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RESUMO

A utilizagdo de recursos naturais tem acompanhado de forma direta o crescimento
populacional e, desta forma, manter a vida moderna depende diversas cadeias produtivas que
continuamente consomem recursos para garantir o suprimento dos produtos e servigos
demandados pela sociedade. Neste contexto, a cadeia de processos do saneamento basico, que
garante o tratamento dos efluentes domésticos para segura devolugdo ao meio ambiente, acaba
por gerar um residuo conhecido como lodo de esgoto (LE), o qual ¢ comumente descartado nos
aterros sanitarios como um passivo ambiental de alta relevancia, apesar de ter o potencial para
reaproveitamento desde que submetido aos devidos processos de estabilizacdo. Avaliar os
efeitos ecotoxicologicos do lodo de esgoto (LE) da Estagdo de Tratamento de Esgoto
Uberabinha do municipio de Uberlandia — Minas Gerais, visando seu potencial de causar
impactos negativos no meio ambiente e a possibilidade de reaproveitamento. Foi visto tanto o
potencial do LE de causar impactos negativos no meio ambiente quanto o de reaproveitamento
de reaproveitamento como insumo agricola, neste contexto, também foram avaliados os
processos de reducdo da toxicidade deste residuo a partir da estabilizagdo quimica (EQ) com a
cal hidratada (CaOH>), a partir da atenuagdo natural (AN) e da fitorremediacao utilizando cedro
rosa (Cedrela fissilis), uma espécie nativa do cerrado. Com estes processos, foi possivel
observar que a EQ, apesar de ja ter eficicia comprovada para estabilizagdo visando fins
agricolas, ¢ um processo que pode levar a efeitos secundarios de toxicidade nos bioensaios com
sementes de alface (Lactuca sativa) e cebola (Allium cepa), assim como a fitorremediagao,
devido as interagdes fisico-quimicas e bioldgicas que ocorrem no solo rizosferico, o que leva a
necessidade de monitoramento e acompanhamento da curva de toxicidade do residuo ao longo
do tempo, utilizando indicadores quimicos e biologicos. Quanto ao processo de AN utilizado,
foi suficiente para atenuagdo da toxicidade do LE para que ndo mais causasse efeitos nos
indicadores de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade das espécies
utilizadas. A busca por alternativas de manejo do LE ¢ uma atividade extremamente importante,
mas deve ser levada sempre com cautela, tendo em vista os efeitos de longo prazo que podem
decorrer da aplicagdo para quaisquer fins, inerentes as caracteristicas altamente variaveis de sua
composi¢do, que demandam acompanhamento € monitoramento constantes para o sucesso no

reaproveitamento.

PALAVRAS-CHAVE: Saneamento, lodo de esgoto, toxicidade, estabiliza¢do, bioensaios,
reaproveitamento.



ABSTRACT

The use of natural resources has directly accompanied population growth, and as a
result, sustaining modern life depends on various production chains that continuously consume
resources to ensure the supply of products and services demanded by society. In this context,
the basic sanitation process, which ensures the treatment of domestic effluents for safe return
to the environment, generates a residue known as sewage sludge (SS). This residue is commonly
disposed of in landfills, posing a significant environmental liability, despite its potential for
reuse when subjected to proper stabilization processes. The aim of this study is to evaluate the
ecotoxicological effects of sewage sludge (SS) from the Uberabinha Sewage Treatment Plant
in the city of Uberlandia, Minas Gerais, assessing its potential to cause negative impacts on the
environment and the possibility of reuse as an agricultural input. Both the potential of SS to
cause negative environmental impacts and its potential for reuse as an agricultural input were
observed. In this context, the processes of reducing the toxicity of this residue through chemical
stabilization (CS) with hydrated lime (CaOH2), natural attenuation (NA), and phytoremediation
using cedar rose (Cedrela fissilis), a native cerrado species, were also evaluated. Through these
processes, it was observed that CS, despite its proven effectiveness for stabilization for
agricultural purposes, can lead to secondary toxicity effects in bioassays with lettuce (Lactuca
sativa) and onion (Allium cepa) seeds, as well as phytoremediation, due to the physicochemical
and biological interactions occurring in the rhizospheric soil. This emphasizes the need for
continuous monitoring of the toxicity curve of the residue over time using chemical and
biological indicators. As for the NA process, it was sufficient for attenuating the toxicity of SS,
preventing it from causing effects on phytotoxicity, cytotoxicity, genotoxicity, and
mutagenicity indicators of the species used. The search for alternatives in SS management is
crucial but should always be approached with caution, considering the long-term effects that
may result from its application for any purpose. The highly variable characteristics of its

composition require constant monitoring and follow-up for successful reuse.

KEYWORDS: Sanitation, sewage sludge, toxicity, stabilization, bioassays, reuse.
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1. CONTEXTO GERAL

O equilibrio entre o avango da sociedade e a utilizacdo de recursos naturais €
imprescindivel para a garantia de condi¢des saudéaveis a existéncia das geragdes futuras
(BRITT, 2014; GARCIA, 2019), para tal, deve ser cuidadosamente considerada a geragao
de residuos, que ocorre de forma inevitavel nas variadas cadeias de processos que compde
a sustentacao da vida moderna (KHAN et al., 2022; RENO, 2015). Uma destas cadeias
de processos geradora de residuos, ¢ a do saneamento basico, ¢ uma atividade municipal,
representada pelo fluxo de processos que garantem, tanto a chegada de dgua potavel as
moradias, quanto a coleta desta dgua ja utilizada, entdo caracterizada como esgoto ou
efluente sanitario, e a respectiva destinagdo para as estacdes de tratamento de esgoto
(ETE) nas quais o efluente ¢ recondicionado para que possa ser seguramente devolvido
ao meio ambiente e, neste processo, gera também um residuo conhecido denominado lodo
de esgoto (LE) (HUSEK; MOSKO; POHORELY, 2022; NEWHART et al., 2019).

Considerando o modelo de ETE por Reatores Anaerdbicos de Fluxo Ascendente
(RAFA), sdo dois momentos de tratamento do efluente, representados pelo tratamento
primario (Figura 1) e o secundario (Figura 2) de forma que, no primario, a carga de
matéria organica e solidos suspensos ¢ reduzida a partir de processos fisicos, como
sedimentacdo e flotacdo enquanto, no secundario, ocorre a degradacdo bioquimica que
gera como subprodutos o biogés, direcionado ao queimador, € o lodo (ENGIDA et al.,
2020). Na sequéncia do tratamento secundario, o efluente passa para os canais de flotacao,
nos quais sdo inseridos compostos quimicos, como polieletrolitos e cloreto férrico, que
contribuem para o processo de remoc¢ao de contaminantes e redu¢do da toxicidade a partir
da precipitagdo, adsor¢do e oxidacdo quimica, gerando por fim o LE que ¢ encaminhado
ao desaguador para posterior disposicdo nos caminhdes e encaminhamento ao aterro
sanitario, que anda é o destino mais comum para o LE (CAMARGO et al., 2016a; DE
OLIVEIRA SILVA et al., 2012; KACPRZAK et al., 2017; MATIAS; MOTTA
SOBRINHO, 2020). A disposi¢do majoritaria em aterros sanitarios ¢ um problema, pois
leva a redugdo de vida util da infraestrutura e, considerando o modelo de ETE por RAFA
e destinagdo aos aterros, ¢ relevante considerar que a representatividade dos custos
operacionais com o manejo do LE pode superar a marca de 50% do total gasto para o
funcionamento da estrutura (COROMINAS et al., 2018; GUDE, 2016; VINCIGUERRA;
SZYMCZAK; VIEIRA DO PRADO, 2023).
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Figura 1 - Tratamento primério do efluente sanitario em uma estagdo de tratamento de esgoto (ETE) do
modelo de reatores anaerdbicos de fluxo ascendente (RAFA).
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Figura 2 - Tratamento secundario do efluente sanitario em uma estagéo de tratamento de esgoto (ETE)
do modelo de reatores anaerdbicos de fluxo ascendente (RAFA).

Para melhor conceituar a composi¢do do LE, quando o efluente doméstico chega
a ETE ele é composto de aproximadamente 99,9% de agua e 0,1% de sélidos, dos quais
cerca de 70% sdo organicos, como proteinas, carboidratos e gorduras, e 30% sdo
inorgénicos, como areia, sais, metais, nitratos, ortofosfatos, amonia, metais e patogénicos
como bactérias, virus, protozodrios e helmintos, o que gera toda a problematica ambiental
relacionada ao manejo deste residuo (FIJALKOWSKI et al., 2017; KACPRZAK et al.,
2017; PRASPALIAUSKAS et al., 2020). Neste contexto, diversos paises que também
compartilham do desafio com o manejo do LE, como China, Estados Unidos, Canada,
India, Japio e Africa do Sul, tém conduzido estudos para obter compreender as
possibilidades de melhorias nas tecnologias envolvidas na geragdo, ciclo de vida e da
extensdo do potencial impacto ambiental que acompanham este residuo e, ao mesmo
tempo, entender as oportunidades de reutilizagdo para finalidades que ja tem se

demonstrado viaveis, como a recuperacdo de solos degradados, uso agricola e geragdo de



energia elétrica (AGORO et al., 2020; SINGH; PHULERIA; CHANDEL, 2020; WANG;
NAKAKUBO, 2021; ZHOU et al., 2020; ZHUANG et al., 2022).

Apesar de promissoras, as possibilidades de reaproveitamento do LE para
recuperacdo de areas degradadas e para o uso agricola ainda demanda cuidados, pois
nestas alternativas o residuo tera contato direto com o solo e pode ter contato tanto com
aguas superficiais quanto subterraneas por mecanismos de lixiviagdo e percolagdo, por
isso, deve ser levado em consideragdo o potencial de toxicidade deste residuo, que ja foi
visto pode variar conforme amostra utilizada, além de fatores como o tipo de solo em
questdo, clima e espécies de plantas que serdo utilizadas, seja para recuperagdo de areas
ou para uso agricola, todos estes representando fatores que refor¢gam a demanda por
acompanhamento e monitoramento para garantir a seguranca ambiental destes processos
(DELIBACAK et al., 2020; GIANNAKIS; EMMANOUIL; KUNGOLOS, 2020; JAT
BALOCH et al., 2023; TOMCZYK et al., 2020; WIECZERZAK; NAMIESNIK;
KUDLAK, 2016).

Considerando a heterogeneidade na composic¢ao do lodo de esgoto (LE) e o potencial
de reaproveitamento agricola no Brasil como sendo a alternativa mais vidvel,
ambientalmente e economicamente, neste estudo foi avaliado os efeitos ecotoxicoldgicos
do lodo da ETE Uberabinha, do municipio brasileiro de Uberlandia, localizado no estado
de Minas Geras, que gera aproximadamente 60 toneladas diadrias deste residuo,
direcionadas ao aterro sanitario (DMAE, 2023). O municipio conta com cerca de 720.000
habitantes (IBGE, 2022), tem clima tropical e estd localizado na regido do cerrado
brasileiro, ¢ o segundo maior do Estado, tanto em termos de populaciao quanto de produto
interno bruto (PIB), a produgdo agroindustrial € sua principal atividade econdmica, com
aproximadamente 2.700 estabelecimentos rurais, ¢ cerca de 6.500 pessoas envolvidas
direta ou indiretamente nos negocios (OLIVEIRA; MENDES; VAN HERK
VASCONCELOS, 2021), e seu setor de saneamento ¢ considerado o terceiro melhor do
pais (INSTITUTO TRATA BRASIL, 2023), operando sob a responsabilidade do
Departamento Municipal de Agua e Esgoto — DMAE. A presente pesquisa foi dividida
em dois capitulos, estruturados na forma dos seguintes artigos:

e Artigo 1: Toxicidade do Lodo de Esgoto da Estacdo de Tratamento — ETE

Uberabinha de Uberlandia — MG, in natura, estabilizado com Cal Hidratada

CaOH: e submetido a atenuac¢io natural, a partir de bioensaios com sementes

de Lactuca sativa e Allium cepa.



e Artigo 2: Remediacio da toxicidade do Lodo de Esgoto da Estacio de
Tratamento — ETE Uberabinha de Uberliandia — MG, estabilizado,

submetido a atenuac¢ao natural e a fitorremediacdo com Cedrela fissilis.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos ecotoxicologicos em plantas do Lodo de Esgoto (LE) da Estacao

de Tratamento de Esgoto (ETE) Uberabinha do municipio de Uberlandia — Minas Gerais,

considerando seu potencial de causar impactos negativos no solo do Cerrado devido a

possibilidade de reaproveitamento como insumo agricola.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade do LE na germinag¢do e no crescimento primario em sementes
de alface (Lactuca sativa).

Investigar as possiveis alteragdes de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade do lodo de esgoto (LE) em sementes de cebola (A/lium cepa).
Avaliar a possibilidade da redu¢ao da toxicidade do LE através de mecanismos de
estabilizacdo quimica (EQ) e de atenuagcdo natural (AN). Analisar o
reaproveitamento do lodo de esgoto (LE) bruto e do LE estabilizado
quimicamente, em solo do Cerrado, em vistas de recuperagdo de areas degradadas
com plantio de Cedro Rosa.

Avaliar a possibilidade de fitorremediacdo do Cedro Rosa expostos ao lodo (LE)

bruto e estabilizado.



Capitulo 1 — Toxicidade do Lodo de Esgoto da Estacio de Tratamento — ETE
Uberabinha de Uberlandia — MG, in natura, estabilizado com Cal Hidratada e
submetido a atenuaclo natural, a partir de bioensaios com sementes de Lactuca

sativa e Allium cepa.

RESUMO

O lodo de esgoto (LE) ¢ a parte solida, um subproduto, resultante das agdes quimicas,
fisico-quimicas e bioldgicas que compde a cadeia de processos numa Estagdo de
Tratamento de Esgoto — ETE e, devido a heterogeneidade de sua composicao, o descarte
deste residuo € um desafio a nivel ambiental, apesar de também existir a possibilidade de
seu reaproveitamento. Considerando esta problematica de gestdo ambiental causada pela
geracdo e destinagao do LE, assim como a possibilidade de mitigar este passivo ambiental
a partir da reutilizagdo como insumo, o presente estudo objetivou avaliar o potencial do
LE da ETE Uberabinha de Uberlandia — Minas Gerais, de causar efeitos de toxicidade em
sementes, assim como a possibilidade da redugdo de sua toxicidade através de
mecanismos de estabilizacdo quimica (EQ) e biologica. Foi possivel observar, a partir de
bioensaios com sementes, que o LE estudado apresentou fitotoxicidade para a germinagao
de alface (Lactuca sativa), todavia, no desenvolvimento inicial foi observada inibi¢ao ao
crescimento, mesmo com a EQ, o que ndo ocorreu apos estabilizagdo bioldgica pela
atenuacdo natural (AN), aonde todas as respostas foram de estimulo. Na avaliagao de
citogenotoxicidade e mutagenicidade, utilizando sementes de cebola (Allium cepa), as
amostras estimularam a quantidade de aberragdes cromossomicas (AC) e microntcleos
(MN), mesmo com a EQ, o que ndo foi observado apds AN, onde nenhuma amostra
apresentou efeito. Por fim conclui-se que o processo de EQ ndo foi suficiente para
mitigacao da toxicidade do LE estudado, devendo ser conjugado ao processo de AN para

obter um resultado satisfatorio.

PALAVRAS-CHAVE: Germinagdo, Crescimento primario, Alface, Cebola, Aberragdes

Cromossomicas, Micronucleos.



1. INTRODUCAO

O lodo de esgoto (LE) ¢ a parte solida, um subproduto, resultante das agdes
quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas que compde a cadeia de processos numa Estacao
de Tratamento de Esgoto — ETE e, devido a heterogeneidade de sua composicdo, o
descarte e manejo deste residuo ¢ um desafio a nivel ambiental (FIJALKOWSKI et al.,
2017; HUSEK; MOSKO; POHORELY, 2022; KACPRZAK et al., 2017). A composi¢do
do LE dependente de fatores como a taxa de desenvolvimento industrial local,
urbanizag¢do e cobertura de saneamento, e apresenta caracteristicas que impedem seu
descarte “in natura” no meio ambiente devido a toxicidade, geralmente relacionadas a
presenca de substancias como metais, farmacos, microplasticos, hidrocarbonetos
poliaromaticos, pesticidas e elementos traco (Se, Ag, Ti), os quais podem representar
riscos a diferentes organismos ao entrar em contato com o meio ambiente, seja no solo
ou na agua (FIJALKOWSKI et al., 2017; MEJIAS et al., 2021; ROLSKY et al., 2020;
XIE et al., 2015).

A nivel global, o saneamento basico ainda ndo chegou a marca de 50% da
populacao (ONU, 2019), desta forma, a tendéncia ¢ de aumento na geragao do LE,
proporcionalmente ao crescimento populacional e a ampliagdio na cobertura de
saneamento. Para mitigar os riscos relacionados ao contato do lodo com o meio ambiente,
este residuo tem sido estudado em outros paises como China, Estados Unidos, Canada,
india, Japdo e Africa do Sul, na busca por um entendimento detalhado a respeito das
tecnologias que envolvem a geragao do lodo, do ciclo de vida do residuo, da abrangéncia
do potencial de impacto ambiental e das possibilidades de reaproveitamento para
finalidades de recuperacao de solos degradados, uso agricola e gerag@o de energia elétrica
(AGORO et al., 2020; SINGH; PHULERIA; CHANDEL, 2020; WANG; NAKAKUBO,
2021; ZHOU et al., 2020; ZHUANG et al., 2022).

Como agravante, segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Basico (PNSB)
desenvolvida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), o Brasil
conta com aproximadamente 60% de cobertura de saneamento basico e menos que 5% de
reaproveitamento do LE, em vista de mais que 90% de direcionamento para os aterros
sanitarios municipais. Este direcionamento majoritdrio para aterros sanitarios € um
problema, pois leva a redugdo da vida util neste processo continuo e de volume crescente

(VINCIGUERRA; SZYMCZAK; VIEIRA DO PRADO, 2023), além de emitir metano,



apos disposto no aterro, em seu processo de decomposi¢ao (BILOTTA; ROSS, 2016),
que ¢ um gas de efeito estufa (GEE). Como agravante a ser considerado, o volume de LE
gerado ¢ descartado nos aterros tende a acompanhar o aumento populacional ¢ da
cobertura de saneamento do pais e, além disso, também deve ser considerado que o
manejo do LE representa aproximadamente 50% dos custos operacionais das ETEs
(COROMINAS et al., 2018; GUDE, 2016). Neste cenario, evidencia-se a importancia de
alternativas para que o LE deixe de ser um passivo ambiental e seja integrado a novas
cadeias produtivas.

O uso do LE para fins agricolas ja ¢ comum, por exemplo nos paises da Unido
Europeia, que utilizam cerca de 35% do total gerado neste fim (HUSEK; MOSKO;
POHORELY, 2022), enquanto, no Brasil, considerando fatores de tecnologia e
infraestrutura, a aplicagdo agrondmica ainda representa menos que 5% do total gerado
(IBGE, 2017). Para tal finalidade, ja foram observados resultados satisfatorios na
incorpora¢ao do LE como substrato agricola quanto a incorporagdo de massa seca e
fixacdo de macronutrientes (N, K, Ca, Mg, S) na produgcdao de mamoneira (Ricinus
communis) (SOUTO et al., 2005), ganho de produtividade na cultura de soja (Glycine
max) (CHOUDHARY et al., 2023) e ganho da produtividade de graos e de matéria seca
na produgdo de trigo (77iticum aestivum) (FIGUEIREDO LOBO et al., 2018). Apesar de
resultados positivos, devido a ja citada caracteristica de toxicidade ao meio ambiente, ¢
prudente que sejam considerados mecanismos para estabilizagdo do LE, como por
exemplo a estabilizagdo quimica com a cal hidratada (CaOH»), a estabilizagdo térmica
por pirdlise e a atenuagdo natural (AN), todas estas com resultados satisfatdrios na
atenuagao da toxicidade do LE, considerando a reducdo de indicadores como metais
disponiveis, matéria organica total, coliformes e helmintos, de maneira que possa ser
utilizado no solo com maior seguranga ambiental (AMILTON et al., 2016; CAMARGO
et al., 2016a; CHATURVEDI et al., 2022; COSTA et al., 2018; MAZZEO et al., 2016;
WANG et al., 2019).

Considerando a problematica de gestdo ambiental causada pela geracdo e
destinagdo do LE, assim como a possibilidade de mitigar este passivo ambiental a partir
da reutilizagdo como insumo, o presente estudo objetivou avaliar o potencial do LE da
ETE Uberabinha de Uberlandia — Minas Gerais de causar efeitos de toxicidade a partir da
analise de elutriatos em sementes de alface e cebola, assim como a possibilidade da
reducgdo dessa toxicidade através de mecanismos de estabilizacdo quimica e de atenuacao

natural.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coletas e preparo de amostras

A amostra de 80 kg de lodo foi coletada na Estacdo de Tratamento de Esgoto —
ETE Uberabinha, localizada em Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, com propor¢ao
aproximada de umidade e matéria seca de respectivamente 70% e 30%. Em seguida,
metade (40 kg) foi submetida ao processo de estabilizacdo quimica (EQ) pela mistura
com a cal hidratada (CaOH>) na proporc¢ao de 30% da massa seca do lodo (AMILTON et
al., 2016; BARROS et al., 2011).. A EQ do LE foi realizada pela mistura de 3,6 kg da cal
aos 40 kg de LE, seguida pela solarizacdo, que consistiu na exposi¢do da amostra ao sol
por 21 dias, resultando no composto de lodo estabilizado (LEE). A outra metade da
amostra (40 kg) ficou reservada no recipiente de coleta até a montagem subsequente.

Na sequéncia, ap6s a EQ, foram preparados quatro tratamentos em cubas de inox
(32,5 cm x 26,5 cm x 20 cm) sendo 1. solo; 2. LEE, 3. solo e LEE (1:1 —v:v) e 4. solo +
LE (1:1 — v:v). Para drenagem, o fundo das cubas foi preenchido com bolinhas de vidro
até a altura de 3 cm e uma das laterais foi perfurada, com didmetro de 1 cm, para passagem
de uma mangueira de polietileno de 15 cm, inserida pelo orificio de forma que 7,5
centimetros ficaram para o lado de fora. A amostra de solo foi coletada na Fazenda
Experimental do Campus Gloria da Universidade Federal de Uberlandia — UFU
(Uberlandia, Minas Gerais, Brasil). As cubas foram mantidas em casa de vegetacdo
localizada na area externa da UFU, pelo periodo de 90 dias, com exposicao a iluminagao
e intempéries naturais para promover a atenuagao natural (AN) da toxicidade da amostra

(CHATURVEDI et al., 2022; MAZZEO et al., 2016).

2.2. Caracterizacao fisico-quimica das amostras

A caracterizagdo inicial completa da amostra de LE foi fornecida pelo DMAE, e
esta disponivel para consulta como 5.1. Anexo A — Relatoério de caracterizagdo do lodo,
solubilizado e lixiviado (DMAE). No momento da montagem das cubas, as amostras de
solo, LE, LEE, solo + LE e solo + LEE foram submetidas para andlises fisico-quimicas

no laboratério “Safrar Andlises Agricolas” em Uberlandia — MG, considerando os



pardmetros matéria organica (MO), condutividade elétrica (CE), carbono orgéanico (CO)

e granulometria (argila, silte, areia).

2.3. Elutriatos

Os elutriatos foram preparados com amostras coletadas na superficie das cubas (5
cm de profundidade), no tempo 0 (TO) e no tempo 90 (T90) dias de NA. Para obtengao
dos elutriatos, 100 g de cada amostra foram misturados em 400 mL de 4gua ultrapura e,
em seguida, agitadas em baixa velocidade constante (1000 rpm) por cinco minutos,
seguindo o protocolo estabelecido pela ABNT (NBR, 2004) com adaptagdes, pois os
elutriatos foram centrifugados ao invés de submetidos a membrana filtrante de 0,45 pm
de porosidade. Conforme recomendado pelo protocolo, o elutriato de LE foi preparado
com 50 gramas de amostra para o mesmo volume de dgua ultrapura (400 mL), visando a
obtencao de uma fase liquida semelhante as demais amostras (MAZZEO; FERNANDES;
MARIN-MORALES, 2016). Feita a agitacdo, as amostras decantaram em frascos
cobertos por filme policloreto de vinil — PVC, durante 7 dias em temperatura ambiente
(22 °C) e, em seguida, a parte liquida sobrenadante foi coletada, disposta em tubos (50
mL) e centrifugada a 2.500 rpm por 20 minutos. Feita a centrifugagdo, a parte
sobrenadante foi cuidadosamente transferida para tubos (50 mL) de forma que, neste
momento, tinham-se 10 tubos contendo, em duplicata, as respectivas amostras de solo,
LE, LEE, solo + LE e solo + LEE, 5 tubos foram armazenados na geladeira (4° £ 1) por
24 horas até a montagem do experimento e 5 tubos foram congelados (-18° £ 2). Na
sequéncia de montagem, com auxilio de equipamento manual, foram avaliados os
parametros fisico-quimicos de cada amostra, considerando o potencial hidrogenidnico

(pH), solidos totais (ST) e condutividade elétrica (o).

2.4. Teste de germinagao e inibicdo do crescimento com Lactuca sativa

Nesse ensaio foram utilizadas sementes de alface Lactuca sativa, variedade crespa
Grand Rapids TBR — Isla Super®) conforme metodologia proposta por SOBRERO;
RONCO, 2004, com adaptagdes. Para cada amostra do elutriato no TO e T90, 20 sementes
foram dispostas em uma placa de petri (90mm), forrada previamente com papel filtro (0,5

mm), onde foi disposto 2,5 mL de cada amostra de elutriato, em triplicata (n=60). Em



seguida, as placas foram envolvidas em pléastico PVC e em papel aluminio. As placas
foram dispostas a incubagao em estufa BOD a temperatura de 25 + 1°C pelo periodo de
120h, no escuro. Para o controle negativo (CN) foi utilizada dgua ultrapura. Passadas as
120h de incubagio, as placas foram removidas da BOD, retiradas do plastico PVC e papel
aluminio, as sementes germinadas foram quantificadas e mensuradas, com auxilio de
paquimetro digital, para afericdo dos comprimentos do hipocoétilo e da radicula de cada

plantula.

2.5. Teste de potencial citogenotdxico e mutagénico com Allium cepa

Nesse ensaio foram utilizadas sementes de cebola Allium cepa (variedade baia
periforme — Top Seed®) conforme metodologia proposta por LEME; MARIN-
MORALES, 2008, com adaptacdes. Trinta sementes de cebola foram colocadas para
germinar em contato com 2,5 mL das amostras de elutriato (Solo; LE; Solo + LE; LEE;
Solo + LEE) em placa de petri (90mm) forradas com papel filtro (0,5mm), em duplicata.
O controle negativo (CN) foi realizado com dgua ultrapura e o controle positivo (CP) com
metilmetanosulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3) na concentragdo de 25
uL/L. Os ensaios foram realizados com amostra do tempo 0 (T0O) e tempo 90 (T90) dias
de atenuagdo natural. As placas foram mantidas em estufa BOD a temperatura de 22 +
1°C pelo periodo de 168h, no escuro.

Apo6s incubacado, as radiculas maiores que 2 cm foram coletadas e dispostas em
microtubos preenchidos com Carnoy (etanol — acido acético; 3:1), recém preparado por 8
horas a temperatura ambiente de 26 + 2°C para fixagdo. Passado este periodo, as raizes
foram transferidas para novos microtubos contendo nova solugdo Carnoy, recém
preparada, e em seguida foram armazenadas a 4 °C até o momento de uso para confec¢ao
das laminas (MAZZEO et al., 2015; SCHERER et al., 2019).

Para a confecgdo das laminas, as radiculas foram lavadas em 4gua ultrapura com
trés banhos de 5 minutos cada, em seguida foram hidrolisadas em banho de HCI 5N por
um periodo de 8 min e, ap6s hidrolise, foram lavadas em agua ultrapura com trés banhos
de 5 minutos cada. Apos ultimo banho, a radicula foi coletada, disposta em lamina. Em
seguida a regido meristematica da radicula foi cuidadosamente separada com auxilio de
agulhas e, nela, colocada uma gota de carmim acético (2%). O material foi fragmentado,
também com auxilio de agulhas, recoberto por uma laminula e esmagada suavemente, o

conjunto lamina e laminula foi disposto brevemente em nitrogénio liquido e, em seguida,



a laminula foi retirada com auxilio de um bisturi para que a lamina seque ao ar ambiente.
ApOs secas, as laminas foram coradas em solucao de Giemsa e agua ultrapura (1:9) por
20 minutos, dispostas novamente para secagem ¢ posterior analise em microscopia de luz
com aproximacado de 400 vezes.

Cada exposicao, solo, LE, LEE, solo + LE e solo + LEE representou um montante
de 4 laminas, em cada lamina foi feita a contagem de 1250 células, totalizando 5000
células por exposicao e, desta forma, foram contabilizadas as diferentes fases do processo
de divisdo celular assim como as aberracdes cromossOmicas € a presenca de

micronucleos.

2.6. Analise de dados

Para o bioensaio com Lactuca sativa, a fitotoxicidade do lodo nas exposi¢des LE,

LEE, solo + LE (1:1 — v:v) e solo + LEE (1:1 — v:v) foi entdo avaliada a partir do

Germinadas

Total x100, e pela

percentual de germinacdo (PG), obtido pela formula PG =

inibi¢do do crescimento inicial das plantulas em relacdo ao desenvolvimento inicial do
hipocotilo e da radicula (CAMPAGNA-FERNANDES; MARIN; PENHA, 2016b). O
efeito das amostras na germinagdo, crescimento de hipocétilo e crescimento de radicula
da L. Sativa foi avaliado analisando os dados com o teste de anova, seguido do teste de
Dunnet (p < 0,05), para comparagao das médias dos grupos de dados das exposi¢des com
a média do controle. As analises dos dados foram realizadas com o software GraphPad
Prism 5 (versao 5.0.1).

Para o bioensaio com Allium cepa, a citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade do lodo nas exposi¢des LE, LEE, solo + LE (1:1 —v:v) e solo + LEE (1:1

—v:v) foi entdo avaliada apds todas as contagens de células, a partir dos calculos do indice

Células em divisao

mitotico (IM), pela formula IM = , que resulta no indicador de

Total de células observadas

citotoxicidade (CT) da substancia analisada, da frequéncia de aberragdes cromossdmicas

(AC) como perdas, quebras, atrasos, aderéncias e pontes, em quaisquer fases de divisao

Células com AC

celular, pela foérmula GT = , que resulta no potencial de

Total de células observadas

genotoxicidade (GT) da substancia, e na frequéncia de quebras cromossdmicas e

Células com MN

micronucleos (MN), pela formula MG = , que resulta no

Total de células observadas

potencial de mutagenicidade (MG) da substancia.



O efeito da substancia no IM, GT e MG foi avaliado analisando os dados com o
teste de Mann-Whitney (p < 0,05) para comparagao dos grupos de dados das exposicoes
com o grupo CN. As analises dos dados foram realizadas com o software GraphPad Prism

5 (versao 5.0.1).

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagao fisico-quimica das amostras

Para a amostra de lodo de esgoto (LE) da ETE de Uberlandia, foi possivel observar
que nenhum dos metais identificados estava em limites superiores aos parametros
estabelecidos pela Resolucdo 498 do CONAMA (BRASIL, 2020), ou mesmo pelas
resolugdes 100 (UKPAS, 2018) e 503 (USEPA, 1994), como descrito pela Tabela 1

abaixo:

Tabela 1 - Caracterizacdo da amostra bruta de LE da ETE Uberabinha de Uberlandia — Minas Gerais,
Brasil, em comparagdo aos limites legais maximos, nacionais ¢ internacionais, estabelecidos para
utilizagdo como insumo para o solo.

A . LE ETE Resolucio UK PAS US EPA
Substancia

Uberabinha  n° 498 100 503
Arsénio (mg.kg™) <1 75 N.Q. N.Q.
Bario (mg.kg™) N.Q. 1300 N.Q. N.Q.
Cadmio (mg.kg™) N.Q. 85 1,5 390
Chumbo (mg.kg™) <10 840 200 300
Cobre (mg.kg™) <10 4300 200 1500
Cromo (mg.kg™) <25 3000 100 3000
Mercurio (mg.kg™) <0,02 57 1 17
Molibdénio (mg.kg') N.Q. 75 N.Q. N.Q.
Niquel (mg.kg™) <10 420 50 420
Selénio (mg.kg™) 1,82 100 N.Q. N.Q.

Zinco (mg.kg™) 27,51 7500 400 2800




Como pode ser observado na Tabela 2, para as analises de condutividade elétrica
(CE), matéria organica (MO), carbono organico (CO) e granulometria, foi possivel
observar que o solo tem caracteristicas semelhantes a um solo tipico do cerrado. Para o
lodo de esgoto (LE), em comparacdo ao lodo de esgoto estabilizado (LEE), foi possivel
observar que a CE foi 4 vezes maior, MO foi 2 vezes maior e CO foi 2 vezes maior, neste
ponto, vale lembrar que 30% da massa do LEE ¢ de cal hidratada. Nas amostras de solo
+ LE (1:1 — v:v) em comparagao ao solo + LEE (1:1 — v:v), a CE foi 7% maior, MO foi
41% menor e CO 58% menor. Em comparacao ao solo, a granulometria da amostra de
solo + LE foi idéntica enquanto para a amostra de solo + LEE, houve reducdo de 3% na

argila, aumento de 1000% no silte e reducao de 25% na areia.

Tabela 2 - Analise de granulometria (argila, silte, areia), condutividade elétrica (CE), matéria organica
(MO) e carbono organico (CO) das amostras de solo, lodo de esgoto (LE), lodo de esgoto estabilizado
(LEE), solo + LE e solo + LEE.

Parametro Solo LE LEE Solo+LE Solo + LEE
avaliado

CE 68.82 3980 9907 891.6 830.9
(HS/Cm:;) 9 b b 9

MO (g/kg) 46 549 256 59 100

CO (g/cm?) 0,27 3,18 1,48 0,34 0,58
Argila 720 700 650 720 700
(g/kg)

Silte (g/kg) 10 80 180 10 100
Areia (g/kg) 270 220 170 270 200

3.2. Caracterizagao dos elutriatos das amostras

A partir da Tabela 3 ¢é possivel observar que no tempo 0 dias (T0) do experimento,
o elutriato obtido a partir da amostra de lodo de esgoto (LE), em comparagdo a amostra
de lodo de esgoto estabilizado (LEE), apresentou valor de pH 48% menor, quantidade de
solidos totais (ST) e condutividade elétrica (o) 82% menores. A amostra de solo + LE,
em comparacdo a de solo + LEE, apresentou pH 31% menor, ST ¢ 6 74% menores. No

tempo 90 dias (T90) do experimento, ndo houve diferencga significativa (p < 0,05) entre o



pH das amostras. Para as amostras de solo + LE em vista de solo + LEE, a quantidade de
ST e a o tiveram variagdo inferior a 10%. A amostra de LEE apresentou valores de ST e

o aproximadamente 50% maiores que nas amostras de solo + LE e solo + LEE.

Tabela 3 — Analise de pH, solidos totais (ST) e condutividade elétrica (c) das amostras de solo, lodo de
esgoto (LE), lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + LE e solo + LEE, no tempo 0 dias (T0) e tempo 90
dias (T90) do experimento. **O LE ndo foi avaliado de forma isolada em T90.

Parimetro  Tempo o LE**  LEE Solo+LE Solo+LEE

avaliado (dias)

N 0 8,02 7.66 1233 845 12,08
P 90 6,91 NA. 795 7,49 8,00
ST (ppm) 0 230 794 4406 544 2067

90 240 N.A. 3220 2210 1999
460 1588 8812 1088 4134
o (usfem) 90 480 N.A. 6440 4420 3980

3.3. Teste de germinacao e inibi¢cdo do crescimento com Lactuca sativa

Os controles apresentaram germinagao superior a 65% no tempo 0 dias (TO) e no
tempo 90 dias (T90) do experimento, o que cumpriu o pré-requisito de validade do teste
conforme protocolo 712 (USEPA, 1996). Ao mesmo tempo, tanto para TO quanto para
T90, nenhuma exposi¢cdo interferiu no percentual de germinacdo (PG) de forma

significativa (p < 0,05), como pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3 - Percentual de germinagdo de alface (Lactuca sativa) para o controle e exposi¢des de solo, lodo de
esgoto (LE), lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + LE ¢ solo + LEE, em T0 ¢ T90. * Diferenga significativa
(p <0,05) para o controle TO dias / ** Diferenga significativa (p < 0,05) para o controle T90 / # LE nao foi
avaliado em T90 dias.



Para o desenvolvimento inicial da plantula, em T0, com exce¢do de solo + LE,
todas as exposicoes estimularam o crescimento do hipocoétilo enquanto, em T90, o
crescimento foi estimulado em todas as amostras, o que pode ser observado na Figura 4.
Nao foi observada diferenca entre as exposi¢des de LE e LEE, o mesmo ocorreu para as
exposicodes de solo + LE e solo + LEE.

Para o crescimento da radicula, em TO, as exposi¢des de solo e solo + LE
resultaram em estimulo, ao mesmo tempo, as exposi¢des de LE, LEE e solo + LEE
resultaram em inibi¢do, o que ndo ocorreu em T90, aonde todas as exposi¢des
estimularam o crescimento da radicula, o que também pode ser observado na Figura 4.
As respostas de LE e LEE foram de inibigdo, ao mesmo tempo, foi possivel observar
diferencga na exposi¢cdo de solo + LE, que resultou em estimulo, enquanto solo + LEE

resultou em inibi¢do ao crescimento.
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Figura 4 - Crescimento do hipocétilo e da radicula da alface (Lactuca. sativa) para o controle e para as
exposigoes com solo, lodo de esgoto (LE), lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + LE e solo + LEE, em
TO e T90. * Diferenca significativa (p < 0,05) para o controle TO dias / ** Diferenca significativa (p <
0,05) para o controle T90 dias / # LE nao foi avaliado em T90 dias.

3.4. Teste de potencial citogenotoxico e mutagénico com Allium cepa

As células das raizes expostas ao controle positivo (CP), tanto no tempo 0 dias
(TO) quanto no tempo 90 dias (T90) do experimento, apresentaram sensibilidade
satisfatoria, o que pode ser observado pelo estimulo significativo (p < 0,05) nos
indicadores de genotoxicidade, representados pela quantificagdo de aberragdes
cromossomicas (AC) e de mutagenicidade, representados pela quantificagdo de

micronucleos (MN) como indicado na Tabela 4.



Para o indice mitdtico (IM), em TO ndo houve diferencga significativa em nenhuma
exposicao, ja em T90, foi possivel observar estimulo significativo (p < 0,05) apenas na
exposicao de solo + LE. Para a AC, todas as exposi¢cdes com o lodo de esgoto resultaram
em estimulo significativo (p < 0,05) em TO, fato que nio ocorreu em T90, onde nao foram
observadas diferencas para nenhuma das exposicdes. Ja para a MN, em TO foi observado
estimulo significativo (p < 0,05) apenas para as exposi¢oes de LE e LEE, ja em T90,
nenhuma exposi¢do apresentou diferenca significativa, como descrito na Tabela 4.

Alguns exemplos de AC e MN identificados podem ser observados na Figura 5.



Tabela 4 - Analise das células meristematicas de cebola (4. cepa) nos controles negativo e positivo, respectivamente dgua ultrapura e metilmetano sulfonato (MMS) e nas
exposigdes com solo, lodo de esgoto (LE), lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + LE e solo + LEE, a partir da quantificagdo de células em processo de diviséo,
representada pelo indice mitético (IM), pela quantificacdo de células com aberragdes cromossomicas (AC), representada pela genotoxicidade e pela quantificagdo de células
com micronucleos (MN), representada pela mutagenicidade, para o tempo 0 dias (T0) e tempo 90 dias (T90) do experimento. * Diferenga significativa (p < 0,05) para o

controle.
Parametros Tempo Amostras
avaliados (dias)
CP Solo LE LEE Solo+LE Solo+LEE

. o 0 7,81 + 454 1648 + 3,03 20,68 £ 6,06 1297 + 426 1628 + 245 19,34 + 4,81 21,51 = 7,70
Indice mitoético

90 12,68 + 571 48,26 *t 7,19 22,88 + 588 N/A 30,81 + 12,64 2290 + 10,24 32,00 ** 5,34
Aberragdes 0 0,23 + 047 23,78 *t 6,60 0,96 + 141 9,48 *+ 3,70 7,13 *t 3,39 7,87 *t 2,62 9,55 *t 5,96
cromossdmicas  9( 1,03 + 0,82 19,09 *+ 552 1,95 + 1,55 N/A 3,67 + 087 1,70 + 096 343 + 1,74
) 0 0,24 + 047 9,12 *+ 2,14 0,45 = 0,90 2,74 *+ 1,26 1,97 *t 0,82 0,25 = 0,50 1,47 + 1,28
Micronucleos

90 0,28 + 0,56 10,04 *t 2,75 0,72 = 091 N/A 0,25 + 0,50 0,99 + 0,81 0,71 = 0,92




Figura 5 - Células meristematicas de cebola (Allium cepa) observadas em microscopia optica em aumento de 400
vezes. [1]: Interfase normal; [11]: Interfase com microcito; [12]: Interfase com broto nuclear; [13]: Interfase com
micronucleo; [P]: Profase normal; [M]: Metafase normal; [M1]: Metafase poliploide; [M2]: C-metafase; [M3]: C-
metafase com quebra cromossdmica; [A]: Anafase normal; [A1]: Anafase com perda cromossomica; [A2]:
Anafase com ponte cromossomica; [T]: Telofase normal; [T1]: Telofase com ponte cromossdmica.



4. DISCUSSAO

Conforme proposto por este trabalho, foi avaliado o potencial do lodo de esgoto
(LE) da Estacdo de Tratamento de Esgoto Uberabinha de Uberlandia — Minas Gerais de
causar efeitos de toxicidade, a nivel de desenvolvimento, utilizando sementes de alface
(Lactuca sativa), e a nivel celular, utilizando sementes de cebola (Allium cepa), assim
como foi avaliada a possibilidade da reducgao da toxicidade do LE através de mecanismos
de estabilizagdo quimica (EQ) e atenuacao natural (AN).

A partir da caracterizacao das amostras de solo, LE, LEE, solo + LE e solo + LEE
foi possivel observar que o solo utilizado tem caracteristica areno-argilosa, tipica de um
solo da regiao centro oeste do cerrado brasileiro (FERREIRA et al., 2019), caracteristicas
que foram observadas na amostra de solo + LE e ndo permaneceram integralmente na
amostra de solo + LEE devido a interferéncia da massa de cal hidratada. Os demais
parametros avaliados, sendo estes a condutividade elétrica (CE), matéria organica (MO)
e carbono organico (CO) apresentaram resultados esperados, com maiores nimeros para
as amostras de LE e solo + LE, que contém maior carga organica, por consequéncia, maior
namero de particulados.

A toxicidade do lodo de esgoto das estagdes de tratamento urbanas ¢ comumente
relacionada a presenca de metais que, pelas caracteristicas de bioacumulacdo e
interferéncia nos organismos a nivel celular, sdo considerados indicadores chave nas
tomadas de decisdo que para manuseio deste tipo de residuo todavia, além dos metais, ja
foram identificados outros poluentes relevantes como farmacos e microplasticos
(AGORO et al., 2020; CAMARGO et al., 2016; CORREA MARTINS; DE SOUZA;
SOUZA, 2016* MEJIAS et al., 2021; ROLSKY et al., 2020). Além disso, o proprio local
de origem do lodo de esgoto interfere consideravelmente em sua composicao, o que pode
resultar em maiores ou menores impactos a nivel de toxicidade conforme condigdes
fisico-quimicas, as quais afetam diretamente a biodisponibilidade, em especial, dos
metais (ALVES et al., 2021; TYTLA; WIDZIEWICZ; ZIELEWICZ, 2016).

Inicialmente, foi possivel observar na caracterizacao de metais da amostra de LE
que nenhum dos valores quantificados foram relevantes em vista dos limites estabelecidos
pela normativa nacional da Resolucdo 498 do Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA (BRASIL, 2020) e normativas internacionais, como a Especificacdo 100 da
Institui¢do Inglesa de Padronizagdo — The British Standards Institution (BSIPAS, 2018)



e da Especificagdo 503 da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos — United
States Environmental Protection Agency (USEPA, 1994) para exposi¢do ao meio
ambiente, o que pode ser observado na Tabela 1. Todavia, utilizando o chumbo (Pb) e o
cobre (Cu) como exemplos, o LE utilizado neste trabalho apresentou valores inferiores a
10 mg.kg! destes metais, enquanto para amostras de outras estagdes de tratamento, no
Brasil e em outros paises como Japao, China, Libano e Alemanha, estas concentragdes
chegaram a ser 12.000 vezes maiores (CHEN et al., 2021; DE SOUZA et al., 2019;
MAYER; BHANDARI; GATH, 2021; ROMANOS et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2019;
WANG et al., 2019), variagdes que também foram observadas para outros metais, como
descrito na Tabela S5, o que reforca a necessidade de acompanhamento € monitoramento
do lodo de esgoto para mitigar riscos a0 meio ambiente nos processos de sua destinagao.

O processo de EQ utilizado e avaliado neste estudo tem eficiéncia comprovada
para estabiliza¢do do lodo de esgoto, através da inibi¢do das atividades enzimaticas e
metabolicas das bactérias e helmintos, assim como o auxilio na reduc¢ao da carga de
matéria organica, de odores e na quelatizagao de metais, gerando por fim o lodo de esgoto
estabilizado (LEE), além de ser barato ¢ simples de ser executado (AMILTON et al.,
2016; BARROS; COSTA; ANDREOLI. C. V., 2006; COSTA et al., 2018), todavia, dada
a variabilidade das amostras de lodo de esgoto, devem ser consideradas as curvas de
solubilidade de ions metélicos, como o Chumbo (Pb), Cromo (Cr), Cobalto (Co), Niquel
(Ni), Ferro (Fe) e Manganés (Mn), que oscilam em diferentes intervalos de pH (GOMES
et al., 2018; XIE et al., 2015).



Tabela 5 - Quantificacdo dos principais metais presentes no lodo de esgoto (LE), considerando a amostra deste trabalho e de outras estagcdes de tratamento de esgoto ETEs,
tanto do Brasil (ABREU-JUNIOR et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2019), quanto do Libano (ROMANOS et al., 2019), China (WANG et al., 2019), Japao (CHEN et al., 2021)
e Alemanha (MAYER; BHANDARI; GATH, 2021).

Local da ETE Arsénio (r]raéri(()g' Céadmio  Chumbo (Ei;bli; Cromo Merctrio Molibdénio  Niquel  Selénio Zinco Referéneia
(mg.kg™) 15 (mgkg') (mgkg") 1)' (mgkg) (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg') (mgkg')
Vale do Beqaa, Romanos
Libane N.Q. N.Q. <10 <25 89,03 4927 <1 67,56 <25 NQ. 50571 1500
Xiamen, China  N.Q.  N.Q. <10 69,7 33239 19838  N.Q. N.Q. 422 N.Q. 24242 Z‘{agoglegt
Kyoto, Japio ~ N.Q.  N.Q. 546 12500 1310 733 N.Q. N.Q. 125 N.Q. 26200 Ch;gzef al.
Colonia, Mayer et
Alemanta 68 N.Q. <10 184 800 145 <10 N.Q. 77 N.Q. 787 A1 2001
Campos dos Siqueira et
Goytacazes, <10 202,75 <1 31,84 20509 65,26 <1 8,75 31,31 2,56 846,32 >
) al. 2019
Brasil
Abreu-
Alegria, Brasil <10 157 <1 197 267 70 <1 <25 40,2 <10 681 Junior et
al. 2019
Uberlandia, Este
Brasil <1 N.Q. N.Q. <10 <10 <25 <0,02 N.Q. <10 1,82 2751 e




Em paralelo, na AN parte do principio da reducdo de massa e toxicidade do lodo
pelas reacgdes fisico-quimicas de biodegradac¢do, diluicdo, volatilizacdo e transformacao
que ocorrem naturalmente na amostra ao longo do tempo (USEPA, 1999). E um processo
barato e inofensivo ao meio ambiente, que também ¢ potencializado pela exposicdo da
amostra as condi¢des naturais do ambiente, como temperatura, radiacdo solar e, se for o
caso, a microbiota do solo, processos estes que contribuem com a remog¢ao de poluentes
e agentes toxicos, como metais, em intervalos de tempo que, apesar de varidveis conforme
amostra, no caso do lodo de esgoto podem superar a marca de 12 meses (CHATURVEDI
et al., 2022; MAKADIA et al., 2011; MAZZEO et al., 2016; MEGHARAJ et al., 2011).
Como no contexto deste estudo existem as amostras de solo + LE e solo + LEE, o solo ¢
considerado um organismo vivo que acaba por agir nas reagdes fisico-quimicas e
microbiologicas (DA SILVA et al., 2015) que ocorreram ao longo do periodo de 90 dias
da exposicao, e ndo somente um meio de dilui¢do para a massa de LE e LEE utilizadas.
Neste contexto, a caracterizacao dos elutriatos do conjunto de amostras foi realizada no
TO e T90 do experimento, o que permitiu observar em TO pH médio de 12,2 £ 0,15 nas
amostras de LEE e solo + LEE, fato que ndo ocorreu em T90, onde o pH médio das
amostras foi de 7,5 £ 0,5, assim como a concentragdo de solidos totais (ST) destas
amostras reduziu respectivamente 27% e 4%, variagdes que eram esperadas devido a agao
do processo de NA (CHATURVEDI et al., 2022; COSTA et al., 2018; MAZZEOQ;
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016).

Dada a complexidade da composicao do lodo de esgoto, a caracterizacao de todos
compostos presentes ¢ desafiadora, desta forma, ao ter sua toxicidade estudada,
subentende-se que os organismos expostos podem apresentar respostas ndo relacionadas
a um elemento isolado da amostra, fato que refor¢a a importancia da avaliagdo
ecotoxicologica a partir de bioensaios para obter respostas mais completas dos efeitos
bioldgicos antes da disposi¢cao no meio ambiente ou mesmo para utilizagdo do lodo para
finalidades que ndo sejam o descarte (FERREIRA et al.,, 2020; RASTETTER;
GERHARDT, 2017).

Os efeitos da toxicidade do lodo de esgoto ja foram observados e avaliados a partir
de bioensaios com alface (L. sativa), observando a interferéncia na germinagdo e
desenvolvimento inicial das plantulas, para avaliar a fitotoxicidade e gerar indicadores de
qualificagdo ambiental e predigdo de possiveis impactos, informagdes que auxiliam nas

tomadas de decisdo que envolvem o manejo ambiental e as possibilidades de



reaproveitamento do residuo (DE FREITAS et al., 2023; MANAS; DE LAS HERAS,
2018; MAZZEOQO etal., 2015). Para tal, ¢ importante considerar nas analises a interferéncia
das propriedades fisico-quimicas do lodo de esgoto, como o potencial hidrogenionico
(pH) e matéria organica (MO), as quais podem afetar a emergéncia e o crescimento das
plantas (OLESZCZUK et al., 2012).

Neste estudo foi possivel observar que o LE nao foi toxico o suficiente para afetar
a germinacdo das sementes de L. sativa, mesmo com a variacdo de pH nas amostras de
solo + LEE e LEE, submetidas a estabilizacdo quimica (EQ), e das diferentes cargas de
MO entre as amostras de LE, LEE, solo + LE e solo + LEE, seja no tempo 0 (T0) ou no
tempo 90 (T90) apds a atenuagdo natural (AN). Todavia, em estagcdes de tratamento de
Santa Catarina, outro estado brasileiro, ja foi observada inibicdo significativa da
germinagdo de L. sativa exposta a elutriatos de lodo de estagdao de tratamento de agua
(ETA) e de esgoto (ETE), em concentragdes que variaram de 0,5% a 100%, chegando a
100% de inibicdo nas maiores concentragdes (LIEBL; SCHOEN, 2022), fato que, pela
diferenca do observado no presente estudo, refor¢a a importancia do monitoramento
continuo do lodo num cenario macroambiental.

A respeito do desenvolvimento inicial das plantulas, ndo foram observadas
diferencas no crescimento do hipocétilo, seja no TO ou no T90 do experimento, visto que
todas as respostas foram de estimulo, todavia, ja foi tratado que a radicula possui maior
sensibilidade de resposta que o hipocotilo (MARASCHIN-SILVA; ESTEFANIA;
AQUILA, 2006) e, em estudos recentes, é o indicador comumente utilizado (FILIPI et
al., 2023; MANAS; DE LAS HERAS, 2018). Direcionado a este cendrio, neste estudo a
resposta no crescimento da radicula, em TO, foi de inibigao para todas as exposigoes,
exceto solo + LE, fato que ndao ocorreu em T90, apos a AN, aonde todas as exposicoes
resultaram em estimulo, o que pode estar relacionado ao resultado satisfatorio da AN para
atenuacao da toxicidade da amostra devido a ocorréncia de reagoes e interagdes fisico-
quimicas entre os componentes do LE, solo e CaOH; ao longo dos 90 dias de exposigado
deste estudo. Neste contexto, também podem ter sido afetadas as disponibilidades de
compostos estimulantes no LE, como macronutrientes (K, N, Mg) ou micronutrientes (Fe,
Zn, Mn), que agem diretamente nos processos de crescimento das raizes e
desenvolvimento das plantulas (MELO et al., 2021),

A variagao de pH em TO causada pelo processo de EQ com a cal acabou por ser
mitigada ao longo do periodo da AN, porém, apesar de L. sativa apresentar uma ampla

faixa de tolerancia para variagdes no pH, tanto para germinagdo quanto para o



desenvolvimento inicial (BITENCOURT et al., 2021), ¢ uma variavel que pode ter
indisponibilizado inicialmente micronutrientes para a planta, devido a alcalinidade, pois
cada micronutriente responde de forma diferente a variagdes no pH (MARCHI et al.,
2020). Apesar de o LE utilizado neste trabalho ndo ter causado efeitos de toxicidade
significativos a germinagdo da L. sativa e, a0 mesmo tempo, o periodo de 90 dias de AN
ter sido suficiente para auséncia de efeitos negativos ao desenvolvimento inicial, ja foi
visto que pode ser necessario um periodo maior de atenuagdo. Desta forma, sementes de
L. sativa ja foram expostas ao lodo de tratamento de esgoto e de dgua, de forma que
apenas apoOs 150 dias de atenuacdo que foi possivel observar a auséncia de efeitos
negativos na germinagdo ¢ desenvolvimento inicial das plantulas (DE SOUZA, 2021).
Neste contexto, devem ser conjugados os processos de EQ ao de NA a fim evitar efeitos
iniciais de toxicidade as sementes de L. sativa, além disso, refor¢a a importancia do
monitoramento constante do lodo de esgoto, ndo somente através de indicadores
quimicos, mas também biologicos.

A cebola (Allium cepa) ja ¢ amplamente utilizada para avaliagdo da toxicidade de
substancias de interesse, incluindo o lodo de esgoto, ¢ um experimento barato e de facil
execugdo que gera, a partir da andlise das células da raiz priméria da cebola expostas a
substancia, indicadores confidveis de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade,
quantificando, respectivamente, o indice mitotico (IM), as aberragdes cromossdmicas
(AC) e os micronucleos (MN), permitindo uma visdo aprofundada do potencial de
toxicidade a nivel celular (CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019; LEME;
MARIN-MORALES, 2009; MESSIAS et al., 2021; PANTANO et al., 2021; SILVEIRA
et al., 2017).

A partir destes indicadores, foi possivel observar primeiramente que o solo
utilizado no experimento ndo apresentou nenhum tipo de efeito significativo para as
células de 4. cepa, seguindo, das exposi¢cdoes de LE, LEE, solo + LE e solo + LEE,
nenhuma foi citotoxica no tempo 0 (TO) do experimento. Apos a atenuacgao natural (AN),
no tempo 90 (T90), foi observado estimulo significativo (p < 0,05) apenas para a mistura
de solo + LEE, o que pode ter ocorrido pela alteracao na biodisponibilidade, ao longo do
processo conjugado da AN com a estabilizagdo quimica (EQ), de substancias
estimulantes, como P, N e agroquimicos, comumente encontrados nos efluentes
domésticos os quais podem levar ao estimulo excessivo da divisao celular (DE SOUZA,

2021; DUSMAN et al., 2014; LEME; MARIN-MORALES, 2009).



A quantidade de AC teve estimulo (p < 0,05) para todas as amostras em TO0, ja em
T90, ndo foi observado nenhum efeito. A quantidade de MN teve estimulo (p < 0,05) para
as amostras de LE e LEE em TO0 e, em T90, ndo foi observado nenhum efeito. Neste caso,
¢ possivel inferir primeiramente que a EQ do lodo nao foi suficiente para evitar efeitos de
toxicidade a nivel celular em 4. cepa, pois os valores de AC e MN so6 deixaram de ser
relevantes nas amostras de LEE e solo + LEE apo6s o periodo de AN. Seguindo este
raciocinio, também € possivel inferir que os 90 dias de AN utilizados neste estudo foram
suficientes para que lodo, nas amostras de LEE, solo + LE (1:1 — v:v) e solo + LEE (1:1
— v:v), ndo apresentasse efeitos de toxicidade para as células de 4. cepa.

As aberragdes cromossomicas resultam do efeito de agentes com potencial de
provocar mudancas na estrutura em qualquer fase do processo de divisao celular
(PANTANO et al., 2021), estes podem interagir diretamente com o DNA molecular,
como no caso dos clastogénicos, e causar quebras cromossdmicas ou, para agentes
aneugénicos, podem interagir com o citoplasma e induzir a formagdo de pontes
cromossdmicas, perdas, adesdes e a formagao de micronucleos (CORREA MARTINS;
DE SOUZA; SOUZA, 2016b; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009;
SILVEIRA et al., 2017). As baixas concentracdes de metais observadas na amostra de
lodo utilizada este estudo dificultam uma relagdo dos resultados a metais especificos,
todavia, ¢ uma informagdo que reforga a probabilidade de que os efeitos observados estao
relacionados as interagdes entre os compostos presentes no lodo de esgoto, ou mesmo de
compostos que nao foram identificados nas analises quimicas, os quais podem ser capazes
de interagir tanto com o material genético quanto com outros componentes celulares
(CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019).

Apesar de neste estudo so terem sido avaliados os elutriatos de LE e LEE nas
concentragdes de 100% e 50%, em outras analises a partir de amostras de lodo de cinco
estacoes de tratamento em diferentes localidades no estado de Sao Paulo, Brasil, elutriatos
com concentrac¢des variadas (1,2%, 2,5%, 5%, 10%, 100%) causaram efeito significativo
(p < 0,05) nas quantidades de aberracdes cromossdmicas e micronucleos nas células de
Allium cepa, mesmo para as menores concentragdes (CARITA; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2019) o que refor¢a o potencial de toxicidade do lodo em indicadores
complementares as analises quimicas.

Apesar da suficiéncia dos 90 dias para o processo de AN da amostra de lodo deste
trabalho, j& foi também observado com amostras de outros locais do Brasil a auséncia de

efeitos toxicos as células de Allium cepa na exposi¢ao de solo com lodo 50% (1:1 —v:v)



apenas apos 180 dias de atenuagdo natural e, para a exposi¢ao de lodo 100%, passados
360 dias ainda foi observado estimulo aos indicadores de aberragdes cromossdmicas e
micronucleos (MAZZEOQ et al., 2015), atestando a eficiéncia relativa da atenuagao natural
em relacdo a amostra de lodo. Ainda neste contexto, também diferindo do observado no
presente trabalho, a atenuagdo do lodo de outra amostra de esgoto foi avaliada pelo
periodo de 150 dias, de forma que apenas ao final do periodo que o lodo se mostrou
estavel e ndo resultou em efeitos de toxicidade nas células de A//lium cepa (DE SOUZA,
2021).

Apesar de os processos conjugados de EQ e AN terem sido suficientes para
mitigar a toxicidade do lodo de esgoto da ETE de Uberlandia em vista dos efeitos
observados nas células de A. cepa, ja foi apresentada a variabilidade na composi¢cdo
relativa a origem da amostra, o que refor¢a a necessidade de monitoramento constante,
utilizando ndo somente indicadores quimicos, mas também os biologicos, devido a

relatividade do seu potencial danoso ao meio ambiente.

5. CONCLUSAO

Na avalia¢do do potencial do lodo de esgoto (LE) da Estacdo de Tratamento de
Esgoto Uberabinha de Uberlandia — Minas Gerais de causar efeitos de toxicidade, em
nivel de desenvolvimento primario de sementes de alface (Lactuca sativa), foi possivel
observar que os elutriatos do LE bruto e estabilizado (LEE) ndo foram toxicos para a
germinagdo das sementes. Em relagdo ao crescimento primario, foi observado que
inicialmente (TO) os elutriatos causaram o estimulo de crescimento do hipocotilo (LE,
LEE, solo + LE, solo + LEE), e inibi¢ao da radicula (LE, LEE, solo + LEE), porém esse
efeito de inibicdo ndo foi observado nos elutriatos das amostras coletadas ao final da
atenuacao natural (T90). Com isto, foi possivel concluir que a estabilizagcdo com Cal nao
causou efetivo para reducao da toxicidade observada no crescimento inicial da alface. Por
outro lado, a atenuagdo natural de 90 dias demonstrou reduzir os efeitos de inibigdo do
crescimento observados no inicio do experimento.

Na avalia¢ao de toxicidade dos elutriatos em nivel celular, utilizando sementes de
cebola (Allium cepa), ndo foi observado efeito citotoxico em nenhum dos tempos

avaliados, porém em TO todas as amostras contendo LE ¢ LEE apresentaram potencial



genotoxico significativo, 0 mesmo ocorreu para o potencial mutagénico destas amostras,
todavia a atenuagao natural de 90 dias novamente apresentou respostas positivas em
relagdo a redugdo da toxicidade observada inicialmente, ndo apresentando nenhum efeito
significativo de genotoxicidade e mutagenicidade em células de cebola.

E importante destacar que diversos estudos apontam que a estabilizagdo quimica
com Cal ¢ suficiente para reduzir patdogenos e o imobilizar os metais presentes no lodo de
esgoto, e, portanto, compativel para utilizagdo agricola em cultivos que ndo sejam de
consumo direto (algoddo, trigo, eucalipto). Contudo os dados obtidos nesta pesquisa
demonstram que o potencial toxico também foi observado nas amostras estabilizadas. J&
a atenuac¢ao natural de 90 dias demonstrou ser uma técnica promissora para reducao de
toxicidade do lodo. Por fim, dada a variabilidade na composi¢do quimica e nas respostas
do LE quando em contato com outros organismos, reforca-se a importancia de avaliagao
e monitoramento continuo deste residuo, ndo somente a partir de indicadores quimicos,
mas também bioldgicos para garantir uma maior abrangéncia na visdo do potencial de

impacto ambiental que acompanha o manejo do lodo de esgoto.



Capitulo 2 — Potencial uso do Lodo de Esgoto da Estacio de Tratamento — ETE
Uberabinha de Uberlandia — MG, na recuperacio de solos degradados do Cerrado,

a partir do desenvolvimento de mudas de Cedro Rosa (Cedrela fissilis)

RESUMO

O lodo de esgoto (LE) ¢ um subproduto sélido decorrente das agdes quimicas, fisico-
quimicas e bioldgicas tipicas dos processos de tratamento de uma Estacdo de Tratamento
de Esgoto — ETE. Existem processos que estabilizam o LE e o tornam apto a aplicagdo
agricola, mitigando a toxicidade, comumente derivada da presenca de patogénicos e
agentes bioacumuladores, que conferem seu risco ao meio ambiente. O presente estudo
objetivou avaliar o potencial do LE da ETE de Uberlandia, cidade tropical brasileira
inserida no do bioma do cerrado, de grande porte e alta relevancia econdmica, de ser
reaproveitado como substrato agricola e, com isso, avaliar seu potencial de causar efeitos
de toxicidade a uma espécie de planta nativa do cerrado, assim como a possibilidade da
fitorremediacdo de sua toxicidade. Foi possivel observar que o LE tem o potencial de
reaproveitamento agricola, pois além de nao ter causado efeitos de toxicidade a nenhuma
das mudas de cedro rosa (Cedrela fissilis) ainda apresentou estimulo ao desenvolvimento
de parte aérea e radicular. Na avaliacao do potencial de fitorremediacdo com esta mesma
espécie, os indicadores de reducao da toxicidade das amostras foram obtidos através dos
bioensaios com alface (Lactuca sativa), para fitotoxicidade, e cebola (Allium cepa), para
citogenotoxicidade e mutagenicidade, de forma que ndo foram observados efeitos de
fitotoxicidade para a germinagdo e desenvolvimento inicial das plantulas de L. sativa,
todavia, foram observados efeitos secundarios de citotoxicidade nas células de A. cepa
para todas as exposi¢des. Por fim, conclui-se que, apesar do potencial agricola, ndo foi
possivel observar a fitorremediacdo do LE, ndo somente, as diferencas nas respostas de
citotoxicidade chamam ateng¢do para as reagdes fisico-quimicas que envolvem a interagao
entre a planta, o solo rizosferico e os contaminantes ou substancias de interesse, o que

demanda monitoramento.

PALAVRAS-CHAVE: Lodo de esgoto, Toxicidade, Fitorremediagao,

Reaproveitamento, Cerrado, Bioensaios.



1. INTRODUCAO

O lodo de esgoto (LE) ¢ um subproduto s6lido decorrente das a¢des quimicas, fisico-
quimicas e biologicas tipicas dos processos de tratamento de uma Estacdo de Tratamento de
Esgoto — ETE (HUSEK; MOSKO; POHORELY, 2022). A composi¢io do LE ¢ altamente
heterogénea, varia conforme fatores como o porte do municipio, nivel de industrializagdo e
cobertura de saneamento, a0 mesmo tempo, apresenta caracteristicas de toxicidade ao meio
ambiente, geralmente relacionadas a presenga de metais, microplasticos, pesticidas e elementos
traco (Se, Ag, Ti), os quais tem o potencial de ser danosos ao entrar em contato com o solo e a
agua (FIJALKOWSKI et al., 2017; ROLSKY et al., 2020; XIE et al., 2015). Segundo o tltimo
relatorio de saneamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), o Brasil
conta com aproximadamente 60% de cobertura de saneamento bésico e, do LE gerado, mais
que 90% sao direcionados para os aterros sanitdrios municipais, o que € um problema, pois
além de levar a redugdo da vida 1til dos aterros, ainda leva o risco de contaminagao do solo ¢
das aguas subterraneas devido a potenciais falhas de infraestrutura (MATIAS; MOTTA
SOBRINHO, 2020; RIBEIRO ZUBA JUNIOR et al., 2020; VINCIGUERRA; SZYMCZAK;
VIEIRA DO PRADO, 2023).

Mantendo em vista que o volume de LE gerado tende a acompanhar o crescimento
populacional e da cobertura de saneamento, o caminho mais prudente estd na busca de
alternativas para seu reaproveitamento, neste contexto, este residuo tem se mostrado promissor
para finalidades como o uso agricola, resultando em ganhos de produtividade para culturas
como manga, caju, milho, trigo e soja (CHOUDHARY et al., 2023; FIGUEIREDO LOBO et
al., 2018; LINS; LIMA, 2022), também para a recuperagdo de areas degradadas, apresentando
indicadores positivos para a reestruturacdo da populagdo microbiana, fixacdo de
macronutrientes (C, N, P), micronutrientes (Cu, Zn, Mg) e aumento na capacidade de troca
catidnica— CTC (OLIVEIRA; BORGES; DE LIMA, 2018; SAMYA DE FREITAS et al., 2019;
TERAN et al., 2020).

Para as situagdes de solos degradados por contaminantes e poluentes, a fitorremediagao
¢ a técnica que parte do plantio de espécies que sejam tolerantes as substancias de interesse do
local, tenham capacidade de rapida geracdo de biomassa em parte aérea e radicular que, ao
longo de seu desenvolvimento, estabiliza a parte toxica contaminante do solo a partir da redugdo

tanto das mobilidades quanto das biodisponibilidades, além de ser uma técnica barata e de



simples implementacao (DA SILVA et al., 2019; ESTRELA ET AL., 2018; GABIRA et al.,
2021). Neste cenario, espécies arboreas, como o Cedro Rosa (Cedrela fissilis), nativo do
cerrado brasileiro e que tem rapido desenvolvimento, grande biomassa e um extenso sistema
radicular, ja apresentou potencial satisfatorio para desenvolvimento em solos contaminados
com metais, como Cd, Cu, Pb, Zn e Al, resultando em baixo valor de translocagao, de forma
que a maioria ficou retida nas raizes e ndo chegou a acumular ou prejudicar na biomassa da
planta (CAIRES etal., 2011; COVRE et al., 2020; KUINCHTNER et al., 2021; MEYER et al.,
2016). Além do cedro, também ja foram observados resultados positivos com outras espécies
arboreas nativas, como o angico-branco (4/bizia polycephala) e amendoim-bravo (Pterogyne
nitens) na tolerancia e retencdo em solos contaminados com Zn (PEDROSA GOMES et al.,
2018).

Com cerca de 720.000 habitantes (IBGE, 2022), Uberlandia ¢ uma cidade de clima
tropical localizada na regido do cerrado brasileiro, ¢ a segunda maior de Minas Gerais, tanto
em termos de populacdo quanto de produto interno bruto (PIB), a producdo agroindustrial € sua
principal atividade econdmica, seu setor de saneamento ¢ considerado o terceiro melhor do
Brasil (INSTITUTO TRATA BRASIL, 2023), e opera sob a responsabilidade do Departamento
Municipal de Agua e Esgoto — DMAE. Neste cenario, partindo do foco no reaproveitamento do
LE como sendo uma alternativa ambientalmente e economicamente eficiente, o presente estudo
objetivou avaliar o potencial LE da ETE de Uberlandia de ser reaproveitado como substrato
agricola e, com isso, avaliar seu potencial de causar efeitos de toxicidade a uma espécie de

planta nativa do cerrado, assim como a possibilidade da fitorremediacao da sua toxicidade.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Desenvolvimento de mudas de Cedro Rosa (Cedrela fissilis)

As sementes de cedro rosa Cedrela fissilis, adquiridas em loja especializada, foram
plantadas em 105 tubetes (12,5 cm x 3,5 cm) contendo substrato comercial (ClickMudas). As
sementes foram irrigadas diariamente com agua da torneira, duas vezes ao dia nos primeiros 30
dias, e uma vez ao dia durante 60 dias, totalizando 90 dias do plantio e 70 mudas. As mudas (n
=70) foram medidas quanto ao comprimento da parte aérea, com auxilio de trena e do diametro
do coleto (caule) com auxilio de paquimetro digital. Para a afericao do peso seco da raiz, caule

e folhas, as mudas (n = 10) foram primeiramente submetidas a secagem em estufa a 70 °C por



24 horas, na sequéncia o peso seco foi aferido com auxilio de balanga eletronica — EVEN, as
partes foram entdo novamente submetidas a secagem em estufa a 70 °C por mais 24 horas, ¢
por fim foi aferido o peso seco verdadeiro. O mesmo procedimento foi realizado com quatro
mudas de cada cuba, apds 90 dias de exposicao.

Para o plantio, as mudas (n = 32) foram cuidadosamente transplantadas para cada uma
das quatro cubas (32,5 cm x 26,5 cm x 20 cm) nas exposigdes com solo, LEE, solo + LE e solo
+ LEE, sendo o plantio de oito mudas por cuba realizado a profundidade de 10 cm, ficando
expostas as amostras durante 90 dias, irrigadas duas vezes ao dia. Todos os processos de coleta
e preparo das amostras, analises laboratoriais, caracterizagdo quimica e granulométrica, assim
como a preparagdo e propor¢cdo de amostras dispostas nas cubas, seguiram 0s mesmos
procedimentos citados nos itens 2.1 e 2.2 do Capitulo 1 — Toxicidade do Lodo de Esgoto da
Estagdao de Tratamento — ETE Uberabinha de Uberlandia — MG, in natura, estabilizado com
Cal Hidratada e submetido a atenuagao natural, a partir de bioensaios com sementes de Lactuca
sativa e Allium cepa. deste trabalho. As analises fisiologicas das taxas de assimilacdo de COo,
as taxas de transpiragdo e a condutancia estomatica foram realizadas com as outras quatro

mudas como apresentado por Silva (2023).

2.2. Bioensaios com sementes de alface (Lactuca sativa) e cebola Allium cepa

Ap6s os 90 dias de fitorremediagdo, amostras de cada cuba foram coletadas para analise
da toxicidade do elutriato a partir da avaliagdo da germinacdo e crescimento primario de
sementes de alface (Lactuca sativa) e avaliagdo da citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade em células de cebola (Allium cepa). Todos os procedimentos de preparagao de
elutriatos, exposicao das sementes e avaliacdo dos efeitos foram os mesmos descritos nos itens
2.3.2.4 ¢ 2.5 do Capitulo 1 — Toxicidade do Lodo de Esgoto da Esta¢do de Tratamento — ETE
Uberabinha de Uberlandia — MG, in natura, estabilizado com Cal Hidratada e submetido a
atenuacao natural, a partir de bioensaios com sementes de Lactuca sativa e Allium cepa. deste

trabalho.

2.3. Analise dos dados

Para a analise dos dados morfologicos da Cedrela fissilis, a toxicidade do lodo nas

exposicoes LEE, solo + LE (1:1 — v:v) e solo + LEE (1:1 — v:v) foi entdo avaliada a partir



crescimento relativo do comprimento do caule (CC) e didmetro do caule (CD), obtidos pela

Média na exposicao

formula CC e CD =

— x100, e a partir do ganho de peso da raiz (GPR), caule

Média no solo

Média na exposicao
Média no solo

(GPC) e folha (GPF), obtidos pela formula GPR, GPC e GPF = x100.

As mesmas formulas também foram aplicadas para observar a diferenca geral das mudas
em vista das médias obtida no momento do plantio (n = 70), sendo neste caso crescimento

relativo do comprimento do caule (CC) e didmetro do caule (CD), obtidos pela formula

Média na exposicao
Média TO

folha (GPF), obtidos pela formula GPR, GPC e GPF =

CCeCD =

x100, e a partir do ganho de peso da raiz (GPR), caule (GPC) e

Média na exposicao
Média TO

x100.

O efeito das amostras no crescimento do caule, crescimento do didmetro do caule, ganho
de massa da raiz, ganho de massa do caule e ganho de massa da folha foi avaliado analisando
os dados com o teste de anova, seguido do teste de Dunnet (p < 0,05), para comparagao das
médias dos grupos de dados das exposi¢des com a média do controle. As analises dos dados
foram realizadas com o software GraphPad Prism 5 (versdo 5.0.1). Os dados obtidos através
dos elutriatos nos bioensaios com Lactuca sativa € Allium cepa foram analisados e avaliados
conforme descrito pelo item 2.6 do Capitulo 1 — Toxicidade do Lodo de Esgoto da Estagao de
Tratamento — ETE Uberabinha de Uberlandia — MG, in natura, estabilizado com Cal Hidratada
e submetido a atenuagdo natural, a partir de bioensaios com sementes de Lactuca sativa e Allium

cepa. deste trabalho.

3. RESULTADOS

3.1. Fitorremediagdo com Cedrela fissilis

Das 105 sementes plantadas nos tubetes com substrato comercial, foi registrada a
germinagdo de 67% apos 90 dias do plantio, totalizando 70 mudas com média de 50 mm de
altura e 2 mm de didmetro, peso seco de 16 mg para raiz, 16 mg para o caule e 35 mg para as
folhas (n = 10).

Apo6s 0s 90 dias de AN foi possivel observar primeiramente que nao houve mortalidade
e que as mudas se desenvolveram normalmente, logo, nenhuma das amostras apresentou
toxicidade para C. fissilis nestes aspectos. Para as medi¢des, como pode ser observado na
Tabela 6, a uUnica exposicdo que apresentou estimulo significativo (p < 0,05) para o

comprimento em relagdo as mudas plantadas apenas no solo foi a mostra com solo + LE,



enquanto em relagdo ao didmetro ndo houve diferenca significativa. No tocante ao peso seco, a
raiz e o caule apresentaram maior biomassa (p < 0,05) para todas as exposi¢gdes, enquanto nas
folhas, esse ganho s6 ndo foi observado para a exposi¢do ao LEE.

Quanto as taxas de crescimento em comprimento do caule (CC), ganho no peso seco do
caule (GPC) e ganho no peso seco da folha (GPF) os maiores estimulos foram observados para
as exposi¢oes de solo + LE e solo + LEE respectivamente, LEE ndo representou estimulo
significativo para GPF. Para o ganho de peso seco da raiz (GPR), o maior estimulo foi
observado na exposicdo de solo + LEE, enquanto os menores foram para LEE e solo + LE

respectivamente, como pode ser observado na Tabela 7.



Tabela 6 - Desenvolvimento das mudas de cedro rosa Cedrela fissilis apds 90 dias de exposi¢do em solo, lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + lodo de esgoto (LE) ¢ solo
+ LEE, considerando comprimento (mm) e didmetro (mm) do caule, peso seco da raiz (mg), caule (mg) e folhas (mg). [TO] representa as médias dos valores no momento do
plantio das mudas. * p < 0,05 em relagdo ao solo.

Amostras Comprimento (mm) Diametro (mm) Peso Raiz (mg) Peso Caule (mg) Peso Folha (mg)
TO Substrato comercial 50,66 + 14,14 2,02 + 047 1580 + 7,50 16,10 + 8,20 3520 = 11,90
Solo 115,13  + 2728 269 + 081 3360 =+ 5,60 83,40 + 21,70 127,80 + 41,80
T90 LEE 11545 <+ 17,72 3,54 + 0,51 13460 <+ 27,10% 19340 + 36,60* 209,80 + 47,90
Solo+LE 161,09 + 40,27* 3,81 + 0,76 88,10 + 43,70* 25580 + 106,30* 41420 <+ 203,70*
Solo+LEE 128,63 + 2526 3,85 + 1,02 141,40 + 30,00 21560 + 3220% 29500 + 5720%*

Tabela 7 - Taxas de crescimento considerando crescimento do caule (CC), crescimento do diametro (CD), ganho no peso seco da raiz (GPR), ganho no peso seco do caule
(GPC) e ganho no peso seco da folha (GPF) em relagdo as mudas plantadas no solo. [T0] ¢ a referéncia em relacdo as médias dos valores no momento do plantio das mudas.
[S90] ¢ a referéncia as médias dos valores obtidos na exposi¢ao do solo ao final dos 90 dias do experimento. * p < 0,05 para o solo.

Amostras Referéncia
CC (%) CD (%) GPR (%) GPC (%) GPF (%)
Solo S90 127% 33% 113% 418% 263%
LEE S90 0% 32% *301% *132% 64%
Solo+LE S90 *40% 42% *162% *207% *224%
Solo+LEE S90 12% 43% *321% *159% *131%




3.2. Teste de germinagao e inibi¢do do crescimento com Lactuca sativa

O controle apresentou germinacdo superior a 65%, o que cumpriu o pré-requisito de
validade do teste (USEPA, 1996). Ao mesmo tempo, nenhuma exposi¢cdo dos elutriatos
preparados com as amostras fitorremediadas pelo cedro rosa resultou em inibicdo da

germinagdo de forma significativa (p < 0,05) como pode ser observado no Figura 6.

404

Germinacgao (%)
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Figura 6 - Germinacdo (%) das sementes de alface (Lactuca sativa) germinadas no controle com
agua ultrapura) e nos elutriatos de solo, lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + LE (1:1) e solo
+ LEE (1:1) apos 90 dias de fitorremediagdo com Cedro Rosa (Cedrella fissilis).

O desenvolvimento inicial das sementes de alface foi estimulado em todas as exposigdes

quando comparadas com o controle (p < 0,05), tanto do hipocétilo, quanto da radicula Figura
7.
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Figura 7 - Comprimento dos hipocotilos [A] e das radiculas [B] das plantulas de alface (Lactuca sativa)
germinadas no controle com agua ultrapura e nos elutriatos de solo, lodo de esgoto estabilizado (LEE),
solo + LE (1:1) e solo + LEE (1:1), apo6s 90 dias de fitorremediacdo com Cedro Rosa (Cedrella fissilis).

3.3. Teste de potencial citogenotoxico e mutagénico com Allium cepa

As células das raizes expostas ao controle positivo (CP) apresentaram sensibilidade
satisfatoria, o que pode ser observado pelo estimulo significativo (p < 0,05) nos indicadores de
genotoxicidade, representados pela quantificagdo de aberragdes cromossomicas (AC) e de
mutagenicidade, representados pela quantificacdo de micronicleos (MN) como indicado na
Tabela 8.

Para o indice mitdtico (IM), todas as exposi¢des resultaram em estimulo significativo
(p < 0,05) na divisdo celular quando comparadas com controle. Houve um aumento
significativo (p < 0,05) de AC apenas na exposi¢do de solo + LE (1:1). Nao foi observado efeito
de mutagenicidade nos elutriatos das amostras ap6s 90 dias de fitorremediagcdo com Cedro Rosa
(Cedrela fissilis).



Tabela 8 - Analise das células meristematicas de cebola (4//ium cepa) no controle (4gua ultrapura) ,controle positivo (metilmetano sulfonato)), e nas exposigoes de elutriatos
do solo, lodo de esgoto (LE), lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + LE e solo + LEE apés 90 dias de fitorremedia¢do com Cedro Rosa (Cedrela fissilis)., a partir da
quantificacdo de células em processo de divisdo, representada pelo indice mitético (IM), pela quantificacdo de células com aberracdes cromossdmicas (AC), representada pela

genotoxicidade e pela quantificagdo de células com micronucleos (MN), representada pela mutagenicidade. * Diferenga significativa (p < 0,05) para o controle.

Parametros
avaliados

C Cp Solo LEE Solo+LE Solo+LEE
indice mitético 12,68 + 571 4826 + 7,19% 3567 + 14,87* 3515 + 686* 50,20 * 12,44* 31,08 + 3,39%
Aberragdes 1,03 + 082 19,09 = 552* 1,76 + 1,74 326 + 130 11,10 + 335% 429 + 298
cromossomicas
Micronticleos 028 * 056 10,04 + 275 049 + 098 075 =+ 096 122 + 146 1,75 + 053




4. DISCUSSAO

Conforme proposto por este trabalho, foi avaliado o potencial de reaproveitamento do
lodo de esgoto (LE) da Estagdo de Tratamento de Esgoto Uberabinha de Uberlandia — Minas
Gerais, em solo do Cerrado como parte do processo de recuperagdo de areas degradadas com o
plantio de mudas de cedro rosa Cedrela fissilis, assim como a possibilidade da fitorremediacao.

Neste trabalho, em nenhuma das exposi¢des com solo, LEE, solo + LE e solo + LEE foi
observada mortalidade das mudas de cedro. Resultados semelhantes ja foram observados na
exposicao desta espécie em solo contaminado com metais (Cd, Cu, Pb, Zn) para avaliacdo do
desenvolvimento, transloca¢do e bioacumulagdo, além de outras espécies nativas do cerrado
como a Copaiba (Copaifera langsdorffii), Cagaiteira (Eugenia dysenterica), Inga-branco (Inga
laurina) e o Ip€ Roxo (Handroanthus impetiginosus), aonde todas apresentaram potencial
fitorremediador, com destaque para o cedro que apresentou a maior tolerancia, em vista das
demais, ao ambiente contaminado (MEYER et al., 2016). Ainda neste contexto,
especificamente em relacdao ao Cu, ja foi observado a inibi¢ao do crescimento de C. fissilis em
concentragdes no solo superiores a 300 mg.1"!, todavia a semente ainda conseguiu germinar e a
plantula se desenvolver, resultado que também reforca a tolerancia de espécie a situagdo de
estresse causada por toxicidade no meio (SALA et al., 2021). Na presente pesquisa as mudas
de C. fissilis também demonstraram ser bastante resistentes tanto em relagao as misturas
complexas de substincias quimicas presentes no lodo, quanto ao pH elevado nas amostras
contendo LEE (Capitulo 1,Tabela 3), considerando o fato de que o pH tipico do solo do Cerrado
¢ levemente acido.

Respostas fisiologicas em situagdes que envolvem estresse para a planta causado por
toxicidade de agentes no solo, apesar de variar conforme espécie, comumente podem ser
observados sintomas de clorose nas pontas e margens das folhas, assim como raizes
amarronzadas, com atrofias e coraloides (MEYER et al., 2016), sintomas estes que nao foram
observados nos individuos de C. fissilis submetidos as exposi¢des destes estudos. O indice de
tolerancia da planta pode ser avaliado a partir da razao entre o peso seco dos individuos expostos
ao poluente em comparagdo com o peso no controle (NAUTIYAL; RAO RACHAPUTI,
JOSHI, 2002), e neste contexto, nenhuma das exposigdes resultou em prejuizos para a planta
quanto ao desenvolvimento da parte aérea ou radicular, todavia, apesar de todas terem

estimulado a planta, foi observado que as mudas nas exposigoes de LEE e solo + LEE tiveram



o maior desenvolvimento radicular, a0 mesmo tempo, as mudas na exposi¢ao de solo + LE
tiveram o maior desenvolvimento de parte aérea Tabela 6.

A proporcao entre a biomassa da raiz e as medidas da parte aérea, ou “root-to-shoot”,
tem se demonstrado um indicador confidvel para a observagdo de como diferentes espécies de
plantas se comportam em situagdes de estresse ambiental, além de proporcionar
direcionamentos para quantificacdes mais assertivas de incorporagdo de carbono
(AGATHOKLEOUS et al., 2019) de forma que tal propor¢ao pode impactar no processo de
desenvolvimento da planta que, neste caso, pode optar por alocar mais energia para o aumento
da massa e ramificacdo radicular na busca de condi¢des mais favordveis a sobrevivéncia
(HUTCHINGS; JOHN, 2004; SHIOTSU et al., 2016). Dito isto, em vista do observado neste
estudo, o aumento de massa e ramificagcdo radicular ter sido estimulado nas mudas expostas a
LEE e solo + LEE pode indicar que a alteracdo inicial no pH, resultante do processo de
estabilizacdo quimica (EQ) utilizando CaOHb», pode ter afetado a biodisponibilidade de metais,
ou mesmo outros poluentes ndo identificados nas analises das amostras, e que levaram as mudas
a disporem de maior investimento energético na massa radicular.

Ainda no contexto da EQ do lodo utilizando CaOH>, ja foram observados resultados
satisfatorios no crescimento e ganho de massa das plantas a partir de testes de produgdo com
Cedro Australiano (Toona ciliata) e Aroeira Pimenteira (Schinus terebinthifolius) (DO
CARMO SILVA CARVALHO et al., 2022), o que reforca a eficiéncia deste processo de EQ,
que também ja foi avaliado num escopo ampliado considerando diferentes métodos
(solarizagdo, cal hidratada, acido paracético, quaternario de amdnio e hipoclorito de sddio) para
a estabilizacdo do lodo, o que permitiu concluir que a pratica mais eficiente ¢ a utilizagdo
conjunta da CaOH; com a solarizagdo para estabilizacdo e posterior uso agricola do lodo, o que
foi feito neste estudo. O larico-europeu (Larix decidua) também € uma espécie arbdrea que ja
demonstrou resisténcia a estresses ambientais causados por toxicidade de forma que as mudas
expostas ao lodo de esgoto bruto como fertilizante, pelo periodo de 12 meses, ainda
apresentaram desenvolvimento satisfatorio e estimulo nas exposi¢des em vista do solo
referéncia utilizado (BOURIOUG et al., 2015).

Nenhum dos elutriatos obtidos a partir das amostras fitorremediadas pelo cedro rosa
resultou em inibi¢do da germinacdo das sementes de L. sativa. Levando em consideracao o
crescimento do hipocétilo e da radicula, todas as exposi¢cdes com os elutriatos apos 90 dias de
fitorremediacdo resultaram em estimulo do crescimento. Contudo, os dados de crescimento

obtidos no Capitulo 1, considerando apenas a atenuagdo natural por 90 dias também



demonstraram resposta positiva em relagdo ao estimulo no crescimento radicular (Figura 4),
sendo assim, nao € possivel afirmar que o processo de fitorremediagao contribuiu para reducao
da fitotoxicidade quando comparado com os dados de crescimento no inicio da exposi¢ao (T0).

Apesar de ndo ter sido observado neste estudo, ja foram obtidos resultados satisfatorios
no potencial da remediacdo da toxicidade causada por metais (Fe, Pb, Cu, Zn) e outros
elementos trago (As, Tl, Ag) a partir da fitorremediagdo com Cedrela fissilis (MADEJON et
al., 2018), além disso, com a utilizagdo do lodo bruto ja foi visto com elutriatos no intervalo
proporcional de concentragdes entre 20 e 520 tha™! a inibi¢do da germinagdo, para valores
inferiores a 50%, e do desenvolvimento inicial da Lactuca sativa nas concentragdes superiores
a 160 t/ha (DE FREITAS et al., 2023) e, em outro exemplo utilizando amostra de lodo bruto,
elutriatos em concentragdes superiores a 50% do residuo ja foram suficientes para inibir 100%
da germinacao das sementes (FILLIPI, 2022). Estes resultados, juntamente do potencial
variavel de interferéncia nas reagdes fisico-quimicas e bioldgicas que acompanham a espécie
selecionada para o processo de fitorremediacdo, reforcam a importincia da avaliacdo e
monitoramento constante ao longo do processo de recuperagdo de areas degradadas ou, pelas
mesmas razdes, das aplicagdes agricolas do lodo de esgoto.

Todas as exposi¢des das sementes de Allium cepa aos elutriatos obtidos a partir das
amostras estimularam a divis@o celular observado a partir da andlise do indice mitético (IM), e
com exceg¢do de solo + LE que teve estimulo a quantidade de aberragdes cromossomicas (AC),
nenhuma exposi¢do resultou em estimulo na presenca de AC ou de micronucleos (MN). Estas
respostas permitem afirmar que em nivel citogenotoxico, houve interferéncia negativa da
presenga da C. fissilis ao longo do processo de remediacdo, visto que, nas mesmas exposicoes,
sem a presenca das mudas ndo foram observadas alteragdes no IM e nas AC, além disso,
também permite afirmar que compostos nao quantificados no solo se tornaram biodisponiveis
ao longo do processo (Capitulo 1, Tabela 4).

Comumente as respostas no organismo estdo relacionadas a presenga de metais,
considerando concentragdo e biodisponibilidade, podendo impactar com maior ou menor
intensidade devido a condigdes fisico-quimicas, assim como variagdes de fatores como pH e
temperatura, todos estes diretamente varidveis conforme amostra de lodo de esgoto e que podem
interferir na biodisponibilidade dos metais (ALVES et al., 2021; MAZZEO et al., 2015;
TYTLA; WIDZIEWICZ; ZIELEWICZ, 2016). O estimulo ao indice mitdtico esta diretamente
relacionado ao aumento no processo de divisdo celular, que neste contexto ¢ um importante

indicador de toxicidade e poluicao ambiental, e pode chegar até a formar tumores (LEME;



MARIN-MORALES, 2009), neste contexto, apesar de os metais ndo terem sido observados de
forma significativa na amostra de lodo utilizada neste estudo (Capitulo 1 — Toxicidade do Lodo
de Esgoto da Estacdo de Tratamento — ETE Uberabinha de Uberlandia — MG, in natura,
estabilizado com Cal Hidratada e submetido a atenuagdo natural, a partir de bioensaios com
sementes de Lactuca sativa e Allium cepa., Tabela 1), a presenga das mudas carrega em si as
consideragdes relativas ao solo rizosferico, aonde ocorrem uma série de reacoes fisico-quimicas
e biologicas, envolvendo enzimas, minerais € nutrientes, além de serem diretamente sensiveis
aos componentes ¢ condi¢des do solo, que podem ter interferido na toxicidade do meio,
resultado em novos contaminantes devido a reagdes, ou garantido a biodisponibilidade daqueles
que ndo estavam reativos (ATAiDE et al., 2023; DA SILVA et al., 2015; DELVAUX et al.,
2021; RAIMAM; SILVA, 2023).

Estimulo aos indicadores de genotoxicidade e mutagenicidade nas células de Allium
cepa ja foi observado com tratamentos de lodo de cinco estacdes de tratamento de esgoto
diferentes, para diversas concentragdes (1,25%, 2,00%, 5,00%, 10,00%, 100,00%), de forma
que foram significativos mesmo nas menores concentragoes, todavia, em nenhum momento
interferiram no indice mitotico (CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019). Com outras
amostras, também a partir do bioensaio com Allium cepa, ja foi observada a reducdo da
toxicidade do lodo de esgoto ao longo de 12 meses de atenuagdo natural, em diferentes misturas
com o solo (10%, 25%, 50%, 100%), apresentando resultados satisfatorios na reducdo
indicadores de aberragdes cromossdmicas € micronucleos apds o periodo de 6 meses, quando o
ciclo celular e os danos no material genético deixaram de ser numericamente significativos em
vista dos controles, além de ndo terem sido observadas interferéncias no indice mitotico em
nenhum momento (MAZZEO et al., 2015).

Todavia, semelhante ao observado neste estudo, a partir da aplicacao direta do lodo
bruto no solo como insumo agricola para uma plantacao de eucalipto comercial (Eucalyptus),
foi possivel observar a reducao da toxicidade ao longo do periodo de 23 meses do experimento,
todavia, foi observado estimulo ao indice mitdtico das células de cebola (Allium cepa) em
diferentes momentos da avaliagao (ABREU-JUNIOR et al., 2019), dados que indicam a relagao
da interferéncia neste indicador com a presenca da planta e do conjunto de reagdes e interagdes
fisico-quimicas que acompanham a interagcdo entre a raiz € o solo. Ainda neste cenario, foi
possivel observar no presente estudo que para a amostra de solo + LE, onde ndo houve a
estabilizagdo quimica, houve aumento das AC, o que permite inferir a maior genotoxicidade do

solo contendo lodo bruto e fitorremediado por cedro, novamente levantando a possibilidade de



que processos fisico-quimicos da fitorremediacdo possam biodisponibilizar compostos

genotoxico em exposigdes de 90 dias.

5. CONCLUSAO

Foi possivel observar através dos resultados obtidos com este trabalho que o lodo de
esgoto (LE) da Estacdo de Tratamento de Esgoto Uberabinha tem o potencial de
reaproveitamento agricola, pois além de ndo ter causado efeitos de toxicidade a nenhuma das
mudas de Cedrela fissilis utilizadas no plantio durante 90 dias, para nenhuma das exposigdes
com solo, lodo de esgoto estabilizado (LEE), solo + LE (1:1) e solo + LEE (1:1 — v:v), ainda
apresentou estimulo ao desenvolvimento de parte aérea e radicular.

Na avaliacao do potencial de fitorremediacao do cedro rosa, os indicadores de reducao
da toxicidade das amostras foram obtidos através dos bioensaios com Lactuca sativa, para
fitotoxicidade, e Allium cepa, para genotoxicidade e mutagenicidade, de forma que nao foram
observados efeitos de fitotoxicidade para a germinagao e desenvolvimento inicial das plantulas
de L. sativa. Todavia, foram observados efeitos secundarios de citotoxicidade nas células de A4.
cepa para todas as exposicoes, além de ter sido observado estimulo a quantidade de aberracdes
cromossomicas na exposicdo de solo + LE. Como estas respostas de citotoxicidade e
genotoxicidade ndo ocorreram fora do processo de fitorremediacdo, sdo dados que chamam
atengdo para as reacdes fisico-quimicas que envolvem este processo a nivel da interagcdo que
ocorre entre a planta, o solo rizosférico e os contaminantes ou substancias de interesse.

Para estudos futuros, ¢ importante que seja considerado o monitoramento dos
indicadores de toxicidade ao longo do processo, além disso, devem ser avaliadas,
preferencialmente com uma maior variedade de espécies com potencial fitorremediador, o
comportamento das interagdes inerentes ao comportamento fisico-quimico e microbiologico do
solo rizosférico e sua interferéncia nas substancias de interesse identificadas. Também no
cenario da fitorremediagdo do lodo, pode ser considerado o plantio das mudas de cedro rosa
apenas apos o processo de atenuacdo do lodo (90 dias ou mais) para avaliar o desenvolvimento

e respostas ecotoxicologicas nestas condicdes.



3. CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste trabalho foi possivel avaliar o potencial de toxicidade do lodo de esgoto
(LE) da Estagdo de Tratamento de Esgoto Uberabinha do municipio de Uberlandia — Minas
Gerais. Foi visto tanto potencial de causar impactos negativos no meio ambiente quanto o de
reaproveitamento de reaproveitamento como insumo agricola, neste contexto, também foram
avaliados os processos de reducdo da toxicidade deste residuo a partir da estabilizagdo quimica
(EQ) com a cal hidratada, a partir da atenuagdo natural (AN) e da fitorremediagdo utilizando
uma espécie nativa do cerrado. Com estes processos, tendo em vista a amostra de LE deste
trabalho, foi possivel observar que a EQ, apesar de ja ter eficAcia comprovada para estabilizacao
visando fins agricolas, ¢ um processo que pode levar a efeitos secundarios de toxicidade, assim
como a fitorremediacdo, devido as interagdes fisico-quimicas e bioldgicas que ocorrem no solo
rizosferico, o que leva a necessidade de monitoramento e acompanhamento da curva de
toxicidade do residuo ao longo do tempo, utilizando indicadores quimicos e biologicos. Quanto
ao processo de AN utilizado, foi suficiente para atenuagdo da toxicidade do LE para que ndo
mais causasse efeitos nos indicadores de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade das espécies utilizadas.

A problematica de gestao ambiental do lodo ¢ mundial e, no cenario do descarte deste
residuo, gera riscos ao meio ambiente tanto para a agua quanto para o solo devido a sua
caracteristica de toxicidade e patogenicidade. A busca por alternativas de manejo deste residuo
¢ uma atividade extremamente importante, mas deve ser levada sempre com cautela, tendo em
vista os efeitos de longo prazo que podem decorrer da aplicacdo para quaisquer fins, inerentes
as caracteristicas altamente varidveis da composicao do lodo de esgoto. Pela abrangéncia deste
assunto, ¢ importante que em estudos posteriores seja aprofundado o detalhamento das
interagdes fisico-quimicas e microbioldgicas que ocorrem ao longo da remediagdo do LE, assim
como as interagcdes com solo ¢ as mudangas na toxicidade conforme interagdes com outros
agentes, como quimicos estabilizantes e plantas remediadoras. Juntos, estes indicadores podem
levar a uma visao mais clara dos fatores que garantem a estabilizacdo, os quais devem ser
otimizados conforme avango no entendimento cientifico dos processos que podem levar este
passivo ambiental global a se tornar um ativo de valor, tanto para o meio ambiente quanto para

a sociedade.
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5. ANEXOS

5.1. Anexo A — Relatorio de caracterizacao do lodo, solubilizado e lixiviado (DMAE)



Data de Publicagdo: 10/01/2023 08:31

Identificagdo Conta
Cliente: Departamento Municipal de Agua e Esgoto CNPJ/CPF: 25.769.548/0001-21
Contato: Marcelo Costa de Araujo Telefone: (34) 3233-4708 / (34) 3233-4687

E-mail:

Enderego: Avenida Rondon Pacheco, n® 6400 - Tibery marcelocosta@uberlandia.mg.gov.br

Cidade: Uberlandia CEP: 38405-142
N° Amostra: 83119-1/2022.0 - Solubilizado- Lodo desidratado - ETE Uberabinha
Tipo de Amostra: Residuo - Solubilizado
Data Coleta: 07/12/2022 16:04 Data Recebimento:
Tipo de Amostragem: Simples Condigao do Tempo: Chuvoso
Chuvas nas ultimas 24h: Sim Natureza da Amostra: Tratada

Procedéncia da Amostra: Solubilizado- Lodo desidratado - ETE

Uberabinha

Temperatura Ambiente (in situ): 27°C

Resultados Analiticos

NBR 10006:2004 - Solubilizado DMAE

Solubilizado

Andlise Resultado NBR LQ Incerteza Referéncia Data Analise
10006:2004
Aluminio Total 34,7778 mg/L 0,2 mg/L 0,0500 0,02 SMWW 3120 B 27/12/2022
Arsénio Total < 0,0050 mg/L 0,01 mg/L 0,0050 0,002 SMWW 3114 C 30/12/2022
Bario Total < 0,200 mg/L 0,7 mg/L 0,200 0,01 SMWW 3120 B 27/12/2022
Cadmio Total < 0,00100 mg/L 0,005 mg/L 0,00100 0,01 SMWW 3120 B 27/12/2022
Chumbo Total < 0,00800 mg/L 0,01 mg/L 0,00800 0,03 SMWW 3120 B 27/12/2022
Cobre Total 0,03590 mg/L 2 mg/L 0,00800 0,01 SMWW 3120 B 27/12/2022
Cromo Total 0,0854 mg/L 0,05 mg/L 0,0100 0,01 SMWW 3120 B 27/12/2022
Ferro Total 10,771 mg/L 0,3 mg/L 0,100 0,02 SMWW 3120 B 27/12/2022
Manganés Total 0,243 mg/L 0,1 mg/L 0,030 0,03 SMWW 3120 B 27/12/2022
Mercurio Total < 0,00020 mg/L 0,001 mg/L 0,00020 - SMWW 3112 B 30/12/2022
Prata Total < 0,0030 mg/L 0,05 mg/L 0,0030 0,04 SMWW 3120 B 27/12/2022
Selénio Total < 0,0050 mg/L 0,01 mg/L 0,0050 0,03 SMWW 3114 C 30/12/2022
Saodio Total 35,987 mg/L 200 mg/L 0,250 0,02 SMWW 3120 B 27/12/2022
Surfactantes 0,26 mg/L 0,5 mg/L 0,05 - SMWW 5540 C 09/12/2022
Zinco Total 0,2519 mg/L 5 mg/L 0,0600 0,01 SMWW 3120 B 27/12/2022
Demais Ensaios
Solubilizado
Anidlise Resultado NBR LQ Incerteza Referéncia Data Analise
10006:2004
Cianeto Total < 0,003 mg/L 0,07 mg/L 0,003 - SMWW 4500 CN E 04/01/2023
Cloreto < 5,00 mg/L - 5,00 - SMWW 4500 CI-B 02/01/2023
Fluoreto Total 0,26 mg/L 1,5 mg/L 0,1 - SMWW 4500-F C. 02/01/2023
Sulfato Total 30,91 mg/L 250 mg/L 2,0 - SMWW 4500 SO4-2 E 02/01/2023

N° Amostra: 83119-2/2022.0 - (Sub 2) Lixiviado - Lodo Desidratado - ETE Uberabinha

Os resultados deste relatorio se restringem as amostras ensaiadas. Este relatorio somente podera ser reproduzido em sua totalidade.

O prazo de guarda de contra-provas de amostras € de 07 dias apds emissao do relatério de ensaios, exceto para amostras pereciveis.



Tipo de Amostra: Residuo - Lixiviado

Data Coleta: 07/12/2022 16:03 Data Recebimento:
Tipo de Amostragem: Simples Condigao do Tempo: Chuvoso
Chuvas nas ultimas 24h: Sim Natureza da Amostra: Tratada

Procedéncia da Amostra: Sub 2) Lixiviado - Lodo Desidratado - ETE
Uberabinha Temperatura Ambiente (in situ): 27°C

Resultados Analiticos

NBR 10005:2004 - Lixiviado DMAE

Lixiviado
Analise Resultado NBR LQ Incert Referéncia
10005:20 eza
04
Arsénio Total < 0,0050 1,0 0,005 0,002 SMWW 3114 C
mg/L mg/L 0
Bario Total < 0,200 mg/L 70 0,200 0,01 SMWW 3120 B
mg/L
Cadmio Total 0,00160 mg/L 0,5 0,001 0,01 SMWW 3120 B
mg/L 00
Chumbo Total 0,01550 mg/L 1,0 0,008 0,03 SMWW 3120 B
mg/L 00
Cromo Total 0,0930 mg/L 5,0 0,010 0,01 SMWW 3120 B
mg/L 0
Mercurio Total < 0,00020 0,1 0,000 - SMWW 3112 B
mg/L mg/L 20
Prata Total < 0,0030 5,0 0,003 0,04 SMWW 3120 B
mg/L mg/L 0
Selénio Total < 0,0050 1,0 0,005 0,03 SMWW 3114 C
mg/L mg/L 0
Demais Ensaios
Lixiviado
Anidlise Resultado NBR LQ Incert Referéncia
10005:20 eza
04
Fluoreto Total 0,24 mg/L 150 mg/L 0,1 - SMWW 4500-F C.
N° Amostra: 83119-3/2022.0 - (Sub 3) Massa Bruta - Lodo Desidratado - ETE
Uberabinha
Tipo de Amostra: Residuo - Massa Bruta
Data Coleta: 07/12/2022 16:07 Data Recebimento:
Tipo de Amostragem: Simples Condigao do Tempo: Chuvoso
Chuvas nas ultimas 24h: Sim Natureza da Amostra: Tratada

Procedéncia da Amostra: Massa Bruta - Lodo Desidratado - ETE
Uberabinha Temperatura Ambiente (in situ): 27°C

Resultados Analiticos

NBR 10004:2004 - Massa Bruta DMAE

Analise Resultado LQ Incert Referéncia

POP ARX 124 e POP

Cianeto (como HCN) < 3,00 mg/Kg 3,00 - ARX129
Vanadio Total < 5,00 mg/Kg 5,00 - SMWW 3120 B
Legenda:

LQ: Limite de Quantificagdo do laboratério para o parametro.

SMWW: Standard Methods for Examination of Water and Wastewater - 232 Edition 2017.

POP: Procedimento Operacional Padrao.

Laboratério de Ensaio acreditado pela Cgcre de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob o numero CRL 0354.
Especificacoes:

Lixiviado NBR 10005:2004: Limite Maximo Permitido pela NBR 10004:2004.

Solubilizado NBR 10006:2004: Limite Maximo Permitido pela NBR 10004:2004.

Data
Analise

22/12/2022
27/12/2022
27/12/2022
27/12/2022
27/12/2022
22/12/2022
27/12/2022

22/12/2022

Data
Analise

02/01/2023

Data Analise

04/01/2023

30/12/2022



Informagées da Coleta:
Amostras coletadas pela Bioética Ambiental de acordo com a norma Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 232 ed 2017
Methods 1060, 3010 B, 3010, 5000.

PIG UDIA e ARX 107 - Planejamento de Amostragem Rev. 04.

Ao, MORORGL, Fheise

Laura Magalh&es Patricio Aires Martins
Responsavel pela Publicagdo da Amostra Responsavel Técnico da Amostra
CRQ 02404593

Revisado por: Amanda Borges Silva, Scarlat Dalva Ferreira.

Os resultados deste relatorio se restringem as amostras ensaiadas. Este relatorio podera ser rep ido em sua X
O prazo de guarda de contra-provas de amostras é de 07 dias apos emisséo do relatorio de ensaios, exceto para amostras pereciveis.



Data de Publicagdo: 10/01/2023 08:31

Identificagdo Conta

Cliente: Departamento Municipal de Agua e Esgoto CNPJ/CPF: 25.769.548/0001-21
Contato: Marcelo Costa de Araujo Telefone: (34) 3233-4708 / (34) 3233-
4687
E-mail:
Enderego: Avenida Rondon Pacheco, n® 6400 - Tibery marcelocosta@uberlandia.mg.gov.br
Cidade: Uberlandia CEP: 38405-142

Os Resultados relatados abaixo nao fazem parte do escopo da acreditacido deste Laboratério

N° Amostra: 83119-1/2022.0 - Solubilizado- Lodo desidratado - ETE Uberabinha
Tipo de Amostra: Residuo - Solubilizado

Data Coleta: 07/12/2022 16:04 Data Recebimento:
Tipo de Amostragem: Simples Condicédo do Tempo: Chuvoso
Chuvas nas ultimas 24h: Sim Natureza da Amostra: Tratada

Procedéncia da Amostra: Solubilizado- Lodo desidratado - ETE
Uberabinha Temperatura Ambiente (in situ): 27°C

Resultados Analiticos

NBR 10006:2004 - Solubilizado DMAE

Solubilizad
Analise Resultado oNBR LQ Incert Referéncia Data
10006:2004 eza Analise
2,45-T < 0,0005 mg/L 0,002 mg/L 0,000 - EPA 8270D:2014 30/12/2022
5 Rev05
2,45-TP < 0,0010 mg/L 0,03 mg/L 0,001 - EPA 8270D:2014 30/12/2022
0 Rev05
2,4-D < 0,0005 mg/L 0,03 mg/L 0,000 - EPA 8270D:2014 30/12/2022
5 Rev05
Aldrin + Dieldrin < 0,00000 mg/L 0,00003 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
mg/L 00
Clordano (cis + < 0,00001 mg/L 0,0002 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
trans) mg/L 01
DDT < 0,00000 mg/L - 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
00
Dureza Total 3.255,00 mg/L - 2,00 - SMWW 2340 C 20/12/2022
Endrin < 0,00000 mg/L 0,00003 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
mg/L 00
Fenois Totais 0,18910 mg/L 0,01 mg/L 0,003 - SMWW 5530 C 28/12/2022
00
Heptacloro < 0,00000 mg/L - 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
Epoxido 00
Hexaclorobenzeno < 0,00000 mg/L 0,002 mg/L 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
00
Lindano (gama < 0,00001 mg/L 0,02 mg/L 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
HCH) 01
Metoxicloro < 0,00001 mg/L 0,005 mg/L 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
01
Organofosforados < 0,00050 mg/L - 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
50
Carbamatos Totais < 0,00001 mg/L - 0,000 - EPA 531.2 22/12/2022
01
Pentaclorofenol < 0,0001 mg/L - 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
1
Toxafeno < 0,00001 mg/L 0,002 mg/L 0,000 - EPA 8270D:2007 02/01/2023
01

Demais Ensaios



EPA 300.1: 1997 Rev

Nitrato 0,86 mg/L 10 mg/L 0,01 o1

Heptacloro < 0,00200 pg/L - 0,00200 - EPA 8270D:2007
N° Amostra: 83119-2/2022.0 - (Sub 2) Lixiviado - Lodo Desidratado - ETE Uberabinha

Tipo de Amostra: Residuo - Lixiviado

Data Coleta: 07/12/2022 16:03 Data Recebimento:
Tipo de Amostragem: Simples Condigao do Tempo: Chuvoso
Chuvas nas ultimas 24h: Sim Natureza da Amostra: Tratada

Procedéncia da Amostra: Sub 2) Lixiviado - Lodo Desidratado - ETE Temperatura Ambiente (in situ): 27°C

Uberabinha
Resultados Analiticos
NBR 10005:2004 - Lixiviado DMAE
Lixiviado
Anilise Resultado NBR LQ Incerteza Referéncia
10005:2004
2,4-D < 0,5000 pg/L 3 mg/L 0,5000 - EPA 8270D:2014 Rev05
2,4,5-T < 0,5000 pg/L 0,2 mg/L 0,5000 - EPA 8270D:2014 Rev05
2,45-TP < 1,0000 pg/L 1 mg/L 1,0000 - EPA 8270D:2014 Rev05
Aldrin + Dieldrin < 0,00400 pg/L 0,003 mg/L 0,00400 - EPA 8270D:2007
Clordano (cis + trans) < 0,01000 pg/L 0,02 mg/L 0,01000 - EPA 8270D:2007
DDT < 0,00200 pg/L - 0,00200 - EPA 8270D:2007
Endrin < 0,00200 pg/L 0,06 mg/L 0,00200 - EPA 8270D:2007
Heptacloro Epdéxido < 0,00200 pg/L - 0,00200 - EPA 8270D:2007
Heptacloro < 0,00200 pg/L - 0,00200 - EPA 8270D:2007
Hexaclorobenzeno < 0,00100 pg/L 0,1 mg/L 0,00100 - EPA 8270D:2007
Lindano (gama HCH) < 0,01000 pg/L 0,2 mg/L 0,01000 - EPA 8270D:2007
Metoxicloro < 0,01000 pg/L 2 mg/L 0,01000 - EPA 8270D:2007
Organofosforados < 0,50000 pg/L - 0,50000 - EPA 8270D:2007
Carbamatos Totais < 0,01000 pg/L - 0,01000 - EPA 531.2
Pentaclorofenol < 0,1000 pg/L 0,9 mg/L 0,1000 - EPA 8270D:2007
Toxafeno < 0,01000 pg/L 0,5 mg/L 0,01000 - EPA 8270D:2007

N° Amostra: 83119-3/2022.0 - (Sub 3) Massa Bruta - Lodo Desidratado - ETE Uberabinha

Tipo de Amostra: Residuo - Massa Bruta

Data Coleta: 07/12/2022 16:07 Data Recebimento:
Tipo de Amostragem: Simples Condigao do Tempo: Chuvoso
Chuvas nas ultimas 24h: Sim Natureza da Amostra: Tratada

Procedéncia da Amostra: Massa Bruta - Lodo Desidratado - ETE Temperatura Ambiente (in situ): 27°C

Uberabinha
Resultados Analiticos
NBR 10004:2004 - Massa Bruta DMAE
Analise Resultado LQ Incerteza Referéncia
Alcaldides ou Bases Azotadas 0,00 mg/Kg - - ELISA
Arsénio Total < 1,00 mg/Kg 1,00 - SMWW 3114 C

Os resultados deste relatorio se restringem as amostras ensaiadas. Este relatorio somente podera ser reproduzido em sua totalidade.
O prazo de guarda de contra-provas de amostras é de 07 dias ap6s emissao do relatério de ensaios, exceto para amostras pereciveis.
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02/01/2023
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02/01/2023
02/01/2023
02/01/2023
02/01/2023
22/12/2022
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NBR 10004:2004 - Massa Bruta DMAE

Analise Resultado L Incert Referéncia Data Analise
Q eza
Berilio Total < 4,00 mg/Kg 4,00 - SMWW 3120 B 30/12/2022
Chumbo (Compostos Minerais) <0,04 mg/Kg 0,04 - SMWW 3111 B 09/01/2023
Chumbo (Compostos Organicos) <0,04 mg/Kg 0,04 - SMWW 3111 B 09/01/2023
Chumbo Total < 10,00 mg/Kg 10,00 - SMWW 3120 B 30/12/2022
Cobre Total < 10,00 mg/Kg 10,00 - SMWW 3120 B 30/12/2022
Compostos Aromaticos Hidrox.
comoFendis <0,001 mg/Kg 0,001 - SMWW 5530 C 09/01/2023
Cromo Total < 25,00 mg/Kg 25,00 - SMWW 3120 B 30/12/2022
Fluidos de Usin. e Efluentes de
Magquinas Lavadoras <1,40 mg/Kg 1 - SMWW 5520 B 09/01/2023
4
Hidrocarbonetos Liquidos ou
Bombeaveis a 80°C <0,01 mg/Kg 0,01 - SMWW 6640 B 09/01/2023
Mercurio Total < 0,02 mg/Kg 0,02 - SMWW 3112 B 15/12/2022
Niquel Total < 10,00 mg/Kg 10,00 - SMWW 3120 B 30/12/2022
Selénio Total 1,82 mg/Kg 1,00 - SMWW 3114 C 15/12/2022
Solventes Ciclicos nao Parafinicos
exceto citados <0,01 mg/Kg 0,01 - SMWW 6232 B 09/01/2023
Solventes Halogenados exceto <0,01 mg/Kg 0,01 - SMWW 6232 B 09/01/2023
citados
Substancias Explosivas exceto <0,01 mg/Kg 0,01 - SMWW 8015 B 09/01/2023
citadas
Zinco Total 27,51 mg/Kg 25,00 - SMWW 3120 B 30/12/2022
NBR 10004:2004 - Massa Bruta DMAE (Microbiolégicas)
Analise Resultado LQ Incert Referéncia Data Andlise
eza
Coliformes Termotolerantes 1.000.000 NMP/g 1 - SMWW 9220 D 08/12/2022
Escherichia coli 88.200,00 NMP/g 1,00 - SMWW 9223 B 08/12/2022
Demais Ensaios
Analise Resultado L Incert Referéncia Data Analise
eza
Coliformes Totais 5,76 x 10%° 1 - SMWW 9223 B 08/12/2022
NMP/100mL
Aluminio Total 5.315,16 mg/Kg 25,00 - SMWW 3120 B 30/12/2022
Cadmio Total < 0,40 mg/Kg 0,40 - SMWW 3120 B 30/12/2022
Cromo Hexavalente < 2,00 mg/Kg 2,00 - EPA 7196A: 1992 15/12/2022
EPA/625/R-92/013 -
Ovos viaveis de Helmintos (**) <1 Ovos/g ST - - Appendix | 14/12/2022
Legenda:

LQ: Limite de Quantificagdo do laboratério para o parametro.

SMWW: Standard Methods for Examination of Water and Wastewater - 232 Edition 2017.
EPA: Environmental Protection Agency.

NMP/100mL: Numero mais provavel

Especificagoes:
Lixiviado NBR 10005:2004: Limite Maximo Permitido pela NBR 10004:2004.
Solubilizado NBR 10006:2004: Limite Maximo Permitido pela NBR 10004:2004.

Informagdes da Coleta:
Amostras coletadas pela Bioética Ambiental de acordo com a norma Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23% ed 2017
Methods 1060, 5000, 3010, 9000, EPA 3060A: 1996 .
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Relatério de Ensaio 83119/2022.0

B I O ETI CA Proposta Técnica: PC214/2021

AMBIENTAL

Anexos

131272022 18:10 Amostra; 701215-1 - Residuo - Sclubilizade - Sclubilizade- Lodo desidratade - ETE Uberabinha

Ameostra: 701215 - Solubilizado- Lodo desidratado - ETE Uberabinha
Tipo da Amostra: Residuo - Solubilizado

Coleta N9: 13507/2022 - Campanha de Dezembro 2022 - ETE Uberabinha
Proposta Comercial N°: 214/2021

Data da Coleta: 07/12/2022 16:04

Informacdes da Amostra

Tipo de Amostragem: Simples
Chuvas nas lltimas 24h: Sim

Procedéncia da Amostra: Solubilizado- Lodo desidratado -
ETE Uberabinha

Latitude: -18.919577

Condicdo do Tempo: Chuvoso
Natureza da Amostra: Tratada

Temperatura Ambiente (in
situ): 27

Longitude: -48.2099034

Observacbes da Coleta

https:fbioetica.miyli .com/Main DetailsF01215

pl

Araxa — MG www.bioeticaambiental.co Uberlandia
Av. Dr. Pedro de o — MG Rua



131 202022 18:10 Amostra; 701215-1 - Residuo - Solubilizaio - Solubllizade- Lodo desidratado - ETE Uberabinha
Imagem referente a Coleta

Assinatura do Responsdvel pelo Acompanhamento da Coleta

hittps Mbicetica mylimsweb.comMain.cshimi#SampleDetails 701215

203



131212022 1810 Amogtra: 7N 215-1 - Residuo - Solubllizado - Solubilizado- Lodo desidratado - ETE Uberabinha

Fabiano

hitps: fbioetica mylim sweb.comMain.cshtmi#SampleDetails 701215
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