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RESUMO
Atualmente o Brasil ¢ o maior produtor mundial de agtlicar e etanol, o que vem necessitando,
cada vez mais, de extensas areas de cultivo de cana-de-agtcar. A alta produgdao da industria
sucroalcooleira gera uma grande quantidade de residuos que acaba por alterar a qualidade do
solo, da agua e do ar. Esta atividade agricola tem como poluentes, além dos agroquimicos
usados na cultura e dos subprodutos da queima da cana-de-agucar, residuos gerados desde a
colheita até o processo produtivo, tais como o Baga¢o de Cana-de-A¢ucar (BCA), a vinhaga ¢
a Torta de Filtro (TF), sendo esta ultima derivada do processo de destilacdo/fermentacdo e da
filtracdo, a vacuo, do lodo retido nos clarificadores. Tanto a vinhaga como a TF vem sendo
utilizadas como agentes recuperadores dos solos das culturas de cana-de-agucar. Porém, nao
existem ainda muitas informacgdes sobre os efeitos deletério desses produtos a biota exposta, no
momento da sua aplicacdo ou em longo prazo; os cuidados necessarios para o armazename nto
destes produtos; e a quantidade indicada para a aplicacdo na cultura. Assim, este estudo teve
como objetivo analisar a biodegradabilidade da TF misturada com solo ¢ BCA, por meio do
teste de respirometria de Bartha, bem como avaliar os efeitos toxicos deste residuo e de suas
misturas nos organismos testes Eisenia andrei (teste de toxicidade e de fuga) e Allium cepa
(citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade). Os resultados demonstraram que tanto a TF
pura como em altas concentragdes tiveram potencial toxico para E.andrei e potencial citotoxico,
genotoxico e mutagénico para A.cepa. Porém, estes efeitos foram atenuados, apds seis meses
de biodegradagdo, demonstrando que este processo pode ser uma mteressante estratégia para
detoxificar a TF e tornar este residuo passivel de ser usado como recondicionante de solo

agricultaveis.

Palavras Chaves: Allium cepa, Eisenia andrei, subproduto da cana-de-acucar, respirometria de

Bartha, genética toxicologica



ABSTRACT

Currently Brazl is the largest producer of sugar and ethanol, which comes necessitating
mcreasingly large areas of cultivation of cane sugar. The high production of sugarcane industry
generates a lot of waste that ends up changing the quality ofsoil, water and air. This agricultural
activity has as pollutants , beyond the agrochemicals used in crop and by-products of the
burning of cane sugar, waste generated from harvest to the production process , such as rape-
Cane Sugar ( BCA ), the vinasse and filter cake ( TF ), the latter being derived from distillation
/ fermentation and filtration under vacuum, retained in the sludge clarifiers. Both vinasse as TF
has been used as fertilizer agents of soil crop of cane sugar. However , there are still a lot of
nformation about the deleterious effects of these products to exposed biota , at the time of
application or long term; necessary for the storage of these products care , and the indicated
amount for application in culture . Thus, this study aimed to examine the biodegradability of
TF mixed with soil and BCA, through respirometry Bartha test and evaluate the toxic effects of
this waste and mixtures in test organisms FEisenia andrei (toxicity test and leakage) and Allium
cepa ( cytotoxicity , genotoxicity and mutagenicity ). The results showed that both pure TF as
toxic in high concentrations have potential to E.andrei and cytotoxic, mutagenic and genotoxic
potential to A.cepa. However, these effects were attenuated after six months of biodegradation
demonstrating that this process can be an interesting strategy to detoxify TF and make this able

to be used as a reconditioner in agricultural cuture.

Key words: Allium cepa, Eisenia andrei, chromosomal aberrations, micronuclei, Acute test,

avoidance test, respirometry.
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INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil se destaca mundialmente por ser um pais com grande potencial agricola. Dentre
as culturas de maior importancia no Brasil destaca-se a de cana-de-agtlcar, cujo cultivo tem
aumentado progressivamente, principalmente nos estados das Regides Centro-Oeste e Sudeste,
sendo o estado de Sao Paulo o maior produtor desta cultura, com 4.419,46 mil hectares
plantados (CONAB,2013).

As atividades antropicas geram, de maneira geral, mmpactos ambientais, devido aos
danos causados pelos residuos que sdo langcados, inadequadamente, no ambiente. Segundo
Guarnieri e Januzzi (1992), o aumento da necessidade da produgdo de etanol e agucar também
tem levado a severos impactos no solo, no ar, bem como nas aguas superficiais e subterraneas.

Dentre os subprodutos do beneficiamento da cana-de-acgucar esta a Torta de Filtro (TF)
que, dependendo do tipo de processo de fabricacao utilizado, chega a produzir cerca de 30 a 40
kg de TF por tonelada de cana processada. A TF apresenta uma composicdo quimica com altos
teores de matéria organica, fosforo, nitrogénio e calcio, possuindo também teores consideraveis
de potéssio, magnésio e micronutrientes. Essa sua caracteristica quimica confere a este residuo
uma potencialidade de ser usado com fertilizante agricola.

Solos destinados ao cultivo de cana-de-agucar tem recebido incorporagdo de TF, com o
objetivo de diminuir os custos de producao e de minimizar a utilizacdo de adubos quimicos
comerciais. Este residuo tem sido aplicado na entressafra da cana-de-agucar, especificamente
em pré-plantio, no sulco ou nas entrelinhas de toda a area cultivada (CORTEZ et al., 1992).
Entretanto, existem poucos estudos sobre a quantidade, forma de aplicacdo, armazenagem e
toxicidade deste composto.

Cardozo et al.(1988) afirmam que a aplicagdo da TF ou de associacdes de torta com
bagaco de cana-de-aglcar leva a uma melhoria na disponibilidade de nutrientes e,
consequentemente, a uma maior produtividade da drea agricola. Rodella et al. (1990)
demonstraram que a TF, aplicada na area total de cultura de cana-de-agtcar, promove alteragdoes
nas propriedades quimicas do solo, como um aumento do fosforo, calcio, carbono organico,
além de trocas catidonicas e a diminuicdo do aluminio movel O aumento dos compostos
inorganicos no solo, pela adigdo de TF, também foi confirmado por Ramalho e Sobrinho (2001),
que relataram o aumento significativo de Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Pb, tendo alguns como
conhecidamente toxicos.

Na literatura internacional, ndo ha registros de pesquisas relacionadas a toxicidade,

genotoxicidade, mutagenicidade ou outro parametro ecotoxicologicos ao uso da TF. Como a
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INTRODUCAO GERAL

TF pode conter substincias com potencial toxico, ha uma necessidade de desenvolvimento de
bioensaios com organismos sensiveis, que sejam capazes de responder as potencialidades
toxicas dos compostos presentes neste residuo e avaliar, assim, a agdo destes sobre o material
genético desses bioindicadores.

As analises quimicas sdo importantes ferramentas de avaliagdo das condigdes
ambientais, mas ndo fornecem, por si sO, um diagndstico sobre os impactos que 0s compostos
descartados no ambiente podem promover nos ecossistemas. Segundo Zhou et al. (2008), o
desenvolvimento de bioensaios pode conferir vantagens adicionais aos dados obtidos em
analises quimicas. Quando esses dois tipos de ensaios sdo associados, eles permitem avaliar,
ndo s6 os contaminantes presentes no meio, mas 0s possiveis riscos que esses contaminantes
podem desencadear sobre a saide ambiental (KLOBUCAR et al., 2003; EGITO et al., 2007).

Segundo Siviero (1999), o ensaio de respirometria consiste na analise da quantidade de
CO2 produzida pela degradacdo biologica da matéria organica, o que permite relacionar, entdo,
a geragdo de CO2 com a biodegradacdo da matéria orginica. Desta forma, os testes de
biodegrada¢dao tém sido considerado uma alternativa simples e de baixo custo para avaliar
também as taxas de biodegradacdo de contaminantes presentes no solo.

Os oligoquetas entram em contato com os poluentes do solo pelo seu deslocamento neste
substrato (via indireta) ou quando ingerem particulas contaminadas, presentes neste solo
(contato direto). Uma vez expostas, as minhocas podem sobreviver, se intoxicar, morrer,
incorporar ou até bioacumular poluentes em seus tecidos (ANDREA, 2008). Por estas
caracteristicas, as minhocas sao consideradas 6timas bioindicadores de contaminagao do solo,
destacando-se nesta fungdo as espécies terrestres FEisenia fetida (Savigny) e Eisenia andrei
(Bouch¢), ambas pertencentes a familia Lumbricidae.

O teste de fuga ou de preferéncia permite avaliar, rapidamente, a potencialidade de um
composto causar efeitos nocivos e/ou repulsdo ao organismo testado. Silva e van Gestelb (2009)
realizaram o teste de fuga com os oligoquetas E. andrei (espécie endémica dos tropicos) e
Perionyx excavatus (espécie de referéncia), para avaliar os efeitos do inseticida Clorpirifés. Os
resultados mostraram que a espécie E.andrei foi mais sensivel ao inseticida do que P. excavatus,

portanto mais indicada para o teste.
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INTRODUCAO GERAL

Ensaios realizados com vegetais superiores sdo eficazes na avaliagdo da genotoxicidade
e mutagenicidade de diversas substancias quimicas (RANK et al., 2002). Dentre estes vegetais,
a espécie Allium cepa ¢ rotineiramente utilizada para avaliar a poluicdo ambiental e os
mecanismos de acdo de compostos genotoxicos e/ou mutagénicos (LEME, DE ANGELIS e
MARIN-MORALES, 2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al, 2009;
SRIVASTAVA e MISHRA, 2009; FERNANDES, MAZZEO ¢ MARIN-MORALES, 2007;
VENTURA-CAMARGO etal, 2011; BIANCHI, ESPINDOLA e MARIN-MORALES, 2011;
HERRERO et al,, 2012).

A espécie A. cepa € frequentemente utilizada como organismo-teste devido ao bom
conhecimento de seu ciclo celular e de suas diferentes respostas a muitos agentes
genotoxicos/mutagénicos (EVSEEVA et al, 2003). A determinacdo da frequéncia de
aberragdes cromossomicas (AC) e de micronicleos (MN)em células meristematicas de A. cepa
consiste em um método facil para se determinar os mecanismos de ac¢ao de diversos compostos
genotoxicos e mutagénicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO, FERNANDES;
MARIN-MORALES, 2011), inclusive para se determmar o impacto provocado sobre
ambientes aquaticos (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES,
2009; LEME, ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008) e sobre o solo (SOUZA et al., 2009;
2013).

Frente a toda problematica que envolve a disposicdo de residuos derivados de atividades
sucroalcooleiras, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de biodegradagdo, o
potencial toxico (com os organismos testes E. andrei € A.cepa) e o potencial citotdxico,
genotoxico e mutagénico (com o organismo teste 4. cepa) de um de seus residuos, a torta de

filtro (TF), tanto em seu estado in natura, como associado a solo e/ou a bagaco de cana-de-

acgucar (BCA).

12



OBJETIVOS

2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial de degradabilidade de um residuo

da industria sucroalcooleira, a torta de filtro, e avaliar os efeitos toxicos deste material, puro ou

em associagdes com solo e bagaco de cana-de-agucar, por meio de bioensaios com dois

diferentes organismos testes, como segue:

Avaliar o potencial de degradacdo da TF, pura e em associagdes com solo, por meio de
ensaios de respirometria de Bartha e Pramer, antes e apos processo de biodegradagao
por micro-organismos autoctones da TF e do solo;

Avaliar os efeitos toxicos da TF, pura e em associagdes com solo, antes e apOs processo
de biodegradacdo por micro-organismos autdctones, por meio do teste de fuga
(preferéncia) com Eisenia andrei,

Avaliar os efeitos toxicos da TF, pura e em associagdes com solo, antes e apds processo
de biodegradacdo por micro-organismos autdctones, por meio do teste de toxicidade
aguda com FEisenia andreli;

Avaliar os efeitos citotoxico da TF, pura e em associacdes com solo, antes e apods
processo de biodegradacdo por micro-organismos autdctones, por meio do ensaios do
indice Mitdtico, realizado com o organismo teste Allium cepa;

Avaliar os efeitos genotoxico da TF, pura e em associagdes com solo, antes € apos
processo de biodegradacao por micro-organismos autdctones, por meio do ensaios de
Alteracdes cromossdmicas, realizado com o organismo teste Allium cepa;

Avaliar os efeitos mutagénicos da TF, pura e em associacdes com solo, antes e apds
processo de biodegradacao por micro-organismos autdctones, por meio do ensaios do

de MN e Aberragdes Cromossomicas realizado com o organismo teste A/lium cepa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

As atividades humanas, dentre elas as industriais, urbanas e agricolas, geram alteracdes
ambientais, devido aos langamentos de efluentes e residuos quimicos, que descaracterizam os
ambientes naturais e promovem alteragdes nos sistemas biologicos.

Na agricultura brasileira, o agronegocio da cana-de-agucar ocupa posigdo de destaque,
quer seja pelas grandes area cultivadas e em constante crescimento, pela alta producdo agricola
e pela importancia econdmica e social que esta cultura representa. No setor agricola, sobretudo
da cultura de cana-de-agucar, a degradagdo ambiental acontece em decorréncia do uso
indiscriminado e abusivo de agroquimicos; da compactagdo do solo, devido ao uso intensivo de
mplementos agricola; daemissdo de gases na atmosfera, devido a queima da palha da cana-de-
acucar antes da colheita; dos subprodutos derivados no processo de beneficiamento da cana-de-

agucar; e da disposicdo madequada dos residuos gerados no processo da producao
sucroalcooleiros (EMBRAPA, 2013).

3.1 Producao de cana-de-agucar

O agronegocio sucroalcooleiro movimenta no Brasil cerca de R$ 36 bilhdes por ano,
com faturamentos diretos e indiretos, que correspondem a aproximadamente 3,5% do PIB
(FRAVET, 2010). Além de fortalecer a economia nacional, este setor agricola € o que mais
emprega no pais, gerando, cerca de, 3,6 milhdes de empregos diretos e indiretos, beneficiando,
também, mais de 70 mil agricutores (UNICA, 2011).

A producdao mundial de agtcar estd concentrada em 10 paises, que sdo responsaveis por
74% de toda a producdo de agucar no mundo. Atualmente, a cana-de-agucar ¢ cultivada em
diversas regides de clima tropical do planeta, totalizando 19,5 mihdes de hectares; sendo 8,6
milhdes na Asia, 6,1 milhdes na América do Sul, 2,9 milhdes na América Central e do Norte,
1,4 milhdes na Africa e 0,5 milhdes na Oceania. Os maiores produtores de cana-de-agtcar, no
mundo, sdo o Brasil, com uma &rea plantada de 5 milhdes de hectares e a India, com 3,7 milhdes
de hectares (PINTO, 2002).

O cultivo desta graminea, no Brasil, ¢ feito, principalmente, no Centro-Sul, Sudeste e
Norte-Nordeste, em dois periodos de safra distintos, o que representa uma grande vantagem
competitiva para o pais. A regido norte-nordeste colhe sua safra no periodo de novembro a abril,
enquanto que a regido centro-sul/Sudeste realiza essa atividade de maio a outubro (NUNES
JUNIOR et al, 1999). O Estado de maior producdo de cana-de-aglcar ¢ Sdao Paulo, com
4.458,31 mil hectares plantados, seguido por Minas Gerais, com 750,15 mil hectares e Goias,
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com 673,38 mi hectares (CONAB, 2013). Ainda segundo o Conselho Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2013), essas areas continuam a aumentar, principalmente, nos
estados das regides Centro-Oeste e Sudeste. Essas regides sdo as responsaveis pela maior
producdo do pais, como pode ser visto na safra 2012/2013, onde das 559,215 mil toneladas de
cana-de-agtcar processadas, as regioes Sudeste e Centro-Oeste contrbufram com 493,159 mil
toneladas (CONAB,2012).

As exportagdes de etanol em 2013 chegaram, a 2,1 bihdes de litros (12% da produgao)
e, as de acucar, a 18,15 mihdoes de toneladas (quase 70% da produgdo). As vendas no mesmo
ano, geraram receitas de US$ 3,9 bihdes, no caso do agtcar, e de US$ 765,53 milhdes em
alcool combustivel, valores 100% maiores que os observados em 2005 (UNICA, 2011).

Em 2012, as exportacdes brasileiras de etanol atingiram um volume financeiro de 46,5
% maior em relacdo a 2011. As receitas chegaram a US$ 2,18 bilhdes. Em comparagdo ao ano
anterior, houve aumento de 55,3% na quantidade exportada de etanol, mas queda de 5,7% no
prego, segundo dados divulgados pelo Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior (MDIC, 2013).

A expansdao do mercado de agucar e alcool leva o setor sucroalcooleiro a projetar um
aumento na producdo de cana-de-acucar, que devera atingir 600 milhdes de toneladas na safra
2013/2014.

Por todo exposto acima, pode perceber que a cana-de-aclcar apresenta, em termos
energéticos € econdmicos, vantagens competitivas claras quando comparada com outras
culturas (NUNES JUNIOR et al., 1999), por isso esse setor estd em seu franco crescimento

produtivo.

3.2 Produgdo de Torta de Filtro (TF)

Um dos subprodutos gerados, em quantidade, na produgdo de alcool e agticar ¢ a Torta
de Filtro (TF). A composicao deste residuo depende do tipo do processo de fabricagao utilizado,
podendo chegar de 30 a 40 kg de TF por tonelada de cana processada.

A TF ¢ obtida em uma etapa do processo de clarificagdo do caldo de cana-de —acucar
produzidos nas moendas, processo este usado para a purificagdo deste caldo. Neste processo,
adiciona-se ao caldo aquecido uma suspensdao de hidroxido de calcio, que promove a elevagao
do pH e, como consequéncia, a floculagdo de coloides organicos, bem como a precipitacdo de
sais de célcio, sobretudo o do fosfato (NUNES JUNIOR, 2005).

A suspensdo obtida neste processo ¢ mantida em repouso, resultando em um caldo

limpido e um precipitado formado por compostos orginicos e mnorganicos insoliveis. Este
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precipitado contém, ainda, uma grande quantidade de caldo clarificado, que é recuperado por
um processo de filtracdo ou prensagem. Como o precipitado ndo tem consisténcia apropriada
para ser trabalhado, ele ¢ misturado ao bagaco da cana, finamente moido. Esta mistura ¢
submetida a filtragem a vécuo, resultando em uma matéria com umidade em torno de 75- 80
%, que ¢ denomina de torta de fitro (NUNES JUNIOR, 2005).

A TF tem altos teores de matéria organica, fosforo, nitrogénio e célcio, além de potassio,
magnésio e micronutrientes. Segundo Korndorfer (1997), a origem da TF, por usinas ou
destilarias autonomas, € um fator diferencial para a definicio da sua composicdo quimica. Os
teores de micronutrientes também variam com a propria caracteristica do solo da cultura: ferro
(0,8 a 1,20 %), manganés (500 a 800 ppm), cobre (40 a 80 ppm) e zinco (150 a 220 ppm)
(NUNES JUNIOR, 2005; NASCIMENTO, 2006; PIACENTE, 2005). Nardin (2007) afirma
ainda que a composicdo da TF pode variar tanto em decorréncia da variedade da cana como do
tipo de solo, da maturacdo da cana, do processo de clarificagdo do caldo ou ainda de outros
fatores.

A TF gerada por usinas tém aproximadamente o dobro de fosforo que as produzidas
pelas destilarias (aproximadamente 2 % de P2Osna torta de usina e 1 % na de destilaria, na base
seca). J4 com relagdo ao teor de nitrogénio, as tortas provenientes de destilarias t€m 25 % a
mais do que as tortas geradas pelas usinas (nas destilarias: média de 1,6 % de nitrogénio; nas
usinas: média de 1,3 %, na base seca).

O fosforo existente na TF provém da adi¢cao de produtos auxiliares para a floculagdo das
impurezas do caldo e sua liberagdo no solo ocorre, gradativamente, por mineralizacdo e ataque
de micro-organismos endémicos. Assim, torna-se necessario considerar a relagdo C/N do
residuo, para se estimar a quantidade adequada de TF a ser aplicada no solo, cuidando para que
as caracteristicas quimicas e fisicas deste solo ndo sejam alteradas, negativamente, e que os
nutrientes necessarios para a adubacdo sejam fornecidos ao vegetal (NUNES JUNIOR, 2005).

A (TF) tem sido incorporada ao cultivo de cana-de-acucar, visando uma diminuicdo da
utilizagdo de adubos quimicos comerciais. Este residuo tem sido aplicado na entressafra da
cana-de-acgtcar, especificamente em pré-plantio, no sulco ou nas entrelinhas de toda a area
cultivada (CORTEZ etal., 1992). Entretanto, existem poucos estudos sobre a quantidade, forma
de aplicagdo, armazenagem e toxicidade deste composto.

A TF, segundo Cardozo et al(1988), melhora a mobilidade e disponibilidade dos
nutrientes do solo e, consequentemente, melhora a produtividade da érea agricola. Rodella et
al. (1990) verificaram que a torta de filtro, quando aplicada em cultura de cana-de-agucar,

aumenta, no solo, a quantidade do fosforo, calcio, carbono organico, além proporcionar trocas
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cationicas e a diminui¢cdo do aluminio movel. Porém, Ramalho e Sobrinho (2001) observaram
que a TF aumentou, significativamente os indices dos metais Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Pb do solo
onde foi aplicado.

Embora existam alguns estudos que avaliam a qualidade do solo, apds a aplicagdo da
TF, pouco foi investigado sobre a sua toxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade ou outro
parametro ecotoxicoldgicos relacionados ao uso deste residuo na agricultura. Como os
potenciais genotoxico e mutagénico de poluentes ambientais podem estar relacionados com
processos de carcinogénese, teratogénese e a uma série de outros disturbios, e a TF conter
substancias com potencial toxico, torna-se necessario que este produto seja melhor avaliado,

quanto a sua toxicidade, antes da sua disposicdo no ambiente.

3.3 TImportancia do uso de bioensaios

As andlises quimicas sdo importantes ferramentas de avaliagdo das condigdes
ambientais, mas ndo fornecem, por si s6, um diagndstico completo sobre os impactos que os
compostos descartados no ambiente podem promover nos ecossistemas, pois ndo levam em
consideracdo a variedade de efeitos que os poluentes possam induzir, direta ou indiretamente,
na biota associada. O desenvolvimento de bioensaios € uma estratégia vantajosa (ZHOU et al.,
2008) e de avaliacdo mais real sobre os efeitos que a contaminacdo ambiental pode ocasionar
nos organismos vivos. Quando os dados de ensaios biologicos sdo associados as avaliagdes
quimicas e fisico-quimicas, € possivel chegar aum melhor diagndstico sobre os possiveis riscos
dos contaminantes sobre a saude ambiental (KLOBUCAR et al., 2003; EGITO et al., 2007). Os
bioensaios devem ser desenvolvimento com organismos sensiveis, que sejam capazes de
responder as potencialidades tdxicas dos compostos presentes no meio e avaliar, assim, a acao
deles sobre o material genético.
3.3.1 O uso do teste de respirometria, para a avaliacdo da biodegradagao

Para que alguns residuos solidos possam ser descartados no ambiente, € necessario que
estes passem, primeiro, por um periodo de biodegradacdo. A biodegrada¢dao pode ser avaliada
pelos CO2 produzido nas atividade microbiana, durante o processo de respiragdo. Este
parametro (respiragdo) € considerado um bom indicador de atividade bioldgica, constituindo-
se, assim, em uma ferramenta importante para ser usada para este fim. Segundo Siviero (1999),
o ensaio de respirometria consiste na andlise da quantidade de CO2produzida pela degradagao
biologica da matéria organica, o que permite relacionar a geragdo de CO2 com a biodegradagao

dessa matéria organica. Desta forma, os testes de biodegradacdo, que tém sido considerado uma
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alternativa simples e de baixo custo (CETESB, 1990), sdo indicados para avaliar também as
taxas de biodegradacdo de contaminantes presentes no solo.

Para avaliar a degradacdo de residuos em solo, podem ser usadas varias técnicas como:
respirometro de Bartha (BARTHA E PRAMER, 1968); técnica colorimétrica baseada no
mndicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) (HANSON et al. 1993); respirometria
manométrica (KARHU et al., 2009). Pelo ensaio de respirometria, pode-se estimar a velocidade
e 0 tempo necessario para que a degradacao se complete, sendo uma importante ferramenta para
se determinar as taxas e a frequéncia de aplicagdo do residuo no solo (SIVIERO et al, 1998).

O método respirométrico proveé dados adequados para testar diferentes opgdes no
tratamento biologico como o efeito de diferentes fatores sobre a biodegradacdo. O teste pode
ser usado, também, para confirmar a degradagdo de compostos, antes de ser utilizado em um
processo de biorremediacdo em grande escala (BALBA et al., 1998).

As tecnologia de biodegradagdo comecaram a ser implementadas nas décadas de 1980
e 1990 e suas aplicacdes t€m crescido, rapidamente, em todo o mundo. A biorremediacdo
tornou-se um dos métodos mais comumente usados nos tratamentos de descontaminacdo de
solos e aguas, por ter custos reduzidos, em relagdo a outros métodos, como a escavagdo de solos
e disposicdo destes em aterros, ¢ bombeamento da agua contaminada com consequente
tratamento da mesma. A biorremediacdo também ¢é mais segura e menos prejudicial do que os
métodos convencionais de tratamentos de descontaminagdo (STEMPVOORT E BIGGAR,
2007).

Baseado na premissa de que todo composto orginico potencialmente biodegraddvel
apresenta uma possibilidade de ser descartados no solo e na é4gua, muitos trabalhos de
biodegrada¢do comecaram a ser implementados, na tentativa de reduzir os impactos causados
por contaminantes organicos, derivados de diversas atividades antropicas.

Coneglian et al. (2006) avaliaram as taxas de biodegradacdo de solo de “landfarming”,
derivado de uma refinaria de petroleo do estado de Sao Paulo, para estimar se este solo possuia
uma biota endémica, que pudesse biodegradar os seus varios compostos. Os autores verificaram
que quando adicionaram borra oleosa ao solo, houve uma maior eficiéncia de degradacao, do
que quando utilizaram lodo bioldgico. Porém, a aplicagio combinada da borra oleosa e lodo
biologico, misturados na propor¢cao de 1:1, propiciou uma melhora na eficiéncia da
biodegradagdo, em relagdo ao lodo biologico, mas ainda foi menor do que a degradacdo obtida
somente com a borra oleosa. Os resultados demonstraram que solo do “landfarming” apresentou
uma microbiota autoctone, que possui a capacidade de degradar varios compostos presentes nos

residuos de refinaria de petréleo. O estudo também mostrou que a eficiéncia da biodegradacao
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estava relacionada com a propor¢do de aplicagdo dos residuos no solo, pois a quantidade de
residuo constitui um fator limitante para a qualidade do solo.

Lopes e Bidoia (2009) avaliaram, pelo método respirométrico de Bartha e Pramer, a
biodegradac¢do, em meio liquido, de 6leos lubrificantes automotivos. Os resultados deste estudo
revelaram que Oleos usados possuem uma maior potencialidade de biodegradacdo que oOleos
novos, fendmeno explicado pela alteragdo que os lubrificantes sofrem, quando submetidos as
altas pressoes e as temperaturas dos motores (BALBA,1998).

Kaakinen et al. (2007), estudaram a biodegradacdo de 6leo de canola em solos de
florestas. Quando o solo foi estudado in natura (sem adi¢do de nutrientes), a biodegradabilidade
foi muito baixa. Com o ajuste do pH para 8,0, a biodegradagdo aumentou ligeiramente (7,4 %).
Porém, com a adigdo de nutrientes, ap6s 30 dias de continuo processo de biodegradagado, ja
houve um significativo aumento desta biodegradabilidade (43,2 %). Quando foi realizada a
adicdo combinada de nutrientes com pH ajustado, houve um aumento da biodegradagdo para
75,8 %, nos 30 dias do processo. Os autores concluiram que o ajuste do pH e a adigdo de
minerais em solo otimiza o processo de biodegradagcdo, e que os ensaios de respirometria
manométrica se mostraram indicados para a avaliagdo dos indices respirométricos do solo
estudado.

Camargo et al. (2009) utilizaram o teste de biodegradagdo, por respirometria de Bartha
e Pramer (1965), para analisar a degradagdo da vinhaga. Os autores simularam a percolacdo
deste composto, para avaliar qual profundidade do solo possuia a melhor taxa de
biodegradabilidade. Os resultados mostraram que a melhor taxa ocorreu aos 30 cm de
profundidade, conclusdo estd baseada na presenga de altas taxas de matéria organica derivada

da vinhaca nas outras profundidades avaliadas.

3.3.2 O uso daespécie E. andrei como organismo teste

Os mvertebrados pertencentes a classe Oligochaeta somam cerca de 3.100 espécies,
incluindo espécies de ambientes terrestres e de dgua doce (RUPPERT & BARNES, 1996).
Dentro deste grupo, as mais importantes, quanto ao nimero de espécies, sao as representantes
de ambientes terrestres. Estes invertebrados estdo entre o0s organismos terrestres mais
abundantes e mais diversificados, que podem ser encontrado em tipos variados de solo e em
todo o globo terrestre (HAMELINK et al, 1994; GUPTA; CHAKRAVORTY; KAVIRAJ,
2011).

Segundo Bispo et al. (2009), os oligoquetas sdo responsaveis diretos pela qualidade do

solo, pois auxiliam na aeragdo; promovem aumento da capacidade de campo e melhorarem a
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qualidade do solo, devido a decomposigdo da matéria organica e ciclagem do carbono,
nitrogénio, fosforo presentes no solo; além de evitar problemas com erosdo.

Os oligoquetas terrestres também sdo muito reconhecidos por sua alta sensibilidade aos
poluentes ambientais, pois entram em contato com os poluentes do solo tanto durante o seu
deslocamento (via indireta) como quando mngerem particulas contaminadas deste solo (contato
direto). Uma vez expostas, as minhocas podem sobreviver, se intoxicar, morrer, incorporar ou
até bioacumular poluentes em seus tecidos (LANNO et al, 2004; ANDREA, 2008). Outra
importante caracteristica € o papel ecologico que esses organismos ocupam na cadeia alimentar,
j& que sdo presas de mimeros vertebrados e constituem uma via de dispersao de contaminantes
para os niveis troficos superiores (LANGDON et al, 2003; CHEN et al, 2011). Por estas
caracteristicas, as minhocas sao consideradas 6timas bioindicadores de contaminagao do solo,
destacando-se nesta fungdo as espécies terrestres Eisenia fetida (Savigny) e Eisenia andrei
(Bouch¢), ambas pertencentes a familia Lumbricidaec. De acordo com Dominguez (2004) e
Belmeskine et al. (2012), essa duas espécies sdo as mais comumente utilizadas em ensaios
ecotoxicologicos, principalmente porque tém distribuicdo mundial, por estarem onipresentes
nos ambientes, por terem ciclos de vida curtos, por possufrem tolerancia a um vasto intervalo
de temperatura e umidade e por serem de facil manipulagdo e manuten¢dao. Este organismos
teste tem sido amplamente utilizado em ensaios de fuga ou preferéncia (NATAL DA LUZ;
RIBEIRO; SOUSA, 2004; MOREIRA, SOUSA, CANHOTO, 2008; NATAL DA LUZ;
ROMBLE; SOUSA, 2008; NATAL-DA-LUZ et al, 2008), de reprodugio (MOREIRA,
SOUSA, CANHOTO, 2008; CHELINHO et al., 2009; GRUMIAUX et al., 2010) de toxicidade
aguda (LACHANCE et al, 2004; GRUMIAUX et al, 2010; BELMESKINE et al, 2012), e
para a avaliacdo de efeitos celulares e moleculares (PIOLA et al 2013), entre outros.

O teste de fuga ou de preferéncia ¢ eficiente para avaliar compostos que possam causar
algum tipo de efeitos nocivos e/ou causar repeléncia do organismos teste ao compostos testado.

Owojori e Reinecke (2009) testaram, pelo teste de preferéncia e de reproducdo, duas
espécies de minhocas (Aporrectode. caliginosa e E.fetida), para avaliar qual delas seria a mais
indicada para ser usada como indicadora de toxicidade de solos salinos, tanto artificiais quanto
naturais. Os autores encontraram que a espécie E. fetida apresentou a melhor resposta de
sensibilidade, ndependentemente do tipo de solo avaliado. Os valores observados para E. fetida
nos testes de preferéncia, foram essenciais para o estabelecimento da sensibilidade da espécie
e também para a continuidade dos estudos realizados com o teste de reprodugdo. Estes
resultados sugerem a relevancia do uso do teste de preferéncia como um método de triagem

adequado para indicar as primeiras tendéncias da acdo de contaminantes sobre os organismos
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expostos. J4 De Silva e van Gestelb (2009) utilizaram outros dois tipos de oligoquetas (E.
andrei, uma espécie de referéncia e P. excavatus,uma espécie tropical), para a realizagdo do
teste de preferéncia. Os resultados obtidos por esses autores mostraram uma maior sensibilidade
para E. andrei, quando as minhocas foram expostas ao inseticida Clorpirifés. O ECso
(Concentracao Efetiva que induz uma resposta em 50% dos organismos experimentados) obtido
pela espécie E. andrei foi até trés vezes menor que o observado para a espécie P. excavatus.
Esses resultados também mostram que os testes de preferéncia devem ser utilizados como
ferramenta de prevengdo para a avaliagdo dos riscos de pesticidas. Os Endpoints obtidos pelos
testes de preferéncia mostram, neste estudo, ser menos sensivel do que os de reproducao e mais
sensivel do que os de toxicidade, demonstrando ser eficientes para uma triagem inicial para
avaliacdo de risco ambiental.

Arnaud et.al. (2000) demonstraram, em testes comparativos de solos artificiais e solos
naturais, que os solos naturais mostram ter uma representatividade melhor e uma sensibilidade

maior, quando comparados aos testes realizados com solo artificial

3.3.3 O uso daespécie 4. cepa como organismo teste
Vegetais superiores se caracterizam como um importante material biologico para a

avaliacdo de danos genéticos induzidos por contaminantes ambientais e vem sendo
considerados como excelentes bioindicadores de efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos
de ambientes contaminados com substiancias quimicas (GRANT, 1994; YI e MENG, 2003).
Testes realizados com esse grupo de organismos se caracterizam por serem baratos, de facil
reproducdo e apresentarem uma alta sensibilidade a agentes quimicos (GRANT, 1994), além
de serem o6timos bioindicadores para avaliagio de contaminantes presentes no solo (WHITE e
CLAXTON, 2004).

Dentre os vegetais superiores, a espécie 4. cepa se destaca como um importante
organismo teste, por apresentar caracteristicas, como, crescimento rapido de suas raizes, grande
numero de c€lulas em divisdo, alta tolerancia a diferentes condigdes de cultivo, cromossomos
em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho, ter disponibilidade de obtencdo durante o
ano todo e poder ser testado diretamente no material a ser nvestigado (RANK e NIELSEN,
1998; MATSUMOTO et al,, 2006).

Estudos realizados por Grant (1978; 1982) indicam uma correlacdo de 75 % a 90 %
entre A. cepa e sistemas-teste de mamiferos. Segundo Rank e Nielsen (1998), os testes
realizados com A. cepa apresentaram uma sensibilidade superior a 82 %, quando comparados

com testes realizados com bactérias S. typhimurium, Escherichia coli (Microscreen) e com
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roedores. Para Grover et al. (1990), existe uma relagdo superior a 90 % entre os resultados
obtidos com o teste de aberracdes cromossomicas e MN realizados com este sistema-teste
vegetal e os testes com mamifero, utilizando diferentes concentracdes de pesticidas. Quando
comparada a outros vegetais superiores como a Vicia faba ou Trandescantia, a espécie A. cepa
apresenta uma sensibilidade ainda mais apurada (MA et al, 1995; COTELLE et al, 1999;
MIGID et al., 2007).

A espécie A. cepa ¢ frequentemente utilizada como organismo-teste, devido ao
conhecimento sobre seu ciclo celular e suas diferentes respostas a muitos agentes
genotoxicos/mutagénicos conhecidos (EVSEEVA et al., 2003). A determinagdao da frequéncia
de aberragdoes cromossomicas (AC) e de micronticleos (MN), durante a mitose de células
meristematicas de 4. cepa, consiste em um método facil para se determinar os mecanismos de
acdo de diversos compostos genotoxicos e mutagénicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009;
MAZZEO, FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011), e determinar os impactos que os
ambientes aquéticos e terrestres sofrem com a poluigio ambiental (CARITA; MARIN-
MORALES, 2008; LEME, ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-
MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009; SOUZA et al., 2013).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Material Bioldgico
Para a realizagdo dos bioensaios, foram utilizados ensaios de toxicidade aguda e de fuga
(ou de preferéncia) no qual utilizou-se do organismo terrestre Eisenia andrei (minhoca) e, para

os ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, a espécie Allium cepa.

4.2  Composto Avaliado

O composto avaliado neste trabalho foi um residuo da indtstria sucroalcooleira,
denommado de Torta de Filtro (TF), obtido junto a uma empresa sucroalcooleira situada na
cidade de General Salgado, regido de Sao José do Rio Preto/SP — Brasil, juntamente com o

Bagaco de Cana-de-Aguicar (BCA).

4.3  Processamento do composto para preparo dos ensaios

A TF, obtida junto a empresa sucroalcooleira, foi processada no laboratorio de
Mutagénese Ambiental, do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro. Primeiramente o
composto foi peneirrado em uma mesa agitadora, com peneira de granulometria de 2 mm,
conforme exige a Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:22010. Apos este processo, foi avaliada
a capacidade de campo da mistura TF/solo, pesando 500g de solo e mais 500g de TF. Os
materiais foram secos em estufa a 105 £ 2 °C por 24 horas. As amostras foram entdo resfriadas
em dessecador e pesadas novamente, para ser calculada a quantidade de agua presente nas
amostras. Apoés esse procedimento, a amostra foi colocada em um funil de vidro, contendo fibra
de vidro, onde foi adicionada 4gua até a saturacdo do solo. Em seguida, o solo foi deixado para
descansar, por mais 24 horas, ¢ as amostras foram novamente pesadas para ser calculada a
capacidade de campo, pela diferenca entre o peso seco obtido e a absor¢do total de agua na
amostra.

Para o preparo do solo, foi necessario estimar, primeiramente, o peso seco do solo a ser
utilizado nos ensaios. Para isso, foram pesados 10 g do substrato, antes e apds a secagem em
estufa com temperatura aproximada de 105 °C. O calculo do peso seco do substrato, foi
realizado conforme ABNT NBR ISO 17616:2010 sendo utilizada a férmula:

23



MATERIAIS E METODOS

Equacéo 1 - Cdlculo da umidade inicial do solo controle e das associag¢oes de TF

, .. (Peso umido — Peso seco)
Umidade Inicial (%) = x 100
Peso Seco

Para o célculo da capacidade de retencao de agua, foram pesados 250 g de TF, que foram
dispostos em um funil coberto com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados 500 mL de
agua destilada sobre este funil e sobre um outro funil recoberto apenas com papel de filtro, isto
¢, sem amostra. Ap6s 12 horas de drenagem da dgua pelos funis, foram avaliados os volumes
finais de agua drenada para ambos os funis. Pela diferenca de volume entre eles, foi calculada
a quantidade de agua que ficou retida no substrato. O mesmo foi realizado para o solo controle.

Para que as amostras pudessem ser preparadas e avaliadas, quanto asua biodegradagao,
houve a necessidade de se ajustar a umidade da TF (que estava em torno de 27 %) e do solo
controle (que estava em torno de 18 %). Para o calculo da umidade final foi feita a média da

umidade da TF e do solo, para que o valor da umidade final fosse corrigido para 65 %, com a

adicdo de dgua, conforme a norma ABNT NBR 15537 (2007), apresentada na tabela 1.

Tabela 1 -Adjuste do teor de umidade das vdrias concentragoes utilizadas no teste

Me¢étodo Baseado na ABNT NBR 15537 (2007)

Massa umida substratol (g) 750
Teor de umidade (%) 65
Volume agua calculado (mL) 150
Massa seca do substrato (g) 600
Consisténcia final Pastosa

Obs. 1 - Massa timida recomenda pela ABNT 15537 (2007).
Fonte: Adaptado de ABNT NBR 15537 (2007).

Ap6s o calculo para correcao da umidade, foi determinado o volume de 150 mL de agua
e 600 g de massa total do substrato seco, totalizando 750 g de massa iimida final.

O pH do substrato, que variou de 6,0 a 7,5, foi medido em uma mistura de substrato e
adgua destilada (na propor¢do de 1:5, respectivamente), previamente homogeneizada por
agitacdo de 12 horas, seguida de repouso de mais 12 horas.

O solo usado como controle foi coletado no jardim experimental do IB/Unesp —Campus

de Rio Claro, por ser considerado isento de contaminantes (MAZZEO, 2013).
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Foram preparadas 13 diferentes associa¢des entre TF, solo e Bagago de Cana-de-Acucar

(BCA), conforme descrito na tabela 2

Tabela 2 - Propor¢do de TF/solo/BCA, para o preparo das diferentes concentragoes

Concentracao TF Solo BCA Massa total
em Tk (kg) (kg) (kg) (kg)
0% 0 8 0 8
5% 0,4 7,6 0 8
10% 0,8 7,2 0 8
25% 2 6 0 8
50% 4 4 0 8
75% 6 2 0 8

100% 8 0 0 8
0% 0 7,6 0,4 8
5% 0,4 7,2 0,4 8

10% 0,8 6,8 0,4 8
25% 2 5,6 0,4 8
50% 4 3,6 0,4 8
75% 6 1,6 0,4 8

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaco de cana-de-agtcar

4.4  Ensaios de Biodegradacao
Os ensaios de biodegradabilidade foram realizados pelo método de Bartha e Pramer
(1965), com amostras de TF, pura e em associagcdes com solo ¢ BCA (tabela 2), extraidas das

misturas obtidas no tempo zero (T0O), ou seja, no tempo inicial da montagem do experimento.

4.5  Teste de determmnacdo da Biodegradabilidade de solo, pelo método
Respirométrico de Bartha e Pramer (1965).

O teste de biodegradabilidade de solo foi desenvolvido de acordo com a norma da
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 14283 (1999), cujos passos estdo

descritos abaixo.



MATERIAIS E METODOS

A/

Figural - Representagdo Esquemdtica do Respirometro de Bartha e Pramer.

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.1 Preparo das Amostras
Foram pesados 50 g de cada uma das 13 associacdo (TF/solo/BCA- Tabela 2) a serem

testada e transferidos, individualmente, para os Respirdmetro de Bartha (Figura 1).

452 Padronizagdo do Acido Cloridrico (HCI) 0,1N
Para a padronizagdo do acido cloridrico, foram transferidos 20 mL de solugcdo padrao de
carbonato de sodio 0,1 N para um Erlenmeyer de 125 mL, onde foram adicionadas duas gotas
do indicador metil-orange. Apos este procedimento, a solugdo foi titulada com solugdo de HCI
0,1 N, até ocorrer sua neutralizacdo, que se deu quando houve a mudanga na coloracdo da
solugdo de amarelo para laranja. O volume de HCI usado na titulagdo foi anotado em uma

planilha e utilizado nos célculos da produgdo de COoz.

4.5.3 Padronizacdo do Hidroxido de Potassio (KOH) 0,4N
Uma aliquota de 10 mL da solugdo de KOH 0,4 N foi transferida para um Erlenmeyer
de 125 mL, onde foram adicionados 20 mL de 4gua destilada isenta de CO2, com 3 gotas de
fenolftaleina e mais 1 mL de BaClL. O composto foi entdo titulado com uma solugcdo de HCI
0,1 N, até a coloracdo mudar de rosa para incolor. O volume de HCI usado na titulagdo foi

anotado em uma planilha e utilizado nos célculos da produgdo de COo.

4.5.4 Titulacdo do Branco ¢ das amostras
Para a titulagdo do branco, uma aliquota de 10 mL de soluigdo de KOH 0,4 N foi

transferida para um Erlenmeyer de 125 mL, onde foram adicionados mais 20 mL de dgua isenta
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de COx>. Para a titulagdo das amostras, foi retirado o KOH presente no brago do respirdmetro,
sendo este brago lavado duas vezes com 10 mL de agua isenta de CO2. Apos este processo,
foram adicionados 1,0 mL de solugdo BaCl: e trés gotas do indicador fenolftaleina. A titulagdo
foi realizada com solugdo de HCI 0,1 N, onde o volume de HCI usado foi anotado na planilha

de respirometria para posterior calculo de respiracdo do respirometro.

4.5.5 Calculo dataxa de respiragdo:
4.5.5.1 Para o teste controle:

Equacéo 2 - Calculo da produgdo de CO: nos respirometros controles:

Qtd de HCl dia
Qtd de KOH anterior

Tx deresp.Controle = |(Média do Branco — Média das Réplicas) X( )] x 50 x 0,044

4.5.5.2 Para o testes com as amostra:
Equacéo 3 - Cdlculo da produgdo de CO: nos respirometros contendo as associag¢oes de torta

de filtro, solo e bagacgo.

Qtd de HC! dia

Tx de resp. das amostras = {[(Média do Branco — Média das Amostras) X (Qtd 4o KoM gasto )] X 50 x

0,044 }-Controle

O fator de corregdo usado para transformar umol em mg de CO2, para 50,0 g de solo foi
de 0,044.

4.6  Testes com o organismo teste Eisenia andrei
Os testes com E. andrei foram realizados segundo a norma da Associagdo Brasileira de

Normas Técnicas (ABNT) NBR 15537 (2007) e L.6.401 (1990) da CETESB, sempre em
quadruplicata.

4.6.1 Teste de toxicidade aguda
Para os ensaios de toxicidade aguda, foram utilizadas minhocas adultas e cliteladas com
idade superior a dois meses e com peso individual entre 300 e 600 mg Apos selecdo, os
espécimes foram aclimatados em solo artificial, por 24 horas, antes de serem utilizados nos

ensaios.
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Apods a adicdo de 750 g do substrato (1 tipo de substrato por pote) em potes de
polipropileno de 2 litros, foram colocados, sobre o substrato, dez organismos-testes. Os potes
foram dispostos em local climatizados com temperatura de 18 e 22 °C e com iluminagao
continua. No 7° e 14° dias de experimento, os organismos foram pesados e as mortalidades dos
mdividuos registradas. A temperatura e a umidade relativa do ambiente foram monitoradas,
diariamente, e os resultados expressos em concentracdo letal micial mediana (CL50; 14 dias),
calculados pelo método estatistico Trimmed Spearman-Karber, para estimar a concentragao

média letal (HAMILTON et al,, 1977).

4.7  Bioensaios com o0s organismos testes
Os ensaios de toxicidade aguda e de fuga (ou de preferéncia) foram realizados com o
organismo-teste E. andrei, expostos as mesmas associagdes descritas na Tabela 2, para os

tempos TO (inicial), T1 (3 meses) e T2 (6 meses).

4.7.1 Teste de fuga

O teste de fuga foi realizado de acordo com anorma da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) NBR ISO 17512-1 (2011). Para o desenvolvimento dos testes, foram
utilizados dois tipos de substratos: solo controle e amostras das associacdes de TF/solo/BCA.
Inicialmente foram dispostos, em um recipiente de 2 L, 200 g do solo controle em um dos lados
do recipiente e 200 g de cada amostra (uma por frasco) do outro lado deste mesmo recipiente.
As amostras foram micialmente separadas por uma divisoria, para que as elas ndo se
misturassem. Depois da disposicdo das amostras nos recipientes, as divisorias foram retiradas
e ai expostos, nos centros do recipiente (distribuicdo homogenia), 10 espécimes de minhocas
por concentragdo testada. Os ensaios foram feitos em qumtuplicatas. Os organismos ficaram
expostos por 48 horas, nas mesmas associagdes citadas na Tabela 2. Apos este periodo, foi
realizada a leitura dos resultados. O controle positivo foi realizado com uma substancia
referéncia para este teste (a4cido borico, na concentracdo de 750 mg H2BO3 por quilograma de
solo seco).

Para a validagdo do teste, o nimero de individuos mortos e/ou perdidos ndo pode
ultrapassar 10 % do total de organismos expostos aos tratamento. O célculo e a apresentacdo

dos resultados foram feitos com base nas porcentagens dos efeitos observados em cada
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concentracdo, comparando o numero de individuos vivos presentes nas concentragdes testadas

com individuos vivos presentes nos controles negativos e positivos, conforme a formula abaixo:

Equacéo 4 - Equacdo para o calculo de porcentagem de fuga (AMORIM et al. (2005))

A= (CI‘V—T)xmo

Onde:
A = Efeito observado (%);
C = Numero de individuos presentes no solo controle;
T = Numero de individuos presente no substrato testado;
N = Numero total de individuos em cada tratamento (geralmente dez por

tratamento).

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, pelo programa Graphpad 5,

expressos em CLso. Os resultados com morte inferior a 20 % dos individuos foram considerados

nao toxicos.

4.8  Teste de Citotoxicidade (IM), genotoxicidade (AC) e mutagenicidade (MN), utilizando
o organismo teste Allium cepa.

Para os ensaios de Indice Mitotico (IM), de Aberragdes Cromossomicas (AC) e de

Micronicleos (MN), em células meristematicas de raiz de cebola, foi utilizado o protocolo
descrito por Grant (1982), com algumas modificacdes.
Sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em placas de Petri forradas com papel
filtro, contendo as associagdes de TF, solo e BCA, e contendo o solubilizado destas associagdes,
em trés tempos (TO = momento da mistura; T1 =3 meses apds o inicio do experimento; T2 =6
meses apoOs o inicio do experimento). Para o controle negativo, foi utilizado agua Mili-Q. Os
controles positivos foram realizados com uma solucdo aquosa de metilmetano sulfonato (MMS)
(4 x 10%), para comparagdes de clastogenicidade, e com Trifluralina (0,84 mg/L), para
comparacdes de aneugenicidade.

Apés germmacao, quando as radiculas atingiram o tamanho de 1,5 centimetros, parte
delas foi coletada e fixada em Carnoy 3:1 (trés partes de etanol para um de 4cido acético — v:
v). A outra parte foi lavada e transferida para outras placas de Petri contendo somente agua

ultra-pura, por um periodo de 48 horas, para se estimar a potencialidade de recuperagdo do
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organismo exposto, quando as condigdes retornam a normalidade. Apds essas 48 horas, as
raizes também foram coletadas, fixadas em Carnoy 3:1 e ambas as coletas mantidas em
geladeira, até a confeccdo das laminas.

Ap0s as raizes serem retiradas do fixador, elas foram lavadas em dgua destilada, por trés
vezes, e submetidas a hidrolise acida em HCI 1 N a 60 °C, por 8 minutos e, novamente, lavadas
em agua destilada (3 banhos). Apds essa etapa, as raizes foram ligeiramente secas em papel
filtro e transferidas para frascos escuros contendo reativo de Schiff por, aproximadamente, 2
horas. Realizada a reacdo, as raizes passaram novamente por trés banhos em agua destilada, até
a total retirada do excesso de corante. Para a confeccdo das laminas, os meristemas foram
recobertos com laminula e suavemente esmagados em uma gota de carmim acético (2 %). As
lamiulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas montadas, permanentemente, com
resina sintética.

Para a analise dos efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos, foram confeccionadas
dez lAminas para cada amostra e examinadas, no minimo, 500 células de cada lamina feita,
totalizando 5000 células por tratamento.

Os indices mitoticos (IM), os Indices Interfasicos (IT) e indices de Morte Celular (IMC)
foram obtidos de acordo com as formulas a seguir:

IM. =(N°de Células em Divisao)/(N° Total de Células Observada)x100

L.I. = (N° de Células Em Interfase)/(N° de Células Observadas)x100

LM.C. =(N°de Células em Morte Celular)/(N° de Células Observadas)x100

Para a andlise dos efeitos genotoxicos e mutagénicos, foram considerados os diferentes
tipos de AC (perdas, quebras, aderéncias cromossOmicas, pontes, atrasos, etc.) e a presenca de
MN em células meristematicas de Allium cepa, em diferentes fases da divisdo mitdtica. Foi
considerado como endpoint de genotoxicidade as alteracdes do tipo perdas, aderéncias, pontes,
atrasos cromossOomicos e outras. A mutagenicidade foi registrada a partir das observagoes de
alteracdes do tipo quebras cromossomica e presenca de MN.

Apbs a obtengdo dos resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, foi

realizada a andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis, com p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em forma de artigos.

5.1 Artigo I

AVALIACAO DA TOXICIDADE E BIODEGRADABILIDADE DA TORTA DE
FILTRO DERIVADA DO BENEFICIAMENTO DA CANA-DE-ACUCAR.

Leonardo Ramos Anacleto!, Marcia Miyuki Hoshina! e Maria A. Marin-Morales!

1 Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Avenida 24 A, 1515, CP 199, 13506-900 Rio Claro, SP, Brasil
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RESUMO

O Brasil sempre se destacou como um dos maiores produtores mundiais de dlcool e agucar. Na
ultima década, o pais ocupou o primeiro lugar tanto em producdo como em area plantada com
cana-de-agtcar. A elevada producdo das indUstrias sucroalcooleiras acarreta na geracao
também elevada de residuos derivados do processo de producao de actcar e de etanol. Alguns
residuos da industria sucoalcooleira tornam-se subprodutos reutiliziveis no proprio cultivo da
de cana-de agticar, como ¢ o caso do bagaco de cana-de-acucar (BCA), da vinhaca e da torta de
filtro (TF). A TF é um subproduto derivado do processo de clarificacdo do caldo de cana-de-
acucar, usado na producdo do agucar e do etanol. Este subproduto possui altos indices de
micronutrientes que, devido a esta caracteristica, tem sido utilizado como adubo natural, em
substituicdo aos fertilizantes agricolas artificiais. Porém, na literatura ndo ha nformacdes sobre
os efeitos deste composto sobre a biota endémica dos ambientes agricolas. Considerando que a
minhoca ¢um organismo de grande importancia para o solo, principalmente para a ciclagem de
seus nutrientes e que a TF tem um controverso potencial toxico para o solo, este trabalho avaliou
a potencialidade toxica de TF para o organismo teste Eisenia andrei, em testes de toxicidade
aguda e de fuga, além de também avaliar o potencial de biodegradabilidade deste composto,
por meio do teste proposto por Bartha e Pramer. Os resultados do teste de biodegradacdo,
demonstraram que a TF tem uma rapida degradag¢do, comprovada pela alta producao de CO2
obtida em 112 dias de incubacdo, tanto na auséncia quanto na presenga de BCA, quando
comparada com a degradacdo do solo controle. Ja& para o teste de toxicidade aguda, foi
verificada uma alta toxicidade para as amostras com concentragdes de 50, 75 ¢ 100 % de TF,
sem incorporacdo de BCA e para a concentracdo de 75 % de TF + BCA, comprovando que a
adicdo do bagaco auxiliou na diminuicdo da toxicidade da TF presente no inicio da
biodegradagao. Com o passar do tempo de biodegradagao, foi observado um decréscimo
paulatino no potencial toxico da TF, chegando no final do processo com uma auséncia de
toxicidade.

Palavras-chave: Teste de respirometria, residuo de cana-de-agucar, residuos industriais,

toxicidade aguda, teste de fuga, FEisenia andrei.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca mundialmente por ser um pais com grande potencial agricola. Dentre
as culturas de maior destaque em nosso pais estdo as lavouras de cana-de-agucar, cujo cultivo
tem apresentado um aumento progressivo, principalmente nos estados das regides Centro-Oeste
e Sudeste. A safra brasileira estimada para 2013/2014, de 600 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar processadas, corresponde a 3,7 % a mais que a safra de 2012/2013. O estado de maior
producdo de cana-de-agucar € o de Sdo Paulo, com 4.419,46 mil hectares plantados (CONAB,
2013). O Brasil movimenta, através do crescimento do negdcio sulcroalcooleiro, cerca de R$
36 bilhdes por ano, que corresponde a cerca de 3,5 % do PIB nacional (FRAVET et al., 2010).

O aumento da area de plantio da cana-de-agucar tem levado, segundo Guarnieri e Januzzi
(1992), a severos impactos ambientais tanto no solo como nas aguas superficiais e subterraneas.
A degradagdo destes ambientes acontece em decorréncia do uso indiscriminado e abusivo de
agrotoxicos; da compactacdo do solo, devido ao uso intensivo de implementos agricola; da
emissdo de gases na atmosfera, devido a queima da palha da cana-de-acucar antes da colheita;
dos subprodutos gerados no processo de beneficiamento da cana-de-agucar; e da disposi¢ao
inadequada dos residuos do processo da producdo sucroalcooleira, dentre eles os residuos
vegetais deixados no campo apds a colheita; bagago (BCA); 4gua de lavagem; vinhaga e torta
de filtro (TF) (RASUL et al. 1999; PARTHA et. al, 2006; NUNES JUNIOR, 2013 EMBRAPA,
2011.).

A TF ¢ um dos subprodutos mais produzidos pelas industrias sucroalcooleiras, chegando
de 30 a 40 kg de torta de filtro por tonelada de cana-de-agucar processada. Como o composto ¢
rico em nutrientes, ele tem sido aplicado nos sulcos ou nas entrelinhas da cultura de cana-de-
acUcar, em substituicdo aos fertilizantes quimicos (CARDOZO, 1988; CORTEZ et al, 1992;
NARDIN, 2007).

A respiracdo da comunidade microbiana de um dado ambiente ¢ utilizada como indicador
de atividade biologica, sendo mmportante na avaliacdo do potencial de biodegradaciao de
compostos organicos do meio. Segundo Siviero (1999), o ensaio de respirometria consiste na
analise da quantidade de CO2 produzida pela degradacdo biologica da matéria organica, o que
permite relacionar a producdo de CO2 com a biodegradagdo da matéria organica. Desta forma,
os testes de biodegradagdo tém se caracterizado em uma alternativa eficiente, de baixo custo e
simples para avaliar as taxas de biodegradacdo de contaminantes presentes no solo.

A avaliacdo da potencialidade de biodegradagcdo de compostos orginicos presentes no solo
¢ uma importante ferramenta para se avaliar se estes compostos sdo passiveis de serem

descartados no solo. Coneglian et al. (2006) avaliaram as taxas de biodegradagcdo de solo de
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“landfarming”, derivado de uma refinaria de petroleo do estado de Sao Paulo, para estimar se
este solo possuia uma biota autctone que pudesse biodegradar os seus varios compostos. Nesta
avaliagdo, os autores adicionaram borra oleosa e lodo biologico ao solo, na tentativa de
incrementar a biodegradacdo dos componentes toxicos do landfarming. Os resultados indicaram
que houve uma maior eficiéncia de degradacdo quando houve o acréscimo de borra oleosa,
seguida da adigdo da associacdo borra e lodo biologico (propor¢do de 1:1) e, por ultimo, da
adicao somente do lodo biologico. Esses resultados demonstraram que solo do “landfarming”
apresenta uma microbiota autoctone capaz de degradar os varios compostos presentes nos
residuos de refinaria de petroleo, mas que, para uma melhor eficiéncia da biodegradacao, ¢
necessario estabelecer, previamente, a quantidade de residuo que deve ser aplicado ao solo, pois
este constitui em um fator limitante para a qualidade do solo receptor.

Kaakinen et al. (2007estudaram a biodegradacdo de dleo de canola em solos de florestas.
Os autores observaram que, quando o solo foi testado in natura (sem adigao de nutrientes), a
biodegradabilidade foi muito baixa. O ajuste do pH para 8,0 aumento ligeiramente a
biodegradacao (7,4 %) e a adicdo de nutrientes j& promoveu um aumento significativo nesta
biodegradabilidade (43,2 %). Porém, a maior degradacdo deste solo foi observada quando se
combinou o ajuste do pH (8,0) com a adicdo de nutrientes, cujos indices de respiracao
mostraram uma biodegradacdo daordem de 75,8 %. Os autores conclufram, entdo, que o ajuste
do pH e a adicdo de minerais em solo otimiza o processo de biodegradacdo, e que o uso da
respirometria ¢ eficiente para a medir os indices respirométricos de solo.

Camargo et al. (2009) utilizaram do teste de biodegradacdo por respirometros de Bartha e
Pramer (1965), para analisar a degrada¢do da vinhaca em diferentes profundidades do solo. Os
autores observaram que a melhor taxa de biodegradacdo ocorreu a 30 cm de profundidade, por
essa amostra ter os menores indices de matéria organica, quando comparada com as outras
amostras testadas.

Os solos sdo sistemas extremamente complexos e dinamicos, influenciados por uma série
de diferentes fatores abidticos e bioldogicos que determmam os efeitos de substincias
potencialmente toxicas inseridas neste substrato. As minhocas sdo organismos terrestres de
grande importdncia ecologica. Estes mvertebrados, pertencentes a classe Oligochaeta, sdo
representadas por cerca de 3.100 espécies, incluindo espécies de ambientes terrestres ¢ de agua
doce (RUPPERT & BARNES, 1996). Dentro deste grupo, as mais importantes, quanto ao
numero de espécies, sao as representantes de ambientes terrestres.

Os oligoquetas entram em contato com os poluentes do solo tanto durante o seu

deslocamento pelo solo (via indireta) como quando ingerem particulas contaminadas (contato
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direto). Uma vez expostas, as minhocas podem sobreviver, se intoxicar, morrer, incorporar ou
até¢ bioacumular poluentes em seus tecidos (ANDREA, 2008). Por estas caracteristicas, as
minhocas se destacam como o6timos bioindicadores de contaminacdo do solo, destacando-se
nesta fungdo as espécies terrestres Eisenia fetida (Savigny) e Eisenia andrei (Bouché), ambas
pertencentes a familia Lumbricidae. De acordo com Dominguez (2004), essa duas espécies sao
as mais comumente utilizadas em ensaios ecotoxicoldgicos, principalmente porque sdo de
distribuicdo mundial, onipresentes nos ambientes, t€m ciclos de vida curtos, possuem tolerancia
aum vasto intervalo de temperatura e umidade e sdo de ficil manipulagdo e manutengdo.

O teste de fuga ou preferéncia confere uma resposta rapida para avaliar compostos que
possam causar efeitos nocivos e/ou repeléncia aos organismos teste, fiente a exposicdo a um
dado compostos. Udovic e Lestan (2010) demonstraram que, para o teste de preferéncia,
utilizando E. fetida, ndo houve fuga significativa dos espécimes aos solos contaminados, por
lixiviagdo, com chumbo, zinco e caddmio, disponibilizados no solo.

De Silva e van Gestel (2009) utilizaram, no teste de preferéncia, outros dois tipos de
oligoquetas, E. Andrei (uma espécie tropical) e P. Excavatus (espécie referéncia), para avaliar
os efeitos do inseticida Clorpirifés em solo artificial. Os resultados sugerem uma maior
sensibilidade da espécie E.andrei, pois o ECso obtido pela esta espécie foi até trés vezes menor,
quando comparado com o da espécie P.excavatus.Osautores sugerem que o teste de preferéncia
também deve ser utlizado como ferramenta para a avaliagdo dos riscos ambientais de
pesticidas. Os endpoints gerados, neste estudo, pelo teste de preferéncia, indicaram que este
teste ¢ menos sensivel do que o de reproducdo e mais sensivel do que o de toxicidade, indicando
ser eficiente para uma triagem iicial da avaliacdo de risco ambiental

Amoud et. al. (2000) demonstraram, por meio de testes comparativos realizados com
minhocas expostas a solos artificiais e a solos naturais, que os solos naturais tém melhor
representatividade e conferem maior sensibilidade aos organismos do que os solos artificiais.

Frente a toda problematica que envolve a disposicao de residuos derivados de atividades
sucroalcooleiras, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de biodegradacdo de um
de seus residuos, a torta de filtro, tanto em seu estado in natura, como em associacdo com solo
e/ou bagaco de cana-de-agucar, bem como avaliar o potencial toxico destas associagdes, através
do teste de fuga ou preferéncia e do teste de toxicidade aguda, por meio de ensaios

desenvolvidos com os organismos-testes Eisenia andrei.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material Biologico

Para a realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda e de fuga, foi utiizado, como

organismo teste, o oligoqueta terrestre Eisenia andrei (minhoca).

2.2 Composto Avaliado

O composto avaliado foi um residuo da indistria sucroalcooleira, denominado de torta de
fitro (TF). Este composto e o bagaco de cana-de-agucar (BCA) foram obtidos junto a uma
empresa sucroalcooleira situada na cidade de General Salgado, regido de Sao José do Rio
Preto/SP — Brasil. Esses dois residuos da industria sdo utilizados como adubo para mudas

nativas.

2.3 Processamento do composto para preparo dos ensaios

A TF foi peneirrada em uma mesa agitadora, com peneira de granulometria de 2 mm,
conforme exige a Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:2010.

Para o preparo do solo, foi necessario estimar, primeiramente, o seu peso seco. Para isso,
foram pesados 10 g do substrato, antes e apds a secagem em estufa com temperatura aproximada
de 105°C. O célculo do peso seco do substrato foi realizado conforme ABNT (2007), sendo

utilizada a formula:

Equacéo 1 - Cdlculo da umidade inicial do solo controle e das associa¢oes de TF

. o (Peso iimido — Peso seco)
Umidade Inicial (%) = x 100
Peso Seco

Para o célculo da capacidade de retencao de agua, foram pesados 250 g de TF, que foram
dispostos em um funil coberto com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados 500 mL de
agua destilada sobre este funil e sobre um outro funil recoberto somente com papel de filtro,
isto €, sem amostra. Apo6s 12 horas de drenagem da dgua pelos funis, foram avaliados os
volumes finais de 4gua drenada para ambos os funis. Pela diferenca de volume entre eles, foi
calculada a quantidade de dgua que ficou retida no substrato. O mesmo foi realizado para o solo

controle.
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Para que as amostras pudessem ser preparadas e avaliadas, quanto a sua biodegradacao,
houve anecessidade de ajustar aumidade da TF (que estava em torno de 27%) e do solo controle
(que estava em torno de 18%). Para o calculo da umidade final foi feita a média da umidade da
TF e do solo, para que o valor daumidade final fosse corrigido para 65%, com a adi¢do de agua,
conforme a norma NBR 15537 (2007), apresentada na tabela 1.

Tabela 1 -Ajuste do teor de umidade das varias concentragdes utilizadas no teste

37

M¢étodo Baseado na NBR 15537 (2007)

Massa timida substratol (g) 750
Teor de umidade (%) 65
Volume agua calculado (mL) 150
Massa seca do substrato (g) 600
Consisténcia final Pastosa

Obs. 1 - Massa timida recomenda pela ABNT (2007).
Fonte: Adaptado de ABNT NBR 15537 (2007).

Ap0s o célculo para correcao da umidade, foi determinado o volume de 150 mL de dgua
e 600 g de massa total do substrato seco, totalizando 750 g de massa umida final.

O pH do substrato, que variou de 6,0 a 7,5, foi medido em uma mistura de substrato e
dgua destilada (na proporcdo de 1:5, respectivamente), previamente homogeneizada por
agitacdo de 12 horas, seguida de repouso de mais 12 horas.

O solo usado como controle foi coletado no jardim experimental do IB/Unesp —Campus
de Rio Claro, por ser considerado isento de contaminantes (MAZZEO, 2013).

Foram preparadas 13 diferentes associagdes entre TF, solo e BCA, conforme descrito

na tabela 2



ARTIGO 1

Tabela 2 - Proporgao de TF/solo/BCA, para o preparo das diferentes concentragdes

Concentracao TF Solo BCA Massa total
emTF (Kg) (Kg) (Kg) (Kg)
0% 0 8 0 8
5% 0,4 7,6 0 8
10% 0,8 7,2 0 8
25% 2 6 0 8
50% 4 4 0 8
75% 6 2 0 8

100% 8 0 0 8
0% 0 7,6 0,4 8
5% 0,4 7,2 0,4 8

10% 0,8 6,8 0,4 8
25% 2 5,6 0,4 8
50% 4 3,6 0,4 8
75% 6 1,6 0,4 8

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaco de cana-de-agtcar
2.4 Bioensaios

Os ensaios de biodegradabilidade foram realizados pelo método de Bartha e Pramer
(1965), com as amostras extraidas das misturas obtidas no tempo zero (T0), ou seja, no tempo
micial da montagem do experimento.

Os ensaios de toxicidade aguda e de fuga foram realizados com o organismo-teste E.
andrei, expostos as mesmas associagoes descritas na Tabela 2, para os tempos TO (inicial), TI

(3 meses) e T2 (6 meses).

2.4.1 Teste de determinagdo da Biodegradabilidade de solo, pelo método Respirométrico de

Bartha e Pramer (1965).

O teste de biodegradabilidade de solo foi desenvolvido de acordo com a norma da
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 14283 (1999), cujos passos estdo

descritos abaixo.
2.4.1.1 Preparo das Amostras

Foram pesados 50 g de cada uma das 13 associagdes (TF/solo/BCA) a serem testadas

(Tabela 2) e transferidas, individualmente, para os Respirometro de Bartha (Figura 1).
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2.4.1.2 Montagem dos Respirometros

Para a montagem dos respirometros foram pesados 50 g de cada associacdo e colocada
nos respirometros. Nos bragos do respirdmetros foram adicionados 20 mL de KOH, para a
captura do gas carbonico produzido. Os respirometros foram selados com suas tampas,
conforme a figura 1, sendo que em uma tampa havia cal sodada para evitar a entrada de CO2

externo.

2.4.1.3 Titulacdo do Branco e das amostras

Para a titulagdo do branco, uma aliquota de 10 mL de solugdo de KOH 0,4 N foi
transferida para um Erlenmeyer de 125 mL, onde foram adicionados mais 20 mL de dgua isenta
de COx>. Para a titulagdo das amostras foi retirado o KOH presente no braco do respirdmetro,
sendo este brago lavado duas vezes com 10 mL de agua isenta de COz. Apds este processo,
foram adicionados 1,0 mL de solugdo BaCl: e trés gotas do indicador fenolftaleina. A titulacdo
foi realizada com solugdo de HCI 0,1 N, onde o volume de HCI usado foi anotado na planilha
de respirometria e utilizado nos célculos da producdo de CO2. Osrespirdmetros foram montadas
em quadruplicata. Durante este processo, o respirdmetro passou por aeragdo artificial para

renovagao do ar nterno.
2.4.1.4 Calculo da taxa de respiragdo:

2.4.1.4.1 Para o teste controle:

Equacéo 2 - Cdlculo da produgdo de CO2 nos respirometros controles:

Qtd de HCl dia
Qtd de KOH anterior

Tx de resp.Controle = [(Branco dia anterior — Média das Réplicas) X ( )] X 50x 0,044

2.4.1.4.2 Para os testes com as amostras:

Equacéo 3 - Cdlculo da produgdo de CO?2 nos respirometros contendo as associagoes de torta

de filtro, solo e bagaco.

Qtd de HCldia )] X 50 X 0’4_4_4_ } -

Tx de resp. das amostras = {[(Branco dia anterior — Média das Amostras) X (—
Qtd de KOH anterior.

Controle

O fator de correcao usado para transformar pmol em mg de CO2, para 50,0 gde solo foi de

0,044.
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2.4.2 Ensaios com o organismo teste Eisenia andrei

Os testes de toxicidade com E .andrei foram realizados segundo a norma da Associagdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 15537 (2007) e L.6.401 (1990) da CETESB,
sempre em quadruplicata e no teste de fuga em quintuplicatas.

2.4.2.1 Teste de toxicidade aguda

Para os ensaios de toxicidade aguda, foram utilizadas minhocas adultas e cliteladas com
idade superior a dois meses e com peso individual entre 300 e 600 mg. Apos selecdo, os
espécimes foram aclimatados em solo artificial, por 24 horas, antes de serem utilizados nos
ensaios.

Apés a adicado de 750 g do substrato (1 tipo de substrato por pote) em potes de
polipropileno de 2 litros, foram colocados, sobre o substrato, dez organismos-teste. Os potes
foram dispostos em local climatizado, com temperatura variando entre 18 e 22 °C, e com
ilumina¢do continua. No 7° e 14° dias de experimento foram registradas as mortalidades dos
mndividuos. A temperatura e a umidade relativa do ambiente foram monitoradas diariamente e
os resultados expressos em concentragdo letal inicial mediana (CLso; 14 dias), calculados pelo
método estatistico Trimmed Spearman-Karber, para estimar a concentracdo média letal

(HAMILTON et al., 1977).
2.4.2.2 Teste de fuga

O teste de fuga foi realizado de acordo com anorma da Associacdao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) NBR ISO 17512-1.

Para o desenvolvimento dos testes, foram utilizados dois tipos de substrato: solo
controle e amostras das associagoes de TF/solo/BCA. Inicialmente foram dispostos, em um
recipiente de 2 L, 200 g do solo controle em um dos lados do recipiente e 200 g de cada amostra
(uma por frasco) do outro lado deste mesmo recipiente. As amostras foram iicialmente
separadas por uma diviséria, para que nio se misturassem. Depois da disposicdo das amostras
nos recipientes, as divisorias foram retiradas e ai expostos, nos centro do recipiente (distribuigao
homogenia), os 10 espécimes de minhocas por concentragdo testada. Os organismos ficaram
expostos por 48 horas, nas mesmas associacdes citadas na Tabela 2. Apds este periodo, foi

realizada a leitura dos resultados. O controle positivo foi realizado com uma substancia
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referéncia para este teste (acido borico, na concentragdo de 750 mg H2BO3 por quilograma de
solo seco).

Para a validagdo do teste, o nimero de individuos mortos e/ou perdidos ndo pode
ultrapassar 10% do total de organismos expostos aos tratamentos. O calculo e a apresentagdo
dos resultados foram feitos com base nas porcentagens dos efeitos observados em cada
concentragdo, comparando o nimero de individuos vivos presentes nas concentragdes testadas

com individuos vivos presentes nos controles negativo e positivo, conforme a formula abaixo:

Equacéo 4 - Equacdo para o calculo de porcentagem de fuga (AMORIM et al. (2005))

A—(C_T>><100
"\ N

Onde:

A = Efeito observado (%);

C = Numero de individuos presentes no solo controle;

T = Numero de individuos presente no substrato testado;

N = Numero total de individuos em cada tratamento (geralmente dez por tratamento).

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia, pelo programa Graphpad 5,
expressos em CLso. Os resultados com morte inferior a 20% dos individuos foram considerados

nao toxicos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como os componentes da TF podem conter substincias com potencial toxico, o descarte
deste residuo no ambiente pode acarretar em um comprometimento nas atividades biologicas
dos organismos expostos. Desta forma, como este material vem sendo descartado
indiscriminadamente no ambiente, ha hoje a necessidade de uma melhor avaliagdo dos possiveis

mmpactos que este residuo possa promover nos ecossistemas onde sdao descartados.

3.1 Caracteriza¢do quimica da Torta de Filtro (TF)

As analises quimicas sdo importantes ferramentas de avaliagdo das condigdes ambientais,
mas ndo fornecem informagdes sobre os efeitos que os poluentes possam induzir, direta ou

mdiretamente, na biota exposta ao composto encontrado. Ja os bioensaios podem conferir
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vantagens adicionais aos dados obtidos em andlises quimicas (ZHOU et al., 2008), pois refletem
os efeitos da poluicdo sobre a biota associada aela. Assim, segundo Klobucar et al., 2003; Egito
et al. (2007) os dados obtidos em ensaios biologicos completam as avaliagdes quimicas e fisico -
quimicas, permitindo um melhor diagndstico sobre os possiveis riscos que os contaminantes

possam promover a saude ambiental.

A amostra de TF foi analisada quimicamente pela empresa Analytical Technologies/SP
e os resultados estdo expressos na tabela 3, tendo como base a norma de referéncia USEPA

6010C (2007).

Tabela 3 - - Caracteriza¢dao quimica da torta de filtro no inicio e no final dos testes

VALORES ORIENTADORES
(CETESB) (mg/kg)

TORTA DE FILTRO (mg/kg)

Parametros — —
Analise Analise Ref Prev Interv
Inicial (TO) final(T2) ' ' '
Cd <2,55 <1,29 <0,5 1.3 3
Co <3,83 <1,93 13 25 35
Cr 30,6 18,3 40 75 150

Ni <5,10 <2,58 13 30 70
Pb <5,10 <2,58 17 72 180
Zn 177,2 43,1 60 300 450
Cu 51,3 22,2 35 60 200
Fe 8910,7 11743,6 - - -

K 45179 1239.4 - - -

P 2107,4 686,0 - - -
Mg 1369.,9 362,8 - - -
Na 62 47,8 - - -

COoT 88,6* 3,62* - - -

N 61224 330,35 - - -

TO = tempo inicial do experimento; T2 = tempo final do experimento; * Em porcentagem,

A torta de filtro tem sido proposta hd muito tempo como fertilizante natural de solos
agricolas (ROTH, 1971), devido a sua composi¢ao altamente rica em nitrogénio, fosforo e
outros elementos, como pode ser observado na Tabela 3.

Apbs o periodo de 6 meses de degradagdo, foi observado um decréscimo consideravel
na relagdo Nitrogénio/Fésforo e Carbono/Nitrogénio presentes na TF. Como esses elementos
sdo os principais nutrientes responsaveis pelo perfilhamento da cana-de-actcar e a deficiéncia
de fosforo pode limitar o crescimento da planta (DELGADO, 1973; FRAVET,2010), o uso da

TF como fertilizante poderia ser, entdo, nviavel. Singh e Sharma (2002) obtiveram resultados
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parecidos, quando utilizaram o processo de vermicompostagem. Os autores observaram uma
perda de 30,10 % a 26,48 % no teor de carbono organico total, nos primeiros 20 dias de
biodegradagao do composto TF + palha de trigo. Deste modo, apesar de ser rica em matéria
organica, a TF sofre, ao longo do tempo, uma decomposi¢do que diminui o seu potencial de ser
utilizada como fertilizante natural. Uma alternativa sugerida por Meunchang et al. (2005) seria
adicionar BCA a TF, pois esta mistura poderia promover uma conservacdo de nitrogénio no
meio, uma vez que ambos os compostos t€m o potencial para uso agricola. Segundo os mesmo
autores, a mistura de TF+BCA pode ajudar na manuten¢do de nitrogénio e reduzir a perda deste
composto no substrato durante o periodo de incubagdo, auxiliando os microrganismos do meio.

A diminuicdo dos pardmetros quimicos analisados, observada apos seis meses, pode ser
explicado pelo processo de biodegradagdo, corroborando as descricdes de Roth (1971), que
observou que a medida que os compostos organicos da TF sdo decompostos, as propriedades
fisicas, quimicas e microbioldogicas do substrato mudam. O tUnico elemento que apresentou
elevacdo em sua quantidade foi o ferro, fator este que pode ser explicado pela propria
degradagio dos 6xidos da ferro na TF (ALMEIDA JUNIOR et al., 2011), em fons de ferro da
TF degradada (GUPTA,2011), uma vez que a presenga de oxido de ferro dificulta a deteccao

do elemento no substrato.
3.2 Correg¢do de umidade e varia¢do de pH

Os valores dos pHs das associagdes de TF estdo apresentadas na tabela 4.
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Tabela4 - pHs das associa¢ées TF\solo\ BCA, segundo a norma ABNT NBR 15537

pHs das associacdes TF + Solo

Concentragao pH
Solo 3,4
5% 6,1
10% 6,1
25% 6,5
50% 7
75% 7
100% 7,5
pHs das associagdes TF + Solo + BCA
Concentracdo pH
5% 7,2
10% 7,3
25% 7,2
50% 7,5
75% 7,4

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaco de cana-de-agtcar

Foi observado que, a medida que se adicionou uma maior quantidade de TF ao solo,
houve um aumento nos valores de pH. Nossos resultados corroboram os observados por
Almeida Junior et al. (2011), onde os autores concluiram que a adicdo de TF no solo leva a uma
leve alcalinidade do solo, efeito este, provavelmente, decorrente da adicdo de cal, usado durante

o processo de clarificagdo, uma das etapas da fabricacdo de acucar.
3.3 Biodegradagdo pelo teste de Bartha e Pramer (1965)

O periodo de incubagao, para degradacdo das amostras das associacdes TF/solo/BCA,
pelo teste de Bartha e Pramer, foi de 112 dias, pois, para que o residuo solido fosse considerado
biodegradado, teve que ter seu volume reduzido em 30 %. As figuras 2 e 3, representam as
variagoes diarias da produgdo de CO2, medidas através de titulagdo e calculada conforme a
formula citada no item 2.4.1.5. Nas figuras 4 e 5, estdo representadas a producdo acumulada de
CO2, para todo o periodo de incubagdo. Ja na figura 6, estdio demonstrados as porcentagens de

diminui¢do na produgdo de CO2, ocorridos no processo de incubacao.
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Figural - Produgdo didaria de CO: das associagoes de TF, sem a adi¢do de BCA, durante o periodo de 112 dias de biodegrada¢do
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Figura2 - Produgdo didaria de CO: das associagoes de TF, com a adig¢do de BCA, durante o periodo de 112 dias de biodegradagdo
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Figurab - Avalia¢ao da diminui¢do na produg¢do de CO:2 nos respirometros

Nos graficos de biodegradagdo (figuras 2 e 3) nos 30 primeiros dias apresentou uma
biodegradacao ascendente, ja no 34° dia as associagdes apresentaram uma queda na produgdo
de COg, isso deve-se a biodisponibilidade de matéria orginica que pode ter diminuido, porém
nos dias procedentes houve um aumento na producdo de CO2novamente, a biodisponibilidade
de nutrientes e a variagdo de micro-organismos presentes em todo processo de biodegradagdo.

A biodegradagdo do composto foi efetiva pois na figura 6 demonstra a eficiéncia da
biodegradag¢do de acordo com as associa¢des testadas.

De acordo com Rasul et al. (2008), a TF ¢ uma fonte potencial de matéria organica, pois
contém grandes quantidades de carbono organico. Como h4 uma grande quantidade de matéria
organica a ser degradada, a atividade microbiana ¢ ntensa, fato observado pela grande producao
de CO2. Uma vez que a matéria organica vai sendo degradada, a sua quantidade diminui e isso
faz com que ocorra uma diminui¢do da atividlade microbiana e a consequente dimmnui¢do de

CO2 produzido.

3.4 Teste de toxicidade aguda com o organismo teste E. andrei

Segundo Loureiro et al. (2005), os bioensaios podem ser ferramentas muito Uteis para
avaliar a qualidade de solos e medir o potencial tdxico de alguns contaminantes. Além disso,

existem testes padronizados de toxicidade aguda e cronica, com organismos como por exemplo
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a minhoca, para se avaliar a ecotoxicologia de solos. Testes de toxicidade com minhocas sdo,
segundo Zhou et al. (2007) ferramentas Uteis na avaliacdo de risco de ambientes terrestres. Esses
mesmos autores afirmam, ainda, que testes com diferentes niveis hierarquicos devem ser feitos
para poder se avaliar a letalidade, subletalidade e mudangas no comportamento. O teste para se
avaliar a letalidade seria representado pelo teste de toxicidade aguda e o teste para avaliar
alteragdes no comportamento seria o teste de fuga.

Pelo teste de toxicidade aguda, foi observado que a concentracdo que causa a morte ou
imobilizacdo de 50 % (CLso) dos organismos expostos aos substratos, para as amostras no TO0,
calculado pelo método SPEARMAN-KARBER (HAMILTON, 1977), apresentaram valores
similares entre si. Foram encontrados os valores, de CLso, para 14 dias, de 17 % e de 18 % de
TF, para as concentragdes sem a adicdo de BCA e com a adicdo de BCA, respectivamente.
Apesar do CLso ser quase o mesmo, foram observadas algumas diferengas no comportamento
dos organismos expostos as associagdes com e sem BCA. Nas concentragdes de 5 % TF + solo
e em todas as concentragdes contendo TF + solo + BCA, os organismos-testes permaneceram
no iterior do solo. Nas amostras contendo somente TF + solo, os organismos-testes
permaneceram nas paredes do recipiente teste, fato este que talvez possa ser explicado pela
mfluéncia datorta de filtro na permeabilidade do solo e a consequente capacidade de penetragao
das minhocas neste solo, pois, segundo Korndorfer e Anderson (1997), a TF ndo apresenta
efeitos danosos ao solo em que ¢ aplicado. No entanto, estes mesmo autores afrmam que
quando a TF ¢ aplicada em altas concentragdes, ela pode afetar as taxas de permeabilidade e
mfiltracdo do solo.

As concentragdes de 50 e 75 %, tanto de TF + solo como TF + solo + BCA, apresentaram
toxicidade elevada. Todos os organismos expostos a amostra bruta (100 % TF) para TO,
morreram apos 5 mmnutos de exposicdo. Também foi detectada toxicidade para a concentragdo
de 50% TF + BCA obtida no T2, mostrando-se uma toxicidade dose independente, que pode
ter sido causado pela biodegradacdo dos compostos da TF ou pela capacidade desta agregar
compostos em sua estrutura. Em T1, as associacdes ndo apresentaram a mesma toxicidade de
TO e, por isso, consequentemente, ndo foi possivel realizar o calculo do CLso. Nas Figuras 7 e
8, estdo representadas as porcentagens dos individuos mortos ou imoveis, encontrados em TO.
As figuras 9¢e 10, e 11 e 12, trazem os resultados para T1 e T2, respectivamente. Foi avaliado
o comportamento e o peso de todos os individuos submetidos aos testes, sendo observado, como
citado anteriormente, somente alteragdo de comportamento para TO. Quanto ao peso dos
individuos, ndo houve alteragdo significativa dos grupos testados para TO. Para T1, houve uma

perda de peso de 20 %, em média, enquanto que para T2, houve um ganho de 32 % de peso.
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Figura6 -Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo, para T0
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Figura8 - Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo, para T1
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Figurall - Teste de Toxicidade Aguda da TF + Solo + BCA, para T2

Como houve uma dimnuicdo da toxicidade da TF, ao longo do periodo de
biodegradagdo, a toxicidade micial da TF pode estar relacionada aos altos indices de matéria
organica, uma vez que quando ha uma quantidade excessiva deste composto a sobrevida de

alguns organismos, como E. Andrei, pode ser alterada. Além disso, segundo Pemnjnenburg et al.
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(1999), efeitos toxicos causados por qualquer caracteristica do solo, incluindo a presenga de
metais e outros toxicantes e a fatores como pH, podem afetar o comportamento de minhocas.

Outro fator que pode ifluenciar na toxicidade da TF ¢ o pH, pois, segundo Firme
(2005), o aumento de pH do solo, causado pela adicdo de torta de filro, possiilita uma
mudanga de comportamento de metais toxicos como, por exemplo, o cadmio. Segundo Casarini
et al. (2001), os valores de cddmio estabelecidos pela CETESB (Companhia de Tecnologia e
Saneamento Ambiental do Estado de Sao Paulo) para solo de referéncia ¢ de <0,5mg/Kg; alerta
3mg/Kg e intervencdo agricola 10mg/Kg. Em nossas avaliagdes, foi observado um valor inicial
de cadmio, na TF, de <2,55mg/Kg, posicionado entre os valores de referéncia e de alerta. O
cadmio se acumula no tecido cloragbgeno sob a forma de granulos, que fica ao redor do trato
digestivo de minhocas (MORGAN E MORRIS, 1982; LI et al,, 2009), e acaba nduzindo a
formagdo de metalotioneinas (DABRIO et al, 2002). O cadmio pode mterferir na distribuicao
geografica e na reprodugdo das minhocas (REINECKE E REINECKE, 1996), nos processos
neurosecretorios  (SIEKIERSKA, 2003), na immunidade (HOMA et al, 2003) ¢ na
osmoregulacdo (REINECKE et al, 1999). Em um estudo realizado por Fourie et al. (2007),
com 5 espécies diferentes de minhoca, expostas a diferentes concentragdes de cadmio, foi
observado que na concentracdo de S0mg/L, 50 % dos animais expostos morreram. Porém, neste
trabalho, foi observado que a concentragdo de cddmio dimmuiu ao longo do tempo e, deste
modo, a sua acdo toxica também diminuiu.

Ainda pela CETESB, os valores orientadores para cromo sdo de 40 mg/kg de referéncia,
75 mg/kg para prevengdo ede 150 mg/kg para intervengdo agricola. Ja para as zinco, esse valor
¢ de 60 mg/kg de referéncia, 300 mg/kg para prevengdo e de 450 mg/kg. Na amostra micial,
esses valores estavam abaixo dos valores de referéncia. Estudos demonstram que o cromo pode
afetar a reproducdo dos organismos, onde as concentragdes acima de 100 mg’kg podem levar a
uma diminuicdo dareprodugdo. Para o zinco, a concentracdo de efeito reprodutivo ¢ para niveis
acima de 1000 mg’kg. (VAN; VAN GESTEL, VAN BREEMEN E BAERSELMAN, 1993;
SPURGEON, HOPKIN E JONES, 1994; VLIET; ZEE ¢ MA, 2005)

Para o cobre o valor de referéncia ¢ de 35mg/kg, 60mg/kg para valor de prevengdo e
200 mg/kg para intervencdo agricola. Na TF, os valores obtidos para este metal foi de 51,3
mg/kg, proximo ao valor de prevencao. Como o cobre promove a perda de peso, os dados de
toxicidade, registrados, neste trabalho, para perda de peso, podem estar relacionada com a
absor¢do de cobre, devido aos efeitos quelantes que este metal possui. Além da perda de peso,
o cobre pode promover uma diminuicdo significativa na produgdo dos ovos, em concentragdes

acima de 50 mg/kg, como demonstrada por Zhou et al. (2013). Estudo realizado por Van Gestel
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et al. (1989) mostraram este mesmo efeito, porém, apoés trés dias de recuperagdo, as minhocas
retornaram a producdo normal de ovos.

Outro fator que pode ser responsavel pela toxicidade da TF, seria o ferro. O ferro ¢ um
elemento essencial para o metabolismo dos seres vivos, mas, quando em quantidades
excessivas, pode se tornar uma ameaga para as cé¢lulas e os tecidos bioldgicos
(PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005). Esse metal possui potencial redox e, sob
condigdes aerdbicas, pode catalisar a formagdo de radicais nocivos (PAPANIKOLAOU;
PANTOPOULOS, 2005), que podem induzir estresse oxidativo nas células expostas e,

consequentemente, levar os organismos a morte.

3.5 Testes de Fuga, segundo a Norma da ABNT NBR ISO 17512-1

Segundo Loureiro et al. (2005), o teste de fuga € um teste inicial ou de triagem que serve
para uma avaliagdo rapida sobre a contaminacao do solo, por conferir informagdes que podem
determmar o real efeito dos contaminantes sobre os organismos expostos

Pelo teste de fuga, realizados neste trabalho, foi observado, paratodos os tratamentos (TO,
T1 e T2), que os organismos demonstram preferéncia pelas associagdes contendo TF, porém,

quando expostos as concentragdes mais altas de TF, os organismos morreram.

3.5.1 Teste de Fuga para TO (Inicio do experimento)

TF+ Solo (TO)
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Figura 12 — Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associa¢ées contendo TF +solo, para

oT0
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TF+ Solo + BCA (T0)
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Figura 13 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associagdes contendo TF + solo +

BCA, para o T0

Apesar das minhocas apresentarem preferéncia pelas associagdes de TF, foi observado
que, conforme houve um aumento na concentracdo da TF nas associagdes, a preferéncia passou
a ndo ser tdo acentuada, quando comparadas com as registradas para as associagdes com
concentracdo mais baixas. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que quanto maior a quantidade de

TF, maior a quantidade de matéria organica e de metais presentes no meio.

3.5.2 Teste de Fuga para o TI (3 meses de experimento)

TF+ Solo (T1)
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Figura 14 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associa¢oes contendo TF + solo, para

oTl.
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TF +solo + BCA (T1)
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Figura 15 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associa¢ées contendo TF + solo +

BCA, parao TI.

3.5.3 Teste de Fuga para o T2 (6 Meses de experimento)

Torta de Filtro + Solo (T2)
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Figura 16 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associa¢ées contendo TF + solo, para
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TF + solo + BCA (T2)
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Figura 17 - Resposta do teste de fuga com E. andrei, nas associagdes contendo TF + solo +

BCA, parao T2

Pelo teste de fuga, foi observado que, apds o periodo de biodegradacdo, o organismo-
teste E.andrei apresentou uma preferéncia pelas associagdes contendo TF, (figuras 13, 14, 15,
16, 17 e 18). Este aspecto ¢ de suma importdncia na interpretacdo dos mecanismos de
biodisponibilidade tanto de metais pesados quanto excesso de nutrientes para os oligoquetas, ja
que estes organismos absorvem o contaminante ndo somente via ingestdio de solo, mas
principalmente via cutanea (VIJVER etal., 2003).

Os resultados obtidos para os T1 e T2 indicaram que a concentracdo de 50 % de TF +
solo + BCA induziu uma alta incidéncia de morte, para T1, e a concentracdo de 75 % de TF +
solo levou, para T2, a uma rejeicdo do substrato com TF, por parte dos organismos, fato este
que pode ter sido ocasionado pela liberacao de compostos que ficaram biodisponiveis apos a
biodegradacao.

O teste de fuga pode ser utilizado como complementar ao teste de toxicidade aguda,
uma vez que se observa uma correlagdo entre diminuicdo da toxicidade e preferéncia dos
organismos, que pode ser explicado pelo fato de que as minhocas possuem quimiorreceptores
em seus protostomios e tubérculos sensoriais, que sdo capazes de detectar, com grande
sensibilidade, a presenca de substancias quimicas no solo (REINECKE et al., 2002).

Esta caracteristica, também ¢ explicada por Sousa et al. (2008), que utilizou de solos
contaminados com varios metais, indica que a preferéncia dos organismos ndo se devem

somente pela ncapacidade de quimiorreceptores em detectar alguns contaminantes ambientais
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a partir de misturas complexas, mas também pela grande afinidade da espécie por solos ricos

em matéria organica ou por compostos normalmente presentes em solos naturais contaminados.

4 CONCLUSAO

Muitos estudos vem sendo realizados no intuito de validar o uso da TF como fertilizante
natural de solos. A maioria deles analisa a composicdo quimica das associagdes da TF e solo e
avalia os efeitos dessas associagdes sobre a produtividade das culturas a elas expostas. No
entanto, poucos estudos foram feitos para se avaliar os efeitos destas associacdes sobre os
organismos expostos.

O organismo E. andrei se mostrou um excelente organismo teste para se investigar os
efeitos da TF e suas associagoes.

Pelos resultados deste estudo, foi observado que, a medida que aumenta o tempo de
biodegradagao, ha uma diminuicdo significativa da toxicidade da TF (associacdes de TF + solo
e TF + solo + BCA) para o organismo-teste E. Andrei, indicando que a biodegradagdo ¢ uma
metodologia indicada para diminuir a toxicidade deste composto.

Foi observado que a quantidade de TF a ser associada ao solo também ¢ um fator que deve
ser considerado. Dentre os bioensaios realizados com a TF, os que se apresentaram mais
adequados, entre todos os tempos testados, foram as concentragao de 10 % e 25 % de TF + solo.

Pelos resultados obtidos para a alteragdo de massa corporea dos grupos experimentados,
para o T1 e T2, foi observado que houve uma resposta coincidente com o teste de toxicidade
aguda, ou seja, uma melhor resposta para as associagdes de 15 e 25 % de TF + solo. Em ambos
os bioensaios realizados (massa corporea e teste de toxicidade) houve uma melhor resposta para
essas duas concentragdes de TF, apos o periodo de biodegradacao de 6 meses. Desta forma,
sugere-se que, para que a TF possa ser utilizada como fertilizante, ela deve passar por um
processo de biodegradacdo de, pelo menos, 6 meses, € que esta seja associada a solo, em
concentracdes de 15 a 25 %. Esses cuidados poderdo evitar possiveis impactos a biota exposta
a este composto € possiveis comprometimentos na produtividade da cultura onde for aplicada.
No entanto, mais estudos devem ser realizados, tanto com outros organismos como para
avaliagdo de outros endpoints, para se ter uma real compreensao dos efeitos da TF para os solos

e para os organismos e, assim, poder tomar decisdes adequadas sobre seu uso na agricultura.
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RESUMO
A cana-de-acucar ¢ uma das principais culturas agricolas do mundo, usada tanto para
producdo de agticar como de etanol, que € cultivada, principalmente, nos paises tropicais.
No Brasil, esta cultura esta entre as mais rentaveis, contribuindo com 3,4 % do produto
interno bruto (PIB), com uma produc¢do que ultrapassa os 659,850 milhdes de toneladas
processadas. Para toda essa producao, contudo, ha a necessidade de uma grande area de
cultivo, o que pode afetar, de varias formas, o meio ambiente. Entre os principais
impactos desta produgdo estd a alta geragdo de residuos, dentre eles a Torta de Filtro (TF),
a vinhaga e o Bagago de Cana-de-Actcar (BCA). A TF ¢ um residuo produzido em larga
escala, que possui altas taxas de matéria organica e variados micronutrientes, usada, hoje,
como substituto de adubos quimicos. Existem varios estudos comprovando o potencial
deste residuo como adubo natural, mas ndo hé estudos que avaliem a sua influéncia sobre
a biota endémica do local onde ele ¢é aplicado. Dentre os componentes da TF, estdo alguns
metais que tém efeitos reconhecidamente biotoxicos. Devido a esta problematica, este
estudo avaliou, por meio de ensaios com o organismo teste Allium cepa, os efeitos
ecotoxicogenéticos da TF, pura e em associagdes com solo e com BCA. Para estes testes
foram utilizadas 7 associagoes de TF + solo ¢ 6 associagoes de TF + solo + BCA, testadas
em 3 diferentes tempos: inicial (T0); 3 meses de biodegradacao (T1); e 6 meses de
biodegradacao (T2). Os ensaios foram realizados diretamente em substratos sélidos
dessas associagdes € nos extratos aquosos das mesmas. Foram avaliados os indices de
citotoxicidade (pelos indices mitdticos-IM e de morte celular), de genotoxicdade (pelo
teste de aberragoes cromossomicas-AC) e de mutagenicidade (pelos teste do
micronucleo-MN, e de quebras cromossdmicas). As associagdes com as concentragoes
mais elevadas de TF induziram AC e diminui¢do do IM, além de potencial mutagénico
para a concentragdo de 75 % de TF+solotBCA. As amostras do T1 apresentaram
potencial citoxico maior do que as do TO. Para as amostras de T2, as associagdes de TF
+ solo + BCA ndo mostraram nenhum efeito toxico. Os resultados indicam que o tempo
de biodegradacdo de 6 meses foi suficiente para atenuar os efeitos toxicogenéticos
induzidos pelas maiores concentracdes da TF.

Palavra-chave: citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade, aberracdes

cromossomicas.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar € uma das principais culturas do mundo, devido a produgao de
etanol e de agticar. O Brasil, conhecido mundialmente pelo seu potencial agricola, tem
como um dos seus principais cultivos a cana-de-agucar, cuja produgdo de etanol e acucar
compreende 3,5% do produto interno bruto (PIB) nacional (FRAVET, 2010). Para a safra
de cana-de-acucar de 2013/14, estima-se que sejam utilizados, aproximadamente,
8.810,79 mil hectares, que correspondera a uma producdo de 659,850 milhdes de
toneladas da cultura (CONAB, 2013).

A vinhaga, o0 BCA e a TF apresentam altos indices de matéria organica e varios
tipos de nutrientes em sua composi¢ao, o que permitem que sejam reutilizados no campo
como fertilizantes (subprodutos do dlcool e do agucar). Estes subprodutos conferem uma
reposicao dos nutrientes no solo, além de melhorar a aerag@o e fornecer as caracteristicas
necessarias para melhorar o crescimento da cultura (PAHTA et al. 2006).

A TF, residuo gerado durante o processo de clarificagdo do caldo de cana, ¢ um
dos principais subprodutos utilizados na cultura da cana-de-agtcar. Sao gerados cerca de
30 a 40 kg de TF para cada tonelada de cana-de-agticar processada, podendo chegar a 26
milhdes de toneladas geradas na safra de 2013/2014 (CONAB,2013). Além das suas
qualidades nutricionais para o solo, a TF pode conter alguns metais com potencial toxico,
como zinco, cobre, cadmio, cromo, niquel e outros (GUPTA, TRIPATHI e
BALOMAJUMDER, 2011).

Ensaios realizados com vegetais superiores s3o eficazes na avaliacdo da
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de diversas substidncias quimicas
(RANK et al., 2002). Dentre estes vegetais, a espécie Allium cepa tem sido considerada
um eficiente organismo-teste para estudos dos mecanismos basicos de acdo de
contaminantes ambientais (FISKEJO, 1985; BUSITRA ATEEQ et al., 2002;
FERNANDES et al., 2007; 2009), bem como para a comprovagao da efetividade do
processo de biodegradacao (MAILA; CLOETE, 2005; MAZZEO et al., 2011), sendo
rotineiramente, utilizada para a avaliacdo da poluicao ambiental (FERNANDES, 2007;
HOSHINA e MARIN-MORALES, 2009; LEME, DE ANGELIS e MARIN-MORALES,
2008; LEME e MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009; SRIVASTAVA;
MISHRA, 2009; MAZZEO, FERNANDES ¢ MARIN-MORALES, 2011;VENTURA-
CAMARGO et al., 2011; BIANCHI, ESPINDOLA ¢ MARIN-MORALES, 2011,
HERRERO et al., 2012).
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Este organismo tem como caracteristicas principais a sua cinética de proliferacao,
o crescimento rapido de suas raizes, o grande numero de células em divisdo, sua alta
tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, sua disponibilidade durante o ano todo, seu
facil manuseio, cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho
(QUINZANI-JORDAO, 1987; RANK; NIELSEN, 1998; PATRA; SHARMA, 2002;
MATSUMOTO et al.,, 2006), além de serem facilmente corados e observados em
microscopia de luz (KURAS et al., 2006), caracteristicas essas essenciais para um
bioindicar de toxicidade genética. Assim, essa espécie ¢ considerada um importante
organismo-teste para avaliagdes ambientais, por responder adequadamente a acdo de
muitos agentes genotoxicos/mutagénicos conhecidos (EVSEEVA et al., 2003

A determinagdo da frequéncia de aberracdes cromossomicas (AC) e de
micronticleos (MN), durante a mitose em células meristematicas de 4. cepa, consiste em
um método facil para se determinar os mecanismos de a¢do de diversos compostos
genotoxicos e mutagénicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO,
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011), inclusive para se determinar o impacto
sofridos pelos ambientes aquaticos (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA;
MARIN-MORALES, 2009; LEME, ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008) ¢ terrestres
(SOUZA et al., 2009; 2013).

Devido a indicagdo da presenga de compostos toxicos na TF e a falta de
informagdes sobre os efeitos toxicologicos deste residuo agroindustrial, hd a necessidade
de se entender, detalhadamente, a composi¢do quimica e as propriedades fisico-quimicas
da TF, além de avaliar o potencial toxico, citotoxico, genotdoxico e mutagénico deste
composto, para se determinar o nivel de influéncia que esse subproduto da cana-de-agucar

pode induzir em sistemas biologicos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material Biologico
Neste estudo foram utilizadas sementes de 4. cepa (2n = 16 cromossomos), de um

mesmo lote e mesma variedade (baia periforme).

2.2 Compostos avaliados

Foram avaliados neste trabalho dois residuos agroindustriais, a torta de filtro (TF)
e o bagago de cana-de-agticar (BCA), ambos derivados do processamento da cana-de-
agucar, para producdo de alcool e agucar. Esses residuos foram gentilmente fornecidos

por uma empresa sucroalcooleira da cidade de General Salgado-SP, Brasil.
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2.3 Preparacdo das amostras

A TF foi peneirada em uma mesa agitadora, com peneira de granulometria de 2
mm, conforme exige a Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:2010.

Para o preparo do solo, foi necessario estimar, primeiramente, 0 seu peso seco.
Para isso, foram pesados 10 g do substrato, antes e apds a secagem em estufa com
temperatura aproximada de 105°C. O célculo do peso seco do substrato foi realizado

conforme ABNT (2007), sendo utilizada a férmula:

Equacdo 1 - Calculo da umidade inicial do solo controle e das associagéoes de TF

. o (Peso umido — Peso seco)
Umidade Inicial (%) = x 100
Peso Seco

Para o calculo da capacidade de retengdo de agua, foram pesados 250 g de TF, que
foram dispostos em um funil coberto com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados
500 mL de agua destilada sobre este funil e sobre um outro funil recoberto somente com
papel de filtro, isto ¢, sem amostra. Apds 12 horas de drenagem da agua pelos funis, foram
avaliados os volumes finais de dgua drenada para ambos os funis. Pela diferenca de
volume entre eles, foi calculada a quantidade de dgua que ficou retida no substrato. O
mesmo foi realizado para o solo controle.

Para que as amostras pudessem ser preparadas e avaliadas, quanto a sua
biodegradacao, houve a necessidade de ajustar a umidade da TF (que estava em torno de
27%) e do solo controle (que estava em torno de 18%). Para o calculo da umidade final
foi feita a média da umidade da TF e do solo, para que o valor da umidade final fosse
corrigido para 65%, com a adi¢do de agua, conforme a norma NBR 15537 (2007),

apresentada na tabela 1.
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Tabela 1 -Ajuste do teor de umidade das varias concentragdes utilizadas no teste

72

Método Baseado na NBR 15537 (2007)

Massa imida substratol (g) 750
Teor de umidade (%) 65
Volume 4gua calculado (mL) 150
Massa seca do substrato (g) 600
Consisténcia final Pastosa

Obs. 1 - Massa umida recomenda pela ABNT (2007).
Fonte: Adaptado de ABNT NBR 15537 (2007).

ApOs o célculo para corre¢do da umidade, foi determinado o volume de 150 mL
de 4gua e 600 g de massa total do substrato seco, totalizando 750 g de massa umida final.

O pH do substrato, que variou de 6,0 a 7,5, foi medido em uma mistura de
substrato e dgua destilada (na proporcdo de 1:5, respectivamente), previamente
homogeneizada por agitacao de 12 horas, seguida de repouso de mais 12 horas.

O solo usado como controle foi coletado no jardim experimental do IB/Unesp —
Campus de Rio Claro, por ser considerado isento de contaminantes (MAZZEOQO, 2013).

Foram preparadas 13 diferentes associagdes entre TF, solo e BCA, conforme
descrito na tabela 2

Tabela 2 - Propor¢do de TF/solo/BCA, para o preparo das diferentes concentragbes

Concentracao TF Solo BCA Massa total
em TF (Kg) (Kg) (Kg) (Kg)
0% 0 8 0 8
5% 04 7,6 0 8
10% 0,8 7,2 0 8
25% 2 6 0 8
50% 4 4 0 8
75% 6 2 0 8

100% 8 0 0 8
0% 0 7,6 0.4 8
5% 0,4 7,2 0,4 8

10% 0,8 6.8 0.4 8
25% 2 5,6 0,4 8
50% 4 3,6 0,4 8
75% 6 1,6 0,4 8

TF= Torta de Filtro; BCA=Bagaco de cana-de-agucar
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Para a realizagdo dos testes, as associagdes foram preparadas de acordo com a
Norma ABNT NBR NM ISO 3310-1:2010. O material foi processado e peneirado, ¢ a
capacidade de campo, umidade e retengdo de dgua foram calculadas. O solo utilizado foi
obtido no Jardim Experimental da UNESP — Campus Rio Claro/SP, onde o mesmo ¢
conhecido por ndo apresentar contaminacao antropica (MAZZEOQO, 2013).

Ainda, para cada tempo de tratamento (T1, T2 e T3) foram preparados
solubilizados a partir das associagdes, preparadas de acordo com a norma ABNT NBR
15628-2011. Para a preparagao do material solubilizado, foram pesados 250 g (peso seco)
de cada associacdo que, posteriormente, foram misturados a 1 L de dgua ultrapura, em
um béquer com capacidade de 2 L. Estas misturas foram mantidas em estufa com
temperatura de 24 + 2°C, por 7 dias. Decorrido este periodo, as associagdes foram

filtradas com membrana de 0,45 um de porosidade, para obtencao do solubilizado isolado.

2.4  Ensaio de Allium cepa

Para a realiza¢do dos ensaios com o organismo teste 4. cepa, foram utilizadas
placas de Petri forradas com papel filtro, onde foram acondicionadas, individualmente,
amostra de substratos solidos das diferentes associagdes ou dos diferentes solubilizados,
provenientes dos 3 tempos de biodegradagdo. Foram dispostas sobre este material
sementes de cebola, que foram levadas para germinar em incubadora, sob temperatura
controlada (24 + 2°C). Concomitantemente aos tratamentos, foi realizado o controle
negativo (CN) com dgua ultrapura e o controle positivo (CP), com metilmetano sulfonato
(MMS - Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), na concentracdo de 10 mg/L (ensaio de
clatogenicidade), e com o herbicida comercial Trifluralina, na concentragdo de 0,84 g/L
(ensaio de aneugenicidade). Quando as raizes atingiram 1,5 cm de comprimento (cerca
de 5 dias apos o inicio do ensaio), metade delas foi coletada e fixada em Carnoy (3:1 —
etanol/acido acético), enquanto o restante foi transferido para outras placas de Petri,
contendo apenas agua ultrapura, para um periodo de recuperacao de 48 horas.

Para a confecgdo das laminas, as raizes fixadas passaram por hidrolise acida com
HCl a 1IN, por 10 minutos a 60°C e, posteriormente, pela reacdo de Feulgen, com o reativo
de Schiff, por 2 horas. Posteriormente, as regides meristematicas das raizes de A4.cepa
foram seccionadas em lamina, recobertas com laminulas e, cuidadosamente, esmagadas
em uma gota de solucdo de carmim acético a 2%, para contracorar as células. As
laminulas foram removidas, posteriormente, em nitrogénio liquido e, as laminas, depois

de secas, foram montadas em resina sintética (Entellan®).
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Para a analise das AC, foram considerados diferentes tipos de anormalidades
(perdas, fragmentos, pontes, atrasos cromossomicos, entre outros) nas diferentes fases da
divisdo celular (profase, metafase, anafase, telofase). No entanto, para esta avaliagdo, as
diferentes aberragdes foram reunidas em um sé grupo, considerado como endpoint de
genotoxicidade. Para avaliar os efeitos mutagénicos, foram contabilizadas células
portadoras de MN ou de quebras cromossomicas. O indice mitético (IM), relacionado
com o nimero de células em divisdo e a frequéncias de células em processo de morte
celular (citoplasma e/ou nucleo vacuolizado, ntcleo heteropicnético, entre outros),
serviram como critério de avaliacao de citotoxicidade, constituindo um terceiro parametro
de avaliacao. A analise foi realizada pela contagem de 5.000 células por tratamento, 500
células por lamina, compreendendo um total de 10 laminas analisadas. A andlise
estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, aceitando a probabilidade de 0,05

para mostrar um efeito significativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A amostra de TF foi analisada quimicamente pela empresa Analytical
Technologies/SP e os resultados estdo expressos na tabela 3, tendo como base a norma de

referéncia USEPA 6010C (2007).
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Tabela 3 - Pardmetros fisico-quimicos obtidos no tempo 0 (inicio da biodegradacdo e no
tempo 2 (seis meses de biodegrada¢do), em comparagdo com os valores orientadores da
normativa da Decisao de Diretoria da CETESB, N° 195-2005-E

VALORES ORIENTADORES

TORTA DE FILTRO (mg/kg) (CETESB) (mg/kg)

Parametros - - -
Analise Inicial Anallse Ref. Prev. Interv.
(TO) final(T2)

Cd <2,55 <1,29 <0,5 1.3 3
Co <3,83 <1,93 13 25 35
Cr 30,6 18,3 40 75 150
Ni <5,10 <2,58 13 30 70
Pb <5,10 <2,58 17 72 180
Zi 177,2 43,1 60 300 450
Cu 51,3 22,2 35 60 200

Fe 8910,7 11743,6 - - -

K 4517,9 1239.,4 - - -

P 21074 686,0 - - -

Mg 1369,9 362,8 - - -

Na 62 47,8 - - -

COoT 88,6* 3,62* - - -

N 61224 330,35 - - -

TO: tempo inicial de biodegradagdo; T2: apos seis meses de biodegradacio;

O pH das amostras foi aferido de acordo com a norma 9040C da USEPA, sendo
obtido valores de 5,55 e 4,74 para a amostras inicial e final, respectivamente. Como o pH
do solo influencia na disponibilidade dos micronutrientes para as plantas, ¢ importante
manter o valor de pH dentro da faixa ideal para o solo correspondente. De acordo com
Schimitz et al. (2002), o pH ideal varia de acordo com o tipo do solo: solo de base mineral
deve ter pH entre 6 e 7 e solo de base organica deve ser entre 5.2 ¢ 5.5. Sendo assim, a
introducdo de TF no solo levou a valores de pH considerados de normal a baixos, o que
pode indicar que a introducdo de TF em solos agricultaveis pode conferir acidez ao
sistema edafico, o que pode, inclusive, tornar necessaria uma correcao de pH pelo
processo de calagem.

Apo6s 6 meses de biodegradacao, houve uma diminui¢ao dos compostos quimicos
analisados, exceto para o Fe, que aumentou. Como padrao para comparagao de valores,
foram utilizadas as quantidades de metais presentes no solo, com os limites estabelecidos
pela normativa da CETESB, N° 195-2005-E, que estabelece valores de referéncia de
qualidade (VRQ), valores de prevencao (VP) e valores de intervencdo (VI). VP serve

como referéncia para disciplinar a introdug¢ao de substancias no solo e, se ultrapassado,

75



ARTIGO II

deve ser realizado um monitoramento da qualidade deste solo. Sendo assim, observa-se
que nenhum valor obtido na analise quimica, antes e depois da biodegradacao, supera o
VP pré-estabelecido pela CETESB. A partir dos dados obtidos nas andlises quimica,
acredita-se que a TF possa ser utilizada na agricultura, desde que os valores de
micronutrientes sejam monitorados constantemente, conjuntamente com a propria
constituicdo quimica do solo, a fim de se evitar efeitos toxicos as plantas e aos outros
organismos presentes.

Apds a realizacdo dos bioensaios, foram obtidos os resultados de aberracdes
cromossomicas (AC — critério de genotoxicidade), os de micronucleos (MN) e quebras
cromossomicas (critério de mutagenicidade), os de morte celular (critério de
citotoxicidade), além de serem calculados os indices mitdticos (.M. — critério de
citotoxicidade). Os resultados obtidos com 4. cepa nas diferentes associagdes de
substratos solido, antes da biodegradacdo, no tempo 0, estdo apresentados na tabela 4.
Nesta tabela 4 também ¢ possivel verificar os resultados do ensaio de recuperacao e dos
ensaios realizados com o material solubilizado.

Observa-se que, em relagdo a citotoxicidade, o controle do solo (CS) e o controle
do bagaco de cana-de-agucar (CBCA) interferiram significativamente na frequéncia de
células em divisdo celular, ambos inibindo o indice mitotico das células meristematicas.
Esse efeito foi verificado para as exposigoes realizadas nas associagdes das amostras em
substratos solidos, nos solubilizado e nos ensaio de recuperagdo, exceto para o CBCA.
Apesar da inibi¢ao causada, nenhum destes controles (CS e CBCA) foi capaz de induzir
morte celular em quantidades significativas. Também foi verificada diferencga
significativa de morte celular para a amostra de 75 % TF, em seu estado solubilizado.
Provavelmente, nesta associacdo, houve uma maior extracdo dos compostos presentes na
TF, cujos compostos induziram a atividade citotoxica.

Houve inibi¢ao do indice mitotico para a associagao dos substratos sélidos de 5 %
TF e de 75 % TF. Porém, nao foi observada essa inibi¢ao para as associacdes de 100 %
TF, 50 % TF + BCA e 75 % TF + BCA neste mesmo tipo de substrato. Os IM também
diminuiram, apds o ensaio de recuperagdo e apos a exposi¢do das sementes ao material
solubilizado. Provavelmente, nestas associagdes, existam contaminantes hidrossoluveis
com atvidade citotoxica ou inibidora de divisdo celular. Uma das possiveis causas da
diminuicao do IM pode estar relacionada a presenca de cobre na amostra, como observado
nas analises quimicas, pois, segundo as observagoes de Terzi (2009), a presenga de sulfato

de cobre no meio inibe o processo de divisdo celular de meristemas de A4.cepa. Neste
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estudo o autor testou varias concentragdes de sulfato de cobre (1-2 ppm) e notou uma
relagdo inversamente proporcional entre a concentragdo deste composto € o indice
mitotico. A inibi¢do do crescimento radicular e o aparecimento de raizes atrofiadas
indicaram o atraso de crescimento e, consequentemente, um potencial citotoxico.
Dimitrova e Ivanova (2003) relataram que alguns metais inibem o crescimento das raizes
de algumas espécies de plantas. Wierzbicka (2004) expds raizes de A. cepa a varias
concentragdes de chumbo, por 48 horas, seguido por 72 horas de recuperacdo. Apos as
48 horas de exposi¢ao ao chumbo, as radiculas apresentaram inibi¢cdo de divisao celular,
porém esta foi normalizado apo6s 72 horas de recuperagao.

Dovgaliuk, Kaliniak ¢ Blium (2001) compararam os efeitos de seis sais, formados
pelos diferentes ions metalicos (Cd, Pb, Ni, Al, Cu e Zn), com base nas analises de células
meristematicas de cebola. Dentre os compostos investigados, o niquel apresentou uma
forte atividade antimitotica, além de promover um aumento no percentual de atrasos
cromossomicos, anafases multipolares e C-metafase, quando comparado com o teste
controle. Estes mesmos efeitos foram também observados por outros autores (FISKESJO,
1981; FISKESJO, 1988; BORBOA; DE LA TORRE, 1996; STEINKELLNER et al,
1998; YI, WU e JIANG, 2007; MIGID, AZAB e IBRAHIM, 2007). Além disso, esses
autores também mostraram uma relacdo dose-dependente, tanto para a inducdo de
micronucleos (MN) quanto para redugdo no indice mitotico (IM), demonstrando que o
teste com 4. cepa € sensivel para detectar a genotoxicidade de compostos metalicos.

O CS e 0 CBCA nao induziram AC nas células meristematicas de 4. cepa, nao
apresentando, assim, potencial genotoxico comprovado. Para as associagdes em
substratos solidos, nenhuma das associagdes induziu aberra¢des cromossomicas. O
mesmo ocorreu para as amostras dos solubilizados. No entanto, apds o ensaio de
recuperagado, as maiores concentragdes de TF (100 % TF, 50 % TF + BCA e 75 % TF +
BCA) induziram quantidades significativas de aberragdes cromossOmicas, quando
comparadas ao CN. Estes resultados indicam que as amostra do substrato s6lido possuem
composto/substancia com potencial genotdxico que, quando em concetracdes altas,
causam danos as células. Porém, esses compostos ndo sdo liberado pelo processo de
solubilizagdo, mas persistem na célula, agindo tardiamente nas mesmas.

Em relagdo ao potencial mutagénico, foi observado que os controles CS e CBCA
sdo isentos de agentes indutores de micronucleos e/ou quebras cromossomicas. Dos

tratamentos realizados, apenas a associagao em substrato sélido e o ensaio de recuperacao
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de 75 % TF, bem como o material solubilizado do 75 % TF + BCA tiveram resultados
estatisticamente significativos, em relagao ao CN.

O BCA tem caracteristica adsorvente (Souza, Moraes Santos e Morais Silva,
2009), podendo adsorver metais, como o chumbo e o niquel (SANTOS, FERRAREZI,
DRAGUNSKI, 2008). Costa Barbosa e Garcia (2010) utilizaram o BCA em pd para
adsorver metais de efluentes industriais, com o objetivo de descontaminar esse efluente.
Os autores comprovaram o 6timo poder adsorvente do BCA para metais, soluveis ou
como ions metalicos.

Dentre as associacdes testadas neste trabalho, observa-se que aquelas que
continham as menores concentragdes de TF, na presenca ou ndo de BCA, nao induziram
efeitos adversos ao organismo-teste A. cepa. Deste modo, estas concentragdes de TF,
parecem ser viaveis para seres usadas como fonte de nutrientes, mesmo sem passar por
processo de biodegradagao.

Depois de 3 meses de biodegradagdo (T1), foi realizada uma nova etapa de
experimentos, cujos resultados obtidos estdo apresentados na tabela 5. Na tabela 5 ¢
possivel observar que o CS e o CBCA nao induziram morte celular, mas, de modo geral,
foram capazes de inibir a divisdo celular. O CS apresentou inibi¢do de IM para os trés
tipos de exposi¢ao (substrato solido, solubilizado e recuperagdo), enquanto o CBCA
apresentou inibi¢do apenas para a amostra em substrato solido e para o solubilizado, ou
seja, o .M. do ensaio de recuperagdo nao sofreu alteragdo significativa. Nota-se que as
substancias potencialmente citotoxicas presentes no T0, nas amostras de CS e CBCA, nao
sofreram biodegradacao depois de 3 meses e continuaram afetando o desenvolvimento da
regido meristematica das raizes de 4. cepa.

Ainda em relagdo a quantidade de células em processo de morte, foram verificados
resultados significativos apenas para a amostra de substrato s6lido do 100 % TF e para o
solubilizado e o ensaio de recuperacao do 75 % TF + BCA.

Em relacdo ao .M., observam-se diversos resultados significativos dentre as
diferentes associagdes e tratamentos, quando comparados com o CN. As associacdes dos
substratos solidos de 5 % TF, 75 % TF, 5 % TF + BCA, 10 % TF + BCA e 50 % TF +
BCA, o ensaio de recuperacao de 25 % TF, 75 % TF, 10 % TF + BCA, 25 % TF + BCA
e 50 % TF + BCA, ¢ o solubilizado de 50 % TF, 75 % TF, 100 % TF, 5 % TF + BCA ¢
25 % TF + BCA foram capazes de induzir inibi¢cdo do IM. Quando estes resultados (T1)
foram comparados com aqueles obtidos antes do inicio da biodegradacdo (TO — tabela 5),

foi observado um maior potencial citotoxico para T1. Isto pode ser devido a presenca de
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substancias citotoxicas, talvez subprodutos provenientes do processo de biodegradagao,
com capacidade de induzir morte celular, ou ainda, inibir sua divisdo.

Uma das possiveis explicagdes para inibi¢do do desenvolvimento dos meristemas
pode estar ligada a biodegradagdo do BCA, pois ele tem o potencial de adsorver metais
e, conforme a biodegradagdo ocorre, ele pode disponibiliza-los no meio ambiente. Outro
fator, pode ser devido a biodegradacao da lignina presente em todas as células vegetais,
que gera compostos fenolicos que podem gerar compostos toxicos (BUDZIAK, MAIA e
MANGRICH, 2004; DE ANGELIS et al., 2005; BOLBOACAA e JANTSCHIB, 2013).

Em relacdo ao critério de genotoxicidade, os controles CS ¢ CBCA nao
apresentaram valores significativos, quando comparados ao CN, ou seja, aparentam ser
compostos isentos de agentes indutores de AC. Quanto & exposicdo as diferentes
associagdes, foram observados valores significativos apenas para o ensaio de recuperagdo
de 25 % TF, 50 % TF + BCA e 75 % TF + BCA. Por ser observada quantidade
significativa de AC apenas para esses tratamentos, podemos sugerir que algumas
substancias possam ter ficado retidas nas sementes e/ou nas raizes de 4. cepa, que
acabaram causando estes danos, pela persisténcia de acgdo. Provavelmente, estas
substancias precisem de um tempo maior de a¢do para afetar o organismo-teste, como
ocorrido nos ensaios de recuperagao por 48 horas.

Quanto ao potencial mutagénico, apenas o solubilizado da associacdo 75 % TF +
BCA apresentou quantidade significativa de MN e/ou quebras cromossomicas. Por este
resultado, infere-se que algumas substancias possam ser diluida durante a solubilizagdo e
penetrar no meristema, provocando estas alteracdes. Na figura 1 estam dispostas algumas

das alteragOes encontradas nas analises.
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Figura 1 - Células meristematicas de Allium cepa. A:Interfase normal; B: Profase normal; C:Metafase normal,
D: Anafase normal; E: Tel6fase normal; F: Interfase com broto; G: Interfase com MN; H: Profase com broto e
MN; I: Profase com MN; J: Nucleo lobulado; K: Célula binucleada; L: Anafase com quebra; M: Anafase com

ponte; N: Metafase com aderéncia; O: Metafase poliploide;

Além da possibilidade dos metais inibirem a divisdo celular, eles também podem
causar alteracdes cromossdmicas especificas (FISKESJO, 1988). Majer et al. (2002) cita
que a disponibilidade dos compostos presentes no solo depende do tipo de solo, referente
a sua acidez, o que poderia levar a uma atividade genotoxica. Isso se deve ao fato de o
pH influenciar a mobilidade dos ions metéalicos, além de outros fatores como a
distribuicdo do tamanho das particulas e o teor de carbono do solo. O zinco, por exemplo,
¢ capaz de induzir alguns efeitos cito e genotoxicos, como demostrado por Kumari et al.
(2011), onde as nanoparticulas de 6xido de zinco induzem efeitos clastogénicos. Como
as amostras estudadas apresentam um pH acido e metais, a toxicidade encontrada pode
estar relacionada com esses fatores.

J& o chumbo pode afetar o crescimento das radiculas de diversas plantas
consumidas pelo homem, inclusive a cebola, por se acumular nas células meristematicas.
Estudos realizados por Wierzbicka; Antosiewicz (1993) demonstraram que o chumbo
inibiu o crescimento das raizes de 20 espécies vegetais diferentes, em uma taxa de 5 a 36
%. Pelo menos 96,6 % de chumbo assimilado pelas plantas estava preso nos meristemas

radiculares, associado a parede celular ou armazenado em vactolos, demonstrando que o
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homem pode consumir chumbo que estava presente no solo e que fora acumulado nas
plantas. No entanto, em um trabalho realizado por Wierzbicka (1999), o autor demonstrou
que A. cepa € uma espécie com tolerdncia média a exposi¢ao chumbo, cujas células ndo
morrem devido ao acimulo deste metal.

Dentre os metais presentes na TF, o cddmio ¢ o que mais apresenta caracteristicas
relacionadas ao aparecimento de AC e MN e inibi¢ao de crescimento radicular. O caddmio,
por ter caracteristicas quimicas semelhantes ao Ca’*" e ao Zn?', entra em diversos
processos quimicos e bioldgicos, sendo capaz de alterar a homeostase de célcio in vivo,
mesmo em exposi¢des ambietais pouco significativas (SAPLAKOGLU; ISCAN, 1998).
Liu et al. (2003) relataram diversos trabalhos que demonstram a variedade de alteracdes
que o cadmio € capaz de provocar nos vegetais, devido a sua conhecida toxicidade e
solubilidade em agua. Esses autores ainda, demonstraram que a concentragdo € o tempo
de exposicao ao cadmio sdo fundamentais para alterar o crescimento e a integridade da
raiz de Allium sativum. Enquanto as frequéncias de C-metafases, pontes e quebras
cromossomicas progrediram, conforme o aumento da concentracdo de cadmio, o IM
decresceu na mesma propor¢ao. O mesmo resultado foi obtido por Seth et al. (2008), ao
avaliar a genotoxicidade do Cd sobre 4. cepa. Estes autores relacionaram a instabilidade
mitodtica a agdo do Cd sobre os fusos mitoticos, podendo inibir a divisdo celular, além de
induzir a formagdo de alguns tipos de AC. Ainda, estes mesmos autores sugerem que o
Cd poderia danificar o DNA da célula, por via indireta, dada pela indugao da formagao
de espécies reativas de oxigénio, causadores de estresse oxidativo. Ainda em seu estudo,
Seth et al. (2008) demonstra que depois de 24 horas de recuperacao, houve um declinio
de todos os endpoints. Os autores relacionam essa reducdo a um processo de
desintoxicacdo do vegetal, por meio da sintese vegetal de substancias quimicas capazes
de quelar o metal téxico presente nos vacuolos celulares.

O Cd, mesmo em baixas concentragdes, pode levar a uma reducao do crescimento
da raiz, pela diminuicdo da atividade mitética e da sintese de DNA, fatores estes
diretamente relacionadas ao alongamento do apice radicular. Unido a estas caracteristicas,
o Cd promove alteragdes nos microtibulos ou nas proteinas associadas a ele, interferindo
na integridade do citoesqueleto e, consequentemente, da célula (FUSCONI, GALLO,
CAMUSSO, 2007).

Pela apresentagdo dos resultados obtidos, apés um periodo de biodegradacao (T1),
observa-se que ainda as menores concentracdes de TF seriam passiveis de serem

aplicadas no campo, sem prejudicar a cultura e a biota local.
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Apobs 6 meses de biodegracao das associagoes, foi realizada uma ultima etapa de
exposicoes das sementes de A. cepa (T2) as amostras estudadas. Os resultados obtidos
estdo apresentados na tabela 6.

Quanto ao critério de citotoxicidade, foi possivel observar, novamente, que o CS
e o CBCA apresentaram indicios de morte celular e inibi¢do de divisdo celular. Apenas o
CS, no ensaio de recuperacao, foi capaz de induzir morte celular. Este efeito pode estar
realcionado a presisténcia de alguma substancia com caracteristica citotoxica, que atuou
somente apos o periodo de recuperagao.

Houve uma alteragdo significativa no .M. apds o ensaio de recuperacao do CS e
do CBCA, além de uma inibi¢do também significativa provocada pelo solubilizado do
CBCA. A partir destes resultados, e daqueles apresentados nas tabelas 4 e 5, evidencia-
se que, tanto o CS quanto o CBCA possuem alguma propriedade ou algum componente
que seja responsavel por inibir a divisdo celular no meristema radicular de A. cepa,
reduzindo o [.M.

Pelos resultados obtidos, quanto a quantidade de AC, observa-se um potencial
genotoxico para a associagdo bruta de 50 % TF e para o ensaio de recuperagdo da
associacdo 100 % TF. Entretanto, os danos genotoxicos registrados ndo foram
persistentes e fixados nas células, ja que ndo foram observados valores significativos de
MN para estas associagdes. A associacdo de 75 % TF, apesar de ndo ter apresentado
nenhum resultado significativo de AC, foi o unico tratamento que induziu a formagao de
MN e/ou quebras cromossdmicas em quantidades significativas, tanto para a amostra em
substrato solido como para o solubilizado.

Estes resultados indicam que somente as menores concentragdes de TF podem ser
utilizadas na agricultura de maneira segura, pois mesmo com um periodo de
biodegradacao de 6 meses, semelhante ao que poderia ocorrer no campo, as associagdes
de maiores concentragcdes de TF foram capazes de induzir AC e MN. Ainda, podemos
sugerir que o BCA tenha tido uma participagdo importante no processo de reducao dos
compostos genotoxicos e mutagénicos da TF, por auxiliar na biodegrada¢do deste
residuo. Nos tempos TO e T1, as concentracdes maiores de TF foram capazes interagir
com a células, danificando seu material genético, mesmo quando associadas ao BCA. Ja
no tempo T2, quando a TF foi associada ao solo e ao BCA, nao foi observado esse

prejuizo.
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Visando avaliar a eficiéncia de biodegradagdo da TF pela biota do solo, foram
comparados também os valores de AC, de MN, de morte celular e o [.M. das diferentes
associagoes, em relagdo ao tempo de biodegradacao.

A partir da tabela 4 ¢ possivel observar que as menores concentracdes de TF (5 %
TF, 10 % TF e 25 % TF) ndo induziram quaisquer efeitos prejudiciais ao organismo-teste
A. cepa, tornando possivel seu uso na agricultura.

O periodo de biodegradacdo de 6 meses (T2) demonstrou ser suficiente para
atenuar os efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos induzidos pelas associacdes de
substratos solidos, preparados com as maiores concentragdes da TF. Pode-se inferir
também que o BCA auxiliou no processo de atenuagdo dos efeitos da TF, seja pela
adsorsdo de possiveis substancias toxicas ou pela colaboracdo na biodegradacao da TF,
uma vez que nenhuma das associagdes formuladas com a TF e o BCA apresentou indugao
de danos genotdxicos € ou mutagénicos, em nenhum dos tempos testados.

Os resultados obtidos, apds o ensaio de recuperagdo, em cada tempo avaliado,
foram comparados e apresentados na tabela 9. Apesar das associagdes em substratos
solidos das maiores concentracdes de TF ndo terem apresentado efeitos significativos de
genotoxicidade e mutagenicidade (tabela 7), quando as raizes foram submetidas ao
periodo de 48 horas de recuperagdo parece ter ocorrido um prejuizo na intergridade das
células meristematicas. Provavelmente, existam substancias na TF que necessitem de um
maior tempo para induzir alteragdes nas células de 4. cepa. Ainda, pode ter ocorrido que
a agua ultrapura, usada para a recuperacao do sistema bioldgico, tenha provocado uma
diluicao das substancias adsorvidas nas radiculas, o que pode ter facilitado a penetragao
desta no meristema radicular. Tal efeito nao foi observado para as menores concentragdes
de TF submetidas a biodegradacao por 6 meses (T2), ou seja, o processo parece ter sido
eficiente para a eliminagdo de substancias que poderiam interagir com 0s organismos
Vivos.

Quanto aos experimentos realizados com o material solubilizado das amostras,
observam-se efeitos danosos apenas para as maiores concentracdes de TF, presentes
principalmente em 75 % TF, 100 % TF e 75 % TF + BCA. Nas menores concentracdes,
ndo foram induzidos danos as células meristematicas, independente do tempo de
biodegradacdo das associacdes. Estes resultados indicam que as associagdes de menores
concentragdes de TF, na presenca ou auséncia de BCA, poderiam ser utilizadas em campo
de maneira segura, pois seu material solubilizado ou lixiviado ndo prejudica o

ecossistema. Sendo assim, imaginando uma situacao de aplicagdo em campo, mesmo que
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a amostra passe ou ndo por biodegradacdo e/ou sofra interferéncia de chuvas ou
irrigacdes, ndo haveria comprometimento da biota local, pois seu lixiviado estaria isento

de contaminantes.
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Tabela 4: Média de alteracdes observadas em células meristematicas de 4. cepa expostas aos diferentes tratamentos, no tempo 0.

Ensaio Controles Associagdes
CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF
- AB 0,96 £ 0,79 13,20 £ 5,22* 6,89 + 3,7* 2,39+1,49 2,70+ 1,73 3,63 £2,59 2,09+ 1,21 33+1,7 1,70 £ 0,88
é R 0,92 £ 0,76 9,45 + 3,98* 5,22 +5,19* 2,08 +1,69 2,56 + 1,41 1,67 0,86 2,09 +1,18 2,56 +2,08 4,05+ 1,91*
S 0,96 + 0,79 13,20 £522* 6,89 + 3,70* 1,55+ 1,26 2,07 +1,33 2,88+ 1,61 2,02+ 1,11 2,19+ 1,57 3,30 £2,42
o AB 0,09 + 0,27 578+1,71* 1536+556* 0,40 +047 0,19+ 0,41 2,13+2,17 0,48 + 1,2 2,33 +1,54* 0,09 + 0,28
2 R 0,00 + 0,00 548+ 158* 10,02+391*  0,18+0,37 0,35 + 0,46 0,09 + 0,30 0,50 + 1,27 2,56 +1,81* 2,10 £ 2,07
S 0,09 + 0,27 578+ 1,71* 15,36 + 5,56* 0,47 +1,23 0,63 +0,73 0,56 + 0,49 1,28 + 0,64 0,93 + 0,83 1,99 + 1,92
A AB 0,00 + 0,00 10,08 + 6,51* 2,09 + 4,05 1,29 £ 176 0,57 + 1,81 1,42 +£2,25 0,00 + 0,00 1,10+ 1,36 0,08 £ 0,26
-5' R 0,08 +0,26 7,35 + 4,81* 3,35 +3,50 0,46 £ 0,67 1,65 +2,57 0,10+ 0,32 0,00 + 0,00 1,15+ 1,41 0,00 £ 0,00
S 0,00 £ 0,00 10,08 + 6,51* 2,09 +4,05 0,00 £ 0,00 1,79 + 3,59 1,15 +2,04 3,58 +5,26 6,02 + 5,64* 1,41 £2.58
A AB  178,84+4831 13546+4291 178,05+70,38 109,05+ 13,81* 114,95+20,47 146,74 57,08 151,88 +39,09 97,13+ 13,39* 145,94 + 29,33
= R 188,32 +£32,19 26,26 +£5,55 138,28 £35,23 120,46 £ 17,70 153,77 +49,01 147,07+41,81 167,74+37,10 176,73 £37,32 147,63 £53,63*
B S 178,84 + 48,31 13546 +4291 178,05+70,38 142,43 +2448 137,88+29,09 125,54+39,03 126,24 +29,89 131,31+ 18,69 97,88 +10,96*
CS CBCA 5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA
= AB 2,44 £2.21 3,54+1,93 1,92 +£2,87 1,69 £ 1,26 1,65+ 1,69 2,5+2,57 3,57 +£2,61
g R 2,67 +1,91 1,47 1,62 1,10+ 1,22 1,87 1,27 1,33+ 1,16 424 +1,79% 5,69 + 4,32*
S 3,65+ 1,91 1,44 + 0,74 2,71 +2,78 2,10+ 2,61 2,18 + 1,26 2,94+ 1,56 2,66 + 1,06
o AB 0,53 + 0,74 0,69+ 1,17 0,43 +0,72 0,48 + 0,69 0,08 + 0,24 0,5+0,84 2,15+2,12
2 R 0,18 +0,38 0,18 + 0,58 0,29 + 0,66 0,08+0,26 0,080,026 0,19 + 0,41 0,17 0,37
S 0,42 + 0,71 0,18 +0,38 0,70 + 0,38 1,09 + 0,95 1,32+ 1,30 1,76 £ 1,19 2,91 +161*
; AB 2,01 +1,76 1,43 £2,57 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00 0,0£0,0 0,00 + 0,00 1,42 £2,56
-5 R 3,27+3,76 0,00 £ 0,00 0,10+ 0,31 0,83 0,99 1,07 +3,12 2,47+5,26 1,38 £ 1,37
S 0,89 + 1,29 0,18 + 0,39 0,52 +0,75 0,85+ 1,97 1,66 + 1,39 0,00 + 0,00 1,11 +1,38
A AB 93,84 +£8,07* 93,61 + 34,55* 126,11 £40,48 147,63 £53,63 176,76 +37,10 167,74+37,32 124,25+21,74
= R 98,82 + 12,00 129,54 + 25,99 129,82 + 36,58 118,46+ 12,15 105,12 + 16,67 107,45+ 15,91* 103,12 £ 19,71*
B S 178,84 +48,31* 100,30 + 22,60* 147,91 +20,80 131,32+ 17,44 123,08 +21,35 106,28 + 15,43* 98,46 + 14,65*

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagago de cana-de-agticar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagaco de cana-de-agticar; AB: associagdes brutas; R: ensaio de recuperagao; S: solubilizado; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade;
Cit.: citotoxicidade; I.M.: indice mitdtico; * significativo quando comparado com o CN — Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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ARTIGO I

Tabela 5: Média de alteracdes observadas em células meristematicas de 4. cepa expostas aos diferentes tratamentos, no tempo 1.

Ensaio Controles Associages
CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF
R AB 0,78 £ 0,76 13,31 £5,28* 9,42 + 4,94* 2,12+ 1,51 2,63 +2,18 2,90 + 2,49 2,67 2,39 1,79+1,2 2,37+ 1,72
é R 0,37 £ 0,40 12,35 £5,10* 7,90 + 4,68* 2,48 £ 1,49 2,67 +£2,05 3,34 +2,67* 2,09 +1,21 1,33+ 1,19 0,92 + 0,74
S 0,82 + 0,52 14,41 £ 7,41* 10,85 + 4,04* 2,12+ 1,37 1,81+ 1,29 2,50 +2,05 2,22+276 2,04 + 1,34 1,62 +0,8
R AB 0,30 £ 0,48 5,89 £2,12* 12,71 +7,7* 0,76 +0,76 0,00 + 0,00 0,74 +£ 0,79 0,73 £ 0,74 0,39 + 0,63 0,81 +0,79
g R 0,18 +£0,38 3,40 + 1,95* 11,58 £5,11* 0,45 + 0,62 0,64 +0,75 0,75 £ 0,89 0,48 + 1,20 0,09 + 0,28 0,10+ 0,30
S 0,00 + 0,00 6,91 + 2,78* 15,20 + 2,49* 0,46 + 0,65 0,38 = 0,64 0,73 + 0,95 1,13+ 0,97 0,71 + 0,72 0,09 = 0,29
AB 0,00 + 0,00 10,20 £ 6,60* 6,64 + 5,35* 0,96 = 1,29 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 3,46 + 4,46 3,84 + 2,68*
-5’ R 0,00 + 0,00 7,76 + 6,99* 5,01 =9,65 1,06 + 3,36 2,22 +4.83 1,81 +3,62 0,00 = 0,00 2,85+ 5,87 0,00 % 0,00
S 0,17+ 0,53 9,90 + 6,30* 6,98 + 3,85* 0,68 + 1,32 0,27 = 0,87 0,64 + 0,74 0,87 = 1,97 2,61 +2,89 5,37 £5,40
N AB 178,84 + 48,31 135,46 +42,91 178,05+ 70,38 109,05 + 13,81* 114,95 + 20,47 146,74 + 57,08 151,88 + 39,09 97,13 £ 13,39* 145,94 + 29,33
E, R 2,30 + 26,56 109,91 £19,63* 138,28 + 35,23 151,04 +£ 32,62 135,39 + 19,29 127,86 + 34,97* 151,88 + 39,09 91,13 £ 13,39* 93,61 + 14,45
S 171,64 + 25,06 180,23 + 43,58 130,99 + 20,37 148,84 + 17,74 137,73 £ 26,50 142,84 + 15,75 122,70 + 27,06* 102 + 6,85* 126,53 + 34,21*
CS CBCA 5% TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA
~ AB 1,06 + 1,01 1,96 + 1,20 2,88+ 1,74 2,40 + 1,80 2,79 + 1,87 3,52 +£2.,43 3,43+1,78
E R 2,20+ 1,48 2,78 + 1,86 2,32+2,02 2,72 +2,94 2,67 +1,53 3,11 £ 0,79* 4,36 £ 2,02*
S 1,54 + 1,20 1,09+ 1,19 0,95 = 0,79 1,85+ 1,24 2,13+1,24 2214152 2,44+ 22
R AB 0,48 £ 0,68 2,17 £2,29 1,91 £2,51 0,00 + 0,00 0,19 £ 0,40 1,85 +2,05 0,96 + 1,03
g R 0,46 = 0,67 0,19+ 0,41 0,37 + 0,48 0,46 = 0,66 0,65 = 0,99 0,38 = 0,49 0,19+ 0,41
S 0,46 + 1,17 0,26 + 0,58 0,09 + 0,29 0,67 + 1,29 0,65 + 0,76 1,24 + 1,09 1,52 +0,53*
AB 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,0+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 1,55+2,82 2,34+243
.5' R 0,20 + 0,63 0,64 + 2,02 0,09 + 0,29 2,44 +3,08 3,15+ 3,03 3,55+3,92 5,64 + 4,09*
S 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 3,25+3,78 0,00 + 0,00 6,73 £5,69*
; AB 180,23 £38,83* 97,97 + 12,92* 109,87 £ 23,45* 123,53 + 18,19* 126,15 + 20,25 102,68 * 28,59* 135,03 + 53,32
= R 133,53 + 18,69* 149,33 + 37,98 142,44 + 30,90 112,46 + 16,46* 109,11 + 28,04* 130,14 + 49,16* 178,84 + 48,31
B S 127,47 + 30,61 110,99 + 16,85* 112,09 £ 12,71* 141,17 £ 31,54 123,34 + 22,12* 132,72 £ 21,36 136,25 + 43,18

86

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagago de cana-de-agticar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagaco de cana-de-acgtcar; AB: associagdes brutas; R: ensaio de recuperagao; S: solubilizado; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade;
Cit.: citotoxicidade; I.M.: indice mitotico; * significativo quando comparado com o CN — Kruskal-Wallis (p < 0,05).



ARTIGO I

Tabela 6: Média de alteracdes observadas em células meristematicas de 4. cepa expostas aos diferentes tratamentos, no tempo 2.

Ensaio Controles Associagdes
CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF
. AB 1,94 = 1,49 13,50 + 5,85* 5,81+£5,67 1,67 0,97 3,5+£2,24 4,18 + 1,80 5,31 +1,44* 3,47 £2,07 2,96 + 1,91
g R 0,84 £ 0,67 10,03+ 7,17* 6,05 £ 3,81* 1,18 £ 0,84 2,48 +£1,89 1,76 £ 0,93 2,00 £ 0,94 1,42 +£0,97 3,29 +1,07*
S 1,37 + 0,89 12,87 +6,63* 342+260*  342+260 2,70 + 1,73 3,63 +2.,59 2,09+ 121 3,30+ 1,77 1,70 + 0,88
- AB 0,08 + 0,25 557 +1,28* 1526+6,49* 0,19+ 0,40 0,81 +1,19 0,75 + 0,96 0,37 + 0,65 2,52 +1,73* 0,36 + 0,46
2 R 0,17+ 0,37 6,32+2,59* 13,10+6,97* 0,53+ 0,61 0,38 + 0,49 0,09 + 0,29 1,27 0,98 0,66 = 0,78 0,09 = 0,29
S 0,36 +0,47 6,16 + 3,33* 9,64 + 5,25* 0,71 + 0,82 0,19 +0,41 2,13 +2,17 0,48 + 1,20 2,33 +1,54* 0,09 + 0,28
~AB 0,99 + 1,41 5,05+5,99 3,74 £ 5,01 0,00 + 0,00 3,20+ 1,99 1,56 + 2,64 1,99 £2,18 1,09+ 1,39 3,99 £ 7,03
'5 R 0,25+ 0,81 1,93 £4,21 424+ 593 0,64 + 0,86 0,62 + 0,74 0,09 + 0,29 1,10 £ 0,98 1,58 +1,58 2,03 +1,02*
S 0,19 + 0,60 6,03 +7,53* 7,53 + 6,94* 1,19+2.21 0,57 + 1,81 1,42 +225 0,00 £ 0,00 1,10+ 1,36 0,08 + 0,26
. AB 167,21+£34,62 142,63+129,54 154,12+67,86 168,97 +42,20 109,79 + 15,94* 158,15+38,7 148,70+37,92 157,82+61,10 125,96+ 19,80
= R 219,61 £27,38 179,03 £ 69,64 165,57 £59,65 164,38 +£2438 161,17 +44,48 170,12+30,96 149,71 +16,28 120,12 +26,08* 104,94 + 7,86*
B S 143,00 +21,82 131,03+11,79 147,60 +19,25 109,85+ 13,91 114,95+20,47 146,74 +57,08 151,88+39,09 91,13+ 13,39* 157,12+ 51,68
CS CBCA 5%TF+BCA  10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA
- AB 2,71 +£1,81 2,75+ 1,95 3,28 1,21 3,53 +£2,57 2,38 +2,10 291+2,13 4,13+3,14
g R 2,46 + 1,41 2,14+ 1,27 2,17 +1,27 2,33+ 1,84 1,81 + 1,85 2,97 +1,82 3,18 +2,18
S 2,74 + 1,34 1,96 + 1,45 1,92 + 2,87 1,22 1,49 1,65+ 1,69 2,50 +2,57 3,57 2,61
- AB 0,08 + 0,26 0,35 + 0,46 0,20 + 0,63 0,67 + 0,93 1,11 +0,95 0,56 + 1,01 0,62 +1,19
§ R 1,12+0,76 0,38 £ 0,67 0,57+ 0,93 1,58 + 0,76 0,17 +0,35 0,27 +0,44 0,55+ 0,48
S 0,10 + 0,30 2,17+2,29 0,43 +0,72 0,30 + 0,67 0,08 + 0,24 0,50 + 0,84 2,15+2,15
; AB 4,43 £3,17 2,88 +£2,83 0,37+ 0,65 1,11 £1,69 3,32+3,10 0,81 +0,97 2,88 +2,83
-5' R 4,47 + 4,84* 0,95+ 0,77 1,90 + 1,18 0,00 + 0,00 1,27 +£1,60 1,39+1,95 0,84+ 1,22
S 0,85 + 1,24 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,42 + 2,56
_ AB 170,84+36,52 121,39+31,6 155,93 +£29,12 130,20 +36,88 131,08 +£31,60 131,96 +20,08 121,39 + 20,53
= R 103,74 +12,03* 137,49 + 19,90* 134,76 + 24,33* 138,83 + 16,57* 112,03 + 35,05* 138,12 +57,27* 145,91 +31,89
B S 127,91 £ 26,96 97,97 + 12,92* 126,11 +40,48 147,63 + 53,63 176,73 +37,10 167,74 +37,32 124,25+ 21,74

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaco de cana-de-agucar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano sulfonato; TF:
torta de filtro; BCA: bagago de cana-de-agucar; AB: associa¢des brutas; R: ensaio de recuperagdo; S: solubilizado; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I.M.: indice
mitotico; * significativo quando comparado com o CN — Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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ARTIGO I

Tabela 7: Média de alteragdes observadas em células meristematicas de 4. cepa expostas aos diferentes tempos de biodegradagao das associagdes em substrato

solido.
Tempo Controles Associacoes
CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF
= TO 0,96 + 0,79 13,20 + 5,22* 6,89 + 3,7* 2,39+ 1,49 2,7+1,73 3,63 £2,59 2,09 £ 1,21 33+1,7 1,7+0,88
3 T1 0,78 £0,76 13,31+5,28* 9,42 £ 4,94* 2,12+ 1,51 2,63 £2,18 2,90 £2,49 2,67 £2,39 1,79 +1,2 2,37+1,72
T2 1,94+ 1,49 13,50 + 5,85* 5,81 +£ 5,67 1,67 £0,97 3,5+2,24 4,18+ 1,80 5,31 £1,44* 3,47 £2,07 2,96+ 191
o TO 0,09 +£0,27 578+1,71* 15,36 + 5,56* 0,4 +£0,47 0,19+ 041 2,13 £2,17 0,48+ 1,2 2,33+£1,54* 0,09 £ 0,28
§ T1 0,30 £0,48 5,89 £ 2,12* 12,71 £7,7* 0,76 £ 0,76 0,00 £ 0,00 0,74 £0,79 0,73 £0,74 0,39 £ 0,63 0,81 £0,79
T2 0,08 +0,25 557+1,28* 15,26 + 6,49* 0,19+ 0,40 0,81 £1,19 0,75 £ 0,96 0,37 +£ 0,65 252+1,73* 0,36 £ 0,46
) TO 0,00 + 0,00 10,08 + 6,51* 2,09 £ 4,05 1,29+ 176 0,57 £ 1,81 1,42 +£225 0,00 £ 0,00 1,10£1,36 0,08 £0,26
-5' T1 0,00 + 0,00 10,20 £ 6,60* 6,64 £ 5,35* 0,96 £ 1,29 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 3,46 £ 4,46 3,84 £ 2,68*
T2 0,99 £ 1,41 5,05 +5,99 3,74 £ 5,01 0,00 £ 0,00 3,20+ 1,99 1,56 + 2,64 1,99 +2,18 1,09 £ 1,39 3,99 +7,03
; TO 178,84 £48,31 135,46+4291 178,05+70,38 109,05+ 13,81* 114,95+20,47 146,74+57,08 151,88+39,09 97,13 +13,39* 145,94 +29,33
= T1 178,84 £48,31 135,46+4291 178,05+70,38 109,05+ 13,81* 114,95+20,47 146,74+57,08 151,88+39,09 97,13 +13,39* 145,94 +29,33
B T2 167,21 + 34,62 142,63 £ 129,54 154,12+ 67,86 168,97 +42,20 109,79 £ 15,94* 158,15+38,70 148,70 +£37,92 157,82+61,10 12596+ 19,8
CS CBCA 5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA
- TO 2,44 +221 3,54+ 1,93 1,92 +£2,87 1,69 £ 1,26 1,65 £ 1,69 2,5+2,57 3,57 +£2,61
g T1 1,06 £ 1,01 1,96 £1,20 2,88+ 1,74 2,40 £ 1,80 2,79 £ 1,87 3,52+£2,43 3,43 +£1,78
T2 2,71 £1,81 2,75+1,95 3,28+ 1,21 3,53 £2,57 2,38+£2,10 2,91 £2,13 4,13+£3,14
o TO 0,53 +£0,74 0,69 +1,17 0,43 +£0,72 0,48 £ 0,69 0,08 £ 0,24 0,5+0,84 2,15£2,12
§ T1 0,48 £ 0,68 2,172,229 1,91 +£2,51 0,00 £ 0,00 0,19+£0,40 1,85+£2,05 0,96 £ 1,03
T2 0,08+0,26 0,35+0,46 0,20 + 0,63 0,67 £0,93 1,11 +0,95 0,56 £ 1,01 0,62 +1,19
) TO 2,01+1,76 1,43 £2,57 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,0£0,0 1,42 £2,56
-5 T1 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,55+2,82 2,34 £2,43
T2 4,43 +3,17 2,88 +2,83 0,37 £ 0,65 1,11 +1,69 3,32+3,10 0,81 £0,97 2,88 +2,83
. TO 93,84 +8,07* 93,61 + 34,55* 126,11 +40,48 147,63 £53,63 176,76 £37,10 167,74 +37,32 124,25+21,74
= T1 180,23 +38,83* 97,97+ 12,92* 109,87 + 23,45* 123,53 +18,19* 126,15+ 20,25 102,68 + 28,59* 135,03 + 53,32
B T2 170,84 + 36,52 121,39 + 31,60 155,93 +£29,12 130,20+36,88 131,08+31,60 131,96+20,08 121,39 +20,53

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaco de cana-de-agucar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano sulfonato; TF:
torta de filtro; BCA: bagaco de cana-de-agticar; TO tempo inicial de biodegradacdo; T1 tempo apds 3 meses de biodegradacdo; T2 tempo de 6 meses de biodegradagdo; Gen.: genotoxicidade;
Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I.M.: indice mitotico; * significativo quando comparado com o CN — Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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ARTIGO I

Tabela 8: Média de alteragdes observadas em células meristematicas de A. cepa expostas aos diferentes tempos de biodegradacdo das associagdes, apos
recuperacao de 48 horas.

Ensaio Controles Associaches
CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF
. T0 0,92 +£0,76 9,45 + 3,98* 5,22 £ 5,19* 2,08 £ 1,69 2,56 £ 1,41 1,67 +£0,86 2,09+1,18 2,56 +2,08 4,05+1,91*
g T1 0,37 +£ 0,40 12,35+ 5,10 7,90 £ 4,68* 2,48 £1,49 2,67 +2,05 3,34 £2,67* 2,09 £ 1,21 1,33+£1,19 0,92 +£0,74
T2 0,84 + 0,67 10,03+ 7,17 6,05+ 3,81* 1,18+£0,84 2,48 £ 1,89 1,76 £ 0,93 2,00 £ 0,94 1,42 + 0,97 3,29 £1,07*
- 10 0,00 + 0,00 548 +1,58* 10,02+391* 0,18+0,37 0,35+£0,46 0,09 £0,30 0,50 + 1,27 2,56 £1,81* 2,10 £2,07
§ T1 0,18 £ 0,38 340+£1,95* 1158+511* 0,45+0,62 0,64 £0,75 0,75+0,89 0,48 £1,20 0,09 £ 0,28 0,10+ 0,30
T2 0,17 +£0,37 6,32+259* 1310+6,97* 0,53 +0,61 0,38 +0,49 0,09 £0,29 1,27 £0,98 0,66 = 0,78 0,09 £ 0,29
. TO 0,08 £0,26 7,35+4,81* 3,35+£3,50 0,46 + 0,67 1,65 £2,57 0,10 +0,32 0,00 £ 0,00 1,15+ 1,41 0,00 + 0,00
-5' T1 0,00 + 0,00 7,76 £ 6,99* 5,01 £9,65 1,06 +3,36 2,22 £4,83 1,81 +3,62 0,00 £ 0,00 2,85+ 5,87 0,00 + 0,00
T2 0,25+ 0,81 1,93 £4.21 4,24 +593 0,64 + 0,86 0,62 £ 0,74 0,09 £ 0,29 1,10 + 0,98 1,58 +1,58 2,03+ 1,02*
_T0 188,32 +£32,19  26,26+5,55 138,28 +35,23 120,46+17,70 153,77+49,01 147,07 +41,81 167,74+37,10 176,73 +37,32 147,63 + 53,63*
= T 2,30 £26,56 109,91 £19,63* 138,28 +35,23 151,04 £32,62 135,39+19,29 127,86+ 34,97* 151,88+39,09 91,13+13,39* 93,61 + 14,45
B T2 219,61 +2738 179,03+69,64 165,57+59,65 164,38 +24,38 161,17+44,48 170,12+30,96 149,71 +16,28 120,12 +26,08* 104,94 + 7,86*
Cs CBCA 5%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA
o TO 2,67+1,91 1,47 +£1,62 1,10+ 1,22 1,87 £1,27 1,33 +1,16 4,24 +1,79* 5,69 + 4,32*
3 T1 2,20 + 1,48 2,78 £1,86 2,32+2,02 2,72 +£2,94 2,67 +1,53 3,11+£0,79* 4,36 £ 2,02*
T2 2,46 £ 141 2,14+ 1,27 2,17 £1,27 2,33+ 1,84 1,81 + 1,85 2,97 £1,82 3,18+£2,18
- 10 0,18+ 0,38 0,18+ 0,58 0,29 £ 0,66 0,08 £0,26 0,08 £ 0,026 0,19+ 0,41 0,17+£0,37
§ T1 0,46 £ 0,67 0,19+ 0,41 0,37 £0,48 0,46 £ 0,66 0,65+ 0,99 0,38 +£0,49 0,19+ 0,41
T2 1,12+0,76 0,38 + 0,67 0,57 £0,93 1,58 £0,76 0,17 +0,35 0,27 + 0,44 0,55 +0,48
. T0 3,27+3,76 0,00 + 0,00 0,10+ 0,31 0,83 £0,99 1,07 £3,12 2,47+526 1,38 +1,37
6’ T1 0,20 + 0,63 0,64 £ 2,02 0,09 £ 0,29 2,44 +3,08 3,15+3,03 3,55+£3,92 5,64 + 4,09*
T2 4,47 + 4,84* 0,95+0,77 1,90 + 1,18 0,00 + 0,00 1,27 £ 1,60 1,39 +1,95 0,84+ 1,22
. TO 98,82+12,00* 129,54+25,99 129,82 +36,58 118,46+ 12,15 105,12+ 16,67 107,45+ 15,91* 103,12 + 19,71*
= Tl 13353+18,69* 149,33+3798 142,44 £30,90 112,46 +16,46* 109,11 + 28,04* 130,14 +49,16* 178,84 + 48,31
B T2 103,74 + 12,03* 137,49 + 19,90* 134,76 + 24,33* 138,83 + 16,57* 112,03 + 35,05* 138,12 + 57,27* 145,91 + 31,89

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagago de cana-de-agticar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagago de cana-de-agticar; TO tempo inicial de biodegradacdo; T1 tempo apos 3 meses de biodegradacio; T2 tempo de 6 meses de
biodegradacdo; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I,M,: indice mitotico; * significativo quando comparado com o CN — Kruskal-Wallis (p <

0,05).
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ARTIGO I

Tabela 9: Média de alteragdes observadas em células meristematicas de 4, cepa expostas aos diferentes tempos de biodegradacao das associagdes solubilizadas.

Ensaio Controles Associaches
CN CP-TRIF CP-MMS 5%TF 10%TF 25%TF 50%TF 75%TF 100%TF
- 10 0,96 + 0,79 13,20 +522*  6,89+3,70*  1,55+1,26 2,07 +1,33 2,88 + 1,61 2,02+ 1,11 2,19+ 1,57 3,30 £2,42
g T1 0,82 + 0,52 14,41 +741* 10,85+4,04* 2,12+ 1,37 1,81 1,29 2,50 + 2,05 2,22+276 2,04 + 1,34 1,62 + 0,8
T2 1,37 £ 0,89 12,87 £6,63* 3,42 £ 2,60* 3,42 £2,60 2,70+ 1,73 3,63 £2,59 2,09+ 1,21 3,30+ 1,77 1,70 +£ 0,88
- TO 0,09 £ 0,27 578+1,71* 1536+556* 0,47+1,23 0,63+0,73 0,56 +0,49 1,28 + 0,64 0,93 +0,83 1,99 + 1,92
§ T1 0,00 + 0,00 6,91+2,78* 1520+249* 0,46+0,65 0,38 £ 0,64 0,73 £0,95 1,13+0,97 0,71 £0,72 0,09 +£0,29
T2 0,36 +0,47 6,16 + 3,33* 9,64 + 5,25* 0,71 £0,82 0,19+ 0,41 2,13+£2,17 0,48 £1,20 2,33 +1,54* 0,09 £ 0,28
) TO 0,00 + 0,00 10,08 + 6,51* 2,09 £ 4,05 0,00 + 0,00 1,79 £ 3,59 1,15+2,04 3,58 +£5,26 6,02 + 5,64* 1,41 £2,58
-5' T1 0,17 £0,53 9,90 + 6,30* 6,98 + 3,85* 0,68 +1,32 0,27 £0,87 0,64 + 0,74 0,87 +1,97 2,61 £2,89 5,37 +£5,40
T2 0,19 £ 0,60 5,05+5,99 3,74 £ 5,01 0,00 + 0,00 3,20+ 1,99 1,56 + 2,64 1,99 £2,18 1,09 £ 1,39 3,99 + 7,03
; TO 178,84 £ 4831 13546+42,91 178,05+70,38 142,43 +24,48 137,88+29,09 125,54+39,03 126,24+29,89 131,31+18,69 97,88+ 10,96*
= T1 171,64 £25,06 180,23 +43,58 130,99 £20,37 148,84+ 17,74 137,73+26,50 142,84 +15,75 122,70 +27,06* 102 +6,85* 126,53 +34,21*
B T2  143,00+21,82 131,03+ 11,79 147,60+ 19,25 109,85+ 13,91 114,95+20,47 146,74+57,08 151,88+39,09 91,13+13,39* 157,12+ 51,68
CS CBCA 50%TF+BCA 10%TF+BCA 25%TF+BCA 50%TF+BCA 75%TF+BCA
. TO 3,65+ 1,91 1,44 + 0,74 2,71 +2,78 2,10 £ 2,61 2,18+ 1,26 2,94 + 1,56 2,66 + 1,06
g T1 1,54 + 1,20 1,00+ 1,19 0,95 + 0,79 1,85+ 1,24 2,13+ 1,24 221+1,52 2,44+ 22
T2 2,74+ 1,34 1,96 + 1,45 1,92 +2,87 1,22 + 1,49 1,65+ 1,69 2,50 £2,57 3,57 +2,61
= TO 0,42+0,71 0,18 £0,38 0,70 + 0,38 1,09 + 0,95 1,32+1,30 1,76 £ 1,19 2,91 +1,61*
§ T1 0,46+ 1,17 0,26 £ 0,58 0,09+ 0,29 0,67 +1,29 0,65+0,76 1,24 + 1,09 1,52 +0,53*
T2 0,10+ 0,30 2,17+2.729 0,43 +£0,72 0,30 £ 0,67 0,08 + 0,24 0,50 + 0,84 2,15+£215
} TO 0,89 +1,29 0,18 +0,39 0,52 +0,75 0,85+1,97 1,66 +1,39 0,00 £0,00 1,11 +1,38
-5 T1 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 3,25+3.78 0,00 £ 0,00 6,73 £ 5,69*
T2 0,85+ 1,24 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,42 +2,56
N TO 178,84 +48,31* 100,30 + 22,60* 147,91 £20,80 131,32+17,44 123,08 +21,35 106,28 + 15,43* 98,46 + 14,65*
= T1 127,47 +30,61 110,99 + 16,85* 112,09 £ 12,71* 141,17 +31,54 123,34 £22,12* 132,72 +21,36 136,25 +43,18
B T2 127,91 +£26,96 97,97 + 12,92* 126,11 £40,48 147,63 +53,63 176,73+37,10 167,74+3732 124,25+21,74

CN: controle negativo; CS: controle do solo; CBCA: controle do bagaco de cana-de-agticar; CP-TRIF: controle positivo Trifluralina; CP-MMS: controle positivo metilmetano
sulfonato; TF: torta de filtro; BCA: bagago de cana-de-agucar; TO tempo inicial de biodegradacdo; T1 tempo apds 3 meses de biodegradacdo; T2 tempo de 6 meses de
biodegradacdo; Gen.: genotoxicidade; Mut.: mutagenicidade; Cit.: citotoxicidade; I.M.: indice mitotico; * significativo quando comparado com o CN — Kruskal-Wallis (p <

0,05).
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4 CONCLUSAO

Muitos estudos vem sendo realizados no intuito de validar o uso da TF como fertilizante
natural de solos. A maioria deles analisa a composi¢do quimica das associacdes da TF e solo e
avalia os efeitos dessas associagdes sobre a produtividade das culturas a elas expostas. No
entanto, poucos estudos foram feitos para se avaliar os efeitos destas associagdes sobre a biota
do local em que ela ¢ aplicada.

Pelos resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que a TF poderia ser utilizada em
pequenas concentragdes, associada ao solo com ou sem BCA, como fertilizante.

Apesar de seu contetido rico em metais, as baixas concentracdes de TF ndo foram
capazes de induzir danos genotdxicos e mutagénicos significativos nas células meristematicas
de A4. cepa.

O processo de biodegradacao parece ser eficiente, pois 0os potenciais genotoxico e
mutagénico das associagdes com as maiores concentragdes de TF diminuiram, depois de 6
meses de biodegradagdo. Quando comparadas com as associagdes em substrattos solidos, sem
biodegradacao (T0), as amostras do T1 parecem ter induzido uma quantidade maior de danos,
talvez pela formagao de metabolitos, cuja atividade induz a formagao de AC e MN nas células.
Porém, o processo de biodegradagdo foi mantido por um total de 6 meses (T2), o que
possibilitou a reducdo desta atividade, ou seja, a isencdo de metabolitos toxicos, pela possivel
degradagdo dos mesmos pelos microorganismos presentes nas associagdes.

Pela analise dos resultados, também foi possivel determinar que a presenga do BCA
influenciou positivamente no processo de biodegradacdo, ja que as associagdes com BCA,
mesmo nas maiores concentracdes de TF, apresentaram maior redugdo do potencial genotdxico
e mutagénico.

Os testes com A.cepa se mostraram eficientes para avaliar os efeitos citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos da TF, antes e apds biodegradagdo, Além disso, a biodegradacao
por 6 meses mostrou ser eficiente para a diminuicdo da toxicidade da TF, mesmo nas suas
associagdes com concentragdes mais altas, tornando o seu uso na agricultura mais seguro. Deve-
se enfatizar que as associagdes com concentragdes mais baixas de TF nao apresentaram efeitos
danosos ao organismo-teste utilizado, porém mais estudos sdo necessarios para estabelecer a
quantidade ideal de aplicag@o na cultura de cana-de-agucar, pois 0 uso em concentragdes mais
baixas faz com que maiores quantidade de TF sejam necessarias a suplementagdo do solo com

nutrientes.
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CONCLUSOES GERAIS

A caracterizacdo quimica inicial das associagdes da TF apresentou niveis significativos
de alguns metais;

A TF (TO) apresentou potencial toxico elevado para E. andrei, porém este efeito foi
atenuado durante o processo de biodegradagao;

A TF (T0) também apresentou potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico para A.
cepa, que também foram atenuados com o processo de biodegradacao;

A adicdo do BCA foi eficiente para melhorar o processo de biodegradagdo, melhorando
a aeragdo das amostras e diminuindo os efeitos toxicos, citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos, apos seis meses de biodegradacio;

O periodo de seis meses de biodegradagdo foi adequado para a atenuagdo dos efeitos
toxicos, citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos da TF;

As associagdes com as menores concentracdo de TF ndo apresentaram efeitos toxicos,
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos, demonstrando que a sua utilizagdo, em baixas
concentragdo, ¢ vidvel para ser aplicada ao solo;

Ap0s o periodo de seis meses de biodegradagdo a TF pura teve uma perda muito elevada
de nutrientes, o que, talvez, possa tornar invidvel o uso deste residuo como adubo
agricola;

A espécie E. andrei se mostrou um excelente organismo teste para ser usado em
avaliagdes dos efeitos toxicos da TF e suas associagoes;

O organismo A. cepa se mostrou um excelente organismo teste para se investigar os
efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos da TF e de suas associagdes com solo ¢
BCA;

Pelos resultados obtidos, concluimos que mais estudos devam ser realizados, tanto com
outros organismos como com outros endpoints, para se ter uma real compreensdo dos
efeitos da TF para a biota do solo, bem como para direcionar tomadas de decisdo sobre

a aplicacdo deste residuo na agricultura.
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