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RESUMO

O tratamento do esgoto doméstico tem ocasionado a produgcdo de grande
guantidade de residuo soélido, o lodo de esgoto, sendo uma problematica ambiental.
Por ser fonte de nutrientes essenciais para o desenvolvimento de plantas de interesse
agrondémico é, sem duvida uma das melhores alternativas para sua disposicao final.
Todavia, a reciclagem do lodo de esgoto deve ocorrer de forma segura a populacéo
e ao ambiente, uma vez que o residuo pode conter compostos organicos e
inorganicos, como 0s metais pesados toxicos, além de patdgenos. Objetivou-se com
este estudo analisar o crescimento de mudas de Coffea arabica L. no substrato
composto com lodo de esgoto higienizado bem como o potencial citotoxico,
genotoxico e mutagénico do lodo por meio do bioensaio de toxicidade genética em
Allium cepa. O experimento foi conduzido em condi¢gdes de viveiro. Os substratos
utilizados foram: solo (Horizonte B argissolo) nas propor¢des de 85% para o
tratamento T1 acrescido de 15% de esterco bovino, 85% para o tratamento T2 com
adicdo de 15% de lodo de esgoto higienizado, 70% para o tratamento T3 acrescido
de 30% de lodo esgoto higienizado, 55% para o tratamento T4 acrescido de 45% de
lodo de esgoto higienizado e 40% para o tratamento T5 acrescido de 60% de lodo de
esgoto higienizado, perfazendo cinco tratamentos com seis repeticbes. Foram
avaliadas variaveis de crescimento apos o periodo de formacdo das mudas e,
posteriormente, foi realizada a andlise de toxicidade dos substratos em células
meristematicas radiculares de Allium cepa, sendo que 5.000 células foram analisadas
por tratamento de contato direto e solubilizados das amostras e controles. Todas as
variaveis foram afetadas negativamente a partir do incremento de lodo de esgoto
higienizado. Os tratamentos com lodo de esgoto por contato direto apresentaram
efeito citotéxico, genotéxico e mutagénico. Os tratamentos com lodo de esgoto
solubilizado apresentaram efeito genotoxico. O uso de lodo de esgoto higienizado em
substratos para formacdo das mudas de café ndo foi eficiente por motivos de

toxicidade, ndo favorecendo o seu crescimento.

Palavra-chave: crescimento inicial, biossolido, genotoxicidade, mutagenicidade



ABSTRACT

The treatment of domestic sewage has caused the production of large quantities
of solid waste, sewage sludge, being an environmental problem. Being source of
essential nutrients for the development of agronomic interest plants is undoubtedly
one of the best alternatives for final disposal. However, recycling of sewage sludge is
safely occur to people and the environment since the waste can contain organic and
inorganic compounds, such as toxic heavy metals, and pathogens. The objective of
this study to analyze the growth of Coffea arabica L. seedlings in the substrate
compound sewage sludge sanitized and the potential cytotoxic, genotoxic and
mutagenic sludge through genetic toxicity bioassay Allium cepa. The experiment was
conducted in greenhouse conditions. The substrates used were: soil (Horizon B ultisol)
in 85% proportions for the treatment T1 plus 15% of cattle manure, 85% for T2
treatment with addition of 15% sanitized sewage sludge, 70% for treatment T3 plus
30% of sanitized sewage sludge, 55% for T4 treatment plus 45% of sanitized sewage
sludge and 40% for T5 treatment plus 60% of sanitized sewage sludge, comprising
five treatments with six replications. Growth variables were measured after the period
of seedlings formation and subsequently the substrates. Toxicity analyzes were
performed in root meristem cells of Allium cepa, with 5.000 cells were analyzed by
direct contact treatment and solubilized samples and controls. All variables were
negatively affected from the sewage sludge increment sanitized. The treatments with
sewage sludge by direct contact showed cytotoxic, genotoxic and mutagenic effect.
Treatments with solubilized sewage sludge showed genotoxic effect. The use of
sewage sludge sanitized substrates for the formation of coffee seedlings was not

efficient for reasons of toxicity, not favoring their growth.

Keyword: initial growth, biosolids, genotoxicity, mutagenicity
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1 INTRODUCAO

As estacOes de tratamento de esgoto (ETEsS) geram um residuo sélido
denominado de lodo de esgoto. Durante os processos bioldgicos desse tratamento,
parte do material organico € absorvido e convertido pela biomassa microbiana, onde
passa a ser denominado de lodo bioldgico ou secundario, constituido de sdlidos
biolégicos, o0 que passa a ser chamado também de biossdlido. Ainda assim, para que
esse termo possa ser empregado, € imprescindivel que suas caracteristicas quimicas
e biolégicas sejam compativeis com alguma utilizacdo produtiva (ANDREOLI et al.,
2014).

Como citado por Bettiol e Camargo (2006) h4 alternativas para o aproveitamento
ou disposicéao final do lodo de esgoto como a disposicdo em aterro sanitario, reuso
industrial (producéo de agregado leve, fabricacéo de tijolos e ceramica e producao de
cimento), incineracado, descarga oceanica, “landfarming” (disposicao superficial no
solo), conversdo em 6leo combustivel, recuperacdo de areas degradadas e uso
agricola.

O uso agricola do lodo de esgoto deve-se as suas caracteristicas quimicas,
fisicas e bioldgicas. Neste contexto, pesquisadores do Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural INCAPER) e da Companhia Espirito
Santense de Saneamento (CESAN) desenvolveram estudos possibilitando a
aplicacdo do lodo de esgoto em solos agricolas do estado do Espirito Santo, utilizando
como referéncia a Resolucdo n° 375 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) de 2006. A partir desse estudo foram levantadas areas com alto potencial
para aplicacdo do biossolido, representando cerca de 42% de todo o Espirito Santo
(COSTA et al., 2011).

A area explorada com a cafeicultura (espécies ardbica e conilon) no pais
totaliza 2.311.599 hectares. Desse total, 295.173,9 hectares (12,77%) estdao em
formacédo e 2.016.425,2 hectares (87,23%) estdo em producdo. Em Minas Gerais
esta concentrada a maior area com 1.231.778 mil hectares, predominando a
espécie arabica com 98,85% no Estado. No Espirito Santo esta a segunda maior
area plantada com a cultura cafeeira, totalizando 499.082 hectares, sendo
311.197 hectares com a espécie conilon e 187.885 hectares com a arabica
(CONAB, 2013). A cafeicultura é uma das atividades de maior importancia no Espirito

Santo em fungdo do grande valor social e econdmico, sendo considerado um
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sustentaculo econdmico de 80% dos municipios e responde por 43% do PIB agricola
capixaba (INCAPER, 2010).

De acordo com Martins (2003), as plantas de café sdo bastante exigentes
em nutrientes, extraindo e exportando quantidades variaveis de nutrientes do
solo de um ano para outro, em decorréncia da sua bienalidade de producdo. A
adubacdo organica no cafeeiro tem grande importancia por subsidiar o
fornecimento de nutrientes e melhorias nas propriedades fisicas do solo. Dessa
forma, a cultura do café possui caracteristica promissora quanto a reciclagem do
lodo de esgoto, podendo ser uma alternativa viavel para uso.

A presenca de contaminantes no esgoto esta diretamente ligada ao
recebimento de efluentes industriais na rede coletora. No entanto, o esgoto
exclusivamente residencial também apresenta teores de metais pesados, embora
relativamente baixos (ANDREOLI et al. 2014). Ensaios de toxicidade genética
utilizando vegetais superiores se mostram capazes de apontar os efeitos
bioldgicos desses contaminantes (MAZIVIERO, 2011).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho: a) avaliar o crescimento de
mudas de Coffea arabica em substrato contendo diferentes doses de lodo de esgoto

higienizado e b) avaliar a toxicidade do residuo por meio de testes bioldgicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Composicao do lodo de esgoto

A ETE opera pelo processo de lodo ativado, onde o esgoto € submetido a
aeracdo, sendo que a medida que a quantidade de oxigénio é introduzida na mistura
por meio dos aeradores favorece o desenvolvimento de bactérias aerdbias que
digerem a matéria organica. Esses microrganismos crescem e se aglomeram na
forma de flocos, passando a ser denominado de lodo ativado ou lodo biolégico. Esse
tratamento é considerado como um dos mais eficientes, modernos e difundidos pelo
mundo, por ser totalmente biolégico excluindo adicdo de produtos quimicos (CESAN,
2013).

O enriquecimento e a disponibilidade nutricional para absor¢céao das plantas com
a aplicacdo do lodo de esgoto nos solos apresentam evidentes reflexos na
produtividade, podendo ser igual e superior a adubacao quimica (RIBEIRINHO et al.,
2012; FREITAS et al., 2015).

O lodo de esgoto apresenta elevada concentracdo de matéria organica,
nitrogénio e fosforo. Por esse motivo tem sido indicado para a aplicacao na agricultura
trazendo como beneficios o aporte de nutrientes no solo, contribuindo para melhorar
suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas, consequentemente aumentando a
produtividade agricola. Entretanto, seu uso pode resultar em adicdo direta de
patdbgenos e substancias quimicas ndo desejaveis ao solo agricola e, por

conseguinte, a cadeia alimentar (SAITO, 2007).

Os principais riscos associados com a reutilizacao do lodo de esgoto referem-
se a questdo dos metais pesados, compostos organicos, nitrogénio e também com
relacdo aos aspectos sanitarios. Tanto 0os metais quanto os agentes patogénicos
como ovos de helmintos, esporos de fungos e coldnias de bactérias tendem a co-
precipitar com o0 esgoto e se concentrar no lodo. Porém, o risco de contaminacao por
patdgenos é eliminado com a adocdo de tecnologias como o uso da calagem ou a
compostagem, que levam a reducdo destes organismos a niveis compativeis com a
reciclagem (ANDREOLI et al., 1999).

Segundo Malavolta (1994), os metais pesados sao elementos que possuem
peso especifico maior do que 5 g. cm 2 ou nimero atdmico maior do que 20. Bard e

Zoski (2000) afirmam que os metais pesados diferenciam-se dos compostos
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organicos toxicos, por acumularem-se nos componentes do ambiente onde

manifestam sua toxicidade e por serem absolutamente ndo-degradaveis.

O metal pesado, no contexto da perspectiva ambiental, € aquele que em
determinadas concentracfes e tempo de exposicao, oferece risco a saude humana e
ao ambiente, prejudicando a atividade dos organismos vivos. Metais como zinco,
magnésio, cobalto e ferro, em doses muito pequenas sao essenciais a maioria dos
organismos Vvivos, porém se tornam toxicos para a saude humana quando
ultrapassam determinadas concentracdes-limite. O chumbo, mercurio e o cadmio sao
metais que ndo existem em nenhum organismo Vvivo, portanto a presenca destes
metais € prejudicial em qualquer concentracdo. A problematica quanto os metais
pesados esta na condicdo de ndo serem destruidos e apresentarem a caracteristica
de altamente reativos do ponto de vista quimico (ANDREOLI et al., 2014). Segundo
Migid et al. (2007), metais pesados sdo extremamente tdéxicos em pequenas
concentragfes e ndo sdo biodegradaveis. De acordo com Andreoli et al. (2014),
compostos organicos sao biodegradados lentamente e persistem por longo periodo
de tempo no meio ambiente, tem efeito bioaculumativo, podendo estar presente em

guantidades elevadas nos niveis troficos mais altos da cadeia alimentar.

Os contaminantes nos residuos estdo relacionados com os destinos diversos
gue podem ter quando aplicados no solo, dependendo das caracteristicas fisico-
guimicas podem sofrer volatilizagdo para a atmosfera, lixiviacdo para aguas
subterrdneas, degradacdo quimica e biol6gica, absorcdo pelas plantas e
bioacumulacdo em organismos que se alimentam de materiais ou de outros

organismos contaminados (SAITO, 2007).

2.2 Uso agricola do lodo de esgoto

A Resolucdo n° 375 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
(BRASIL, 2006) estabelece critérios e procedimentos para o uso agricola do lodo de
esgoto gerado em estacdo de tratamento de esgoto sanitario e seus produtos
derivados, levando em consideracdo a protecdo do meio ambiente e a saude da
populacdo. Delimitando as quantidades méaximas de substancias inorganicas e

organicas presentes no lodo de esgoto, na qual estdo indicados os critérios e 0s
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procedimentos para seu uso adequado tomando como base a elevacdo de pH,

acumulo de metais pesados no solo e quantidade de nitrogénio disponivel.

Esta resolucédo também define quais culturas sdo capazes de receberem esse
residuo, sendo proibida sua utilizagdo em pastagens ou poderdo ser implantadas
apos um periodo de 24 meses da Ultima aplicacdo, e em cultivo de olericolas,
tubérculos, raizes e culturas inundadas, bem como as demais culturas cuja parte
comestivel entre em contato direto com o solo.

Algumas pesquisas sugerem o uso do lodo de esgoto em relacdo ao crescimento
das plantas e beneficios nutricionais. Guedes et al. (2006) constataram que o uso do
lodo de esgoto na forma de biossélido tem um efeito condicionador de solos e também
como fertilizante em mudas de Eucalyptus grandis, permitindo o crescimento de
plantas e, consequentemente, aumento da produtividade. Na cultura de girassol,
Ribeirinho et al. (2012) observaram que a utilizacéo de lodo de esgoto € viavel quanto
o crescimento das plantas, demonstrando que a produtividade € equivalente a obtida
pela adubac¢do mineral, com teores adequados de macro e micronutrientes na planta,
desde que realizada a complementacdo potassica no lodo. Desta forma, o efeito
residual da aplicacdo sucessiva de lodo de esgoto mostrou ser importante fonte de
fosforo para a cultura, somado ao efeito benéfico da matéria organica que,
provavelmente, favoreceu a disponibilidade de fésforo. Bezerra et al. (2005) ao
aplicarem lodo de esgoto no algodoeiro, observaram que a altura da planta, o
didmetro do caule e a area foliar aumentaram, obtendo-se maximos valores quando
as plantas foram irrigadas com agua residuéria, evidenciando a importancia da sua
utilizagédo no crescimento e desenvolvimento dessa cultura.

Garcia et al. (2009) ao aplicarem doses de lodo de esgoto doméstico em mudas
de eucalipto, verificaram o aumento dos teores foliares de nitrogénio, fésforo,
potassio, zinco e cobre, diminuicdo dos teores de magnésio, boro e ferro,
permanecendo o teor foliar de manganés constante. Bonomo (2014) avaliando os
parametros de crescimento (diametro e altura do caule, nimero de folhas, area foliar,
area foliar especifica, incremento de raiz e parte aérea e razao raiz/parte aérea) em
individuos de Carica papaya, observou resposta positiva quanto ao acréscimo de lodo
de esgoto higienizado, apresentando comportamento de dose dependéncia.

Scheer et al. (2010), estudaram a utilizacdo de compostos a base de lodo
compostado para a producdo de mudas de Parapiptadenia rigida (gurucaia). Nesse

estudo, realizado por estes autores, verificaram que os resultados foram bastante
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promissores indicando que o crescimento da altura, diametro do colo, biomassa de
ramos e folhas foram maiores que os tratamentos com substrato comercial a base de
casca de Pinus compostada e vermiculita.

Cunha et al. (2006) avaliando o desenvolvimento de mudas de Acacia mangium
e Acacia auriculiformis em diferentes substratos contendo lodo de esgoto e esterco
bovino como fontes de materiais organicos, observaram que o substrato composto de
lodo de esgoto 100% com sementes inoculadas proporcionou maior desenvolvimento

as mudas.

2.2.1 Producédo de mudas: premissa para a sustentabilidade da lavoura
cafeeira

A producéo de mudas de café apresenta um papel de extrema relevancia para
o0 sucesso do agronegécio. Quando esta etapa é bem direcionada, a producao de café
se torna uma atividade sustentavel com a obtencdo de maior produtividade e menor
custo de producdo. Visto que essa etapa da cadeia produtiva € considerada
importante, varios trabalhos foram realizados buscando a recomendacdo de um
substrato ideal, de forma a assegurar uma nutricAo adequada para o0 bom
desenvolvimento da planta. E importante ressaltar que essa etapa deve ser planejada
e executada de maneira sistematica, pois qualquer problema com a qualidade das
mudas trara resultados negativos durante todo o ciclo de desenvolvimento da cultura
cafeeira (TOMAZ et al., 2012).

Estudos utilizando lodo de esgoto na constituicdo do substrato para mudas de
café sdo escassos. Chaves et al. (2001) avaliaram o efeito do lodo urbano higienizado
com cal virgem em associacdo a outras fontes organicas no crescimento de mudas
de cafeeiro, constataram que os parametros matéria seca total, volume radicular e
area foliar em mudas de cafeeiro, obtiveram 6timo crescimento do cafeeiro com a
dose de lodo para neutralizar 0,5 (50%) da acidez total do solo, sendo o efeito
potencializado na presenca do residuo vegetal palha de café e houve diminuicdo
desses parametros morfologicos a medida que houve aumento das doses de lodo,
tanto em aplicacdes isoladas como em associagao com residuos vegetais.

Para Fassarella e Simdo (2011), os valores da altura de café arabica tenderam
a aumentar até a dose de 30% de lodo de esgoto e apds essa dose ocorreu um leve
declinio da altura das plantas podendo ser explicado pelo aumento de concentracao

de nutrientes no solo pela adi¢cao de lodo.
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Martins et al. (2003) avaliando o efeito do lodo de esgoto na nutricdo mineral de
cafeeiros em producao, constataram que os teores de nutrientes nas folhas e frutos
e de metais pesados nos frutos, estiveram dentro de niveis normalmente encontrados
para o café, independente da dose de lodo utilizada, confirmando a possibilidade

desse produto para a cafeicultura.

2.3 Genética toxicolbgica

A genética toxicolOgica estuda os processos que alteram a base genética; quer
seja em sua estrutura fisico-quimica, DNA (acido desoxirribonucleico), processo esse
classificado de mutagénese; quer seja na alteracao do determinismo genético ao nivel
celular ou organico. A genotoxicidade estuda, sob o aspecto genético, o que altera a
vida ou induz a morte tanto a nivel de célula como de organismo. A genotoxicidade &
uma especialidade que se situa na interface entre toxicologia e genética (SILVA et al.,
2003).

Existem compostos quimicos com elevada citotoxicidade, capazes de inibir
totalmente as divisdes celulares. Esse efeito citotoxico é caracterizado por alteracdes
celulares causadas por injaria, que levam a célula a iniciar seu processo de morte.
Uma das formas de averiguar a citotoxicidade de diferentes agentes € a verificacdo
da frequéncia do indice mitético e a observacao de alterac6es celulares morfologicas
gue indicam a morte celular (SILVA et al. 2003; RIBEIRO et al. 2003). O termo
genotoxicidade se adequa a agentes capazes de induzir danos no material genético.
Neste caso, essas alteracdes, seja nos cromossomos ou no DNA, sdo suscetiveis a
reparo, nao resultando em uma célula com mutacédo (SILVA et al. 2003; RIBEIRO et
al. 2003). A mutagenicidade é caracterizada por acdo de agentes aptos a causarem
danos nos cromossomos ou no DNA. No entanto, essas altera¢gfes ndo sdo passiveis
de serem reparadas pela célula e sdo herdadas pelas novas geracdes celulares,
resultando numa mutacéo (SILVA et al. 2003; RIBEIRO et al. 2003).

O potencial citotoxico, genotdéxico e mutagénico de quimicos encontrados no
ambiente pode ser analisado por meio do teste de Allium cepa, devido sua
sensibilidade e boa correlagdo com sistemas-testes de mamiferos (GRANT, 1982).
Segundo Carita (2010) espécies vegetais tém sido usadas como biomonitores de
toxicidade de poluentes, dentre eles, o A. cepa € o mais utilizado devido as
caracteristicas como rapido crescimento de raizes, grande numero de células em

divisdo, alta tolerancia a diferentes condi¢cbes de cultivo, disponibilidade durante o
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ano todo, facil manuseio, apresenta numero de cromossomos reduzido (2n = 16) e de
grande tamanho, séo facilmente corados e observados. Além dessas vantagens,
permite a avaliagdo dos mecanismos de acdo dos agentes quimicos testados
(MARIN-MORALES e CARITA, 2008).

2.4 Toxicidade do lodo de esgoto

Efluentes industriais e domésticos contém compostos quimicos com alto risco
de danos genotodxicos que pode sofrer ou ndo degradacao durante o tratamento do
efluente. Alguns desses compostos apresentam natureza lipofilica e acabam ficando
retidos no lodo de esgoto. Os estudos mostram que apesar desse residuo ser
indicado como fertilizante para a agricultura, h4 uma série de problemas inerentes a
sua aplicacéo, afetando 0s organismos no ecossistema bem como o0s seres humanos
devido a sua acumulacdo na cadeia alimentar (RANK e NIELSEN, 1998). De acordo
com Mielli et al. (2009), é importante caracterizar o potencial toxicoldgico do lodo de
esgoto, mesmo que esse residuo tenha propriedades valiosas. Solano et al. (2009)
ao realizarem testes de toxicidade in vivo com roedores, verificaram que nao houve
aumento significativo na frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados na
medula 6ssea do fémur ou nos niveis de danos do DNA de leucécitos do sangue
periférico a partir do uso do lodo de esgoto. Corroborando com esses resultados,
Mielli et al. (2009) ao avaliarem amostras coletadas em quatro estagdes de tratamento
de esgoto diferentes localizadas no estado de Sdo Paulo, observaram que no clone
# 4430 duas amostras de lodo induziram toxicidade enquanto em Tradescantia pallida
trés amostras testadas mostraram resultados positivos quanto a frequéncia de
micronucleos, porém sem nenhuma resposta clara de dose-efeito para ambas as
plantas.

A mutagenicidade de amostras de lodo gerado de cinco estagdes de tratamento
de esgoto localizadas no estado de S&o Paulo foi avaliada por meio do teste de Ames.
Extratos orgéanicos (diclorometano/metanol) e aquosos das amostras de lodo foram
testados, sendo que os extratos aquosos apesentaram resultados negativos para o
teste e para os extratos organicos pelo menos uma amostra de cada ETE apresentou
atividade mutagénica (KUMMROW et al., 2010).

O potencial genotoxico e mutagénico do lodo de esgoto foi avaliado em ratos,

utilizando o teste do cometa e o teste de microntcleos. Neste estudo, ndo observaram
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aumento na frequéncia de danos no DNA nos leucécitos do sangue periférico ou em
eritrocitos policromaticos micronucleados na medula éssea (SILVA et al., 2012).

Segundo Martins et al. (2016a), o lodo de esgoto pode provocar diversos danos
genéticos em plantas de interesse agronémico. Compostos téxicos presentes no lodo
de esgoto tendem a bioacumular em tecidos vegetais e podem ser transferidos para
consumidores em potencial. Martins et al. (2016b) avaliaram amostras de lodo de
esgoto de duas ETE’s localizadas no estado do Espirito Santo, ambas recebem
efluentes domésticos, e verificaram que as amostras mostraram-se citotoxicas,
genotoxicas e mutagénicas para A. cepa. Bonomo (2014) ao analisar a toxidez de
lodo de esgoto, observou efeitos genotoxicos e mutagénicos para A. cepa, sendo
necessaria a ponderacdo quanto ao uso desse residuo na agricultura.

De acordo com Hopke et al. (1984), amostras de lodo de esgoto induziram
significativamente o aumento na frequéncia de aberracbes cromossémicas e
micronucleos sugerindo a necessidade de um estudo mais aprofundado dos possiveis
efeitos adversos da aplicacdo de lodo de esgoto visto que agentes mutagénicos
presentes nesse residuo podem induzir alteragdes genéticas em células germinativas

Amin (2011) ao investigar as propriedades mutagénicas de um solo tratado com
lodo de esgoto, observou que a percentagem total de células mae de pdlen aberrante
em Zea mays aumentou significativamente com o aumento da concentracao de lodo

de esgoto.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso do lodo de esgoto
higienizado para a producdo de mudas de C. arabica, bem como estudar a

toxicicidade genética do mesmo em A. cepa.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o crescimento de mudas de C. arabica em substratos contendo
diferentes doses de lodo de esgoto higienizado.

b) Examinar o potencial citotéxico dos substratos (contato direto), dos
substratos solubilizados, do lodo bruto e do lodo bruto solubilizado, por meio do indice
mitético do meristema radicular de A. cepa;

c) Analisar o potencial genotoxico dos substratos (contato direto), dos
substratos solubilizados, do lodo bruto e do lodo bruto solubilizado, por meio do teste
de aberracbes mitéticas e cromossémicas em A. cepa;

d) Mensurar o potencial mutagénico dos substratos (contato direto), dos
substratos solubilizados, do lodo bruto e do lodo bruto solubilizado, por meio da

contagem de células micronucleadas e de quebras cromossdmicas em A. cepa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material bioldgico

Sementes de café arébica
As sementes de café arabica cultivar IAC 44 foram provenientes de um viveiro

localizado no municipio de Alegre-ES.

Cebola (A. cepa)
Foram utilizadas sementes de cebola (A. cepa), cv Baia Periforme, marca Isla®,

adquiridas comercialmente.

4.2 Lodo de esgoto

4.2.1 Coleta e caracteristicas do lodo de esgoto quanto a concentracéo de
metais pesados e parametros microbiolégicos

Amostras de lodo de esgoto bruto foram coletadas na Estacdo de Tratamento
de Esgoto (ETE) Mulemba em maio de 2015. Situada no municipio de Vitéria, no
bairro Joana D’Arc, a ETE esta localizada nas coordenadas UTM 362074.9 E /
7756362.37 N e atende cerca de 37 bairros (GOMES e BERNADINO, 2013).

Os resultados das andlises de metais pesados e microbiologicas do lodo bruto
(Tabela 1) foram cedidos pela CESAN. Essas analises foram realizadas pelo Centro
Tecnologico de Andlises (CETAN). Todos os parametros atenderam os limites
estabelecidos pela resolugcdo do CONAMA 375/2006.
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Tabela 1. Analise de metais pesados e pardmetros microbiolégicos (coliformes termotolerantes, ovos de helmintos
e Salmonella) do lodo bruto da Estacéo de Tratamento de Esgoto Mulemba

Parametro Resultado LQ Resolugdo CONAMA 375/

(2006)

Arsénio (mg/Kg) 0,63 £ 0,023 0,5 41

Bario (mg/Kg) 16,7 £ 0,66 0,5 1300

Céadmio (mg/Kg) <0,5 0,5 39

Chumbo (mg/Kg) 0,58 + 0,021 0,5 300

Cobre (mg/Kg) 10,4+ 0,41 0,5 1500

Cromo (mg/Kg) 0,88 + 0,033 0,5 1000

Mercurio (mg/Kg) <0,5 0,5 17

Molibdénio (mg/Kg) 0,61 + 0,022 0,5 50

Niquel (mg/Kg) 1,24 + 0,046 0,5 420

Selénio (mg/Kg) 0,95 £+ 0,035 0,5 100

Zinco (mg/Kg) 20,3+£0,80 0,5 2800

Coliformes Termotolerantes (NMP/g) 1,8 X 108 1,8 <103 NMP/g de ST

Ovos viaveis de Helmintos (/g Sélidos Totais) 12 0,25 < 0,25 ovo/g de ST

Salmonella spp. (/10g) 2 1 Auséncia em 10g de ST

LQ: Limite de Quantificacdo

4.2.2 Higienizacao do lodo de esgoto

A higienizacao do lodo de esgoto foi executada no Centro de Ciéncias Agrérias
da Universidade Federal do Espirito Santo. Utilizou-se cal virgem (CaO), que € um
produto alcalinizante que eleva o pH do lodo e consequentemente promove alteracao
da natureza coloidal do protoplasma celular dos microrganismos patogénicos de
forma letal, e produz um ambiente indspito para sua sobrevivéncia (ANDREOLLI et
al, 1999).

O processo de caleacgao consistiu na mistura de cal virgem na proporc¢éo de 30%
em funcédo do peso seco do lodo. O lodo foi exposto ao sol durante 30 dias, sendo
gue diariamente esse material foi misturado por meio da utilizacdo de uma enxada
com a funcdo de homogeneizar o material para melhorar a exposi¢céo ao sol. O lodo
foi mantido em cima de lona plastica, tomando os cuidados necessarios para evitar
gualquer risco de contaminacdo com o0 ambiente de acordo com o0 anexo | da
resolugdo do CONAMA (ANDREOLI et al., 2014).
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4.2.3 Preparo dos substratos contendo lodo de esgoto higienizado

Segundo a Embrapa (2002), para a producao de mudas preconiza-se a seguinte
formulacdo nas seguintes proporcdes: 0,7-0,8 m3de solo; 0,3 m? de esterco bovino;
1,0-2,0 Kg de calcario; 1,0 Kg de fosforo (P20s) e 0,5 Kg de potassio (K20).

No presente trabalho, os substratos utilizados foram: solo (Horizonte B
argissolo) nas proporgdes de 85% para o tratamento T1 acrescido de 15% de esterco
bovino, 85% para o tratamento T2 acrescido de 15% de lodo de esgoto higienizado,
70% para o tratamento T3 acrescido de 30% de lodo esgoto higienizado, 55% para o
tratamento T4 acrescido de 45% de lodo de esgoto higienizado, 40% para o
tratamento T5 acrescido de 60% de lodo de esgoto higienizado. Perfazendo cinco
tratamentos com seis repeticdes, sendo que para cada tratamento foram preparados
100 litros de substrato (Tabela 2).

Tabela 2. Constituicdo dos substratos preparados a partir do lodo de esgoto higienizado da Estacao
de Tratamento de Esgoto Mulemba para a produ¢édo de mudas de C. arabica

Substratos T1 T2 T3 T4 T5
Solo (1) 85 85 70 55 40
Esterco bovino (1) 15 - - - -

Lodo de esgoto higienizado(l) - 15 30 45 60
Calcario (g) 150 150 150 150 150
P20s5(0) 100 100 100 100 100
K20 (g) 50 50 50 50 50

T1: 0% de lodo de esgoto higienizado; T2: 15% de lodo de esgoto higienizado; T3: 30% de lodo de

esgoto higienizado; T4: 45% de lodo de esgoto higienizado; T5: 60% de lodo de esgoto higienizado

4.2.4 Analise quimica dos substratos

Apés o preparo dos substratos, amostras destes foram encaminhadas para
analise quimica, realizada no Laboratério de Analise Quimica de Solo Raphael M.
Bloise, Universidade Federal do Espirito Santo. A analise quimica, para determinagéo
dos teores disponiveis nos substratos, foi realizada de acordo com metodologia
proposta por EMBRAPA (1997), o pH em relacao solo-agua 1:2,5; P: extrator Mehlich-
1 e determinacao por colorimetria; K e Na: extrator Mehlich-1 e determinag&o por

espectrometria de chama; Ca e Mg: extrator KClI 1 mol/L e determinacdo por
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espectrometria de absorcdo atbmica; Al: extrator KCl 1 mol/L e determinacédo por
titulometria; H + Al: extrator Acetato de Calcio 0,5 mol/L pH 7,0; MO: oxidacao de

carbono via Umida com dicromato de potassio em meio &cido (H2SO4).

4.2.5 Solubilizac&o dos substratos e lodo de esgoto bruto

A solubilizacdo dos substratos e do lodo bruto foi realizada no Laboratério de
Morfologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo.
Esse procedimento seguiu a norma ABNT-NBR 1006 (2004). Foram pesados 250 g
de cada substrato por tratamento e 250 g do lodo bruto e foram adicionados 1000 ml
de 4gua destilada, colocados posteriormente em bal6es volumétricos e depois, essas
amostras foram levadas ao agitador numa rotagédo de 174 rpm por 10 minutos e
deixadas em processo de decantacdo por sete dias em temperatura ambiente. O

sobrenadante foi retirado por meio de pipetas, para obtencédo do solubilizado.

4.3 Semeadura, crescimento das mudas e andlise das variaveis altura,
diametro do colo, matéria seca da parte aérea, matéria seca daraiz e area

foliar

A semeadura foi realizada em 10 de agosto de 2015, nos substratos contidos
em sacos de polietileno. Em cada substrato foram distribuidas trés sementes de café
arabica a uma profundidade de 2 cm. Posteriormente foram cobertas com uma fina
camada de substrato e mantidas sob saco de estopa até o inicio da emergéncia.

O substratos foram colocadas sobre condicbes de 50% de sombreamento e
regadas duas vezes ao dia durante toda fase de campo. ApdOs a emergéncia, foi feito
um desbaste, selecionando a planta mais vigorosa no estagio de “orelha de onga”,
aproximadamente.

Durante o crescimento das mudas foram realizadas trés pulveriza¢cdes via foliar
contendo macronutrientes (N, Mg e S) e micronutrientes (Fe, Cu, Mn, B, Zn e Mo).
Sendo a primeira aplicagéo realizada aproximadamente 150 dias apds a semeadura
e as duas aplicagcdes subsequentes foram realizadas com um intervalo de 15 dias,
isto é, aos 165 dias e 180 dias.

Apés oito meses da semeadura foram realizadas as medi¢cbes de altura das
plantas e didmetro do colo. A altura (cm) foi mensurada com régua graduada e o

diametro médio (cm) com paquimetro.
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Para a determinacé&o da area foliar foi utilizado um perfurador de folhas com area
circular conhecida (0,91 cm?). Os discos foram retirados, evitando-se amostrar a
nervura central. Posteriormente esses discos foram dispostos juntamente com as
folhnas em embalagens de papel para serem levadas a estufa de ventilacao forcada a
60° durante 72 horas. E por meio do peso seco (g) desses discos e da matéria seca
total (g) das folhas, foi calculada a area foliar (LOPES e MAESTRI, 1973).

Posteriormente, as plantas foram cortadas a base do colo para separar parte
aérea e raiz. As raizes foram destacadas das sacolas com os respectivos substratos
e em seguida, o sistema radicular foi lavado cuidadosamente sobre peneira. Em
seguida, as raizes e parte aérea foram dispostas em embalagens de papel e
submetidas a estufa de ventilagao forcada a 60°C durante 72 horas.

Para determinacdo da matéria seca (g), a parte aérea e raiz foram pesadas em

balanca analitica.

4.3.1 Andlise estatistica para o crescimento das mudas

O experimento foi implantado no delineamento inteiramente casualizado com
seis repeticbes e cinco tratamentos, sendo cada repeticdo constituida por quatro
mudas contendo os substratos, totalizando 120 mudas. As analises estatisticas foram
executadas utilizando o software computacional Genes (CRUZ, 2006).

Para cada variavel de crescimento das mudas de cafeeiro foi realizada analise
de variancia para o estudo da regressdo por polindmios ortogonais (BANZATTO e
KRONKA, 2006). O modelo da equacdo para cada variavel dependente foi
determinado a partir da equacdo de regressdao de mais alto grau que houve
significancia (p<0.05), onde foi possivel estabelecer uma relagdo entre a dose de lodo

de esgoto higienizado com as variaveis em questao.

4.4 Bionsaio com A. cepa

Os ensaios com A. cepa, foram realizados no Laboratorio de Citogenética do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo.
Cerca de 100 sementes de A. cepa foram germinadas em placas de Petri com

papel filtro embebido nos tratamentos solubilizados. Ainda, 4gua destilada foi utilizada



27

como controle negativo e como controle positivo foi utilizado a colchicina a 0,025%.
Mais cerca de 100 sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri
(Figura 1), diretamente sobre os substratos (contato direto). A germinagdo das
sementes foi realizada em cémara BOD a 24°C. Quando as raizes atingiram
aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram fixadas em Carnoy | (alcool etilico +
acido acético na proporcao 3:1). Posteriormente, as raizes passaram por 3 banhos,
de 5 minutos cada, em &gua destilada, foram hidrolisadas em HCI 1N a 60°C por 8
minutos. Apos a hidrdlise, as raizes passaram novamente por trés banhos de agua
destilada e foram imediatamente colocadas em frascos de vidro ambar contendo o
Reativo de Schiff, onde permanecem por duas horas em local escuro. Apds esse
tempo, as raizes foram lavadas em 4gua destilada. Para a confec¢éo das laminas, as
pontas das raizes foram seccionadas em lamina, coradas com carmim acético 2%,
maceradas e recobertas por laminula. O material foi analisado em microscopio de luz
com aumento de 400 x. Por tratamento, 5000 células foram contadas (500 células em
10 laminas).

Ap6s a analise da regido meristematica da raiz foram calculados o indice
mitético, o indice de aberracbes cromossGmicas e mitdticas e o indice de

micronucleos e quebras cromossdmicas.

Para o potencial citotéxico, a avaliacédo foi feita por meio do célculo do indice

mitético (IM), utilizando a seguinte férmula:

Indice mitético = n°de células em divisdo x 100

n° de células analisadas

O indice de aberracdes cromossdmicas e mitéticas foi obtido por meio da
frequéncia de células portadoras de alteragbes cromossdmicas no ciclo celular
(células binucleadas, C-metafase, microcito, brotos, perda, aderéncia cromossomica,
anafases multipolares bem como pontes e atrasos na anafase e na teléfase), por meio

da seguinte férmula:

indice de aberracdes = n° de células com aberracdes cromossémicas x 100

n° total de células analisadas
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O indice de mutagenicidade foi obtido por meio da frequéncia de células

portadoras de quebras cromossémicas e microndcleos, por meio da seguinte féormula.

indice de mutagenicidade meristematica = n° de células com MN e guebra x 100

n° total de células analisadas

4.4.1 Analise estatistica para o bioensaio com A. cepa

A andlise estatistica foi realizada por meio do software Bioestat 5.3. O teste de
normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade das amostras.
Como os critérios de normalidade ndo foram atendidos, o teste ndo-paramétrico de

Kruskal-Wallis, com posterior teste de Dunn (p<0,05) foi utilizado.
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Figura 1. Germinacdo de sementes de A. cepa apds exposicdo aos substratos de diferentes
concentracdes de lodo de esgoto higienizado da Estacdo de Tratamento de Esgoto Mulemba por
contato direto. T1: 0% de lodo de esgoto higienizado, T2: 15% de lodo de esgoto higienizado, T3:
30% de lodo de esgoto higienizado, T4: 45% de lodo de esgoto higienizado, T5: 60% de lodo de
esgoto higienizado, controle negativo: agua destilada; controle positivo: colchicina 0,025%

et
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise quimica dos substratos

Na Tabela 3, verifica-se que o substrato contendo esterco bovino apresentou pH
de 6,9. Todos os substratos contendo lodo de esgoto higienizado apresentaram pH
entre 7,71 a 8,11. De acordo com a Embrapa (2004), o cafeeiro desenvolve-se melhor
num pH entre 6,0 e 6,5, onde ocorre a maior disponibilidade de nutrientes do solo
para as mudas. Embora necessario, provavelmente o processo de higienizacao altera
guimicamente o substrato a ponto de elevar o pH em nivel acima do 6timo para a
cultura do cafeé.

Observou-se uma reducdo acentuada do teor de fosforo no substrato contendo
30% de lodo de esgoto higienizado. Este fato sugere que o mesmo nédo tenha uma
garantia de homogeneidade como, por exemplo, encontrada em férmulas comerciais
de fertilizantes que séo regulamentados pelo Ministério da Agricultura quanto a
padronizacdo da concentracdo de nutrientes. Portanto o uso desse residuo requer
um cuidado adicional quanto a aplicacéo de doses seguras quanto a concentracéo de
nutrientes. Da mesma forma ocorre para os teores de potassio, onde ndo se observa
uma homogeneidade nos substratos analisados. Houve aumento de calcio e um
decréscimo de magnésio a partir do incremento de lodo de esgoto higienizado. Os
teores de calcio e magnésio estédo relacionados com a aplicacdo de cal e calcéario,
respectivamente. Verificou-se também uma precipitacdo do aluminio e hidrogénio +
aluminio, relacionado com o pH alcalino. Para os teores de matéria organica, notou-
se um aumento a medida que ocorreu o acréscimo da dose de lodo de esgoto

higienizado.
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Tabela 3. Andlise quimica dos substratos constituidos por esterco bovino (testemunha) e por lodo de esgoto higienizado da
Estacdo de Tratamento de Esgoto Mulembé

Tratamento pH P K Ca Mg Al H+ Al Matéria Organica
(H20) (mg/dm3) (mg/dm3) (mg/dm3) (mg/dm®) (mg/dm3)  (cmolc/dms3) (g/Kg)

T1 6,90 37,73 270,00 3,43 1,65 0 0 5,67

T2 8,11 36,07 176,00 4,82 1,05 0 0 5,00

T3 7,99 5,94 149,00 5,31 0,96 0 0 9,68

T4 7,78 20,81 190,00 6,54 1,55 0 0 16,02

T5 7,73 21,72 120,00 6,48 1,39 0 0 16,69

T1: 0% de lodo de esgoto higienizado; T2: 15% de lodo de esgoto higienizado; T3: 30% de lodo de esgoto higienizado; T4: 45%
de lodo de esgoto higienizado; T5: 60% de lodo de esgoto higienizado

5.2 Crescimento das mudas e analise das variaveis altura, diametro do colo,

matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz e area foliar

O crescimento das mudas foi afetado negativamente a partir do uso de lodo de
esgoto, no qual ajustou-se um modelo de regressdo linear de primeiro grau. E
possivel observar nas figuras 2, 3, 4 e 5 um efeito linear decrescente, onde os valores
estimados da altura, diametro do caule, area foliar e matéria seca da parte aérea
tenderam a diminuir a partir da aplicacdo do lodo de esgoto higienizado nos
substratos.

Os coeficientes de determinagdo (R?) obtidos foram 48.98%, 65.68%, 26.93% e
21.91% para as variaveis altura de mudas, diametro do caule, area foliar e matéria
seca da parte aérea respectivamente. Geralmente, o coeficiente de determinacéo é
um dos principais critérios de escolha do modelo estatistico para explicar a variacao
na variavel dependente em funcao da independente, em que quanto maior este valor
maior a variagdo na resposta é explicada pela regressdo obtida. Neste trabalho
constatou-se valores considerados baixos para o R? mas como no método de
regressao por polindbmios ortogonais o critério de escolha do modelo foi a regressao
linear de mais alto grau significativa, manteve-se os modelos ajustados mesmo com
valores de R? baixos

Na Figura 6 € apresentado o modelo de regresséo linear de segundo grau para
explicar a variagdo no teor de matéria seca da raiz em fungédo das doses de lodo de
esgoto higienizado. Houve uma reducéo do teor de matéria seca da raiz até a dose

de 32%, em que observou-se uma inversao, tendendo a aumentar o teor de matéria
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seca da raiz com o incremento do mesmo. O coeficiente de determinacdo obtido foi
89.57%, o que evidencia que 89.57% da variacdo no teor de matéria seca de raiz €

explicada pela variagao nas doses de lodo.
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Figura 6. Valor estimado da matéria seca da raiz (g) em funcdo das doses

de lodo de esgoto higienizado (%)

Costa et al (1999) avaliaram diferentes proporc¢des de cal virgem na higienizacao
de lodo de esgoto para a producdo de mudas de café conilon (Coffea canephora)
constatando que a concentracdo de 30% de cal virgem apresentou aumento das
massas seca da raiz e da parte aérea, altura e numero de folhas das plantas. Os
resultados obtidos por esses autores, ressaltam a importancia do pH na
disponibilidade dos nutrientes, visto que, com o aumento da dose de cal, ocorreu
aumento do pH e manifestacao de sintomas visuais tipicos de deficiéncia nutricional,
principalmente provocados pela deficiéncia de Mn induzida por alto pH. A
higienizacdo provocou um aumento do valor de pH superior a 9,0 em todos os
tratamentos, diminuindo o conteudo de P, K, Fe, Zn, Mn e Cu nas folhas, que foram
classificados abaixo dos niveis foliares considerados adequados.

Estudos utilizando lodo de esgoto calado na composicdo de substrato

suplementado com doses de cloreto de potassio na formacdo de mudas de cafeeiros

ardbica demonstraram que a concentracdo de 30% de lodo calado/m3 de substrato
apresentou os melhores resultados para os teores de nitrogénio (g/kg) na matéria
seca da parte aérea, refletindo num maior desenvolvimento das mudas. Contudo,
todas as doses testadas provocaram elevacdo de pH dos substratos, mantendo-os

acima da faixa adequada de disponibilidade de nutrientes, reduzindo os teores de
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fosforo e de micronutrientes das plantas (COSTA et al.,, 1999). Resultados
semelhantes foram evidenciados por Teles et al. (1999), onde substratos contendo
solo com diferentes concentracdes de lodos higienizados com cal, nas propor¢des de
0, 25, 50, 75 e 100%, interferiram negativamente no crescimento de mudas de
Tamboril (Enterolobium contortisiliquum Vell. Morong). Os autores atribuiram tais
resultados ao elevado pH dos substratos, no entanto o desenvolvimento de mudas
em lodo higienizado através da pasteurizacdo foi maior do que o apresentado pela
testemunha.

De acordo com Schawambach et al. (2005), a deficiéncia de fosforo na fase de
formacdo das raizes reduz consideravelmente seu comprimento. Similarmente,
Guimaraes et al. (2010), relataram que o emprego do fésforo no desenvolvimento
inicial das mudas de café é considerado de grande relevancia pela capacidade de
aumentar significativamente o sistema radicular. Sendo que em substratos com
deficiéncia desse nutriente, as mudas apresentam um pequeno desenvolvimento
radicular, acompanhado de paralisacdo. A calagem previamente realizada no lodo de
esgoto, elevou o pH do substrato, podendo ter contribuido com o aumento da
concentracdo de calcio, proporcionando a formacdo de fosfato de célcio,
transformando em um composto insolavel e ndo aproveitavel para as plantas.

O aumento da massa seca da raiz observada nesse estudo, pode estar
relacionado com a baixa disponibilidade de fosforo. Fageria e Moreira (2011) relatam
gue a planta sob baixa concentracao de fésforo, prioriza o crescimento radicular em
detrimento da parte aérea por meio da exploracdo de um volume de solo maior
buscando compensar a baixa concentragéo desse elemento. Nesse mesmo sentido
Crusciol et al. (2013) observaram que a baixa disponibilidade de fésforo no solo
também, condicionou maior crescimento radicular em relacdo a parte aérea em
cultivares de arroz.

A deficiéncia do micronutriente catibnico zinco pode ser observada em folhas
mais novas, caracterizando menor crescimento dos ramos. Em condi¢cbes de pH
alcalino essa deficiéncia pode ser agravada (GUIMARAES et al., 2010). No presente
trabalho, pressupdem-se que o efeito da reducdo da biomassa foliar e
consequentemente a reducdo da area foliar, pode estar relacionada com essa
deficiéncia.

O cobre é absorvido pelas raizes na forma de Cu?* desempenhando relevante
funcdo como ativador enzimético no desenvolvimento de mudas de cafeeiro. Sua

disponibilidade esta relacionada com o pH, a medida em que se eleva o pH, o cobre
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torna-se menos disponivel (GUIMARAES et al., 2010). Podemos presumir que a
deficiéncia do cobre pode afetar consideravelmente o desenvolvimento das mudas de
cafeeiro em condi¢des de pH alcalino.

Delarmelina et al. (2013), observaram melhor desempenho das caracteristicas
morfolégicas como altura, diametro do colo, matéria seca da parte aérea e das raizes
nas mudas de Sesbania virgata, crescidas em substrato que continham uma maior
proporcao de composto organico (esterco bovino) em relacéo a proporgao de lodo de
esgoto. O que corrobora com o resultado obtido nesse trabalho em que o substrato
contendo esterco bovino, apresentou melhor resposta de crescimento nas variaveis
analisadas em mudas de café.

Neste trabalho, o pH foi considerado acima do ideal para a producédo de mudas
de café. Contudo, pode-se concluir que esse fator ndo foi o principal causador de
baixo crescimento das mudas. O pH do tratamento T2 foi 0 mais alto dentre os
tratamentos contendo lodo de esgoto higienizado, porém apresentou resultados
melhores quanto as variaveis de crescimento analisadas. O pH do tratamento T5
apresentou pH mais baixo dentre os tratamentos contendo lodo de esgoto
higienizado, porém com crescimento considerado mais afetado. Pode-se inferir que
as concentracdes crescentes de lodo de esgoto higienizado pode ter sido uma das
causas do baixo crescimento das mudas, devido a possivel presenca de compostos
poluentes no lodo de esgoto com efeitos sinérgicos resultando em toxidez. Isso
corrobora os resultados obtidos no bioensaio com A. cepa.

5.3 Bioensaio com A. cepa

Considerando o experimento de contato direto, o tratamento T3 foi citotoxico em
relagdo aos demais tratamentos (Tabela 4). Os tratamentos T4, T5 e o lodo bruto
foram genotodxicos, onde se observa a relacdo da maior a quantidade de lodo com a
maior a atividade genotoxica. O potencial mutagénico foi avaliado por meio da
formacao de micronucleos e quebras cromossdémicas e os tratamentos T4, T5 e lodo

bruto apresentaram diferencgas significativas em relacédo aos demais (Tabela 4).
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Tabela 4. Média * desvio padrdo do indice mitético (IM), aberracfes mitéticas e cromossdmicas (AMC)
e de microndcleos (MN) + quebras cromossémicas (QC) em células meristematicas radiculares de A.
cepa, ap6s exposicao aos substratos de diferentes concentrages de lodo de esgoto higienizado por
contato direto e controles

Tratamentos IM AMC MN + QC
CN 129,4£4,12 13+062 0,7+0,22
CP 49,1+2,1°b 31,6+9,7°b 51+1,9°
T1 87,5+552 57+25%2 160,12
T2 73,4+ 3,62 72+28%2 3,1+04¢2
T3 79+4,5°b 30+£252 3,3+0,72
T4 74,2+5,22 29,2+8,8b 11,3+ 7,4b
T5 73,0+ 3,22 419+11,4° 18,2 + 14,3b
Lodo bruto 96,1+2,82 82,2+9,7b 76+45"b

CN: controle negativo (agua destilada); CP: colchicina (0,025%); T1: 0% de lodo de esgoto higienizado;
T2: 15% de lodo de esgoto higienizado; T3: 30% de lodo de esgoto higienizado; T4: 45% lodo de esgoto
higienizado; T5: 60% lodo de esgoto higienizado.

Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente (Kruskal-Wallis; p<0,05).

Considerando resultados com o0s substratos solubilizados, ndo foram
observadas alteracGes quanto a taxa de proliferacédo celular. Os tratamentos T3, T4,
T5 e lodo bruto foram genotdxicos em relacdo aos demais. Nenhum tratamento foi

mutagénico (Tabela 5).

Tabela 5. Média + desvio padrdao do indice mitdtico (IM), aberracbes mitéticas e cromossdmicas
(AMC) e de micronucleos (MN) + quebras cromossémicas (QC) em células meristematicas
radiculares de A. cepa, ap0ds exposicao aos substratos de diferentes concentragdes de lodo de esgoto
higienizado solubilizados e controles

Tratamentos

IM AMC MC+QC
CN 129,4+4,12 1,3+0,62 0,7+0,22
CP 49,1+2,1° 316 +9,7°b 51+1,9°
T1 83,4+ 3,0 2,0+2,72 1,7+1,5
T2 85,5+5,2 56+1,92 0,8+1,3
T3 88,7+4,8 11,8+0,9°b 46+1,3
T4 759+ 43 13,0+ 0,3b 12+14
T5 78,4+ 1,7 17,5+ 2,0b 3,7+x0,7
Lodo bruto 88,1+4,1 19,1 +1,5b 0,4+0,9

CN: controle negativo (dgua destilada); CP: colchicina (0,025%); T1: 0% de lodo de esgoto
higienizado; T2: 15% de lodo de esgoto higienizado; T3: 30% de lodo de esgoto higienizado; T4: 45%
lodo de esgoto higienizado; T5: 60% lodo de esgoto higienizado

Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente (Kruskal-Wallis; p<0,05)

As principais alteragBes observadas foram aderéncia cromoss6mica, anafases
multipolares, brotos, células multinucleadas, células poliploides, microcitos, nucleos
lobulados, nucleos periféricos e perdas e pontes cromossomicas (Figura 7; Tabelas
6e7).
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Figura 7. Principais alteragcdes mitdticas e cromossOmicas observadas em A. cepa
apoés exposicdo a diferentes concentracdes de lodo de esgoto higienizado ou lodo
bruto. (A) Aderéncia cromossémica (seta); (B) Broto nuclear (seta); (C) Perda
cromossdmica (seta); (D) Nucleos poliploides (seta); (E) Microndcleo (seta); (F)
Ncleo lobulado (seta); (G) Células binucleadas (seta); (H) Nucleo periférico (seta);
() Atraso cromossémico (seta); (H) Ponte cromossdmica (seta)

38
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Tabela 6. Média + desvio padréo das alteracdes mitéticas e cromossémicas observadas em células meristematicas radiculares de A. cepa, apds exposi¢cao aos substratos
de diferentes concentracdes de lodo de esgoto higienizado contato direto e controles

Alteracbes mitéticas e cromossdmicas

Tratamentos AC AM AT BR CM CM PC PP PTC MCT NL
CN 04+02° 00+00° 04%12° 00+00° 00£00° 00+00° 03%01° 02%01° 00+00°  00%00° 00008
cP 50+12° 65+13° 02+042 01+03° 48+20° 53+08° 39+15  40+21 03+09  00+00° 154032
T1 08+23 09+27° 024042 01+042 00+00° 09+27% 00+00%  13+10 14+18°  01+03%  00+0,0°
T2 15+112 18423 19+18  00+00° 00+00° 00+00° 00+00% 11+435  07+198  02+06° 0000
T3 00+00° 00+00° 02%042 00%00° 00+00% 11+23 02+042 08+435  02+06°  03+06° 024+0.6°
T4 03+062 00+00° 00+00° 00+00° 03+09 65+30° 32%07° 001,30 194078  50+37° 30+19°
T5 06+06° 13+31° 00+00° 02+158 01+03% 68+24> 13+298 104+10° 214062  80+08> 11,1+15
Lodobruto  54+30° 00%00° 404088 00+00° 01+033 36+14> 56445  427+220  00+160  12+£22a  42%21

CN: controle negativo (agua destilada); CP: colchicina (0,025%); T1: 0% de lodo de esgoto higienizado; T2: 15% de lodo de esgoto higienizado; T3: 30% de lodo de esgoto
higienizado; T4: 45% lodo de esgoto higienizado; T5: 60% lodo de esgoto higienizado.

AC: aderéncia cromossémica; AM: anafase multipolar, AT: atraso cromossdmico; BR: broto nuclear; C-M: C-metafase; CM: célula multinucleada PC: perda cromossémica;
PP: poliploidia; PTC: ponte cromossémica; MCT: microcito; NL: nucleo lobulado.

Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente (Kruskal-Wallis; p<0,05)
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Tabela 7. Média + desvio padrdo das alteragdes mit6ticas e cromossdmicas observadas em células meristematicas radiculares de A. cepa, apds exposi¢ao aos
substratos de diferentes concentracdes de lodo de esgoto higienizado solubilizados e controles

Tratamentos

Alteracfes mitéticas e cromossdmicas

AC AM AT BR C-M CM PC PP PTC NL NP
CN 04+022 000,02 04=*1,22 0,0+0,02 00+00 00+0,06 03+0,12 0,2+0,1* 00+0,06 00x0,02 0,0+0,02
CP 50+1,2> 65+1,3* 0,2+0,42 0,1+0,3 48+20° 53+08° 39+15° 40+21> 03+09 15+0,32 0,0+0,02
T1 0,0+0,06 00+0,06 0,4+0,12 1,1+2,128 00+00 02+04* 02+04* 01+0,3 00+00 00x00 0,0+0,02
T2 1,2+0,9* 0,0+£0,06 0,0+0,02 0,0+0,02 0,0+0,02 00+0,06 01+0,3 0,0+0,06 03+06* 000,02 40+1,0°
T3 32+0,0> 4005 0,1+0,32 12+1,48 04+062 03+06% 21+53 02+06* 03+062 00x00* 0,0+0,02
T4 1,0£0,22 50+1,0°> 2,0+0,42 0,8+1,62 0,2+0,42 0,0+00* 03+04* 33+06° 02+042 0,2+04* 0,0+£0,02
TS5 0,3+0,62 0,0+0,06 0,0+0,02 3,1+3,8° 0,0+0,06 0,1+0,3* 0,0+0,02 00+0,026 00+0,026 00+0,026 14,0%1,32
Lodo bruto 3, 7+10° 32+04P 0,0+£0,02 0,0+0,08 25+04 34+03° 03+09 00+0,0® 04+06* 00%0,06 56+0,9

CN: controle negativo (Agua destilada); CP: colchicina (0,025%); T1: 0% de lodo de esgoto higienizado; T2: 15% de lodo de esgoto higienizado; T3: 30% de lodo

de esgoto higienizado; T4: 45% lodo de esgoto higienizado; T5: 60% lodo de esgoto higienizado.

AC: aderéncia cromoss6mica; AM: anafase multipolar, AT: atraso cromossémico; BR: broto nuclear; C-M: C-metafase; CM: célula multinucleada PC: perda

cromossbmica; PP: poliploidia; PTC: ponte cromossdmica; NL: nucleo lobulado; NP: nucleo periférico.

Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente (Kruskal-Wallis; p<0,05)
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De acordo com Fernandes et al. (2007), o indice mitotico € utilizado na avaliagcao
da citotoxicidade de varios agentes quimicos que podem retardar ou bloquear
completamente a divisédo celular, podendo levar o individuo a morte.

Apenas o Tratamento T3 (contato direto) mostrou-se citotéxico apresentando
reducéo do indice mitético, podendo supor que a concentracao de contaminantes que
causaram toxicidade nessa amostra foi maior que nos demais tratamentos, visto que
o lodo de esgoto € uma material que apresenta varia¢cdes na sua constituicao.

Resultados obtidos por Bonomo (2014) mostram que amostras de lodo de
esgoto higienizado levou a inibicdo do desenvolvimento radicular de A. cepa
confirmando que esse parametro avaliado seja um forte indicativo para o
monitoramento dos niveis de poluentes ambientais. Ja& para Brossi (2008) os
resultados obtidos na avaliacdo da frequéncia do indice mitético também de A. cepa,
mostraram que as doses de lodo de esgoto ndo causaram toxicidade e ainda
promoveram um aumento na taxa mitética, verificando que este teste nao foi efetivo
para avaliar a toxicidade do solo em funcéao das doses de lodo de esgoto e que o solo
tratado ndo continha concentracéo suficiente de substancias que pudessem causar
efeito citotoxico. Esse mesmo autor atribui o efeito benéfico a presenca da matéria
organica e nutrientes que o lodo viabilizou, podendo afirmar o potencial agricola do
lodo de esgoto.

Martins et al (2016), em estudo com lodo bruto e lodo higienizado de origem
doméstica, constataram potencial fitotdxico, como inibicdo da germinacdo de
sementes e inibicado do crescimento radicular respectivamente de A. cepa. Verificaram
também que amostras de lodo solubilizado e de lodos solubilizados higienizados
apresentam potencial citotoxico, atribuindo esses efeitos ao valor elevado de
nitrogénio numa das amostras e também com o pH mais alcalino, presente no lodo
higienizado. Esses resultados relativos ao potencial fitotdxico corrobora com
Maziviero (2011) onde observou também inibicdo da germinacdo das sementes de A.
cepa apoOs exposicdo ao lodo de esgoto bruto de origem também doméstica,
possivelmente em fungcdo a elevada concentracdo de amdnia presente, exercendo
potencial téxico.

Bonomo (2014) observou alteracdes cromossémicas em células de A. cepa
guando expostas a maior dose de lodo de esgoto, mesmo mostrando o
enquadramento deste residuo nos limites preconizados pela legislagédo para todos os

parametros e poluentes avaliados. Dentre as aberracbes cromossomicas existentes
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nesse estudo foram observadas com mais frequéncia a formacdo de pontes,
igualmente para Maziviero (2011), que encontrou predominancia da formacédo de
pontes. Brossi (2008) observou a frequéncia de aberragbes cromossOmicas em
amostras tratadas com maior dose lodo de esgoto no sistema-teste A. cepa, podendo
indicar genotoxicidade dos compostos presentes nas amostras testadas. As
alteracdes mais frequentes nesse estudo foram pontes cromossémicas presentes na
anéfase e telofase. Martins et al (2016) observaram potencial genotoxico em amostras
com lodo de esgoto solubilizado, podendo verificar os efeitos de compostos toxicos
dissolvidos, constatando a presenca de pontes cromossdmicas, C-metafase e
poliploidia.

Efeito mutagénico foi observado em células meristematicas de A. cepa em
estudo com lodo de esgoto na maior dose (BROSSI, 2008). Para Maziviero (2011) foi
possivel verificar que o lodo solubilizado induziu maior mutagenicidade do que o lodo
bruto. Diante do exposto, deve-se advertir a hipotese de que a substancia mutagénica
encontra-se na fracdo sollvel, podendo apresentar potencial a contaminacdo em

razdo a mobilidade por meio da lixiviacdo e carreamento no ambiente.

Brossi (2008) mostrou que amostras tratadas com maior de dose de lodo de
esgoto foi capaz de induzir a frequéncia de micronucleos em A. cepa de modo
significativo em relagdo aos demais tratamentos, embora considerados baixos em
comparacao a outros trabalhos. O autor considerada que esse dano pode ter sido
provocado por alguma substancia presente no lodo de esgoto aplicado no solo.

O microndcleo é considerado um pequeno corpusculo composto por material
cromossOmico proveniente de cromossomo inteiro ou um fragmento cromossémico
acéntrico que nao se integrou ao novo nucleo por ndo estar unido ao fuso, ou seja,
material genético perdido pelo nucleo principal, como resultado de um dano genético
causado muitas vezes por agentes fisicos, quimicos ou biologicos (SILVA et al.,
2003). Também tem sido considerado como um biomarcador para analise de efeitos
mutagénicos promovidos por quimicos, durante o ciclo de divisdo celular, devido a
acdo de agentes clastogénicos ou aneugénicos que danificam o fuso (Leme e Marin-
Morales, 2009). Matsumoto et al. (2006) relata que a acdo clastogénica leva a
formacdo do micronucleo por meio de quebras cromossdmicas durante a divisdo
celular e a acdo aneugénica resulta na formacédo do micronucleo pela inativagdo do

fuso mitético, ocorrendo perda de cromossomos inteiros. De acordo com Grant
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(1978) e Chauhan e Sundararaman (1990) a ruptura dos cromossomos € induzida
pela acao clastogénica de produtos quimicos.

Segundo Leme e Marin-Morales (2009) aberracbes cromossOmicas estao
associadas com mudancas tanto na estrutura quanto no numero total de
cromossomos, decorrente de exposicdo a agentes fisicos ou quimicos ou podendo
ocorrer de forma espontanea. A acdo dos agentes toxicos sobre as proteinas do ciclo
celular podem resultar também em aderéncia cromossémica (AMIN, 2011). Rank e
Nielsen (1998) relata que a origem das anafases multipolares esta relacionada com
o mau funcionamento do fuso mitdtico, distribuindo os cromossomos de forma
irregular, direcionando para mais de dois polos nas células. Perdas cromossémicas
sdo derivados de problemas nos microtibulos que sdo responsaveis pela segregacao
correta dos cromossomos para as células filhas (FERNANDES, 2005).

Poliploidia estd relacionada com segregacfes anormais de cromossomos,
podendo decorrer espontaneamente ou pela acdo de um agente aneugénico
(ALBERTINI et al., 2000). As pontes anafésicas provavelmente sdo formadas pela
guebra e fusdo de cromossomos e croméatides, induzidas muitas vezes por compostos
guimicos, especialmente os metais pesados (TURKOGLU, 2006; MATSUMOTO et al,
2006). A formacdo de pontes com posterior quebra, resultando em fragmentos
acéntricos levam a formacgdo de micronucleos (LEME e MARIN-MORALES, 2008).
Segundo Fernandes et al. (2007) micronucleos que podem ser eliminados da célula,
sdo caracterizados sob a forma de pequenas porcdes citoplasmaticas, chamadas de
microcitos, que possuem reduzido contetdo nuclear. A formacao de nucleos lobulares
pode ser resultante de anafases multipolares que possuem pontes cromossémicas.
Durante a divisdo nuclear, essa instabilidade cromossGmica n&do impede que o
envoltorio nuclear se reestruture (FERNANDES, 2005).

A partir das alteragbes encontradas em células meristematicas de A. cepa,
como formacao de microndcleos e quebras cromossomicas confirmando seu efeito
mutagénico e também pelas alteracdes mitoticas e cromossémicas encontradas
também confirmando seu efeito genotoxico, pode-se presumir que as amostras de
lodo de esgoto da ETE Mulembé de origem doméstica foram capazes de causar efeito

clastogénico e aneugénico.

Comparando as amostras de lodo de esgoto contato direto com amostras de

lodo solubilizados, pode-se afirmar que a primeira apresentou efeito citotéxico,
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genotoxico e mutagénico e as de lodo solubilizado apresentou apenas efeito
genotoxico. Os resultados foram distintos, mesmo sendo amostras de lodo
provenientes da mesma ETE, podendo prever que o lodo de esgoto é um material
heterogéneo. Diante do exposto, pode-se considerar que a metodologia utilizando
lodo de esgoto solubilizado apresentou pouca sensibilidade ao analisar os efeitos
mutagénicos, considerando a hipdtese de que as substancias mutagénicas

encontram-se na fragédo do precipitado.

Apesar do tratamento sobre o lodo de esgoto para que atendesse os limites
estabelecidos pela Resolucdo do CONAMA 375/2006 quanto a andalise de metais
pesados e parametros microbiolégicos, estando apto para ser utilizado com restricbes
na agricultura, como condicionador de solo e fertilizante organico, ainda assim foi
possivel obter resultados negativos, tanto para o crescimento das mudas de cafeeiro
guanto para a resposta referente a toxicidade observada em A. cepa. A partir desses
resultados pode-se inferir que esse efeito pode estar relacionado com outros
compostos como poluentes organicos que podem apresentar efeitos sinérgicos ou
antagonicos.

Quando o lodo é tratado e processado, segundo Barbosa e Tavares Filho
(2006), obtém-se caracteristicas admissiveis para o uso agricola de forma
ambientalmente segura. No entanto, neste trabalho observou-se que os constituintes
presentes no lodo de esgoto ndo proporcionaram efeitos positivos com relacdo ao
crescimento das mudas de café e ainda ndo se pode afirmar que o seu uso pode ser
seguro ambientalmente, mediante resultados obtidos no bioensaio com A. cepa.

Enfim, mais estudos se fazem necessarios para se estipular limites seguros do
potencial téxico do lodo de esgoto, de forma ambientalmente segura, visto que seu
uso é relativamente recente e até entdo ndo se sabe qual a consequéncia dessa

pratica a longo prazo.
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6 CONCLUSAO

O lodo de esgoto da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Mulemba apresenta
niveis de metais pesados abaixo dos limites estabelecidos pela Conama, e séo

considerados adequados para a sua utilizacao na agricultura.
O uso do lodo de esgoto eleva a concentracdo de matéria organica do solo.
N&o se deve utilizar lodo de esgoto para a formacéo de mudas de café.

Ha efeito citotoxico, genotdxico e mutagénico com o uso do lodo de esgoto.
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