MANZETTI;
SPOEL, 2015), ele também possui macronutrientes e compostos organicos que
podem ser interessantes para o condicionamento do solo e, consequentemente,
para a utilizagao das plantas (SINGH; AGRAWAL, 2008).

Com relagdo ao LA, a sua deposi¢cao inadequada no ambiente pode gerar
impactos negativos aos ecossistemas, devido a presenga de metais e de chorume,
que séo agentes extremamente téxicos para os organismos. Esses quimicos podem
afetar tanto a fauna como a flora e a qualidade da agua e do solo (ANDRADE;
SILVA; OLIVEIRA, 2014). Entretanto, pesquisas mostraram que, quando o LA é
tratado previamente ao descarte, ele pode adquirir condicbes de ser utilizado como
recondicionante de solos agricultaveis; na recuperagéo de areas degradadas; e para
finalizar obras de engenharia, como estradas e aterros (CHAO, 2006).

Cerca de 30 % de LE produzido na Europa ja é aplicado na agricultura e 50 %
do LE dos EUA tem o solo como destino, sendo aproximadamente 33% da producgao
destinado a agricultura (PEDROZA, 2010). Dos 0,25 milhdes de toneladas de LE
seco produzidas na Australia, um tergco também €& destinado a agricultura daquele
pais (MAZIVIERO, 2011).

Na Holanda, desde 1989, cerca de 12% da producdo do LA vem sendo

aplicado na agricultura. A Franga vem usando esse residuo em compostagem e na
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area de construcéo civil. Os EUA tém utilizado, aproximadamente, 25 % do LA como
insumo agricola (OLIVEIRA et al. 2015). Atualmente, estes valores devem ser
maiores, devido as pesquisas desenvolvidas e as regulamentagdes estabelecidas
por diversos paises. No Brasil, o uso do LE na agricultura é regulamentado pela
resolucdo 375/2006 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
(MAZIVIERO, 2011), mas, para o uso do LA, ainda n&o existe legislagdo pertinente.

As informacgdes descritas anteriormente comprovam o potencial agricola deste
residuo, mas também alerta para a necessidade de mais investimentos em estudos
que visem aplicagcdes mais sustentaveis para os mesmos. Porém, como a utilizagao
de lodos de estagdes de tratamentos na agricultura pode transferir substancias
potencialmente toxicas para as culturas e, assim, causar prejuizos para as mesmas
e para o meio ambiente, os lodos devem, no minimo, passar por estabilizagcao
quimica e higienizacdo, antes de serem utilizados em solos agricultaveis ou mesmo
descartados no ambiente (SOSNOWSKI; WIECZOREK; LEDAKOWICZ, 2003;
MARTINS; SOUZA; SOUZA, 2016).

Chao (2006) afirma que a utilizacdo de LE, conjuntamente com LA, pode ser
benéfica como corretivo de solo, pois o primeiro € rico em nutrientes, enquanto o
segundo possui propriedades de retengédo de agua, corre¢cado de pH e capacidade de
se misturar mais facilmente ao solo.

Uma das alternativas para o tratamento prévio de residuos € o processo de
biorremediagdo, o qual consiste em biodegradar poluentes de matrizes
contaminadas, por meio de microrganismos que transformam os poluentes em
compostos inécuos (BERTICELLI et al., 2016). Esses mesmos autores ainda citam
que esse processo vem sendo muito aplicado, por exemplo, na recuperagao de
solos contaminados com pesticidas e com compostos organicos téxicos. Para
Queiroz (2016), lodos biodegradados de ETE e de ETA podem ser usados na
agricultura, por apresentarem isencdo de contaminantes ou redu¢do dos mesmos a
niveis aceitaveis pela legislagao vigente. Alguns estudos comprovaram a eficiéncia
do processo de biodegradagao de LA, para uso em solos que recobrem aterros
sanitarios, e de biorremediagcdo de LE, para degradar hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos totais (GUERRA; ANGELIS, 2005; GEANEZINI, 2015). Mazzeo et al
(2015; 2016 a,b) e Sommaggio (2013, 2016) mostraram que quando o LE foi
associado ao solo, foi possivel observar, apds processo de biorremediagcdo, uma

detoxicacéo significativa deste residuo.
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De acordo com os trabalhos apresentados anteriormente, a biorremediagao
por associagdes de LE, LA e solo pode ser uma alternativa viavel para o uso seguro
do LA na agricultura, sendo interessante do ponto de vista econdmico e ambiental.
Contudo, Mielli et al. (2009) recomendam que, para se aplicar lodos derivados de
sistemas de tratamentos em areas agricolas, deve-se, primeiramente, realizar
ensaios de toxicidade, além das analises quimicas, para conhecer as eventuais
caracteristicas toxicas do lodo a ser aplicado.

Os testes ecotoxicolégicos tém sido muito utilizados na avaliagdo da
qualidade ambiental (CESAR et al., 2012), pois possibilitam avaliar a resposta dos
organismos a diferentes poluentes, além de informar como ocorre esta interagdo nos
habitats (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). Mazzeo et al. (2015) afirmam que a
realizagado de bioensaios tem se tornado cada vez mais importante e indicado para
estudos de impactos ambientais, ja que os ensaios biolégicos permitem avaliar os
efeitos isolados ou combinados de poluentes, bem como os complexos processos
bioquimicos e fisioldgicos associados a sua agao.

Dentre os bioensaios, os de toxicidade genética, realizados com plantas
superiores, sdao muito indicados para avaliagdo da toxicidade do lodo (MARTINS;
SOUZA; SOUZA, 2016), sendo que muitos trabalhos utilizam o organismo teste
Allium cepa, para este fim (RANK; NIELSEN, 1998; SRIVASTAVA; KUMAR; GUPTA,
2005; MAZZEO, 2013; SOMMAGIO, 2013). Esses organismos apresentam
biomarcadores eficientes para avaliar danos celulares e genéticos, além de ser um
ensaio rapido e de facil manuseio, considerado um importante método para
avaliagcdo da contaminagao ambiental (LEME; MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO et
al., 2015).

A utilizacdo de novas tecnologias que possam minimizar impactos
proporcionados por residuos toxicos, como o de lodos de estagdes de tratamentos,
sao opcgdes interessantes sob o ponto de sustentabilidade, manutencdo da
qualidade ambiental e conservacdo da biodiversidade. Um método potencialmente
promissor € a associacao de residuos com caracteristicas diferentes, como os LA e
LE. A juncédo desses residuos pode conferir caracteristicas de biodegradabilidade
para a mistura, melhores que as obtidas com os residuos isolados. Isto porque,
alguns componentes da mistura podem disponibilizar matéria organica, outros
melhorarem o potencial hidrico do solo e outros ainda corrigem o pH. Deste modo,

este projeto tem como objetivo avaliar a eficiéncia de processos de biorremediagao
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realizados com LA, LE e solo, individuais e em misturas, por meio de ensaios com o
bioindicador Allium cepa. A importancia deste estudo reside no fato de que o LA
apresenta uma caracteristica, teoricamente, detrimental, quando disponibilizado no
ambiente, e o LE uma maior facilidade de degradacéo, pela sua alta concentragéao
de matéria orgénica. Contudo, embora a biorremediacdo seja considerada um
importante processo a ser aplicado em descontaminagdo ambiental, ela necessita
ser monitorada, por ensaios ecotoxicolégicos, nas mais variadas fases do processo,
para que se tenha a certificacdo da efetividade da detoxicagcao e da eficiéncia do uso

do produto final dessa biorremediagao na agricultura.
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2. OBJETIVOS

Considerando a grande producdo e os impactos negativos que o LE e o LA
sao capazes de causar no meio ambiente, sdo necessarios estudos que permitam
avaliar a possibilidade de reutilizagdo segura destes residuos como, por exemplo, a
utilizacdo agricola dos mesmos. Dessa forma, este projeto teve os seguintes

objetivos:

v Avaliar os potenciais citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de diferentes
proporgdes do LE, LA e solo (S), por meio do organismo teste A. cepa, antes (T0) e

apo6s 6 meses (T1) do processo de biorremediacgao;

v Analisar a eficiéncia do processo de detoxificacdo do LE e LA, apés 6 meses

de biorremediacao;

v Estimar as possibilidades de uso do LE e LA na agricultura, apos o processo

de biorremediacao.



17

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O LE utilizado para a realizagao deste projeto foi obtido na ETE Toledos |,
localizada na cidade de Santa Barbara d’Oeste - SP, que apresenta capacidade para
tratar 170 L/s de esgoto urbano. O esgoto tratado nesta unidade passa por um
sistema de grades e caixa de areia, para remogao de solidos grosseiros, segue para
um tanque de aeragao, onde a microbiota aerdbica ali existente degrada a matéria
organica e, por ultimo, é transferido para flotadores, onde ocorre o agrupamento dos
flocos do lodo, a decantacdo e a separacdo do mesmo. Esses processos fazem
parte dos tratamentos primario e secundario do lodo de esgoto. Apds a separagao, o
lodo é encaminhado para uma centrifuga, para a sua desidratagao, e transportado
para um aterro sanitario.

O LA utilizado neste estudo foi obtido na ETA IV, também localizada na
cidade de Santa Barbara d’Oeste. Esta ETA possui a capacidade para tratar 300 L/s
de agua bruta, captada no Ribeirdo dos Toledos. Quando chega na estacdo de
tratamento, a agua recebe cloro, cal hidratada e sulfato de aluminio. Apds esse
tratamento, segue para o processo de floculagdo, decantagao, filtragem e adigao de
fluor, para, finalmente, ser disponibilizada para o consumo da populagao.

O solo (S) utilizado neste estudo foi coletado no Jardim Experimental da
UNESP Campus de Rio Claro - SP, por ser um solo isento de aditivos quimicos,
como fertilizantes e agrotoxicos.

As amostras foram preparadas conforme descrito a seguir:

- LE puro;

- LA puro;

- LE+S na proporgéo 3:1 (v/v);

- LA+S na proporgao 1:3 (v/v).

- Mistura 1: composta por LE+LA, na proporgéo de 3 LE:1 LA (v/v);

- LE+LA+S: composta pela Mistura 1 + solo (S), na proporgéo de 1
mistura 1:1S (v/v).

3.2 Preparagao das amostras

As amostras foram dispostas em cubas de material inerte — inox (24 cm de

largura, 20 cm de altura e 30 cm de comprimento), sendo trés cubas para cada tipo
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de amostra (triplicata). Os fundos das cubas foram preenchidos com esferas de vidro
(formando uma camada de cerca de 2 cm), para simular a camada porosa do solo.
As cubas permaneceram no Jardim Experimental da UNESP de Rio Claro (local
coberto), sob temperatura ambiente, durante 6 meses, periodo estipulado para a
avaliagdo do processo de biorremediagdo (bioatenuagdo) das amostras e
associagdes de LA, LE e S. Semanalmente, foi borrifada agua ultrapura em cada
uma das cubas, com o intuito de manter a umidade no sistema, de modo a ndo
prejudicar o desenvolvimento dos microrganismos.

Os potenciais citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos das amostras foram
avaliados para TO, ou seja, para as amostras recém preparadas (antes do processo

de biorremediacao), e para T1, apds seis meses de biorremediacao.

Figura 1: A, B e C: Cubas de inox contendo as diversas amostras e

associagbes de LA, LE e S (em triplicata), dispostas no Jardim

Experimental do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

3.3 Bioensaios com Allium cepa
Para a realizagcdo dos bioensaios com o organismo teste A. cepa,
primeiramente 100 sementes da variagdo Baia Periforme foram submetidas a

germinagao em placas de Petri, contendo, separadamente, as diferentes amostras
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especificadas anteriormente. Os tratamentos controles foram realizados em areia
(controle negativo- CN), em solo (controle ambiental) e em Metilmetano Sulfonado
(MMS, Sigma- Aldrich, CAS 66-27-3), para controle positivo (CP). Todos os testes
foram realizados em triplicata.

Apds a germinagdo, quando as radiculas atingiram cerca de 2 cm de
comprimento, as mesmas foram coletadas, fixadas em Carnoy (alcool e &acido
acético na proporgao de 3:1 — v/v) e mantidas em temperatura ambiente por 6 a 18
horas. Posteriormente, o fixador foi trocado por um recém preparado e as raizes

armazenadas a 4 °C, até a confecgao das laminas.

3.4 Teste de Aberragoes Cromossdmicas e do Micronucleos, realizadas com

células meristematicas de Allium cepa

Os testes de Aberragdes Cromossdmicas (AC) e do Micronucleo (MN) foram
realizados com células meristematicas de A. cepa, segundo o protocolo estabelecido
por Grant (1982), com algumas modificagdes.

As raizes, anteriormente fixadas, foram submetidas a reagédo de Feulgen, para
coloragcao. As laminas foram preparadas, seccionando as regides meristematicas
das raizes anteriormente fixadas, em uma gota de carmin acético (2%), para contra
coloragédo do citoplasma. O material foi recoberto com laminulas e esmagado
suavemente. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas

montadas com resina sintética.

3.5 Forma de analise dos resultados

Foram considerados diferentes endpoints para avaliacdo da toxicidade. O
indice de germinagéo, representativo dos efeitos fitotoxicos das amostras, foi obtido
pela contagem das sementes germinadas em cada uma das placas. O endpoint de
citotoxicidade foi avaliado pela razdo entre o numero de células em divisdo e o
numero total de células analisadas (indice mitético). Para as analises das AC, foram
considerados diversos tipos de aberragbes (perdas, fragmentos, pontes, atrasos,
aderéncias cromossOmicas, entre outros), observadas nas diferentes fases da
divisdo celular (profase, metafase, anafase e teléfase). Todas as ACs, exceto
quebra, foram consideradas como endpoint de genotoxicidade. Para o endpoint de

mutagenicidade foram consideradas as proporg¢oes de células portadoras de MN e
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quebras cromossdmicas. A analise foi realizada em microscépio de luz, com
aumento de 400x.

Todos estes parametros foram realizados pela contagem de cerca de 6000
células por tratamento, sendo 500 células por lamina, para um total de 12 Iaminas
avaliadas para cada tratamento. As analises estatisticas, foram realizadas utilizando
o software BioEstat 5.0., a <0,05 de nivel de significancia. Primeiramente foi
realizado o teste de normalidade D’Agostino-Pearson. Quando esse teste
apresentou p>0.05, foi utilizado o teste ANOVA um fator, quando apresentou p<0,05,

foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis.



21

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados referem-se as atividades de pesquisas realizadas
com as amostras e associagdes de LA, LE e solo, antes do inicio do processo de
biorremediagao (T0), para a avaliagdo da toxicidade inicial das amostras, e apds o
processo de biorremediagcdo por 6 meses, para avaliar se houve detoxificacdo das
amostras de LE e LA. O organismo teste A. cepa foi utilizado para caracterizar os
efeitos fitotoxico, citotdxico, genotdxico e mutagénico do LE, LA e suas misturas.

O teste de germinagdo de sementes é amplamente empregado para
avaliacdo do potencial toxico de materiais gerados a partir de compostagem de
residuos solidos a serem utilizados na agricultura (KAPANEN; ITAVAARA, 2001). Os
resultados dos testes de germinagao realizados no presente estudo com sementes

de A. cepa estao apresentados nas Figuras 2, 3 e 4 e a porcentagem de germinagao
apresentada no grafico 1, para TO e T1.

Figura 2: Germinacdo das sementes de A. cepa,
referente aos tratamentos controle no TO.

= / | B3 c3 _—
A: Controle negativo (areia); B: Controle positivo; C:
Controle ambiental (solo). Fonte: Elaborado pela autora.




Figura 2a: Germinagdo das sementes de A. cepa,
referente aos tratamentos controle no T1.

A3 3 , c3 . ;
A: Controle negativo (areia); B: Controle positivo; C:
Controle ambiental (solo). Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 3: Germinacdo das sementes de A. cepa,
referente aos tratamentos com LE e LA no TO.

D: Lodo de ETE (LE); E: Lodo de ETA (LA); F: Mistura de
lodo de ETE + lodo de ETA (LE+LA). Fonte: Elaborado
pela autora.
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Figura 3a: Germinagdo das sementes de A. cepa,
referente aos tratamentos com LE e LA no T1.

D: Lodo de ETE (LE); E: Lodo de ETA (LA); F: Mistura de
lodo de ETE + lodo de ETA (LE+LA). Fonte: Elaborado pela
autora.

Figura 4: Germinagédo das sementes de A. cepa, referente
aos tratamentos com LE, LA e solo no TO.

B
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- H3 .
G: Lodo de ETE + solo (LE+S); H: Lodo de ETA + solo
(LA+S); I: Lodo de ETE+ lodo de ETA + solo (LE+LA+S).
Fonte: Elaborado pela autora.
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*Estatisticamente significativo (p<0,05).

Figura 4a: Germinagdo das sementes de A. cepa,

referente aos tratamentos com LE, LA e solo no T1.

. ki
G: Lodo de ETE + solo (LE+S); H: Lodo de ETA + solo
(LA+S); I: Lodo de ETE+ lodo de ETA + solo (LE+LA+S).
Fonte: Elaborado pela autora.
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Porcentagem de germinagdo das sementes de A. cepa submetidas a
exposicdo em amostras e associagdes das amostras de LA, LE e S, no tempo inicial (TO)
e apos 6 meses de atenuagao natural (T1).

Germinacéo (%)

LA+S LE+S LE+LA

TO =mT1

LE+LA+S

CN: controle negativo; CP: controle

positivo; S: solo; LA: lodo de ETA; LE: lodo de ETE. Fonte: Elaborado pela autora.
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Os resultados de germinagéo, observados no TO, mostraram que todas as
amostras que continham LE, exceto LE+LA+S, apresentaram porcentagens de
germinacao inferior a 30%, indicando o um alto potencial téxico do LE. As sementes
germinadas nesses testes ndo desenvolveram o suficiente para serem utilizadas na
confecgdo de laminas para as analises de ACs e MNs. Esses resultados
demonstram que o LE, no TO, continha substéncias fitotoxicas capazes de inibir a
germinacao de sementes de A. cepa. Contudo, quando o LE foi misturado ao LA +
S, provavelmente houve uma maior diluigdo dos compostos toxicos do LE devido a
prépria propor¢cado de LE da mistura (1 parte de Mistura 1 (composta de LE+LA na
propor¢ao de 3:1): 1 parte de solo) ser menor que as utilizadas nas demais
associagdes estudas nesta pesquisa. Estudos realizados por Maziviero (2011)
também demonstraram que sementes de A. cepa submetidas a germinagdo em LE
bruto, sem passar por processo de biorremediacdo, ndo germinaram. O autor
também observou que os resultados da analise fisico-quimica estavam dentro dos
parametros limites definidos pela Resolugdo 357 do CONAMA. Os resultados do
presente estudo e dos estudos de Maziviero (2011) evidenciam que misturas
complexas, como o LE, podem conter substancias que, mesmo em baixas
concentragbes, acabam conferindo, por sinergismo, alta toxicidade as misturas.
Estes estudos ainda alertam para a necessidade de aumentar qualitativa e
quantitativamente as analises quimicas de misturas complexas, para que se possa
detectar outros compostos, mesmo que estes ainda n&do estejam descritos na
Resolugdo 357 do CONAMA. Esses dados também reforcam que uma avaliagao
consistente de amostras ambientais ndo se faz apenas por meio de analises
quimicas, mas € de extrema necessidade e importédncia a realizacdo de testes
ecotoxicoldégicos desenvolvidos com organismos testes reconhecidamente
indicadores de biotoxicidade.

Assim como os resultados obtidos na presente avaliacdo, outros estudos
corroboram com o potencial fitotdxico de LE puro. Estudos realizados por Mazzeo et
al. (2015) mostraram que sementes de A. cepa, submetidas a germinagdo em LE
(puro) de origem doméstica, tiveram sua germinagdo e crescimento radicular
inibidos. Martins et al. (2016) também investigaram a toxicidade de um LE e de um
biossolido, obtido a partir de LE, os autores observaram inibicdo da germinacao das
sementes de A. cepa, considerando essas amostras altamente fitotoxicas. Nossos

estudos e os outros estudos aqui relatados, demonstram que LEs de diferentes
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tratamentos e origens podem apresentar na sua composi¢cdo substancias toxicas,
prejudiciais aos organismos a elas expostos. Esses resultados comprovam a
inviabilidade de utilizacado deste residuo sem tratamento prévio. Assim, para uso
seguro deste residuo como recondicionante ou fertilizante de solos agricolas, é
necessario que O mesmo passe, previamente, por algum tratamento de
detoxificagao.

Para as amostras do T1, foi observado que todos os tratamentos realizados
apresentaram uma germinagdo maior que 50%, mostrando que o potencial
fitotoxico das substancias presentes do LE foi atenuado. No entanto, ainda foi
observado diferengas significativas do indice de germinacao entre as amostras que
contém LE (LE; LE+S; LE+LA e LE+LA+S) e o CN, demonstrando que o LE,
mesmo apos 6 meses de biorremediacdo, ainda apresenta substancias com
potenciais fitotoxicos para A. cepa. Para o tratamento LE+LA+S no T1 a
porcentagem de germinagédo diminuiu significativamente, possivelmente, devido a
biodegradacdo e biodisponibilidade de compostos que anteriormente ndo se
encontravam biodisponiveis para o organismo A. cepa. Os tratamentos LA e LA+S
mantiveram a porcentagem de germinagdo em T1 proxima as observadas em TO.

A germinacdo de A. cepa, descritas em outros trabalhos com LE, ocorreu
apos periodos especificos de biorremediagao, para cada tipo de LE estudado. Esses
resultados mostram, entdo, que a biorremediacdo desse residuo, com reducédo de
toxicidade, é possivel, provando que a biorremediacdo € um processo interessante
para a decomposicdo ou inativacdo das substadncias com potencial fitotoxico
(MAZIVIERO, 2011; SOMMAGGIO, 2013; MAZZEO et al. 2015; MARTINS; SOUZA;
SOUZA, 2016). No entanto, para o LE avaliado nesse estudo, o periodo de 6 meses

ainda nao foi suficiente para a reducdo completa da fitotoxicidade das amostras.

A citotoxicidade testada neste estudo utilizou como parametro de avaliacédo o
indice mitético (IM). O IM é definido pela quantidade de células em divisdo celular,
dividido pelo total de células analisadas. Quando o indice mitético registrado para o
teste controle negativo (realizado com uma substancia nao toxica, por exemplo a
agua) € superior ao registrado para o tratamento investigado, pode-se inferir que
existe na amostra avaliada substancias quimicas que séo biologicamente ativas e,
por isso, prejudiciais ao crescimento e desenvolvimento do organismo testado. Se o

IM do tratamento for maior que do controle, pode-se inferir que existe nesta amostra
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testada substancias que induz aumento da diviséo celular, o que pode provocar um
aumento desordenado de células (BONOMO, 2014).

Os resultados dos efeitos citotoxicos, observados em TO e T1 demonstram
que nao houve diferencas significativas entre os tratamentos, pois todos
apresentaram valores de indices mitéticos estatisticamente semelhantes, mostrando
que o processo de divisao celular néo foi afetado pelas amostras testadas.

As aberragbes cromossdmicas, utilizadas para avaliar a genotoxicidade de
amostras ambientais, sdo definidas por alteracbes na estrutura ou no numero de
cromossomos, que ocorrem devido a exposicdo a agentes presentes nestas
amostras. As alteracbes cromossdémicas podem ser provocadas por agentes
clastogénicos, agentes esses que interagem com a molécula de DNA, produzindo
alteragcdes do tipo quebras cromossémicas; ou por agentes aneugénicos, que
induzem, por exemplo, a formacdo de pontes, perdas, atrasos e aderéncias
cromossOmicas, efeitos esses decorrentes da interagcao das substancias presentes
na amostra com a estrutura do fuso mitético (SOUZA, 2005; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; MARTINS, 2015).

Com relagdo ao parametro de genotoxicidade em TO (Tabela 2), foram
encontrados resultados estatisticamente significativos, em relacdo ao CN, para LA
bruto, demonstrando que esse lodo apresenta substancias capazes de induzir AC e
alteragdes nucleares (AN) em células meristematicas de A. cepa. Contudo, foi
observado também que, quando o LA é associado a S, ele tem seu potencial toxico
atenuado, provavelmente devido a diluigdo dos seus compostos toxicos. De acordo
com Bitencourt (2016), o LA possui alguns componentes metalicos téxicos que, se
presentes em grande quantidade, podem inviabilizar a aplicagcdo desse residuo na
agricultura. Dessa forma, os resultados referentes a genotoxicidade do presente
estudo podem ser decorrentes da presencga de alguns metais potencialmente tdxicos
na amostra de LA. Bitencourt (2016) afirma, ainda, que o LA sem tratamento prévio,
nao possui caracteristicas apropriadas para ser aplicado ao solo, pois apresentam
baixa relagdo carbono/nitrogénio. Para melhorar, entdo, as condi¢des de
aplicabilidade do LA ao solo, a autora associou bagaco de cana de agucar ao LA e
também adicionou a esta mistura alguns fungos, com o intuito de magnificar a
biorremediagcao do LA. Como os resultados obtidos, apds esse procedimento, foram
satisfatorios, a autora propbs essa composicdo de LA com agentes estimulantes e

descompactantes para ser aplicada em cultivo de milho.
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Ferreira et al. (2017) utilizaram o capim tifton (Cynodon spp. Cv) para avaliar
o potencial agronémico do LA, utilizando diferentes concentragdes do mesmo,
combinado com latossolo vermelho-amarelo. As analises quimicas apresentadas
pelos autores, mostraram que todas as amostras com LA apresentaram um aumento
nas quantidades dos metais niquel e cadmio, ultrapassando os limites permitidos
pela resolucdo CONAMA 375/06. Os autores também observaram que o capim tifton
apresentou baixa produtividade e sintomas de toxicidade, que eles atribuiram a
presencga de grande quantidade de ferro e manganés. Com esse estudo, foi possivel
demonstrar que o LA pode apresentar substancias toxicas para as plantas, se nao
passar por tratamento prévio de detoxificagao.

Os resultados de genotoxicidade obtidos no presente estudo mostraram que
em T1, todos os tratamentos (LA, LE, LA+S, LE+S, LE+LA, LE+LA+S) foram
considerados genotoxicos, em relagdo ao CN, pois todos eles apresentaram uma
média de genotoxicidade muito proxima entre si, o que indica que nao houve
diferencgas significativas de toxicidade entre os tratamentos propostos neste estudo.
E possivel que o tempo requerido para a detoxificagdo dos compostos presentes no
material avaliado seja maior que 6 meses, ou ainda, que as propor¢des de LE+LA
nao sejam indicadas para o periodo de detoxificagdo proposto (por 6 meses).

As alteragdes genotoxicas observadas neste estudo, para todos os
tratamentos estdo apresentados na tabela 2. Em TO, apenas LA apresentou uma
aberracao estatisticamente significativa em relacdo ao CN, sendo célula binucleada
(CB). Em T1, a presenga de célula binucleada foi significativa para todos os
tratamentos. Os resultados de CB, inferem a presencga de substancias aneugénicas
nessas amostras, pois o efeito das substancias se da nos componentes
citoplasmatico e ndo no material genético das células. Os herbicidas, por exemplo,
agem inibindo a formacédo de pequenas vesiculas membranosas, necessarias para
compor a lamela média e a, consequente citocinese; a cafeina provoca a
dissociagao dos fragmoplastos (disjungdo das vesiculas membranosas originadas no
complexo de Golgi); e o chumbo afeta a formagéo dos microtubulos envolvidos com
o fragmoplasto (WIERZBICKA,1989). As CB ainda podem ser decorrentes da acéo
de substancias toxicas que interferem na polimerizagdo de microfilamentos
envolvidos com a organizagdo de microtrabéculas, estruturas responsaveis pela
migragado intracelular, inclusive das vesiculas originadas no Golgi. Com o

impedimento do deslocamento dessas vesiculas, ndo é formado o fragmoplasto e,
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consequentemente, impede que a citocinese ocorra corretamente, resultando em
células binucleadas.

Devido a capacidade de diversas substancias induzirem aberragbes
cromossOmicas (WIERZBICKA,1989), é necessario a realizagdo de analises
quimicas complementares aos ensaios bioldgicos, para que sejam identificados os
compostos genotoxicamente ativos presentes nas amostras. Assim, torna-se
necessario que, sejam avaliadas quais substancias estdo presentes nos LE e LA,
bem como se as quantidades das mesmas se enquadram na resolu¢gao CONAMA.

Os contaminantes tém capacidade de causar danos genéticos mesmo em
baixas concentracdes (MATSUMOTO et al. 2006). Desta forma, € necessario, além
de verificar quais contaminantes estdo presentes nas amostras estudadas, saber
quais as concentracbes dos mesmos, pois esses dados podem subsidiar as
interpretacbes dos ensaios biolégicos. De acordo com Bonomo (2014), mesmo
quando o LE bruto apresentou parametros dentro dos limites da legislagdo, foi
observado que tratamentos realizados com maior quantidade de LE induziu
aberragdes nas células de A. cepa. Esses resultados inferem que ambas analises
(quimicas e bioldgicas) sdo importantes para a avaliagdo da qualidade dos lodos e,

consequentemente, para a utilizagado segura destes residuos.



Tabela 1: Citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade observadas em células meristematicas de A. cepa submetidas a germinagao em

amostras de lodos e suas misturas antes (T0) e apds o processo de biorremediacao (T1).

Citotoxicidade Genotoxicidade Mutagenicidade
Amostras
TO T1 TO T1 TO T1
CN 39,42 + 12,2 43,15+6 0,46 £ 0,72 1,45+ 1,26 4,57 +2,8 4,03 +2,38
CP 35,00+ 13,4 41,52+9 3,42+ 23" 12,23 £3,18* | 62,65 +29,3" 42,74 + 8,44~
S 37,3+9 38,27 +9 0,90 + 0,76 2,60+1,6 2,60+26 4,71 +£2,73
LA 39,7+74 38,06 + 10,5 3,33+2,8" 6,08 + 2,8* 0,82+1,2 5.75 £ 3,62
LA+S 38,2+94 41,23 £8,15 1,64+13 6,38 + 2,2* 1,1+17 3.42 £ 1,51
LE - 37,57 + 8,92 - 7,68 £2,3* - 3,36 £ 2,68
LE+S - 43,97 £ 10,93 - 6,23 + 2,85* - 3,43 £ 3,91
LE+LA - 39,54 + 13,92 - 7,71 £2,92* - 5.33 £ 3,29
LE+LA+S 33+8,7 52,29 + 8,19 1,772 7,95 £ 2,44* 4,6 £7,94 4,51+2,65

*Estatisticamente significativo (p<0,05). CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; S: Solo; LA: Lodo de ETA; LE: Lodo de ETE; -:
parametros ndo avaliados devido a inibicdo da germinagao para esses tratamentos. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 2: Aberracdes cromossOmicas e alteragdes nucleares observadas em células meristematicas de A. cepa submetidas a germinagao em amostras
com LE, LA, S e suas misturasem TO e T1.

Alteragbes Tempo CN CpP S LA LA+S LE LE+S LE+LA LE+LA+S
BN TO 0,151+0,35 1,193+1,09 0,150+0,35 0,351+0,67 0,450+ 0,62 - - - 1,441 £ 1,75
T 0,795+0,75 7,878+2,76 2,00+1,52 2229+1,84 1495+088 1,050+0,87 0,813+1,17 1,092+1,36 1,091+ 1,12
AC T0 0,074 + 0,25 0 0 0 0 - - - 0
T 0 0 0 0,529+0,83 0,146 +0,34 0,356 + 0,56 0 0 0
PoC TO 0 0,950 + 1,35 0,143+0,49 0,141 10,33 0 - - - 0
T 0,291 +0,58 1,087 £ 1,08 0 0,224 £ 0,40 0 0 0,282+0,65 0,074+£0,25 0,072+0,25
PeC T0 0,231+0,41 1,033+1,39* 0,077 £0,26 0 0 - - - 0,163 + 0,38
T 0,294+0,43 2,397+1,90 0,442+058 0,222+0,40 0,219+0,39 0 0,301+0,60 0,240+x0,6 0,227 +0,41
CB TO 0 0,239+0,43 0,531+0,71 2,838+2,71* 1,195+ 1,31 - - - 0,159 + 0,37
T 0,074+0,25 0,868+1,13* 0,150+0,35 2,872+293* 4516+ 1,62* 6,127 £1,27* 4,631+ 2,50* 6,301 +1,77* 6,557 + 2,44*
cP TO 0 0 0 0 0 - - - 0
T 0 0 0 0 0 0,069+0,23 0,137 £0,32 0 0
TO 0 0 0 0 0 - - - 0
PoC e PeC
T 0 0 0 0 0 0,082 +0,28 0,073 +0,25 0 0

*Estatisticamente significativo (p<0,05). CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; S: Solo; LA: Lodo de ETA; LE: Lodo de ETE; -: parametros ndo avaliados
devido a inibicdo da germinacdo para esses tratamentos.BN: Broto Nuclear; AC: Aderéncia Cromossdmica; PoC: Ponte CromossOmica; PeC: Perda
Cromossbmica; CB: Célula Binucleada; CP: Célula Polipléide. Fonte: Elaborado pela autora.

1€
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Ainda que as analises quimicas representam uma importante ferramenta para
avaliar a toxicidade, os bioensaios sdo fundamentais para se avaliar, de forma mais
efetiva, os efeitos de misturas complexas (WANG et al., 2003). Assim, os ensaios de
aberragbées cromossémicas (AC) e de anormalidades nucleares, além de evidenciar
os efeitos genotdxicos de agentes presentes em amostras ambientais e a eficiéncia
de tratamentos de biorremediagao, também permitem inferir o modo de acéo desses
agentes sobre a célula. Na figura 5 estdo apresentadas as células de A. cepa em
diferentes fases do ciclo celular, com e sem AC, onde apenas as células binucleadas

foram estatisticamente significativas, em relagdo ao CN.

Figura 5: Aberracdes cromossémicas observadas em células meristematicas de A. cepa,
apos exposicao das sementes a germinacdo em amostras de Lodos de ETA (LA) e ETE
(LE) e em associagéo da mistura de LA e LE com solo.

' 3
E1

¥ o*

A2 B2 c2 2 D2 w E2

A: Interfase normal; A1: Interfase com micronudcleo (seta); A2: Interfase com broto (seta);
B: Préfase normal; B1: Profase com micronucleo (seta); B2: Célula binucleada; C:
Metafase normal; C1: Metafase com quebra cromossémica (seta); C2: Metafase com
aderéncia cromossdmica; D: Anafase normal; D1: Anafase com ponte cromossémica
(seta); D2: Anafase com perda cromossdmica (seta); E: Teléfase normal; E1: Telofase
com quebra cromossémica (seta); E2: Teléfase com quebra cromossbémica (seta) e ponte
cromossOmica (cabecga de seta).

Para o parametro de mutagenicidade (presengca de MN e de quebras
cromossbmicas), nao houve resultados estatisticamente significativos, para

nenhuma das amostras testadas neste estudo, em relacdo ao CN.
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5. CONCLUSAO

A partir desses resultados, pode-se concluir que as amostras testadas de LA
LE e das associagdes de ambos com solo ndo sao indicadas para utilizagdo na
agricultura, ja que foi observado um alto potencial genotdxico das mesmas.

O periodo de biorremediacdo avaliado (6 meses) nao foi suficiente para a
detoxificagdo completa dos lodos.

Dessa forma, sao necessarios outros estudos que utilizem maiores tempos de
biorremediagdo ou que avaliem a eficiéncia da incorporagdo de outros compostos,
como agentes estimulantes ou descompactantes, ao LA e LE que permitam uma
degradagao segura para a reciclagem desses residuos.

Pelos dados deste e de outros estudos realizados com LE, € de suma
importancia a reavaliacdo das quantidades permitidas na legislacdo para as
substancias presentes em LEs; dos efeitos biolégicos que as substancias presentes
nestes residuos possam causar em sinergia; bem como estudos das caracteristicas
do solo onde os lodos serdo dispostos. S6 assim teremos a possibilidade de

aplicacao segura desses residuos na agricultura.
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