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RESUMO

A destinacdo final dos residuos sélidos urbanos, como a do lodo de esgoto (LE) é de
extrema preocupacao, tanto pela sua producéo crescente como pela possibilidade de
conterem substancias toxicas, que podem comprometer 0 meio ambiente e 0s
organismos expostos a tais residuos. A reciclagem de LE é uma questdo muito
importante, sob o ponto de vista ambiental, ja que a destinacdo do mesmo, em sua
maioria, € feita em aterros sanitarios. O LE, por ser constituido, predominantemente,
de matéria organica e nutrientes, tem um potencial para uso como recondicionante de
solos agricolas. No entanto, como este residuo pode apresentar substancias quimicas
indesejadas, como metais e substancias organicas tdéxicas, além de agentes
patogénicos, podendo contaminar os solos. Neste contexto, a bioestimulacédo utiliza-
se da adicdo de um agente que proporcione uma melhora das propriedades fisico-
guimicas do sistema, para estimular o crescimento de microrganismos autéctones e,
consequentemente, melhorar a degradacdo dos contaminantes. A casca de arroz €
um bom agente estimulante porque promove, além de aumento de nutrientes, uma
melhora na oxigenacéo do sistema, atuando como um eficiente descompactante de
solo. A espécie Allium cepa e a cultura de células de hepatoma humano (HepG2)
podem se caracterizar em interessantes sistemas testes a serem usados em
avaliacdes ecotoxicolégicas de compostos biorremediados. Devido a possivel
aplicacdo do LE como adubo organico, também é fundamental a avaliacdo do
potencial agrondmico deste residuo, para um melhor entendimento do seu
comportamento em solos agricolas. Dessa forma, este trabalho visou avaliar a
efetividade da bioestimulacédo, realizada com a adicdo de casca de arroz, na
descontaminacao do LE, por meio de ensaios ecotoxicolégicos com A. cepa e células
em cultura HepG2. Adicionalmente, foi avaliado o potencial agrondémico do composto
biorremediado, por analise quimica e por ensaios com 0 organismo teste Lactuca
sativa. Amostras do LE, puras (LEP) e de suas misturas com solo (LE+S) e solo e
casca de arroz (LE+S+CA) foram coletas antes (T0) e ap6s serem biorremediadas por
periodos de 3 (T1) e 6 (T2) meses. Os bioensaios com A. cepa e HepG2 foram
realizados com os extratos aquosos das amostras. Os resultados obtidos para analise
de fertilidade revelam que as amostras que continham os compostos biorremediados,
possuiram um aumento do pH, da matéria organica e de macro e micronutrientes,

guando comparado ao solo controle. As analises biométricas, realizadas com a



espécie L. sativa, mostraram aumento significativos do nimero folhas, para todas as
amostras tratadas com os compostos biorremediados, nos tempos T1 e T2. Com
relacdo ao aumento da biomassa de raiz, caule e folhas dessa espécie, houve um
aumento significativo das plantas cultivadas com LE+S+CA (T1). Para a biomassa da
raiz, houve aumento nas alfaces do tratamento LE+S+CA (T2) e para a biomassa
caulinar e foliar, o aumento foi dado no tratamento com LEP (T2). Na area foliar, o
aumento foi observado nas alfaces cultivadas com LE+S+CA (T1), e LEP (T2). Os
bioensaios realizados com A. cepa mostraram que a amostra de LEP (T1 e T2) inibiu
a germinacdo das sementes, sendo necessaria, para a obtencdo de radiculas, sua
diluicdo em agua. Foram observados efeitos citotdéxicos, genotdxicos e mutagénicos
para as amostras diluidas do LEP (T1 e T2). Para a mutagenicidade em F1, nenhum
dos tratamentos foi estatisticamente significativo. No parametro de genotoxicidade em
HepG2, foram observados valores significativos para o total de MNs em LEP (T2);
guantidade de brotos celulares em LEP (TO, T1 e T2) e para a anormalidade composta
de MN e broto em LEP (T1 e T2), demonstrando genotoxicidade nas amostras de LEP.
Dessa forma, esse estudo demonstrou que embora as amostras biorremediadas de
LE apresentaram uma melhora nos parametros agrondémicos da espécie L.sativa, 0s
extratos aquosos das amostras de LEP apresentaram-se tOxicos aos sistemas testes
empregados, mesmo apds os periodos de remediacdo. No entanto, a amostra
bioestimulada LE+S+CA néo apresentou efeitos tdxicos significativos para nenhum
dos bioensaios, indicando a importancia do desenvolvimento de tratamentos prévios
do LE com agentes descompactantes, como a casca de arroz, para a sua
detoxificacdo e utilizacdo segura em solos agricolas. Neste trabalho, também foi
observada a eficiéncia dos ensaios realizados com os organismos testes Allium cepa
e células HepG2 em avaliar a detoxificacdo de LE, apdés o0 mesmo ser submetidos a

processos de biorremediacéo.

PALAVRAS-CHAVE: ensaios ecotoxicologicos, Allium cepa, cultura de células de

mamifero, teste do MN, residuo sélido, potencial agronémico, casca de arroz.



ABSTRACT

The human solid residues final destination, as sewage sludge (SS), is extremely
concerned, both as for its growing production and for the possibility to contain toxic
substances, which can compromise the environment and the exposed organisms. The SS
recycling is a very important question beneath the environmental point of view, once its
destination, most, it is done at sanitary landfills. The SS, for being predominantly
constituted by organic matter and nutrients, has the potential to the use as reconditioner
of agricultural lands. However, as this residue can present unwanted chemical substances,
like metals and toxic organic substances, besides pathogenic agents, it can also
contaminate the soil. The biostimulation uses the addition of an agent which provides an
improvement on the physical-chemical properties of the system, to stimulate the growth of
the autochthonous microorganisms and, consequently, to improve the degradation of
contaminants. Rice hull is a good stimulant agent because it can promote, besides an
increase of nutrients, an improvement on the system oxygenation, acting then as an
efficient soil decompression agent. The Allium cepa specie and human hepatoma cell
culture (HepG2) can be characterized in interesting test-organisms to be used in
ecotoxicological evaluations of bioremediated compounds. Due to the possibly application
of SS as organic fertilizer, is also fundamental the evaluation of the agronomic potential of
this residue for a better understanding of its behavior in agricultural soils. In this way, this
study aimed to assess the effectivity of biostimulation, performed with the addiction of rice
hulls, on the SS decontamination, by ecotoxicological assays with A. cepa and HepG2 cell
culture. Additionaly, the agronomic potential of the bioremediated compound was
evaluated by chemical analysis and by assays with the test-organism Lactuca sativa.
Samples of the SS, pure (SSP) and mixtures with soil (SS+S) and soil with rice hulls
(SS+S+RH) were collected before (T0) and after being bioremediated for 3 (T1) and 6 (T2)
months period. All bioassays were performed with the aqueous extracts of the samples.
The obtained results for the fertility analysis test reveal that the samples, which contained
the bioremediated compounds, have an increase on the pH, organic matter and on macro
and micronutrients, when compared with the soil control. The biometrical analysis
performed with the L. sativa specie show a significant increase on the number of leaves
for all the treated samples with the bioremediated compounds, on the T1 and T2 period.
With regard to the root, stem and leaves biomass increase of this specie, there was a
significant increase of the cultivated plants with SS+S+RH (T1). To the root biomass, there

was an increase on the lettuce of the treatment SS+S+RH (T2) and to the stem and leaves



biomass, the increase was given on the treatment with SSP (T2). On the leaf area, the
increase was observed on the SS+S+RH (T1) and SSP (T2) cultivated lettuces. The
bioassays performed with A. cepa show that the SSP (T1 and T2) sample inhibited the
seed germination, so it was necessary its dilution in water to obtain the roots. Cytotoxic,
genotoxic and mutagenic effects were observed for the diluted SSP (T1 and T2) samples.
For the mutagenicity in F1, none of the treatments was statistically significant. For the
genotoxicity parameter in HepG2, significant values to the total of MNs in SSP were
observed; an amount of nuclear buds in SSP (TO, T1 and T2) and to the abnormality
composed by MN and nuclear buds in SSP (T1 and T2) show genotoxicity in SSP samples.
Thus, this study showed that, although the SS bioremediated samples showed an
improvement on the agronomic parameters of the L. sativa specie, the agueous extracts
of the SSP samples present toxic to the test-systems used, even after the bioremediation
period. Though, the SS+S+RH biostimulated sample didn’t show significant toxic effects
for any bioassays, indicating the importance of the development of SS previous treatments
with decompressing agents, as the rice hulls, to its detoxification and safety utilization in
agricultural soils. In this study, the efficacy of the performed bioassays with the test-
organisms A. cepa and HepG2 cells was also observed in evaluating the SS detoxification

after being submitted to bioremediation processes.

KEY WORDS: agronomic potential, Allium cepa, ecotoxicological assays, mammal cell

culture, MN test, rice hulls, solid residues.
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1 INTRODUCAO

Os residuos sélidos urbanos séo, atualmente, uma das maiores preocupacoes
ambientais, devido, principalmente, a problemas com a sua destinagdo, j& que a
producao desses residuos é crescente (HARTMANN; AHRING, 2006). Esses residuos
sdo também conhecidos como portadores de nutrientes e matéria organica, o que o
caracteriza como um possivel agente a ser usado na fertilizacdo de solos
desgastados. Em paises em desenvolvimento, grande parte destes residuos séo
gueimados ou permanecem inutilizados em aterros, havendo, com isso, a
possibilidade de contaminacdo ambiental e o desperdicio dos seus possiveis
nutrientes (TAHIR et al., 2006).

O lodo de esgoto (LE) de acordo com a Norma Brasileira de Classificagédo de
residuos soélidos (NBR 10.004), é caracterizado como um residuo sélido urbano,
produzido em Esta¢cdes de Tratamento de Esgoto (ETE). Este residuo é resultado dos
processos de sedimentacao, realizados ao longo do tratamento primario e secundario
das aguas residuais (ROIG et al., 2012). A producdo mundial do LE é de cerca de
milhdes de toneladas/ano (APARICIO; SANTOS; ALONSO, 2009), dando uma
correlacdo de producéo diaria de 150 g por pessoa (SOBRINHO, 2001).

Devido a producéo crescente do LE, inimeras alternativas foram propostas
para solucionar o problema de sua destinacgéo final, como o descarte do LE em aterros
sanitarios, disposicdo oceanica, incineracao, incorporacao na fabricacdo de produtos

ceramicos ou reciclagem agricola (ANDREOLI et al., 2006). Dessa forma, tém sido
estimuladas, mundialmente, acbes que possam priorizar a reciclagem deste residuo
e minimizar a sua producao (OLIVEIRA et al., 2005). Segundo Pegorini et al. (1999),
0 reaproveitamento do LE na agricultura pode se caracterizar em uma excelente
opcéao de reuso do LE, ja que reduz a exploracéo de recursos naturais para a producao
de fertilizantes, bem como proporciona melhores resultados econdmicos para a
agricultura. Além disso, o LE tem sido indicado para uso agricola, por conter uma alta
concentragdo de matéria organica e nutrientes que podem promover uma melhora nas
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo (BOVI et al., 2007; FARIA, 2007).

O uso de residuos solidos como fertilizante ou como regenerador organico do
solo, possibilita a reciclagem da matéria organica, nitrogénio, fosforo e outros
nutrientes essenciais ao crescimento das plantas (HERNANDEZ et al., 1991;
ZUFIAURRE et al., 1998; HARGREAVES et al., 2008; IQBAL et al., 2010). Apesar

disso, esta pratica pode representar uma ameaca ao ambiente, pois esses residuos
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podem conter uma alta quantidade de metais potencialmente toxicos, cujo problema
pode ser intensificado, se esses metais forem mobilizados por vegetais, ou
transportados por aguas de drenagem (MINGOT et al., 1995; ALONSO et al., 2002).
O LE também pode conter contaminantes organicos como fendis, benzenos,
antracenos, alquilbenzenos linear sulfonados, dentre outros (PARAIBA; SAITO, 2005)
e agentes patogénicos (TAS, 2010), o que pode afetar, diretamente, a biota deste
ambiente e expor diferentes populagdes a riscos (DEPORTES et al., 1995).

A toxicidade e a contaminacéo biologica do LE podem conferir problemas para
a sua utilizacédo na agricultura. Esses problemas, no entanto, podem ser minimizados
por metodologias de biorremediacdo (MENA et al., 2003). Na biorremediagédo, os
compostos organicos podem ser utilizados pelos microrganismos como substratos e
fonte de energia, resultando em uma degradacéo parcial ou total (mineralizacao) do
poluente (MENA et al., 2003). Uma das estratégias de biorremediacdo altamente
empregados para descontaminacao do LE é a compostagem (HARGREAVES et al.,
2008; OLESZCZUK, 2008; MENA et al., 2011; CESARO et al., 2015). No entanto,
outras técnicas de remediacdo também podem ser aplicadas, na tentativa de
minimizar e até mesmo eliminar esses riscos, como por exemplo, a bioestimulacéo.
Na técnica de bioestimulacdo, ha a incorporacdo de agentes que irdo estimular o
crescimento de microrganismos do local a ser remediado (MAZZEO et al., 2014) e,
assim, biodegradar os compostos considerados perigosos.

Os ensaios bioldgicos séo indicados para avaliacdo da estabilidade biolégica
dos processos de remediacdo (CESARO et al., 2015), pois permitem a investigacéo
da possibilidade do uso desses residuos para fins agricolas e uma indicacdo mais
precisa dos possiveis riscos relacionados a sua aplicacdo (OLESZCZUK; HOLLERT,
2011). Ja que o LE possui uma natureza complexa (THORNTON et al., 2001) e os
métodos de andlises quimicas sdo limitados para prever os reais perigos do LE,
guando disposto no ambiente (CROUAU et al., 2002), torna-se necessario o uso de
técnicas que sejam capazes de avaliar esses impactos, o que pode ser feito por meio
de bioensaios. Segundo Domene et al. (2008), na Europa, ha uma prioridade para o
desenvolvimento de bioensaios que possam avaliar os efeitos dos residuos organicos,
incluindo a aplicacao do LE na agricultura.

Dentre os bioensaios realizados com vegetais superiores, a espécie Allium
cepa tem sido indicada como um eficiente organismo-teste para estudos basicos de
acdo de contaminantes (FISKEJO, 1985; BUSHRA ATEEQ; ABUL FARAH; NIAMAT
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ALl, 2002; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009). Assim como a
cultura de células de mamiferos tem sido empregada em muitos ensaios de
monitoramento ambiental, pela sua alta sensibilidade a contaminantes (LEME et al.,
2011; LIU et al., 2012).

Dessa forma, € muito importante o aprimoramento de metodologias que visem
uma descontaminacédo do LE e a estabilidade dos residuos biorremediados, para que
0 mesmo possa ser aplicado aos solos. Aléem de métodos de analise que confirmem
a possibilidade de aproveitamento dos nutrientes e material organico presentes no LE,
como biofertilizante e condicionante. Assim, para a compreensdo dos riscos
ecotoxicolégicos potenciais do LE biorremediado, torna-se necessario buscar
bioindicadores adequados para serem utilizados em bioensaios, que possam

responder melhor a este tipo de avaliacéo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de solo que receberam LE biorremediados, para o cultivo da
L. sativa (alface), apresentaram uma melhora das suas caracteristicas quimicas,
observada pelas andlises de fertilidade, quando comparadas as caracteristicas
do solo na auséncia desses compostos;

Houve um aumento das biomassas secas (folhas, caule e raiz) dos
espécimes de L. sativa que foram cultivadas com os compostos do LE,
demonstrando que os compostos biorremediados podem ser utilizados como
biofertilizante;

Os extratos aquosos da amostra LEP (T0) apresentaram efeitos toxicos e
fititoxicos, e as amostras diluidas de LEP (T1 e T2) mostram efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos para o organismo teste A. cepa,

As amostras de LEP (sem bioestimulagéo) induziu efeitos genotdxicos nas
células HepG2, para todos os periodos avaliados. J& as células expostas aos
solubilizados de LE+S e LE+S+CA né&o foram observados efeitos significativos;

A analise microbiologica apresentou 18 géneros de bactérias e 4 géneros
de fungos, os quais variaram ao longo do processo de biorremediacdo, bem
como nas diferentes amostras. Este ensaio também revelou uma predominancia
de bactérias aerdbias para todos os periodos e amostras testados;

Apesar dos testes agrondémicos e de desenvolvimento da alface
mostrarem uma melhora na fertilidade dos solos que receberam o LEP, os
ensaios ecotoxicolégicos, mostraram que a utilizacdo do LE sem misturas pode
apresentar riscos aos organismos expostos;

Houve uma melhora na detoxificacdo do LE, quando o mesmo foi
misturado com casca de arroz e solo, jA que para essas misturas (LE+S e
LE+S+CA) ndo foram observados efeitos toxicos sobre os sistemas teste
utilizados;

Uma vez que foram registrados efeitos toxicos para 0s extratos aquosos
da amostra de LEP, pode-se concluir que os contaminantes presentes neste
material sédo hidrossoluveis, e que se o LE sem tratamento for disposto no
ambiente, podera contaminar recursos hidricos adjacentes, além do préprio solo
receptor;

As analises biologicas demonstraram ser um instrumento importante para

a avaliagdo ecotoxicolégica de amostras de LE submetidas a processos de
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biorremediacéao;

Devido aos resultados obtidos nesse trabalho, acreditamos que o LE sem
nenhum tratamento prévio ndo deve ser disponibilizado em solos agricolas, ja
gue o mesmo, apos 6 meses de biorremediacdo ainda apresentou efeitos toxicos
aos sistemas testes empregados;

Com relacdo as amostras bioestimuladas, a mistura com solo e casca de
arroz parece ter sido benéfica na otimizacdo do processo de biorremediacao,
pois reduziu de forma significativa a inducdo de danos sobre nos sistemas testes
utilizados. Esse resultado indica que esses agentes devem ser incorporados ao
LE, a fim de garantir uma maior seguranca na utilizacdo do LE como fertilizante
de solos agricolas;

A tecnologia de bioestimulacdo aqui proposta parece ser um método
promissor a ser aplicado na detoxificagédo do LE, pois, além de seu baixo custo,
mostrou ser bastante eficiente na diminuicdo de potencial téxico do LE,

contribuindo, dessa forma, para um melhor aproveitamento deste residuo.
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