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RESUMO

O lodo de esgoto (LE) é um residuo semi-sélido gerado no processo de
tratamento de esgoto. Devido a uma legislagdo ambiental mais rigorosa, o LE
vem tendo sua producdo aumentada. A fim de propor um destino mais efetivo
para este residuo, autores sugerem sua utilizacdo como insumo agricola, o que
pode caracterizar um recurso interessante do ponto de vista econdmico e
ambiental. Porém, o LE pode conter substancias toxicas e micro-organismos
patogénicos que inviabilizam o seu uso na agricultura. Uma das solucdes para
reducdo de seu potencial toxico &€ submeté-lo ao processo de biorremediacéo
com introducdo de agentes estimulantes. O bagaco de cana-de-acucar (B)
pode ser utilizado como descompactante de solo, pois favorece uma melhor
porosidade ao meio, e melhor aerobiose ao sistema, caracteristicas ideais para
a biorremediacdo dos contaminantes. Neste experimento, foram utilizadas
cubas contendo amostras de LE100%; LE+B (3:1-v/v); LE+Solo (3:1-v/v);
LE+B+Solo (3:1:1-v/vlv). As amostras foram biorremediadas por periodos de 1
(T1), 3 (T2) e 6 meses (T3). Decorrido cada periodo, avaliou-se 0s potenciais
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos das diferentes amostras solidas, dos
solubilizados dessas amostras e da agua que percolou das mesmas, por meio
de ensaios com o organismo teste Allium cepa. Foi realizada uma analise
microbiolégica do LE e de suas associacdes, apés cada periodo testado. Com
relacdo as analises dos efeitos citotoxicos, avaliado pelo indice mitético, as
amostras solidas de LE+B apresentaram, para todos os periodos, uma
diminuicao significativa da divisdo celular, assim como a amostra solida de LE
100% para T3. Para os solubilizados, observou-se um efeito citotéxico apenas
para as amostras LE+B em T1, LE 100% em T2 e LE+B+S em T3. Para as
amostras dos percolados, ndo houve efeito citotoxico. Para o parametro de
genotoxicidade, (quantificacdo de alteracbes cromossdmicas e nucleares)
apenas a amostra solida de LE+B apresentou-se genotéxica. Quanto a
mutagenicidade (avaliada pela presenca de quebras cromossémicas e
micronudcleos), nenhum resultado foi estatisticamente significativo. Com relagéo
a analise microbiolégica, foi observada uma alterndncia na comunidade

microbiana das amostras. A espécie Bacillus sp estava presente em todas as
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amostras de T1, Pseudomonas sp e Ochrobactrum anthropi estavam
presentes em todas as amostras de T2, e as espécies Acaligenes faecalis e O.
anthropi em todas as amostras de T3. Para T1 e T2, s6 foram observadas
micro-organismos do grupo das bactérias. Contudo, para T3, foram
identificados, além das bactérias, alguns fungos, sendo o género Penicillium o
mais frequente. Com este trabalho pode-se perceber que os periodos de
biorremediacdo empregados parecem néo ter sido totalmente suficientes para
a detoxificagdo completa do LE, assim como, a utilizacdo do bagaco de cana
de acucar pareceu nao contribuir, de maneira satisfatoria, para a
biorremediacdo. Os extratos aquosos das amostras parecem nao funcionarem
como veiculos de contaminacdo de agentes contaminantes genotdxicos e
mutagénicos para o ambiente. Por este estudo, entendemos que ainda sao
necessarios mais estudos para avaliar a efetividade de detoxificacdo completa
do LE, assim como testar novas tecnologias de biorremediacdo, que possam
contribuir para uma aplicacdo mais segura e sustentavel deste residuo nos

solos agricolas.

Palavras-chave: Allium cepa, aberracbes cromossdémicas, micronucleo,

bagaco de cana-de-acucar, analise microbiologica.
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ABSTRACT

Sewage sludge (SS) is a semi-solid residue generated in the sewage treatment
process. Due to a stricter environmental legislation, the production of SS has
increased. In order to propose a more effective destination for this residue,
authors suggest its use as agricultural input, which can characterize it as an
interesting resource from the economic and environmental viewpoint. However,
SS can contain toxic substances and pathogenic microorganisms that prevent
its use in agriculture. One solution for the reduction of its toxic potential is to
submit it to bioremediation with the introduction of stimulating agents.
Sugarcane bagasse (B) can be used as soil decompressing, since it favours a
better porosity in the medium and better anaerobiosis to the system, ideal
characteristics for the contaminants bioremediation. In this experiment, vats
containing samples of SS100%; SS+B (3:1-v/v); SS+Soil (3:1-v/v); SS+B+Soil
(3:1:1-v/viv) were used. The samples were bioremediated for 1 (T1), 3 (T2) and
6 months (T3). After each period, the cytotoxic, genotoxic and mutagenic
potentials of the different solid samples, solubilized of these samples and the
water that percolated from them were assessed by assays with Allium cepa test
organism. A microbiological analysis of the SS and its associations was
performed after each period tested. In relation to the cytotoxic effects analysis,
evaluated by the mitotic index, the solid samples of SS+B presented, for all the
periods, significant decrease of cell division, as well as the solid sample of SS
100% for T3. For the solubilized, a cytotoxic effect was only observed for the
samples SS+B in T1, SS 100% in T2 and SS+B+S in T3. For the percolated
samples, there was no cytotoxic effect. For the genotoxicity parameter
(quantification of chromosome and nuclear alterations) only the solid sample of
SS+B was genotoxic. Regarding the mutagenicity (assessed by the presence of
chromosome breaks and micronuclei), no result was statistically significant. In
relation to the microbiological analysis, an alternation in the microbial
community of the samples was observed. The species Bacillus sp was present
in all samples of T1l, Pseudomonas sp and Ochrobactrum anthropi were
present in all the samples of T2, and the species Acaligenes faecalis and O.

anthropi in all the samples of T3. For T1 and T2, only microorganisms of this
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group of bacteria were observed. However, for T3, in addition to bacteria, some
fungi were identified, being the genera Penicillium the most frequent. With this
study it can be noticed that the bioremediation periods used do not seem to be
totally sufficient for the complete detoxification of SS, as well as the use of
sugarcane bagasse did not seem to contribute, satisfactorily, to the
bioremediation. The aqueous extracts of the samples do not seem to function
as contamination vehicles of genotoxic and mutagenic contaminant agents to
the environment. With this study, we understand that further studies are needed
to assess the effectiveness of the complete detoxification of SS, as well as test
new bioremediation technologies that can contribute for a safer and more

sustainable application of this residue in agricultural soils.

Key-words: Allium cepa, chromosome aberrations, micronuclei, sugarcane

bagasse, microbiological analysis.
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Introducdo e Relevincia do tema 10

1 INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

O crescente aumento das areas urbanas, acompanhado do mau
gerenciamento das atividades humanas, acarreta graves impactos ecoldgicos.
Tal fato, faz com que a manutencdo e qualidade das condi¢cdes ambientais
figuem seriamente comprometidas.

Uma das grandes preocupac¢des contemporaneas esta relacionada com
o destino final dos residuos sélidos gerados pelas Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETE), devido ao intenso aumento de sua producgdo. Esse residuo,
conhecido como lodo de esgoto (LE), é disponibilizado, em sua maioria, em
aterros sanitarios apropriados, que, pelo seu alto custo, torna o processo de
tratamento de esgoto ainda mais caro. Segundo Oliveira (2000), a geracao
deste residuo, s6 no estado de S&o Paulo, ja excedeu a producédo de 100
toneladas de LE seco por dia.

A concentracdo predominante de matéria organica e a presenca de
nutrientes no LE tém levado alguns pesquisadores a sugerir sua utilizacéo
como insumo agricola, fertilizante ou recondicionante de solos agricultaveis
(ANDREOLI et al., 2004; BOVI et al., 2007; FARIA, 2007). Esta proposta pode
levar a um destino mais efetivo e nobre para este residuo, tanto do ponto de
vista econdmico como ambiental (LOPES, 2008), por se caracterizar em uma
disposicéo final menos impactante ao ambiente (SIMONETE et al., 2003).

Alguns estudos apontam que o LE promove uma melhoria no estado de
agregacao das particulas do solo, contribuindo para uma diminuicdo de sua
densidade e um aumento da aeracdo e retencdo de agua entre as suas
particulas (MELO; MARQUES, 2000). Também é sugerido que o LE pode
promover um aumento nos teores de fosforo (SILVA et al., 2002), de carbono
organico (CAVALLARO et al. 1993), da fracdo humica da matéria organica
(MELO et al.,1994), da capacidade de trocas catidnicas, da condutividade
elétrica do solo (OLIVEIRA et al., 2002) e uma elevacédo do pH (SILVA et al.,
2001).

Segundo Silva et al. (2003), o LE é um residuo complexo, que, devido a
sua origem bastante diversa, pode apresentar varias substancias prejudiciais
tanto aos organismos vivos quanto ao meio ambiente. Assim, apesar do LE

possuir caracteristicas favoraveis ao seu reuso, sua aplicacdo deve ser
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realizada com cautela e de maneira controlada. Dentre as substancias toxicas,
presentes no LE, podemos citar metais pesados do tipo zinco, cobre, niquel,
chumbo, cadmio e mercurio; compostos organicos, tais como fendis, benzenos,
antracenos, alquilbenzenos linear sulfonados; além de microrganismos
patogénicos (LOURENCO, 1997; ALMEIDA et al., 1998; HOLMSTRUP et al.,
2001; LOPES et al., 2005; PARAIBA; SAITO, 2005). Embora o uso desse
residuo na agricultura seja interessante, a presenca desses contaminantes
pode inutilizar esse uso, pela possibilidade de movimentacdo desses
compostos no meio edafico, levando a uma consequente contaminagcdo de
outras camadas do solo e também das aguas subterraneas (BERTONCINI;
MATTIAZZ0,1999). Uma possibilidade dessa movimentagdo pode acontecer
em decorréncia da lixiviacdo quimica dos solos, promovida pela acdo da agua
pluvial, que pode promover uma efetiva disseminacdo da contaminacao para
aguas subterraneas e também para sistemas fluviais vizinhos (RODRIGUES-
FILHO; MADDOCK, 1997 apud YALLOUZ et al., 2008).

Para a aplicacdo do LE, ou de algum de seus derivados, na agricultura,
h& a necessidade de uma avaliacao sobre o seu potencial agronémico, sobre a
presenca de possiveis substancias organicas e inorganicas com potencial
toxico, a presenca de patdégenos e ainda estudos sobre a sua estabilidade no
ambiente (BRASIL, 2006). Para que o LE possa ser aplicado em solos
agricolas, ele deve estar de acordo com a Resolucdo CONAMA n° 375, que
regulamenta e especifica o0 uso do LE na agricultura (PIRES, 2006). Caso o LE
nao esteja dentro das condi¢cdes previstas pela legislacdo, ele deve ser
disposto em aterros sanitarios.

Um método seguro e eficaz para reduzir a toxicidade de residuos
organicos é o processo de biorremediacdo, que consiste na utilizacdo de
organismos vivos capazes de modificar ou decompor poluentes. Neste
processo, a degradacao dos contaminantes presentes no ambiente é feita pela
prépria comunidade microbioldgica endégena do ambiente contaminado, que,
mantida as condi¢cdes de aeracao e suplementacao de nutrientes, permite uma
conversdo das substancias téxicas em outras menos prejudiciais aos
organismos expostos (BAMFORTH; SINGLETON, 2005). Segundo Pedrozo
(2002), alguns micro-organismos encontrados no solo, em aguas superficiais e

em aguas subterrdneas sao capazes de degradar compostos organicos,
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utilizando-os como fonte de energia e, assim, promover a sua eliminacdo do
ambiente contaminado. O emprego dessa tecnologia pode permitir a
eliminacé@o de substancias téxicas do LE e favorecer o uso desse residuo como
fertilizante agricola.

Uma estratégia que vém sendo empregada para auxiliar na
biorremediacéo é a bioestimulacdo. Este método envolve a adicdo de agentes
estimuladores, como, por exemplo, nutrientes e oxigénio, a fim de aumentar o
crescimento da microbiota indigena. Fatores como pH ajustado, relacdes
ideais de nutrientes no meio, adicdo de biosurfactantes ou enzimas podem
colaborar para a eficacia da bioestimulagcdo (SINGH et al., 2011). Uma
proposta para realizacdo de bioestimulacdo é a incorporacao de residuos agro-
industriais em ambientes contaminados, pela possibilidade desses materiais
agirem como espessantes, portanto aumentando o volume do substrato,
proporcionando assim um melhor suporte a microbiota associada (XU; LU,
2010). A aplicacdo de residuos de agro-industrias em ecossistemas
contaminados também pode promover um acréscimo no suprimento energeético
do sistema, conferindo assim uma maior possibilidade de incrementar o
desenvolvimento de micro-organismos degradadores. O éxito nha
biodegradacdo de compostos organicos tem relacdo direta com a porosidade
do solo e a quantidade de oxigénio disponivel no meio, beneficiando a remocao
mais efetiva de contaminantes em condicdes aerobias (PEREZ-ARMENDARIZ
et al., 2004). A porosidade e a aeracdo dos solos podem ser melhoradas por
meios fisicos ou pela adicdo de materiais descompactantes, 0 que permite a
entrada de ar no sistema e a consequente aerobiose noO processo
(VASUDEVAN; RAJARAM, 2001).

O bagaco de cana-de-acucar funciona como um bom agente
descompactante de solo, por melhorar a sua porosidade e constituir uma boa
fonte de carbono, gracas ao seu alto teor de carboidratos (PANDEY et al.,
2000). Esta fibra vegetal contém cerca de 40% de celulose, 35% de
hemicelulose e 15% de lignina (RODRIGUES, 2005), constituintes estes
importantes para 0S micro-organismos que irdo atuar na biorremediacao do LE.
Segundo Teixeira et al. (2007), o bagaco resultante da extracdo do caldo da
cana-de-aclcar, ap0s esmagamento nas moendas, € considerado um dos

maiores residuos da agroindustria brasileira.
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Ensaios biolégicos tém se mostrado eficientes estratégias para avaliacdo
de riscos ambientais e, consequentemente, podem ser utilizados em
monitoramento de solos contaminados e/ou biorremediados (PLAZA et al.,
2005), fornecendo grande confiabilidade aos resultados e auxiliando na
tomada de decisfes, quanto ao tratamento e disposicdo adequada de residuos
(RODRIGUES, 1999). Testes bioldgicos sao essenciais para a avaliacao das
reacdes de organismos vivos a poluicdo ambiental (MORAES et al., 2003). De
acordo com Lanno et al. (2003), o uso de bioindicadores em experimentos
controlados de laboratério permite uma avaliagdo mais apurada do potencial
toxico do LE.

As plantas sao Otimos bioindicadores para a avaliacdo de
genotoxicidade de ambiente terrestre, ja que este substrato € o0 meio de
crescimento para a grande maioria delas (WHITE; CLAXTON, 2004). Dentre os
vegetais superiores, 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 na comprovacéo da efetividade do
processo de biodegradacdo (MAILA; CLOETE, 2005; MAZZEO et al., 2010).
Este organismo teste tem como caracteristicas principais a sua cinética de
proliferacéo, o crescimento rapido de suas raizes, o grande namero de células
em divisdo, a sua alta tolerancia a diferentes condi¢cdes de cultivo, a sua
disponibilidade durante o ano todo, o seu facil manuseio e por possuir
cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho (QUINZANI-
JORDAO, 1978; 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).

De acordo com Caritd (2007) e Souza et al. (2009), a espécie A. cepa
caracteriza-se em um eficiente sistema-teste para a deteccdo de danos
genotéxicos e mutagénicos induzidos por solos e solubilizados de solos
contaminados com lodo de esgoto e hidrocarbonetos de petroleo,
respectivamente.

A possibilidade da aplicagdo agricola do LE pode ser, entdo, uma
importante estratégia para a melhoria das questdes ambientais, pois contribui

para a diminui¢do da disposicao irregular desse residuo no ambiente, favorece
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a reciclagem de nutrientes e a reducdo do uso de fertilizantes minerais, além
de também melhorar o condicionamento fisico do solo, j& que o LE possui um
alto teor de matéria organica. A avaliacdo do potencial téxico do LE por
sistemas biolégicos, bem como o aprimoramento de técnicas para
descontaminacdo do LE, podera fornecer informacbes relevantes sobre a
possibilidade de um uso mais nobre para este residuo, além de poder também

minimizar os impactos que este material vem causando ao meio ambiente.
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista os efeitos negativos do lodo de esgoto, quando
depositado de forma inadequada nos ecossistemas, por possibilitar a
introducdo de substancias toxicas, e causar sérios impactos ao ambiente, fica
clara a necessidade emergencial de se investigar novos métodos de
descontaminacédo deste residuo, para que 0 mesmo possa ter um destino mais
nobre, como o de recondicionador de solos agricultaveis. Assim, este projeto

teve como objetivo:

v/ avaliar os potenciais citotdéxicos, genotéxicos e mutagénicos de
diferentes concentracbes de lodo de esgoto, obtidas pela adicdo de
diferentes porcentagens de solo e residuo vegetal ao LE, por meio de

ensaios desenvolvidos com o organismo-teste Allium cepa;

v avaliar a presenca de substancias téxicas no LE, que sejam sollveis em
agua, tanto nos solubilizados como nos liquidos percolados das
amostras estudadas, a fim de estimar um possivel carreamento dessas
substancias para as camadas mais profundas do solo e para o0s recursos

hidricos adjacentes;

v Identificar e quantificar os micro-organismos presentes nas amostras de

LE e nas associac0Oes, para diferentes periodos de biorremediacéo;

v' monitorar a efetividade da detoxicacdo do LE, com e sem a presenca de

residuo vegetal, em diferentes tempos de tratamento;

v/ estimar as possibilidades de utilizacdo do lodo, associado ou ndo a

residuo vegetal, como biofertilizante de solos agricolas;

v verificar a possibilidade do uso do bagaco de cana-de-aglcar para a
reducdo da toxicidade do LE, e assim poder utiliza-lo como biofertilizante

de solos agricultaveis.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

O LE anaerdbio centrifugado, utilizado nesse projeto, foi obtido junto a ETE do
Jardim das Flores na cidade de Rio Claro — SP, no ano de 2011. Esta ETE, que
recebe somente efluente de esgoto doméstico, compreende uma area de 40 000 m?
a e gera, mensalmente, 113,53 toneladas de LE anaerébio. O LE da ETE Jardim das
Flores € depositado em aterros sanitarios apropriados.

Para o preparo das amostras estudadas neste trabalho, foi utilizado solo (S)
de textura argilosa, coletado no Jardim Experimental da UNESP do campus de Rio
Claro, solo este considerado de boa qualidade agricola. O agente descompactante
utilizado foi bagaco de cana-de-acucar (B) seco e triturado grosseiramente.

As amostras estudadas foram preparadas de acordo com as seguintes
proporcgdes:

v" Lodo de esgoto 100% (LE 100%)

v" Lodo de esgoto + bagaco de cana-de-acucar (3:1 —v/v) (LE+B)

v" Lodo de esgoto + solo (3:1 - v/v) (LE+S)

v Lodo de esgoto + bagaco de cana-de-aclUcar +solo (3:1:1 - v/viv)
(LE+B+S).

3.2 Organizacéo dos diferentes ensaios

As amostras preparadas e estudadas foram dispostas, individualmente, em
cubas de material inerte - inox (dimensdes: 24 cm de largura, 20 cm de altura e 30
cm de comprimento), para evitar qualquer interferéncia de poluentes externos as
amostras.

Antes da disposicdo das amostras, foram colocados no fundo das cubas 2,73
kg de esferas de vidro, para representar a camada porosa do solo, a fim de facilitar o
escoamento do liquido que percolou das amostras. Para a extragdo das amostras do
liquido percolado das misturas foi feito um orificio na parte inferior da cuba (1,5 cm
do fundo da cuba), onde foi acoplado uma mangueira de silicone, por onde podia se

retirar esses percolados (Figura 1).
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Durante todo o periodo de experimentacdo da biorremediacdo, as cubas
foram mantidas no Jardim Experimental da UNESP de Rio Claro, em local
parcialmente coberto e sob temperatura ambiente. Foram montadas duas cubas
para cada tipo de amostra estudada (duplicata). Pelo fato dessas cubas se
encontrarem em um sistema aberto, as amostras estavam sujeitas a perda de agua
por evaporacao, como também a incorporacao de agua (agua da chuva ou umidade
do ar). A massa das amostras foi monitorada, pesando-se as cubas constantemente.
Toda vez que foi observada a perda de massa das amostras, pela comparacéo entre
0 peso inicial e o peso apresentado no momento da pesagem, foi borrifada agua
ultra-pura em uma quantidade equivalente a perdida na amostra, a fim de
reincorporar a quantidade de agua perdida, para ndo comprometer a microbiota ali
existente, que ¢é dependente de umidade, essencial para 0 processo de

biodegradacéo.
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Figura 1: A, B e C: Cubas dispostas no Jardim Experimental, contendo as diferentes

amostras preparadas com LE. 1: Cubas de inox; 2: Mangueira de silicone.

Fonte: Elaborado pela autora

Os periodos escolhidos para avaliacdo da detoxificacdo foram de um més
(T1), trés meses (T2) e seis meses (T3), apos o inicio do experimento. Decorridos
cada tempo, as amostras foram retiradas das cubas e o peso seco de cada amostra
foi calculado para a correta preparacdo do solubilizado. Também foi coletado, de
cada cuba, o liquido que percolou das amostras, por meio da mangueira de silicone.
Além da amostra solida, também foram utilizados na realizagdo dos bioensaios, 0
solubilizado e o percolado de cada uma das amostras, a fim de se avaliar a possivel
presenca de substancias toxicas soluveis em agua.

A amostra soélida foi coletada com auxilio de um tubo de plastico de PVC
(dimensd@es: 3 cm de diametro- e 40 cm de comprimento-), acoplado a um émbolo de
menor didmetro, de modo que a retirada da amostra atingisse toda a altura da cuba
(Figura 2).
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ApOs cada coleta, as amostras soélidas das misturas foram colocadas
individualmente em béqueres de vidro, devidamente identificados, e os percolados
em frascos de vidro com tampa. Parte das amostras sélidas (relacionada com o peso
seco de cada amostra) foi utilizada para a preparacéo dos solubilizados.

Figura 2: Desenho esquematico da coleta. 1. Coleta da porcdo do fundo da cuba; 2.
Coleta da por¢cado mediana da cuba; 3. Coleta da porcéo superficial da cuba. A: Cuba
de inox; B: Esferas de vidro; C: amostra; D: coletor.

— 2>

_>B

Fonte: Elaborado pela autora

3.3 Avaliacéo microbioldgica do LE

A caracterizacdo microbioldgica do LE foi feita apds o primeiro, segundo e
terceiro periodo de biorremediacao, ou seja, um, trés e seis meses apos o inicio do
experimento, para as quatro amostras: amostra de LE 100%; LE+B; LE+S e

LE+B+S, a fim de observar a biodiversidade microbiana nestes materiais.

3.3.1 Diluicdo, semeadura e identificacdo de micro-organismos das

amostras

Para a diluicdo das amostras, foi adicionado 1 g de cada uma das amostras,
individualmente, em 10 mL de solugéo salina estéril a 0,85%. Apos homogeneizagéo
em Vortex, foi transferido 1 mL da mistura para um frasco contendo 9 mL de outra

solugcdo salina. Apdés nova homogenizacdo, uma nova aliquota de 1 mL foi
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transferida a outro frasco com 9 mL de solugcdo salina, sendo novamente a nova
mistura homogeneizado. Em seguida, foram semeados 100 pL (por meio de pipeta
automatica), 10 uL e 1 pL (por meio de alca calibrada descartavel) das trés diluicbes
nos meios: Agar Sangue, Agar MacConkey, Agar Sabouraud e Cromoagar
UriSELECT 4 (Bio-Rad Laboratories, Marnes-La-Coquete, Franca).

A avaliacdo da densidade e da contagem da microbiota presente nas
amostras foi feita por método quantitativo, cuja dilui¢édo final se encontra indicada na
tabela abaixo.

As placas semeadas foram incubadas em estufa por sete dias,
ininterruptamente. Apos este periodo, as placas foram analisadas quanto ao tipo e
guantidade de coldnias. As col6nias foram identificadas por meio de provas
bioquimicas manuais. Posteriormente, os micro-organismos foram identificados em

equipamento de automacao Vitek®2 Compact, BioMérieux®.

3.3.2 Contagem de bactérias presentes na amostra

A quantificacdo dos micro-organismos presentes em cada amostra foi
realizada pela contagem de UFC (Unidades Formadoras de Colbnia), referente a1 g
do material original. Para a contagem final, foi considerado o meio de cultura que
apresentou maior quantidade de cada micro-organismo, pois nem todos crescem em
todos os meios de cultura, pelo fato de alguns meios serem seletivos para alguns
micro-organismos ou por acelerar o crescimento de alguns micro-organismos,
dificultando assim a observacdo e contagem dos demais micro-organismos
presentes na amostra. Apos a identificacdo, as cepas foram congeladas em caldo

BHI com glicerol a -80°C.

3.4 Calculo do peso seco

Para verificar o conteido de agua presente nas amostras estudadas, e para a
preparacdo do solubilizado, houve a necessidade de se calcular o peso seco das
amostras, segundo o protocolo:

Primeiramente, capsulas de porcelana foram pesadas e secas em estufa a 105

°C por 24 h. Decorrido este periodo, as capsulas foram novamente pesadas em
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balanca de precisdo. Em seguida, foi adicionado em cada capsula 10g da amostra
correspondente a associacao (solo, LE e bagaco de cana) proposta para o estudo.
Sendo esta etapa realizada em triplicata.

As amostras foram, entdo, colocadas em estufa a 105 °C por, ho minimo, 24
horas e pesadas novamente. Para evitar que as amostras incorporassem a umidade
do ambiente em sua massa, 0 seu resfriamento foi feito em dessecador.

O célculo do conteudo da agua existente foi realizado pela diferenca dos pesos

inicial e final.

3.5 Obtencéao dos solubilizados (ABNT, 2004 - norma NBR 10.006)

O processo para a obtencdo dos solubilizados das amostras de LE e suas
respectivas combinag¢des com solo e bagaco de cana-de-acucar, consistiu de:

Dissolucdo de 62,59 da amostra (referente ao peso seco) de LE ou de suas
associacOes e da amostra de solo referéncia, individualmente, em 250 mL de agua
de osmose reversa, submetendo essas solu¢cdes a uma agitacdo constante, em
baixa velocidade, por 5 minutos. Para a obtencéo dos solubilizados das amostras LE
100% e LE+B, foram adicionados, diferentemente das demais, 500 mL e 400 mL de
agua, respectivamente.

Posteriormente as amostras foram acondicionadas em temperatura ambiente
(22 °C), por sete dias, em frascos cobertos com filme de PVC. Apds decantacdo do
material, foi coletado o sobrenadante para ser filtrado em membrana com 0,45 ym
de porosidade. Os solubilizados, entéo, foram reservados, para serem utilizados nos

bioensaios (Figura 3).



Materiais e Métodos 22

Figura 3: Solubilizados das amostras de LE e suas associagde

Fonte: Elaborado pela autora

3.6 Avaliacdo da genotoxicidade pelo teste Allium cepa

As sementes de A. cepa foram dispostas em placas de Petri, sendo
submetidas diretamente a germinagcao nas associacdes especificadas anteriormente,
nos seus solubilizados e no liquido percolado dessas associacgées.

Os tratamentos controles foram realizados em agua ultra pura (controle
negativo), em solo (controle ambiental) e em metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-
Aldrich, CAS 66-27-3) para o controle positivo. Todos os testes de germinacdo de
sementes foram realizados em duplicata.

ApdOs germinacdo, foram coletadas radiculas com cerca de 2,0 cm de
comprimento e fixadas em carnoy (alcool e &cido acético, proporcéo de 3:1 — v/v) por
6 a 18 h em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, foi realizada a troca do
fixador por um recém-preparado, para posterior armazenamento das raizes a 4°C,

até a sua utilizacdo na confecgcéo das laminas.

3.6.1 Teste de Aberracdes Cromossémicas e Micronucleos em células

meristematicas de Allium cepa

Os testes de Aberracdes Cromossdmicas (AC) e de Micronucleo (MN),
realizadas com células meristematicas de radiculas de A. cepa, foram feitos de
acordo com o protocolo estabelecido por Grant (1982), com algumas modificacdes.

bY

As raizes fixadas foram submetidas a reacdo de Feulgen. Para o preparo das
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laminas, os meristemas foram dispostos em laminas, contendo uma gota de carmim
acético (2%), e recobertos com laminulas, sendo, suavemente, esmagados. As
laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas montadas com resina

sintética.

3.6.2 Forma de analise dos resultados

Para a analise das AC, foram considerados diferentes tipos de aberracfes
(perdas, fragmentos, pontes, atrasos, aderéncias cromossdmicas, entre outros) nas
diferentes fases da divisdo celular (profase, metafase, anafase, telofase). Foi
considerado como endpoint de genotoxicidade, todas as diferentes aberracbes
cromossOmicas encontradas, com excecdo das quebras cromossémicas. As
presencas de MN e de quebras cromossémicas foram consideradas como outro
parametro de avaliacdo (endpoint de mutagenicidade). O indice mitético (IM), obtido
pela razdo do numero de células em divisdo sobre o numero total de células
analisadas, constituiu um outro parametro de avaliacdo, que caracterizou o endpoint
de citotoxicidade.

A analise de todos estes parametros foi realizada pela contagem de cerca de
5000 células por tratamento, sendo 500 células por lamina, para um total de 10
laminas avaliadas. As andlises estatisticas foram feitas por meio do teste Kruskal-

Wallis a <0,05 de nivel de significancia, utilizando o software BioEstat 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Peso seco das amostras

O peso seco das amostras determina a massa das particulas solidas
presentes no solo ou no residuo sélido, na auséncia total de umidade. Por meio

destes dados, foi possivel estimar a quantidade de agua das amostras de LE e das

associacoes de LE com bagaco de cana-de-acucar e solo.

Os resultados obtidos, em relacdo ao peso seco, para as amostras iniciais de
solo, LE 100% e suas misturas de LE/solo, LE/bagaco e LE/solo/bagaco, apos os

periodos de um més (T1), trés meses (T2) e seis meses (T3) de biorremediacéao,

podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Média do peso seco referente aos trés periodos de remediacdo, apos o

inicio do experimento.

T1

T2

T3

90,640 + 0,183

98,103 + 0,116

98,303 + 0,035

25,290 + 0,976

32,575 + 2,740

53,651 + 1,392

24,322 + 1,108

38,404 + 0,779

53,255 * 3,273

28,911 +1,414

37,686 + 2,740

52,036 =+ 1,330

31,152 +1,184

39,157 + 0,734

46,756 + 1,902

58,735 + 0,743

69,295 + 0,438

74,930 + 0,381

59,393 + 1,782

62,449 + 0,522

67,572 + 0,656

45,801 +0,974

47,387 + 0,765

58,970 + 1,468

Amostra Repeticéo
Solo -
1
LE 100%
2
1
LE +B
2
1
LE+S
2
1
LE+B+S
2

49,583 + 0,241

51,610 £ 2,572

60,739 £ 2,130

T1l: 1 més apos inicio do experimento; T2: 3 meses apds o0 inicio do
experimento; T3: 6 meses apods o inicio do experimento. Fonte: Elaborado pela

autora
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Nossos resultados indicaram que para o T1, o peso seco de LE 100% foi de
25%, evidenciando que grande parte de sua massa era composta por agua (Tabela
1). Para o T2, dessa mesma amostra, houve um aumento da porcentagem
correspondente ao seu peso seco, embora ainda uma grande parte de sua massa
era constituida por agua (cerca de 35%). Para o T3, também foi observado um
aumento do seu peso seco, chegando a mais de 50% de sua massa total. Dessa
forma, pode-se perceber um aumento gradual no niumero de particulas sélidas do LE
100%, em relacdo ao seu volume total, apds seis meses. Um aumento do peso seco
de amostras de LE também foi observado por Mazzeo (2013), apos diferentes
periodos de biorremediacédo, indicando que o processo de atenuacdo natural
favorece a perda de agua das amostras.

Quando a amostra de solo foi comparado, com as demais amostras, foi
observado que a amostra de solo, em todos os periodos estudados, apresentou o
maior peso seco e, consequentemente, a menor quantidade de agua.

Nas associacoes de LE+B, pode-se observar que a massa correspondente ao
seu peso seco foi de cerca de 30% para o T1, 38% para o T2 e 49% para o T3; ja
para a associacdo de LE+S esta massa correspondeu a cerca de 59% para o T1,
66% para T2 e 71% para T3. Para as amostras de LE+B+S, a massa
correspondente ao seu peso seco foi de cerca de 47% para T1, 49% para T2 e 59%
para T3. Portanto, foi observada, de maneira geral, uma correlacéo inversa entre a
guantidade de lodo e o peso seco, pois quanto maior foi a quantidade de lodo nas
amostras, menor foi 0 seu peso seco, embora esta relacdo tenha uma tendéncia de
aumentar no decorrer do experimento.

Segundo Maia, Morais e Medeiros (2005), a matéria organica € higrdfila,
devido as suas cargas negativas e sua superficie especifica elevada, o que leva a
um alto poder de retencédo de agua. Dessa forma, um aumento na degradacédo da
matéria organica leva, consequentemente, a uma perda da retencdo de agua do
sistema. Isso também explica a alta retencdo de agua pela amostra de LE 100%, ja
gue este material apresenta uma maior quantidade de matéria organica, quando

comparada com os demais substratos usados nas associagoes.
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4.2 Obtencéo dos percolados

Os percolados utilizados na realizacdo dos bioensaios foram obtidos para os
tempos e associacdes descritas abaixo:
« Paraotempo 1: LE 100%; LE+B; LE+ B+S;
e Paraotempo 2: LE+B; LE+S ; LE+B+S;

Como pode-se observar nas figuras 4 e 5, a coloracdo e a quantidade de
liquido coletado nos ensaios variaram de acordo com o tratamento. No primeiro
tempo, ndo se obteve percolado da amostra de LE+S, provavelmente devido a
adicdo da matéria organica do LE ao solo, a qual pode influenciar na retencdo das
moléculas de agua, dificultando a percolacdo da mesma. O LE, quando associado
ao solo, pode melhorar algumas das propriedades fisico-quimicas do solo receptor,
como o aumento da capacidade de campo, ou seja, uma maior retencao hidrica
(MELO et al., 2001).

Outro fator que pode ter ocasionado a diferenca na obtencéo dos percolados,
nos diferentes tempos de biorremediacado, pode estar relacionado com a evaporacéo
da agua destes tratamentos, uma vez que o0s ensaios foram desenvolvidos em
sistema aberto de experimentacdo. Os ajustes, em relacdo aos pesos iniciais das
cubas, foram feitos somente pela adicdo de &agua nas amostras. Assim, a
decomposicdo da matéria organica, ao longo do periodo de biorremediacdo, pode
ter proporcionado uma menor retencdo hidrica das amostras, favorecendo o
aumento da evaporacao. Essa resposta pode ser observada na tabela 1, que mostra
gue, com o passar do tempo, as amostras foram perdendo agua. Sugerimos que
essa maior perda de &gua, provavelmente, ocorreu devido a um aumento da
evaporacao do sistema. Podemos citar como exemplo, o LE 100%, onde foi obtido
percolado para T1, mas ndo para T2 e T3. No T1, o peso seco do LE 100%
correspondia a apenas 25% do seu peso total, enquanto que no T3, este valor
aumentou para 53%, comprovando a grande perda na capacidade de retencdo de

agua dessa amostra.
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Figura 4: Obtencao do percolado das diferentes amostras no T1.

A: LE 100%; B: LE+B; C: LE+B+S. Fonte: Elaborado pela autora

Figura 5: Obtencao do percolado das diferentes amostras no T2.

A: LE+B; B: LE+S; C: LE+B+S. Fonte: Elaborado pela autora

4.3 Caracterizagdo microbiol6gicado LE

A biodegradacdo de compostos organicos ocorre de maneira mais eficaz,
guando o0s micro-organismos inoculados sao pré-selecionados, portanto mais
adaptados aos poluentes alvos (KATAOKA, 2001). Dessa forma, € de suma
importadncia a caracterizagdo dos micro-organismos presentes nas amostras, para
gue se possa utiliza-los no tratamento do LE, antes de sua disponibilizagcdo como
fertilizante agricola. As bactérias, leveduras e fungos filamentosos sé&o
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biotransformadores eficazes, pela sua habilidade em degradar uma diversidade de
substancias organicas frequentemente encontradas em efluentes. Como estes
micro-organismos assimilam tais substancias como fonte de carbono e/ou de
energia, 0 uso destes agentes biol6gicos tem sido apresentado como uma
alternativa promissora aos métodos convencionais de tratamento e,
consequentemente, de resolucéo de problemas ambientais (URURAHY, 1998).

Com relagdo ao primeiro periodo de bioatenuacdo (T1), foram encontrados
nove diferentes géneros de bactérias, tanto Gram-negativas (p.e. Pseudomonas
aeruginosa, P. putida) como Gram-positivas (p.e. Bacillus sp) (Tabela 2).

Pelos resultados obtidos para T1, foi possivel observar que o Bacillus sp foi a
Unica bactéria presente em todas as amostras neste tempo experimental. Sendo
assim, podemos sugerir que esta espécie deva ser um organismo importante para a
biodegradacao inicial dos poluentes ambientais, devido a sua resisténcia as
condi¢cBes do LE. No entanto, esse género nao foi o mais abundante na contagem
de micro-organismos das amostras.

Para o segundo periodo (T2), foi observada uma alteracdo da microbiota,
guando comparada ao T1 (Tabela 2). As bactérias Pseudomonas sp. e
Ochrobactrum anthropi foram encontradas em todas as amostras analisadas para
T2, enquanto que Serratia marcescens so6 foi encontrada na amostra de LE+B+S.

Para o terceiro periodo (T3), foram encontrados cinco géneros de fungos
distintos e nove de bactérias. Dentre as bactérias presentes neste tempo de
experimentacédo, a espécie Alcaligenes faecalis foi observada em todas as amostras
de T3, bem como em algumas amostras dos tempos anteriores. Ja a bactéria
Rhizobium radiobacter foi encontrada apenas na amostra de LE+B+S do terceiro
periodo de experimentacao (T3). Com relacdo aos fungos, o Unico género presente
em todas as amostras de T3 foi o Penicillium.

Segundo Silva et al. (2003) os micro-organismos, além de promoverem a
degradacédo de diversas substancias, possuem também propriedades de se ligarem
em solugdo aquosas, a alguns metais, sendo esta propriedade conhecida como
biosorgcéo. Ha vérias vantagens do uso de bactérias como biossorventes, dentre elas
se destacam o seu tamanho reduzido, a ubiquidade, a capacidade de crescimento
em condi¢gbes controladas e a resiliéncia a uma gama de condicbes ambientais
(URRUTIA, 1997). Um dos impactos negativos da deposicdo do LE em solos

agricolas é a presenca de altas concentragcbes de metais, uma vez que esses
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poluentes sdo de dificil remoc¢éo (JIANG;FAN, 2008). Dessa maneira, a identificacdo
dos micro-organismos com capacidades biosorventes pode auxiliar em processos de
descontaminacdo do LE. Entre os micro-organismos que possuem uma boa
propriedade de biosorcdo de metais, destaca-se o Bacillus sp, encontrado em T1, e
a Pseudomonas sp (QUINTELAS, 2007), também encontrada nas amostras
estudadas neste trabalho.

Em estudos realizados por Ozdemir et. al (2003), os autores mostraram que
O. anthropi é eficiente na adsor¢cédo de alguns metais pesados como cromo, cobre e
cadmio. Esta mesma bactéria foi também encontrada neste experimento, para as
diferentes amostras do T2 e T3.

Os fungos também merecem destaque na degradacdo de compostos
organicos, sendo conhecidos por degradar ou provocar deterioracdo de uma ampla
variedade de materiais (SING, 2006). Os fungos apresentam um crescimento mais
lento, quando comparado as bactérias, e geralmente precisam de um substrato para
co-metabolismo, sendo entdo considerados menos eficientes na degradacdo de
xenobidticos do que as bactérias. No entanto, esses micro-organismos sao mais
eficientes na degradacédo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos com mais de
quatro anéis, quando comparados as bactérias (LEITAO, 2009).

Leitdo (2009) cita que o género Penicillium sp tem um importante papel como
biosorvente de metais, como zinco e cobre, além de ser um agente natural para
remediacao de diferentes compostos organicos como fluoreno e pireno.

Neste trabalho, o género Penicillium foi encontrado em todas as amostras, do
periodo T3, corroborando com os dados de Leitdo (2009), em relacdo a uma demora

na coloniza¢do das amostras, devido a seu metabolismo mais lento.
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Também foi observado uma variagdo na composicéo das populacdes de
micro-organismos presentes nas diferentes amostras, possivelmente pela
adicdo do bagaco de cana-de-agucar e do solo, indicando que o uso desses
materiais pode aumentar a diversidade microbiana do LE. A biorremediacao
utiliza de micro-organismos com capacidades de degradacédo para remediar
solos contaminados. Mas para que essa microbiota fique ativa, ha a
necessidade de uma quantidade adequada de oxigénio no sistema (RHYKERD
et al.,1999). Os agentes descompactantes, além de proporcionarem uma
melhor aeracdo, podem auxiliar na biodegradacdo fornecendo nutrientes,
guando enriquecidos, e massa microbiana (HENCKLEIN, 2008). Estudos
relatam o aumento da degradacdo de compostos organicos em sistemas de
compostagem ou landfarming, quando s&o adicionados alguns agentes
descompactantes, como cascas de madeira, palha, feno de grama, entre outros
(RHYKERD et al., 1999; MOLINA-BARAHONA et al., 2004).

Dessa forma, a identificacdo da microbiota presente nas amostras €
interessante, ndo somente pela possibilidade de selecionar os microrganismos
mais eficientes, para posterior utilizacdo no processo de aceleracdo da
detoxificacdo do LE, mas também para identificar se a introducdo de novos
agentes (bagaco e solo) pode favorecer a biodegradacéo, pela introducdo dos

NOVOS microrganismos ao sistema.

4.4 Avaliacédo da acdo do LE pelo teste A. cepa

Um dos vegetais mais utilizados para avaliacdo genotoxicas e
mutagénicas é a espécie A. cepa. Inimeros trabalhos citam as células de
meristemas radiculares como um eficiente material para ensaios de aberracdes
cromossdmicas e de micronucleos (BUSHRA ATEEQ; ABUL FARAH; NIAMAT
ALl, 2002; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO;
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011).

Neste trabalho, o organismo teste A. cepa foi utilizado para avaliar a
eficiéncia da detoxificacdo do LE e de suas associa¢des com bagaco de cana-
de-aclcar e solo e suas respectivas solu¢des aquosas, apdés os periodos de

um més, trés meses e seis meses do inicio do experimento. Este bioensaio ndo
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foi realizado com o LE no tempo zero (antes do inicio da biorremediac¢&o), pois,
segundo Mazzeo (2013), o LE inicial bruto inibe a germinacéo das sementes de
A. cepa. Esse fato também foi observado por Maziviero (2011), quando o autor
expbs sementes de A. cepa ao lodo bruto coletado na ETE da cidade de
Atibaia.

Os ensaios desenvolvidos no presente trabalho foram realizados em
duplicatas, embora os resultados aqui apresentados, referentes ao potencial
citotoxico, genotoxico e mutagénico, foram considerados como um Unico grupo,
pois as réplicas ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
entre si.

Os resultados observados para as amostras brutas, apdés o primeiro
tempo de ensaio (T1), com relacdo a germinacdo das sementes, se mostrou
semelhante para todas as amostras controle (controle negativo, controle
positivo e a controle ambiental) e para o LE 100%, e diferente para as amostras
de LE/Solo, LE/Bagaco e LE/ Bagaco/Solo. Como podem ser observado na
Figura 6, as amostras de LE 100% apresentaram um padrdo de crescimento
das radiculas maior que as outras amostras. JA a amostra de LE/Bagaco
apresentou um padréo de crescimento menor, quando comparado as demais.
Todas as radiculas foram coletadas no mesmo dia, mesmo as que exibissem
um padrdo de crescimento diferente entre si, pois houve, para todos os

ensaios, um tamanho aceitavel para a confeccao das laminas.

Figura 6a: Germinacdo de sementes de A. cepa, referente aos tratamentos

realizados com LE, S e B, apés um més do inicio do experimento (T1).

v \ Y




Resultados e Discussdo 33

A: Lodo de esgoto 100%; B: Lodo de esgoto + Bagaco; C: Lodo de esgoto +
Solo; D: Lodo de esgoto + Bagaco + Solo. 1. réplica 1 do ensaio
correspondente; 2: réplica 2 do ensaio correspondente. Fonte: Elaborado pela

autora.

Figura 6b: Germinacdo de sementes de A. cepa, referente aos tratamentos

controles, apés um més do inicio do experimento (T1).

Amostras controles. A: Controle negativo; B: controle positivo, C: controle

ambiental (solo). Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados do segundo bioensaio, correspondente a trés meses apos
o0 inicio do experimento (T2), se mostraram, com relacdo ao comprimento das
radiculas, semelhantes entre os controles, porém diferentes entre os controles
e as os tratamentos. Foi observado que as sementes submetidas aos
tratamentos apresentaram um padrao de crescimento das radiculas inferiores
aos das amostras do controle (controle negativo, positivo e ambiental).
Também foi observada uma sutil diferenca no crescimento das radiculas entre
0os tratamentos, sendo que as sementes expostas ao LE+S tiveram um
crescimento radicular maior, quando comparadas aos demais tratamentos (LE
100%, LE+B, LE+B+S) (Figura 7). Esse ensaio mostrou resultados diferentes
aos do primeiro bioensaio (T1), pois 0 maior padréo de crescimento da radicula
foi observado para o tratamento de LE+S. Esta diferenca pode ter ocorrido
devido ao fato de algumas substancias téxicas do LE tornarem-se
biodisponiveis para as sementes, ap0s a biodegradacdo, inibindo o
crescimento das suas radiculas. Devido a essa inibi¢cdo, as radiculas de todos
os tratamentos (LE 100%, LE+S, LE+B, LE+B+S) tiveram que ser coletadas
dois dias apds a coleta das radiculas dos controles, por ndo exibirem tamanho

adequado para a confeccéo das laminas.
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Figura 7a: Germinacdo de sementes de A. cepa, referente aos tratamentos

realizados com LE, S e B, apds trés meses do inicio do experimento (T2).

P

A: Lodo de esgoto 100%; B: Lodo de esgoto + Bagaco; C: Lodo de esgoto +
Solo; D: Lodo de esgoto + Bagaco + Solo. 1: réplica 1 do ensaio
correspondente; 2: réplica 2 do ensaio correspondente. Fonte: Elaborado pela

autora.

Figura 7b: Germinacdo de sementes de A. cepa, referente aos tratamentos

controles, apoés trés meses do inicio do experimento (T2).

Amostras controles. A: Controle negativo; B: controle positivo, C: controle

ambiental (solo). Fonte: Elaborado pela autora.

Com relagdo aos resultados do terceiro tempo do bioensaio,
correspondente a seis meses apds o inicio do experimento (T3), pode-se
observar um padrdo de crescimento das radiculas mais semelhante ao do
segundo bioensaio. Os controles apresentaram um padrdo de crescimento

radicular muito parecido entre si, enquanto que 0s tratamentos apresentaram
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um padrdo de crescimento inferior aos dos controles e diferentes entre si. Para
este periodo, as radiculas expostas ao LE 100% e ao LE+B apresentaram um
crescimento menor, quando comparadas aos controles, e as amostras de LE+S
e LE+B+S (Figura 8). As coletas das radiculas expostas aos tratamentos de
LE+S e LE+B+S foram realizadas trés dias ap6s as coletas dos controles e as
coletas das radiculas submetidas aos tratamentos de LE 100% e LE+B foram
realizadas seis dias ap06s as coletas dos controles. Este atraso na coleta se deu
devido a necessidade de espera para que as radiculas atingissem um tamanho
aceitavel para a confeccéo das laminas de A. cepa. Um aumento da resposta
biologica em LE também foi relatado por Badia-Fabregat et al. (2012), apos
biodegradacdo fungica, possivelmente em decorréncia da bio-ativacdo dos
compostos presentes neste LE pelo fungo empregado no processo.

Segundo Oliveira (1998), com o0 tempo, ocorre uma decomposicao
natural da matéria organica presente no LE, havendo assim magnificacdo de
substancias toxicas ao solo, liberadas do LE, como por exemplo, metais.
Segundo o autor, devido a possibilidade de transferéncia de substancias do LE
para o solo, € muito importante conhecer, por meio de testes especificos, 0
grau de estabilidade ou a taxa de decomposicdo dos materiais organico
presentes no LE. Este fato faz com que substancias toxicas, que antes
estavam inertes ou complexadas a matéria organica, tornem-se livres no solo
e, portanto, disponiveis aos organismos presentes no meio. Este fato pode ter

levado a uma inibicdo no crescimento das radiculas deste estudo.
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Figura 8a: Germinacdo de sementes de A. cepa, referente aos tratamenntos

realizados com LE, S e B, apés seis meses do inicio do experimento (T3).

A: Lodo de esgoto 100%; B: Lodo de esgoto + Bagaco; C: Lodo de esgoto +
Solo; D: Lodo de esgoto + Bagaco + Solo. 1. réplica 1 do ensaio
correspondente; 2: réplica 2 do ensaio correspondente. Fonte: Elaborado pela
autora.

Figura 8b: Germinacdo de sementes de A. cepa, referente aos tratamentos

controles, apds seis meses do inicio do experimento (T3).

Amostras controle. A: Controle negativo; B: controle positivo, C: controle

ambiental (solo). Fonte: Elaborado pela autora.

Com relacdo as amostras aquosas (percolado do LE 100% e suas
associagdes, assim como o0s solubilizados das mesmas), estas nao
apresentaram um padrdo de crescimento das radiculas tdo destoantes quanto

ao apresentado pelas amostras sélidas, evidenciando que as substancias
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responsaveis pela inibicdo do crescimento das raizes de A. cepa ndo estavam
presentes nessas solugdes aquosas testadas.

Em relagdo ao parametro de citotoxicidade para as amostras brutas
(Tabela 3), avaliada pelas alteragcbes no indice mitético das raizes, foi
observada uma reducéo na divisdo celular para as amostras de LE, no decorrer
dos periodos estudados, sendo este indice estatisticamente significativo
somente para a amostra do T3. Também foi observado um decréscimo na
divisdo celular das amostras de LE+B ao longo dos periodos testados, neste
caso estatisticamente significativos para os trés periodos de biodegradacao.
Para as outras amostras, ndo foi observado nenhum resultado estatisticamente
significativo. Esta reducdo na divisdo celular pode ter ocorrido devido a
concentragcéo de substancias toxicas do LE, pois, no decorrer dos periodos, as
amostras perderam massa, como pode ser observado na tabela 1, referente ao
peso seco das amostras, na qual a maior perda de massa deu-se para o LE
100% e LE+B. Uma outra explicacdo pode ser dada pelo fato das substancias
toxicas tornaram-se biodisponiveis ap0s 6 meses, ou até mesmo algumas
substancias organicas terem sido parcialmente degradadas, em metabdlitos
mais toxicos que os inicialmente presentes. Portanto, podemos inferir que o LE
estudado nas amostras brutas e na sua mistura com bagaco, apos o0s
diferentes periodos de biodegradacéo, parece induzir citotoxicidade em células
meristematicas de A. cepa. No entanto, quando o LE é misturado ao solo na
propor¢cdo de 3:1 (lodo:solo), esse efeito ndo € mais observado. Segundo
Mazzeo (2013), associa¢des do LE e solo diminuiram tanto a letalidade do LE
para o organismo teste Eisenia andrei como também a sua toxicidade para A.
cepa. Desta forma o acréscimo de solo ao LE parece ser um fator essencial
para a diminui¢cdo do potencial toxico deste residuo.

Podemos observar ainda que a inibicdo do crescimento das radiculas
para as amostras de LE e LE+B coincidem com uma diminuicdo média das
divisbes celulares, para as mesmas amostras, nos periodos de trés e seis
meses.

Os resultados observados para citotoxicidade dos solubilizados de LE
100% e suas associa¢gfes com solo e bagaco (Tabela 3) também apontam para
um efeito citotoxico, pois foi registrada uma diminuicdo do indice mitético das

células meristematicas de A. cepa submetidas a germinacdo as amostras dos
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solubilizados. Embora apenas as amostras de solubilizadado-LE+B em T1,
solubilizado-LE 100% em T2 e solubolizado-LE+B+S em T3 apresentaram
valores estatisticamente significativas para esse parametro, foi observado que
o indice mitético de todas as amostras (LE 100%, LE+B, LE+S, LE+B+S)
apresentam valores menores que as do controle negativo. Para as amostras
dos ligquidos percolados do LE e suas misturas com bagaco e solo, foi possivel
observar também uma diminui¢do do indice de divisdo celular (indice mitético),
com excecdo das amostras de percolados de L+B+S. Embora tenha havido
essa diminuicdo do indice mitotico, nenhum dos resultados foi estatisticamente
significativo, quando comparado ao controle negativo.

Matta et al. (2009) realizaram, por meio de diferentes testes de
toxicidades, uma tentativa de classificacdo da periculosidade de LEs, de cinco
diferentes ETEs do Estado de S&o Paulo. A partir do método de difusédo em
Agar com a linhagem celular NCTC clone 929 (célula do tecido conjuntivo de
camundongo), os autores também observaram que lodo in natura induziu a
uma baixa citotoxicidade para as amostras de quatro das ETEs estudadas.
Porém, o LE de um dos pontos foi classificado pelos autores como capaz de
induzir uma citotoxicidade média. Pelos nossos resultados, podemos também
inferir, que todos os lodos estudados induziram, mesmo que baixa, uma certa

citotoxicidade, para as células meristematicas analisadas.
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Com relagdo a andlise dos efeitos genotoxicos, realizada pela
guantificacdo de alteracbes cromossdémicas e nucleares em células
meristeméaticas de A. cepa (Figura 9), foi observado, para as amostras sélidas
um resultado estatisticamente significativo apenas para T3 da amostra de
LE+B. Entretanto, € possivel observar uma tendéncia clara de aumento da
genotoxicidade, no decorrer dos periodos, para todas as amostras estudadas
(Tabela 4). Se observarmos o tratamento de LE 100% no terceiro periodo,
considerado ndo estatisticamente significativo para genotoxicidade, e
analisarmos o indice mitético para 0 mesmo material, verificamos que foram
encontradas poucas ceélulas em divisdo. Esta baixa frequéncia de divisdo
celular pode ter influenciado também os resultados de genotoxicidade, uma vez
gue a maioria das alteracbes genotoxicas contabilizadas sdo encontradas nas
diferentes fases da divisdo celular. Sendo assim, podemos sugerir que a
biorremediacdo de seis meses ainda ndo foi eficiente para biodegradar as
amostras de LE e suas associa¢fes, ja que houve um aumento do potencial
genotoéxico para todas as amostras, embora este s6 tenha sido estatisticamente
significativo para L+B no T3.

Estes resultados podem ser decorrentes da biodisponibilizacdo de
substancias com potenciais genotoxicos, que acabaram ficando disponiveis
aos organismos, apos os periodos avaliados para a biodegradacdo, ou pelo
fato de ter aumentado a concentracdo dessas substancias, devido a perda de
massa do LE, ap0s a biodegradacéo. Portanto, a biorremediacdo das amostras
de LE+B parece ndo ter sido eficiente para os tempos testados, e 0 acréscimo
de bagaco de cana de acucar, nesta amostra, parece ter favorecido o aumento
da genotoxicidade da mesma. No entanto, talvez um periodo maior de
biorremediacdo pudesse ser mais eficiente para a detoxificagdo da amostra.

Segundo a ISO 17402 de 2008, biodisponibilidade seria o grau em que
uma substancia quimica presente no solo podem ser absorvida, metabolizada
por seres humanos ou receptores ecolégicos, ou ainda transferidas por via
trofica. Os testes que avaliam biodisponibilidade séo essenciais para 0s
estudos da determinacédo da toxicidade de contaminantes ambientais e para
avaliar as possiveis acessibilidades aos micro-organismos e vegetais
superiores (TELHADO, 2009), bem como a toda micro e macro fauna

associada.
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Devido a multiplicidade de parametros de avaliacdo que envolvem o0s
estudos de biorremediacdo, podem haver dificuldade na interpretacdo do
processo. Dentre as dificuldades encontradas, podemos citar o nivel de
toxicidade de cada contaminante, a possibilidade de haver diferentes respostas
de biodegraadacédo (ex. degradacao incompleta dos compostos) e a diferente
biodisponibilidade das substancias (TELHADO, 2009).

Phillips e seus colaboradores, que monitoraram a biorremediacéo de trés
solos contaminados com creosotos, por meio de bioensaios e analises
guimicas, observaram em seus estudos que, apesar de ter havido uma
diminuicdo dos hidrocarbonetos de petrdleo no solo em questdo, houve um
aumento da toxicidade do mesmo, indicando que podem ter se formado
metabolitos intermediarios téxicos durante o processo de biodegradacéo,
conforme foi demonstrado por outros autores (ALEXANDER, 1999;
RANDERATH et al., 1999; PHILLIPS et al., 2000). Desse modo, percebemos a
importancia da utilizacdo dos bioensaios para avaliacdo da efetividade da
detoxificacdo dos ambientes contaminados. Com isso, acreditamos que a
biodisponibilizacdo de certas substancias, seja pela degradacdo da matéria
organica ou pela acdo dos micro-organismos, pode ter sido responsavel pela
genotoxicidade observada em alguns dos nossos tratamentos. Como pudermos
notar, 0S micro-organismos presentes nas amostras podem variar quanto a
diversidade e quantidade, tanto entre as amostras como entre os periodos
avaliados, o que pode ter levado a uma utilizacdo diferencial temporal das
substancias presentes no meio. Algumas substancias podem ter se
comportado como inertes para 0 organismo teste, mas, ap0s a sua
metabolizacdo por micro-organismos, pode ter se tornado disponivel. Outro
fator que pode ter sido responsavel pela genotoxicidade das amostras foi a
diminuicdo do volume da amostra, decorrente da perda de dgua das mesmas,
€ 0 consequente aumento proporcional das substancias toxicas nessas
amostras, como ja discutido anteriormente.

Para os extratos aquosos (liquido percolado das amostras e o
solubilizado) n&o houve resultados estatisticamente significativos, quando os
resultados foram comparados com o controle negativo. Dessa forma, podemos
inferir que os compostos potencialmente prejudiciais ao organismo teste A.

cepa nédo foram carreados pela agua. Portanto, os extratos aquosos do LE aqui
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estudados ndo parecem apresentar riscos de contaminagcdo aos recursos
hidricos. A possibilidade de lixiviagdo quimica de solos que receberam LE é
uma das maiores preocupacOes apontadas por alguns autores, por estes
considerarem que pode haver, devido a percolacdo dos exudados do LE, uma
contaminacao das aguas superficiais e subterraneas dada pela acdo de aguas
pluviais (KELLER; MCG8RATH; DUNHAM, 2002).
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Para o parametro de mutagenicidade, avaliado por meio do teste de MN
e pela presenca de quebras cromossdmicas (Figura 9), os resultados nao
foram estatisticamente significativos para nenhuma das amostras testadas
(Tabela 5). No entanto, sabe-se também que a composicdo do LE é muito
variavel, dependendo da sua origem, das suas caracteristicas, da época do
ano e da eficiéencia do tipo de tratamento empregado pela ETE (BETTIOL;
CAMARGO, 2006; FYTILLI; ZABANIOTOU, 2008; SINGH; AGRAWAL, 2008).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os tratamentos de LE
100% e LE+B n&o devem ser utilizados como recondicionantes de solos
agricolas, pois esses tratamentos induziram a uma diminuicdo do indice
mitotico para ambos os tratamentos, além de um aumento significativo da
genotoxicidade para a amostra de LE+B. Contudo, a amostra de LE+S, nas
proporcdes aqui propostas, parece ter sido mais eficiente para a detoxificacéo
do LE, ja que néo foi observado nenhum resultado estatisticamente significativo
para esta amostra, para os 3 parametros avaliados (citotoxicidade,
gentotoxicidade e mutagenicidade), em nenhum dos tempos estudados, além
dos seus valores terem sido, de maneira geral, 0s mais baixos observados para
genotoxicidade e mutagenicidade.

Com relacdo aos extratos aquosos, nenhuma das amostras apresentou
resultados estatisticamente significativos para os parametros de genotoxicidade
e mutagenicidade, parecendo que o LE estudado ndo contribui para a
contaminacao de aguas superficiais e subterraneas.

Possivelmente, o tempo definido neste trabalho para a diminuicdo da
toxicidade do LE parece ndo ter sido suficiente, sendo interessante o
acompanhamento de periodos mais longos de biorremediacdo. Dessa forma,
percebe-se que o LE deve ser utilizado com cautela no meio ambiente, pois
este pode ter origem bastante diversa e variar, quanto a presenca de
substancias toxicas, induzindo a diferentes resultados do que o observado no
presente estudo. Sendo assim, é de crucial importancia o estudo de novas
tecnologias de biorremediacéo para a diminuicdo da toxicidade do LE, para
entdo aplica-lo de maneira segura no ambiente, propondo desta forma, a
reutilizacdo mais sustentavel deste residuo que tem sido cada vez mais
produzido nas ETEs. Sugerimos ainda que, para cada LE produzido, antes do

mesmo ser disponibilizado como recondicionante de solo, ele deva passar por
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uma bateria de testes, que inclua uma avaliacdo citotoxica, genotdxica e

mutagénica do mesmo.
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5 CONCLUSAO

ApOs a realizagdo dos bioensaios obtidos com as amostras submetidas
a periodos de um més, trés meses e seis meses de biorremediacdo pode-se

concluir que:

- houve uma alternancia na diversidade da microbiota das amostras,
sendo que apenas 0 género Bacillus sp estava presente em todas as
amostras do primeiro periodo (um més). O género Pseudomonas sp. e a
espécie Ochrobactrum anthropi estavam presentes em todas as amostras
avaliadas, apOs trés meses de biorremediacdo. Para o terceiro periodo
avaliado (seis meses), as bactérias Acaligenes faecalis e O. anthropi e o fungo

do género Penicillium estavam presentes em todas as amostras.

- nenhuma das amostras testadas foi toxica para a espécie A. cepa.
contudo, houve um atraso na germinacdo das amostras sélidas, para o
segundo e terceiro periodos, quando comparados com a germinacdo dos

controles.

- com relagdo ao indice mitotico, a amostra de LE 100% (no terceiro
periodo de biorremediacdo) e as amostras de LE+B de todos os periodos
estudados, apresentaram uma reducédo estatisticamente significativa da divisao

celular.
- também foi observado um efeito citotdxico, estatisticamente
significativo, para os solubilizados de LE+B em T1, LE em T2 e LE+B+S em

T3.

- apenas a amostra de LE+B do terceiro periodo (seis meses de

borremediag&o) apresentou potencial genotoxico significativo.

- nenhuma das amostras testadas apresentaram potencial mutagénico.
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- 0S extratos aquosos parecem nao conter substancias genotdxicas e
mutagénicas solliveis em &agua, ndo havendo entdo, possibilidade de
carreamento dessas substancias para os recursos hidricos adjacentes, quando

o LE é aplicado ao solo.

- 0s periodos de biorremediacdo testados parecem ndo ter sido
suficiente para a total detoxificagdo do LE, pois parece ter havido uma

biodisponibilizacéo de substancias toxicas para o organismo teste Allium cepa.

- 0 bagaco de cana de agucar pareceu nao contribuir para a reducao da
toxicidade do LE e, em alguns casos, até favoreceu um aumento dos efeitos

observados.
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