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RESUMO

CARNEIRO, Cristina Maria Teixeira Soares. Avaliacdo ecotoxicologica do biossélido
produzido na ETE/CEDAE/llha do Governador-RJ. 2018. 87 f. Tese (Doutorado em
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecudria). Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-
Graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Os efluentes de origem doméstica geram como residuo o lodo e sua producdo so tende a
aumentar, principalmente em paises em desenvolvimento onde ha expectativa de incremento
no saneamento basico. Este residuo, quando tratado adequadamente, transforma-se no
biossolido e seu uso para fins agricolas se apresenta como uma pratica econbmica e
ambientalmente apropriada de destinacéo final. A disposicdo deste residuo no solo, entretanto,
pode interferir negativamente na biota e impactar organismos aquaticos quando chega aos rios
e lagos. Os ensaios ecotoxicoldgicos se apresentam como uma importante ferramenta para
avaliar o0 uso seguro do biossélido para os organismos vivos. Para isso, foram realizados
ensaios envolvendo a microbiota do solo, algas, claddceros e peixes, além de invertebrados
terrestres, comominhocas, colémbolos e enquitreideos, em solos naturais (Planossolo e
Argissolo), tratados com diferentes concentracbes do biossolido produzido na
ETE/CEDAE/lIha do Governador-RJ. A microbiota do solo foi a menos sensivel ao uso do
residuo, tanto no crescimento quanto no metabolismo. No ambiente aquatico, as algas
(Raphidoceles subcaptada) apresentaram maior sensibilidade com CEsp de 12,7% e 8,87 %,
seguidas por cladoceros (Daphnia magna), com CEsy de 32,0% e 17,9% e peixes (Danio
rerio) com ClLsy de 42,7 % e 38,9%, em Planossolo e Argissolo respectivamente. As sementes
de alface (Lactuca sativa) apresentaram reducdo de 50% na germinacdo em concentracfes de
36,1% de biossélido em Planossolo e 29,5 % em Argissolo. Nos invertebrados terrestres
foram realizados testes de fuga e reproducédo. Os resultados dos ensaios de fuga foram: CExsy
de 33,8% e 33,5% para colémbolos e 48,03 % e 33,82% para minhocas em Planossolo e
Argissolo. Os organismos da espécie Folsomia candida apresentaram-se ligeiramente mais
sensiveis do que as minhocas. Nos ensaios de reproducdo, a CEsp foi de 20,8% em
colémbolos nos dois tipos de solo e 22,82% e 20,77% nos enquitreideos em Planossolo e
Argissolo. As concentragfes que causam danos foram superiores aquelas utilizadas como
fertilizante. E necessario, entretanto, atencdo em relacio a periodicidade do tratamento, ao uso
do biossélido como substrato e ao seu armazenamento para evitar que chegue aos recursos
hidricos.

Palavras-chave: Toxicidade de misturas. Elutriato. Biossolido. Lodo.



ABSTRACT

CARNEIRO, Cristina Maria Teixeira Soares. Ecotoxicological evaluation biosolid
produced at ETE/CEDAE/lIlha do Governador-RJ. 2018. 87p. Thesis. (Doctorate in
Science, Technology and Innovation in Agriculture). Pro-Reitoria de Pesquisa e Poés-
Graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

The production of sludge created by domestic residues tends to grow mainly in developing
countries, whre there is the expectation of an increase in basic sanitation. This residue when
treated adequately, that is turned into biosolid and used in agriculture, shows as an economic
practice as well as environmentally appropriate manner to final destination. Ecotoxicological
essays are an important tool to evaluate the biosolid safety usage by living organisms.
Therefore, essays on soil microbiota, algae, cladocerans, fish, and also earthworms, springtails
(Collembola) and Enchytraeids in natural soils (Planosol and Ultisol), treated with different
concentrations of biosolid produced at ETE/CEDAE/Ilha do Governador-RJ, were performed.
The soil microbiota was the less sensitive to the residue use, in growing and in the
metabolism. In aquatic environment, algae (Raphidoceles subcapitata) showed higher
sensitivity with 12,7% e 8,87% ECs, followed by cladocerans (Daphnia magna) with 32,0%
and 17,9% ECsxg and fish (Danio rerio) with 42,7% and 38,9% LCso, in a Planosol and Ultisol
respectively. Lettuce seeds (Lactuca sativa) showed a 50% reduction in germination in 36,1%
(in Planosol) and 29,5% (in Ultisol) concentration of biosolid. Escape and reproduction tests
on earth invertebrates were performed, escape results showing 33,8% and 33,5% ECs, for
Collembola and 48,03% and 33,82% for earthworms, being Folsomia candida organisms
more sensitive than the earthworms, while reproduction essays showed 20,8% ECsp in both
types of soilfor Collembola and 22,82% and 20,77% for Enchytraeids, in Planosol and
Ultisol. Concentrations that cause damage are higher than those used as fertilizer. One should,
though, pay attention to the treatment periodicity, the use of biosolid as substrate and its
storage, to prevent it from reaching hydric resources.

Keywords: Mixtures toxicity. Elutriate. Biosolid. Sludge.



RESUMEN AMPLIADO

CARNEIRO, Cristina Maria Teixeira Soares. Evaluacion ecotoxicoldgica del biosélido
producido en la ETE/CEDAE/Isla del Gobernador-RJ. 2018. 87f. Tesis (Doctorado en
Ciencia, Tecnologia y Innovacién en Agropecuaria). Prd-Reitoria de Pesquisa e Pds-
Graduacao, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

1 Introduccion

La urbanizacion y el crecimiento demogréafico, aliados a la creciente demanda por
bienes de consumo, provocan un aumento en el volumen de efluentes de origen doméstico e
industrial. Estos efluentes son tratados en estaciones y generan como residuo el lodo.
Actualmente, los principales destinos del residuo son los vertederos, la incineracion y la
aplicacion en la agricultura. La incineracion es una practica muy cara y ambientalmente no
deseada debido a los impactos a ella agregados. En los rellenos, el espacio ocupado por el
lodo reduce su tiempo de vida util. El residuo proveniente de estaciones de tratamiento puede
transformarse en biosolido y su uso con fines agricolas se presenta como la practica mas
apropiada de destino final.En el Hemisferio Norte, el uso de bios6lidos en sistemas
agroforestales ya es una realidad desde hace méas de cuarenta afios y la prohibicién de la
disposicién oceanica de lodos contribuyo para el aumento de su uso como fertilizante.

AUn hoy, en el pais, hay controversia en las definiciones de los términos lodo y
biosdlido. La eleccién del término no es s6lo una cuestion de semantica. El término biosolido
paso a ser utilizado con el objetivo de negar la nocién peyorativa implicita en el término lodo,
promoviendo asi un nuevo concepto, de un residuo que puede ser reutilizado con beneficios
econdémicos y ambientales. En los paises desarrollados, el uso de residuos organicos como
producto fue intenso y solo recientemente las preocupaciones con los impactos negativos se
tornaron prioritarios como temas de investigacion. Brasil deberia realizar trayectoria inversa,
comprometiéndose, en primer lugar, con investigaciones que aseguren el uso seguro tanto
para la salud y para la biota antes de ampliar su utilizacion. La transformacién de residuo
(lodo) en producto (biosolido) no debe traer solo ganancias economicas a los sectores
involucrados, sino la garantia de que los riesgos de uso son inexpresivos. La disposicion del
lodo en el suelo interfiere en la biota y, cuando llega a los cuerpos hidricos, provoca
alteraciones en las comunidades acuaticas. Asi, se hace necesario un estudio que involucra a
organismos representantes de ecosistemas terrestres y acuaticos para que se pueda tener
claridad sobre los cambios ambientales provocados por el uso agricola de este residuo.

Los ensayos ecotoxicolégicos consisten en someter organismos a diferentes
concentraciones de un contaminante o muestra ambiental con el objetivo de verificar aquellas
que causan dafios, sea letalidad o reduccion en sus actividades bioldgicas y, a partir de estos
datos, calcular las concentraciones seguras para uso. Estos ensayos siguen normas de
aplicacion de la Organizacion Internacional para la Estandarizacion (ISO) y la Asociacion
Brasilefia de Normas Técnicas (ABNT), lo que permite la estandarizacion de la metodologia.
Los resultados nos permitieron seleccionar los ensayos méas adecuados para la evaluacion de
riesgo ambiental involucrando la disposicion y el almacenamiento de este residuo, asi como
propuestas para que estas técnicas puedan ser ejecutadas con seguridad no sélo para la salud
del hombre, sino también asegurando la sostenibilidad de las mismas comunidades bioticas.



2 Material y Métodos
2.1 Obtencion del biosélido y preparacion de muestras

El biosolido utilizado en los ensayos es proveniente de la ETE de la Isla del
Gobernador-RJ. El biosolido presenta valores referentes a metales pesados y patdgenos
inferiores aquellos preconizados por el CONAMA 375/2006 siendo caracterizado como clase
A. Después de tamizado (malla de 2 mm), fue aplicado al suelo artificial tropical (SAT) o
natural en diferentes concentraciones y constituyo el sustrato para las pruebas de toxicidad. El
suelo artificial tropical es refrendado por la norma NBR ISO 15537 (ABNT, 2007) esta
compuesto por 5% de fibra de coco, 22,5% de caolin y 72,5% de arena. Se utilizaron en los
ensayos dos tipos de suelo natural: arenoso (Planosuelo) y arcilloso (Arcisuelo), oriundos del
Campo Experimental de la Embrapa Agrobiologia, en Seropédica - RJ. El suelo utilizado fue
retirado de la capa superficial con el objetivo de simular el proceso de fertilizacion en areas
agricolas. Planosolo y Argissolo son muy comunes en el estado de Rio de Janeiro. Todas las
pruebas con organismos acuaticos se realizaron a partir del elutriato, donde los dos tipos de
suelo seco con concentraciones crecientes de biosolido se mezclaron con el agua de dilucion
en la proporcién 1: 4 segun las indicaciones de la norma NBR15469 (ABNT, 2015).

2.2 Ecotoxicologia Terrestre

Los ensayos realizados en el Laboratorio de Fauna del Suelo de la Embrapa
Agrobiologia fueron mantenidos en condiciones especificas de temperatura (20°C + 2°C), con
simulacion de fotoperiodo de 16:8 h (luz: oscuridad), y humedad del material de 60% de la
capacidad de campo. El disefio experimental adoptado fue totalmente aleatorizado con cinco
repeticiones. Los ensayos de letalidad fueron concomitantes con los ensayos de reproduccion
para E. crypticus e F.candida.

2.2.1 Ensayos de fuga

Fueron realizadas las pruebas de fuga con lombrices de la especie Eisenia andrei,
basados en las normas I1SO 17512-1 NBR ISO 17512-1 (ABNT, 2011) y colémbolos de la
especie Folsomia candida, segun las indicaciones de Natal da Luz (2009).

a. Eisenia andrei

Los adultos de las lombrices se mantuvieron en estiércol bovino curtido hasta
producir huevos aislados para eclosion, obteniéndose asi juveniles con la misma edad
(sincronizados) que sirven como organismos de prueba después de dos meses de edad, cuando
estan cliliados. En el inicio del ensayo, los recipientes se dividen en dos secciones verticales
idénticas con la ayuda de una placa de plastico o metal y se rellenan con suelo hasta la altura
de aproximadamente 60 mm. Una de las partes se llena con el suelo de prueba y la otra con el
suelo control (sin contaminante). Una vez completadas las secciones, se quita el separador y
se colocan 10 lombrices clavados en la linea de separacion. Se montan cinco réplicas por
concentracion. Hay todavia el control donde las dos secciones se llenan con el suelo sin
contaminante también llamado de doble test.. Las concentraciones de biosdlido utilizadas
fueron: 15, 30, 45, 60 y 75%. Los animales no se alimentan durante la prueba que dura 48hs.
Después del final de este periodo, los divisores se insertan de nuevo, y la tierra de cada una de
las secciones se retira, contando las lombrices que estaban en cada seccién.



b. Folsomia candida

Los adultos fueron mantenidos en medio solido de carbdn activado y yeso, en la
proporcion 1: 5. Los huevos fueron retirados y, entre 8 y 10 dias, eclosionaron a los juveniles
que fueron usados en la prueba entre el 10° y 12° dia después del nacimiento (ensayo
sincronizado). La prueba seque el mismo principio del ensayo de fuga con lombrices. Tiene
una duracién de 48 horas, 50 g de suelo en cada unidad experimental. Las concentraciones del
biosolido fueron: 6,25; 12,5; 25; 37,5; 50, ademas del control, con 5 réplicas por tratamiento y
10 organismos en cada réplica. Al final de la prueba, cada una de las partes del suelo se separa
en un recipiente transparente y se afiade agua para que los organismos flotan y puedan ser
contados.

2.2.2 Ensayos de reproduccion
a. Folsomia candida. NBR I1SO 11267 (ABNT, 2011)

Este ensayo consiste en exponer los juveniles al suelo mas con diferentes
concentraciones del contaminante, comparando la tasa de reproduccion con la del control. Los
organismos fueron colocados en 30g de suelo hidratado en frascos con tapa de rosca y
mantenidos durante 28 dias en la BOD. En cada frasco se colocaron 10 organismos, con
edades variando entre 10 y 12 dias (ensayo sincronizado). Las concentraciones del
contaminante fueron: 6,25; 12,5; 25; 37,5 y 50% con 5 réplicas para cada unidad
experimental. Cada semana fueron alimentados con levadura seca granulada y la humedad del
suelo fue ajustada Después de 21 dias, el contenido de los frascos fue transferido a un
recipiente de pléastico transparente, afiadiendo agua y tres gotas de tinta azul de sello para
facilitar la visualizacion. Los adultos fueron contados, determindndose la letalidad, y los
juveniles fueron fotografiados y contados posteriormente con el programa "Image Toll 3,0".

b. Enchytraeus crypticus. NBR16387 (ABNT, 2012)

La evaluacion de la inhibicion de la reproduccion sigue el mismo principio de la
realizada con los colémbolos, comparando la reproduccion en los diferentes tratamientos con
la del control. Los enquitreideos se mantuvieron en medio de cultivo en placas de Petri en la
BOD hasta llegar a ser adultos (clillados). Diez individuos fueron colocados en frascos
transparentes con tapa de rosca y 30 g de suelo con concentraciones de contaminante de: 6,25;
12,5; 25; 37,5 y 50% con 5 réplicas por tratamiento y control durante 21 dias. La alimentacién
(harina de avena) fue administrada cada 7 dias, cuando la humedad del suelo fue ajustada para
mantener la hidratacion original. Al final del ensayo, después de verter en cada frasco alcohol
70% hasta cubrir todo el suelo, se afiadio colorante rosa de bengala en 1% de etanol (5 gotas).
Después de 48 horas, todos los organismos ya estaban coloreados, fueron triados en agua
destilada en un tamiz de 1 mm y colocados en placas de Petri, siendo contados con el auxilio
de un microscopio esteroscopico.

2.2.3 Ensayo de letalidad - Eisenia andrei. ISO 15537 (ABNT, 2014)

El ensayo consiste en la exposicion de las lombrices adultas a diferentes
concentraciones de contaminantes. La letalidad debe ser registrada en el 7° y en los 14 dias,
siendo el organismo considerado muerto cuando no responde el estimulo mecanico provocado
por una pinza en la parte anterior del cuerpo. Cada unidad experimental contenia 500 g de
suelo arenoso o arcilloso con diferentes concentraciones del contaminante: 15; 30; 45; 60 y
75% vy 4 réplicas por tratamiento. Los organismos utilizados (10 en cada replica) fueron
adultos que pesa entre 300 y 600 mg no fueron alimentados durante el ensayo.



2.2.4 Ensayo de inhibicion de germinacion de semillas. NBR 1SO 11269 (ABNT, 2014)

El ensayo fue conducido utilizando dos tipos de semillas: de lechuga (Lactuca sativa)
y de la leguminosa arbérea Mimosa caesalpiniifolia, conocida vulgarmente como sabid o
sansén del campo. Se evaluaron los efectos de diferentes concentraciones del biosolido
agregado al Arcisuelo y al Planosuelo sobre la germinacion de semillas , el tamafio del
hipocotilo y la raiz. El delineamiento experimental utilizado fue completamente casualizado y
la viabilidad de las semillas evaluada (BRASIL, 1992).

a. Lactuca sativa

Las pruebas de germinacién con Lactuca sativa variedad Regina se realizaron con 5
sub muestras de 20 semillas distribuidas en cajas plasticas del tipo gerbox, midiendo 11x11
cm. En cada caja se afiadieron las semillas sobre 150 g de sustrato compuesto de suelo méas de
diferentes concentraciones (12,5, 25, 37,5, 50, 62,5) de biosolido e hidratados. A
continuacion, las cajas se colocaron en BOD a 25 ° C + 2 y fotoperiodo de 12 horas. Alos 7 y
10 dias se realiz6 una evaluacion del nimero de plantulas que emergieron, asi como los
tamafios de hipocétilo y raiz.

b. Mimosa caesalpiniifolia

En las pruebas de germinacion con Mimosa caesalpiniifolia, antes del inicio del
ensayo se realizo la prueba de viabilidad con las semillas (BRASIL, 1992), recolectadas en
agosto de 2015 en el area experimental de EMBRAPA. Las semillas fueron tratadas con &cido
sulfurico 95% PA durante 10 minutos para romperse de adormecimiento y luego lavadas en
agua corriente. Veinte y cinco semillas fueron distribuidas en cajas plasticas del tipo gerbox,
midiendo 11x11 cm con 4 réplicas para cada tratamiento. (12,5, 25, 37,5, 50) de biosoélido e
hidratados. A continuacion, las cajas se colocaron en BOD a 30 ° C * 2 y fotoperiodo de 12
horas. A los siete y 10 dias se realizé una evaluacién del nimero de plantulas que emergieron,
asi como los tamafios de hipocétilo y raiz.

2.2.5 Evaluacién de la densidad microbiana

Arcisuelo y Planosuelo fueron tratados con dosis de 0, 25, 50 y 75 y 100% del
biosolido y 1% de glucosa vy, a intervalos de 0, 7, 14 y 21 dias se realizaron los recuentos.
Cada muestra fue homogenizada en solucion salina (0,9%) y se realizaron diluciones seriadas
hasta 10 -6 e inoculadas por la técnica de dispersion en superficie (Spread Plate). Los medios
de cultivo utilizados fueron: agar patrén de recuento (PCA) maés el anti-fingico Nistatina para
el crecimiento de bacterias y Sabouraud mas el antibiotico Amoxicilina para el crecimiento de
los hongos. Se utilizaron triplicados para cada dilucién, 3 diluciones por tratamiento e
incubadas a 28 °C durante 48h (bacterias) y 72 horas (hongos). Después del crecimiento,
fueron seleccionadas las placas conteniendo entre 30 y 300 colonias y contadas utilizando el
contador de colonias. EI numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de la muestra se
calcul6 utilizando la siguiente formula:

UFC / mL = namero de colonias x factor de dilucién x 10 y el resultado se expresé en UFC /
g de sustrato / suelo seco.



2.2.6 Ensayos respirométricos

El ensayo respirométrico consiste en un sistema de circulacion de aire exento de CO,
impulsado por un compresor, garantizando el paso constante de O,. En una de las caAmaras
(Kitassato) se coloca el suelo control o el suelo con la adicion de diferentes concentraciones
del contaminante y en la otra (frasco lavador de gases) la solucién de Na OH 0,5M absorbente
de CO.,. El gas carbonico desprendido de la actividad microbiana es recogido en esa segunda
camara, conteniendo solucion de Na OH de concentracion y volumenes conocido. En
intervalos periddicos la solucion es removida y el Na OH residual determinado por la
titulacién con acido Se retira una alicuota de 5 mL de la solucién de Na OH que capturd el gas
liberado por los microorganismos del suelo, se afiade 1 mL de BaCl,, 10 de acuerdo con los
resultados obtenidos en el presente estudio, se observé un aumento en la concentracién de la
sustancia en el suelo. como se ha consumido por reaccionar con el CO; producido Yy, por
equivalencia, se calcula la cantidad de CO,, La cantidad de CO, desprendido se calcula
mediante la formula : mg CO, = (C-X) x M x E x 10 siendo: C = Volumen gastado en la
titulacion del blanco X = Volumen gastado en la titulacion del tratamiento M = Concentracion
del acido E = Equivalentes de CO, (= 22) 10 = correccion del volumen titulad. La diferencia
entre el valor de CO; desprendido en el control y en los tratamientos indica alteraciones
metabdlicas provenientes de la aplicacion de la sustancia tes en la microbiota del suelo. Se
utilizaron las concentraciones de 25, 50, 75 y 100% de biosélido y 1% de glucosa, en
triplicada en frascos conteniendo 40 g de suelo.

2.3 Ecotoxicologia acuatica
a. Raphidocelis subcaptada. NBR 1SO 12648 (ABNT, 2011)

El ensayo de inhibicion de crecimiento algal dur6 96 horas, el elaborado fue preparado
con medio de cultivo y el indculo fue utilizado a partir de la cultura en fase exponencial de
crecimiento. Las concentraciones de prueba fueron: 6,25; 12,5; 25; 37,5 y 50% de biosoélido
en el elutriato mas el control, con 3 réplicas por unidad experimental. La temperatura se
mantuvo en 25 £ 2 °C y la iluminacion continua, mayor de 4.500 luxes. Con la ayuda de una
pipeta estéril 3 ml del indculo con biomasa algal = 40 x104 / ml se transfirié a frascos que
contenian 27 ml del elutriato, originando una concentracion inicial de células en cada
recipiente de prueba = 4 x 10* Calculo docrescimento algal: C = Nf-No / T donde: Nf =
numero final de organismos;NO = numero inicial de organismos; y T = intervalo de tiempo.
Inhibicion de crecimiento algal: | = Cc - Ct/ Cc x 100 donde: Cc = crecimiento en el control;
y Ct = crecimiento en las soluciones de prueba.

b. Daphnia magna. NBR 1SO 12713 (ABNT, 2016)

El ensayo se realizd con elutriato utilizando agua mineral, donde los organismos se
encontraban cultivados y aclimatados como agua de dilucion el periodo de exposicién fue de
48 horas y el efecto observado inmovilidad. Las concentraciones probadas fueron 12,5; 25;
37,5; 50 y 62%, ademas del control. Se utilizaron cuatro réplicas por tratamiento con 5
organismos en cada una de ellas. La temperatura durante el ensayo se mantuvo en 20 +2 °Cy
fotoperiodo de 12 horas.

c. Danio rerio. NBR 1SO 15088 (ABNT, 2016)

El ensayo utilizado fue de 48 horas. Las concentraciones probadas fueron: 12,5; 25;
37,5 50 y 62%% ademéas del control con 1 réplica por tratamiento. En cada unidad
experimental se colocaron 10 organismos adultos, con un tamarfio que oscilaba entre 10 y 30
mm. La temperatura durante el ensayo fue de 25 + 2 °C y el fotoperiodo de 12 horas. Los



animales no fueron alimentados durante el ensayo. En el momento de la prueba, se midieron
cada 24 horas, temperatura, pH, conductividad, OD (oxigeno), salinidad y turbidez.

2.4 Analisis de los datos

Fueron determinados los siguientes pardmetros ecotoxicolégicos:

CLx (concentracion en que X% de mortalidad)

-CEXx (concentracion efectiva en que X% de los organismos presentan un patron de
fuga, reduccion de crecimiento o reproduccion).

2.4.1 Ensayos de fuga

Los resultados fueron analizados por el teste exacto de Fisher (ZAR, 1996) y los
porcentuales de fuga permitieron la obtencion de las CEs de fuga, a través del procesamiento
de los datos en el programa ProProbit 1.63 (SAKUMA, 1998).

2.4.2 Ensayos cronicos

Los valores de reproduccion, u otra respuesta fisioldgica de los organismos, fueron
usados para la obtencion de las concentraciones efectivas que inhiben tal capacidad. Fue
realizado un andlisis de variancia (ANOVA) y se sigui6 para la comparacion maltiple, el test
de Dunnett (p<0,05), con las herramientas contenidas en el STATISTICA, version 7.0.

2.4.3 Ensayos agudos

La evaluacion de los ensayos de letalidad se basé en la obtencion de las
concentraciones letales (CLs) para los organismos testados a partir de la mortalidad
encontrada. Para el ensayo con las plantas, el nimero de semillas germinadas permitio los
calculos. Fue utilizado el programa PriProbit 1.63 (SAKUMA, 1998) para el analisis de los
resultados.

3. Resultados y Discusion
3.1 Ensayos de fuga
a. Eisenia andrei

Los resultados de los ensayos de fuga para Eisenia andrei, en Arcisuelo y en
Planosuelo, revelan que hay concentraciones del residuo que promueven la transferencia de
los organismos al suelo control, evitando el contaminante. En el control absoluto (dual test)
las lombrices se distribuyeron de forma similar: 48/52 en el suelo arenoso y 46/54 en el suelo
arcilloso, obedeciendo asi los criterios para la validacion del test. En el suelo arcilloso la CEg
fue de 22,08% y CEsp 33,82% Y en el arenoso la CE1o 32,5 y CEsp 48,03.Los porcentajes de
fuga fueron estadisticamente significativos, para los dos suelos, demostrando toxicidad del
residuo, ligeramente superior para el suelo arcilloso.

b. Folsomia candida

En el doble test los colémbolos se distribuyeron de forma semejante: 50/48 en el suelo
arenoso y 54/46 en el suelo arcilloso, obedeciendo asi los criterios para validacion del test. En
el suelo arcilloso la CE;o obtenida fue del 7,41% y CEsp 33,87% Yy en el arenoso la CEy 17,88
y CEsg 33,5 demostrando mayor toxicidad cuando el residuo se afiade al Argissolo. Los
porcentajes de fuga demuestran toxicidad del residuo, ligeramente superior para el suelo
arcilloso. Folsomia candida presenté mayor sensibilidad al residuo que las lombrices de la
especie Eisenia andrei.



3.2 Ensayos de reproduccién
a. Folsomia candida

La mortalidad observada en el control de los suelos naturales y en el SAT no superd el
20% vy la reproduccion media fue superior a 100 en el SAT, atendiendo asi a los criterios
protocolados para la validacion de los resultados. Algunas concentraciones afectaron la
integridad de los organismos provocando letalidad tanto en suelo arenoso como en suelo
arcilloso. En los dos tipos de suelo, la concentracion mas baja (6,25%) provoco incremento en
la reproduccién, con el namero medio de juveniles mayor que el observado en el control, lo
que puede ser explicado por el aporte de nutrientes presentes en el biosolido y la
concentracion relativamente baja de sustancias toxicas. En esta concentracién, sin embargo,
ya se observa letalidad de los adultos después de 21 dias. En todas las otras concentraciones
probadas, en los dos suelos naturales, el residuo promovi6 inhibicién de la reproduccién con
nimero medio de juveniles inferior al control. En las concentraciones superiores al 25% en
ambos suelos se observd inhibicion de la reproduccion en valores que corresponden a
reducciones > 20% siendo consideradas estadisticamente diferentes del control.

b. Enchytraeus crypticus

Solo en el argisuelo se observd un incremento en la reproduccion, en la concentracion
del 6,25%. En todas las otras concentraciones probadas, el residuo promovi6 inhibicion de la
reproduccion con numero medio de juveniles inferior al control. En las concentraciones
superiores a 12,5 en ambos suelos, se observé inhibicion de la reproduccién en valores que
corresponden a reducciones > 20% siendo consideradas estadisticamente diferentes del
control.

3.3 Ensayo de letalidad

En los ensayos de toxicidad aguda para evaluar la letalidad, no hubo una mortalidad
superior al 10% en los controles de suelos naturales asi como en ninguna de las
concentraciones evaluadas: 15, 30, 45, 50 y 75% de biosélido durante 14 dias.

3.4 Ensayo de inhibicidén de germinacion de semillas

Las semillas de Lactuca sativa demostraron mayor sensibilidad en comparaciéon con
las semillas de Mimosa caesalpiniifolia al uso del biosélido en los ensayos de germinacion.
La primera presenta CEs, de 36,1 para Planosuelo y 29,5 para Arcisuelo y la segunda CEs de
68,4 para Planosuelo y 71,2 para Arcisuelo.

3.5 Evaluacién de la densidad microbiana

No hubo cambios en la densidad de bacterias en ninguna de las dosis evaluadas y en
los hongos hubo un incremento en la dosis de 50% de biosélido tanto para el Planosuelo y
para el Arcisuelo. Las bacterias y los hongos respondieron positivamente al tratamiento con
glucosa, lo que indica la presencia de los organismos en los suelos naturales, asi como su
capacidad de crecimiento cuando se trata con una sustancia rica en C.

3.6 Ensaios respirométricos

En cuanto al metabolismo microbiano tampoco se observaron cambios
estadisticamente significativos en la liberacion de CO; en las diferentes dosis evaluadas, lo
que demuestra poca sensibilidad de los ensayos con microorganismos del suelo a la adicion
del biosélido.



3.7 Ensayo de inhibicién de crecimiento algal

Las pruebas en organismos acuaticos demuestran toxicidad decreciente a lo largo de la
cadena trofica. En las algas Raphidoceles subcaptada, el impacto causado por el lixiviado del
suelo, alterando la transparencia del agua, causa impacto mayor que el biosélido, con
reduccion de inhibicion de crecimiento mas intensa en el argisuelo, donde la turbidez es
mayor. As CEs, fueran de 12,7% para Planosuelo y 8,8% para Arcisuelo.

3.8 Ensayo de inmobilidad con Daphnia magna

En los ensayos de inmovilidad con cladoceros zooplancténicos Daphnia magna se
observo una relacion dosis - efecto negativo para el biosélido, con diferencias significativas
entre los dos suelos naturales com CE50 de 32% para Planosuelo y 17,9 % para Arcisuelo.

3.9 Ensaio de letalidad con Danio rerio

Los peces demostraron menor sensibilidad al uso del residuo y a las diferencias entre
los suelos con CLs de 42,7% en suelo arenoso y 38,9% em suelo arcilloso.

4. Conclusiones

El biosélido producido en la ETE / CEDAE / Isla del Gobernador-RJ no es inocuo a
los organismos evaluados, presentando toxicidad variable, principalmente en los ensayos
cronicos.

Los efectos crénicos, aunque no letales, pueden comprometer las funciones de habitat
de los organismos, causando dafios, no solo la especie, sino también el ambiente.

Para la indicacion de la concentracion maxima de biosélido como fertilizante con
seguridad para toda la biota, este estudio propone los valores del 4,69%, para el Arcisueloloy
del 4,85% para el Planosuelo, resultando una recomendacién de 42,2 y 43,6 t/ha™ para
Arcisuelo y Planosuelo respectivamente.

Este valor es superior a aquel en que el biosélido se utiliza como fertilizante para la
mayoria de los cultivos en el estado de Rio de Janeiro y esta indicado para este uso.

Como las funciones de retencion del residuo en el suelo no fueron contempladas en
este estudio, hay necesidad de mayores informaciones sobre la periodicidad del tratamiento.

Los cuidados especiales se deben tomar cuando el biosolido se utiliza como sustrato
para areas de revegetacion sin ninguna dilucion o cuando se almacena cerca de los
ecosistemas acuéticos.

No es posible establecer un estandar para la disposicion del residuo en el suelo, ya que
se observaron diferencias de toxicidad entre los suelos naturales estudiados. Asi, una
evaluacion ecotoxicoldgica se indica para cada suelo y residuo utilizado.

Los ensayos sugeridos considerando sensibilidad de los organismos, tiempo,
disponibilidad de recursos y generacion de residuos son: Daphnia magna (inmovilidad),
Lactuca sativa (germinacion de semillas) y Folsomia candida (fuga, reproduccion y letalidad).

Palabras clave: Toxidad de las mezclas. Biosélido. Ecotoxicologia. Lodo.
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1 INTRODUCAO

A urbanizacao e o crescimento demografico, aliados a crescente demanda por bens de
consumo provocam um aumento no volume de efluentes de origem domeéstica e industrial.
Estes efluentes sdo tratados em estacGes e geram como residuo o lodo. Devido ao grande
volume gerado, o destino deste residuo preocupa 6rgaos ambientais, legisladores e empresas
de tratamento do esgoto. H& uma expectativa do crescimento da producdo de lodo,
principalmente nos paises em desenvolvimento devido ao aumentoprogressivo da capacidade
de tratamento de esgotos urbanos. Atualmente, os principais destinos do residuo proveniente
de estacOes de tratamento de efluentes sdo os aterros, a incineragdo e a aplicacdo na
agricultura. A incineracdo € uma pratica muito cara e ambientalmente indesejada devido aos
impactos a ela agregados. Nos aterros, oespa¢o ocupado pelo lodo reduz seu tempo de vida
atil. O residuo proveniente de estacdes de tratamento pode ser transformado em biossélido e
seu uso para fins agricolas se apresenta como a pratica mais apropriada de destinacéo final.

A utilizacdo de dejetos humanos “in natura” na agricultura ¢ uma pratica desde a
antiguidade, sendo usada no ocidente desde o século XIX. A partir do século XX, adquiriu
caréater cientifico e, na década de setenta, houve um incremento de pesquisas, gerando maior
conhecimento sobre o processo de tratamento de lodos e suas aplicacBes. No Hemisfério
Norte, 0 uso de biossélidos em sistemas agroflorestais ja € uma realidade ha mais de quarenta
anos e a proibicdo da disposicdo oceanica de lodos contribuiu para o aumento de seu uso
como fertilizante. No Brasil, Bettiol e Carvalho (1982), foram pioneiros na publicacéo de
trabalhos sobre o uso agricola de lodos.

Ainda hoje h4, no pais, controvérsia nas defini¢des dos termos lodo e biossolido. A
escolha do termo ndo é apenas uma questdo de semantica, mas depende da visdo e dos
conceitos de profissionais da area. O termo biossélido passou a ser usado na década de oitenta
com o objetivo de negar a nocdo pejorativa implicita no termo lodo, promovendo assim um
novo conceito, de um residuo que pode ser reutilizado com beneficios econémicos e
ambientais. Nos paises desenvolvidos, o uso de residuos organicos como produto foi intenso e
sO recentemente as preocupacdes com 0s impactos negativos tornaram-se prioritarios como
temas de pesquisa. O Brasil, apesar da tendéncia de seguir o mesmo caminho, deveria realizar
trajetdria inversa, comprometendo-se, em primeiro lugar, com pesquisas que assegurem 0 Uso
seguro tanto para a salde quanto para a biota antes de ampliar sua utilizacdo. A transformacao
de residuo (lodo) em produto (biossolido) ndo deve trazer apenas ganhos econdmicos aos
setores envolvidos, mas a garantia de que 0s riscos de uso sdo inexpressivos. Além da
preocupacgdo com a salde humana, existe também a preocupacdo ambiental. A disposi¢do do
lodo no solo interfere na biota e, quando chega aos corpos hidricos, provoca alteracGes nas
comunidades aquaticas. Assim, torna-se necessario um estudo envolvendo organismos
representantes de ecossistemas terrestres e aquaticos para que se possa ter clareza sobre as
alteracGes ambientais provocadas pelo uso agricola deste residuo.

Ensaios ecotoxicoldgicos consistem em submeter organismos a diferentes
concentracfes de um poluente ou amostra ambiental com o objetivo de verificar aquelas que
causam danos, seja letalidade ou reducdo em suas atividades bioldgicas e, a partir destes
dados, calcular as concentracfes seguras para uso. Estes ensaios seguem normas de execucdo
da Organizacdo Internacional para Padronizagdo (ISO) e Associagdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), o que permite a padronizacdo da metodologia. O uso destes ensaios para
uma avaliacdo ambiental apresenta inUmeras vantagens. Permite comparages entre resultados
obtidos em diferentes centros de pesquisa e regides; tem boa aceitacdo para estabelecer
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padrdes de lancamento e uso, principalmente para os Orgdos ambientais e facilita a
fiscalizacdo, garantindo a sustentabilidade do processo.

Com o objetivo de identificar o risco ambiental associado a disposi¢do do biossélido
produzido na Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) — Ilha do Governador/RJ (ETIG) no
solo assim como o aquele derivado de seu armazenamento foram realizados ensaios
ecotoxicolégicos agudos e cronicos. Estes ensaios envolveram organismos aquéaticos de trés
niveis troficos: algas unicelulares (Raphidocelis subcaptada), cladéceros (Daphnia magna) e
peixes (Danio rerio); organismos terrestres: anelideos (Eisenia andrei e Enchytraeus
crypticus), colémbolos (Folsomia candida) e sementes de Latuca sativa e Mimosa
caesalpiniifolia. Também foram realizados ensaios com a microbiota do solo, avaliando
alteracGes em sua densidade através de cultura e contagem de col6nias e em seu metabolismo
(através de ensaios respirométricos).

Para avaliar a existéncia de variacdo de toxicidade em diferentes tipos de solo foram
utilizados dois tipos de solo: Planossolo e Argissolo. Os resultados nos permitiram selecionar
0s ensaios mais adequados para a avaliacdo de risco ambiental envolvendo a disposicéo e o
armazenamento deste residuo, assim como propostas para que estas técnicas possam ser
executadas com seguranca ndo sO para a saude do homem, mas também garantindo a
sustentabilidade das comunidades bidticas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obtencéo e Uso

A reciclagem agricola como disposicdo final do lodo de esgoto se desenvolveu no
inicio do século XX, porém somente nos anos 1970 houve um incremento nas pesquisas. As
lagoas de estabilizacdo séo os sistemas de tratamento bioldgico mais usados no Brasil e geram
grande quantidade de residuo que se acumula nos patios. De acordo com Norma Brasileira
NBR 12.209 (ABNT, 2011), estacdo de Tratamento de Esgotos (ETE) é constituida por um
conjunto de unidades de tratamento, com a finalidade de reduzir as cargaspoluidoras do
esgoto sanitario para que esse efluente possa serencaminhado a um corpo receptor
minimizando os impactos ambientais. Quaisquer que sejam 0S processos de tratamento
utilizados, uma ETE gera residuos, cujo destino, segundo a norma, é de responsabilidade da
empresa geradora. O termo lododesigna solidos gerados durante o processo de tratamento de
esgotos antes do tratamento adequado a disposicdo final, e biossélido designa olodo
decorrente do tratamento adequado a uma possivel utilizacdo, ressaltando assim 0s seus
aspectos benéficos e valorizando a utilizagdo produtiva em comparacao sua disposicao final
em aterro sanitario (ANDREOLLLI, 2006).

O lodo é o subproduto obtido do tratamento de aguas residuarias, que sao devolvidas
aos mananciais, apds passarem por Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETE). Nas ETEs, o
esgoto € submetido a varias etapas de tratamento. Na primeira, passa por um gradeamento
grosseiro que rettm o lixo maior, depois € bombeado por uma elevatéria onde ha um
gradeamento mais fino sobrando areia, matéria organica e residuos finos. A areia é retirada do
fundo por um raspador, e segue para aterros sanitarios junto com o lixo retirado nas duas fases
do gradeamento. A segunda etapa é denominada tratamento primario, com o esgoto seguindo
para os decantadores primarios, onde alguns materiais sedimentam, formando um lodo no
fundo dos tanques, e outros, como 0leos e gorduras, flutuam. Laminas raspadeiras separam
6leos do lodo sedimentado. O liquido resultante do tratamento primario é coloidal, devido a
presenca de matéria organica, que nao sedimenta em processos fisicos. Nos tanques de
aeracdo, o material coloidal é transformado em flocos através um processo biolégico, mais
barato do que o quimico. Os microorganismos fazem a digestdo da matéria organica
transformando-a em flocos, para que ela possa sedimentar seguindo para os decantadores
secundarios, que reduzem em aproximadamente 95% a carga poluidora. Uma parcela do lodo
bioldgico retorna para o tanque de aeracdo, para alimentar o processo anterior. O lodo
secundario entra na centrifuga seguindo para os adensadores, que 0 tornam mais consistente.
Em seguida, é bombeado para os digestores, que, também por um processo bioldgico
utilizando microorganismos anaerébicos, € transformado em um material mais inerte. O
resultado deste processo de digestdo é lodo inerte digerido, agua e gas metano. Esse lodo é
muito aquoso ainda, com mais de 95%. Para ser transformado em matéria pastosa, passa por
processo de centrifugacdo, que reduz sua umidade a 70% (ANDREOLLI, 2001,
BIELSCHOWSKY, 2014).



Grade  Desarenador Decantador Primario Tanque de Aeracao Decantador Biolégico  Corpo Receplor

Esgoto Afiuente Grossa

Sistema Taua .
s, i S — LA P —. p

Esgoto Afluente :
Sistema Paranapua 1 Recsnssssesanssassniocsont

—— | .y

== Py § st et P A gt S SN Adensador - Centrifuga
2

v i | 8
eE,:l:l:[D <o m—< ‘ J -+ Lodo

Secador Térmico  Centrifuga de Desaguamento  Digestor Anaerdbio Sobrenadante / Centraco
" » Biogas
A »

Transporte e Disposi¢ao

Figura 1. Fluxograma da ETE Ilha do Governador (ETIG).
Fonte: BIELSCHOWSKY (2014)

A composicdo media do lodo é 99,9% de agua e 0,1% de soélidos, sendo 70%
organicos (proteinas, carboidratos, gorduras etc.) e 30% inorganicos (areia, sais, metais) além
de poluentes como metais pesados, compostos organicos persistentes epatdgenos
(ANDREOLLI, 2006; BETTIOL e CAMARGO, 2006). A resolugdo n° 375 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (BRASIL, 2006) regulamenta e define critérios e
procedimentos para 0 uso agricola de lodos gerados em estacdes de tratamento de esgoto
sanitario e seus produtos derivados. Apds transformac6es microbianas e devida higienizacéo e
estabilizacdo, o lodo de esgoto pode passar a ser designado como biossélido, O termo
biossolido refere-se exclusivamente ao lodo resultante do sistema de tratamento bioldgico de
despejos liquidos sanitarios, atendendo as condi¢cdes das normas para utilizacdo segura na
agricultura. O lodo que ndo tenha recebido tratamento adequado para controle de poluentes e
patdgenos ndo é considerado biossélido. A pratica envolve alguns impactos ambientais
negativos potenciais, que demandam controle e cuidados considerando nédo s6 o atendimento a
legislacdo quanto ao aspecto sanitario, mas também possiveis alteragfes nas comunidades
biodticas (CETESB, 1999).

Na ETE llha (llha do Governador/Rio de Janeiro-RJ), o sistema tecnoldgico de
tratamento é o lodo ativado. A estabilizacdo acontece em biodigestores, onde o lodo entra em
uma centrifuga, que o torna mais disperso sendo depois reduzido nos leitos de secagem. Apds
0s processos de higienizacdo e estabilizacdo é produzido o biossolido, de acordo com as
normas ambientais propostas na resolugdo 375/2006. O esgoto tratado é derivado de areas
urbanas domiciliares e comerciais, ndo contendo residuos industriais. Durante todo o
tratamento, um laboratério de controle de bioquimica e bacteriologia monitora a qualidade do
efluente. Niveis de pH da &gua, cloreto, presenca de sélidos volateis e totais, amonia, fosforo
etc., sdo examinados pelos técnicos da Companhia Estadual de Aguas e Esgotos do Rio de
Janeiro (NOVA-CEDAE). Ao final de cada dia, o laboratdrio passa a informacéo online para
a estacdo para certificar que a agua esta tratada, seguindo as normas estabelecidas pelo
Instituto Estadual do Ambiente (INEA-RJ) (BIELSCHOVSKY, 2014).



A secagem térmica é o método de higienizacdo que mais agrega valor ao material
final, confirmando a hipdtese de que a agua interfere negativamente na valoracdo do lodo
(CORREA e CORREA, 2001). Segundo a legislacdo americana (USEPA, 1993), os lodos
enquadrados na classe A ndo estdo sujeitos a qualquer tipo de restricdo para aplicacdo e
comercializacdo, sendo inclusive, comercializados em supermercados nos EUA, para uso
domeéstico (SAMPAIO, 2010). Os lodos provenientes das ETEs da CEDAE/RJ além de
apresentarem alto potencial nutricional para aproveitamento agricola e florestal, se
enquadramna legislacdo vigente quanto aos niveis de metais pesados e contaminantes
bioldgicos. E importante salientar que a composicéo do biossolido varia ligeiramente entre as
diferentes ETEs, principalmente em funcdo da bacia de esgotamento, da forma de tratamento
e do método de reducdo de patogenos aplicado. A Companhia Estadual de Aguas e Esgotos
do Rio de Janeiro (CEDAE/RJ) é responsavel por operar e manter 0s sistemas de esgotamento
sanitario da Baia de Guanabara. As cinco estacGes de tratamento de esgoto (ETES) do
municipio do Rio de Janeiro (RJ) em operacao sdo: Alegria (5.000 I/s), Penha (1.086 I/s), 1lha
do Governador (525 I/s), Pavuna (1.500 I/s) e Sarapui (1.500 I/s). As principais caracteristicas
dos tratamentos destas ETEs estéo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas do tratamento do lodo nas cinco ETEs operadas pela CEDAE/RJ.

ETE Alegria Ilha Penha Pavuna  Sarapui
Vazdo média L/s 5000 525 1086 1500 1500
T;{:tiz;lnrr;?inoto Convencional Convencional Convencional Quimico Quimico
Tratamento Lodos Lodos Lodos Lodos Lodos
Secundério ativados ativados ativados ativados  ativados
Adensamento - idade Néo ha Nioha  Naoha  Nao ha
lodo primario
Adensameqtq Centrifuga Centrifuga N&o ha Centrif.  Centrif.
lodo secundario
Adensamento Nio ha Néo ha Gravidade ~ Naoha  Nao hé
lodo misto
Estabilizacdo do Bioldgica Bioldgica Bioldgica Quimica Quimica
lodo (anaerébica)  (anaerdbica)  (anaerobica)
Desaguamento Centrifuga Centrifuga Centrifuga Centrif.  Centrif.
Desidratacdo Se,cag_e m Leito de N&o ha Se,cag_e m Se,cag_em
Térmica secagem Térmica Teérmica

Fonte: BIELSCHOWSKY (2014)

Gracas ao seu alto teor de matéria organica, o biossélido possui grande potencial de
melhorar tanto as caracteristicas quimicas como as fisicas dos solos, podendo descomplexar
elementos toxicos dos vegetais (como o aluminio), aumentar o pH e a capacidade de troca
catidnica (CTC), elevar a porosidade, acumular agua e; melhorar a estrutura do solo
(COLODRO, 2005; GUEDES et al., 2006; BEZERRA et al., 2006).

Os beneficios de utilizacdo deste residuo estdo relacionados a reciclagem da matéria
organica e ao aporte de nutrientes melhorando as propriedades fisicas, quimicas e biologicas
do solo assim como a produtividade agricola. Quando biossolidos sdo incorporados ao solo ha
aporte de grande quantidade de micronutrientes que ndo sdo incorporados nos processos de
fertilizacdo convencional com produtos sintéticos. Pode ainda favorecer a biota do solo,
possibilitando a interacdo entre organismos (GHINI e LEONI, 2005), apresentando grande
potencial como fonte de adubacdo, elevando a disponibilidade de elementos, como nitrogénio
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e fdsforo, auxiliando o crescimento vegetal. Seu uso, além de ser uma pratica sustentavel,
pode representar uma fonte de economia para o produtor rural, possibilitando reducdo no
custo final do produto (BOVI et al., 2007; SILVA et al., 2008; PAIVA et al., 2009; ABREU,
2014; MTSHALI et al., 2014).

Em paises como Estados Unidos, Australia, Franga, Canada e Reino Unido, até 80%
dos lodos gerados em estacdes sdo utilizados para aplicacdes no solo (MININNI et al., 2015;
PRITCHCARD et al., 2010; OUIMET et al., 2015). No Estado do Rio de Janeiro séo
produzidas aproximadamente 365 toneladas de lodo de esgoto por dia, totalizando 133.225
toneladas anuais, dispostos quase unicamente em aterros sanitarios (PERS, 2014). Se
levarmos em conta que a populacdo atendida por coleta de esgotos no Estado do Rio de
Janeiro é de apenas 39,28% (IBGE, 2010), este nimero sé tende a aumentar. Os elevados
teores de nutrientes e matéria organica presentes em sua composicdo poderiam ser
reaproveitados, aumentando a produtividade das culturas e diminuindo a dependéncia de
fertilizantes quimicos, em sua maioria importados (LOBO et al., 2015; LOZADA et al.,
2015).

Em muitos paises, o uso deste residuo para fins agricolas ja € uma realidade ha
aproximadamente vinte anos com normas preventivas para sua utilizacdo, principalmente
contra contaminagfes decorrentes da existéncia de metais pesados e de patogenos além da
possibilidade de bioacumulacdo destes metais (BOURIOUG et al., 2015; TIRUNEH et
al.,2014; RONG et al., 2014). Biossoélidos oriundos do tratamento de esgoto municipal foram
utilizados em recuperacéo de areas degradadas da floresta tropical atlantica brasileira em nove
espécies nativas pioneiras, secundarias e de climax avaliadas para absor¢do de metal. Os
resultados indicam que os biossolidos podem ser usados na recuperacdo da floresta tropical
atlantica em solos arenosos degradados com pouco impacto de acumulacdo de metais de solo
e nos vegetais (SAMPAIO et al., 2016).

A presenca de poluentes organicos provenientes de industrias e de esgotos domésticos,
onde podem ser encontrados residuos de medicamentos, produtos de limpeza, solventes e
pesticidas também preocupam. Pesquisas analiticas indicam a presenca de centenas de
substancias organicas no lodo e sua identificacdo € dificultada pela complexidade dessa
mistura onde ha substancias em quantidades muito pequenas, exigindo técnicas de detecgdo
bastante sensiveis (NASCIMENTO, 2016). Assim, o uso do lodo para fins agricolas estaria
contra-indicado para culturas em que a parte comestivel entre em contato direto com o residuo
como, por exemplo, hortali¢as, mas poderia ser utilizado em culturas como a cana-de-acUcar e
o milho. No Brasil, as alternativas de reuso de lodos e producdo de biossélidos ndo sdo muito
utilizadas e sua destinacdo final mais comum é o aterro sanitario. Podemos citar como
exemplo a destinagdo do lodo de ETE na regido das bacias dos rios Piracicaba, Jundiai e
Capivari no estado de Séo Paulo: 60% aterro sanitario e 19% fertilizante (BIOCICLO, 2011).

O crescimento vegetal sofre influéncia significativa do substrato e ha varias
caracteristicas que devem ser observadas para a escolha do substrato ideal, principalmente, as
quimicas e fisicas, além dos aspectos econdmicos, como custo e disponibilidade de material
(CALDEIRA et al., 2008; DAVIDE e SILVA, 2008). Substratos com valores de nutrientes
relativamente elevados sdo importantes para o crescimento de espécies florestais que
normalmente, apresentardo maior acumulo nutricional e terdo maiores chances de
sobrevivéncia apds o plantio no campo. Quando disposto em areas degradadas, o lodo
promove um aumento significativo na capacidade de infiltracdo e aeracdo do solo
(GONCALVESet al., 2012; ABREU, 2014; SKOROUPA et al., 2006).

A maioria dos projetos de restauracao florestal utiliza adubos quimicos (RODRIGUES
et al., 2009). A legislacéo estabelece limites para o uso do biossolido, pois sua aplicagcdo pode
contaminar o solo e o0s recursos hidricos pelo excesso de nutrientes, principalmente o
nitrogénio e por metais pesados. Assim, a adequacdo das doses de biossolido € necesséria,
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para evitar os riscos de contaminacdo ambiental e garantir efeitos semelhantes aqueles
resultantes da aplicacdo de fertilizantes convencionais (BETTIOL e CAMARGO, 2006;
BRASIL, 2006, COSCIONE et al., 2010).

Em trabalho realizado no municipio de Seropédica-RJ, para avaliar os efeitos de doses
crescentes de biossélido no crescimento e nutricdo da Ceiba speciosa a analise dos perfis de
crescimento demonstraram que a velocidade de crescimento médio das plantas foi mais
acelerada pelo uso do residuo.Até a aplicacdo da dose ideal, apenas efeitos benéficos foram
observados, apos este valor, o biossélido pode causar fitotoxicidade, provocando declinio nos
valores de biomassa de caule e raizes (LIMA FILHO, 2015). Estudos com doses crescentes de
biossolido demonstram que a resposta de plantas herbaceas e arbustivas ao uso do fertilizante
atinge a fase assinttica da curva a partir do dobro da dose recomendada (CORREA et al.,
2010). A aplicacdo de doses crescentes de biossolido demonstra a existéncia de um ponto
6timo para a aplicacdo, acima do qual podem ocorrer efeitos negativos ao crescimento vegetal
(CORREA et al., 2010; CALDEIRA et al., 2012).

O crescimento e a arquitetura do caule e das raizes sdo afetados pelo substrato e o
acréscimo de biossolidos pode causar efeitos benéficos ou deletérios ao crescimento vegetal,
dependendo da dose (DECHEN e NACHTIGALL, 2006). Ha evidéncias de que aplicacdo de
doses exageradas ndo promovem um crescimento proporcional a quantidade empregada, além
de aumentarem os riscos de contaminacdo ambiental. As concentracdes de metais pesados e
outros poluentes dependem de uma variedade de fatores como: a atividade industrial, o
processo gerador do residuo e o desenvolvimento urbano da area, que abastece a estacdo de
tratamento (OLIVEIRA et al., 2005; BETTIOL e CAMARGO, 2006; COSCIONE et al.,
2010; MAIOQ et al., 2011).

O uso macico do biossélido como fertilizante é dificultado pela variagdo em sua
composicdo decorrente das diferentes origens e tipos de tratamento, dos diferentes tipos de
lodos produzidos nas estagdes (primario, secundario, terciario), dos diferentes processos de
estabilizacdo, condicionamento e secagem. As caracteristicas do residuo também variam em
funcdo da relacdo entre esgoto domiciliar e industrial presente na estacdo e dos habitos da
populacdo geradora do efluente. As restri¢cbes quanto ao tratamento, utilizacdo e disposic¢ao do
lodo estabelecidas na legislacdo vigente sdo determinantes para a definicdo das tecnologias
utilizadas em cada pais.

2.2 Regulamentacéo

A primeira regulamentacdo para uso de biossélido como fertilizante no Brasil € do
6rgdo ambiental do estado de S&o Paulo.A norma CETESB P.4.230 de 1999, estabelece que o
termo “biossolido” refere-se exclusivamente ao lodo resultante do sistema de tratamento
bioldgico de despejos liquidos sanitarios, com caracteristicas tais que atendamas condic¢des da
norma para uma utilizacdo segura na agricultura. Em 2006, surge a resolucdo CONAMA 375.
Nela, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) considerando que a producdo de
lodos de esgoto € intrinseca aos processos de tratamento, com crescimento, no minimo,
proporcional ao crescimento da populagcdo humana e que a solucdo para sua disposi¢ado se
impBe com urgéncia; que os lodos sdo uma fonte potencial de riscos a satde publica e ao
ambiente podendo conter metais pesados e patdgenos, resolve estabelecer critérios e
procedimentos para o uso, em areas agricolas, de lodo de esgoto gerado em estacdo de
tratamento de esgoto sanitario e seus produtos derivados. Esta resolu¢do ndo se aplica a lodo
de estacdo de tratamento de efluentes de processos industriais e veta a utilizacdo agricola de:
lodo de estacdo de tratamento de efluentes de instalacGes hospitalares de portos e aeroportos.
E proibida ainda a utilizacdo de qualquer classe de lodo de esgoto ou produto derivado em



pastagens e cultivo de olericolas, tubérculos e raizes, e culturas inundadas, bem como as
demais culturas cuja parte comestivel entre em contato com o solo.

Na Unido Europeia, a Diretiva 86/278/EECincentiva o uso agricola do biossélido e
regulamenta a amostragem e as andlises, estabelecendo limites de metais pesados no residuo e
no solo, de forma a evitar danos ao solo, avegetacdo, aos animais e ao homem. Em relacdo a
disposicao do lodo em aterro sanitario, esta diretiva proibe a descarga de residuos liquidos
ndo-tratados nos aterros e impde a meta de reducdo de 65% da quantidade de residuo
biodegradavel a ser disposto neles até 2020, incluindo o lodo de ETE.

No Brasil, a NBR 12.209 (ABNT, 2011), que apresenta as recomendacfes para
elaboracédo de projetos de tratamento de esgotos sanitarios, ndo emite qualquer recomendacgéo
relacionada a disposicéo final do lodo. A NBR 10.004/2004 tem como objetivo classificar os
residuos sélidos quanto aos seus riscos potenciais ao meio ambiente e a salde publica. Essa
norma classifica os residuos em: perigosos € ndo perigosos e um dos critérios para
determinacdo do residuo perigoso é a patogenicidade. No entanto, tal norma exclui os
residuos gerados nas estacdes de tratamento de esgotos domeésticos da classificacdo de
perigosos permitindo sua disposicdo em aterros sanitarios de residuos ndo perigosos. A Lei
n°11.445 de 2007, que estabelece as diretrizes nacionais para saneamento basico, ndo trata das
questdes relacionadas ao gerenciamento dos residuos de ETE. A Lei n° 12.305(BRASIL,
2010) que institui a Politica Nacional de Residuos Sdlidos representa um avanco na forma
como os residuos sdo tratados do ponto de vista de sustentabilidade. Por exemplo, ela
diferencia residuos sélidos de rejeitos, sendo o segundo apenas os residuos solidos que,
depois de esgotadas todas as possibilidades de tratamento e recuperacdo, por processos
tecnologicos disponiveis e economicamente viaveis, ndo apresentam outra possibilidade a ndo
ser a disposicdo final ambientalmente adequada. A primeira refere-se a disposi¢édo de rejeitos
e residuos em aterros, enquanto a segunda inclui, além do definido para disposic¢éo final
ambientalmente adequada, a reutilizacdo, a reciclagem, a compostagem, a recuperacdo e o
aproveitamento energético dos residuos. Para ambas as definicdes devem ser observadas as
normas operacionais especificas, de modo a se evitar danos ou riscos a saude publica a
seguranca e ao meio ambiente. Assim, observa-se que, tanto no Brasil como no mundo, as
restricdes legais buscam a reutilizacdo e o reaproveitamento dos residuos, como o lodo e o
biogéas, porém, a legislacdo brasileira, diferente da tendéncia dos paises europeus, ndo impde
barreiras a disposic¢éo do lodo oriundo de ETE em aterros sanitarios.

A regulamentacdo para aplicacdo de lodo proveniente de estacbes de tratamento de
esgotos domésticos em solo agricola no Brasil (COMAMA, 2006), na Argentina (“Ministério
de Desarollo Social y Medio Ambiente” RES 97, 2001), nos Estados Unidos (USEPA, 1993)
e em paises membros da Unido Europeia (DIRETIVA 86/278 EEC) seguem padrdes
semelhantes.

Segundo o conceito da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA, 1993), o
biossolido deve ter uso benéfico como fertilizante e fonte de nutrientes e matéria organica
para 0s vegetais e deve passar por tratamento bioldgico, ndo apresentando riscos a saude
humana ou ao ambiente. Segundo as normas americanas, no que se refere a avaliacdo de
patdgenos, os lodos séo classificados como tipo A ou B. Aqueles submetidos a tratamentos,
como aquecimento, digestdo ou aumento do pH, de forma a reduzir patégenos a niveis nao
detectaveis (lodo tipo A) podem ser aplicados na agricultura, sem restricdo de local, desde que
atendam os niveis maximos permitidos para metais. Lodos com carga reduzida de patdgenos,
que sejam seguros a satude humana e ao meio ambiente (lodo tipo B), s6 podem ser aplicados
com restricdes. Este critério de classificacdo do lodo tem sido mantido nas resolucdes
brasileiras.

A resolucdo CONAMA 357/2006 e a sua ratificacdo pela resolugdo CONAMA 380
(BRASIL, 2009) consideram que a aplicacdo do lodo de esgoto na agricultura enquadra-se
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nos principios de forma ambientalmente adequada de reutilizagdo de residuos. Em relacdo a
presenca de organismos patogénicos, os lodos de esgoto sdo classificados em classes A e B.
Para ser classificado na primeira, deverdo apresentar, no momento da disposi¢cdo no solo,
nimero de coliformes fecais inferior a 1000 NMP g ST (nmero mais provéavel por grama de
solidos totais) e numero de Salmonella sp. inferior a 3. Para ser classificado como classe B,
devera apresentar nimero de coliformes fecais inferior a 2.000.000 UFC g™ ST (unidade
formadora de col6nias por grama de sélidos totais) esta resolu¢do determina que, passados
cinco anos de sua publicacdo, o que j& ocorreu, ndo seria permitido o uso do lodo classe B,
salvo se fossem determinados novos critérios comprovados por estudos nacionais. Ha outras
questdes que também sdo reguladas pela CONAMA 357/2006, como a periodicidade das
amostragens e analises do lodo, a concentracdo maxima permitida de metais pesados para uso
agricola, os locais onde é permitida a utilizacdo do lodo como fertilizante e como deve ser
realizado o transporte e estocagem do lodo.

Quanto a concentragdo maxima de metais presentes no lodo para uso agricola, a
legislacdo norte-americana opta pela avaliacdo do acumulo controlado de metais no solo,
enquanto a diretiva europeia opta pelo ‘impacto zero’, ou seja, a quantidade de elementos
traco adicionada ao solo deve ser igual aquela absorvida pelos vegetais e perdida pela eroséo.
No Brasil, a resolugdgo CONAMA 375/2006 segue a mesma filosofia da legislagcdo norte
americana e estabelece limites muito semelhantes para a presenca de metais em lodos para
uso agricola. E necessario, entretanto, estabelecer para as condi¢des de cultivo de solos
brasileiros, a carga maxima acumulativa que pode ser aplicada sem contaminar o solo e a
producdo agricola. Tanto as normas americanas quanto as brasileiras ndo consideram a
possibilidade da acdo fito toxica de elementos traco e ha falta de pesquisas para validar a
seguranga dos limites estabelecidos. Para a definicdo das concentragdes maximas permitidas
de As, Cd, Pb, Cu, Hg, Ni, Se e Zn em biossolido, a resolucio CONAMA 375/2006 se baseou
na norma americana EPA CFR 40, Part 503 (USEPA, 1993) e os niveis de Cr, Ba e Mo,
foram definidos a partir da metodologia proposta pela agéncia ambiental do Estado de S&o
Paulo — CETESB. Sampaio (2010) critica os valores presentes na norma brasileira,
questionando a importacdo dos valores de referéncia da norma americana, que foram
alcancados em condi¢des ambientais e solos com caracteristicas diferentes. Questiona também
os valores estabelecidos para Cr, Ba e Mo que foram obtidos nas condi¢bes especificas do
Estado de Séo Paulo, baseados, segundo o autor, em estudos simplificados de caracterizacédo
de solos do Estado.

Tabela 2. Valores maximos permitidos de metais pesados em lodos destinados a agricultura
segundo as legislacBes brasileira, norte-americana e europeia. (mg/kg™ de peso seco).

METAL CONAMA 375 USEPA EEC 278
Arsénico 41 41 -
Cadmio 39 39 20a40
Cromo 1000 1200 -
Cobre 1500 1500 1500 a 1750
Chumbo 300 300 750 a 1200
Mercurio 17 17 16 a 25
Niquel 420 420 300 a 400
Selénio 100 100 -
Zinco 2800 2800 2500 a 4000

Fonte: CONAMA 375, 2006; USEPA, 1993, EEC278, 1986



A mobilidade de metais traco por lixiviacdo é determinada pelas caracteristicas do
solo, textura, pH e teor de matéria organica que influenciam as reacdes de
adsorcao/dessorcéo, precipitacao/dissolucdo, complexacgdo e oxido-reducdo. A distribuicdo de
metais na mistura solo/lodo vai depender tanto das caracteristicas do lodo quanto do solo,
sendo o pH, a variavel mais importante (OLIVEIRA e MATTIAZZO, 2001). Assim, lodos de
mesma origem podem apresentar diferentes concentraces de metais no percolado quando
adicionados a solos com caracteristicas distintas. L& (2010) estudou o efeito da temperatura e
do periodo de estocagem sobre parametros quimicos e distribuicdo de metais, assim como a
interferéncia dos altos teores de ferro e da atividade microbiana sobre a sua disponibilidade.
Os resultados demonstram que as temperaturas de secagem, assim como o tempo de
estocagem, afetam alguns pardmetros quimicos usados para caracterizar o lodo para fins
agricolas. A temperatura de secagem afeta diretamente a qualidade da biomassa do lodo e o
aumento desta temperatura favorece a ligagdo de metais traco com matéria organica ou 6xidos
de ferro tornando os metais mais indisponiveis. Embora o lodo possa ser aplicado seco,
durante 0 manejo pode ser reumedecido, sofrendo alteracdes quimicas e bioldgicas. Séo
necessarias mais pesquisas envolvendo o0s processos de secagem, reumedecimento e
incubacdo de lodos para que estes conhecimentos possam ser incorporados as praticas,
minimizando os efeitos negativos decorrentes da aplicacdo do residuo. Foram coletadas
amostras do biossolido produzido na ETIG em novembro de 2014 (1), fevereiro de 2015 (1) e
janeiro de 2016 (I11), para analise microbioldgica e determinacdo da concentracdo de metais
(ABREU et al, 2017). Como pode ser observado na tabela 3, embora ocorram diferencas nos
valores para concentracdo de metais em peso seco de lodo produzido nas diferentes coletas
realizadas na ETIG, todos sdo muito inferiores aqueles estabelecidos pela resolugédo
CONAMA 375/2006.

Tabela 3. Teores de metais pesados (mg kg™) potencialmente téxicos analisados em trés lotes
da ETIG comparados aos permitidos pela Resolucdo CONAMA n° 375/2006.

Metais ETIG ETIG ETIG Média *Maximo
Pesados I ] Il Conama375
As 3,65 0,004 0,004 1,22 41
Ba 182 159 139 160 1300
Cd 1,29 1,01 0,89 1,06 39
Pb 71 61 64 65,3 300
Cu 240 204 277 240,3 1500
Cr 42,7 40,1 39,0 40,6 1000
Hg 0,02 0,01 0,01 0,013 17
Ni 16,2 14,9 13,2 14,7 420
Se 0,004 0,004 0,004 0,004 100
Zn 675 619 1079 791 2800

Fonte: Abreu et al., (2017)

Os padrdes microbioldgicos da Classe A sdomundialmente aceitos como garantia de
seguranca a salde publica e sdo os mesmos fixados pela legislacdo norte americana (Tabela
4). O biossolido enquadrado na Classe A, vem sendo amplamente utilizado na Austrélia e nos
EUA sem restri¢cdes, sendo comercializados em alguns supermercados nos EUA (SAMPAIOQ,
2010).
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Tabela 4. Concentragdo de microrganismos patogénicos em lodos de esgoto provenientes de
trés coletas na ETIG.

Parametro Unidade CONAMA! ETE ETE ETE
Classe A llha | llha Il llha 111
Coliformes NMP g ST < 1000 13,62 7,29 <0,04
Termotolerantes
Ovos Viaveis de 1
Helmintos Ovos g~ ST <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Salmonella sp. Presente/ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
em 10g ST

Fonte: Abreu et al., (2017). tvalores mé&ximos permitidos pela resolugdo CONAMA n°
375/2006; NMP: NUumero mais provavel; ST: Solidos totais.

Embora a maioria dos paises considere o biossélido com as caracteristicas acima,
seguro para a saude humana, ainda ndo ha estudos suficientes que comprovem que néo
apresentam danos a biota.

2.3 Importancia Econémica e Ambiental

Na tltima década, a producéo agricola diminuiu na Europa Ocidental em consequéncia
do aumento do valor do euro e de reformas politicas e agricolas na Unido Europeia, e
aumentou nos paises da América Latina e Caribe. As exportacGes de alimentos quase
dobraram, tornando esta regido um fornecedor cada vez mais importante de alimentos para
mercados globais. A producao agricola brasileira dobrou a partir dos anos 1990, apresentando
um crescimento superior 100% entre 1990 e 2005 (FAO, 2010).

Os paises membros do MERCOSUL juntos tém uma populacdo de aproximadamente
266 milhdes de habitantes e uma economia de US$ 2,23 trilhdes. O Brasil representa 71% da
populacédo e 67% da economia o que gera uma influéncia determinante sobre os demais paises
membros. O Brasil e a Argentina ttm em comum a grande participacdo da agricultura na
economia. A producdo agricola do Paraguai também vem aumentando, ampliando assim a
importancia destes paises como produtores de alimentos. A tendéncia crescente das
exportagdes de bens primérios, que se acelerou a partir do ano 2001, afeta principalmente os
paises da América do Sul, sendo reforcada ainda mais na ultima década pelo crescimento das
economias emergentes que demandam esses produtos (FAO, 2010).

No MERCOSUL, houve um aumento da incidéncia dos setores primarios na producéao
e nas exportacdes regionais, implicando um aumento na demanda por recursos naturais,
defensivos agricolas e fertilizantes. Neste periodo, o uso de fertilizantes e pesticidas
intensificou-se, sobretudo no Chile, no Uruguai, no Brasil e, também, no Paraguai e na
Argentina. Enquanto o uso de fertilizantes duplicou nestes paises entre 1995 e 2005, o PIB da
regido aumentou, em média, cerca de 20% (PNUMA, 2011).

A técnica da aplicacdo de lodo para fins agricolas encontra-se cada vez mais difundida
em paises do MERCOSUL. A avaliagdo do uso de biossélidos produzidos a partir de residuos
agroindustriais no Uruguai demonstra que a adi¢do do lodo beneficia o solo, aumentando a
produtividade agricola a atividade microbiana e promovendo incremento de P, N, Ca e Mg
(PINO et al., 2012). A aplicacdo do lodo da Estacdo de Tratamento de Esgoto do Aeroporto
Internacional do Rio de Janeiro na revegetacdo de uma area degradada do aeroporto, produziu
um aumento significativo nos teores de nutrientes no solo. Estes resultados demonstram a
viabilidade do uso de lodo em processos de revegetacdo (BEZERRA et al., 2006).
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No Estado do Parana, a Resolucdo do Gabinete Estatal do Meio Ambiente (Sema
021/09) estabeleceu critérios e procedimentos para uso agricola de lodos de esgoto reduzindo
despesas com fertilizantes e calcario, economizando uma média de US$ 813,45 por ha
(BITTENCOURT, 2014). O destino dos lodos das Unidades de Gerenciamento de Lodo
(SMU) na Regido Metropolitana de Curitiba foi monitorado entre 2007 e 2010. O total de
88.166 t de lodo (33.404 toneladas secas) foi destinado a 2.288 ha de &reas agricolas
fornecendo 74% de N, 73% de P,0se 35% de K,O para fertilizar milho, soja, feijdo, aveia,
trigo, adubo verde e na implementacdo e pds-colheita de arvores frutiferas.O lodo municipal
de esgoto contém quantidades consideraveis de macro e microelementos essenciais para a
nutricdo das plantas. O efeito de uma aplicagdo Unica de lodo municipal de esgoto foi
comparado com uma dose equivalente de fertilizantes minerais em plantio de cevada.
Foiobservado, além de alteracdes positivas nas propriedades quimicas do solo, 0 aumento no
rendimento dos gréos e na absorcdo de nutrientes (KEPKA, 2017).

A protecdo do solo é essencial para a producdo agropecuéria, florestal e para a
producdo de alimentos, e sua preservacdo tem despertado interesse cada vez maior no campo
dos debates ambientais e politicos. Até o0 momento, as a¢des politicas e econdmicas relativas
ao uso do solo estdo relacionadas a resolucdo de problemas de curto prazo, obedecendo aos
interesses e as regras de mercado, ndo levando em conta consideracfes capazes de trazer
resultados que garantam a sustentabilidade. Nos paises em desenvolvimento na Africa e na
Asia, a disponibilidade de solo cultivado é de aproximadamente 0,3 ha/habitante e na Europa
esta relacdo é ainda menor 0,17 ha/habitante (FAO, 1992). O aporte de nutrientes em areas
cultivadas até a década de 1940 era oriundo basicamente de esterco animal. Apds a segunda
Guerra Mundial, a substituicdo deste tipo de adubo por fertilizantes sintéticos acrescido de
procedimentos intensivos tanto na agricultura quanto na pecuaria aumentou 0s impactos
ambientais sobre o solo e recursos hidricos (CALIGARI et al., 2007).

Os fertilizantes, utilizados para aumentar a produtividade agricola, embora
importantes economicamente, causam grande impacto ambiental podendo provocar
degradacdo do solo e poluicdo do ar e dos recursos hidricos. Podem ser classificados como
organicos (produzidos a partir de produtos naturais como humus, esterco, lodo, farinha de
0ss0 e torta de mamona) ou inorgénicos (produzidos por compostos quimicos sintéticos, ricos
em Nitrogénio, Fosforo, Potassio e Enxofre, contendo em suas formulas grandes
concentracOes de nutrientes absorvidos quase imediatamente pelos vegetais. O segundo grupo
apresenta os produtos que provocam maior impacto ambiental.

O modelo de agroinddstria atual, com utilizacdo intensiva de agua, energia e produtos
sintéticos (fertilizantes, biocidas) aumenta consideravelmente a producdo de safras agricolas,
porém provoca impacto ambiental negativo. A producgdo agricola que ndo vem acompanhada
de uma recuperacdo adequada da fertilidade do solo pode comprometer a sustentabilidade de
todo o sistema, sendo o esgotamento de nutrientes uma importante causa de degradagdo do
solo. Assim, o aporte de residuos organicos é fundamental para a manutencdo da qualidade do
solo.

A fertilizacdo quimica utilizando N derivado de fertilizantes quimicos incrementa o
rendimento proteico, porém ndo melhora a qualidade destas proteinas (h& diminuicdo da
relacdo existente entre aminoacidos essenciais € nao essenciais). Existem outros efeitos
colaterais resultantes da fertilizacdo quimica com N como, por exemplo, a reducdo da sintese
de hidratos de C como acUcares, maior vulnerabilidade a doencas nos vegetais e menor
resisténcia a insetos (HORNICK, 1992). Além disso, o uso de fertilizantes sintéticos, aumenta
a concentracdo de alguns elementos toxicos no solo favorecendo a absorcédo destes elementos
pelos vegetais como, por exemplo, o caso do Cadmio (UNESCO, 1998).

A presenga de um excedente de compostos fosfatados e nitrogenados que chega aos
rios e lagos ocasiona o processo de eutrofizacdo. Este processo € caracterizado pelo
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incremento no crescimento populacional de algas que, quando se decompdem, consomem
grandes quantidades de Oxigénio, diminuindo sua concentracdo na dgua, provocando a morte
de organismos aquaticos. Entre as restricdes ao uso de fertilizantes organicos destacam-se o
perigo da contaminacdo por patdgenos se ndo forem produzidos corretamente e a quantidade
insuficiente ou excessiva de nutrientes. Estes motivos levam a preferéncia pelo uso de
fertilizantes sintéticos na producéo agricola intensiva. Ha outras formas de reaproveitamento
de lodos como, por exemplo, na fabricacdo industrial de tijolos e cimentos, muito utilizada
nos EUA. A lein® 12.305 que instituiu a Politica Nacional de Residuos Solidos prevé
tratamento, reciclagem e destinacédo final adequada ambientalmente como responsabilidade do
gerador de residuos (BRASIL, 2010). Embora haja outras aplicacdes de interesse econdmico,
0 reaproveitamento agricola se apresenta como a melhor solucdo ambiental, pois reduz a
utilizacdo de fertilizantes sintéticos e aumenta o periodo de vida util nos aterros onde este
residuo ocupa espaco.

Atualmente, a disposicao final de residuos solidos no Brasil é precéaria e na maioria
dos municipios prevalece a existéncia de lixdes. A Pesquisa de Saneamento Basico de 2008
(IBGE, 2008), mapeou as condi¢es de deposicdo de residuos solidos no Brasil e
considerouadequada quando existe pelo menos um aterro sanitario no territorio ou municipio.
Segundo a pesquisa, ha predominancia de municipios onde predominam lix&es,
principalmente nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste e ha locais que ndo contam com
lix6es nem aterros como em algumas regides do Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais. Os aterros sanitarios predominam apenas em Sao Paulo e na regido Sul do pais. Ainda
segundo a pesquisa, 4022 municipios brasileiros apresentam uma disposicdo final inadequada,
0 que representa 72% dos municipios brasileiros. Se avaliarmos por regido, a situacao é
inadequada em 91% dos municipios da regido Norte, 93% na regido Nordeste, 87% na regido
Centro-Oeste, 64% na regido Sudeste e 38% na regido Sul. (IBGE, 2008). De acordo com o
CENSO 2004, 80% da populagéo brasileira habitagrandes centros urbanos. (IBGE, 2004). O
processo de transformacdo de um pais predominantemente rural para um pais urbano
promoveu a excluséo social das classes menos favorecidas, sem recursos para adquirir
moradia em regides com oferta de servicos publicos, inclusive coleta e destinacdo adequada
de residuos que se acumulam em terrenos baldios e as margens de rios, lagos e estradas.

Tanto nos lixdes quanto nos aterros controlados podem ocorrer impactos ambientais,
gerando contaminacdo do ar, agua e solo. A decomposi¢do da grande quantidade de matéria
organica presente no lixo provoca a liberacdo de metano, importante gas causador do efeito
estufa, além de exalar odor extremamente desagradavel. O chorume, liquido de cor escura
produzido pela decomposicédo do lixo, que percola o solo, pode contaminar o lencol freatico e
os recursos hidricos através do processo de lixiviagdo. Além disso, 0 acimulo de residuos
atrai vetores que podem disseminar patdégenos. A média de producéo de sélidos por individuo
é de aproximadamente 120 g por dia e sdo langados na rede de esgotos gerando o lodo ap6s
tratamento nas estacfes. O esgoto doméstico é composto basicamente por agua (99,87%),
solidos (0,06%) e substancias dissolvidas (0,07%) (NOVOLARI et al., 2011). Para ser
disposto o lodo de uma ETE tem, necessariamente, que passar por processos de eliminacdo de
patdgenos, reducdo do volume de agua, dos maus odores e do potencial de putrefacdo,
mesmos procedimentos necessarios para sua utilizacdo para fins agricolas.

Em 2010, a estimativa nacional era que as Estacdes de Tratamento de Efluentes
gerassem de 150 a 220 mil toneladas de matéria seca de lodo por ano que teriam como destino
final os aterros. Devemos considerar ainda que estes valores correspondem ao tratamento de
esgoto de aproximadamente 30% da populacdo urbana ao ano. Estima-se que estes valores
aumentem com o incremento do tratamento de esgotos (PEDROZA et al., 2010).

As primeiras industrias produtoras de fertilizantes sintéticos surgiram no Brasil nos
anos 1940, acompanhando o processo de industrializacdo do pais. Estas industrias apenas
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misturavam no pais matérias primas importadas. A utilizacdo do géas natural como insumo
basico surgiu em 1971 para consolidar a industria de fertilizantes nitrogenados no pais. O
impulso na demanda por fertilizantes, aumentando a necessidade de importagdes e custos,
determinou a criacdo do PNFCA (Programa Nacional de Fertilizante e Calcario Agricola)
como parte do Il Plano Nacional de Desenvolvimento, que vigorou de 1974 a 1980, tinha
como objetivo a modernizacdo da inddstria de fertilizantes do pais e estimulou a producéo de
matéria-prima. Entre 1987 e 1995 foi implementado o Segundo Plano Nacional de
Fertilizantes (PNF). Nos dois PNF houve um investimento de U$3,5 bilhGes com participagdo
de U$1,5 bilhdo do BNDES, promovendo melhoria na eficiéncia e produtividade do setor
além de reducdo nas importacGes. Entre 1992 e 1994 houve privatizacdo da industria de
fertilizantes no pais. No Brasil, o déficit no setor de fertilizantes ainda representa 25% do
déficit de todo o setor quimico, com valores em torno de U$8 bilhGes/ano, tendo sido o
segmento que mais contribuiu para o déficit comercial no setor da industria quimica.
(BNDES, 2006)

Segundo relatorio apresentado pelo IBGE durante a Rio + 20, o consumo de
fertilizantes no Brasil passou, entre 1992 e 2012, de 70 para 150 quilos por hectare (BRASIL,
2010). Deste volume, 70% dos fertilizantes nitrogenados sédo importados da Russia e dos
EUA e a Petrobras é responsdvel por 60% da producdo nacional. Estas importacdes
representam um impacto consideravel sobre a balanca comercial brasileira. O modelo
intensivo predominante na agroindustria brasileira tem gerado um incremento no uso de
agrotoxicos e fertilizantes sintéticos. As lavouras que mais consomem fertilizantes séo: soja,
milho, cana-de-agUcar, café, algoddo e arroz e a regido Sudeste é aquela que apresenta maior
consumo de fertilizante por area plantada (208,1 kg/ha). A demanda por fertilizantes
permaneceu aquecida para as safras de 2012/13 (VALOR ECONOMICO, 2013) gracas a alta
nos precos de commodities agricolas, ocasionada pela seca que atingiu a lavoura norte-
americana.

A lei Federal n° 12.305, de agosto de 2010, também conhecida como lei de residuos
solidos, determina a eliminacdo de lixdes em todo o territorio nacional até 2014 devendo ser
substituidos por aterros sanitarios (BRASIL, 2010). O célculo de custos de implantacdo de um
aterro sanitario para atender a uma populacdo de 500 mil habitantes durante um periodo de 20
anos totaliza valores em torno de 117 milhdes de reais se for realizado com recursos publicos
e 139 milhdes de reais sem recursos publicos. (ABETRE, 2009). E importante ressaltar que o
local escolhido para a implantacdo do aterro tera importante impacto sobre o0s custos
operacionais, ja que deve ser afastado de areas habitadas. Nas grandes concentra¢des urbanas
do pais, torna-se cada vez mais dificil encontrar terrenos nestas condi¢fes, sem que a
distancia dos centros de coleta encarega o transporte.

A agricultura familiar brasileira, de acordo com o convénio FAO/INCRA (2000), com
base nos dados do Censo Agropecuario 1995/96 do IBGE, representa 85% dos
estabelecimentos agropecuarios, ocupa 79% da méao-de-obra, responde por 38% do valor
bruto da produgdo gerando mais renda por unidade de area do que a agricultura empresarial.
Um espaco institucional do MERCOSUL criado para tratar desse tema é a Reunido
Especializada em Agricultura Familiar (REAF), que reGine organizagdes sociais e governos
dos cinco paises membros (Argentina, Brasil, Paraguai, Uruguai e Venezuela) (NUNES,
2007). A agricultura familiar demanda o uso de técnicas agricolas alternativas, diversificadas
e vantajosas economicamente como a fertilizacdo através do uso de lodos ou biossélido.

A Embrapa Meio Ambiente em parceria com a Escola Superior de Agricultura Luis de
Queiroz vem realizando pesquisas com o0 objetivo de avaliar o uso do lodo tanto em
plantacbes florestais quanto na recuperacdo de areas degradadas com plantas nativas. O
estudo dos efeitos da aplicacdo agricola de lodos residuais de cervejarias, assim como a
determinacdo das condicdes ideais para seu uso, vem sendo realizado na Argentina para
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controle da reducdo de fertilidade em solos da provincia de Buenos Aires (CAMPANA,
2011).0 lodo produzido em uma estacdo de tratamento representa entre 1 a 2% do valor total
de esgoto tratado, porém 60% do custo operacional de uma Estacdo de Tratamento de
Efluentes (ETE) é consumido com seu processamento, gerenciamento e destinacdo final
(VON SPERLING, 2001).

Algumas das principais culturas do Estado do Rio de Janeiro sdo: cana de acucar,
banana, café, laranja, milho, abacaxi e tomate (EMATER, 2014). Nestas culturas, a parte
comestivel ndo se encontra em contato direto com o solo, o que é um dos critérios utilizados
na legislacdo brasileira vigente para permitir o uso de biossélido para fins agricolas (BRASIL,
2006).

O transporte é a etapa logistica que demanda maior atencdo em relagdo aos custos
tanto para biossolidos quanto para fertilizantes sintéticos. No primeiro caso, quanto menor for
a quantidade de agua presente no lodo menor sera seu volume e, consequentemente, maior a
economia de transporte e a viabilidade econdmica do destino agricola deste residuo. O
transporte de biossolidos é de responsabilidade da empresa geradora do residuo segundo o
artigo 19 da resolugdo CONAMA 375/2006 (BRASIL, 2006). No segundo caso, 0s custos
estdo relacionados a distancia entre o local de obtencdo da matéria-prima e a industria
produtora. Ainda existem normas especiais de transporte para alguns produtos considerados
perigosos como, por exemplo, amdnia, acido sulfurico e acido nitrico que encarecem o
transporte.

Se compararmos as diferentes possibilidades de disposicdo de lodo de esgoto,
podemos observar que a destinagdo agricola como fertilizante ou substrato tem um custo 50%
menor do que a incineracdo e semelhante a disposi¢do em aterro, sem apresentar 0s impactos
ambientais agregados a estes procedimentos. Pesquisas apontam que 0 gasto com o transporte
do lodo € inferior aquele gasto com fertilizantes sintéticos se a distancia entre o gerador e a
area agricola for igual ou inferior a 250 quildmetros (ANDREOLLI et al., 2006).

2.4 Toxicidade

Um amplo espectro de produtos quimicos considerados essenciais para a sociedade
moderna, quando descarregados no sistema de coleta de aguas residuais urbanas, pode ser
transferido para o lodo. Pesquisas sobre contaminantes organicos (COs) em biossélidos foram
realizadas por mais de trinta anos e um numero de evidéncias crescentes demonstra que a
maioria dos compostos estudados ndo coloca a satude humana em risco quando estes residuos
sdo utilizados na agricultura. No entanto, existem 143 mil produtos quimicos registrados na
Unido Europeia para uso industrial e todos poderiam ser encontrados no biossélido. Assim, ha
recomendacOes para a priorizacdo de novas pesquisas e monitoramento de COs emergentes
para 0 uso agricola de biossolidos. Alguns séo persistentes, potencialmente toxicos ou estdo
presentes em grandes concentracdes no lodo, o que torna possivel a penetracdo em cadeias
alimentares humanas e ecoldgicas de um solo tratado com biossolidos (CLARCK e SMITH,
2011). A Grecia foi utilizada como estudo de caso para avaliacdo do risco ambiental
associado a existéncia de organicos emergentes (COEs) em solo tratado com lodo usando a
abordagem de quociente de risco (RQ). Triclosan parece representar risco ao ambiente do
solo, tanto na avaliacdo de risco baseada em dados de toxicidade terrestre como aquatica. O
tetradecametilhexasiloxano apresentou o RQ mais alto, sendo calculados também RQs
elevados para decametilciclopentasiloxano e cafeina. Os paises que reutilizam lodo para fins
agricolas devem incluir COEs especificos em campanhas nacionais de monitoramento e
estudar mais detalhadamente seus efeitos no ambiente terrestre (THOMAIDI et al., 2016)

A presenca e concentracdo de POE (poluentes organicos emergentes) no lodo de
esgoto depende das caracteristicas do efluente, do comportamento fisico-quimico do poluente
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e ainda do processo empregado no tratamento sendo, portanto, muito variavel
(BITENCOURT, 2016). A USEPA (Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos)
realizou, nos anos de 2006 e 2007, a Pesquisa Nacional sobre Lodo de Esgoto onde avaliou
em 74 ETE a presenca de 145 substancias, incluindo farmacos e horménios. Dentre 0s
farmacos pesquisados triclocarban, ciprofloxacina e difenidramina foram encontrados em
100% das amostras. Em relagdo aos hormonios pesquisados, o 17 B-estradiol e a estrona
foram encontrados respectivamente em 13% e 71,4% das amostras (USEPA, 2009).
Compostos fenolicos estdo presentes em detergentes e emulsificantes, sendo encontrados em
efluentes domésticos e industriais. Sao sollveis em agua e condigdes ambientais como pH,
temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade podem acelerar ou retardar seu processo de
degradacdo. Apresentam carater acido, devido ao H presente na hidroxila e podem provocar
toxicidade em residuos provenientes de aguas residuarias (CORVINI, 2006).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA realizou um inventario de 77 tipos
retardadores de chama bromados (BFRs) em biossélidos de amostras arquivadas a partir de
um estudo de mesocosmo externo de 3 anos para determinar a persisténcia ambiental de BFRS
em solos tratados com este residuo. A concentracdo média de PBDEs foi maior nas amostras
de 2001, em comparacdo com os niveis relatados pela EPA em 2006/7, refletindo os esforgos
em curso na eliminacdo de PBDEs nos EUA (VENKATESAN, 2014).

Nas aguas residuarias municipais ha uma ampla gama de contaminantes inorganicos e
organicos denominados contaminantes emergentes, incluindo muitos farmacos. A presenca
desses produtos no meio ambiente é importante considerando que eles ndo aparecem
individualmente, mas como uma mistura complexa, o que pode levar a efeitos sinérgicos
indesejados. Além disso, a disseminacao de bactérias resistentes aos antibioticos causada pela
presenca de drogas antibacterianas é uma preocupacdo emergente. O monitoramento
ambiental deve determinar o destino e 0 impacto destas substancias em todo o seu ciclo de
vida, incluindo ndo s6 o ambiente aquatico, mas também o ambiente terrestre. E necessario
avaliar biossolidos em solos tratados em condicdes de campo, investigando a lixiviacdo e o
escoamento superficial, o impacto na degradacdo do solo, na toxicidade aos organismos
terrestres, a potencial absorcdo por plantas assim como a entrada na cadeia alimentar humana.
O residuo de antifingicos no ambiente € motivo de preocupacdo devido aos riscos ambientais
e a persisténcia. A distribuicdo, o comportamento e o destino dos farmacos antifingicos
utilizados com frequéncia foram investigados em &guas residuais na China. O fluconazol
passou pelo tratamento e permaneceu em grande parte no efluente final. O cetoconazol foi
mais prontamente bio-transformado, enquanto o clotrimazol, o econazol e o miconazol
persistiram no lodo de esgoto. A lipofilicidade desempenha o papel determinante na absorcao
(PETRIE et al., 2015; MARTI et al., 2014; PENG, 2013). O processo de absorcao € resultante
de interacBes entre os grupos alifaticos e aromaticos de alguns poluentes presentes na fase
liquida do esgoto e a membrana celular lipofilica dos microrganismos presentes no lodo e sdo
fundamentais para que estes micropoluentessejam transferidos para as fracGes lipidicas
solidas dos lodos de ETEs. Esta relacionado a lipofilicidade da substancia, caracterizada pelo
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow). O processo de adsorcdo refere-se as interacdes
eletrostaticas dos produtos quimicos carregados positivamente com as superficies dos
microrganismos carregadas negativamente. Assim, as moléculas cationicas serdo adsorvidas
com mais facilidade do que aquelas carregadas negativamente. Portanto, o potencial de sor¢éo
destes residuos é funcdo de ambos os seus caracteres lipofilicos (Kow) e acidez (pKa)
(SUAREZ et al., 2008).

Dados sobre as concentracGes de farmacos e produtos de higiene pessoal em lodos
primarios, secundarios, compostados e secos originarios de ETE foram levantados com o
objetivo de avaliar o risco ambiental representado pelo uso agricola deste residuo. Os
compostos mais criticos encontrados no solo tratado com biossélido foram: estradiol,
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ciprofloxacina, ofloxacina, tetraciclina, cafeina, triclosan e triclocarban. O estudo conclui que
mais pesquisas na area devem ser realizadas para refinar a avaliacdo do risco ambiental
(VERLICCHI e ZAMBELLO, 2015). Os agentes antimicrobianos triclocarban (TCC) e
Triclosan (TCS) e fixadores AHTN (Tonalide) e HHCB (Galaxolide) sdo amplamente
utilizados em produtos de cuidados pessoais e podem ser liberados no solo através do uso
agricola de biossolidos oriundos de ETE de aguas residudrias e afetar a biota. Aplicacbes
repetidas de biossolido levaram a acumulacdo desses produtos de higiene pessoal e resultam
em maiores riscos ecologicos. Com base nos niveis residuais nos locais de teste, esperam-se
altos riscos para 0s organismos do solo para TCC e TCS, enquanto os riscos baixos e médios
para AHTN e HHCB (CHEN et al., 2014).

Os éteres difenilicos polibromados ou polybrominated diphenyl ethers (PBDES) sédo
um grupo de aditivos retardadores de chama bromados (BFRs) que foram amplamente
utilizados para diminuir a inflamabilidade de varios produtos de consumo. Sua persisténcia,
potencial de bioacumulacéo e toxicidade resultaram em varias restricbes de uso. Duas das trés
misturas comerciais foram banidas na Europa, voluntariamente eliminadas nos Estados
Unidos e estdo listadas como poluentes organicos persistentes (POPs) ao abrigo da
Convencédo de Estocolmo. Os PBDEs, no entanto, continuam a ser detectados em todo o
mundo em humanos, animais selvagens e no meio ambiente. Algumas das maiores
concentracbes de PBDEs na América do Norte foram medidas em lodo de esgoto e
biossélidos. A presenca de altos niveis destes compostos em aguas residuais municipais €
causada provavelmente por efluentes residenciais contaminadas por produtos tratados com
PBDEs resultando assim em altas concentracBes no biossélido. Os impactos ambientais
podem incluir a absorcéo agricola em culturas, introducdo em redes alimentares terrestres,
escoamento para os rios e potencial de transporte de longo alcance (DAVES et al., 2012).

2.5 Avaliacéo Ecotoxicoldgica

Embora o biossélido produzido na ETE/CEDAE llha do Governador- RJ se encontre
dentro dos padr@es exigidos pelas normas brasileiras, sendo caracterizado como classe A, séo
necessarias mais pesquisas envolvendo o0s processos de secagem, reumedecimento e
incubacdo de lodos. E fundamental que estes conhecimentos possam ser incorporados as
praticas, minimizando os efeitos negativos decorrentes da aplicacdo do residuo. Ensaios
realizadoscomVibrio fisheri, Latuca sativa e Salmonella com o lodo proveniente de cinco
EstacOes de Tratamento de Esgoto do estado de S&o Paulo demonstraram serem efetivos para
fornecer informacdes a respeito da periculosidade deste residuo, principalmente quando
interpretados de forma integrada (ZANATTA, 2014, DA MATTA, 2009).

A toxicidade em um vegetal pode ser observada quando constituintes toxicos, do solo
ou da agua, sdo absorvidos e acumulados em seus tecidos em concentragdes suficientemente
altas para provocar danos ou retardar seu desenvolvimento. A germinacdo depende de eventos
fisiologicos influenciados tanto por fatores ambientais como temperatura, salinidade, pH e
presenca de substancias inibidoras quanto por fatores intrinsecos como a dorméncia. Os testes
de toxicidade utilizando vegetais constituem recurso pratico de baixo custo e de sensibilidade
razoavel na indicacdo qualitativa da presenca de substancias tdxicas ou inibidores biologicos
(PELEGRINI et al., 2006). Bioensaios padronizados utilizando sementes de alface Lactuca
sativa (germinacdo e alongamento de raiz) vem sendo propostos para avaliar impacto de
efluentes e de residuos. Esses testes biolégicos além de baratos, e de facil implementacéo
reproduzem e destacam os efeitos causados pelo poluente e poderiam ser rotineiramente
usados para verificar seu impacto (CHARLES et al., 2011). O efeito fitotdxico em amostras
de lodos de esgoto provenientes de sete estagcdes de tratamento do Estado de Sdo Paulo foi
avaliado utilizando os ensaios de alongamento de raiz e germinacdo de sementes. A
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metodologia empregada demonstra ser promissora para avaliar fitotoxicidade discriminando
as diferentes estacdes de tratamento (CETESB, 2008).

A alface é produzida comercialmente em muitos paises sendo especialmente
importante como uma cultura comercial na Asia e na América. A China, os EUA, a Espanha,
altdlia, aindia eo Japdo estio entre os maiores produtores mundiais (MOU, 2008). As
sementes de alface sdo excelentes organismos para ensaios de toxicidade, pois apresentam alta
sensibilidade ao estresse quimico, bem como réapidas germinacdo e reidratacdo, garantindo a
reprodutibilidade do ensaio (PEREIRA et al., 2009). Tanto os ensaios de germinagao
quantoos de alongamento radicular em Lactuca sativa (Asteraceae) se apresentam como boas
ferramentas para avaliar a fitotoxicidade de solos e de residuos (GONZALES et al., 2011;
CAMPAGNA-FERNANDES et al., 2016). Além disso, a alface € um vegetal amplamente
cultivado, utilizado em grande escala na alimentacdo humana e animal, e vulneravel a
contaminag@es durante os processos de irrigacao e fertilizagdo (GIORGETTI et al., 2011).

A espécie Mimosa caesalpiniifolia, pertence a familia Leguminosa, subfamilia
Mimosoideae, sendo vulgarmente conhecida como sabia, unha de gato ou sansdo do campo. E
uma espécie helidfita, de rapido crescimento e de fécil renovacdo devido a capacidade de
rebrota tanto do tronco quanto das raizes. Trata-se de uma espécie pioneira, ocupando
formagdes primérias e secundarias, ocorrendo de forma natural em Minas Gerais e na regiéo
Nordeste do Brasil (LORENZI, 2002; CARVALHO, 2007). Estas caracteristicas, aliadas a
sua capacidade de sobrevivéncia com recursos limitados, tornam a espécie amplamente
utilizada para recuperacéo de areas degradadas e reflorestamento tanto no Nordeste quanto em
regides Umidas do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo (TEIXEIRA, 2013; RIBASKI et al., 2003).
O uso de leguminosas arbdreas mostra-se como boa alternativa para solucionar a baixa
disponibilidade de nutrientes em solos degradados, pois, além de fixar N, tem outros efeitos
positivos na fertilidade, como por exemplo, a passagem de nutrientes das camadas mais
profundas para as camadas superficiais do solo criando condig¢des para acelerar o processo de
recuperacdo do ecossistema (SILVA et al., 2013; RESENDE et al., 2013). A introducéo de
leguminosas arbdreas como Mimosa caesalpiniifolia em pastagens degradadas revela um
potencial na melhoria de diversos atributos edaficos como fauna do solo (MANHAES et al.,
2007) e na capacidade de melhorar a fertilidade do solo através da ciclagem de nutrientes via
serapilheira (COSTA et al., 2014). Sua propagacao ocorre via sementes que se desprendem a
medida que os frutos secam, porém, as sementes desta espécie sdo robustas, possuindo altos
niveis de dorméncia tegumentar (ALVES et al., 2004).

Os organismos aquaticos foram os primeiros utilizados em ensaios de ecotoxicidade.
Os ensaios agudos sdo aqueles que avaliam efeitos severos e rapidos, sofridos pelos
organismos expostos a um contaminante em um curto periodo de tempo. Os ensaios
realizados com Daphnia magnae Danio rerio sdo um exemplo deste tipo de teste. Os
microcrustaceos atuam como consumidores primarios na cadeia alimentar aquética e
organismos do género Daphnia, também conhecidos como pulgas d’agua, embora nio
ocorram naturalmente no Brasil, sdo facilmente cultivados em laboratério, obtendo-se assim
populacbes homogéneas e com sensibilidade constante (BERTOLETTI, 2008). Ensaios de
ecotoxicidade crbnica permitem avaliar os efeitos adversos por um periodo do ciclo de vida
dos organismos como reproducdo e fecundidade, ou ainda efeitos sobre o crescimento
populacional como ocorre na alga unicelular Raphidocelis subcaptada. Algas unicelulares
fitoplanctonicas sdo produtoras, base da cadeia tréfica e as principais responsaveis pela
oxigenacdo do ecossistema aquatico. Uma reducdo destes organismos pode provocar danos
aos processos ecoldgicos e a toda a biodiversidade do sistema.

Peixes dulcicolas sdo amplamente utilizados em testes de toxicidade, por serem
sensiveis a poluentes e reconhecidos internacionalmente. Os resultados dos testes de
toxicidade aguda com peixes realizados para elutriato do lodo da ETE de Goiania estimaram
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em 10,26% v/v a concentracdo letal para 50% dos organismos testados em um ensaio de 48
horas, demonstrando assim a toxicidade do lodo quando carreado para ambientes aquaticos.
(SANTOS, 2010). Ha liberacdo significativa, nas estacGes de tratamento de efluentes, de
residuos coloidais contendo nanoparticulas como, por exemplo, aquelas, presentes nos
protetores solares. Estes resultados demandam questionamentos sobre a toxicidade dos
efluentes para os organismos aquaticos, principalmente para as espécies dulcicolas (WANG et
al., 2012).

Ensaios com 0s microcrustaceos aquaticos Daphnia similis e Artemia salina em
elutriatos de lodos de ETEs em S&o Paulo e Pernambuco demonstraram a ocorréncia de
efeitos adversos do lodo sobre a fauna aquatica, apresentando aumento gradual da toxicidade
em funcdo do tempo. Estes efeitos aparentemente ndo foram causados somente pela presenca
de metais pesados no lodo, mas também pela existéncia de compostos organicos (JONSON e
MAIA, 2007; SANTOS, 2009).

Ensaios agudos com Daphnia similis e cronicos com algas cloroficeas da espécie
Pseudokirchneriella subcaptata, além de testes de bioacumulacdo de metais com oligoquetas
(Eisenia andrei) foram utilizados para uma avaliacdo ecotoxicolégica da aplicagdo do lodo da
ETE Ilha do Governador em dois tipos de solo: latossolos e chernossolos. Os organismos
aquaticos apresentaram uma relacao significativa de dose e efeito as concentragdes crescentes
do residuo e as algas demonstraram a maior sensibilidade a toxicidade do lodo (CESAR et al.,
2010).

Lodos da mesma ETE foram usados em ensaios de letalidade e fuga com Eisenia
andrei. Quando utilizado “in natura” o lodo provocou a morte de 100% dos organismos
testados, porém a adicdo do residuo aos solos naturais na concentracdo de 6,66% ndo causou
letalidade. Os resultados do ensaio de fuga mostraram diferengas significativas entre os solos,
96,43% das minhocas evitaram o latossolo e 31% o chernossolo tratado com o residuo
(CESAR, 2008)

Minhocas, colémbolos e enquitreideos sdo considerados “engenheiros do
ecossistema”. Uma reducdo na populagdo destes organismos, seja por morte, “fuga” ou
reducdo na reproducdo, interfere também nas caracteristicas do solo, cadeia trofica e
diversidade das comunidades.Ensaios ecotoxicoldgicos realizados com minhocas submetidas
a diferentes concentracdes de lodo de esgoto doméstico misturado ao solo ndo apresentaram
resposta de toxicidade aguda, entretanto testes de reproducdo e de crescimento apontam para a
existéncia de efeitos deletérios sobre a reproducdo das minhocas,com auséncia de casulos ou
organismos jovens, além de atrofia e perda de peso nas concentracbes mais altas (DORES-
SILVA et al., 2013).

Estudos com nanoparticulas presentes em protetores solares sugerem que, como cerca
de noventa por cento do produto fica retido no lodo, a maior exposicdo ambiental esperada
seria no solo, ap6s aplicagdo do mesmo. Assim, 0s autores sugeriram a necessidade de mais
ensaios ecotoxicoldgicos com organismos terrestres quando houver utilizacdo agricola de lodo
de estacdes de tratamento (JOHNSON et al., 2011)

Ensaios com lodo urbano e industrial em Portugal demonstraram que ensaios de fuga
com colémbolos apresentam maior sensibilidade do que aqueles realizados com minhocas. Os
autores acreditam que os ensaios ecotoxicologicos sdo ferramentas importantes para a
caracterizacdo toxicoldgica dos lodos e que, quando complementados por outros ensaios,
podem integrar uma estratégia de avaliacdo fornecendo informacdes importantes para
controlar o uso de biossolidos na agricultura (NATAL DA LUZ, 2009). Impactos da
disposicao de lodos de esgoto urbano sobre a mesofauna também podem ser testados em
mesocosmos sendo avaliadas a densidade faunistica, a abundancia relativa dos principais
taxons e a estrutura da comunidade (ANDRES, 2005). Bioensaios utilizando diferentes
espécies como colémbolos, minhocas e germinacdo de sementes podem ser uma ferramenta
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adicional para avaliar os efeitos da alteracdo de residuos organicos no solo. Os ensaios
bioldgicos sdo sensiveis a poluentes em baixas concentracGes e, através deles, podem ser
observados resultados de intera¢fes entre substancias ndo detectadas pelas analises quimicas
de rotina (MOREIRA, 2008).

Dois parametros, os fatores de bioconcentracdo (BCFs) ou fatores de bioacumulagédo
(BAFs), tém sido amplamente utilizados para avaliar a bioacumulacdo de poluentes na biota
aquatica e terrestre com o pressuposto de que 0s organismos conseguem estabelecer um
equilibrio quimico em relagdo a uma rota de exposicdo. Foram relatados BAFs maiores para
minhocas coletadas em solos contaminados, 0 que apoia a hipétese de que estes organismos
poderiam ser uma fonte importante para examinar a biodisponibilidade de metais no solo ou
substrato. No lodo municipal, podem existir substancias toxicas que, ao serem usadas como
fertilizantes, ameacem a qualidade do solo em longo prazo. As minhocas podem transferir
produtos organicos perigosos, acumulando metais toxicos em seus tecidos. Este acimulo pode
prejudicar os processos do solo e a biodiversidade local, se os residuos forem transferidos
para organismos que ocupam diferentes niveis troficos. Portanto, a bioacumulacdo de
contaminantes nas minhocas deve ser prioridade de pesquisa (SUTHAR, 2009).

As concentracbes de cimetidina, um anti-histaminico amplamente utilizadono
tratamento de disturbios gastrointestinais, vém aumentando nas aguas residuarias municipais.
Os invertebrados podem ser afetados pela exposicdo a cimetidina, porque usam as suas
enzimas para regular a fungdo olfativa e estomatogastrica. A ecotoxicidade da cimetidina foi
avaliada utilizando Daphnia magna, Moina macrocopa, e Danio rerio. Embora os resultados
indiquem que ha pouca evidéncia de que a cimetidina cause impacto ecoldgico nos niveis
ambientais atuais, as potenciais consequéncias da interrupcdo do sistema enddcrino apds a
exposicdo em longo prazo merecem uma investigacdo mais aprofundada. Ensaios realizados
com duas espécies de invertebrados, Gammarus fasciatus e Psephenus herricki,
demonstraram que tanto a reproducdo quanto a biomassa final de G. fasciatus e a
sobrevivénciade P. herricki foramreduzidos em todos os tratamentos. As baixas
concentragBes de cimetidina parecem ndo ter efeito sobre os produtores primarios, mas ha
indicios de que produzem efeitos negativos indiretos no crescimento e na dindmica da
populacéo de invertebrados (LEE et al., 2015; HOPPE et al., 2012).

Enquanto a biomassa microbiana pode ser avaliada estimando-se a densidade, o
metabolismo pode ser estimado através da quantificacdo do CO, resultante dos processos
metabdlicos atraves de ensaios respirométricos. Entre as técnicas utilizadas para acompanhar
a atividade microbiana, a respirometria se apresenta como uma alternativa relevante. O
acompanhamento é realizado a partir do oxigénio consumido ou do CO, produzido para o
meio e se caracterizam pela simplicidade da analise. Os respirdmetros podem ser abertos ou
fechados e, embora existam equipamentos comerciais, prevalece o uso de protétipos,
desenvolvidos em escala de laboratorio. (BERNARDES, 2005). Esses ensaios se apresentam
como uma ferramenta para avaliacdo qualitativa do efeito de uma substancia ou residuo sobre
a atividade bioldgica e vem sendo utilizados, principalmente para avaliacdo de efeitos da
aplicacdo e caracterizacdo de lodos oriundos de esgotos domeésticos e residuos (FERREIRA et
al., 2002; ANDREOTTOLA et al., 2005; COSTA, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do Biossolido e Preparo de Amostras

O biossoélido utilizado nos ensaios é proveniente na ETE da llha do Governador-RJ
situada & Rua Domingos Mondin, 315, Taud, Ilha do Governador, onde séo tratados 525L/s de
esgoto beneficiando 290.000 pessoas distribuidas em 14 bairros e 20 comunidades. O
biossolido apresenta valores referentes a metais pesados e patdgenos inferiores aqueles
preconizados pelo CONAMA 375/2006 sendo caracterizado como classe A.
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Figura 2. Localizagéo da ETE da llha do Governador, RJ (ETIG).

Apos a coleta, o residuo foi acondicionado em sacos de nylon e armazenado no
laboratério de Bioensaio do IFRJ e no Laboratério de Fauna do Solo na EMBRAPA
Agrobiologia. O biossélido, depois de peneirado (malha de 2mm), foi aplicado ao solo
artificial tropical (SAT) ou natural em diferentes concentragGes e constituiu o substrato para
0s testes de toxicidade.

3.2 Solo Artificial Tropical

Em alguns ensaios com organismos terrestres foi utilizado o solo artificial. A
vantagem de sua utilizacdo é padronizar as condi¢des dos ensaios ecotoxicoldgicos, excluindo
variaveis além do efeito do biossolido. O solo artificial foi originalmente descrito no
protocolo 207 (OECD,1984), sendo composto por 10% de turfa, 20% de caulim e 70% de
areia fina. Passou a ser denominado solo artificial tropical (SAT), ap6s a substitui¢do da turfa
por fibra de coco. O solo artificial tropical segundo orientacdes de Garcia (2004) e
referendado pela norma NBR ISO 15537 (ABNT, 2007) é composto por 5 % de fibra de coco,
22,5% de caulim e 72,5% de areia. A areia, obtida na Embrapa Agrobiologia, foi passada em
peneirae submetida a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 105 °C +5 °C, por
24horas. A fibra de coco adquirida foi o substrato agricola Golden Mix granulado T-80, da
Amafibra, que por ser um material lavado, inerte, livre de agrotdxicos é adequado ao emprego
em ensaios ecotoxicologicos. A fibra também foi seca em estufa de circulagcdo forcada de ar a
60°C, sendo revolvida até completa secagem. O caulim usado foi o Caulim Branco 325, da
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Inducal, vendido em sacos de 25 kg de elevada pureza mineralégica. O pH foi ajustado para o
valor de 6,0 £0,5, com adicdo de CaCO3; quando necessario. As amostras de solo foram
peneiradas com malha de 2 mm e adicionadas diferentes doses do biossélido.

3.3 Solo Natural

Foram utilizados nos ensaios dois tipos de solo: predominantemente arenoso
(Planossolo) e predominantemente argiloso (Argissolo), oriundos do Campo Experimental da
Embrapa Agrobiologia (Terrago), em Seropédica — RJ. O solo utilizado foi retirado da camada
superficial com o objetivo de simular o processo de fertilizacdo em areas agricolas.
Planossolo e Argissolo sd80 muito comuns no estado do Rio de Janeiro e apresentam
caracteristicas bastante distintas. O primeiro é formado por grdos pequenos e compactos que
promovem intensa retencdo de dgua e nutrientes. O segundo apresenta grande porosidade por
onde circula a agua carreando nutrientes, reduzindo a matéria organica e tornando-o mais
seco. Estas caracteristicas podem interferir na toxicidade de um residuo quando disposto no
solo, por isso foram selecionados como substrato para os ensaios com diferentes doses do
biossolido. As amostras de terra referentes a camada superficial (20 cm) de Argissolo
Vermelho-Amarelo e de Planossolo Haplico Distréfico tiveram suas caracterizagdes quimicas
e fisicas realizadas, respectivamente, no Laboratorio de Quimica Agricola da Embrapa
Agrobiologia e no Laboratdrio de Andlise de Solos, Plantas e Residuos da UFRRJ, segundo
tabelas 5 e 6, acrescentando a ambas diferentes doses de biossélido gerado na ETE da llha do
Governador.

Tabela 5. Caracterizagdo quimica dos solos naturais Argissolo Vermelho-Amarelo e
Planossolo Haplico Distréfico na profundidade de 0-20 cm, coletado em Seropédica —
RJ.

Na Ca Mg H+Al Al S T V. pHgu Corg P K CE

cmol, dm™ % gkg? mglL™” dSm™

Argissolo Vermelho-Amarelo

003 182 081 307 005 273 580 47 540 65 2,15 29 0,025

Planossolo Haplico Distréfico

0,03 050 060 18 0,2 180 540 28 520 510 208 24 0.041

CE = condutividade elétrica

SiBCS = Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 2013).
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Tabela 6. Composi¢cdo granulométrica do solo natural, Argissolo Vermelho-Amarelo e do
solo Planossolo Haplico Distrofico na profundidade de 0-20 cm, coletado em
Seropédica — RJ.

Argissolo Vermelho- Amarelo

Argila Natural (g kg™) 240
Argila Total (g kg™) 370
Areia Total (g kg™) 570
Areia Grossa (g kg™) 390
Areia Fina (g kg™) 180
Silte (g kg™ 70
Grau de Floculacdo (g kg™) 350
SiBCS simplificada argiloso
Planossolo Haplico Distréfico
Terra fina (g kg™) 1000
Argila Total (g kg™) 60
Areia Total (g kg™) 868
Areia Grossa (g kg™) 653
Areia Fina (g kg™) 215
Silte (g kg™) 72
Grau de Floculacdo (g kg™) 83
SiBCS simplificada arenoso

SIBCS = Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 2013)

3.4 Parémetros Fisicos e Fisico-quimicos

Para cada concentracdo de biossélido em Planossolo e Argissolo, foram avaliados os
seguintes parametros: densidade, capacidade de campo, pH condutividade, salinidade e, nos
ensaios com organismos aquaticos, turbidez.

Para determinar a densidade, ap6s secagem em estufa durante 24 horas a 36 graus,
foram pesados, em balanca analitica, 20 mL de cada concentracédo, calculando-se a densidade
através da formula:d =m/ v.

Para determinar acondutividade, o pH, a salinidade, e a turbidez, a 10g de cada
concentracdo foram adicionados 50 ml de agua destilada sendo a mistura homogeneizada em
agitador magnético durante 30 minutos. Ap6s 30 minutos de repouso, foram realizadas as
medidas no sobrenadante utilizando pHmetro, condutivimetro, salindmetro e turbidimetro.

Todos os substratos foram hidratados em 60% da capacidade de retencdo de agua
(CRA) calculada de acordo com a formula:

CRA=(M Mt Mp 100
= (Ms Mp)x

Sendo:

Ms = massa do solo teste saturado de agua, da proveta, do funil e do papel de filtro;

Mt = massa da proveta, do funil e do papel de filtro; e

Mp= massa do solo seco (NBR 11269. ABNT,2014).

As analises de macronutrientes do biossdlido foram realizadas no Laboratorio de
Quimica Agricola da Embrapa e as analises de metais por absor¢do atdmica no laboratério
E.P. Analitica do grupo E.P. Engenharia do Processo.
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3.5 Preparo do Elutriato. NBR 1SO 15469 (ABNT, 2015)

Todos os testes com organismos aquaticos foram realizados a partir do elutriato, onde
os dois tipos de solo seco com concentracBes crescentes de biossélido foram misturados a
agua de diluicdo na proporc¢do 1:4. Para uso posterior com as algas foi preparada com o meio
de cultura MBL composto por 14 micro e macronutrientes e vitaminas (STEIN, 1979), para as
Daphnias, com a agua mineral e para os peixes, com a agua do aquario onde foram
aclimatados. A mistura foi submetida a agitacdo em Shaker ou Jar Test durante um periodo de
20 a 24 horas, a temperatura inferior de 25°C, em uma velocidade de agitacdo entre 150 a180
rpm. Apos 2 a 3 horas de decantacdo, o sobrenadante foi submetido a centrifugacdo durante
30 minutos a 2.000 rpm. No caso dos aquarios para peixes, como 0 volume de agua
necessario ao ensaio é bem maior, foi sedimentado durante 6 horas e o sobrenadante filtrado.
O inicio dos ensaios ndo ultrapassou24 hs da produgdo do elutriato, conforme determina a
NBR15469 (ABNT, 2015).

Figura 3. A e B - agitadas no Jar Test no L
Biorremediacdo e Fitotecnologias (LABIFI-UERJ).

aboratorio de

3.6 Ensaios de Ecotoxicologia Aquética

3.6.1 Ensaio de inibicdo de crescimento algal com Raphidocelis subcapitada,
anteriormente denominada Pseudokirchneriella subcaptada. NBR 1SO 12648 (ABNT,
2011)

O ensaio cronico avalia a Clsg (concentracdo da amostra que causa inibicdo de 50% no
crescimento da biomassa algal nos recipientes testes, quando comparado ao controle, sob as
mesmas condi¢cbes de ensaio). Os testes foram realizados com culturas axénicas
(monoespecificas e isentas de contaminacdo microbiana), mantidas em condicBes controladas
de temperatura e luminosidade. Uma vez ao més as culturas foram submetidas a testes de
sensibilidade com Cloreto de Sédio (NaCl). O valor obtido neste ensaio deve estar
compreendido em um intervalo de £ 2 desvios-padrdo em relacdo aos valores médios obtidos
na carta controle. O ensaio durou 96 horas, o elutriado foi preparado com meio de cultura e o
inoculo foi utilizado a partir da cultura em fase exponencial de crescimento. As concentragdes
teste foram: 6,25; 12,5; 25; 37,5 e 50% de biossélido no elutriato mais o controle, com 3
réplicas por unidade experimental. A temperatura foi mantida em 25 £+ 2 °C e a iluminacao
continua, maior do que 4.500 luxes. Para manter a velocidade de agitacdo, a temperatura e a
iluminacdo exigidas para a realizacdo do ensaio, as amostras foram colocadas sobre o
agitador, presas, e colocadas no interior da cadmara de germinagdo, em condi¢des de
temperatura e iluminacdo controladas. Com o auxilio de uma pipeta estéril 3 ml do inéculo
com biomassa algal = 40 x10% ml foi transferido para frascos contendo 27 ml do elutriato
originando uma concentracdo inicial de células em cada recipiente teste = 4 x10 .
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Figura 4. Montagem do ensaio de inibi¢do de crescimento algal.

A- Amostras no agitador. B- Amostras na BOD mantidas sob agitacdo.C- Crescimento algal
em amostras com diferentes concentracdes do biossolido.

Figura 5.Células na cadmara de Neubauer para contagem em microscopio optico.

Calculo docrescimento algal:
C = Nf—No/T
Sendo:
Nf = namero final de organismos;
No= nimero inicial de organismos; e
T = intervalo de tempo.

Inibicdo de crescimento algal:
I = Cc—Ct/Ccx100
Sendo:
Cc = crescimento no controle; e
Ct = crescimento nas solucdes teste.
O ensaio foi realizado no Laboratério de Tecnologia Ambiental da UERJ.

3.6.2 Ensaio de imobilidade com o cladécero zooplancténicoDaphnia magna. NBR 1SO
12713 (ABNT, 2016)

Neonatos de claddceros zooplanctdnicos aquaticos do género Daphnia, espécie
Daphnia similis sdo obtidos por partenogénese, a partir da segunda postura e devem atender
aos seguintes requisitos: neonatos com idade entre 6 h e 24 h, obtidos a partir de fémeas com
idade entre 7 dias e 28 dias. A realizacdo do ensaio com substancia de referéncia deve ser
realizada em paralelo com cada lote de organismos utilizados. Se o resultado de uma série de
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ensaios for consistente, isto é, com coeficiente de variacdo (CV) menor que 30%, esta
frequéncia pode ser espacada para no minimo a cada 30 dias. Como substancia de referéncia,
podem ser utilizadas o cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potéssio (KCI), sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO45H,0), dodecil sulfato de sodio (DSS). A escolha da substancia de
referéncia deve ser realizada com critério, levando em conta potenciais riscos a saide humana
e ao ambiente. O valor obtido no ensaio com a substancia de referéncia deve estar
compreendido em um intervalo de + 2 desvios-padrdo em relacdo aos valores médios
anteriormente obtidos para a mesma espécie, que corresponde a carta-controle.

A

Figura 6. Fémeas da espécie Daphnia magna capazes de gerar descendentes para o ensaio.
A -Exemplar 7 a 14 dias. B-Exemplar 14 a 21 dias.
(Fonte ABNT, 2016)

O ensaio foi realizado com elutriato utilizando-se 4&gua mineral, onde 0s organismos se
encontravam cultivados e aclimatados como agua de diluicdo o periodo de exposicdo foi de
48 horas e o efeito observado imobilidade. As concentracfes testadas foram 12,5; 25; 37,5; 50
e 62%, além do controle. Foram usadas quatro réplicas por tratamento com 5 organismos em
cada uma delas. A temperatura durante o ensaio foi mantida em 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12
horas. Os organismos ndo foram alimentados durante o ensaio. Os resultados foram
considerados validos pois, no término do periodo de ensaio, a porcentagem dos organismos
imoveis no controle for inferior ou igual a 10 %. Os resultados foram expressos em CEsg
(imobilidade). O ensaio foi realizado no Laboratdrio de Biorremediacdo e Fitotecnologias
(LABIFI-UERJ).

3.6.3 Ensaio de letalidade com peixes nectdnicos da espécie Danio rerio. NBR 1SO 15088
(ABNT, 2016)

Conhecido vulgarmente como paulistinha ou zebra-fish, peixe originario da india e do
Paquistdo, atua como consumidor secundério. E oviparo e omnivoro, com o comprimento
variando entre 2,0 e 4,0 cm e amplamente utilizado em testes de ecotoxicidade. A agua de
cultivo utilizada na manutencao dos organismos teste foi agua de abastecimento desclorada,
com pH entre 6,5 e 7, temperatura entre 23 e 27 °C. O teor de oxigénio dissolvido (OD),
permaneceu acima de 4 mg/L, o fotoperiodo entre 12 a 16 horas de luz difusa e a dureza da
agua entre 10 e 60 mg CaCOs/L. Nestas condicdes, os peixes foram aclimatados 7 dias antes
do ensaio. Os organismos s6 podem ser utilizados se ndo apresentarem, neste periodo, sinais
de estresse como: comportamento anormal, hemorragias, mucosidade excessiva ou letalidade
acima de 5% no lote. Mensalmente, a sensibilidade dos organismos foi avaliada através de
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uma substancia de referéncia. No caso do Danio rerio, a substancia é dicromato de potéssio
(K2Cr,07) e a CLso deve estar entre 70 e 140 mg/L da substancia de referéncia.

A dagua de diluicdo utilizada nas solugdes teste foi aquela de aclimatacdo do aquéario. O
ensaio utilizado foi o estatico onde ndo ha renovacdo da substancia teste com duracdo de
48horas. As concentrages testadas foram: 12,5; 25; 37,5 50 e 62% além do controle com 1
réplica por tratamento. Em cada unidade experimental foram colocados 10 organismos
adultos, com tamanho variando entre 10 e 30 mm. A temperatura durante o ensaio foi de 25 +
2 °C e o fotoperiodo de 12 horas. Os animais ndo foram alimentados durante o ensaio. O
ensaio foi considerado valido, pois houve sobrevivéncia de, no minimo, 90% dos organismos
no aquario controle. A cada 24 horas foram medidas: temperatura, pH e condutividade, OD
(oxigéniodissolvido) e, no inicio do teste, além destes pardmetros também foram medidos,
salinidade e turbidez.Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bioensaios do IFRJ.
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Figura 7. Montagem do experimento de letalidade com Danio rerio.
A - Unidade experimental. B — Avaliacdo de parametros fisico-quimicos.

3. 7 Ecotoxicologia Terrestre
3.7.1 Ensaio de inibicio de germinagdo de sementes. NBR 1SO 11269 (ABNT, 2014)

O ensaio foi conduzido utilizando dois tipos de sementes: de alface (Lactuca sativa) e
da leguminosa arborea Mimosa caesalpiniifolia, conhecida vulgarmente como sabid ou
sansdo-do-campo. Foram avaliados os efeitos de diferentes concentracbes do biossélido
adicionado ao Argissolo e ao Planossolo sobre a germinacdo de sementes (NBR11269), o
tamanho do hipocétilo e da raiz. O delineamento experimental utilizado foi completamente
casualizado e a viabilidade das sementes avaliada (BRASIL, 1992). Os ensaios foram
realizados no Laboratdrio de Bioensaios do IFRJ.

a. Lactuca sativa

Os testes de germinacdo (TG) com Lactuca sativa variedade Regina foram realizados
com 5 sub amostras de 20 sementes distribuidas em caixas plasticas do tipo gerbox, medindo
11x11 cm. Em cada caixa foram adicionadas as sementes sobre 150 g de substrato composto
de solo acrescido de diferentes concentracdes (12,5; 25; 37,5; 50; 62,5) de biossélido e
hidratados. Em seguida, as caixas foram colocadas em BOD a 25°C+2 e fotoperiodo de 12
horas. Aos 7 e 10 dias foi realizada avaliacdo do numero de plantulas que emergiram, assim
como os tamanhos de hipocotilo e raiz.
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Figura 8. Montagem do ensaio de inibicdo da germinacédo de sementes de Latuca sativa.
A - Unidades experimentais em BOD. B- Crescimento no controle apds 7 dias. C — Medida
do hipocétilo . D — Medida da raiz . E - Observacdo da integridade dos cotilédones e da raiz.

b. Mimosa caesalpiniifolia

Nos testes de germinacao (TG) com Mimosa caesalpiniifolia, antes do inicio do ensaio
foi realizado o teste de viabilidade com as sementes (BRASIL, 1992), coletadas em agosto de
2015 na éarea experimental da EMBRAPA. As sementes foram tratadas com &acido sulfurico
95% PA durante 10 minutos para quebra de dorméncia e, em seguida, lavadas em &agua
corrente. Vinte e cinco sementes foram distribuidas em caixas plasticas do tipo gerbox,
medindo 11x11 cm com 4 réplicas para cada tratamento. (12,5; 25; 37,5; 50) de biossolido e
hidratados. Em seguida, as caixas foram colocadas em BOD a 30°C+2 e fotoperiodo de 12
horas. Aos sete e 10 dias foi realizada avaliagdo do nimero de plantulas que emergiram, assim
como os tamanhos de hipocatilo e raiz.
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Figura 9. Montagem do ensaio de inibicdo da germinacdo de sementes de Mimosa
caesalpiniifolia.

A-Sementes apos tratamento com acido sulfdrico. B- Crescimento no controle ap6s 10

dias.C— Medida das plantulas. D - Medidas da raiz.E— Observacdo da integridade dos

cotiledones e da raiz.

Figura 10. Diferenca entre os hipocétilos de Mimosa caesalpiniifolia (esquerda) e Lactuca
sativa (direita) apds 10 dias de semeadura.

3.7.2 Ensaio de fuga
a. Eisenia andrei. NBR 1SO 1752-1 (ABNT, 2011)

Os invertebrados terrestres foram cultivados e os ensaios realizados no Laboratorio de
Fauna do Solo da EMBRAPA Agrobiologia. Adultos foram mantidos em esterco bovino
curtido até produzirem ovos isolados para eclosdo, obtendo-se assim juvenis com a mesma
idade (sincronizados) que servem como organismos teste apds dois meses de idade, quando
estdo clitelados.
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Este € um ensaio sub-letal que avalia a tendéncia de um organismo a evitar o solo
teste, preferindo o solo controle. No inicio do teste, os recipientes sdo divididos em duas
secdes verticais idénticas com o auxilio de uma placa de plastico ou metal e preenchidos com
solo hidratado a 60% da capacidade de campo até a altura de, aproximadamente, 60 mm. Uma
das partes é preenchida com o solo teste e a outra com o solo controle (sem contaminante).
Depois de preenchidas as secBes, o separador é removido e 10 minhocas cliteladas sdo
colocadas na linha de separacdo. S8o montadas cinco réplicas por concentracdo. Ha ainda o
controle onde as duas se¢Ges sdo preenchidas com o solo sem contaminante também chamado
de dual test. Para que o teste possa ser considerado valido deve haver uma distribuicdo
equitativa quando as duas se¢des sdo preenchidas com solo controle (sem contaminantes).
Segundo a norma se ha uma fuga superior a 80% para o solo controle, ha indicacdo de
limitacdo na funcdo de habitat e a substancia teste pode causar impacto negativo ao ambiente.

Os recipientes séo fechados e colocados na sala de incubagdo com temperatura de 20 £
2 °C e com uma fonte de luz capaz de liberar 4001x a 800Ix sobre os recipientes em um ciclo
entre 12/12 e 16/8h claro/escuro. As concentracdes de biossolido usadas foram: 15, 30, 45, 60
e 75%. Os animais ndo sdo alimentados durante o teste que dura 48hs. Apos o final deste
periodo, os divisores sdo novamente inseridos, e a terra de cada uma das secOes € retirada,
sendo contadas as minhocas que estavam em cada se¢do. O teste é considerado invalido se
mais de uma minhoca por recipiente estiver morta ou perdida ao final do ensaio.

AL Tc

Figura 11. Montagem do ensaio de fuga com Eisenia andrei.
A - Preenchimento das duas secOes das unidades experimentais. B - Introducdo dos
organismos. C - Unidades experimentais prontas para o inicio do teste.

Para o célculo da percentagem do efeito de cada concentracdo, a média de minhocas
no solo teste é comparada com a média no solo controle de acordo com a férmula:

(nc - nt) 100
N X

Sendo:
X — Fuga expressa em %
nc — NUmero de minhocas no controle em todas as réplicas
nt- Numero de minhocas no solo teste em todas as réplicas
N- Numero total de minhocas em todas as réplicas

b. Folsomia candida (NATAL DA LUZ, 2009)

Os organismos foram cultivados no Laboratorio de Fauna do Solo da EMBRAPA
Agrobiologia. Adultos foram mantidos em meio solido de carvdo ativado e gesso, na
proporcao 1:5. Os ovos foram retirados e, entre 8 e 10 dias, eclodiram os juvenis que foram
usados no teste entre 0 10° e 12° dia apds o nascimento (ensaio sincronizado). O teste seque 0
mesmo principio do ensaio de fuga com minhocas. Tem a duracdo de 48 horas, 50 g de solo
em cada unidade experimental. As concentragcdes do biossdlido foram: 6,25; 12,5; 25; 37,5;
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50, além do controle, com 5 réplicas por tratamento e 10 organismos em cada réplica. Ao final
do teste, cada uma das partes do solo é separada em um recipiente transparente e adicionada
agua para que os organismos flutuem e possam ser contados.

“E

Figura 12. Montagem do ensaio de fuga com Folsomia candida.

A - Folsomia candida no meio de cultivo. B - Preparo das duas se¢des do ensaio de fuga. C -
Unidades experimentais prontas para o inicio do teste D - Unidades experimentais dispostas
em sala climatizada. E- Retirada do solo de uma das se¢fes. F - Preparo para a contagem.

3.7.3 Ensaio de letalidade — Eisenia andrei. NBR 1SO 15537 (ABNT, 2014)

O ensaio consiste na exposicdo de minhocas adultas a diferentes concentracGes de
contaminante. A letalidade deve ser registrada no 7° e no 14°dias, sendo o0 organismo
considerado morto quando ndo responder a estimulo mecéanico provocado por uma pinga na
parte anterior do corpo. Cada unidade experimental continha 5009 de solo arenoso ou argiloso
com diferentes concentragdes do contaminante: 15; 30; 45; 60 e 75% e 4 réplicas por
tratamento. Os organismos utilizados (10 em cada réplica) foram adultos pesando entre 300 e
600 mg ndo foram alimentados durante o ensaio. A temperatura foi mantida em 25 + 2°C e 0
fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 13. Montagem do ensaio de letalidade em Eisenia andrei.
A - Unidades experimentais prontas para o inicio do teste. B - Unidades experimentais
dispostas em sala climatizada.

3.7.4 Ensaio de Reproducéo
a. Folsomia candida. NBR I1SO 11267 (ABNT, 2011)

Este ensaio consiste em expor colémbolos juvenis ao solo acrescido de diferentes
concentragcfes do contaminante, comparando a taxa de reproducdo com aquela do controle. Os
organismos foram colocados em 30g de solo hidratado em frascos com tampa de rosca e
mantidos durante 28 dias na BOD. Em cada frasco foram colocados 10 organismos, com
idades variando entre 10 e 12 dias (ensaio sincronizado). As concentragfes do contaminante
foram: 6,25; 12,5; 25; 37,5 e 50% com 5 réplicas para cada unidade experimental. A cada
semana foram alimentados com levedura seca granulada e a umidade do solo foi ajustada
sendo mantidos a uma temperatura de 20 £ 2°C. Apo6s 28 dias, o conteddo dos frascos foi
transferido para um recipiente de pléstico transparente, adicionando-se agua e trés gotas de
tinta azul de carimbo para facilitar a visualizacdo. Os adultos foram contados, determinando-
se a letalidade, e os juvenis foram fotografados e contados posteriormente com o programa
“Image Toll 3,0”. Validacao do teste: presenca de 100 individuos, no minimo no controle.
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Figura 14. Montagem do ensaio de reprodugdo com Folsomia candida.
A - Frasco com tampa de rosca e 30 g de solo. B - Unidade experimental pronta para o inicio
do teste com 10 organismos em cada. C - Unidades experimentais dispostas BOD. D -
Contetdo dos frascos ap6s adicdo de agua e trés gotas de tinta azul usada para carimbo.

b. Enchytraeus crypticus. NBR16387 (ABNT, 2012)

A avaliagdo da inibicdo da reproducdo segue o mesmo principio da realizada com
colémbolos, comparando a reproducdo nos diferentes tratamentos com aquela do controle. Os
enquitreideos foram mantidos em meio de cultura em placas de Petri na BOD até se tornar
adultos (clitelados). Dez individuos foram colocados em frascos transparentes com tampa de
rosca e 30 g de solo com concentragdes de contaminante de: 6,25; 12,5; 25; 37,5 e 50 % com
5 réplicas por tratamento e controle e mantidos na BOD com temperatura de 20 + 2 °C por 21
dias. A alimentacdo (farinha de aveia) foi administrada a cada 7 dias, quando a umidade do
solo foi ajustada para manter a hidratacdo original. Ao final do ensaio, ap0s verter em cada
frasco alcool 70% até cobrir todo o solo, foi adicionado o corante rosa de bengala em 1% de
etanol (5 gotas). Apds 48 horas, todos 0s organismos ja estavam corados, foram triados em
agua destilada em uma peneira de 1 mm e colocados em placas de Petri, sendo contados com
0 auxilio de um microscopio esteroscépico.
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Figura 15. Montagem do ensaio de reprodu¢do com Enchytraeus cripticus.

A - Meio de cultura com adultos clitelados. B - Unidade experimental com o solo coberto por
alcool 70% e corado com rosa de bengala. C - Unidade experimental apds 48 horas pronta
para a leitura. D - Triagem dos organismos. E - Contagem dos organismos juvenis e adultos.

3.7.5 Avaliacéo da densidade microbiana

Tanto o Argissolo quanto o Planossolo foram tratados com doses de 0, 25, 50 e 75 e
100% do biossélido e 1% de glicose, hidratados a 60% da capacidade de retencdo de agua e,
em intervalos de 0, 7, 14 e 21 dias foram realizadas as contagens. Cada amostra foi
homogenizada em solucdo salina (0,9%) sendo realizadas diluicdes seriadas até 10 e
inoculadas pela técnica de espalhamento em superficie (Spread Plate). Os meios de cultura
utilizados foram: &gar padrdo de contagem (PCA) acrescido do anti-fingico Nistatina para
crescimento de bactérias e Sabouraud acrescido do antibitico Amoxicilina para o
crescimento de fungos. Foram usadas triplicatas para cada diluigéo, 3 dilui¢des por tratamento
e incubadas a 28°C durante 48h (bactérias) e 72 horas (fungos). Apds o crescimento, foram
selecionadas as placas contendo entre 30 e 300 col6nias e contadas utilizando o contador de
coldnias.

O ndmero de unidades formadoras de coldnias (UFC) da amostra foi calculado
utilizando a seguinte formula:

UFC/mL = namero de coldnias x fator de dilui¢do x 10 e o resultado foi expresso em UFC/g
de substrato/solo seco.
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Figura 16. Montagem do ensaio de Densidade Microbiana. Exemplares de placas utilizadas
na contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de fungos e bactérias.

A - Bactérias em solo arenoso e 75% de biossélido. B - Bactérias em solo arenoso e 50% de

biossolido. C- Bactérias em solo argiloso e 50% de biossolido. D - Fungo 100% de

biossélido. E - Fungos em solo arenoso e 75% biossolido. F - Fungos em solo argiloso e 75%

biossélido.

Os Ensaios foram realizados no laboratério de microbiologia do IFRJ.

3.7.6 Ensaios respirométricos

A capacidade de degradacdo de matéria organica é considerada a atividade mais
importante da microbiota do solo e esta intimamente relacionada ao seu metabolismo.

Assim, podemos aferir reducdo ou aumento no metabolismo destes organismos
medindo sua respirometria utilizando-se sistemas especiais denominados respirémetros
constituidos por duas camaras interligadas.

O ensaio respirométrico consiste de um sistema de circulagcdo de ar isento de CO,

impulsionado por um compressor, garantindo a passagem constante de O, e permitindo que o
mesmo ndo seja um fator limitante para o metabolismo microbiano. Em uma das camaras
(Kitassato) é colocado o solo controle ou o solo com a adi¢do de diferentes concentragdes do
contaminante e na outra (frasco lavador de gases) a solugdo de Na OH 0,5M absorvedora de
COs,. O gas carbbnico desprendido da atividade microbiana é recolhido nessa segunda cdmara,
contendo solucdo de Na OH de concentracgdo e volumes conhecidos (armadilha de CO5).
Em intervalos periddicos a solucdo da armadilha é removida e 0 Na OH residual determinado
pela titulagdo com &cido E retirada uma aliquota de 5 mL da solugio de Na OH que capturou
0 gas liberado pelos microrganismos do solo, adiciona-se 1 mL de BaCl,,10 mL de H,O para
melhor visualizagdo do ponto de viragem, 2 gotas de indicador fenolftaleina e por fim realiza-
se uma titulacdo acido base utilizando H CI 0,5 molar ou 0,5M.Sabendo-se quanto sobrou de
Na OH, sabe-se quanto foi consumido por reagir com o CO; produzido e, por equivaléncia,
calcula-se a quantidade de CO,, A quantidade de CO; desprendido € calculada pela formula:
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mg CO,=(C-X)*M*E *10
Sendo:
C = Volume gasto na titulagdo do branco
X = Volume gasto na titulagdo do tratamento
M = Concentracao do acido
E = Equivalentes de CO, (=22)
10 = correcédo do volume titulado

A diferencga entre o valor de CO, desprendido no controle e nos tratamentos indica
alteracdes metabolicas provenientes da aplicacdo da substancia teste (biossélido) na
microbiota do solo. Foram utilizadas as concentra¢Ges de 25, 50, 75 e 100% de biossélido e
1% de glicose, em triplicata em frascos contendo 40 g de solo controle ou tratado. A glicose
foi usada como controle positivo do metabolismo microbiano. Foram repetidos 0s ensaios
para os dois tipos de solos avaliados: Planossolo e Argissolo.
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Figura 17. Montagem do ensaio respirométrico.

1 - Compressor responsavel pelo fluxo de ar no sistema. 2 - As diferentes amostras de solo
encontram-se na camara principal. 3 - O CO; produzidodissolvido na solu¢do de NaOH
encontra-se na camara secundaria.

Os Ensaios foram realizados no laboratério de microbiologia do IFRJ.

3.8 Andlise dos Dados

Foram determinados o0s seguintes parametros para 0s ensaios ecotoxicoldgicos:

- CLy (concentracao letal onde X% dos individuos morrem)

- CEx(concentracao efetiva em que X% dos organismos apresentaram padrdo de fuga,
reducdo de crescimento, germinacao ou reproducao).

3.8.1 Ensaios de fuga

Os resultados obtidos nos ensaios de fuga com minhocas e colémbolos foram
analisados pelo teste exato de Fisher (ZAR, 1996), que permite a comparacdo da distribuicao
dos animais, pressupondo a nao existéncia de comportamento de fuga entre solos sem
contaminante.

Enquanto um valorpositivo indica a fuga para o solo controle, um valor negativo
indica a preferéncia pelo contaminante avaliado. O percentual € obtido pela equacéo:

A =[(C—-T)/N]x100

Sendo:
C = soma de minhocas observadas no controle
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T = soma de minhocas observadas no solo tratado

N= total de minhocas por repeticao

Os percentuais permitiram a obtencdo das CE fuga e para o processamento destes
dados foi usado o programa PriProbit 1.63 (SAKUMA, 1998).

3.8.2 Ensaios de reproducéao

O numero de juvenisfoi usado na obtencdo das concentracbes de inibicdo de
reproducdo. Os calculos de CEs para estes ensaios foram realizados através da analise de
variancia (ANOVA) utilizando o teste de Donnut (p<0,05) para comparar 0s tratamentos com
o controle. O programa utilizado foi STATISTIVA 7,0.

3.8.3 Ensaios de letalidade e inibigcao
As concentracOes letais (CLs) foram calculadas a partir da mortalidade encontrada.
Nos ensaios com plantas e algas, os valores de sementes germinadas, tamanho das plantulas e

crescimento algal foram usados para calcular as CEs através do programa PriProbit 1.63
(SAKUMA, 1998) sendo as médias das réplicas comparadas pelo teste de Tukey com p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacéo do Biossdlido

A tabela 7 relaciona pH, presenca de ions, densidade, capacidade de hidratacdo e
salinidade em Argissolo e Planossolo tratados com doses crescentes de biossdlido.

Tabela 7. Parametros fisicos e fisico-quimicos nas diferentes concentracfes de biossolido
adicionadas a Argissolo e Planossolo.

Concentragdes Condutividade Densidade CRA Salinidade
elétrica (dS/m-) (g/mL) (%) (°/°°)

Biossolido 4,64 2,983 0,45 45,1 13
Argissolo
Doses Biossolido 5,69 0,065 1,08 67.9 0
6,25 % 4,98 0,313 1,07 67,2 0,12
12,5 % 4,98 0,581 1,05 64,5 0,21
25% 4,96 0,918 1,00 63,4 0,3
37,5% 4,94 1,288 0,98 62,8 0,43
50% 4,90 1,492 0,91 58,9 0,5
62,5% 4,82 1,876 0,78 57,2 0,78
75%

4,74 2,767 0,61 49,2 1,1
Planossolo
Doses Biossolido 6,11 0,036 1,35 519 0
6,25 % 5,75 0,287 1,32 53,1 0,08
12,5 % 5,38 0,583 1,28 56,2 0,14
25% 5,01 0,858 1,25 58,3 0,2
37,5% 4,93 1,101 1,12 59,1 0,38
50% 4,86 1,372 1,00 59,7 0,45
62,5% 4,84 1,738 0,84 58,2 0,68
75% 4,78 2,183 0,67 48,2 0,9

Fonte: CRA - Capacidade de Retencdo de Agua.

Concentracdes elevadas de sais reduzem o potencial osmético tornando a &gua menos
disponivel para as plantas. Com o aumento da concentracdo de sais no substrato ha reducédo
no potencial osmotico, acarretando menor capacidade de absor¢do de agua pelas sementes,
influenciando negativamente a capacidade germinativa e o desenvolvimento das plantulas
(FERREIRA et al., 2013; GUEDES et al., 2013). Varias espécies vegetais sdo afetadas
negativamente pelo aumento da concentracdo salina no meio. Podem ser observados: aumento
no tempo médio de germinacdo (TMG), reducdo na massa seca € no crescimento de raizes e
parte aérea (DUTRA et al., 2017; SANTOS et al., 2016; CRUZ et al., 2016). O excesso de
sais na zona radicular pode prejudicara germinagéo, o desenvolvimento e a produtividade nos
vegetais. Uma maior concentracao de sais faz com que a planta tenha um dispéndio de energia
maior para absorver dgua prejudicando assim seus processos metabolicos como a germinagéo
e o crescimento. O sal pode ainda ser um fator limitante para crescimento de bactérias,
reduzindo tanto o seu potencial biotecnolégico como a capacidade de fixacdo de N
(MEDEIROS et al., 2007). Solos acima de 2,0 dS/m™ sdo considerados moderadamente
salinos e o biossolido, assim como os tratamentos com doses de 75% apresentam
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condutividade superior a esta. Culturas como feijdo, milho, alface, cebola, abacate e morango
ja apresentam reducdo em sua produtividade em solos com condutividade acima de 2,0 dS/m™
(CORDEIRO, 2000).

O biossolido retém apenas 45% de agua e promove o efeito de reducdo na retencao
hidrica em todos os tratamentos, principalmente nas maiores concentracdes testadas. A
disponibilidade de agua é fundamental para a maioria dos processos metabolicos dos
organismos vivos. Este efeito associado a condutividade pode estar relacionado a alguns dos
efeitos negativos observados em varios ensaios com solos tratados com biossoélido.

O pH interfere na disposicdo de elementos quimicos essenciais ao desenvolvimento
vegetal, favorecendo ou néo suas liberagdes. Abaixo de 4,5 ou acima de 8,0 pode resultar em
dissolucdo de alguns elementos que, tendo sua concentracdo no solo aumentada, podem
tornar-se toxicos ou serem reduzidos, tornando-se menos assimilaveis pelos vegetais,
alterando seu desempenho (BRADY E WEIL, 2012). Enquanto a maioria das colbnias de
bactérias se desenvolve melhor em pH neutro (entre 6,5 e 7,5), os fungos crescem
preferencialmente em pH mais acido (entre 5 e 6). Além disso, o pH do solo onde a semente
vai germinar e a plantula crescer, tem efeito determinante sobre sua viabilidade, atuando
também na liberacdo de nutrientes. Embora seja um residuo rico em matéria organica e
predominantemente acido, o pH do biossolido e de todos os tratamentos encontra-se na faixa
entre 4,5¢e 8.

Os teores de nutrientes encontrados no lote de biossélido analisado (tabela 8) estdo de
acordo com os valores de residuos semelhantes avaliados em ETEs de outras regides do pais.
Nas diferentes estacées avaliadas no Brasil os teores de N variaram entre 22,5 a 55,3 g kg-',
os de P entre 6 e 30 g kg™, os de K entre 0,1 a 3,99 kg™ e os teores de matéria organica
variaram entre 410 e 713 g kg™ (SAMPAIO, 2010). A avaliacdo de lodo de sete ETEs em
Suazilandia, na Africa Austral (MITSHALI et al., 2014) e em duas ETEs no Estado de S&o
Paulo (CARVALHO et al., 2015), também encontraram altos teores de matéria organica e
nutrientes, principalmente N e P, podendo ser considerada uma caracteristica deste tipo de
residuo. A diferenca na concentracdo de nutrientes entre residuos gerados em diferentes
estacdes esta relacionada ndo somente a composicdo do esgoto, mas ao tipo de tratamento
empregado na estacdo. A variabilidade do teor de N no lodo gerado na ETE lIlha do
Governador, por exemplo, parece estar relacionada ao metodo de secagem. Os leitos
semipermedveis a céu aberto, presentes nesta estacdo, permanecem em processo de secagem
por periodos mais longos permitindo assim maior percolacdo e volatilizacdo do N (ABREU,
2017).

Tabela 8. Teores de nutrientes (g/kg-') presentes na amostra do biossélido da ETIG utilizada
nos ensaios ecotoxicologicos.

Nutriente N Mo Ca K Mg P Na NH;  NOj;

a/kg 18,0 576 17,3 149 268 6,24 048 0,2 2,0

Como pode ser observado na tabela 9, a caracterizacdo do biossélido demonstra que a
média da concentracdo de metais pesados na amostra da ETIG utilizada nos ensaios
ecotoxicolégicos sdo muito inferiores aos valores méaximospermitidos pela resolucéo
CONAMA 375/2006. Estes resultados sdo esperados em estacBes que ndo recebem cargas
industriais. Em solos de clima tropical, onde ocorre intensa mineralizacdo da matéria organica
original, este poderia ser um fator limitante para a repeticdo do uso de biossolidos (ANJOS e
MATTIAZO, 2000). A lixiviagdo dos constituintes do biossolido e a consequente
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contaminacdo do subsolo e das &guas subterraneas dependem ndo apenas da repeticdo do
tratamento, mas também do tipo de solo que o recebe. Uma avaliacdo da lixiviacdo de
amonia, nitrato e fosfato presentes neste residuo em trés tipos de solo:Latossolo Vermelho-
Amarelo Distrofico (LVAd), Latossolo Vermelho Distroférrico(LVdf) e Argissolo Vermelho-
Amarelo Distrofico (PVAd) com e sem lodo de esgoto demonstrou que os elementos
estudados percolam de forma diferenciada quando o solo varia.A aplicacdo de lodo de esgoto
aumentou a quantidade lixiviada de aménia no solo LVAd, e de nitrato em todos os solos
testados seguindo a ordem crescente: PVAd<LVdf<LVAd (COSTA et al., 2014).

Foi observado um aumento nos teores de bario, cromo e chumbo na camada
superficial de solos que receberam tratamento com lodo de esgoto por longos periodos. Estes
metais, entretanto, foram encontrados em niveis muito baixos ou ndo detectaveis nas culturas
(MERLINO et al.,2010; NOGUEIRA et al., 2010). Outra preocupacéo diz respeito ndo so as
concentracBes de metais pesados no biossolido, no solo tratado e na producdo agricola, mas
também & lixiviacdo destes elementos. Em avaliacdo de solos tratados repetidamente com
biossolido, ndo foi constatada a percolacdo dos metais Cd, Cu, Cr, Ni, Pb e Zn nas camadas
de solo inferiores a0,60m de profundidade (ANJOS e MATTIAZZO, 2000). Embora as
concentracfes maximas de metais permitidas pela resolugdo CONAMA 375/2006 estejam
muito acima daquelas encontradas na amostra testada, é necessaria atencdo quando 0s
tratamentos se repetem em um curto periodo de tempo.

Tabela 9. Teores de metais (em mg/Kg-') presentesna amostra do biossélido da ETIG
utilizada nos ensaios ecotoxicoldgicos, comparados aos permitidos pelo CONAMA
375/2006.

Metais  As Ba Cd Cr Cu Hg Ni Pb Se Zn

ETEIllha <05 267,7 2,79 452 312,7 <0,01 244 104 <0,5 10024

Conama* 41 1300 39 1000 1500 17 420 300 100 2800

A avaliacdo para contaminacdo de origem fecal é realizada atraves da analise de
indicadores bacterianos presentes nas fezes, indicando assim a possibilidade da presenca de
patdgenos. Estudos demonstram que varios fatores podem influenciar o risco desta
contaminacdo como o periodo de estocagem, a exposi¢do ocupacional e a exposicdo do
consumidor (NAVARRO et al., 2009). O risco de contaminacdo aceito pela EPA para
patdgenos apds o0 uso de biossdlidos em culturas agricolas foi ultrapassado em alguns casos
estudados ap06s o consumo de legumes e verduras como cenoura e espinafre em solos tratados
com biossolidos, inclusive para a bactéria Salmonellasp (JIMENEZ et al., 2007). A literatura
sobre a resisténcia de patdgenos emergentes a temperatura e outros fatores ambientais foi
revisada para avaliar a probabilidade de sobrevivéncia destes organismos a varios processos
de tratamento de biossolidos. Sabe-se que os adenovirus e o virus da hepatite A sdo 0s mais
resistentes termicamente e podem sobreviver por periodos prolongados no ambiente em
temperaturas obtidas na digestdo anaerdbia. Um modelo foi utilizado para avaliar o risco de
infeccdo e doenca de virus entéricos apds a aplicacdo de biossélidos classe B (GERBA,
2002). Os biossélidos sdo classificados em classe A e B (USEPA, 1993) e as diferencas entre
os dois grupos estdo relacionadas principalmente com os processos utilizados para a reducéo
de patdgenos. No Brasil, a classificagdo segue 0 mesmo padrdo da norma americana avaliando
indicadores bacterianos e ovos de helmintos. A avaliagdo microbioldgica do biossolido reflete
mais uma preocupagdo com a saude humana que poderd consumir alimentos cultivados em
solos tratados com o residuo do que um receio de que provoguem impactos sobre a biota. Os
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valores encontrados na amostra usada nos ensaios (tabela 10) encontram-se dentro dos valores
de referéncia brasileiros, para classifica-la como biossélido classe A.

Tabela 10. Teores de coliformes termotolerantes, ovos de helmintos e Salmonela sp,
presentes na amostra do biossdlido da ETIG utilizada nos ensaios ecotoxicoldgicos
comparados aos permitidos pelo CONAMA 375/2006.

Coliformes Ovos viaveis de Salmonella sp
Parametros avaliados termotolerantes NMP helmintos Presente/Ausente
g-1ST Ovos g-1 Em10g ST
ETIG <0,04 <0,01 Ausente
Conama <1000 <0,25 Ausente

4.2 Toxicidade na Microbiota

Os microrganismos presentes no solo participam do ciclo biogeoquimico de nutrientes
mediando sua disponibilidade através dos processos de decomposicdo de compostos
organicos, sendo responsaveis pela ciclagem de matéria e pelo fluxo de energia no solo,
funcionando como importante reservatorio de nutrientes para 0s vegetais. Assim, a
produtividade dos ecossistemas agricolas e florestais encontra-se intimamente ligada a
densidade microbiana (GAMA-RODRIGUES e GAMA-RODRIGUES, 2008). Entre os
componentes da biota do solo, as bactérias e os fungos sdo responsaveis por grande parte da
biomassa e do metabolismo respiratorio, controlando processos vitais em ecossistemas
florestais (SOUTO, 2008).

A biomassa microbiana e sua atividade metabolica sao influenciadas pelas condicGes
bidticas e abiodticas do sistema apresentando-se como boas indicadoras de alteracGes
resultantes do manejo do solo (RODRIGUES, 2011; TRANNIN et al., 2007; SILVA et al.,
2010). Mudancas nas propriedades microbioldgicas ocasionadas pelo uso agricola do solo
podem ser detectadas antes mesmo daquelas que ocorrem nos teores de C e N total. (GAMA-
RODRIGUES et al., 2005). Medidas de atividade microbiana vém sendo cada vez mais
utilizadas como indicadoras da qualidade do solo ou toxicidade de um contaminante. Em
estudos para determinar os efeitos dos agentes contaminantes e do manejo do solo sobre as
atividades e a dindmica das comunidades microbianas, as analises mais utilizadas como
indicadoras sdo: liberacdo de CO, pela respiracdo microbiana; mineralizacdo de nitrogénio e
carbono; fixacdo biologica de nitrogénio; atividades enzimaticas; contagem de grupos
microbianos e biomassa microbiana (SILVA et al., 2007; PAULA, et al., 2010; ZHONG et
al., 2010).Além da medicdo da biomassa, aatividade da microbiota do solo pode ser avaliada
de varias maneiras como, por exemplo, através de medidas da respiracdo basal (TOTOLA e
CHAER, 2002). A respiracdo depende do estado fisiologico das células microbianas,
sofrendo a influéncia de diferentes fatores do solo, tais como: umidade, temperatura,
disponibilidade de nutrientes, textura e presenca de residuos organicos.

Variagdes no teor de dgua no solo influenciam diretamente a proporcdo de fungos e
bactérias, sendo as bactérias mais sensiveis a desidratacdo do solo, desenvolvendo-se melhor
em periodos de chuva enquanto os fungos apresentam melhor desenvolvimento em periodos
de seca (RODRIGUES et al, 2011). O biossolido tem baixa capacidade de retencdo de agua,
nas maiores concentragdes do residuo o substrato para os ensaios apresenta menor hidratacao.

Quando a densidade de fungos € avaliada pode-se observar que o maior numero de
UFC ¢é obtido apos 21 dias da mistura do biossolido tanto com Planossolo quanto com
Argissolo (Figuras 18 e 19). Quando a densidade das bactérias é avaliada pode-se observar
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que o maior numero de UFC é obtido ap6s 14 dias da mistura do biossélido tanto com
Planossolo quanto com Argissolo (Figuras 20 e 21).

UFC/ g Crescimento de fungos - Planossolo
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Figura 18. Crescimento de fungos em Planossolo tratado com diferentes doses de biossolido
durante 21 dias.
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Figura 19. Crescimento de fungos em Argissolo tratado com diferentes doses de biossolido
durante 21 dias.
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UFC/ g Cescimento de bactérias - Planossolo
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Figura 20. Crescimento de bactérias em Planossolo tratado com diferentes doses de
biossolido durante 21 dias.

UFC/ g Crescimento de bactérias - Argissolo
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Figura 21. Crescimento de bactérias em Argissolo tratado com diferentes doses de biossolido
durante 21 dias.
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Nos fungos, o tratamento com glicose (que pode ser considerado como um controle
positivo, demonstrando o potencial de crescimento destes organismos no solo avaliado sem a
adicdo de biossolido) e o tratamento com 50% de biossélido foram aqueles que resultaram nos
maiores nimeros de UFC com os dois tipos de solos naturais (figura 22). A disponibilidade de
nutrientes no solo é influenciada por diversos fatores, destacando-se a textura. Os solos com
baixo teor de argila (predominantemente arenosos como o Planossolo) apresentam baixo teor
de matéria organica e nutrientes, baixa capacidade de retencdo de agua, alta drenabilidade e
pH mais acido. Quanto maior o teor de argila do solo, maior serd a capacidade de troca de
cations e o poder-tampao do solo para cations e anions. O Planossolo, com menor retencdo de
nutrientes responde de forma mais efetiva a adicdo de glicose. Em ambos os solos as
concentracfes de 25% e 75% e 100% ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas ao controle pelo teste de Tukey < 0,05. A concentracdo que
resultou em maior crescimento de col6nias é a de 50% de biossolido para ambos os solos,
provavelmente porque a concentracdo de 25% ndo contém nutrientes suficientes para
incrementar o crescimento e a concentracdo de 75% j& agrega caracteristicas negativas ao
substrato. No Argissolo, o nimero de colénias com a adicdo de glicose e de 50% de
biossdlido sdo semelhantes.

Densidade de fungos em 21 dias
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Figura 22. Comparacdo entre nimero de UFC de fungos em solo arenoso (Planossolo) e
argiloso (Argissolo) no 21° dia da cultura. As diferencas entre os tratamentos para
cada tipo de solo foram comparadas pelo teste de Tukey, p<0,05.

As bactérias sdo mais exigentes em relacdo a disponibilidade de agua livre do que os
fungos. O biossélido apresenta baixa CRA (capacidade de retencéo de agua). A hidratacdo do
substrato torna-se, portanto, menor quando crescem as concentracdes deste residuo. O pH
também é um fator importante para o crescimento de coldnias bacterianas. Enquanto os
fungos crescem em substratos com acidez entre 4,5 e 6,0, as bactérias tem preferéncia por pH
neutro, entre 6,5 e 7,0. O biossélido tem pH &cido (4,6) e nas maiores concentragBes do
residuo (50 e 75 %) seus valores oscilam entre 4,9 e 4,7. Alteragdes na densidade e na
atividade microbiana interferem diretamente nos processosbioldgicos e bioquimicos do solo,
podendo assim atuar como indicadores de polui¢cdo ou degradacao, pois sdo influenciados por
temperatura, concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), nutrientes, pH, salinidade e presenca
de substancias téxicas (MATSUOKA, 2003).
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Podemos observar na figura 23, que ndo houve alteragdes estatisticamente
significativas em relacdo ao controle. No Argissolo, embora se tenha notado um menor
nimero de UFC em relagdo ao tratamento com glicose, ndo ha diferencas significativas entre
as doses do biossolido. Neste caso, o uso do biossélido ndo parece ser benéfico para o
crescimento de coldnias bacterianas em nenhuma dose. Embora o biossélido aporte nutrientes
ao solo, sua adicdo ndo contribuiu para aumentar significativamente a biomassa microbiana,
segundo o teste de Tukey.

Densidade de bactérias em 14 dias
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Figura 23. Comparacdo entre nimero de UFC de bactérias em solo arenoso (Planossolo) e
argiloso (Argissolo) no 14° dia da cultura. As diferencas entre os tratamentos para
cada tipo de solo foram comparadas pelo teste de Tukey, p<0,05.

Para residuos que apresentam contaminantes, a incubacdo pode, a partir de
determinadas concentragdes, inibir o metabolismo ou até mesmo matar microrganismos,
diminuindo assim a liberacdo de CO, em relacdo ao controle. Neste caso, a toxicidade do
residuo aos microrganismos do solo podera ser avaliada. Podemos observar que, no caso do
Planossolo, todas as concentracdes do biossolido apresentaram padrfes de metabolismo,
através da estimativa do CO, liberado na respiracdo, semelhantes aqueles encontrados no solo
sem adicdo do residuo. Como o Planossolo habitualmente tem menos nutrientes, hd um
intenso consumo de glicose pelos microrganismos na fase inicial do ensaio, o que explica os
resultados representados no grafico (figura 24). Nao foram observadas diferencas
significativas entre as doses e o controle quando comparadas pelo teste de Tukey. A
quantidade de mg de CO,, foi considerada por frasco. Cada frasco continha 40 g da solucéo de
solo acrescido de biossolido.

45



mg CO,
300

250
200
150
100
50

0 100

@=@=mBiossolido

Planossolo 50%

Ensaio respirométrico - Planossolo

Horas

200

@ P|anossolo

300 400

@@= Planossolo 25%

500

@@ P|anossolo 75% e=gm=mPlanossolo com glicose(10%)

Teste de Tukey

% Planossolo
0 a

25
50
75
100

[V <V <V R )

Figura 24. Liberacdo de CO, pela microbiotaem diferentes concentracdes do biossélido em

Planossolo.

No Argissolo, o consumo da glicose pela microbiota foi constante ao longo do ensaio
e ndo houve diferencas significativas da liberacdo de CO, entre as doses quando comparadas
pelo teste de Tukey (p<0.05). Este resultado foi semelhante aquele obtido no nimero de UFCs
bacterianas onde também néo foi observada diferenca entre as diferentes doses de biossolido.
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Figura 25. Liberacdo de CO, pela microbiota em diferentes concentracdes do biossélido em

Argissolo.
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4.3 Toxicidade em Vegetais.

Nas sementes de alface, foi observada a interferéncia que as diferentes doses de
biossolido produzem sobre a germinacdo (figura 26). Nas concentracfes acima de 25% do
residuo j& houve diferencas em relacdo ao controle no Planossolo e no Argissolo. As
diferencas na inibicdo da germinacdo entre os dois tipos de solo avaliados tornaram-se
estatisticamente significativas a partir desta dose com o Argissolo apresentando valores
maiores de inibicdo. Uma provavel explicacdo esta no fato dos compostos e ions presentes no
solo arenoso serem lixiviados com maior facilidade do que no argiloso, eliminando mais
facilmente do contato das sementes elementos que poderiam ser prejudiciais & germinacéo.
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Figura 26. Inibicdo da germinacdo de sementes de Lactuca sativaem Planossolo e Argissolo
tratados com diferentes doses de biossélido. Teste de Tukey com diferencas
estatisticamente significativas entre as doses de biossolido para Planossolo e
Argissolo, p<0,05.

As concentragcdes que provocam a inibicdo na germinagdo em 50% das sementes
também apresentam diferencas quando sdo semeadas em Planossolo ou Argissolo, com
tendéncia a apresentar maior toxicidade no Argissolo.

Tabela 11. Concentracgdo efetiva (CEX) do biossolido que provoca inibicdo de 10% e 50% na
germinacdo de sementes de Lactuca sativa.

Planossolo Argissolo
Dose

CE 10inibiczo CEx50 inibiczo CE1onibicao CE50 nibiczo
Percentual 16,4 (9,5-21,5) 36,1(32,7-43,3) 14,4 (8,8-18,7) 29,5 (24,1-30,8)
CRA 57,1 59,3 63,8 61,4
Na mg/Kg 78,72 173,28 69,2 141,6

Valores entre parénteses indicam intervalo de confianca de 95%, quando obtidos. CRA-
Capacidade de retencdo de agua.
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Na comparacao entre as doses de biossélido que causam efeito nas sementes de sabid,
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle apartir da
concentracdo de 12,5%, porém as doses de 12,5, 25 e 37% nao mostraram diferencas
significativas entre si (Figura 27).Este fato pode ser explicado pela robustez das sementes que
configuram uma barreira maior do que aquela encontrada nas sementes de alface.Assim,
diferencas entre as doses ndo provocariam 0 mesmo impacto demonstrando um menor efeito
dose-resposta para estas concentragdes. As doses que causam reducdo da germinagdo em 50%
sdo bem superiores aquelas encontradas em alface. Sabia é muito utilizada em reflorestamento
e recuperacdo de areas degradadas e o uso de biossolido como substrato e fertilizante nos
processos de revegetacdo se apresenta como uma solucdo de gestdo deste residuo. A
resisténcia das sementes de sabid se apresenta como um fator favoravel a sua utilizacéo,
porém a diferenca na sensibilidade encontrada entre as espécies vegetais testadas demonstra a
necessidade da realizacdo de ensaios de toxicidade para todas as espécies envolvidas nos
projetos de reflorestamento.
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Figura 27. Inibicdo da germinacdo de sementes de Mimosa caesalpiniifolia em Planossolo e
Argissolo tratados com diferentes doses de biossolido. Teste de Tukey com diferencas
estatisticamente significativas entre as doses de biossdlido para Planossolo e
Argissolo, p<0,05.

As sementes de sabia ja apresentam naturalmente um potencial de germina¢do menor
do que as sementes de alface. No controle, sem adicdo de biossolido ja houve uma
germinacdo proxima a 90% no Planossolo e inferior a este valor no Argissolo. Assim nao foi
possivel determinar a concentracdo efetiva do residuo que provocasse a inibicdo da
germinacao em 10% das sementes.
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Tabela 12. Concentracgdo efetiva (CEX) do biossolido que provoca inibicdo de 10% e 50% na
germinacdo de sementes de Mimosa caesalpiniifolia.

Dose Planossolo Argissolo

CE 10inibicao CEsg inibicao CE 10nibicao CEsp nibicio
Percentual  ND 68,4 (57,3-73.9) ND 71,02 (68- 76,5)
CRA ND 53,1 ND 52,3
Na mg/Kg ND 328,82 ND 340,89

Valores entre parénteses indicam intervalo de confianca de 95%, quando obtidos. CRA-
Capacidade de retencédo de agua.

As sementes de alface demonstraram maior sensibilidade em comparacdo com as
sementes de sabid ao uso do biossolido nos ensaios de germinacdo. As sementes de Lactuca
sativa possuem uma grande superficie de contato, pequeno tamanho e baixa quantidade de
endosperma (ANDRADE et al., 2010). Sementes pobres em endosperma se tornam mais
suscetiveis as condi¢cdes do meio principalmente nos primeiros estagios de desenvolvimento.
Sementes de plantas nativas na regido semiarida como Mimosa caesalpiniifolia apresentam
uma série de adaptacdes ambientais que permitem sua germinacdo apenas quando as
condi¢cdes ambientais se apresentamfavoraveis sendo, entretanto altamente tolerantes a alguns
fatores de estresse ambiental como a salinidadecom germinacéo limitada acima de 12 dS/m™.
(KILL, 2012; DANTAS et al.,2014).

Ao compararmos a influéncia do uso do biossolido sobre a inibicdo da germinacéo de
sementes entre as duas espécies, observamos um impacto maior sobre as amostras de alface,
com uma CEsp de 29,5% de biossdlido para o solo argiloso e 36,1% para o solo arenoso,
apresentando uma diferenca de 18,5% entre os dois tipos de solos. Em contraste, para as
amostras de sabia, foram necessarias doses mais elevadas, sendo a CEsy 68,4% para
Planossolo e 71,02 para Argissolo. Embora a inibi¢do tenha ocorrido com doses bem mais
elevadas do que aquelas observadas nas sementes de alface, hd uma relagdo dose — resposta na
reducdo da germinacdo das sementes de sabia. Através do teste de Tukey, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os dois tipos de solo para 0s
ensaios com Mimosa caesalpiniifolia.

A alface tem sido amplamente utilizada em ensaios ecotoxicologicos e a maioria dos
trabalhos privilegia a germinacdo para avaliar a toxicidade ndo considerando o comprimento
da raiz e dos hipocotilos. As raizes estdo em contato direto com o solo, absorvendo agua,
assim como 0s contaminantes presentes. Além disso, as observacdes dos efeitos de
crescimento de raiz geralmente ocorrem em concentracdes de contaminantes mais baixas,
permitindo o estabelecimento das concentra¢des toxicas realmente seguras para 0 organismo
de teste (CAMPAGNA et al., 2016; CASIMIRO et al., 2017).Entre mdltiplos fatores que
influenciam a germinacdo e o alongamento, a qualidade da 4gua e o nimero de sementes
utilizada por unidade experimental ndo parece afetar a germinacéo, o alongamento da raiz ou
0 comprimento total (raiz mais hipocétilo). No entanto, quando ha diferencas de sensibilidade
entre as variedades, parece que a cultivar tem um efeito importante no resultado da avaliacdo
de toxicidade. Seria necessario, portanto, escolher cuidadosamente a cultivar bioindicadora e
realizar testes rapidos entre cultivares multiplos para determinar aquele mais sensivel ao teste
(PRIAC, 2017).

No ensaio de alongamento de raiz, Lactuca sativa demonstrou ser menos sensivel ao
uso de biossélido do que o ensaio de germinacdo de sementes e a diferenca nos resultados
entre os solos arenosos e argilosos também foi menor. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os dois tipos de solo na maioria das concentraces.
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Observou-se uma reducdo no tamanho da raiz nos dois solos com uma CEsy de 60,1% e
54,1% para Planossolo e Argissolo respectivamente.
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Figura 28. Alongamento da raiz de Lactuca sativa em Planossolo e Argissolo tratados com
diferentes doses de biossolido. Teste de Tukey com diferencas estatisticamente
significativas entre as doses de biossélido em Planossolo e Argissolo, p<0,05.

O crescimento do hipoc6tilo seguiu 0 mesmo padrdo do alongamento da raiz ndo
demonstrando diferencas significativas nas concentracdes mais baixas de biossolido (12 e
25%) quando comparadas ao solo controle. Somente a partir da dose de 37,5% ocorre reducao
do desenvolvimento do hipocétilo com uma CEsy de 57,3% e 53,4% no Planossolo e
Argissolo respectivamente.
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Figura 29. Crescimento do hipocétilo de Lactuca sativa em Planossolo e Argissolo tratados

com diferentes doses de biossolido. Teste de Tukey com diferencas estatisticamente
significativas entre as doses de biossélido em Planossolo e Argissolo, p<0,05.
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No ensaio de alongamento de raiz, Mimosa caesalpiniifolia também demonstrou ser
menos sensivel do que no ensaio de germinacdo de sementes e ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os dois tipos de solo para nenhuma
concentracdo de biossolido testada. A reducdo no tamanho da raiz foi bem inferior aquela
encontrada em alface. Na maior concentracdo de biossdlido testada (75%), houve uma
reducdo no desenvolvimento da raiz de 21,9% no Argissolo e 23,6% no Planossolo em
relacdo ao controle. Neste caso ndo foi alcancada a CEsp = ndo sendo possivel sua
determinacao.
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Figura 30. Alongamento da raiz de Mimosa caesalpiniifolia em Planossolo e Argissolo
tratados com diferentes doses de biossdlido. Teste de Tukey com diferencas
estatisticamente significativas entre as doses de biossolido em Planossolo e Argissolo,
p<0,05.

O crescimento do hipocotilo seguiu padrdo semelhante ao alongamento da raiz, ndo
apresentando diferengas estatisticamente significativas em relagdo aos diferentes tipos de solo
em quatro dos seis tratamentos avaliados nem no controle. Na maior concentragcdo de
biossélido testada (75%), houve uma redugdo do desenvolvimento do hipocoltilo de 19,49%
no Planossolo e 21,1% no Argissolo em relacdo ao controle. Nao foi alcangada a CEsp nédo
sendo possivel sua determinacéo.
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Tamanho do hipocotilo em M. caesalpniifolia
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Figura 31. Tamanho do hipocoétilo de Mimosa caesalpiniifolia em Planossolo e Argissolo
tratados com diferentes doses de biossolido. Teste de Tukey com diferencas
estatisticamente significativas entre as doses de biossolido em Planossolo e Argissolo,
p<0,05.

Em todos os ensaios o impacto negativo do uso do biossolido foi maior para sementes
de alface do que para sementes de sabid. Embora a salinidade do biossélido ndo seja muito
elevada, este residuo apresenta caracteristicas de impermeabilidade, o que pode provocar uma
reducdo na disponibilidade de agua para as sementes nas concentragdes mais elevadas. Sendo
Mimosa caesalpiniifolia uma leguminosa pioneira e nativa de regiesonde pode haver baixa
disponibilidade hidrica, a disponibilidade de &gua reduzida pelo uso do biossélido, deve
interferir menos em processos de germinacéo e alongamento de raiz do que na alface.

4.4 Toxicidade em Organismos Aquaticos
4.4.1 Parametros fisicos e fisico — quimicos

No elutriato foram avaliados alguns parametros fisicos e fisico-quimicos que
interferem no crescimento populacional de algas e na letalidade de claddceros e peixes.Os
principais fatores abioticos que podem interferir nos resultados dos ensaios sdo: pH, oxigénio
dissolvido, turbidez, temperatura e salinidade (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).Fatores
que interferem na produtividade como temperatura, intensidade da luz e disponibilidade de
nutrientes, apresentam inegavel preponderancia sobre os fatores bidticos (FERESIN et al.,
2011).A turbidez esta relacionada a reducdo da entrada de luz no ambiente aquatico, é medida
em UNT (Unidades Nefelométricas de Turbidez) e exerce papel preponderante para o
equilibrio do ecossistema aquatico. Corpos hidricos de classe | podem apresentar, no maximo,
40 UNT (CETESB, 2009). O oxigénio dissolvido, assim como o pH, tem uma relagdo direta
com a manutencdo da vida aquatica, contribuindo para 0s processos de respiracao aerdbia ou
para a manutencdo de um ambiente que permita a realizacdo de rea¢fes quimicas importantes
para a vida (PIVELI, 2005).
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Tabela 13. Parametros fisico — quimicos do elutriato produzido com as diferentes
concentracdes de biossélido adicionadas a Argissolo e Planossolo.

Concentragdes pH Condutividade1 oD Turbidez  Salinidade
elétrica (dS/m-") (mg/L) (UNT) (g/L)
Biossoélido 4,68 2, 967 3,9 49 1,52
Argissolo 0
Doses Biossolido 5,97 0,073 5.9 110
6,25% 5,68 0,325 5,6 99 0,18
12,5% 5,36 0,596 5,4 86 0,27
25% 5,24 0,983 4,8 81 0,35
37,5% 5,12 1,375 4,5 76 0,48
50% 5,06 1,575 4,4 72 0,56
62,5 % 4,88 1,978 4,2 67 0,82
5% 4,86 2,786 4,1 59 1,31
Planossolo 0
Doses Biossolido 6,25 0,041 6,5 98
6,25% 5,95 0,382 6,3 87 0,09
12,5% 5,47 0,684 6,2 78 0,19
25% 5,38 0,893 5,8 75 0,28
37,5% 5,21 1,210 4,9 68 0,46
50% 5,18 1,487 4,7 65 0,57
62,5% 4,97 1,858 4,5 62 0,74
75 % 4,88 2,670 4,3 57 1,12

Estudos sobre tolerancia a baixas taxas de oxigénio dissolvido em espécies de peixes
de &gua doce do noroeste da Europa foram utilizados para criar distribuicdes de sensibilidade
entre estagios da vida de diferentes espécies de peixes. Os ovos e embrides se apresentaram
como 0s menos tolerantes seguidos pelos juvenis, o que demonstra a importancia deste fator
para a manutencdo e desenvolvimento dos alevinos (ELSHOUT et al.,, 2013).As
concentracBes de oxigénio dissolvido sdo reduzidas em presenca de matéria organica
biodegradavel, como é o caso do biossolido.Nos corpos hidricos, o oxigénio dissolvido é um
indicador da qualidade da agua, sendo resultado da interagdo de diversos processos que
podem aumentar ou diminuir sua concentracdo. Enquanto a turbuléncia da agua pode
contribuir para seu aumento, o langamento de residuos ou efluentes ricos em matéria organica
provoca sua reducdo (PEREIRA et al., 2010; BLUME et al., 2010). A queda dos niveis de
oxigénio dissolvido provoca a morte de seres aerdbicos mais sensiveis, promovendo
processos anaerdbios no ambiente, que geram, além do gas sulfidrico, o metano (SIQUEIRA
etal., 2011; RIBEIRO, 2010; RIVAS et al., 2009).

4.4.2 Ensaio de inibicéo de crescimento algal com Raphidocelis subcaptada

VariacGes nos valores de turbidez podem ser provocadas por carreamento de particulas
solidas oriundas da bacia de drenagem, aumento da biomassa fitoplanctonica, ressuspenséo de
particulas solidas sedimentadas, turbuléncia provocada pelas chuvas e pela acdo dos ventos.
Dados coletados para avaliagdo da produtividade primaria fitoplanctdnica sugerem que a
transparéncia tenha influéncia importante na atividade fitoplanctdnica do ecossistema (CRUZ,
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2012; L1 et al., 2017). O elutriato produzido tanto a partir do Planossolo quanto do Argissolo
apresenta altos niveis de turbidez.

i oroauimical)
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Figura 32. Turbidez no elutriato produzido a partir de Planossolo, Argissolo e biossélido.

A. Elutiato produzido com Argissolo. B. Elutriato produzido com Planossolo.C. Elutriato
produzido com biossdlido.

Nos ensaios de inibicdo de crescimento algal realizados com elutriato, a turbidez
demonstrou ser um fator determinante para a reducdo da populagdo de algas fitoplanctonicas.
Independente da concentracdo do biossolido que, devido a sua baixa densidade flutua, o
aporte de solo controle, principalmente argiloso, ja provoca uma queda significativa nas taxas
de crescimento algal quando consideramos como controle o meio de cultura.

Taxa de crescimento algal

£ 045

E o4

8 035

S 03

x 0,25 N

b 0N

qC_) ’ \ .........

£ 015 {[‘ - \% .................. 2 R I

§ 0,1 —~ S S

5 ! .o e Teste de Tukey

o 0,05 ~ - R

-c $ —

« O T T T T T = = % Planos. Argis.

F_é Controle 0,0% 6,25% 12,5% 25,0% 37,5% g°”t E Z

Concentracao de biossolidos 625 ¢
125 d d
--------- Planossolo — — Argissolo > ¢ °

37,5 e e

Figura 33. Crescimento algal de Raphidocelis subcaptadaem elutriato de solo com diferentes
concentracbes de biossdlido. Teste de Tukey com diferencas estatisticamente
significativas entre as doses de biossélido em Planossolo e Argissolo, p<0,05.

Para uma avaliacdo do efeito do biossélido sobre a inibicdo do crescimento
populacional em algas fitoplanctonicas, foram considerados como controles os solos sem
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tratamento no lugar do meio de cultura. Assim, foi reduzida a interferéncia nos resultados da
inibicdo causada pelo aumento da turbidez resultante do aporte de solos no ambiente aquético
e enfatizado o efeito do biossolido. Ha diferencas estatisticamente significativas na maioria
das doses sugerindo uma relacdo dose-efeito negativa. Na concentracdo de 25% ha diferenca
entre o crescimento em Planossolo e Argissolo com redugdo de crescimento mais acentuada
no Argissolo, como pode ser observado na figura 34.
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Figura 34. Inibicdo de crescimento algalde Raphidocelis subcaptada em elutriato de
solotratadocom diferentes concentragdes de biossélido. Teste de Tukey com diferengas
estatisticamente significativas entre as doses de biossolido em Planossolo e Argissolo,
p<0,05.

Dentre 0s organismos aquaticos dos niveis troficos avaliados, as algas fitoplancténicas
apresentaram a maior sensibilidade ao biossélido, com os menores valores de concentracdo de
efeito (CE). Esta sensibilidade, entretanto, pode estar relacionada ndo apenas ao uso do
residuo, mas também ao aporte de particulas dos solos tratados que interferem negativamente
na turbidez do meio.

Tabela 14. Concentracéo efetiva (CEX) de elutriato que provoca inibicdo de 10% e 50% no
crescimento populacional em algas fitoplanctonicas Raphidocelis subcaptada.

. Planossolo Argissolo
Ensaio

CE 10inibicao CExs0 inibicao CE 10nibiczo CEs0 nivicao
Percentual 5,84 (2,47-9,51) 12,7 (10,6-18,7) 4,67 (3,06-85) 8,87 (8,06-9,7)

(le‘lr\lb%ez 87 78 08 85
S 5.3 5.4 5.6 5.4

Valores entre parénteses indicam intervalo de confianga de 95%, quando obtidos.
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4.4.3 Ensaio de imobilidade em Daphnia magna

Embora o biossélido apresente altas concentraces de NH; (200 mg/Kg) as
concentracfes maximas no elutriato, na CEsy para solos arenosos estaria em torno de 16
mg/L. As alteracGes na salinidade sdo prejudiciais a sobrevivéncia de dafnideos, porém os
valores de CEj e CEsy apresentam salinidade bem inferior aquela que a literatura descreve
como capaz de provocar imobilidade em Daphnia magna. A causa do efeito deletério deve
estar relacionada a agdo sinérgica de varios fatores como hipoxia, turbidez, ambiente
levemente &cido e salino. Algumas variaveis ambientais como pH, oxigénio dissolvido,
salinidade e turbidez apresentam valores semelhantes nas diferentes concentragdes de efeito e
nos dois solos avaliados, sugerindo uma relacgdo entre estes fatores e a toxicidade.

Tabela 15. Concentracao efetiva (CEXx) de elutriato que provoca imobilidade de 10% e 50%
no cladécero fitiplanctdnico Daphnia magna.

Ensaio Planossolo Argissolo
CE 10 imobilidade CEso imobilidade CE10imobilidade CEso imobilidade
Percentual  22,5(16,9-26,0) 32(28,1-355) 11,5(8,12-14,0) 17,9 (14,9-20,9)
oD 5,8 54 5,3 5,2
pH 54 51 53 5,3
Turbidez 81 79 86 84
Na 108 153,6 55,2 85,92
Condutividade
(dS/m'l) 0,891 1,112 0,593 0,883
Salinidade
0,26 0,44 0.24 0,31
(g/L)

Valores entre parénteses indicam intervalo de confianca de 95%, quando obtidos.

Quando as condicdes fisicas do meio ambiente ndo sdo favoraveis ao crescimento do
fitoplancton, sua populacéo decresce interferindo diretamente na populagdo de zooplancton
(ROY et al., 2016). Os dafnideos apresentam diferentes tolerancias fisiologicas para varios
componentes idnicos, sendo bons indicadores de mudangas ambientais principalmente em
relacdo a salinidade (AMSINSCK et al., 2003).

Investigando as comunidades de zooplancton e a estrutura trofica em 45 lagos foi
obseravado que a riqueza de espécies de zooplancton foi significativamente reduzida com o
aumento da salinidade, mas ndo se relacionou com a temperatura. O declinio na riqueza de
espécies em resposta ao aumento de salinidade em lagos com dois niveis troficos foi menos
abrupto que em lagos com trés niveis troficos. A variacdo estrutural da comunidade de
zooplancton depende do comprimento da cadeia alimentar e a salinidade se apresenta como
uma variavel ambiental critica. A comunidadede zooplancton passou do dominio de
copépodos nos lagos com baixa salinidade e trés niveis troficos para grandes espécies de
alimentacéo salina filtrante em lagos com alta salinidade e dois niveis troficos. A relacdo de
zooplancton com a biomassa do fitoplancton foi positivamente relacionada com a temperatura
que interfere tanto nos processos de salinizacdo e desalinizacdo quanto sobre a riqueza de
espécies, composicgdo estruturas tréficas ( LIN et al., 2017).

Ha reducéo na diversidade e abundancia das comunidades de zooplancton expostas ao
aumento de salinidade (HALL e BURNS, 2003; SCHALLENBERG et al., 2003). Os efeitos
da alteracdo de diferentes fatores abioticos (salinidade, temperatura e hipoxia) em Daphnia
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magnaconfirmaram a forte influéncia do aumento dos niveis de salinidade no metabolismo do
cladocero. O impacto provoca principalmente mudancas no contetdo celular de carboidratos,
acidos graxos, acidos organicos e aminodcidos. Em contraste, esses efeitos foram menos
significativos para os outros dois fatores (temperatura e hipdxia) quando ndo foram
combinadas com a salinidade (GARRETA-LARA, 2017).

A tolerancia a salinidade de uma cepa de agua doce de Daphnia magna foi avaliada
em diferentes concentragGes de NaCl com CEsppara o teste agudo de 48 h igual a 5,48 g/ L,
porém a analise do ciclo de vida demonstrou que a expectativa de vida, a taxa de reproducéo e
a taxa de crescimento também foram significativamente reduzidas de acordo com o
aumentodas concentrages de NaCl (MARTINEZ-JERONIMO e MARTINEZ-JERONIMO,
2007). Ensaios com o microcrustaceo de alga doce foram realizados em trés tipos de algas
salgadas. A taxa de sobrevivéncia foi melhor no controle seguido de CE;ode 1,66, 0,44 e 2,48
g/L para os trés tipos de aguas salgadas avaliadas (NaCl, agua do mar sintética e agua do mar
natural respectivamente). A sobrevivéncia diminuiu gradualmente com salinidades crescentes.
A reproducdo também foi favorecida pela baixa salinidade com aumento de ndmero de
descendentes por fémeas e as melhores taxas de reproducdo ocorrendo em valores de
salinidade inferiores a 3g/L (EL-DEEB GHAZY et al.,2009). Efeitos de diferentes
concentracBes de salinidade em duas espécies de cladoceros: Daphnia magna e Daphnia
longispina demonstraram que a primeira € menos sensivel que a segunda a alteracBes na
salinidade com CEsp de 5,9 € 2,9 g/ L, respectivamente em ensaios agudos e CEsqde 5,0 e 2,2
g/ L na exposicdo crbnica. A salinidade causou uma reducéo significativa da fecundidade e
um atraso no desenvolvimento (aumento da idade na primeira reproducdo), bem como uma
diminuicdo na taxa de crescimento de dafnideos. Estes efeitos foram observados, no entanto,
principalmente nas concentracGes de salinidade que causam a imobilidade (GONCALVES et
al., 2007). A salinidade do elutriato ndo é alta (1,52g/L), porém apresenta condutividade
elétrica méxima de 2,967dS/m-').As concentracdes acima de 50% de biossélido , tanto no
Planossolo quanto no solo Argissolo, ultrapassam o limite em que a adgua é considerada
salobra ( 0,5¢/L).

Ensaios com Daphnia magna sugerem toxicidade aguda para amdnia com taxa de
imobilidade aumentando 60% apds 48 horas para a concentracdo de 70 mg/L. A taxa de
aumento corporal, nUmero médio de desova e frequéncia média de muda diminuiram em
concentracOes crescentes de amonia, principalmente nos organismos expostos a 20mg/L. Os
resultados demonstraram que maiores concentracfes de amonia afetaram negativamente 0s
requisitos de habitat de D. magna (RENG,2014). A degradacdo das florescéncias de
cianobactérias geralmente provoca hipdxia e concentracfes elevadas de amdnia provocando
efeitos adversos nos organismos aquaticos. Estes efeitos foram avaliados em Daphnia similis
isolada do lago Taihu, fortemente eutrofizado durante 14 dias. Os resultados mostraram que
tanto a amdnia como a hipdxia prejudicaram significativamente o ndmero de ninhadas, o
nimero de prole por fémea e o nimero de descendentes totais por fémea, e interacdes
significativamente sinérgicas foram detectadas (LYU, 2013). Assim, os resultados dos ensaios
levam a crer que a toxicidade do biossélido esta relacionada a acdo sinérgica de todos os
fatores citados.

4.4.4 Ensaio de letalidade com Danio rerio
Fatores abidticos que podem interferir nos resultados dos ensaios de ecotoxicidade
com peixes sdo principalmente: pH, oxigénio dissolvido (OD), temperatura e salinidade.

Alguns poluentes mostram grandes variagdes na toxicidade em funcéo do pH da 4gua, como
por exemplo a amonia, o cianeto e sulfeto de hidrogénio, que podem ionizar devido ao pH.
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Outros, ricos em matéria organica, consomem oxigénio provocando hipoxia no meio. Por
isso, sdo0 monitorados durante a execucao do ensaio.

Tabela 16. Concentracdo efetiva (CEX) de elutriato que provoca a letalidade de 10% e 50%
do peixe Danio rerio.

Ensaio Planossolo Argissolo
CL10 letalidade CLs0 letalidade CL1oletalidade CLs0 letalidade

Biossolido % 41,6 427 37,0 38,9

oD 49 49 4.5 4.5

pH 51 51 51 51

CE 1,2 1,2 1,3 1,3
Na 199.6 2049 177.,6 186,7
Temperatura 24,3 24,3 24,5 24,5
Salinidade 0,46 0,46 0,48 0,48

Tempera&tura (°C), Salinidade (g/L), CE - Condutividade Elétrica (dS/m™), Na (mg/Kg), OD
(mg/Kg™).

O metabolismo energético dos organismos aquéticos varia em funcdo da temperatura
da &gua e sua elevacdo pode ainda aumentar a solubilidade de muitas substancias e diminuir a
quantidade de oxigénio dissolvido na agua. Assim, um aumento da temperatura da &gua
resultaria em maior ecotoxicidade de determinadas substancias (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2008). A temperatura durante os ensaios manteve-se dentro do intervalo considerado ideal
pela norma NBR15088 (ABNT, 2016).

O estresse salino pode afetar o metabolismo e a excregédo de nitrogénio como parte da
resposta adaptativa, que permite ao organismo enfrentar mudancas ambientais adversas. Os
efeitos agudos de diferentes salinidades e temperaturas no metabolismo de Gambusia affinis e
Danio rerio, foram avaliados. No peixe-zebra, o principal efeito observado foi a reducdo da
excrecdo de nitrogénio a 20 graus salinidade 25 °/°° ou g/L (ULIANO et al., 2010). Os
embrides de Danio rerio sdo muito mais sensiveis sendo tolerantes a salinidade inferior a 4
%o. A tolerancia a salinidade ¢ a capacidade de osmoregulacdo dos embrides aumenta com
desenvolvimento embriondrio, ou seja, as gastrulas sdo mais tolerantes & mudanga de
salinidade do que as blastulas e blastulas mais tolerantes do que a clivagem quando expostos a
salinidades variando de 4 a 10 %o (SAWANT et al., 2001) A salinidade mé&xima encontrada
no elutriato é de 1,5°/°° ou g/L™, portanto inferior aquela capaz de causar danos ao Danio
rerio adulto ou durante a embriogénese.

Ho e Burggren (2012) avaliaram a relacdo entre a exposi¢do hipoxica crénica no
peixe-zebra adulto (Danio rerio) e danos ao fendtipo de sua prole. Populagdes adultas foram
expostas a hipdxia ou normoxia por periodos que variaram de 1 a 12 semanas. Os adultos
foram entdo retornados a normoxia e criados em grupos experimentais. Foi avaliada a
fecundidade do adulto e as caracteristicas dos ovos (volume de ovo, gema e fluido
perivitelinico). Os resultados demonstraram que a exposi¢do hipdxica dos pais no peixe-zebra
adulto tem profundos efeitos sobre o fenotipo morfoldgico e fisiologico de sua prole. Peixes
da espécie Danio rerio mantidos em condicBes normais de oxigénio dissolvido (7,5 mgO,/L™)
e condi¢cdes hipéxicas (4,3 mgO,/L™") foram avaliados durante diferentes estadios de
desenvolvimento. Os estagios iniciais ndo toleram a hipdxia ambiental. No entanto, ap6s30
dias de idade, comecam a responder a hipdxia através de mecanismos fisioldgicos.
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Verificou-se um atraso no crescimento para 0s animais de origem hipdxica e a
sobrevivéncia de Danio rerio para ovos e larvas variou entre 87,7 a 62,4% em animais criados
sob normoxia e hipdxia leve, respectivamente. No entanto, os animais sobreviventes criados
sob hip6xia moderada mostraram uma melhor aptiddo para regular as capacidades aerdbicas e
anaerdbicas quando expostas a hipoxia aguda. (BARRINUEVO et al., 2010). Nas
concentracbes onde as doses de biossolido provocaram efeitos deletérios, o oxigénio
dissolvido encontrava-se bem préximo as condi¢cdes hipdxicas, entretanto a alteracdo deste
parametro aparentemente ndo € o Unico responsavel pela letalidade.

Os resultados entre os ensaios realizados com organismos aquaticos de trés niveis
troficos demonstram maior sensibilidade ao contaminante pelas algas fitoplanctonicas,
seguida por cladéceros zooplanctonicos e peixes nectdnicos. Esta informacéo é relevante para
0 armazenamento do biossolido que, quando acumulado proximo a cursos de agua e
ambientes lacustres, pode contamina-los, principalmente apds periodos de intensa
pluviosidade.

4.5 Toxicidade em Organismos Terrestres
4.5.1 Ensaio agudo com Eisenia andrei

Nos ensaios de toxicidade aguda para avaliar a letalidade, ndo houve mortalidade
superior a 10% nos controles de solos naturais (Planossolo e Argissolo) assim como em
nenhuma das concentracdes avaliadas: 15, 30, 45, 50 e 75% de biossolido durante 14 dias
(ABNT, 2014). Nao havendo indicagéo de toxicidade aguda para Eisenia andrei, foi realizado
ensaio de fuga.

4.5.2 Ensaio de fuga com Eisenia andrei

Os resultados dos ensaios de fuga para Eisenia andrei, tanto em Argissolo quanto em
Planossolo revelam que ha concentracdes do residuo que promovem a transferéncia dos
organismos para o solo controle, procurando assim, evitar o contaminante. No controle
absoluto (dual test) as minhocas se distribuiram de forma semelhante: 48/52 no solo arenoso e
46/54 no solo argiloso, obedecendo assim os critérios para validacdo do teste. As figuras 35 e
36 mostram as concentracdes onde houve preferénciasestatisticamente significativas, pelo
solo ndo contaminado através do teste exato de Fisher p<0,05. No solo argiloso a CE;, foi de
22,08% e CEsp 33,82% e no arenoso a CEjg 32,5 e CEsg 48,03. Os percentuais de fuga foram
estatisticamente significativos, independentemente do tipo de solo, demonstrando toxicidade
do residuo, ligeiramente superior para o solo argiloso. Esta diferenca entre os dois tipos de
solo pode ser explicada pelo fato do solo argiloso j& apresentar naturalmente condutividade
mais elevada do que o arenoso.

Bianchi (2013) avaliando dois tipos de residuos da minerag¢do de bauxitaencontrou os
valores de NaCl para a fuga de 50 % de minhocas da espécie Eisenia andrei: 2093,1mg/Kg-*
para o residuo “in natura” e 1949,12mg/Kg-' para o residuo filtrado em SAT. Segundo
Owojori e Reinecke (2009), osresultados para ensaios de fuga com as minhocasEisenia fetida
e Aporrectodea caliginosa, em solo artificial OCDE acrescido de NaCl e em solo salino
natural coletado na Africa do Sul, demonstraram diferencas de sensibilidade entre os dois
organismos assim como entre o0s tipos de solo. No solo artificial, a CEs para A. caliginosafoi
de 667 mg kg-' NaCl e 1164 mg kg-' para E. fetida. Estes resultados indicam que A.
caliginosamostrou melhor evasdo a salinidade do que E. fetida independentemente de tipos de
solo. A variacdo nas sensibilidades dessas minhocas pode ser resultado de diferencas na sua
ecofisiologia. Benazzi (2015) observou que valores a partir de 2250mg e
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40,84 mg de NaCl kg? em SAT para dois tipos de residuos de perfuracdo petrolifera
promoveram a fuga de Eisenia andrei para o solo controle. O intervalo das concentragcdesdo
biossélido onde ocorreu fuga significativa das minhocas para o solo controle foientre216
mg/Kg™ e 360mg/Kg™ de Na tanto no solo arenoso quanto no argiloso. Os valores de Na
encontrados para a fuga de 50% das minhocas foram: 162,33 mg/Kg™ para solo argiloso e
230,54 mg/Kg™ para solo arenoso. Os valores se referem & concentracdo de Na, que
corresponde a aproximadamente 40% do valor do Na Cl. Estes valores sdo superiores aqueles
encontrados por Benazzi (2015) e inferiores aos encontrados porOwojori e Reinecke (2009) e
também por Bianchi (2013), o que pode significar que o Na ndo é o Gnico e nem mesmo 0
principal fator de toxicidade. As diferencas entre as condutividades vém corroborar esta ideia.
As concentragdes de NaCl citadas por Bianchi (2013) de 1556,3, 2093,1, 1781,43 e 1949,12
mg/Kg™ apresentem CE de 0,35, 0,42, 0,44 e 0,47 dS/m™ respectivamente. As concentracdes
de NaCl citadas por Owojori e Reinecke (2009) para 500, 1000, 2000 e 4000 mg kg™ de
NaCl, correspondem & CEs de 0,12; 0,26; 0,43; 0,77 e 1,21 dSm™, respectivamente. No
biossélido, as concentragdes de Na de 120 mg/Kg-* apresentam CE de 0,85 dS/m em solo
arenoso e 0,91dS/m em solo argiloso e concentracdes de 240mg/Kg™ de Na apresentam CE de
1,37dS/m-! no solo arenoso e 1,49dS/m™ no solo argiloso. Estes valores sugerem a presenca
de ions diferentes do Na contribuindo para o aumento da condutividade elétrica, o que é
esperado no caso de uma mistura como o biossolido.

Argissolo
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Figura 35. Ensaio de fuga com Eisenia andrei em Argissolo tratado com diferentes doses de
biossélido.

O zero indica a secdo sem adicéo de biossdlido.
* Concentragcbes onde houve preferéncia estatisticamente significativa, pelo solo néo
contaminado através do teste exato de Fisher p<0,05.
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Planossolo
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Figura 36. Ensaio de fuga com Eisenia andrei em Planossolo tratado com diferentes doses de
biossélido.

O zero indica a secdo sem adicdo de biossélido.
* ConcentracOes onde houve preferéncia estatisticamente significativa, pelo solo néo
contaminado através do teste exato de Fisher p<0,05.

A fuga de, pelo menos, 80% dos organismos para o solo controle, caracteriza a
capacidade limitada do solo contaminado em atuar como habitat, provocando danos, ndo sé ao
organismo, mas também ao ambiente através da reducdo das funcbes exercidas por ele no
ecossistema. A perda da funcdo de habitat pode alterar a estrutura da comunidade edéfica,
afetar a cadeia trofica e a oferta de servicos ecossistémicos naquele local como, por exemplo,
a decomposicao e biopedoturbacdo exercidas pelas minhocas.

Benazzi (2015) descreveu efeito de 80% de fuga para dois residuos de perfuracéo
petrolifera com valores de 135 mgde NaClkg'e 122,5mgde NaCl kg’ em SAT. Para
Owojori &Reinecke (2009), o efeito de fuga acima de 80% para Eisenia fetida foi obtido
emvalores de concentragdo salina de 500 mg kg™ de NaCl. Bianchi (2013) avaliando a
toxicidade de dois residuos da mineracao de bauxita em SAT, obteve valor de fuga maior que
80% em doses de 3.700,18 mg/Kg™ de NaCl para o residuo “in natura” e 3.318,35 mg/Kg™
para o0 residuo tratado. Nos ensaios com biossolido houve a fuga de mais de 80% dos
organismos, no solo argiloso, a partir da concentracdo de 45% do residuo e 250mg/Kg™ de
Na, e no arenoso, a partir da concentracio de 75% do residuo e 360 mg/Kg ™ de Na, embora
nas concentracles de 45% e 60% de biossélido, o comportamento de fuga tenha ficado muito
proximo a 80% Owojoriet et al. (2009) avaliaram os efeitos da salinidade com NaCl puro
acrescido de zinco (cloreto de zinco) ou cobre (oxicloreto de cobre) em Eisenia fetida.
Embora os efeitos da salinidade sobre a toxicidade do cobre fossem aditivos, as minhocas
submetidas a exposicdo de mais de um elemento estressor apresentaram efeitos mais graves
do que quando expostas a apenas uma das substancias. O biossélido é uma mistura composta
por multiplos elementos potencialmente toxicos, assim a salinidade deve ser avaliada como
um fator de estresse, porém nado deve ser considerada como o Unico.
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4.5.3 Ensaio de fuga com Folsomia candida

No dual test os colémbolos se distribuiram de forma semelhante: 50/48 no solo
arenoso e 54/46 no solo argiloso, obedecendo assim os critérios para validacdo do teste. As
figuras 37 e 38 mostram as concentragdes onde houve diferengas estatisticamente
significativas desta preferéncia através do teste exato de Fisher.No solo argiloso a CE;, obtida
foi de 7,41% e CEsy 33,87% e no arenoso a CEj 17,88 e CEsp 33,5 demonstrando maior
toxicidade guando o residuo é adicionado ao Argissolo. Os percentuais de fuga demonstram
toxicidade do residuo, ligeiramente superior para o solo argiloso. O colémbolo Folsomia
candida apresentou maior sensibilidade ao residuo do que as minhocas da espécie Eisenia
andrei. A fuga dos organismos para o solo controle ocorre inicialmente em concentragdes
inferiores aquelas verificadas para Eisenia andrei, a concentragdo da CLsy, para as duas
espécies € muito semelhante em solo argiloso e ligeiramente inferior para os colémbolos no
solo arenoso. O valor de fuga negativo no solo arenoso demonstra a preferéncia pelo solo
contaminado em relagdo ao solo controle nas concentracGes de 6,25 e 12,5 %. Como este solo
retém menos agua e nutrientes do que o solo argiloso e as concentragdes mais baixas ndo
apresentam toxicidade elevada, os organismos podem encontrar mais nutrientes disponiveis e
a aplicacdo do residuo, neste caso, pode resultar em uma melhoria na qualidade do solo
predominantemente arenoso como o Planossolo.

Argissolo
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Figura 37. Ensaio de fuga com Folsomia candida em Argissolo tratado com diferentes doses
de biossolido.

O zero indica a se¢cdo sem adicdo de biossoélido.
* Concentragfes onde houve efeito estatisticamente diferenciado pelo teste exato de Fisher
(p<0,05).
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Planossolo
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Figura 38. Ensaio de fuga com Folsomia candida em Planossolo tratado com diferentes doses
de biossolido.

O zero indica a secdo sem adicdo de biossélido.
* Concentragfes onde houve efeito estatisticamente diferenciado pelo teste exato de Fisher
(p<0,05).

Testes com minhocas e colémbolos em quatro tipos de solos contaminados com metais
revelaram que tanto Eisenia andrei quanto Folsomoia candida foram capazes de evitar os
solos mais contaminados. No entanto, as duas espécies apresentaram diferentes sensibilidades
aos metais, com as minhocas exibindo respostas mais consistentes e menos variaveis do que
os colémbolos. Os resultados gerais mostraram que os testes de fuga podem ser utilizados
com os dois organismose tornarem-se ferramentas de triagem para avaliacdo de riscos
ecoldgicos em solos contaminados (NATAL DA LUZ et al.,2004) e que, para ambos 0S
organismos, pode-se obter uma resposta clara dentro de 24 h de exposi¢cdo. Essa resposta
rapida é bastante Gtilquando ha necessidade de avaliar rapidamente solos contaminados
(NATAL DA LUZ et al., 2008 a).

Os ensaios com Folsomia candida foram realizados em concentragdes menores do que
aqueles realizados com Eisenia andreionde, no solo argiloso houve mais de 80% de fuga a
partir da concentracdo de 45% e no solo arenoso somente a partir de 75%. Nas concentragdes
de 37,5 e 50%, principalmente no Planossolo,a fuga dos colémbolos se aproximou bastante de
80%. A resposta de fuga dos invertebrados edaficos pode ser influenciada pelas propriedades
do solo como teor de matéria organica e textura. Varias combinagdes de cada um destes
fatores foram testadas e os resultados mostraram que estas propriedades influenciaram a
resposta de fuga dos organismos, que evitavam preferencialmente solos com baixo teor de
matéria organica e textura fina (NATAL DA LUZ et al., 2008 b).Tanto em Folsomia candida
qguanto em Eisenia andrei pudemos observar diferencas na fuga entre os solos naturais
estudados.
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4.5.4 Ensaio de reprodugdo com Folsomia candida

A mortalidade observada no controle dos solos naturais e no SAT, ndo excedeu 20% e
a reproducdo média foi superior a 100 no SAT, atendendo assim, aos critérios protocolados
para validagéo dos resultados. Algumas concentracGes afetaram a integridade dos organismos
provocando letalidade tanto em solo arenoso quanto em solo argiloso.

Nos dois tipos de solo, a concentragdo mais baixa (6,25%) provocou incremento na
reproducdo, com o nimero médio de juvenis maior do que aquele observado no controle, o
que pode ser explicado pelo aporte de nutrientes presentes no biossélido e pela concentracao
relativamente baixa de substancias toxicas. Nesta concentracdo, entretanto, ja se observa
letalidade dos adultos ap6s 21 dias. Em todas as outras concentracdes testadas, nos dois solos
naturais, o residuo promoveu inibicdo da reproducdo com numero médio de juvenis inferior
ao controle (Figuras 39 e 40).

Nas concentracGes acima de 25% em ambos os solos foi observada inibicdo da
reproducdo em valores que correspondem a redugdes > 20% sendo consideradas
estatisticamente diferentes do controle. No Planossolo hd uma reducdo significativa em
relacdo a letalidade e reproducdo entre as concentragbes de 25% e 37%, enquanto no
Argissolo h4 uma reducdo acentuada no nimero de adultos entre as duas concentragdes,
porém ndo é acompanhada por uma reducéo equivalente na reproducéo.

Efeitos de solos naturalmente salinos sobre a sobrevivéncia e reproducéo de Folsomia
candida, Enchytraeus doerjes, Eisenia fetida e Aporrectodea caliginosa foram avaliados
durante 28 dias. A sobrevivéncia de E. doerjesi e F. candida ndo foi significativamente
afetada, porém a producdo de juvenis cessou para E. doerjesi, em 1,31 dS m™ e para F.
candida, em 1,62 dS m-', porém a mortalidade nao foi afetada neste intervalo. Baseados nos
dados de ensaios de sobrevivéncia e reproducdo, a sensibilidade desses organismos ao
estresse salino, aumentou na ordem: F. candida < E. doerjesi < A. Caliginosa < E. fetida.
(OWOJORI et al., 2009). Na concentracdo de 50% de biossélido, onde a producéao de juvenis
é praticamente nula, os valores de condutividade elétrica sdo de 1,37 e 1,49 dS/m™ para
Planossolo e Argissolo respectivamente (tabela 7).

Domene et al., (2011) afirmaram que os colémbolos reproduzem-se menos em solo
artificial do que em solo natural. Esta observacdo nao corresponde aos resultados obtidos
neste estudo, principalmente no que se refere ao Argissolo, onde o nimero de juvenis foi
sensivelmente inferior aquele encontrado no SAT tanto no controle quanto nas concentragoes.
Benazzi (2015) reportou a mesma observagdo em sua avaliacdo ecotoxicologica de dois
residuos de perfuracdo petrolifera. Filseret et al., (2014) afirmam que as caracteristicas do
substrato influenciam também o comportamento de organismos-teste e ndo apenas a
biodisponibilidade das substancias nele presentes.

64



Planossolo
120 A r 10
100 -+
- 8
]
f o
2 80 g
3 L g
3 = ° £
£ 60 + 8
= w
S 8
] =
§ 40 A = -4 Z
3 Teste de Dunnet
20 %
L 5 0
6,25
0 T T T T T T 12,5
0 6,25 12,5 25 37,5 50 25 *
Biossolido (%) 37,5 :
. 50
[/ Juvenis/adultos
—e&— Adultos

Figura 39. Reproducdo e mortalidade de Folsomia candida, apds 21 dias de exposic¢do as
diferentes doses do biossélido em planossolo.

* Indica diferenca significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnet, p<0,05.
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Figura 40. Reproducdo e mortalidade de Folsomia candida, ap6s 21 dias de exposicdo as
diferentes doses do biossélido em Argissolo.

* Indica diferenca significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnet, p<0,05.
De acordo com os resultados da tabela 17, teores de Na de 99,84 mg/kg™ em
Planossolo e 99,87 mg/Kg™ em Argissolo reduzem a reproducéo da populacdo em 50%,

equivalendo a valores de condutividade elétrica de 0,75 e 0,76 dS/m™, respectivamente. A
letalidade para 50% dos organismos ocorreu em concentracdes de Na de 125 mg/Kg e
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119,04 mg/Kg™" para os solos arenoso e argiloso respectivamente, equivalendo a uma
condutividade elétrica de 0,95 e 0,91 para Planossolo e Argissolo respectivamente.

Tabela 17. Concentragdes efetivas (CEX) e letais (CLx) do biossélido que provocam a
reducdo na reproducdo e a letalidade de 10% e 50% do colémbulo F. candida em
Planossolo e Argissolo tratados com diferentes doses de biossélido.

Condutividade Elétrica

Percentual (s m) Sédio (mg kg™)

Planossolo

CEiorer 8,99 (6,93-11,05) 0,045 (0,04-0,07) 43,15

CEso eor 20,80 (18,7-22,8) 0,75 (0,58-0,91) 99,84

CLy 4,85 0,029 (0,021-0,04) 23,28

Clso 26,2 0,95 (0,92-0.97) 125,76
Argissolo

CEioreor 7,79 (6,02-9,55) 0,038 (0,036-0,039) 37.39

CEsoror 20,87 (18,8-22,8) 0,76 (0,59-0,92) 99,87

Clo 4,73 0,026 (0,019-0,04) 22.22

Cls 24,8 0,91 (0,913-0,921) 119,04

Valores entre parénteses indicam o intervalo de confianca de 95%, quando obtidos.

Os resultados, tanto para a reproducdo quanto para a letalidade sdo muito semelhantes
para os dois tipos de solos, refor¢ando a toxicidade do residuo quando adicionado a diferentes
substratos. As concentracdes deNa que provocam efeitos deletérios sdo inferiores aquelas
relatadas na maioria dos trabalhos sobre o tema, porém os valores de condutividade elétrica
sdo semelhantes reforcando a hipotese da presenca de outros ions no processo de toxicidade.

4.5.5 Ensaio de reproducdo com Enchytraeus crypticus

Apos 21 dias de ensaio, foram observadas,tanto no controle dos solos naturais quanto
no SAT, mortalidades inferiores a 20%. A reproducdo média foi superior a 100 no SAT,
atendendo assim, aos critériospara validacdo dos resultados. Além da inibi¢do da reproducao,
algumas concentragfes do biossolido provocaram letalidade quando adicionadas aos dois
solos testados.

Apenas no Argissolo foi observado incremento na reproducgéo, na concentragdo de
6,25%. Em todas as outras concentracfes testadas, o residuo promoveu inibicdo da
reproducdo com numero meédio de juvenis inferior ao controle (figuras 41 e 42). Nas
concentragOes acima de 12,5 em ambos os solos, foi observada inibi¢do da reproducéo em
valores que correspondem a reducdes > 20% sendo consideradas estatisticamente diferentes
do controle.
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Figura 41. Reproducédo e mortalidade de Enchytraeus crypticus, apés 21 dias de exposicao as
diferentes doses do biossélido em Planossolo.

*Indica diferenca significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnet, p<0,05.
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Figura 42. Reproducéo e mortalidade de Enchytraeus crypticus, apos 21 dias de exposi¢ao as
diferentes doses do biossélido em Argissolo.

* Indica diferenca significativa em relagcdo ao controle pelo teste de Dunnet, p<0,05.

De acordo com o descrito na tabela 18, teores de Na de 99,55 mg/kg™ em Planossolo e
109,4 mg/Kg™ em Argissolo reduzem a reproducéo da populacdo em 50%, equivalendo a
valores de condutividade elétrica de 0,71 e 0,83 dS m™, respectivamente. A letalidade para
50% dos organismos ocorreu em concentragdes de Na de 2035 e 2150 mg/Kg
'paraPlanossolo e Argissolo respectivamente, equivalendo a uma condutividade elétrica de
1,16 e 1,33 dS/m para Planossolo e Argissolo respectivamente.
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Tabela 18. ConcentracGes efetivas (CEX) e letais (CLx) dos residuos do biossélido que
provocam a letalidade e a reducdo da reproducdo em 10% e 50% do enquitreideo E.
cripticus em Planossolo e Argissolo tratados com diferentes doses de biossélido.

Condutividade Elétrica

Percentual (@S m) Sédio (mg kg™)

Planossolo

CE10 repr 7,42(3,85-10,99) 0,037(0,031-0,062) 35,61

CEso repr 20,74 (16,4-22,9) 0,71 (0,53-0,94) 99,55

CLio 13,2 0,62 (0,52-0,74) 63,36

Cls 42,4 1,16 (0,98- 1,32) 203,52
Argilosolo

CEwrpr  11,8(16,6-29,0) 0,54 (0,36-0,69) 56,64

CEsorpr 22,8 (18,8-22,8) 0,83 (0,69-0,95) 109,4

CL1g 17,6 0,81 (0,63-0,98) 84,48

ClLs 44,8 1,33 (1,13-1,51) 215,04

Valores entre parénteses indicam o intervalo de confianca de 95%, quando obtidos.

Em estudo para avaliar respostas de reproducéo e letalidade a variagdes de Na Cl em
invertebradosterrestresobservou-se a seguinte ordem de sensibilidade: H. aculeifer<E.
crypticus=F. Candida (PEREIRA et al., 2015). As observacGes corroboram os resultados
deste trabalho, no que se refere a reproducdo onde foram encontrados valores muito
semelhantes para E. cryptcus e F. candida.Os valores de Na assim como a condutividade das
concentracBes que apresentam efeitos que inibem a reproducdo de ambas as espécies também
sdo muito semelhantes para os dois solos naturais.Para os ensaios de letalidade, entretanto,
Falsomia candida apresentou maior sensibilidade ao residuo do que Enchytraeus cripticus
para ambos os solos avaliados. Castro-Ferreira et al., (2012) afirmaram que a reproducdo em
enquitrideos é mais sensivel que a mortalidade, fato confirmado por Owojori et al., (2009) em
relacdo a auséncia de mortalidade em enquitreideos em valores elevados de condutividade
elétrica (1,62 dSm™). Duarte (2011) relatou que resultados obtidos em ensaios de fuga com F.
candida e E. andrei foram menos precisos do que aqueles obtidos em ensaios de reproducao
com F. candida e E. crypticus, sugerindo que a reproducdo em colémbolos é o teste mais
preciso para avaliar efeitos da salinizacao do solo.

O biossolido produzido na ETE Ilha do Governador Rio de Janeiro apresenta
toxicidade varidvel a todos os organismos e em todos os ensaios (tabela 19), exceto na
microbiota do solo. Ndo houve alteracdes na densidade de bactérias em nenhuma das doses
avaliadas e nos fungos houve um incremento na dose de 50% de biossélido tanto para o
Planossolo quanto para o Argissolo. Bactérias e fungos responderam de forma positiva ao
tratamento com glicose, o que indica a presenca dos organismos nos solos naturais, assim
como sua capacidade de crescimento quando tratados com substancia rica em C. Em relacdo
ao metabolismo microbiano também ndo foram observadas alteracdes estatisticamente
significativas na liberacdo de CO, nas diferentes doses avaliadas, 0 que demonstra pouca
sensibilidade dos ensaios com microrganismos do solo a adi¢do do biossolido.

Os testes em organismos aquaticos demonstram toxicidade decrescente ao longo da
cadeia tréfica. Nas algas Raphidoceles subcaptada, o impacto causado pelo lixiviado do solo,
alterando a transparéncia da agua, causa impacto maior do que o biossolido, com reducédo de
inibicdo de crescimento mais intensa no Argissolo, onde a turbidez é maior. Nos ensaios de
imobilidade com cladoceros zooplanctdnicos Daphnia magna observou-se uma relacdo dose —
efeito negativa para o biossélido, com diferengas significativas entre os dois solos naturais
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(48,9% de diferenga na CEjg e 44,1% na CEsp) sendo a mistura com Argissolo mais toxica.
Os peixes da espécie Danio rerio demonstraram menor sensibilidade ao uso do residuo e as
diferencas entre os solos. Os ensaios com dafnideos, além de apresentarem sensibilidade ao
uso do residuo e as diferencas entre o0s solos usados como substrato, sdo rapidos (48horas),
econdmicos, geram pouco residuo e necessitam apenas de meio de cultivo e cdmara de
germinacdo, sendo 0s organismos aquaticos mais indicados para testes de toxicidade com
biossolidos

Na avaliacdo de toxicidade com vegetais, os ensaios de germinagdo foram mais
sensiveis ao uso do residuo do que os de alongamento de raiz e tamanho de hipocotilo para as
duas espécies avaliadas. A alface (Lactuca sativa) apresentou sensibilidade maior do que a
sabia (Mimosa caesalpiniifolia). Além de CEsy bem menores (47,3 e 58,7% inferiores para
Planossolo e Argissolo respectivamente), a alface apresentou grande diferenca entre os solos
testados (com o Argissolo apresentando CEsy 19% menor do que o Planossolo). Na
germinacdo de sabia ndo foram encontradas diferengas significativas entre os dois tipos de
solo. Os ensaios de inibicdo de germinacdo com Lactuca sativa se apresentaram como 0s mais
adequados para avaliagdo da toxicidade do biossolido.

Nos ensaios de fuga Folsomia candida apresentou maior sensibilidade ao uso do
biossélido e as diferencas entre os solos (na CEjp), porém os ensaios com Eisenia andrei
apresentaram diferencas maiores entre os dois tipos de solo na CEsyOs ensaios com 0s
colémbolos, ocupam menos espaco e geram menor quantidade de residuos, sendo assim 0s
mais indicados. Nos ensaios de reproducdo com F. candida e E. crypticus, ambos
demonstraram sensibilidade ao uso do residuo, porém ndo apresentaram diferencas de
toxicidade entre os solos testados. Nos ensaios de letalidade, F. candida se mostrou bem mais
sensivel ao uso do biossélido do que E. crypticus, porém nenhum dos organismos apresentou
diferencas nas respostas em relacdo aos diferentes solos naturais.

Tabela 19. Comparacgéo dos efeitos observados para todos os endpoints avaliados.

Planossolo Argissolo

Solo / Residuo CEqo CEso CEqg CEso

(%) (%) (%) (%)
R.subcaptada  Mibicdo 5,84 12,7 4,69 8,87

crescimento

D. magana Imobilidade 22,5 32,0 11,5 17,9
D. rerio Letalidade 41,6 42,7 37 38,9
L. sativa Inibigéo ger. 16,4 36,1 14,4 29,5
M . caesalp. Inibicdo ger. - 68,4 - 71,2
F.candida Fuga 7,41 33,87 17,88 33,55
E.andrei Fuga 32,5 48,03 22,08 33,82
F. candida Reproducéao 8,99 20,8 7,77 20,87
E.crypticus Reproducéao 11,08 22,82 7,42 20,77
F. candida Letalidade 4,85 26,2 4,73 24,8
E.crypticus Letalidade 13,2 42,4 17,6 44.8

A maioria das normas para testes ecotoxicoldgicos, valida ensaios com efeitos de até
20% no controle. A indicagdo para uso de um produto deve ser mais restritiva no que se refere
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a seguranca. Assim, a concentracdo proposta é o valor médio entre 0 CENO e os 20% de
efeito aceito para o controle nos testes, segundo os protocolos de ensaio, ou seja, a menor
CEjo (4,69 para Argissolo 4,85 para Planossolo). Quando os percentuais séo transformados
em toneladas/hectare, considerando uma camada superficial de 0-20 cm e a densidade do
biossélido de 0,45 g/ml, o resultado é de 42,2 ton/ha™ para Argissolo e 43,6 ton/ha™ para
Planossolo.

Sao apresentadas na tabela 20 algumas das culturas agricolas mais importantes do
estado do Rio de Janeiro, tanto em relacdo a area plantada quanto ao faturamento agricola
anual (EMATER, 2014). Com o artigo 12 da resolugdo CONAMA n° 375 (BRASIL, 2006)
proibe a aplicacdo do biossolido em culturas cuja parte comestivel fique em contato direto
com o solo ndo estdo contempladas na tabela as culturas de aipim e alface. Como pode ser
observado, apenas a recomendacdo maxima da cultura de banana e a média e maxima da
cultura de milho ultrapassam a dose recomendada neste estudo.

Tabela 20. Demanda potencial de biossolido para 8 culturas mais importantes no estado do
Rio de Janeiro, segundo referéncias.

Culturas Recomendag¢do minima e maxima Recomendacdo media
(tha™) (t/ha™)

Cana de acUcar 10,8 - 42 22,75

Banana 9,0-52 31,40

Café 9,0-115 10,25

Laranja 10,8 - 40 18,36

Coco verde 12,87 12,87

Milho 26 - 75 46,50

Abacaxi 8,80 8,80

Tomate 12,77 12,77

Fonte: ABREU et al. (2017).

Como a toxicidade varia com o tipo de solo onde o biossolido é disposto, torna-se
necessaria uma avaliagdo ecotoxicoldgica para cada solo e residuo. Quando levamos em conta
sensibilidade, tempo, recursos financeiros, espaco, equipamento e quantidade de residuos
gerados, o conjunto de ensaios propostos para avaliacdo do uso de biossélido em diferentes
tipos de solo € de: imobilidade de Daphnia sp em elutriato (48h) fuga de Folsomia candida
(48h) germinacdo de semente em L. sativa (7 dias), reproducao/letalidade em F. candida (21
dias). Para todos o0s ensaios acima, 0S equipamentos necessarios Sd0 apenas camara de
germinacdo ou BOD e microscépio estereoscopico.
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5 CONCLUSOES

O biossolido produzido na ETE/CEDAE/llha do Governador-RJ ndo é in6cuo aos
organismos avaliados, apresentando toxicidade varidvel, principalmente nos ensaios crénicos.

Os efeitos cronicos, embora ndo letais, podem comprometer as fungfes de habitat dos
organismos, causando danos, ndo sé a espécie, mas também ao ambiente.

Para a indicacdo da concentracdo maxima de biossélido como fertilizante com
seguranca para toda a biota, este estudo propde os valores de 4,69%, para o Argissolo e de
4,85% para o Planossolo, resultando uma recomendacdo de 42,2 e 43,6 ton/ha™ para
Argissolo e Planossolo respectivamente.

Este valor é superior aquele em que o biossolido ¢é utilizado como fertilizante para a
maioria das culturas no estado do Rio de Janeiro estando, portanto, indicado para este uso.

Como as funcgdes de retencédo do residuo no solo ndo foram contempladas neste estudo,
ha necessidade de maiores informacdes sobre a periodicidade do tratamento.

Cuidados especiais devem ser tomados quando o biossolido € utilizado como substrato
para &reas de revegetacdo sem qualquer diluicdo ou quando é armazenado proximo a
ecossistemas aquaticos.

N&o € possivel estabelecer um padréo para disposic¢do do residuo no solo, uma vez que
foram observadas diferencas de toxicidade entre os solos naturais estudados. Assim, uma
avaliacdo ecotoxicoldgica € indicada para cada solo e residuo utilizado.

Os ensaios sugeridos considerando-se sensibilidade dos organismos, tempo,

disponibilidade de recursos e geracao de residuos sdo: Daphnia magna (imobilidade), Lactuca
sativa (germinacgdo de sementes) e Folsomia candida (fuga, reproducdo e letalidade).
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