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RESUMO

O lodo de esgoto pode conter elevados niveis de compostos inorganicos e
organicos com propriedades toxicas, genotoxicas e mutagénicas. Sua utilizacdo em
solos agricolas pode ser estudada pelo comportamento (pelo desenvolvimento e
crescimento) relacionando aos efeitos toxicos desse residuo em diferentes espécies
vegetais. Em uma revisao foi possivel obter dados dos efeitos da transferéncia de
contaminantes presentes em solos suplementados com lodo de esgoto para as
plantas e das plantas via cadeia alimentar. O organismo teste Allium cepa apresenta
resposta positiva para analisar esses efeitos, o qual se objetivou estudar a
toxicidade genética do lodo de esgoto em Allium cepa. O experimento foi conduzido
no Laboratério de Morfologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), no municipio de Alegre, utilizando-se
sementes de Allium cepa tratadas com lodos provenientes da ETE JM e da ETE M.
Os lodos foram analisados quanto as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas, de
acordo com a resolucdo CONAMA 375/2006. Para a analise de toxicidade nas
sementes de Allium cepa, foram avaliadas 5.000 células por tratamento de contato
direto e solubilizados das amostras e controles. O lodo bruto apresentou resultados
fisico-quimicos dentro dos limites estabelecidos pela resolugdo CONAMA 375/2006.
Somente na andlise microbiolégica o lodo da ETE JM apresentou limite de
coliformes termotolerantes acima do estabelecido pela resolucédo. Para o teste de
potencial de toxicidade o lodo da ETE JM foi fitotoxico para o lodo de esgoto bruto,
citotdxica e genotdxica para o lodo de esgoto solubilizado. O lodo bruto da ETE M
apresentou potencial genotdéxico e mutagénico, enquanto o lodo solubilizado foi
citotoxico. O lodo de esgoto com adi¢cdo de cal apresentou potencial fitotoxico para
o lodo bruto, e para o lodo solubilizado apresentou efeito citotoxico e genotéxico. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A analise estatistica foi
realizada por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0.05). Conclui-se
gue ambos os lodos apresentam potencialidade téxica, servindo de alerta para a sua
utilizacdo em solos agricolas, que devera ser monitorada com analises citogenéticas

e controle dos elementos toxicos presentes em sua cCOmposigao.

Palavra-chave: Mutagenicidade, Allium cepa, tratamento de esgoto.



ABSTRACT

The sewage sludge can contain high levels of inorganic and organic
compounds with toxic, genotoxic and mutagenic properties. Its use in agricultural
soils can be studied by the behaviour (or by the development and growth) of the
different plant species relating to the toxic effects of this residue in different plant
species. In a review it was possible to obtain data from the effects of the transfer of
contaminants in soils supplemented with sewage sludge for plants and plants via the
food chain. An organism test Allium cepa shows a positive response to this analysis
of toxicity, that aimed to study the genetic toxicity of sewage sludge in Allium cepa.
The experiment was conducted in the Laboratory of Morphology of the Center for
Agricultural Sciences at the Federal University of Espirito Santo (CCA-UFES), in the
municipality of Alegre, using seeds of Allium cepa treated with sludge from the ETE
Jerdbnimo Monteiro and ETE Mulemba. The sludge were analysed with regard to
physico-chemical and biological properties, according to the resolution CONAMA
375/2006. For the analysis of toxicity on the seeds of Allium cepa, 5.000 cells per
treatment were evaluated by direct contact and trapped the samples and controls.
The gross sludge presented physico-chemical results within the limits established by
CONAMA resolution 375/2006. Only in the microbiological analysis the sludge of
ETE of Jerdnimo Monteiro presented fecal coliforms above the limit established by
the resolution. For potential toxicity testing the sludge of ETE Jerénimo Monteiro was
phytotoxic to raw sewage sludge, cytotoxic and genotoxic for sewage sludge
solubilization. The gross sludge of ETE Mulembd presented genotoxic and
mutagenic potential, while the sludge solubilized was cytotoxic. The sewage sludge
with addition of lime presented potential phytotoxic to raw sludge, and for the sludge
solubilized showed genotoxic and cytotoxic effect. The results were expressed as
mean + standard deviation. Statistical analysis was performed using the non-
parametric test of Kruskal-Wallis (p < 0.05). It is concluded that both sludge have
toxic potential, serving warning to their use in agricultural soils, which should be
monitored with cytogenetic analyses and control of toxic elements present in its

composition.

Keyword: Mutagenicity, Allium cepa, sewage treatment.

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Posicéo geografica do Municipio de Jerénimo Monteiro — ES. Fonte: IBGE

Figura 2: A.-B. Estacdo de Tratamento de Esgoto JM. C. Leito de secagem. D. Area

de aterro do lodo desidratado. Fotos: Maria Nilza Corréa Martins

Figura 3: Estacdo de Tratamento de Esgoto UASB e Biofiltro. Fonte: Silva et al.
22010 122 T TP OUPRT 15

Figura 4: Posicdo geografica dos bairros do municipio de Vitoria — ES atendidos
pela ETE Mulemba. FONte: IBGE (2014)......cooiuuiiiiieeiiiiiiieee e 17

Figura 5: Etapas do processo de tratamento da ETE M: A. Estacdo de tratamento;
B. Tanque de aeracdo; C. Tanque de digestdo; D. Adensador de lodo; E.
Desidratacdo por centrifuga e F. Lodo desidratado (GOMES; BERNARDINO,

Figura 6: Potencial de aplicacdo de biossolido no Estado do Espirito Santo. Fonte:
GEOBASES (2013)..uittiiiiiieieiee e et eeee e ee e e e e e e e e e e e e e e e s e s s s areeeeeeeaaaaaaaaaaeenaanns 21

Figura 7: Percentual das areas com alto potencial para a disposicdo do lodo de
esgoto, por microrregido, no Estado do Espirito Santo. Fonte: COSTA e COSTA
220 1 1 TP PEPPPRPRPRR 22

Figura 8: Potencial de aplicacdo de biossolido no municipio de Jerébnimo Monteiro
(ES). Alto: 30,40%, médio: 22,83% e baixo: 46,97%. Fonte: COSTA e COSTA

(20D1). oo eee e et s e st e e e et s et e e et ettt er e 22

Artigo 2

Vi



Figura 1: Alteracbes mitoticas e cromossémicas observadas em Allium cepa. A.
Micronucleo (seta) e Anafase com ponte (cabeca de seta). B. Tel6fase com ponte
(seta). C. Anafase multipolar (cabeca de seta) e nucleo lobulado (seta). D. Nucleo
lobulado (seta). E. Perda cromossdmica (seta). F. Aderéncia cromossémica (seta).
G. Anafase multipolar (cabeca de seta) e aderéncia cromossémica (seta). H. Célula
binucleada (seta). I. Nucleo lobulado (seta), célula multinucleada (cabeca de seta),
micronucleo (seta branca) e metafase polipléide (asterisco). J. Micronucleo (seta). K.
Micronucleo (seta). L. Nucleo lobulado (seta), micronucleo (seta branca) e aderéncia

CromossOmMIca (Cabega 08 SELA)........ccuuuuiiiiiiiiiiiii e 60

viii



LISTA DE TABELAS

Tabelal. Analise fisico-quimica e microbiolégica das amostras de solo controle e
dos 10d0S da ETE IJM € ETE Mu..ccoiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 55

Tabela 2. Média + desvio padrdo do indice mitético (IM), aberracbes mitéticas e
cromossoémicas (AMC) e de micronucleos (MN) em A. cepa, apds exposi¢cao ao lodo
de esgoto da ETE JM e da ETE M (ETE M)....ccoviiiiiiiiiiiiiii e 58

Tabela 3. Média + desvio padrédo das alteragcdes mitoticas e cromossdmicas em A.

cepa, apos exposicao ao lodo de esgoto da ETE IM e da ETE M.............cooeevinnes 59



SUMARIO
1. INTRODUGAOD . ...ttt ettt ettt ettt e et e et e st e er e et estesaeseneas 12
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ... et 14
2.1. Estagéo de Tratamento de Esgoto de JerGnimo Monteiro.............cccccevvvvvvvnennnnee. 14
2.2. Estacdo de Tratamento de Esgoto Mulemba...............ccoovvviiiiiiiccicciiee e, 16
2.2.1. ComposiCao do 10d0 de €SOL0......cccceieiiiiiiiieeee e 18
2.2.2. Alternativas de disposicéo final do lodo de eSgoto.............cccuvveieiiiiiiiiiiiieeinnnenn. 20

2.2.3. Disposicao do lodo de esgoto em solos agricolas: panorama no Espirito

Y= 10 (0 F PP 21
2.3.Bioensaios de toxicidade genética Com A. CEPA........uuueeeriiriirieieeeeiiiiiieeee e e e 25
G T O ] 0 1 N 1V 3 T 27
3.1 ODJELIVO GEIAL... ...ttt e e e 27
3.2 ObjetiVOS ESPECITICOS. ....iiuririiiiiiiiie i e e e e e e e e a e 27
A, RESULT AD DS . ..ttt 28
4.1. Artigo 1. Genotoxic and mutagenic effects of sewage sludge on higher
Pl S e 29
ADSHIACT. ... 31

L. INtrodUCTION. . .o 32
2. Sewage sludge COMPOSITION.........uuuuiiiiiiiieee e e e e e e e, 32

3. Cytotoxic, mutagenic, and genotoxic effects of sewage sludge on higher

3.1 Toxicicity on H. vulgare and Lepidium sativum...................ccoevviniiinnnn. 34

3.2 Point mutation induction and chromosomal aberrations in Zea

0= £ 34
3.3. Induction of point mutations and chromosomal aberrations in Vicia
L2 10 = 35
3.4. Induction of somatic mutation in Nicotiana tabacum.............................. 36
3.5. Induction of chromosomal aberrations in A.cepa............cccovveiiiiiiiiniennnn, 36
3.6. Induction of micronuclei in Tradescantia (Trad-MCN)...................oeoel. 37

3.7. Mutagenicity of extracts of plants cultivated in fertilized soil with sewage



4. Sewage sludge: transference of contaminants from soil to plant, and from plant

1O ANIMAL ... 38

5. CONCIUSION. ... e 39
ACKNOWIEAGEMENTS. ... e e e e e e e e e 39
RETEIENCES. ...ttt e e e e e aanaes 39

4.2. Artigo 2: Analise do potencial citotéxico, genotoxico e mutagénico por meio

de bioensaio COM AllIUM CEPA....uuuuuiuiiii e e e e e e e 46
RESUIMO. .. et et e et e e et e e et e e eea e e eean s 48

Y 013 = Lo PP 49

I 11 0o [ o= Lo 10U UPPUPOOR 50

2. Material @ METOUOS. ........uuuiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e 51

pZ I |V = 1 = 4 = | PP 51

[1ST0 o ] (o T PSP 51
2.3. Andlise fisico-quimicas do substrato comercial.............cccccvvvevrreeiiiiieenennn. 51
2.4. Solubilizagao do lodo de esgoto e do substrato comercial......................... 52
2.5, TratAMENTOS. .....oeeei ettt e et e e e et e e e e e e e e e ennea s 52
2.6. BIOEBNSAIO COM AL CEPAB....iiiiiiieieiii ittt e e e e e e e e e 53

3. RESUIAUOS. ...cciiieeeee ettt e e e e e e e e e s 54
3.1. Analise fisico-quimicas e microbiologicas das amostras............cccccceeeeennee 54
3.2. Bioensaio CoOm AllIUM CEPA......uuuuuiiiiiiie e e et 56

I ol U E1SY- T J PP 61
SO0 [od [0 Y0 =SSR 67
O U= (=T =] o] = PR 68
5. CONSIDERAQOES FINALS e e 72

B. REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt et eae e teaeeaenea, 73



1. INTRODUCAO

A producao de lodo de esgoto € uma caracteristica intrinseca dos processos
de tratamento de esgoto e tende a um crescimento no minimo proporcional ao
crescimento da popula¢cdo humana (CONAMA 375/2006).

Considerando que apenas 30% da populagdo urbana tém seu esgoto
devidamente coletado e tratado, estima-se que a producdo de lodo no Brasil esteja
entre 150 a 220 mil toneladas de massa seca por ano (PEDROZA et al., 2010). De
acordo com Lima et al. (2011) a producdo média de lodo gerado na regido da
Grande Vitoria e interior do estado do Espirito Santo € de aproximadamente 350 e
70 toneladas/més, respectivamente.

Diante da crescente producdo, a solucdo para a disposicdo final do lodo de
esgoto € medida que se impde com urgéncia (CONAMA 375/2006). Do ponto de
vista ambiental e econémico, o reuso de lodo de esgoto em solos agricolas é, por
muitos, considerado uma alternativa viavel, pois esse residuo é fonte de matéria
organica e de nutrientes, melhorando assim as propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas do solo e, consequentemente, a produtividade agricola (SAITO, 2007).

Quando as caracteristicas quimicas e biolégicas do residuo permitem seu uso de
forma benéfica, pode ser denominado biossolido (HAYNES et al, 2009; LIMA et al.,
2011). Contudo, o lodo de esgoto é fonte potencial de substancias quimicas,
genotdxicas e mutagénicas, em concentracdes nocivas a saude e ao ambiente
(CONAMA 375/20086).

Considerando que as andlises fisico-quimicas exigidas pela legislacdo néo
informam sobre os possiveis efeitos toxicos dos poluentes presentes no lodo de
esgoto, bioensaios com vegetais superiores se fazem necessarios, pois estes séo
capazes de detectar substancias deletérias presentes nas amostras avaliadas,
mesmo em baixas concentra¢cdes (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

De acordo com pesquisadores do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural (INCAPER) e da Companhia Espirito Santense de
Saneamento (CESAN), o estado do Espirito Santo apresenta areas com
potencialidade de aplicacdo de lodo de esgoto em solos agricolas (COSTA; COSTA,
2011).
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Portanto, diante do exposto, objetivou-se estudar a toxicidade, a genotoxicidade

e a mutagenicidade lodo de esgoto em Allium cepa.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estacédo de Tratamento de Esgoto de Jerbnimo Monteiro

O municipio de Jerbnimo Monteiro (Figura 1) conta com uma populacdo de
11.707 habitantes e uma extensao territorial de 161, 980 km2. A cidade esta

localizada na macrorregido administrativa Sul do Espirito Santo (IBGE, 2014).

Cachoeiro'de

'\__ Itapemirim Rio Novo
\\j 2 do Sul

Atilio

Vivacqua

Figura 1. Posicao geografica do municipio de JM - ES. Fonte: IBGE (2014).

O municipio possui uma ETE (Figura 2) que atende 60% da populacédo local
(comunicacédo pessoal). De acordo com Silva et al.(2002), a ETE JM é do tipo UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), caracterizando-se por ser compacta, com
reatores anaerobios e aerdbios em série. O lodo de esgoto gerado é disposto em um
tanque de secagem e depois aterrado na area da propria estacdo (comunicagdo
pessoal) (Figura 2 C; D). De acordo com Silva et al. (2002), esta é uma excelente

alternativa para areas urbanas de pequeno e médio porte.
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Figura 2. A.-B. Estacio de tratamento de esgoto de JM. C. Leito de secagem. D. Area de aterro do

lodo desidratado. Fotos: Maria Nilza Corréa Martins (2013).

Silva et al.(2002) apresentaram um esquema de uma ETE UASB e

destacaram as etapas do processo (Figura 3):

gixa de areio e gradeamento Tub. descarte de lod
|‘. * i
ecantador . I‘
Lamelas do ! 'H
|/ Queimador de gas
Decantador _.' Li ?
N ~_Separador de fases i !y Tub. Efluente percoladc
~{efletor J' y '[ J‘Tub. chegada
- [ T
Biofiltro i ; v Rt - .
o —fe e~ "Estaglo Elevotdria
-}—Reator UASB Efluente fina Tub. de recalgue
Clarificador ub. de lodo de lavagem
RlA

A AN
Figura 3. Estacdo de tratamento de esgoto UASB e Biofiltro. Fonte: Silva et al.(2002).

a) O esgoto chega até a estacdo elevatdria, através das redes coletoras,
encaminhando o esgoto bruto até a caixa de areia e gradeamento de forma a
reter sedimentos maiores e objetos que passam pela tubulacéo.

b) O tratamento do efluente é realizado nos biofiltros aerados submersos,

objetivando a remocdo de matéria organica e solidos suspensos
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remanescentes, de forma a compatibilizar o efluente tratado aos padrbes de
lancamento fixados pela legislagdo ambiental.

c) Os biofiltros possuem um sistema de aeragao, no qual uma bomba succiona o
efluente, captando o ar nas imediacdes dos orificios, e injeta agua e ar
dissolvido na base dos biofiltros.

d) O lodo em excesso produzido nos biofiltros é recirculado para o UASB, onde
ocorre a digestdo e adensamento pela via anaerobia.

e) O excesso de lodo produzido no UASB, que apresenta elevado grau de
estabilizacdo e adensamento, € descartado por gravidade e disposto em

leitos de secagem para desidratacao.

2.2. Estacdo de Tratamento de Esgoto Mulembé

O municipio de Vitéria abrange uma area de 93 km? com uma populacdo de
352.104 habitantes IBGE (2014).

A ETE M (Figura 4), localizada no bairro Joana D'arc, em Vitoria, recebe o0s
esgotos sanitarios provenientes de parte dos bairros Lourdes, Bento Ferreira,
Consolacédo, Gurigica, Horto, llha de Monte Belo, Nazareth e Praia do Canto (figura
4), atendendo aproximadamente 144 mil habitantes (MORAIS, 2008).
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Figura 4. Posicao geogréafica dos bairros do municipio de Vitéria — ES atendidos pela ETE Mulemba.
Fonte: IBGE (2014).

A ETE trata esgotos domeésticos, pelo processo de lodo ativado no sistema
UNITANK. Com base nos calculos realizados por Gomes e Bernadino (2013), a ETE
M tem uma producdo média mensal de 52 toneladas de lodo desidratado. De
acordo com Lima et al. (2009), as quatro grandes ETEs do Espirito Santo que
utiizam o processo de lodo ativado, ETE Aracgéas (Vila Velha), ETE Mulemba
(Vitéria), ETE Bandeirantes (Cariacica) e ETE Aeroporto (Guarapari), devem gerar
235 m®/dia de lodo até 2023.

De acordo com a CESAN (2013), no tratamento por lodo ativado, o esgoto, ao
chegar a estagdo, passa pela estagdo elevatéria, que destinard o esgoto a caixa de
areia e gradeamento de forma a reter todo solido grosseiro, para apés o efluente ser
encaminhado para um tanque onde € submetido a aeracdo. A quantidade de
oxigénio introduzido na mistura através dos aeradores propicia o desenvolvimento
de bactérias aerObias que irdo digerir a matéria organica. A atuacdo de
microrganismos especificos forma flocos denominados lodo ativado ou lodo
biolégico.

A producéo do lodo no tratamento de lodo ativado depende das etapas de: a)

adensamento (redugcédo de umidade e do volume), estabilizagdo (redugédo de matéria
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organica); b) condicionamento (preparacdo para a desidratacdo); c) desidratacédo
(reducao adicional de umidade) e e) disposicao final (destinagao final dos
subprodutos) (PEDROZA et al., 2010).

As etapas de funcionamento da ETE M estao representadas na Figura 5.

Figura 5. Etapas do processo de tratamento da ETE M: A. Estacdo de tratamento; B.Tanque de
aeracao; C. Tanque de digestdo; D. Adensador de lodo; E. Desidratagdo por centrifuga e F. Lodo
desidratado (GOMES; BERNARDINO, 2013).

2.2.1 Composicao do lodo de esgoto
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A composicao do lodo de esgoto é variavel e esta relacionada com a origem
do esgoto tratado (esgoto doméstico ou industrial), da tecnologia utilizada em seu
tratamento e da época do ano. De modo geral, o lodo de esgoto apresenta alto teor
de umidade e altas concentracbes de matéria organica e de macro e
micronutrientes, que despertam o interesse agronémico (LIMA et al., 2011).

Em geral, a matéria organica contida no lodo de esgoto corresponde a valores
entre 40 a 80% da composicao total de sua massa seca, origina-se da excreta
humana e é uma mistura complexa de gorduras, proteinas, carboidratos, lignina,
aminoécidos, agucares, celulose, material hiumico e acidos graxos, além de muitos
microrganismos (SAITO, 2007).

Os principais riscos associados a disposicdo de lodo de esgoto em solos
agricolas estdo relacionados a presenca de patdogenos (ovos viaveis de helmintos,
coliformes termotolerantes, Salmonella e virus entéricos), metais pesados e
poluentes organicos (SANTOS, 2009).

O uso agricola do lodo de esgoto depende de tratamentos para reducéao de
patdgenos, destacando-se: bioldgicos (compostagem, vermicompostagem); fisicos
(secagem térmica, solarizacao, radiacdo gama) e quimicos (adicédo de cal virgem ou
outras substancias alcalinas) (ALMEIDA et al., 2006).

A concentracdo de metais no lodo de esgoto é um dos fatores que vai
determinar a viabilidade de sua aplicacdo na agricultura e por quanto tempo o
mesmo podera ser aplicado, até que a concentracdo dos mesmos no solo atinja um
potencial elevado de risco para o ambiente e para a saude humana (MAZIVIEIRO,
2011).

De acordo com Lara (1999), os metais pesados presentes no lodo podem ter
trés origens: rejeitos domésticos: canalizacfes, fezes e aguas residuarias de
lavagem; aguas pluviais: as aguas de escorrimento de superficies metalicas ou das
ruas carregam residuos de metais dispersos na fumaca de veiculos; efluentes
industriais: sdo a principal fonte de metais no esgoto, contribuindo com certos tipos
especificos de cations de acordo com a atividade da industria.

O lodo das estagcbes de tratamento que recebem apenas efluentes
domeésticos contém pequena quantidade de metais pesados provenientes da propria
natureza dos residuos e das canalizacdes. Entretanto, além dos niveis naturais,

podem ocorrer ligagbes clandestinas de pequenas fontes de contaminagdo de
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metais pesados, tais como: laboratorios fotogréficos, fabricas de baterias, tintas e
cromagens, que adicionam um determinado nivel de metais na rede (LARA,1999).

De acordo com Villar (2003) e Lima et al. (2011), a presenca de metais
pesados no lodo de esgoto pode ocasionar diversos problemas, tais como: acumulo
desses compostos na cadeia trofica, resultante de sua assimilacdo pelas plantas;
fitotoxicidade, que acarreta uma perda ou diminuicdo da produtividade agricola;
perda da diversidade microbiana do solo, o que afeta a nutricAo das plantas; e
contaminacgdo das aguas superficiais em virtude do arraste dos metais pelas aguas
pluviais.

Dentre os compostos organicos toxicos presentes no lodo de esgoto estdo os
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs), pesticidas, polibrominatos bifenil
(PBBS), policlorinato bifenil (PCBs) dentre outros (COSTA; COSTA, 2011).

2.2.2 Alternativas de disposicdao final do lodo de esgoto

Existem varias alternativas tecnicamente aceitaveis para a disposicéo final do
lodo, desde as alternativas que o consideram apenas como um residuo a ser
confinado, até as opcdes que primam pela introducdo do seu uso na geracao de
novos produtos (DUARTE, 2008).

De acordo com Lara (1999) e Lessa (2005), as alternativas mais utilizadas
para disposicao final do lodo de esgoto séo: a) aterro sanitario (aterro exclusivo e co-
disposicdo com residuos sdlidos urbanos); b) uso agricola (aplicacdo direta no solo,
como fertilizante); c) incineragéo (exclusiva e co-incineragdo com residuos solidos
urbanos); d) recuperacédo de solos (recuperacdo de areas degradadas e areas de
mineracao); e) disposicdo oceanica; f) landfarming (pratica em que microrganismos
presentes no solo séo utilizados como um sistema de tratamento. O solo passa a ser
0 suporte da atividade bioldgica, retencdo de metais, local de exposicdo ao sol e
bioxidacdo, o que provocara a degradacédo da matéria organica); g) reuso industrial

(producdo de agregados leves, fabricacdo de tijolos e ceramicas e producdo de

20



cimento) e h) reuso na construgcédo civil (producdo de argamassas, concretos e

blocos de concreto).

2.2.3 Disposicdo do lodo de esgoto em solos agricolas: panorama no

Espirito Santo

A Resolugdo CONAMA 375/2006 estabelece os aspectos legais que devem
ser considerados na aplicacdo do lodo de esgoto no solo, incluindo os critérios de
restricbes locacional e de aptiddo do solo das areas de aplicacdo. Desse modo, ndo
€ permitida a disposicéo do lodo de esgoto em &reas de conservacdo ambiental; de
preservagao permanente e de preservagdo de mananciais, em zonas de transporte
de agua para fontes de agua mineral; em balnearios e estancias de aguas minerais
e potaveis de mesa; em solos rasos, com menos de 50 cm de espessura até o
horizonte C; em areas com profundidade do lencol freatico menor que 1,5 m; em
proximidade de poc¢os rasos, residéncias e vias publicas, bem como a forma de
aplicacao de acordo com a declividade da parcela.

Com base nessas diretrizes, um mapeamento para a definicdo das areas com
potencialidade para aplicacdo de lodo de esgoto em solos agricolas do Espirito
Santo foi realizado por pesquisadores do INCAPER e da CESAN. De acordo com
esses estudos, a regidao Norte do estado € a que apresenta mais areas aptas
(COSTA; COSTA, 2011) (Figura 6).
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Figura 6. Potencial de aplicacdo de biossélido no estado do Espirito Santo. Fonte: Geobases (2013).

A Figura 7 apresenta o percentual das areas com alto potencial para a
disposicao do lodo de esgoto, por microrregidao, no estado do Espirito Santo. O p6lo
Cachoeiro, que abrange o municipio de Jerdbnimo Monteiro, apresenta 6% de areas
com potencial para a disposicdo de lodo de esgoto na agricultura. J4, a Figura 8
mostra, especificamente, a potencialidade para areas da cidade de Jerbnimo
Monteiro (COSTA; COSTA, 2011).

Litoral Norte:
17%

Figura 7. Percentual das &reas com alto potencial para a disposicdo do lodo de esgoto, por

microrregido, no estado do Espirito Santo. Fonte: Costa e Costa (2011).
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Figura 8. Potencial de aplicagdo de biossolido no municipio de Jerénimo Monteiro (ES). Alto: 30,40%,
médio: 22,83% e baixo: 46,97%. Fonte: Costa e Costa (2011).

A Resolucdo CONAMA 375/2006 ressalta ainda a exigéncia quanto a
proibicdo da utilizacdo de qualquer classe de lodo de esgoto ou produto derivado em
pastagens e cultivo de oleoricolas, tubérculos e raizes, culturas inundadas, bem
como as culturas cuja parte comestivel entre em contato com o solo. De acordo com
Costa e Costa (2011), no Espirito Santo, o lodo de esgoto tem sido aplicado em
diferentes culturas: mamao, banana, café conilon, café ardbica, eucalipto,
seringueira, palmeira Real, acai, milho, goiaba, abacaxi e cana-de-acUcar.

Costa et al. (2008) caracterizaram o lodo de diferentes ETEs, visando sua
utilizacdo como insumo agricola em cultura de goiaba, na fazenda experimental de
Bananal do Norte (Cachoeiro de Itapemirim). Os resultados das analises
confirmaram a qualidade do residuo para o uso agricola, visto que 0 mesmo
mostrou-se bastante rico em nutrientes, e desprovido de potenciais contaminantes.
Ainda em Cachoeiro de Itapemirim, Caetano et al. (2009) observaram que a
produtividade da goiabeira aumentou com a aplicacdo de lodo de esgoto, com
resultados equivalentes aqueles obtidos com a adubac&o quimica e com o esterco
bovino.

Goncalves et al. (2009) avaliaram o potencial de utilizacdo do lodo de esgoto

doméstico da ETE de Jer6nimo Monteiro e concluiram que o residuo pode ser uma
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Otima alternativa aos fertilizantes quimicos, pois apresentou baixa concentracdo de
metais e grande quantidade de nutrientes, principalmente N, Ca, Mg e S. Lopes et
al. (2005) também avaliaram o lodo de Jerénimo Monteiro e concluiram que o lodo
de esgoto pode ser utilizado como fertilizante agricola para o cultivo de alface, desde
gue se mantenha o pH corrigido, concentragbes de metais pesados abaixo dos
valores admissiveis para o uso agricola e eliminagédo de patdgenos.

Freitas (2013) avaliou a emergéncia e o crescimento de maracujazeiro doce
(Passiflora alata Curtis), no municipio de Alegre, em diferentes niveis de
sombreamento e em solo fertilizado com lodo de esgoto tratado, sob condi¢cbes de
viveiro. O autor observou que a aplicacdo do lodo de esgoto elevou os teores de
nutrientes do solo e, conseqientemente, o maracujazeiro doce apresentou maior
desenvolvimento fisiolégico e morfolégico em solos tratados com o mesmo, sob
condi¢bes de sol pleno e de sombreamento.

Oliveira et al.,(2009) avaliaram o efeito do lodo de esgoto no desenvolvimento
inicial de duas cultivares de mamona (Ricinus communis L.) em dois tipos de solos
(Latossolo e Argissolo). O lodo de esgoto utilizado foi coletado junto a lagoa
anaerébica da ETE da CESAN de Valparaiso, municipio da Serra. Os tratamentos
constituiram dos dois tipos desolo com trés niveis de lodo de esgoto: sem lodo, com
lodo e com lodo de esgoto corrigido com calcario até 60% de saturacdo das bases.
Os autores concluiram que em fungcdo de seu comportamento, o lodo de esgoto
aumentou a fertilidade do solo, pela elevacdo dos teores de matéria organica,
incrementando o crescimento e a produgcéo de massa seca da mamoneira.

Bonomo (2014) avaliou os efeitos da aplicacdo de lodo de esgoto higienizado
(CESAN) no crescimento inicial de Carica papaya e observou que a adi¢do de lodo
de esgoto higienizado ao solo modificou as caracteristicas nutricionais do mesmao,
levando a melhorias no desenvolvimento das plantas quanto aos aspectos de
crescimento vegetal.

Taques et al. (2008) mapearam as areas propicias na regido Norte do Espirito
Santo para aplicagéo de lodo de esgoto na cultura da bananeira, considerando-se as
exigéncias da Resolugdo CONAMA 375/06, e concluiram que 0S municipios mais
promissores foram Linhares, Sooretama e Pinheiros.

Ainda no Norte do estado, o lodo de esgoto, proveniente da ETE de Pedro

Canério, mostrou-se como uma fonte alternativa de adubacdo organica para as
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culturas da palmeira-real-da-australia (Archontophoenix spp.) e do acaizeiro
(Euterpe oleracea), visto que as plantas adubadas com biossolido apresentaram
maior altura em comparacdo as plantas adubadas com fertilizantes quimicos
(COSTA et al., 2011).

Costa et al. (2009) estudaram a producdo de café arabica no municipio de
Domingos Martins (regido serrana do Espirito Santo), no primeiro ano agricola de
aplicacdo de lodo de esgoto submetido a higienizacdo com 30% de cal virgem, e
verificaram que houve correlacdo positiva entre as doses de biossoélido aplicadas e o
aumento de produgdo. Similarmente, os autores verificaram que o lodo de esgoto
tratado promoveu significativo desenvolvimento e crescimento inicial de bananeiras,

em relacdo ao esterco de cama de frango e adubacgéo quimica.

2.3. BIOENSAIO DE TOXICIDADE GENETICA COM Allium cepa

Os testes citogenéticos sdo bastante adequados para a identificacdo de
efeitos perigosos de substancias sobre organismos vivos, em diferentes
concentracbes e em diversos tempos de exposicdo. Estes testes sdo também
utilizados no biomonitoramento da extensao da poluicdo e na avaliacdo dos efeitos
de substancias tdxicas e mutagénicas sobre os organismos, no ambiente natural
(MORAES, 2000).

Existem mais de 200 testes de curta duracao, utilizando uma ampla variedade
de organismos-teste (microrganismos, vegetais e animais), com a finalidade de
avaliar poluentes ambientais potencialmente causadores de danos (VANZELLA,
2006).

Segundo Mielli (2008), a escolha do organismo depende do objetivo do
estudo, e da disponibilidade de organismos para validagdo dos métodos. As plantas,
por exemplo, apesar das suas diferencas estruturais e metabdlicas, podem oferecer
informacgdes importantes sobre o potencial genotdxico e mutagénico de substancias,

além de algumas vantagens como cultivo de baixo custo e facil manutengéo.
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Os vegetais superiores constituem um importante material para testes
genéticos usados para monitoramento de poluentes, sendo atualmente reconhecidos
como bons indicadores de efeitos citogenéticos e mutagénicos de substancias
guimicas ambientais (GRANT, 1982; YI; MENG, 2003).

Dentre as espécies vegetais, a espécie A. cepa tem sido freqientemente
utilizada na avaliacdo dos efeitos citotoxicos, genotdéxico e mutagénico de varias
substancias, devido as caracteristicas que possui na sua cinética de proliferacao,
pelo crescimento rapido de suas raizes, pelo grande numero de células em diviséo,
pela sua alta tolerancia a diferentes condi¢cées de cultivo, pela sua disponibilidade
durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos em ndamero
reduzido (2n = 16) e de grande tamanho, além de serem facilmente corados e
observados (CARITA, 2010).

Leme e Marin-Morales (2009) afirmam que o teste de A. cepa € uma técnica
rapida e sensivel para detectar substancias genotoxicas e mutagénicas dispersas no
ambiente. Além disso, permite avaliar varios parametros genéticos, bem como os
mecanismos de acado dos agentes testados no DNA dos organismos expostos.

Para Grant (1982), A. cepa € um eficiente sistema-teste rotineiramente
utilizado para analisar o potencial genotoxico de quimicos ambientais, devido a sua
sensibilidade e boa correlacdo com sistemas—teste de mamiferos. A sensibilidade do
teste de mutagenicidade com A. cepa foi calculada, por Rank e Nielsen (1993),
como sendo superior em 82% aos resultados obtidos com roedores.

O indice mitético, caracterizado pelo numero total de células em divisdo, tem
sido utilizado como um parametro na avaliagdo da citotoxicidade de diversos
agentes. Dessa forma, indices mitGticos menores que o0s registrados no controle
negativo podem indicar alteracbes derivadas da acdo quimica no crescimento e
desenvolvimento dos organismos expostos. No entanto, indices acima do controle
negativo sédo resultados de um aumento da divisdo celular, que podem levar a
proliferagcéao celular desordenada (BONOMO, 2014).

As aberra¢gBes cromossémicas sdo caracterizadas por mudancas na estrutura
normal de um cromossomo ou no namero total de cromossomos, podendo ocorrer
espontaneamente ou como resultado da exposi¢cdo a agentes fisicos ou quimicos
(RUSSEL, 2002). Dessa forma, quebras cromossémicas séo indicativas de agentes

clastogénicos, enquanto pontes, perdas cromossOmicas, atrasos, aderéncias,

26



multipolaridade e C-metéafases resultam de danos no fuso mitético, caracteristicos de
agentes aneugénicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Anormalidades  nucleares também  correspondem a  aberracdes
cromossOmicas, sendo caracterizadas por alteracbes morfolégicas nos nucleos
interfasicos, observadas na forma de nucleos lobulados que s&o decorrentes de
anafases multipolares com pontes cromossémicas, no qual o envoltorio nuclear se
reestrutura acompanhando a distribuicdo irregular do material genético e brotos
nucleares que sao relacionados com a reorganizacdo do envoltério nuclear, no qual
0 broto se desprende do nucleo originando um micronucleo e este pode ser expulso
da célula sob a forma de mini célula (CARITA; MARIN-MORALES, 2008). O
micronucleo pode derivar de aberracbes cromossdmicas como quebras e perdas,
consequéncia de danos nas células parentais, ndo reparados ou reparados de forma
errada, sendo observado tanto em células meristematicas quanto em células F; de
raizes de plantas (BONOMO, 2014).

2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a toxicidade genética do lodo de esgoto em Allium cepa.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o potencial citotdxico do lodo de esgoto por meio da analise do indice
mitotico do meristema radicular de A. cepa;

b) Avaliar o potencial genotéxico do lodo de esgoto por meio do teste de
aberracfes mitoticas e cromossOmicas em A. cepa;

c) Avaliar o potencial mutagénico do lodo de esgoto por meio da contagem de
células micronucleadas e de quebras cromoss6micas no meristema radicular

de A. cepa e por meio da contagem de micronucleos em células da F1;
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d) Comparar as analises fisico-quimicas das amostras de lodo de esgoto com 0s
resultados bioldgicos obtidos;

e) Gerar subsidios para disposicéo agricola do lodo de esgoto gerado nas ETES.
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4. RESULTADOS

4.1. Artigo 1. Genotoxic and mutagenic effects of sewage sludge on higher
plants

Esse artigo foi submetido ao peridédico Mutation Research — Reviews.
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Abstract

Sewage treatment generates a crude product termed "sewage sludge". One of the
alternatives for its use is employing it as a fertilizer in plantations, given that it contains
elevated concentrations of macro and micronutrients. However, this input may also
contain high levels of inorganic and organic compounds with toxic, genotoxic and
mutagenic properties. In agricultural soils, higher plants are in direct contact with the
sewage sludge, thereby, the objective of this review was to compile information related
to the toxic effects of this residue in different plant species. In this study were also
presented data on the effects of the transfer of contaminants in soil supplemented with
sewage sludge to plants and those via the food chain.

Keywords: Sewage sludge, agricultural soils, plants, mutagenicity, heavy metals.
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1. Introduction

The increasing use of sewage sludge for growing different crops, such as
pineapple, banana, coffee, sugarcane, guava, papaya, and corn [1] is due to its
considerable percentage of organic material and of macro and micronutrients
essential for plants; substituting—even if only partially—mineral fertilizers [2].

Despite facilitating increased productivity and having many economic advantages
(due to the high price of chemical fertilizers), the application of sewage sludge to
agricultural soils, in the long run, can lead to the introduction of organic and inorganic
compounds, with genotoxic and mutagenic potential [3, 4]. When this occurs, these
compounds can be translocated to the plants and then transferred to other organisms
via the food chain [5]. Therefore, rigorous regulation of these soil additives is needed,
in accordance with what studies determine to be the short and long-term risks [6].

Genetic toxicity bioassays with higher plants are particularly suited to monitoring
soils supplemented with sewage sludge, because these organisms are direct targets
of the possible contaminants. In addition to detecting deleterious substances, even at
low concentrations, several genetic bio-indicators, from point mutations to
chromosomal aberrations, can be evaluated from different organs like leaves,
endosperm, pollen grains, and roots [7].

This work aims to gather information on the possible deleterious effects of
sewage sludge on the genetic material of higher plants, and to warn about the

potential risks of the indiscriminate use of this residuum in agricultural soils.

2. Sewage sludge composition

The composition of sewage sludge varies as a function its origin; in other words, if
it comes from a predominantly residential and/or industrial area, the time of year it
was processed, and the treatment technology used to process it in the different
Sewage Treatment Stations (STSs) [8].

Generally, sewage sludge has agronomic appeal because of it has high moisture
content, abundance of organic material (proteins, carbohydrates, lipids), and macro
and micronutrients essential to the growth and development of plants [9].

Ramulu [10] related an increase in the quantity of pathogens in soils fertilized with
sewage sludge. However, to be used in agriculture, sewage sludge must go through

processes that aim to decrease the number of pathogenic organisms in it (viable
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helminth eggs, fecal coliform, Salmonella, and enteric viruses), creating a residuum
termed as "biosolid" [11].

The genotoxicity of sewage sludge has been primarily attributed to toxic metals
[12, 3, 4, 13], which tend to accumulate in soils following application of the residuum
[3, 4]. There are records of significant accumulation of heavy metals in different plant
tissues, whose hosts were cultivated in soils supplemented with sewage sludge.
Henning et al. [14] reported that Zea mays plants exhibit high levels of Pb, Cu, and
Zn in their tissues, which reduces growth, while Rangel et al. [15] documented an
increase in Mn and Zn content in leaves and corn grains. Antolin et al. [16] concluded
that Hordeum vulgare grains displayed a considerable increase in heavy metal
levels.

Sewage sludge can also contain organic compunds, such as organochlorine
pesticides, polychlorinated biphenyls (PCBs), and polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHS) [9], with genotoxic and mutagenic properties [17]. Hopke et al. [18] reported
that the mutagenicity of sewage sludge from the US state of Chicago can be
attributed to the presence of compunds utilized in the petrochemical industry, in
addition to heavy metals. Paraiba et al.[19] concluded that PAHs of low molecular
weight, with two, three, or four aromatic rings have a greater propensity to
accumulate in corn grains than PAHs of high molecular weight. However, according
to the authors, sewage sludge containing significant concentrations of light PAHs
should not be recommended as fertilizers for food crops.

According to Singh and Agrawal [20] the chemical composition of sewage sludge
should be known preceding its dispersal in agricultural soils. However, the
identification and quantification of all its compunds, for habitual environmental
monitoring, is made difficult by the complexity of the mixture [9, 17]. Additionally,
analytic examinations come at high cost. For these reasons, according to [17], the
determination of the genotoxic potential of sewage sludge, by way of relatively simple
and cheap tests, can provide important information about the quality of the residuum

and contribute towards decisions made about its dispersal.

3. Cytotoxic, mutagenic, and genotoxic effects of sewage sludge on higher

plants
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3.1 Toxicicity on H. vulgare and Lepidium sativum

The analysis of toxicity, based on the evaluation of seed germination and root
growth, allows for the detection of deleterious effects of chemical composites, still in
the initial stage of plant development. The species H. vulgare and L. sativum have
been used by numerous authors [16, 21, 22, 23, 24] to evaluate cytotoxic compunds,
because of their rapid germination, high sensitivity, and easy handling. According to
[25] seeds of L. sativum and H. vulgare, cultivated in sewage sludge, experienced a
reduction in germination rate and root growth. In a similar way, [26] reported a

decrease of 10% drop in the germination rate of L. sativum seeds.

3.2 Point mutation induction and chromosomal aberrations in Zea mays

Economically, corn (Z. mays, 2n=20) is one of the most important food cultures in
the world and was the first plant for which a genetic map was established [27].
Genetic toxicity essays in Z. mays are particularly useful for the detection of
chromosomal aberrations in mitotic and meiotic cells, sister chromatid exchanges
and point mutations [28].

In Z. mays, numerous loci have already been used for evaluating mutagenicity,
including alterations in the coloration of the aleurone layer of the pericarp and
endosperm, in the composition and development of the endosperm and pollen
grains, and in the morphology of leaves and cob strucutre [29, 27].

The waxen locus (wx), found in position 59 of chromosome 9, controls amylose
synthesis in Z. mays. The pollen grains (microgametophytes) are functional haploids
and express their own genetic makeup rather than that of their parent sporophyte. In
this way, pollen grains allow for the detection of mutations that alter starch
composition [30, 31].

In the bioassays of wax-pollen grains from Z. mays, two directional changes can
be evaluated: a) reverse-mutation — the test reveals revertant pollen grains (Wx),
black-stained by iodine, from homozygous plants that produce red pollen (wxwx) and
b) direct mutation — in the direct mutation test, wx pollen grains are detected after
acquiring red coloration when they react with iodine, which distinguishes them from
the black-colored grains — homozygous amylotic plants (WxWx) [30, 31]. Aborted

pollen grains are identified by their deflated appearance and should also be recorded



[31]. According to Hopke et al [32], a significant increase in dead pollen grains
indicates that the tested agent or sample is toxic.

In in situstudies, Plewa; Wagner [33] and Hopke et al [32] reported that no
significant increase was observed in revertant pollen grain production from the
homozygotic wx-C line. However, an increased frequency of aborted pollen grains
was correlated with higher sewage sludge concentration in the evaluated soils.
According to [32], the negative result for reverse mutation would be, in part, due to
the observed toxicity. Contrarily, for the allele wx-90, the authors reported a high
frequency of revertant pollen grains and a low frequency of aborted pollen. It was
discovered that the alleles wx-C and wx-90 are susceptible to different lesions and,
because of this, produce different responses to sewage sludge.

Hopke et al. [32] and Hopke et al. [18] also found that even soils with low
concentrations of sewage sludge induce direct mutation in Z. mays and significant
frequencies of aborted pollen grains.

Amin et al. [3] reported alterations in characteristics of M, seeds of Z. mays,
whose plants had developed in areas with a history of sewage sludge application.
The authors associated such alterations with point mutations in genes responsible for
those characteristics; for instance, the genotype of seeds without pits is ptptpt [34].
According to Amin et al. [3], the increase or decrease in frequency of seeds with or
without pits in relation to spontaneous rates observed in control treatments indicate
that there was an increase in the reversion rates of the gene pt to the dominant state
Pt, and vice versa. It was suggested that sewage sludge should only be used for
fertilization after pre-treatment of the residuum to reduce the concentration of heavy
metals and thus the amount of point mutations.

In Amin [13] reported that two residual applications of sewage sludge induced
chromosomal aberrations in the mother cells of the pollen grains of Z. mays. The
percentage of aberrant cells in meiosis Il was three times higher than that observed
in meiosis |. The total number of aberrations rose significantly with the concentration
of sewage sludge in the soil. Aberrations related to inactivation or poor functioning of

the mitotic fuse were the most frequently observed.

3.3. Induction of point mutations and chromosomal aberrations in Vicia faba
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Vicia faba, fava bean, (2n=12) is one of the most consumed legumes in the world
and one of the most used plant species for evaluating genotoxicity [28,35]. According
to the conclusions of Amin et al. [4] metals present in soils after successive
applications of sewage sludge induce genetic mutations in V. faba. These mutations
are in genes that regulate node formation and chlorophyll production. Additionally, the
authors reported a significant increase in the frequency of the mitotic index, and

abnormalities in mitosis and micronuclei in V. faba.

3.4. Induction of somatic mutation in Nicotiana tabacum

Two loci are involved in the differentiation of chloroplasts in N. tabacum, a; and
a,. In the bioassays of reverse mutation, the double heterozygote (a:'/ a; a'/ay),
partially chlorophyll-deficient, has yellow-green leaves. Mutational events alter their
genetic composition, creating revertant green cells. With the growth of the plant, the
reverted cell produces a clone that has green or pale splotches on the yellow-green
leaf [36].

Samples of sewage sludge and of agricultural soil were directly evaluated by way
of somatic mutation tests in N. tabacum [37]. According to the authors, the samples
did not display mutagenic activity, owing to the elevated capacity of absorption of the
soil, limiting the availability of genotoxic compunds for the plants.

3.5. Induction of chromosomal aberrations in Allium cepa

Allium cepa (2n=16) has few, large chromosomes (2n=16); elevated root kinetic
proliferation (and, therefore, a large number of cells in division); high tolerance to
different cultivation conditions; and can be grown all year long [38, 39]. In accordance
with [38], the test of chromosomal aberrations in A. cepa demonstrates a sensitivity
similar to that of bioassays with human lymphocytes. Rank and Nielsen [40]
compared the results obtained with the test in A. cepa with the Ames, Microscreen,
and carcinogenic tests in rodents, and claimed that the sensitivity of the plant species
was about 82%.

Rank and Nielsen [17] evaluated samples of sewage sludge in three differently-
sized STSs which received different industrial duties. The authors found that only the
smallest STSs, with the smallest industrial load, displayed genotoxic activity for A.



cepa. The studies were conducted during three years, always in the winter; it was
concluded that additional studies should be conducted in different seasons.
Srivastava et al. [12] reported that leached samples of sewage sludge induced
chromosomal aberrations in A. cepa and that, in contradistinction, after
vermicomposing, the genotoxic potential of the residuum was considerably reduced,
indicating that the worms bio-accumulated heavy metals present in the sample.
According to the authors, bio-remediation of sewage sludge is recommended before
it reaches its final destination. Just as worms, millipedes also bio-accumulate heavy
metals. However, [41] showed that samples of primary sewage sludge, bisolid, and
stillage of cane sugar, as well as its combinations, were toxic, cytotoxic, genotoxic,

and mutagenic for A. cepa, before and after bio-processing by diplopods.

3.6. Induction of micronuclei in Tradescantia (Trad-MCN)

The micronucleus test, in Tradescantia (Trad-MCN) mother cells of pollen grains,
estimates genetic damage, in chromosomal fragments or whole chromosomes that
can be transmitted to the next generations [42].

Samples of concentrated or diluted sewage sludge induce micronuclei in
Trasdecantia [18, 32]. Hopke et al. [32] observed a significant increase in tetrads
containing more than one micronucleus and concluded that the residuum can induce
numerous instances of genetic damage in a single tetrad. According to Hopke et al.
[18], the bioassay with Tradescantia indicated that sludge coming from stations
handling only domestic wastewater has less mutagenic potential than sludge coming
from more industrial sources.

Mielli et al. [43] concluded that chronic exposure in situ of Trasdencantia
seedlings is more effective for detecting the mutagenicity of sewage sludge samples

than exposure in the laboratory.

3.7. Mutagenicity of extracts of plants cultivated in fertilized soil with sewage
sludge

Boyd et al. [44] cultivated cabbage, beets, green beans, and pumpkin in soils with

sewage sludge. When the Ames test was applied, extracts of green beans displayed

mutagenic activity.
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Fiedler et al. [45] used the test with Salmonella / microssoma to measure the
mutagenic potential of organic extracts from alfalfa (Medicago sativa) and grass
(Cynodondactylon), cultivated in soils with sewage sludge. However, in view of the
negative results, the authors concluded that the plants were unable to absorb
significant quantities of organic mutagens present in sewage sludge. According to
them, the results can be attributed to diverse factors, such as the type of sludge, the

plants, and the extraction procedures.

4. Sewage sludge: transference of contaminants from soil to plant, and from
plant to animal
Translocation of contaminants from sewage sludge to consumers is
possible. Babish et al. [5] reported an increase in the concentration of the following
heavy metals in organs of pigs fed with cabbage cultivated in sewage sludge: Cd,
Cu, Ni and Zn, in the bladder; Cd, Pb and Zn, in the liver; Zn in the muscles; and Cd
in the spleen. In the liver of these animals, there was also a significant increase in the
concentration and levels of PCBs and aryl hydroxylase hydrocarbon, respectively,
responsible for processes of detoxification that can activate pro-carcinogens [46].
However, during the experiment, the animals did not show signs of intoxication.

Sheep fed with cabbages cultivated in soils with sewage sludge displayed a slight
increase in levels of Ni in the bladder. In the liver of these animals, augmented
concentrations of CU and PCBs, an increased organ weight, various degenerative
alterations, and a proliferated smooth endoplasmic reticulum were found [47]. In a
similar experiment, but with corn silage, Heffron et al. [48] reported that sheep
showed an increase in the volume of mitochondria and hepatic necroses.

Boyd et al. [44] recorded an increase in the concentration of Cd in the bladder of
rats fed with cultivated beets. The urine of these animals demonstrated a positive
result for the Ames test conducted with metabolic activation.

Goats that consumed a mixture of grass and legumes exposed to sewage
sludge reduced drastically the quantity of milk produced [49]. Mclachlan et al. [50]
reported high levels of PCBs and polychlorinated dibenzofuran in the milk of cows

that grazed in soils fertilized with sewage sludge.
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5. Conclusion

The data showcased in this review suggest that sewage sludge, or the
biosolid, can induce different genetic damage in plants, such as genetic mutations,
chromosomal aberrations, and micronuclei. Both somatic cells and germinative cells
of different plant species can be affected. This problem is due to the presence of
toxic composites in the residuum; among other factors, the number of sewage sludge
applications as a function of time, type of agricultural soil, and type of culture. The
toxic composites can be transferred from the soil to different plant tissues, where
they accumulate, and there they are passed on to potential consumers. For the safe
use of sewage sludge in agricultural soils, constant monitoring of this residuum, as
well as of the soil receiving it, is recommended. However, from the economic point of
view, this is not always possible. Additionally, the analysis of contaminants is not
always sufficient to evaluate the risk of absorption by plants, for there are variations
among species. In this way, beyond the physical-chemical parameters and the
evaluation of levels of pathogens present, it would be interesting to find out which
bio-indicators of genetic toxicity were also required by the regulatory agencies. Some
studies suggest that, in certain cases, despite the sewage sludge meeting the
requirements of these agencies, the residuum can induce a genotoxic and/or
mutagenic response in some plant species.

This revision alerts about the potential risks of the indiscriminate use of this
residuum and, according to the data presented, it is hoped that this work will
contribute to decision making processes about the use and final fate of sewage

sludge.
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RESUMO

O uso do lodo de esgoto em solos agricolas tem se tornado uma alternativa
para 0 seu descarte, mesmo sendo necessarias regulamentacfes que fixem
condi¢Oes e restricbes para que sua aplicagdo ocorra de forma segura a populagéao
e 0 ambiente. Objetivou-se com este estudo analisar a toxicidade genética em Allium
cepa em funcdo ou causada pelo lodo de esgoto. O lodo de esgoto bruto apresentou
composicao fisico-quimica dentro dos limites estabelecidos pela resolucdo CONAMA
375/2006. Na andlise microbiolégica, o lodo da ETE de Jerdbnimo Monteiro
apresentou limite de coliformes termotolerantes acima do estabelecido pela
resolucdo. Para o teste de potencial de toxicidade em A. cepa, o lodo da ETE
Jerbnimo Monteiro foi fitotbxico para o lodo de esgoto bruto, e citotoxico e
genotoxico para o lodo de esgoto solubilizado. O lodo bruto da ETE Mulembéa
apresentou potencial genotéxico e mutagénico, enquanto o lodo solubilizado foi
citotoxico. O lodo bruto com adicdo de cal apresentou potencial fitotéxico, e o lodo
solubilizado apresentou ser citotoxico e genotdxico. Pode-se concluir que os lodos
de esgoto analisados apresentaram potencialidade toxica, servindo de alerta para
aplicacdo do lodo em solo agricola, que deverdo ser monitorados com analises
citogenéticas; controle dos elementos téxicos e de sua aplicabilidade em solos

agricolas.

Palavra-chave: Mutagenicidade, Allium cepa, tratamento de esgoto.



ABSTRACT

The use of sewage sludge in agricultural soils has become an alternative to your
disposal, even though necessary regulations which lay down conditions and
constraints for your application takes place safely to the population and the
environment. The aim of this study to analyze the genetic toxicity in Allium cepa in
function or caused by sewage sludge. The raw sewage sludge presented physical-
chemical composition within the limits established by CONAMA resolution 375/2006.
In microbiological analysis, the sludge of ETE of Jerdbnimo Monteiro presented fecal
coliforms above the limit established by the resolution. For potential toxicity testing in
the A. cepa, the sludge of ETE Jer6nimo Monteiro was phytotoxic to raw sewage
sludge, and cytotoxic and genotoxic for sewage sludge solubilization. The gross
sludge of ETE Mulemba presented genotoxic and mutagenic potential, while the
sludge solubilized was cytotoxic. The gross sludge with addition of lime presented
potential phytotoxic, and the sludge solubilized presented be cytotoxic and genotoxic.
It can be concluded that the sewage sludge analyzed showed toxic potential, serving
as lookout for sludge application in agricultural soil, which should be monitored with
cytogenetic analyses; control of toxic elements and its applicability in agricultural

soils.

Keyword: Mutagenicity, Allium cepa, sewage treatment.

49



50

1. INTRODUCAO

A crescente populacdo dos centros urbanos € uma importante produtora de
diversos residuos, 0s quais, muitas vezes, sdo acumulados no ambiente sem o
tratamento adequado. Dentre esses residuos, destaca-se o lodo de esgoto, ou
biossdlido, resultante do tratamento das &guas servidas, que apresenta
potencialidade para utilizacao agricola (NASCIMENTO et al., 2004).

O reuso de lodo de esgoto em solos agricolas deve ser feito com controle, pois
embora apresente caracteristicas consideravelmente favoraveis ao seu uso, esse
residuo pode conter inGmeras substancias prejudiciais ao meio ambiente e ao
homem (LESSA, 2005).

De acordo com Costa e Costa (2011), o uso agricola do lodo de esgoto deve
considerar os aspectos referentes a qualidade dos biossolidos, principalmente
guanto aos metais pesados, organismos patogénicos e atracdo de vetores, sendo
ainda avaliados os aspectos de condi¢cdes do solo, caracteristicas das areas de
aplicacéo, taxa de aplicacdo e culturas agricolas recomendadas.

Assim, considerando que o lodo de esgoto é fonte potencial de substancias
toxicas e de organismos patogénicos, objetivou-se com este estudo analisar a
toxicidade genética em Allium cepa em funcéo do lodo de esgoto proveniente da
ETEsJMe M.



2. MATERIAL e METODOS

2.1. Material

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Morfologia no campus do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, localizado no
municipio de Alegre — ES, utilizando-se sementes de cebola (Allium cepa), cv Baia

Periforme, oriundas de lote comercial da marca Feltrin®.

2.2. Coleta e andlise fisico-quimica e microbiolégica do lodo de esgoto

Os lodos brutos foram coletados na ETE Jer6nimo Monteiro em setembro de
2013, e na ETE Mulemba em fevereiro de 2014, sendo cada amostra
homogeneizados separadamente e enviados para realizacdo das analises de: pH,
umidade, carbono organico total, quantidade de matéria organica, concentracdo de
macronutrientes (Ca, S, P, Mg e K), micronutrientes( Mn, Ni, Zn, Mo, Na, Cu) e),
metais pesados (As, Ba, Cd, Pb, Cu, Cr, Hg, Mo, Ni, Se e Zn) e parametros
microbiolégicos (coliformes termotolerantes e coliformes totais). Para analises
citogenéticas foram reservadas 500 g das amostras, armazenadas em camara fria, a
4°C até o inicio dos experimentos.

As coletas foram feitas em conformidade com a ABNT-NBR 10007 (2004), e as
analises fisico-quimicas e microbioldgicas foram realizadas pela Agrolab — Analises
e Controle de Qualidade LTDA, localizado em Vila Velha - ES.

2.3. Andlise fisico-quimica do substrato comercial

Foi utilizado substrato comercial da marca Plant Fértil®, sem aditivos quimicos
e atéxico, como controle, cujas analises fisico-quimicas foram feitas pela empresa

Agrolab-Analises e Controle de Qualidade LTDA, localizada em Vila Velha-ES; as
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andalises quimicas de macronutrientes, umidade, pH, MO e carbono orgénico total
foram feitas no Laboratério de Solos do Centro de Ciéncias Agrarias da UFES,
conforme metodologia proposta pela EMBRAPA (1997); os micronutrientes Cu, Zn,
Fe e Mn e B, de acordo com a Comisséo de Fertilidade-RS/SC (1994) e os teores de

metais pesados, Cd, Cr, Ni, Pb e Hg, conforme descrito por Ure e Shand (1974).

2.4. Solubilizagéao do lodo de esgoto e do substrato comercial

A solubilizacdo do lodo de esgoto seguiu a norma ABNT-NBR 10006 (2004)-
Solubilizacdo de Residuos, em que 250 gramas de lodo de esgoto (base seca)
foram adicionados a 1000 mL de agua destilada, mantidos sobre agitacdo mecéanica
por 5 minutos e, em seguida, em repouso em temperatura ambiente por sete dias.
ApoOs a decantacdo dos solidos, o sobrenadante foi retirado para obtencdo do
solubilizado. Procedimento similar foi utilizado para obtencdo de substrato
solubilizado.

2.5. Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram: agua destilada (controle negativo) (CN);
triflularina(190 pL de trifluralina/100 mL de agua destilada) (controle positivo) (CP);
substrato comercial solubilizado (controle)(SCs);lodo de esgoto solubilizado(LES);
substrato comercial (controle)(SC) e lodo de esgoto (LE), num delineamento
inteiramente casualizado.

A partir do lodo de esgoto da ETE Mulembd, amostras de biossélido também
foram analisadas mediante o bioensaio com Allium cepa. O lodo de esgoto tratado
foi transportado em bombas plasticas de 200 litros. Em Alegre, o lodo foi colocado
para secar sobre lona plastica, sendo que nesse periodo adicionou-se 30% de cal

virgem. Onde permaneceu por 50 dias antes do uso (LIMA et al., 2011).
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Desse modo, para a ETE Mulemba, além dos tratamentos supracitados, as
seguintes amostras também foram analisadas: lodo de esgoto com adicdo de cal

(LEC) e lodo de esgoto com adi¢éo de cal solubilizado (LECS).

2.6. Bioensaio com A. cepa

Foram semeadas 100 sementes de Allium cepa, em placas de Petri, forradas
com papel filtro embebidas com as diferentes solu¢gbes, com quantidade equivalente
a 3,0 vezes a massa do papel seco.

A germinacéao foi realizada em camara tipo BOD a +24°C. Quando as raizes
atingiram aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram fixadas em Carnoy |
(a@lcool etilico + &cido acético na propor¢cdo 3:1) por 24 h. Posteriormente, as raizes
passaram por 5 banhos, de 5 minutos cada, em agua destilada, e foram hidrolisadas
em HCI 1IN, em temperatura ambiente por 20 minutos e passaram por mais um
banho de agua destilada. As pontas das raizes foram seccionadas em lamina,
coradas com orceina acética a 2%, recobertas por laminulas e maceradas. Para a
analise de micronucleos em células F1 (regido ndo meristematica), foi seguido o
protocolo estabelecido por Ma et al. (1995).

O material foi analisado em microscépio de luz (com aumento de 400 x.) por
tratamento, sendo que 5.000 células foram contadas (500 células em 10 laminas).

O potencial citotoxico foi avaliado por meio do célculo do indice mit6tico (IM). O
potencial genotdxico foi avaliado por meio da contagem de anormalidades mitéticas
e cromossbmicas (anafases multipolares, C-metafases, células poliploides,
aderéncias, perdas e pontes cromossémicas) nas células do meristema radicular.
Micronucleos (MN) meristematicos, micronucleos da Fle quebras cromossomicas
(QC) foram quantificados para a avaliacdo da atividade mutagénica dos tratamentos.

Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo. A analise
estatistica foi realizada por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
(p<0.05).
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RESULTADOS

2.2. Analise fisico-quimica e microbiolégica das amostras

A analise fisico-quimica e microbiolégica do substrato comercial e do lodo de
esgoto das ETEs JM e M séo apresentadas na Tabela 1.

Considerando as andlises fisico-quimicas, todas as amostras apresentaram
resultados dentro dos valores estabelecidos pela resolugdo CONAMA 375/2006. O
lodo da ETE de JM apresentou valores elevados de fésforo total e nitrogénio total
comparado ao lodo da ETE M e ao substrato. Ja o lodo da ETE M apresentou
valores elevados de calcio, enxofre, magnésio e potassio em relacdo ao lodo da ETE
J M e ao substrato.

Os metais pesados presentes nas amostras de lodo de ambas as ETEs
apresentaram resultados dentro dos padrbes estabelecidos pela resolucdo
CONAMA 375/2006. O lodo da ETE M apresentou valores de Ba, Pb, Cr, Hg, Ni, e
Zn, mais elevados que os valores encontrados no lodo da ETE J M. Para este, 0
nivel de Mo foi elevado, comparado com o lodo da ETE M.

Para a analise microbioldgica, o lodo da ETE de J M apresentou valores de
coliformes termotolerantes acima do valor estabelecido pela legislacdo (<103 NMP/g
de ST).
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Tabelal. Analise fisico-quimica e microbiolégica de substrato e lodos da ETE de JM e da
ETE M

Elementos Substrato LodoJM  Lodo M Conama
375/2006
Arsénio (mg/kg) <L.Q. <L.Q. <L.Q. 41
Bario (mg/kg) 63,3 201 518 1300
Céadmio Total (mg/kg) <L.Q. <L.Q. <L.Q. 39
Calcio (mg/kg) 3,36 2.322 8.221 N.E.
Carbono Organico Total (%) N.A. 5,70 6,55 N.E
Chumbo Total (mg/kg) 33,6 24,40 45,4 300
Cobre Total (mg/kg) 47,8 125 315 1500
Cromo Total (mg/kg) 60,5 30,10 41,1 1000
Enxofre (mg/kg) 727 13.855 18.306 N.E.
Fosforo Total (%) 287,82 5.956 0,115 N.E.
Magnésio (mg/kg) 1,79 994 3.761 N.E.
Manganés Total (mg/kg) 249 160 220 N.E.
Matéria Organica (%) 20 9,83 11,30 N.E
Mercurio (mg/kg) 0,028 0,035 2,33 17
Molibdénio (mg /kg) 3,05 6,57 <L.Q. 50
Nitrogénio Total 1,5-3% 44.026 5.505 N. E
Niquel Total (mg/kg) 9,89 14,50 20,3 420
pH 6,92 7,55 6,51 N.E.
Potassio (mg/kg) 131,50 2.843 4.622 N.E.
Selénio (mg/kg) <L.Q <L.Q. <L.Q. 100
Sédio (mg /kg) 21 1.114 2.764 N.E.
Umidade (%) N.A. 85,19 82,89 N.E.
Zinco Total (mg/kg) 110 545 738 2800
Coliformes <10% NMP/g de
Termotolerantes (NMP/100mL) N.A. >50x10% 1,2x102 ST
Coliformes Totais (NMP/100mL) N.A. >50x10% 1,2x102 N.E.

L.Q.= Limite de Quantificacao; N.E.= Nao Especificado; N. A.= Ndo Analisado



3.2. Bioensaio com Allium cepa

3.2.1. Lodo da ETE Jerbnimo Monteiro

Ocorreu inibicao total da germinacédo das sementes de A. cepa expostas ao lodo
de esgoto. Portanto, essa amostra foi considerada fitotoxica para espécie vegetal
(Tabela 2).

O lodo de esgoto solubilizado apresentou maior indice mitético que o substrato
solubilizado e o controle positivo, e valores estatisticamente significativos para o
teste de genotoxicidade, em relacdo ao substrato (SC) e ao substrato solubilizado
(SCs) (Tabela 2).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, o lodo solubilizado (LES)
apresentou frequéncia significativa de C-metafase em relacédo ao CN, SC e SCs. O
LEs também apresentou resposta significativa para poliploidia e ponte
cromossOmica, em relacdo ao controle positivo, substrato solubilizado e substrato
controle.

As amostras de lodos ndo apresentaram resposta significativa para os testes de
MN+ QC e MN F;, 0 que sugere que as alteracdes encontradas em AMC foram
passiveis de reparo ou morte durante o processo de desenvolvimento da raiz da
planta. Como confirmac¢ao do teste somente o CP apresentou resposta significativa
para ambas as analises de mutagenicidade em relag¢édo ao controles (CN, SC e SCs)
(Tabela 2).

3.2.2 Lodo da ETE Mulemba

As sementes de Allium cepa expostas ao lodo de esgoto com adi¢c&o de cal n&o
germinaram. Portanto, esse lodo foi considerado como fitotbxico para espécie

vegetal (Tabela 2).
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O lodo de esgoto solubilizado (em relagcdo ao CN) e o lodo de esgoto com adicao
de cal solubilizado (LECs) (em relacdo ao CN e SC) também apresentaram valores
estatisticamente significativos para o teste de citotoxicidade.

O lodo de esgoto (relacdo ao controle negativo e lodo de esgoto solubilizado) e
lodo de esgoto com adigcéo de cal solubilizado (relagdo ao CN) apresentou valores
estatisticamente significativos para o teste de genotoxicidade.

Para analise de mutagenicidade (MN+QC) o lodo de esgoto (LE) apresentou
valores estatisticamente significativos em relacdo ao LEs, CN, SC e SCs, entretanto,
para analise de MN em regido F1 nenhuma amostra foi significativa (Tabela 2).

Para todas as andlises realizadas o controle positivo apresentou resposta
significativa em relacdo ao CN, confirmando a eficiéncia do teste.

Nas Tabelas de alterac6es mitéticas e cromossdmicas apenas o CP apresentou
respostas significativas para aderéncia cromossomica, em relagédo ao CN, SCs, LEs,
LE e LECs, e células multinucleadas em relacédo ao CN, SCs, SC e LEs (Tabela 3).

As alteracdes mitdticas e cromossdmicas encontradas nas amostras de lodo de

esgoto estdo na figura 1.



Tabela 2. Média + desvio padrao do indice mitético (IM), aberragdes mitoticas e cromossdmicas (AMC) e de micronucleos (MN) em
Allium cepa, apos exposicéo ao lodo de esgoto da ETE JM e da ETE M

Amostras Tratamentos Alteracoes

IM AMC MN+QC MN F1
CN 26,9 +16,8 4,9+57 0,0+0,0 0,0+0,0
CcP 22,1+20,3 11,7+8,6% ¢ 2,1+2,3* ¢ 1,0+0,6°
SCs 25,0+10,5 0,9+0,8 0,0+0,0 1,1+1,4
LodoETE JM LEs 46,5+13,0> ¢ 13,4+4,8% ¢ 0,1+0,3 0,3+0,6
SC 34,5+12,1 1,4+0,8 0,0+0,0 0,2+0,4

LE N.G. N.G. N.G. N.G.
CN 60,0+ 4,3 0,0 + 0,0 0,0+ 0,0 0,0+0,0
CP 29,1+ 82,07 24,5+23,8° 2,8+4,8° 0,0 +0,0
SCs 25,0+ 4,9 0,9+ 0,8 0,0 +0,0 0,0 +0,0
Lodo ETE M LEs 17,3 + 30,4 0,2+0,6 0,0+ 0,0 0,0+0,0
SC 34,5+2,1 1,4+0,8 0,0 +0,0 0,0 +0,0
LE 54,0+ 12,7 2,0+ 1,5*' 2,7+1,5%¢4f 0,0+0,0

LEC N.G. N.G. N.G. N.G.
LECs 11,0+ 18,4 ¢ 2,8+3,9° 0,2+0,6 0,5+1,0

CN: controle negativo (agua destilada); CP: Trifluralina; SCs: Solo Controle solubilizado; LEs: Lodo de esgoto solubilizado; SC: solo controle; LE: lodo de
esgoto; LEC: lodo de esgoto com adicdo de cal; LECs: lodo de esgoto com adicao de cal solubilizado.

AMC: Aberracfes mitéticas e cromossémicas; MN + QC: Micronlcleos e quebras cromossémicas contabilizados em células meristeméticas (indice de
mutagenicidade); MN F1: Micronlcleos contabilizados em células F1.

Numero de células analisadas por tratamento: 5000. Teste estatistico: Kruskal-Wallis (p< 0,05).

%significativo em relacdo ao controle negativo (CN); " significativo em relacdo ao controle positivo (CP); © significativo em relacdo ao substrato controle
solubilizado (SCs); d significativo em relag&o ao substratocontrole (SC); © significativo em relacio ao lodo de esgoto (LE); fsignificativo em relacdo ao lodo de
esgoto solubilizado (LES); N.G.: Sementes que ndo germinaram.
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Tabela 3. Média + desvio padrdo das alteracbes mitoticas e cromossdmicas em Allium cepa, apos exposicdo ao lodo de esgoto da

ETEJMedaETEM

Alteracdes mitéticas e cromossdmicas

Tratamentos AC C-M PC PP PTC BN NC NL C. Mn
CN 0,0+0,0  0,0+0,0 0,0+0,0 2.9+0,0 14+14 0,0+0,0 0,0+00 06+14  00+0,0
cP 13+07 2242 44107 0,9+0,7 13+2,8 04+0,0 0,0+0,0 3,0+1,4% 11+21
SCs 0,1+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3t0,7 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0  0,0+0,0

2,7+3,5 bed 3,9+1,4"

Lodo - ETE IM LEs 1,3+0,7 IS99 01+0,7  46+2,1 = 0,3+0,0 0,0+00 0,2+0,0  0,3+0,70
sC 0,5+0,7 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+00 02+14 0,0+0,0 0,0+00  0,0+0,0

LE N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G.
CN 0,0t00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0t00 00400 00400 00+00  0,0+0,0
8,7+35,3 a

cP (3020 36435 0,1+0,0 1,5+0,7 03107 13400 L, n  1g.q7 4230
SCs 0,1+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,7 0,2+0,0 00+0,0 00+00  0,0+0,0
LEs 02+14 00+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,040,0 0,0+0,0 00+00  0,0+0,0
Lodo - ETE M sC 0,5+0,7 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0 0,2+14 00+0,0 00+00  0,0+0,0
LE 0,0+00 0,3+0,0 0,0+0,0 0,4+0,7 0,4+00 02+14 0,0+0,0 01+0,31  0,6+1,0

LEC N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G. N.G.
LECs 0,1+0,0 _ 0,2+0,0 _0,0+0,0 0,5+0,7 0,0+00 _ 0,1+00 1,2+34 0,040,007 +0,

CN: controle negativo (dgua destilada); CP: Trifluralina; SCs: Solo Controle solubilizado; LEs: Lodo de esgoto solubilizado; SC: Solo controle bruto; LE: Lodo
de esgoto; LEC: lodo de esgoto com adic&o de cal; LECs: lodo de esgoto com adi¢éo de cal solubilizado.
AC: aderéncia cromossOmica; C-M: C-metafase; PC: perda cromossdmica; PP: poliploidia; PTC: ponte cromossdmica; BN: broto nuclear; NC: nucleo
condensado; NL: nucleo lobulado; C.Mn: célula multinucleada.
Teste estatistico: Kruskal-Wallis (p< 0,05).%significativo em relagdo ao controle negativo (CN); b significativo em relacdo ao controle positivo (CP); ©

significativo em relacdo ao substrato controle solubilizado (SCs); d significativo em relacdo ao substrato controle (SC); © significativo em relago ao lodo

solubilizado; fsignificativo em relagdo ao lodo de esgoto; ? significativo em relacdo ao lodo de esgoto com adi¢do de cal solubilizado; N.G.: Sementes que

nao germinaram.
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Zh

Figura 1: Alteractes mitélicas e cromossémicas observadas em Alfum cepa. A. Micronicleo {sefa) e Anafase com ponte {cabeca de seta). B.
Telofase com ponte (seta). C. Anafase multipolar {cabeca de seta) e mideo lobulado {seta). D. Nudeo lobulado {seta). E. Perda cromossémica
{seta). F. Aderéncda cromossdmica {seta). G. Anafase mulipolar {cabeca de seta) e aderénda cromossdmica {seta). H. Célula bnudeada
{seta). |. Nideo lobulado {seta), célula multinudeada {cabeca de seta), micromideo {sefa branca) e metafase polipldide {asterisco). J.
Micronticleo {seta). K. Microntidleo {sefa). L. Nicleo lobulado {seta), micronticleo {seta branca) e aderéncia cromossdmica {cabeca de seta).
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3. DISCUSSAO

4.1- Andlises fisico-quimicas e Microbioldégicas das amostras de lodo de

esgoto

Os lodos de esgoto analisados apresentaram caracteristicas distintas, como
o volume de esgoto coletado, percentual de residéncias atendidas pelas ETES, tipo
de estacédo de tratamento, processo final de secagem e destino final do lodo.

Apesar dessas diferencas, as amostras de lodo da ETE de JM e ETE M
apresentaram valores fisico-quimicos abaixo do estabelecido pela resolucdo
CONAMA 375/2006.

Com relacdo a analise microbiolégica, o lodo de esgoto da ETE M é
considerado de classe A na andlise de coliformes termotolerantes, por apresentar
valor inferior ao estabelecido na legislacédo. Ja o lodo da ETE de JM é considerado
de classe B, por apresentar valores acima do estabelecido pela legislacdo para
coliformes termotolerantes, sendo assim necessario um controle de higienizacdo do
lodo para eliminagéo de microrganismos patogénicos e aplicacdo do mesmo em solo
agricola (BETTIOL et al., 2006).

O lodo contém matéria organica, macronutrientes e micronutrientes, que
exercem um papel fundamental na producéo agricola e na manutencao da fertilidade
do solo (COSTA, 2009). Comparando-se os dois lodos verifica-se que houve valores
elevados de fosforo total e nitrogénio total na ETE de JM, valendo destacar que o
fésforo desempenha um papel importante na transferéncia de energia da célula, na
respiracdo e na fotossintese (GRANT et al., 2001), enquanto o nitrogénio é
considerado como o elemento-chave para o desenvolvimento e crescimento das
plantas ( LIMA, 2010).

Bettiol e Camargo (2006) relataram que a matéria organica do lodo aplicado
ao solo sofre mineralizag&o, liberando nitrogénio na forma amoniacal e nitrica que
nao é somado ao existente antes da aplicacdo. O uso adequado do lodo deve visar
a sua eficiente utilizagdo com um minimo de perdas por percolacéo, volatizacao,
desnitrificagcéo e arraste superficial.

Esses dados corroboram com os resultados encontrados por Gongalves et al.

(2009), os quais relataram que o lodo da ETE de JM apresentou teores de fosforo
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elevados, préximos aos dos estercos bovino e de galinha, e bem superior aos teores
encontrados na vinhaga e no composto de lixo.

A ETE M apresentou valores elevados de calcio, enxofre, magnésio e
potassio em relacdo a ETE JM. De acordo com Prado (2005), o calcio apresenta
funcdes na estrutura da planta, como integrante da parede celular, e sua falta afeta
particularmente os pontos de crescimento da raiz, enquanto 0 magnésio € um
constituinte clorofila que intervém no processo da fotossintese. Lima (2010)
descreve o0 potassio e o enxofre como importantes para o desenvolvimento e
produtividade das plantas.

Nos elementos metais, 0os dois lodos analisados estdo dentro dos padrdes
estabelecidos pela resolucdo CONAMA 375/2006. O lodo de esgoto da ETE M
apresentou valores superiores de Ba, Cr, Ni, Zn, Pb e Hg, quando comparado com o
lodo da ETE JM, que apresentou valor superior apenas para Mo. De acordo com
Mazivieiro (2011), dentre os elementos que oferecem maior perigo, destacam-se o
cadmio (Cd), cobre (Cu), molibdénio (Mo), niquel (Ni) e zinco (Zn), sendo que os
outros elementos também apresentam toxicidade para plantas e animais,
dependendo da concentracdo disponibilizada.

De acordo com Lima (2010), a presenca de metais pesados em lodos de
esgotos sanitarios esta associada a diferentes fontes, podendo destacar as préprias
fezes, urina, aguas cinza, papel sanitario, produtos vinculados a atividades humanas
e aqueles usados em consultérios dentarios, farmacias de manipulagdes,
laboratérios de andlises clinicas, entre outros, que representam fontes potenciais
para a ocorréncia de metais nos esgotos sanitarios.

Nas analises feitas, ndo foi possivel quantificar o valor de cadmio por
apresentar valor abaixo do estabelecido para avaliacdo. Lara et al. (1999) relataram
qgue o Cd € um dos elementos de grande interesse relacionado a aplicacéo agricola
do lodo, por oferecer riscos potenciais para a saide humana. E o metal que se
destaca como o mais perigoso, e desnecessario ao metabolismo vegetal e animal.

O Ba é ainda um elemento pouco estudado em solos tratados com lodo de
esgoto, embora presente nas plantas, aparentemente ndo € um componente
essencial ao tecidos vegetais, enquanto o Cr apresenta a absorcao e translocacao
variando de acordo com a espécie vegetal, e dependendo das concentracdes, pode

ocasionar toxicidade nas plantas (MERLINO, 2010).
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Lara (1999) avalia o0 Zn como um elemento essencial as plantas e animais,
cuja toxicidade pode ser manifestada quando o pH for menor que 6,5. Porém,
oNi,mesmo mantendo o pH a 6,5 durante a aplicacdo do lodo, a toxicidade nas
plantas pode ser manifestada.

Os lodos estudados apresentaram pH 7,55 (ETE JM) e 6,51 (ETE M),
sugerindo assim, possivel contribuicdo para a elevacdo do pH do solo, minimizando
os riscos de solubilizacdo dos metais e assim a lixiviacdo no solo e a translocacéo
nas plantas (BETTIOL; CAMARGO, 2006; GONCALVES et al., 2009). Lara (1999)
relatou que é recomendado entre as legisla¢gdes internacionais a manutencao de pH
alcalino ou neutro para diminuir a mobilidade de metais pesados do lodo ao solo e
do solo as plantas.

Merlino (2010) destaca o Pb como um dos maiores poluentes do meio, sendo
atribuido ao seu largo uso industrial. Apesar de ndo ser um elemento essencial as
plantas, o Pb é facilmente absorvido e acumulado em suas diferentes partes,
podendo causar diferentes sintomas de toxicidade em plantas e em animais.

Com relacdo ao molibdénio, os lodos apresentaram baixos valores, e embora
néo seja considerado como um elemento muito toxico aos humanos, elevadas doses

podem resultar em toxicidade cronica (LARA, 1999).

4.2 Bioensaio com Allium cepa

Os lodos de esgoto avaliados possuem caracteristicas distintas em sua forma
de tratamento. O lodo de esgoto de Jerébnimo Monteiro € produzido em uma estacao
de tratamento de pequeno porte, atendendo aproximadamente 60% da populacao
local (comunicacdo pessoal), sendo um modelo do sistema UASB, em que o
processo de tratamento € circular/aerobica que proporciona a producdo de lodo
ativado. Apés o tratamento o lodo é descartado no tanque de secagem, passando
pelo processo natural de desidratacdo e em seguida o lodo é depositado em um
aterro na propria estacao de tratamento de esgoto. De acordo com Lara (1999), a
condicao para seu uso é que o lodo seja bem estabilizado, pois desta forma o lodo

sera facilmente drenavel e ndo apresentara problemas de odores.
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Até a data da coleta, o lodo ndo apresentava um controle de andlises fisico-
quimicas e microbioldgicas (comunicacdo pessoal), que poderia informar se o
mesmo estaria dentro dos padroes estabelecidos pela Resolucio CONAMA
375/2006, para possivel disposicdo em solo agricola, jA que o municipio possui um
potencial de aplicacédo para agricultura (COSTA; COSTA, 2011). O descarte do lodo
de esgoto desidratado na prépria area da estacdo apresenta um risco de infiltracdo
dos elementos téxicos presentes no lodo para o lencol freatico, tornando uma fonte
de contaminagao para os corpos d’agua.

O lodo da ETE M atende uma vazdo de esgoto maior do que da ETE JM,
consequentemente, produzindo um volume maior do produto final. Seu processo de
tratamento é completo, sendo realizado o processo de desidratacdo por
adensadores e centrifugas, proporcionando um lodo adequado para descarte. O
lodo é analisado seguindo as normas estabelecidas pela legislacao vigente e seu
descarte é realizado para aterros sanitarios e para 0 uso agricola (comunicagao
pessoal).

No lodo de esgoto da ETE JM, pode ser observada a inibicdo da germinacgao
das sementes de cebola, assim como relatado por Maziviero (2011), que ocorreu
provavelmente pela elevada concentracdo de amodnia. Sperling (1996) relata que a
proporcao entre as diferentes formas da aménia esté intrinsecamente ligada ao pH.
Abaixo de pH 8, a ambnia apresenta-se praticamente na forma ionizada,
consequentemente, disponivel para absorcéo das plantas.

Nas andlises fisico-quimicas do lodo de Jer6bnimo Monteiro foi possivel
observar um valor elevado de nitrogénio, em que a grande maioria deste elemento é
absorvida sob sua forma hidrolisada do ion aménio (NH4+) (Maziviero, 2011), sendo,
possivelmente, um dos fatores que desempenhou o potencial fitotoxico para as
plantulas oriundas de sementes de Allium cepa, podendo ser relacionado com o
valor pH, que foi de 7,55.

O lodo de esgoto com adi¢do de cal virgem da ETE Mulembé& apresentou a
inibicdo do crescimento da raiz das sementes de cebola, caracterizando o efeito
fitotoxico. Assim como relatado por Bonomo (2014), em que o tratamento somente
A. cepa. Na literatura ndo foi encontrado nenhum estudo relacionando o efeito do

carbonato de célcio (CaCO3) no processo de inibicdo de raizes de plantas, sendo
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necessaria uma avaliacdo mais detalhada das possiveis rea¢fes quimicas dos
elementos quimicos presentes no lodo de esgoto e a adi¢cao da cal virgem.

O potencial citotéxico € relacionado com o aumento ou diminuicdo do indice
mitético (FERNANDES et al., 2007). Plantulas oriundas de sementes tratadas com
lodo de esgoto solubilizado, das duas ETEs, apresentaram aumento ou inibicdo do
indice mitético em relacdo aos seus respectivos controles. Bonomo (2014) relata que
o indice mitético reflete diretamente os niveis de proliferacdo celular, consistindo em
um importante parametro para avaliar a taxa de crescimento radicular das plantas.
Maziviero (2011) descreve que o teste de IM demonstrou em suas andlises que
todas as amostras apresentaram comportamento similar, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa, concluindo a validade do teste.

Caritd e Marin Morales (2010) descrevem que indices mitéticos inferiores ao
controle negativo indicam a presenca de agente tOxico, que compromete o
crescimento e o desenvolvimento dos organismos testes, e o indice mitético superior
e aos observados nos testes controle € resultante de inducdo da divisdo celular.
Este teste pode ser um importante indicador de niveis de poluicdo dos ambientes,
especialmente por compostos toxicos e citotoxicos.

Chenon et al. (2003) relatam que o0 extrato aquoso representa uma
comparacdo com acontecimentos naturais. Seus efeitos podem ser comparados a
chuvas drasticas em parcelas. Nestas condicBes, substancia potencialmente
genotoxica absorvida na fracdo organica — mineral do solo pode ser dissolvido e
assim expressar seus efeitos genéticos em organismos expostos a dgua, mesmo em
baixas concentracoes.

O lodo de esgoto solubilizado da ETE JM, apesar de ser genotoxico, nao foi
mutagénico para o Allium cepa. Em comparacéo, o lodo de esgoto solubilizado da
ETE M néo foi genotoxico e nem mutagénico, ao contrario do lodo de esgoto bruto.
O lodo de esgoto com adicdo de cal solubilizado, também foi genotdxico. Assim,
pode-se observar neste estudo o efeito desses compostos toxicos dissolvidos, ja que
todos os lodos solubilizados apresentaram respostas significativas para diferentes
toxicidades.

As aberracbes cromossOmicas sdo caracterizadas por mudancas, tanto na
estrutura quanto no numero total de cromossomos, podendo ser espontanea ou
resultado de exposi¢cdo a agentes fisicos ou quimicos (LEME; MARIN-MORALES,

2009). Os lodos que apresentaram resposta genotoxica demonstraram que as
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alteracdes presentes no AMC foram reparadas, pois na célula ndo-meristemética MN
F1, ndo foi identificada resposta significativa. Mesmo o lodo de esgoto da ETE M
tendo sido mutagénico, ndo apresentou efeitos de danos da AMC para MN em célula
F1, sendo que o0s micronucleos e quebras cromossdémicas presentes foram
eliminadas antes de atingirem a células ndo meristeméticas. Estes resultados
corroboram com os de Christofoletti et al. (2013), que relataram com base nos
efeitos genotdxico/mutagénico que o mecanismo de reparacdo celular foi capaz de
reverter os danos causados por metais durante o processo celular, em que o dano
induzido em células meristeméticas nao progrediu para regido F1.

Somente o lodo solubilizado da ETE JM apresentou resultados
estatisticamente significativos para ponte cromossdmica, C-metafase e poliploidia.
De acordo com Caritd e Marin-Morales (2010), C-metafases, cromossomos perdidos,
atrasos cromossomicos e poliploidia sdo fen6menos que podem ser derivados de
problemas nos microtdbulos citoplasmatico, podendo ser usadas como parametros
de avaliacdo de efeitos genotdxicos de uma substancia ou de um ambiente. Bonomo
(2014) e Maziviero (2011) observaram a predominancia da formacdo de pontes
cromossbmicas, consequéncia geralmente relacionada a presenca de metais
pesados em compostos possivelmente presentes em substancias solUveis. Leme;
Marin-Morales (2009) relatam que as pontes cromossdmicas podendo ocorrer como
consequéncia da aderéncia, pois quando se desprende pode levar a ruptura ou a

perda cromossdmica levando a aneuploidia e poliploidia.
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4. CONCLUSOES

Os resultados das andlises fisico-quimicas apresentaram dentro do limite
estabelecido pela resolucdo CONAMA 375/06.

O lodo da ETE JM pode ser classificado como sendo de classe B, sendo
necessario o processo de higienizacao antes de sua utilizacdo na agricultura.

O lodo bruto da ETE JM e o lodo com adicdo de cal da ETE M apresentam
potencial fitotoxico.

O lodo solubilizado da ETE JM, e os lodos solubilizados e com adi¢cdo de cal
solubilizado da ETE M apresentam potencial citotoxico.

O lodo de esgoto solubilizado ETE JM e o lodo de esgoto e lodo de esgoto com
adicdo de cal solubilizado para ETE M apresentam efeito genotéxico.

O lodo da ETE JM né&o apresenta potencial mutagénico.

O lodo de esgoto (LE) da ETE M apesar de ser mutagénico para MN+ QC, as
alteracdes encontradas foram passiveis de reparo na regido F1, porém esses
resultados servem de alerta para a aplicacdo em solo agricola.

O lodo de esgoto solubilizado da ETE de JM apresentou C-metafase, poliploidia e
ponte cromossOmica, que sao indicativos de contaminacdo do ambiente.

Os resultados mostraram que mesmo passando por processo de higienizacdo 0s
compostos toxicos ainda estdo presentes nas amostras e principalmente solUveis
em agua, demonstrando o risco para o processo de lixiviagao.

Comparando os resultados encontrados no lodo de esgoto bruto e o lodo de
esgoto com adicéo de cal virgem da ETE M foi possivel observar os efeitos toxicos,

ficando um alerta para a disposicdo do mesmo em solo agricola.
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5. CONSIDERACOES FINAIS:

> Apesar do lodo de esgoto atender os parametros exigidos pela
legislacdo, o residuo pode induzir uma resposta genotdxica e/ou mutagénica
em algumas espécies vegetais.

> As amostras de lodo de esgoto da ETE JM e ETE M
apresentaram resultados fisico-quimicos dentro dos padrfes estabelecidos
pela resolugdo CONAMA 375/2006.

> O resultado microbiolégico do lodo da ETE JM apresentou
valores fora dos padrdes, ndo sendo um lodo caracterizado para possivel
disposicdo em solo agricola, sendo necesséario um tratamento adequado de
higienizagéo.

> O lodo de esgoto de JM apresentou caracteristicas fitotoxica,
citotOxica e genotdxica, demonstrando que 0S metais pesados mesmo
estando dentro dos padrbes estabelecidos pela resolucgdo CONAMA
375/2006, possam induzir efeitos toxicos para o vegetal superior.

> O lodo da ETE M apresentou resultados citotoxicos, genotoxico
e mutagénico em suas amostras de lodo de esgoto.

> Para as amostras de lodo de esgoto com adicéo de cal (ETE M)
foram observadas caracteristicas fitotdxica, citotoxica e genotoxica,
demonstrando que o0s elementos quimicos presentes no lodo possam ter

efeito toxico para amostra de lodo com adicdo de cal.

De acordo com os dados apresentados, podemos concluir que ambas as
amostras de lodo de esgoto analisadas deverdo ser monitoradas com analises
citogenéticas. Assim, poderdo ter respostas imediatas dos elementos toxicos
presentes no lodo de esgoto e um controle de sua aplicabilidade em solo agricola,

sendo necessario o estudo dessas amostras em campo.
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