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RESUMO

A introdu¢do constante de residuos no ambiente caracteriza-se em um sério problema
ambiental, impulsionando a busca pelo reaproveitamento de residuos. Dentre esses
residuos, encontra-se o lodo de esgoto (LE), o qual é produzido em grandes quantidades
pelas Estacdoes de Tratamento de Esgoto (ETE). O LE, por conter uma grande
quantidade de matéria organica e nutrientes, apresenta alto potencial agrondmico. No
entanto, a ocorréncia de substancias toxicas pode impedir o seu uso agricola. Uma das
solugdes para reducdo de seu potencial toxico € a possivel biodegradacdo dos seus
contaminantes. Assim, o presente trabalho teve como objetivo propor uma tecnologia
eficiente e de baixo custo para detoxificar lodo de esgoto (LE), a fim de reutiliza-lo
como fertilizante agricola. O LE anaerdbio estudado foi proveniente da ETE Carioba
(Americana — SP), a qual trata esgoto doméstico e industrial por meio de filtro
biologico. Como agentes bioestimulante e descompactante, foram utilizados borra de
café e bagaco de cana-de-agucar. Para realizar a biorremediagdo foram feitas misturas
contendo LE e solo; LE, solo e bagago; LE, solo e borra. As andlises ocorreram no
periodo inicial TO e apos dois (T1), quatro (T2) e seis (T3) meses de tratamento, sendo
que no TO também foram avaliados o LE e o solo puros. Como forma de avaliagao da
eficiéncia do processo, foi realizado um bioensaio ecotoxicogenético com Allium cepa,
onde os parametros utilizados foram o indice de germinacdo, a citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade. Os resultados obtidos indicaram que a borra de café
foi o unico agente estudado que foi capaz de diminuir significativamente os danos
causados pelo LE em relagdo a toxicidade. Desse modo, a tecnologia aqui empregada,
especificamente com o reaproveitamento da borra de café, se mostrou bastante
satisfatoria para a transforma¢do de um residuo potencialmente toxico, como o LE, em
aditivo agricola.

Palavras-chaves: Bioestimulagdo. Residuo solido. Toxicidade. Allium cepa.
Aproveitamento de residuos.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional dos centros urbanos tem proporcionado um equivalente
aumento de diversos residuos, os quais, muitas vezes, sdo langados no ambiente sem
tratamento adequado ou sem qualquer perspectiva de reciclagem. Dentre esses residuos,
encontra-se o lodo de esgoto (LE), o qual ¢ resultante de processo de sedimentagdo realizado
ao longo do tratamento primdario e secundario de 4guas residuais nas Estagdes de Tratamento
de Esgoto (ETE) (ROIG et al., 2012). Ap6s o tratamento, a parte liquida ¢ descartada em um
recurso hidrico e a parte solida (LE), onde os residuos presentes no esgoto se concentram
(HELALEH et al., 2005), ¢ coletada para posterior disposigao.

De acordo com Andreoli (1999), a quantidade de LE gerado por uma ETE corresponde
a cerca de 2% do volume de esgoto tratado. No entanto, quanto mais moderna for a planta da
ETE, mais eficiente sera o tratamento realizado no efluente liquido e, consequentemente,
maior serd a quantidade de LE gerado (CORREA; FONSECA; CORREA, 2007). O Brasil
produz, anualmente, cerca de 150 a 220 mil toneladas de matéria seca de LE, derivada da
producdo didria de cerca de 80 a 200 litros/hab, que corresponde a produgdo aproximada de
150 g/dia de LE centrifugado (PEDROZA et al., 2010). Este valor, no entanto, refere-se ao
esgoto coletado e tratado de apenas 40,8% da populagdo urbana brasileira (SNIS, 2016). O
Estado de Sdo Paulo também apresenta uma previsdo de crescimento na produgdo de LE, uma
vez que dos 87% do lodo coletado, 62% recebem tratamento (CETESB, 2017). Atualmente, a
maior parte do LE gerado ¢ destinado para aterros sanitarios terceirizados especificos para
este residuo, o que aumenta significativamente os custos das ETEs.

Tais fatos alertam para a necessidade imediata de, além de acdes politicas eficientes,
estabelecer técnicas mais apropriadas que resultem em uma melhor disposicao deste residuo
no ambiente, estimulando, ndo s6 praticas de minimizagdo da producdo de residuos, mas
também a prioriza¢do da reciclagem, como uma op¢do de destino final (OLIVEIRA et al.,
2005). Neste contexto, uma série de alternativas vem sendo propostas para a destinagdo deste
residuo, como, por exemplo, sua disposicao em aterros sanitarios proprios, queima, disposi¢ao
oceanica, na produgao de cimento e tijolos, além de sua utilizacdo como recondicionante de
solo e fertilizante agricola (SILVERIO, 2004).

Porém, grande parte destes mecanismos acarretam sérias consequéncias em relagdo a
contaminagdo e ao desequilibrio ecologico. Neste sentido, a disposicdo ocednica que foi um
dos métodos mais utilizados para o descarte do LE antigamente (FYTILI; ZABANIOTOU,

2008) provocou alteragdes preocupantes no oceano. O descarte do LE no oceano na regido de
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Nova lorque desequilibrou sua comunidade bentonica (BOTHNER et al, 1994). J& na regiao
da Escécia, foi observado por Rodger, Davies ¢ McHenery (1992) aumento na concentragao
de metais, carbono organico e nitrogénio, o que alterou o potencial redox dos sedimentos
organicos. Devido a tais prejuizos, o descarte do LE em oceanos foi banido em varios paises,
incluindo os EUA (BOTHNER et al, 1994) e paises da Europa (FYTILI; ZABANIOTOU,
2008).

A disposi¢do do LE em aterros sanitarios ainda ¢ um dos principais métodos
utilizados no Brasil (CASTRO; SILVA; SCALIZE, 2015), mas também possui muitas
desvantagens ambientais, como a geracdo de gases de efeito estufa, a poluicdo do ambiente
com metais e outras substancias toxicas, além de introduzir organismos patogénicos no
ambiente (GRAY, 2010). Tal alternativa também possui desvantagens por necessitar de
grandes ambientes que sejam afastados da populagdo, se tornando um processo bastante
ONeroso.

Contudo, a utilizacdo do LE como recondicionante de solos agricolas parece ser a
op¢do mais sustentdvel (GIANICO et al., 2013), j4 que o LE apresenta, além de uma
quantidade expressiva de matéria organica, outros nutrientes como nitrogénio, fésforo e
potassio, que favorece sua aplicagdo em solos agricolas por promover uma melhora de
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do solo (BOVI et al., 2007), como por exemplo a
diminui¢do de sua densidade, correcdo de seu pH, aumento da condutividade e porosidade do
solo, maior retengdo de liquidos e teor de carbono € o aumento na capacidade de retengdo de
nutrientes essenciais as plantas (MELO; MARQUES; MELO; 2001; SINGH; AGRAWAL,
2008).

No entanto, em decorréncia do proprio processo de sua geracdo, o LE pode conter
inimeros contaminantes, tanto organicos, como fenois, benzenos, antracenos e alquilbenzenos
(HOLMSTRUP et al., 2001; PARAIBA; SAITO, 2005) quanto inorganicos como, por
exemplo, metais toxicos como niquel, chumbo, cddmio e mercurio (LOPES et al., 2005), além
de microrganismos patogénicos (LOPES et al, 2005; TSAKOU; ROULIA;
CHRISTODOULAKIS, 2001), o que pode impedir seu uso agricola, devido aos riscos de
contamina¢do ambiental, da saide humana e da biota associada (CESAR et al., 2008). Assim,
frente ao alto potencial de uso do LE como fertilizante agricola, vem sendo estimulada a
busca de novas tecnologias que permitam detoxificar o LE com baixos custos operacionais,
para que o mesmo possa ter um destino mais nobre (corre¢do de solos desgastados) e mais

seguro para o ambiente (TAS, 2010). Dentre essas tecnologias, podemos destacar a
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biorremediacdo, por ser uma metodologia segura, eficaz ¢ de baixo custo para diminuir a
carga toxica do LE (MAZZEO et al., 2015).

O processo de bioestimulacdo baseia-se na adicdo de agentes estimulantes em uma
matriz com caracteristicas organicas. Esse processo tem como intuito estimular o crescimento
da microbiota, que por meio de varias vias enzimaticas pode metabolizar compostos toxicos
em substancias atoxicas (BAMFORTH; SINGLETON, 2005). Uma caracteristica muita
favoravel desta tecnologia ¢ sua facil aplicabilidade em larga escala, visto que pode ser
realizada em ambientes nao estéreis (WATANABE, 2001).

Um bom agente bioestimulante ¢ o bagago de cana-de-agucar, sendo um dos maiores
residuos produzidos no Brasil, especialmente no estado de Sdo Paulo (TEIXEIRA; PIRES;
NASCIMENTO, 2007). Dentre seus beneficios estdo a descompactacdo do solo, maior
aeragdo no sistema e o fornecimento de carboidratos, o que estimula o desenvolvimento de
microrganismos biodegradadores (PANDEY et al., 2000; PEREZ-ARMENDARIZ et al.,
2004).

Outro agente bioestimulante que tem propriedades interessantes para o crescimento de
microrganismos ¢ a borra de café, cuja producdo mundial estd na ordem de toneladas. Esse
agente, que ¢ resultante, do preparo da bebida em cafeterias, restaurantes ou residéncias
(CRUZ et al., 2014), pode ser utilizado, segundo Murthy e Naidu (2012), como substrato para
crescimento fingico, que pode favorecer a biodegradacdo de substancias toxicas, pelo
incremento da uma maior diversidade microbiana envolvida no processo.

Sendo assim, a utilizacdo de residuos industriais € domésticos como bioestimulantes
possibilita um destino final mais nobre ao LE com uma tecnologia de simples aplicacdo e com
baixos custos, além de aproveitar residuos produzido em grande escala no pais.

Tendo em conta a complexidade da composicao do LE e a dificuldade para identificar
todos os seus componentes € necessario avaliar seu potencial téxico, bem como verificar a
eficiéncia do processo de biorremediacdo para que este possa ser utilizado em solos sem
apresentar riscos de contaminacdo. Para este fim vem sendo proposto o uso de bioensaios
(MAILA; CLOETE, 2005). Em ensaios com solo, as plantas sdo consideradas Otimos
bioindicadores, ja que este substrato ¢ o meio de crescimento para a grande maioria delas
(WHITE; CLAXTON, 2004). Dentre os vegetais superiores, a espécie Allium cepa destaca-se
pelas suas caracteristicas citogenéticas apropriadas e pela facilidade de cultivo e
desenvolvimento do teste, o que a tornam um excelente organismo-teste (KURAS et al., 2006;

RANK; NIELSEN, 1998). Recentemente, essa espécie vem sendo indicada também como um
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organismo-teste bastante sensivel para avaliacdo da eficiéncia de processos de biorremediagao
(MAZZEO et al., 2015; SOMMAGGIO et al., 2018).

Entre os ensaios mais recomendados para analises ecotoxicogenéticas encontram-se 0s
testes de aberragcdes cromossomicas € o de micronucleo. O teste de aberragdes cromossdmicas
¢ muito utilizado para avaliar o potencial genotoxico do material estudado. Sua aplicagdo ¢
simples e de baixo custo, sendo indicado para o monitoramento de polui¢ao e para a avaliagao
de agentes toxicos (GROVER; KAUR, 1999). Segundo Grover e Kaur. (1999) e Matsumoto e
Marin-Morales. (2004), o teste de aberragdes cromossomicas realizado em A. cepa ¢ eficiente
para analisar efeitos genotodxicos de esgotos industriais e domésticos, fornecendo uma rapida
avaliacdo desses parametros. O teste do microntcleo também ¢ um método simples e de baixo
custo de aplicagdo, indicando se houve danos no material genético devido a exposi¢cdo do
organismo a um agente mutagénico (HEDDLE et al., 1983).

Assim, este projeto propde o desenvolvimento de uma metodologia eficiente e de
baixo custo para a detoxificacdo de LE contaminado, o qual, pela legislacdo vigente, descrita
no Artigo 11 da Resolugdo n° 375 do CONAMA, de 29 de agosto de 2006 (BRASIL, 2006),
ndo pode ser destinado para fins agricola. Pelo potencial organico do LE, esta detoxificacdao
poderia transformar esse residuo em um interessante fertilizante de solos agricolas, que
poderia ser aplicado em larga escala no pais. Esse novo destino ao LE agregaria valores ao
residuo de ETEs pela sua possibilidade de uso como fertilizante agricola, diminui¢do dos
custos com a disposi¢do em aterros sanitarios e por possibilitar uma nova fonte de renda para

a empresa, sem contar com os beneficios ambientais associados a este destino.
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2 OBJETIVOS

Visando um melhor gerenciamento do LE, devido ao seu consideravel potencial
poluidor, ao alto custo de disposi¢do deste residuo e a sua produgdo crescente, em especial no
Brasil, este projeto teve por objetivos:

- desenvolver uma tecnologia sustentavel, que possibilite descontaminar um residuo de
origem urbana, altamente detrimental para o ambiente (LE), por meio de um processo de
baixo custo, que associa outros residuos (agroindustriais ¢ doméstico) ao LE, cujo produto
final possa ser utilizado como aditivo agricola.

- testar a eficiéncia da incorporacdo dos residuos borra de café e bagago de cana-de-
agucar ao processo de detoxificacdo do LE, por um periodo de dois meses, ¢ comparar a
efetividade destes materiais como agentes bioestimulantes do processo;

- caracterizar o potencial ecotoxicogenético de amostras de LE anaerobio, derivado de
tratamento de efluente sanitario e industrial, antes e apos 2, 4 ¢ 6 meses de bioestimulagao,
por meio de ensaios com o organismo-teste Allium cepa;

- propor uma solugdo ecologicamente correta para a disposi¢do e uso de um residuo

perigoso e de produgdo crescente e continua no pais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao da ETE estudada

As amostras de LE anaerdbio utilizadas na seguinte pesquisa foram obtidas na ETE
Carioba, localizada no municipio de Americana-SP. Este municipio apresenta uma populagao
urbana de 228.251 habitantes e pertence a Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos -
UGRHI 5, a qual compreende a bacia dos rios Piracicaba/Capivari/Jundiai (PCJ).

A ETE Carioba ¢ responsavel pelo tratamento de efluentes de esgoto de origem
doméstica e industrial, a partir do uso de filtros bioldgicos, atendendo cerca de 85% da
populagdo do municipio. Esta ETE possui vazao média de 420L/s, correspondente a
aproximadamente 1.100.000 m*/més, com eficiéncia média de 36%, sendo que o efluente
liquido final ¢ langado no Rio Piracicaba. Quanto ao residuo sélido gerado, sdo produzidos
cerca de 420 ton/més de lodo anaerobio, com teor de s6lidos entre 36-38% (DAE Americana
— comunica¢do pessoal, 2016). Apds estabilizacdo em biodigestor, adi¢do de polimero e
centrifugacdo, o lodo ¢ destinado para o aterro sanitario industrial ESTRE, sediado em
Paulinia-SP, acarretando para a ETE um custo adicional consideravel ao processo de

tratamento realizado.

3.2 Coleta do LE e agentes bioestimulantes

Amostras de lodo anaerdbio foram coletadas em 3 dias distintos ao longo de uma
semana, a partir da pilha de LE formada ao final do processo de tratamento na ETE Carioba,
antes de seu encaminhamento para o aterro sanitario.

Outro residuo empregado neste projeto foi o bagaco da cana-de-agucar, obtido em
industrias sucroalcooleiras, apos a moagem da cana. Este material foi triturado grosseiramente
e utilizado neste estudo como agente descompactante e estimulante do processo de
detoxificagdo do LE.

A borra de café também foi utilizada como material bioestimulante do processo, sendo
adquirida em cafeterias locais, pela coleta do residuo resultante de maquinas de café expresso,
apods o preparo da bebida.

O solo utilizado para o preparo das diferentes associagcdes solo/LE foi coletado no
Jardim Experimental da UNESP, Campus Rio Claro. Este solo foi escolhido pois ja foi
caracterizado previamente quanto a sua textura argilosa, condutividade elétrica de 146,7

uS/cm e auséncia de toxicidade.
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3.3 Ensaio para detoxificacio do LE

Para a biorremediacdo do LE, foi empregado o processo de bioestimulagdo, que
consiste em aumentar a biomassa microbiana por meio da inser¢cdo de agentes estimulantes,
que neste caso foram o bagago-de-cana-de-agticar e a borra de café.

As amostras foram acondicionadas em caixas de aco inox (24 cm de largura X 20cm
de altura X 30 cm de comprimento), mantidas no Jardim Experimental da UNESP de Rio
Claro, em local coberto e sob temperatura ambiente. A primeira camada de cada cuba
consistiu de esferas de vidro a fim de evitar o acimulo de 4gua e adensamento das amostras.

O experimento foi desenvolvido em triplicata (Figura 1).

AX

G AN

Figura 1. A. Cubas de inox acondicionadas no jardim experimental da
UNESP — Campus de Rio Claro; B. Cuba de inox contendo a amostra;
C. Cuba de inox contendo as esferas de vidro que ficaram por baixo
das amostras.
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A preparagdo das amostras foi realizada em proporg¢des volumétricas, ja pensando na
facilidade de extrapolagdo destas medidas para aplicagdo em escala real (como por exemplo, 3
cacambas de LE + 3 cacambas de solo...), como segue:

- LE +solo (3:3 — v/v);

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

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

A umidade das amostras foi ajustada para 70% da capacidade de campo, garantindo
uma condi¢do Otima para o desenvolvimento dos microrganismos. Esta umidade foi
reajustada a cada semana, para compensar as perdas por evaporacdo, por se tratar de um
sistema aberto.

Os periodos de bioestimulagdo avaliados para este estudo foram de 0, 2, 4 ¢ 6 meses.
Decorrido cada periodo, uma parte das amostras foi coletada para a verificacdo do seu

potencial toxico pelo teste de A. cepa.

3.4 Avaliacio da toxicidade do LE por meio do organismo teste Allium cepa

Em placas de Petri individuais contendo as amostras descritas anteriormente, foram
adicionadas 50 sementes de A. cepa. Para os tratamentos controles (negativo e positivo) foram
utilizadas 4gua ultrapura e metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3),
respectivamente. Todos os testes com germinagdo de sementes foram realizados em triplicata,
apos cada periodo estipulado do processo de biorremediacao (0, 2, 4 € 6 meses).

Apoés exposigdo por 5 dias, as sementes germinadas foram contabilizadas e as
radiculas fixadas em Carnoy, constituido de 4lcool e acido acético (3:1 — v/v) por 6 a 8 h em
temperatura ambiente. Decorrido este tempo, foi realizada a troca por fixador recém-
preparado, para posterior armazenamento das raizes a 4°C, até a sua utilizacdo na confec¢do
das laminas.

Para o endpoint de toxicidade, foi considerado o indice de germinacdo das sementes,
obtido pela razdo entre o nimero de sementes germinadas e total de sementes distribuidas na

placa.

3.4.1 Teste de Aberracoes Cromossomicas e de Microntcleos

Este teste foi realizado seguindo o protocolo estabelecido por Grant (1982), com
algumas modificagdes. As raizes fixadas foram submetidas a coloracdo em reativo de Schiff.
Para o preparo das laminas, as regides meristematicas ¢ F1 foram dispostas em laminas

contendo uma gota de carmim acético (2%), recobertas com laminulas e suavemente
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esmagadas. As laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas montadas com
resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas.

Para cada uma das triplicatas, foram confeccionadas 5 laminas, totalizando 15 laminas
para cada tratamento, em cada um dos periodos estabelecidos para a bioestimulagao.

Para a anélise do potencial genotdxico do LE, foram considerados diferentes tipos de
aberragoes (perdas, pontes, atrasos e aderéncias cromossomicas, brotos, entre outros) nas
diferentes fases da divisdo celular (profase, metafase, anafase, telofase). As presencas de MN
e de quebras cromossomicas foram consideradas como outro pardmetro de avaliagdo
(endpoint de mutagenicidade). O Indice mitético (IM), obtido pela razdo do nimero de células
em divisdo sobre o numero total de células analisadas, constituiu um outro parametro de
avaliacdo, que caracterizou o endpoint de citotoxicidade das amostras. Foram analisadas e
contabilizadas, em microscopio de luz, cerca de 7500 células por tratamento, para cada
periodo de bioestimulagdo. As analises estatisticas foram feitas por meio do teste de Mann-
Whitney a 0,05 de nivel de significancia, utilizando o programa BioEstat 5.3.

A eficiéncia do processo de detoxificagdo foi avaliada pela comparagdo entre os
efeitos induzidos por uma mesma amostra, apos seus diferentes tempos de bioestimulagdo, em
relacdo ao seu tempo 0, a fim de verificar a possivel diminui¢ao dos efeitos observados.

A figura 2 mostra a sequéncia de etapas para a realizagdo do bioensaio com A. cepa.

—
Exposigao de 50 Coleta e fixagdo Raizes Confecgao de Anédlise das
sementes de A. das raizes em coradas Idamina com carmim laminas em
cepa em placas de fixador de com reativo acético microscopio
Petri contendo os Carnoy de Schiff de luz
controles e os
tratamentos

Figura 2. Resumo dos procedimentos utilizados para realizagdo do teste de A. cepa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados aqui apresentados sao referentes aos estudos realizados com as amostras
iniciais (pré-bioestimulacdo — T0) e com 2 (T1), 4 (T2) e 6 (T3) meses do tratamento de
bioestimulagdo. O bioensaio foi realizado com A. cepa para avaliar a eficiéncia da
detoxificagdo do LE tratado apods os periodos estipulados, por meio da analise dos efeitos
toxicos, citotdoxicos, genotoxicos e mutagénicos das amostras nos periodos determinados.

O ensaio de germinagdo de sementes ¢ um teste muito utilizado para avaliagdo da
toxicidade de diferentes residuos, dentre estes, o0 LE (ITAVAARA et al., 2010). No presente
estudo, no TO, o LE bruto inibiu completamente a germinacdo de sementes de A. cepa
(Figuras 3 e 4) indicando um efeito altamente prejudicial ao organismo teste.

Resultados semelhantes foram observados em outros estudos. Mazzeo (2013)
observou completa inibi¢do de sementes de A. cepa em amostra bruta e extratos aquosos de
LE anaerdbio. Em ensaios a partir do biossolido de LE anaerdbio tratado com o6xido de calcio
realizado por Martins, Souza e Souza. (2016), a germinagdo de sementes de A. cepa também
foi inibida por completo. Os dados apresentados acima corroboram o potencial toxico do LE,
indicando que seu uso ndo ¢ seguro sem tratamento de detoxificacdo prévio.

Assim, como o LE bruto inibiu completamente a germinacdo das sementes, ndo foi
possivel a obtencdo de raizes para a avaliacdo dos demais pardmetros ecotoxicogenéticos
propostos neste projeto para essa amostra, sendo essas analises realizadas com as misturas
preparadas a partir da diluicdo do LE com os agentes bioestimulantes. Quanto aos ensaios
realizados com as misturas, ndo houve inibi¢do significativa da germina¢dao em nenhum dos
tratamentos (Figura 3), tanto para o tempo inicial — TO (Figura 4) como ap6s os periodos de
bioestimulagao (Figuras 5, 6 e 7). Tal efeito pode ser explicado pelo fato da adicao de outros
componentes ao LE ser suficiente para diminuir o seu potencial toxico ja no tempo inicial, por
promover uma diluicdo dos contaminantes presente nesse residuo. A diminui¢do da toxicidade
do LE para a espécie A. cepa também foi observada por MAZZEO et al. (2015), onde
amostras de LE inibiram a germinagao das sementes, porém as associacdes de LE ao solo,
proporcionaram germinagao e crescimento das raizes semelhante ao do grupo controle.

Com isso, podemos verificar que os tratamentos empregados foram eficientes para a
diminuicdo da carga toxica do LE, visto que ja a partir do periodo inicial (T0), as amostras
ndo inibiram a germinag¢do de sementes de A. cepa. Além disso, como esse resultado se

manteve constante para os demais periodos testados, até o periodo de seis meses (T3), ¢
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possivel concluir que as substancias toxicas responsaveis pelo efeito do LE, em TO, foram

completamente eliminados.

i B

indice de germinagdo (%)

* X XX X XX
LE SOLO L+S L+S+BA L+S+BO
Amostras

BTO mT1 mT2 mT3

Figura 3. Indice de germinacio (%) de sementes de A. cepa expostas aos diferentes tratamentos de LE
antes do processo de bioestimulagdo (TO) e apos 2 (T1), 4 (T2) ¢ 6 (T3) meses do processo.
*Estatisticamente significativo (p<0,05). x Ndo avaliado.

Figura 4. Raizes de A. cepa expostas aos diferentes tratamentos do LE no periodo inicial (TO) A. Controle
negativo com agua ultra pura; B. Controle ambiental com solo; C. Tratamento com lodo de esgoto e solo;
D. Tratamento com lodo de esgoto, solo e bagaco de cana-de-agucar; E. Tratamento com lodo de esgoto,
solo e borra de café; F. lodo de esgoto puro.

Figura S. Ralzes de A cepa expostas aos diferentes tratamentos do LE no periodo de dois meses (T1).
A. Controle negativo com agua ultra pura; B. Tratamento com lodo de esgoto e solo; C. Tratamento
com lodo de esgoto, solo e bagaco de cana-de-agticar; D. Tratamento com lodo de esgoto, solo e borra
de café.
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Figura 6. Raizes de A. cepa expostas aos diferentes tratamentos do LE no periodo de quatro meses (T2).

A. Controle negativo com agua ultra pura; B. Tratamento com lodo de esgoto e solo; C. Tratamento com
lodo de esgoto, solo e bagaco de cana-de-acticar; D. Tratamento com lodo de esgoto, solo e borra de café.

Figura 7. Raizes de A. cepa expostas aos diferentes tratamentos do LE no periodo de seis meses (T3). A.
Controle negativo com agua ultra pura; B. Tratamento com lodo de esgoto e solo; C. Tratamento com
lodo de esgoto, solo ¢ bagaco de cana-de-agticar; D. Tratamento com lodo de esgoto, solo e borra de café.

No teste com A. cepa, a citotoxicidade pode ser avaliada pelo aumento ou diminuigao
do indice mitotico, trazendo informagdes importantes sobre a acdo de contaminantes em
promover alteracoes no ciclo de divisdo celular da espécie (FERNANDES; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2007). Para os tratamentos empregados ao LE, no periodo inicial (T0),
apenas a amostra de lodo com solo (L+S) apresentou efeito significativo (Figura 8). Apds dois
meses (T1), nenhum tratamento apresentou resultado significativo para este parametro (Figura
8). Ja no tempo de quatro meses (T2), o efeito citotdoxico retornou para a amostra L+S e
também foi observado para a amostra de lodo com solo e bagaco de cana-de-agucar
(L+S+BA) (Figura 8). Apos seis meses (T3), o efeito permaneceu significativo para essas
duas amostras (Figura 8).

Martins, Souza e Souza. (2016) também relataram que o LE causou alteragdes
significativas no indice de divisdo celular em A. cepa, induzindo um efeito citotdoxico
significativo. Quanto a citoxicidade observada para as amostras L+S e L+S+BA no T2,
acreditamos que a adi¢do dos agentes, somado a a¢do microbiana estimulada por esses
materiais, contribuiram para tornarem as substancias toxicas biodisponiveis. De acordo com a
ISO 17402 (2008), a biodisponibilidade ¢ o grau em que uma substancia ¢ absorvida pelo solo
e que pode ser transferida pelas vias troficas. Essa maior biodisponibilizacdo de substincias
prejudiciais ap6s algum tempo de biorremediacdo ja foi relatada por outros autores em

trabalhos de detoxificagdo de LE (MAZZEO et al., 2015; SOMMAGGIO et al., 2018),
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justificando a necessidade de periodos mais longos de monitoramento. Além disso, de acordo
com Oleszczuk (2008), esse efeito observado para as amostras apos alguns meses do inicio do
processo de detoxificagdo também pode ser justificado pela formag¢do de metabdlitos
intermediarios toxicos em decorréncia da degradagdo microbiana de compostos organicos que
constituiam a amostra inicial. No entanto, o processo de bioestimulagdao realizado com a
adicao de solo e/ou bagaco nao foi satisfatorio para a eliminagdo do potencial citotdéxico do
LE, mesmo apds 6 meses do processo de detoxificacao.

Considerando os resultados obtidos, podemos constatar que o Unico tratamento
eficiente para a diminuigdo da citotoxicidade do LE em A. cepa foi com a borra de café, que

ndo apresentou efeito citotoxico em nenhum dos periodos estudados.
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Figura 8. indice mitético em células meristematicas de A. cepa nos diferentes tratamentos de LE, antes
(TO) e ap6s 2 (T1), 4 (T2) e 6 (T3) meses do processo de bioestimulacdo. *Estatisticamente significativo
(p<0,05). x Nao avaliado.

Para o parametro de genotoxicidade, foram avaliadas nas diferentes fases da divisdo
celular, a presenca de anormalidades nucleares (p.e., brotos nucleares; ntcleos lobulados) e
aberragdes cromossdmicas (como aderéncia, pontes, perdas e poliploidia) (Figura 9). A
anormalidade nuclear mais frequentemente encontrada nas amostras estudadas foi o broto
nuclear (Figura 9G). De acordo com Salvadori, Ribeiro e Fenech. (2003), o broto nuclear
assemelha-se a um microntcleo por ser uma estrutura constituida por material genético, com
forma esférica e de tamanho reduzido (1/3 a 1/16 do tamanho do nucleo principal), que se
destaca do nucleo principal, porém permanece conectado ao nucleo principal por uma ponte

nucleoplasmatica. Sugere-se que essa anormalidade nuclear seja originada pela formacao do
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envoltorio nuclear antes da completa incorporagdao de todos cromossomos no nucleo por um
atraso na migracao destes, como consequéncia da presenga de quebras, pontes e rearranjos
cromossdmicos (SERRANO-GARCIA; MONTEIRO-MONTOYA, 2001). Ja dentre as
aberracdes cromossOmicas, as mais observadas foram pontes (Figuras 91 e 9J) e perdas
cromossomicas (Figura 9J), que resultam da agdo de agentes clastogénicos (danos diretos nos
DNA) e aneugénicos (capazes de alterar os componentes celulares), respectivamente
(LEME;MARIN-MORALES, 2009). As pontes cromossomicas sdo formadas entre a massa
de cromossomos que esta se separando para os polos opostos durante a anafase (LUO, 2004),
onde as extremidades de um ou mais cromossomos se unem devido a aderéncia de suas
regides terminais que sofreram quebras ou delecdes (HUMPHREY; BRINKLEY, 1969). J4 as
perdas cromossOmicas originam-se da inativacao dos fusos mitoticos durante a divisdo celular
(UHL et al., 2003).

No periodo inicial (T0), foi observado um efeito genotdxico significativo apenas para
a amostra L+S (Figura 10). Ja, no T1, além da manuten¢do da genotoxicidade observada para
a amostra L+S, também houve um efeito significativo para a amostra L+S+BA (Figura 10).
No periodo de quatro meses (T2), o efeito foi atenuado para L+S+BA, mas permaneceu
significativo para L+S (Figura 10). No ultimo tempo avaliado (T3), apenas a amostra de L+S
apresentou efeito genotoxico significativo (Figura 10). Estes resultados indicam que apenas a
diluicdo com solo ndo ¢ suficiente para eliminar a genotoxicidade do LE, mesmo apds 6
meses do processo de bioestimulacdo. O efeito observado na amostra L+S+BA também
demonstra a complexidade da composicao do LE, e os diferentes tipos de resposta que este
pode ter aos tratamentos empregados, ja que a amostra apresentou efeito significativo somente
apods dois meses de tratamento. Essa resposta provavelmente ocorreu também em decorréncia
dos diferentes graus de biodisponibilidade de substancias genotdxicas presentes na mistura e
dos diferentes metabolitos gerados pelos microrganismos degradadores atuantes em cada
amostra, assim como observado para o parametro de citotoxicidade. Estudos realizados por
Christofoletti, Francisco e Fontanetti. (2012) e Martins, Souza e Souza. (2016) com amostras
de LE de diferentes origens também demonstraram que esse material pode induzir efeitos
genotoxicos significativos para a espécie A. cepa.

Para este parametro, embora o efeito tenha sido atenuado apds 4 meses para L+S+BA,
o tratamento que se mostrou mais efetivo foi o realizado com a borra de café, uma vez que a

amostra L+S+BO nao apresentou efeito significativo em nenhum dos tempos avaliados.
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Figura 9. Principais aberra¢des cromossomicas observadas durante as analises em A. cepa. A. Interfase normal;
B. Profase normal; C. Metafase normal; D. Anafase normal; E. Telo6fase normal; F. Interfase com micronucleo;
G. Profase com broto nuclear; H. Metafase com aderéncia; I. Anafase com ponte cromossdmica; J. Telofase
com ponte (seta) e perdas cromossdmicas (cabeca de seta).
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Figura 10. Presenca de alteragdes genotoxicas em células meristematicas de A. cepa submetidas a
germinagao nas diferentes misturas de LE, antes (TO0) e ap6s 2 (T1), 4 (T2) e 6 (T3) meses do processo de
bioestimulagdo. * Estatisticamente significativo (p<0,05). x Néo avaliado.

Para o endpoint de mutagenicidade, os quesitos para a avaliagdo foram micronucleos
(Figura 9F) e quebras cromossomicas em células meristematicas e micronucleos em células
F1 de A. cepa (Figura 12B).

Segundo Leme e Marin-Morales (2009), as quebras cromossdmicas sdo resultado de
efeitos clastogénicos, podendo levar a perda de material genético pela célula. Ja os
micronicleos ocorrem quando danos celulares ndo s3o reparados da maneira correta, ou

quando nao sao reparados (BONOMO, 2014). Sendo assim, os mesmos podem ser formados a
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partir de uma quebra ou perda cromossdémica, o que leva a formagdo de microntcleos de
menor ou maior tamanho, respectivamente (LEME;MARIN-MORALES, 2009), bem como
também pode ser formado quando a célula tenta reparar uma poliploidia a fim de eliminar seu
material excedente (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).

Nas células meristematicas de A. cepa, foi observado um efeito mutagénico
significativo para este parametro na amostra L+S+BA no tempo inicial e para essa mesma
amostra e para L+S no T1 (Figura 11). No T2 o efeito mutagénico de L+S+BA foi atenuado
mas permaneceu para L+S. No T3 nenhuma das amostras apresentou efeito mutagénico
significativo. Tais resultados se assemelham aos resultados de genotoxicidade, onde o
tratamento mais efetivo, que contribuiu para a diminui¢do da toxicidade do LE, foi com a

borra de café.
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Figura 11. Presenca de alteragcdes mutagénicas em células meristematicas de A. cepa nos diferentes
tratamentos de LE, antes (T0) e apos 2 (T1), 4 (T2) e 6 (T3) meses do processo bioestimulagao.
* Estatisticamente significativo (p<0,05). x Nédo avaliado.

A ocorréncia de micronucleos em células F1 de A. cepa (Figura 12) se d4 quando os
danos causados pelo LE as células meristematicas nao sdo corrigidos €, como consequéncia,
esses danos sdo fixados nas células filhas. Dentre os tratamentos analisados para esse
parametro, ndo foi observado nenhum resultado significativo (Figura 13), indicando que os
danos genotoxicos e mutagénicos observados nas células meristematicas para as amostras de
L+S e L+S+BA ndo foram passados para a geracdo seguinte. No entanto, ndo foi possivel

realizar a andlise do tratamento L+S nos tempos 0, 1 e 2 e nem de L+S+BAG no T1 devido a
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inibicao do crescimento das raizes, com consequente perda da regido F1. Assim, tais amostras

também induziram um efeito toxico pronunciado no desenvolvimento das raizes de A. cepa.
.

Figura 12. Micronucleo em células F1 de A. cepa. A. Fl normal; B. F1 com
micronucleo.
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Figura 13. Presenca de alteragdes mutagénicas em células F1 de A. cepa nos diferentes tratamentos de
LE, antes (TO) e apds 2 (T1), 4 (T2) e 6 (T3) meses do processo de bioestimulagdo. x Nao avaliado. @
Sem crescimento de regido F1.

A partir desses resultados, podemos constatar que o LE puro ¢ altamente toxico, sendo
contraindicado o seu uso na agricultura sem que haja algum processo visando sua
detoxificagdo. Roig et al. (2012), ao estudar diferentes tipos de LE, concluiram que quando
este era previamente tratado, ocorria alteragdo em sua toxicidade, sendo que em ensaios com
diferentes organismos teste, o LE que foi tratado se apresentava de duas a trés vezes menos

toxico do que o que ndo havia sido tratado.
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Como o LE tem uma composi¢do muito complexa em relacdo aos diferentes niveis de
toxicidade, biodisponibilidade, e degradagao de seus contaminantes (TELHADO, 2009), além
do crescimento de diferentes espécies de microrganismos biodegradadores pelo agente
bioestimulante empregado (MAZZEO et al., 2015; SOMMAGGIO et al., 2018), uma variacao
na efetividade dos tratamentos foi observada. Sendo assim, ¢ possivel que a genotoxicidade e
mutagenicidade, bem como a citotoxicidade e a inibicdo do crescimento das raizes nos
tratamentos S+L e L+S+BAG se devem a essa complexidade de compostos presentes no LE e
aos diferentes tipos de respostas dos componentes a degradagdo. Com isso, o Unico tratamento
efetivo para a detoxificacdo do LE aerdbio aqui estudado foi o realizado com a borra de café,
j& que essa amostra ndo induziu nenhum efeito significativo dentre todos os 5 diferentes
parametros avaliados. A maior eficiéncia desse tratamento pode estar relacionado ao fato de
que a borra de café¢ ¢ um 6timo substrato para o crescimento fungico (Pandey et al., 2000), o
que pode ter acelerado a mineralizacdo dos contaminantes bioativos e potencialmente

prejudiciais, eliminando os efeitos toxicos do LE.
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5 CONCLUSOES

Com a analise dos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que o LE
anaerobio produzido na ETE Carioba, em Americana — SP, como resultado do tratamento de
esgoto de origem doméstica e industrial ¢ altamente toxico e foi nocivo ao organismo teste A.
cepa. Tal fato ressalta a necessidade da realizagdo de um processo de detoxificagdo antes de
sua utilizagdo na agricultura.

O organismo teste A. cepa foi bastante sensivel para detectar os potenciais toxico,
citotdxico, genotdxico e mutagénico do LE, bem como do produto biorremediado.

O processo de biorremediagdo empregado neste estudo obteve resultados favoraveis na
detoxificagdo do LE quando utilizou-se a borra de café como agente estimulante, apontando
que este material € o mais efetivo para uso na biorremediagao do lodo anaerobio.

Tendo em vista os diferentes resultados apresentados, fica evidente a importancia do
processo de bioestimulacao e os bioensaios para avaliar a toxicidade do LE anaerdbio tratado
para que seja seguro utilizé-lo na agricultura.

Devido ao baixo custo e a facilidade na elaboragdo do processo, a tecnologia estudada
¢ uma Otima maneira de reutilizar residuos, detoxificar o LE e empregd-lo na industria

agricola como recondicionante de solo a um prego acessivel.
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