UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CENTRO DE ENERGIA NUCLEAR NA AGRICULTURA

MARIA JULIA DE LIMA BROSSI

Ecotoxicologia de um sistema florestal de eucalipto tratado com lodo de

esgoto

Piracicaba

2008



MARIA JULIA DE LIMA BROSSI

Ecotoxicologia de um sistema florestal de eucalipto tratado com lodo de

esgoto

Dissertacdo apresentada ao Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&ao Paulo,
como parte dos requisitos para obtencéo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Area de Concentracdo: Quimica na Agricultura e no

Ambiente
Orientador: Prof. Dr. Cassio Hamilton Abreu Junior

Piracicaba

2008



AUTORIZO A DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO
E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacao (CIP)
Secdo Técnica de Biblioteca - CENA/USP

Brossi, Maria Julia de Lima

Ecotoxicologia de um sistema florestal de eucalipto tratado com lodo
de esgoto / Maria Julia de Lima Brossi; orientador Cassio Hamilton
Abreu Junior. - - Piracicaba, 2008.

85 p.: fig.

Dissertacdo (Mestrado — Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncias.
Area de concentra¢do: Quimica na Agricultura e no Ambiente) — Centro
de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo.

1. Espectrometria de massas 2. Florestas 3. Metais pesados do solo
4. Toxicologia ambiental I. Titulo

CDU 504.5:628.3




BROSSI, M. J. L. Ecotoxicologia de um sistema florestal de eucalipto tratado
com lodo de esgoto. 2008. 85 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba.

Folha
35

42

63

70

74

76

Paragrafo
1
substituir por

3:
acrescentar

3:
substituir por

5:
substituir por

4.
substituir por

1
substituir por

ERRATA

O experimento foi instalado em dezembro de 2004, em uma éarea de 3,2 ha,
na fazenda Entre Rios, localizada no municipio de ltatinga (22° 59 de latitude
sul e 48° 41’ de longitude oeste), SP, pertencente a Suzano Bahia Sul Papel
e Celulose S.A. A area experimental (Figura 1) é constituida de um Latossolo
Vermelho distréfico e de um Neossolo Quartzarénico. A possibilidade de 2
solos diferentes na area experimental foi levantada na instalacdo do
experimento, motivo pelo qual o experimento foi instalado em dois blocos. Tal
fato foi confirmado posteriormente a instalagdo do experimento, em
levantamento pedoldgico realizado na area.

As amostragens de solo foram realizadas na camada superficial do solo (0-
10 cm) nas datas de 05/06/2006, 01/09/2006, 01/12/2006, 16/03/2007 e
02/10/2007 correspondentes aos 18, 21, 24, 27 e 34 meses apos o plantio.
Cada amostra de terra foi constituida de seis subamostras coletadas a partir
de trés pontos pré-estabelecidos em torno de duas arvores escolhidas
aleatoriamente na area Util de cada parcela. Os pontos pré-estabelecidos
sdo: 1) a 30 cm do eucalipto, onde néo se aplicou adubo mineral nem lodo; 2)
na intersecao da meia coroa que recebeu adubo mineral com a faixa de
aplicacdo de lodo; e 3) na faixa de aplicagdo do lodo, objetivando obter uma
amostra composta que melhor apresente os efeitos dos tratamentos e a
maior homogeneidade possivel.

De acordo com os valores obtidos neste teste, pode-se afirmar que o teste
com a alga se mostrou eficiente na avaliacdo da toxicidade do solo. Apesar
dos indices de toxicidade terem aumentado de acordo com as doses de lodo,
os valores obtidos podem estar relacionado também com a turbidez da
amostra, que prejudica o processo de fotossintese da alga, com a presenca
de glifosato (e possiveis metabdlitos), e também com a presenca da
sulflaramida, adicionada ao solo para controle de formigas.

De acordo com os valores obtidos no presente estudo, pode-se afirmar que o
teste de com células de A. cepa foi eficiente na avaliacdo da genotoxicidade
e mutagenicidade do solo. Apesar das frequéncias de aberracdes
cromossOmicas e micronlcleos terem aumentado de acordo com as doses
de lodo, os valores obtidos foram baixos e 0 aumento pode estar relacionado
também com a presenca de glifosato e sulflaramida, no solo.

N&o foi observado contaminacao do solo por Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb
para nenhuma das doses de lodo aplicada, ja que a concentracdo dos
mesmos se encontra abaixo dos limites criticos para metais pesados no solo,
estabelecidos pela CETESB (2005). Porém, foi observado aumento nos
indices de toxicidade do solo de acordo com as doses de lodo de esgoto o
gue mostra a importancia da realizacdo de pesquisas no aprimoramento do
uso agricola de lodo de esgoto por parte dos 6rgaos ambientais.

O lodo de esgoto aplicado ao solo na dose de 15,1 t ha™, que equivale & dose
recomendada pela norma P 4.230 da CETESB, com base no critério do
nitrogénio, ndo causa efeito toxico, genotdxico ou mutagénico no sistema
solo-planta, de acordo com os testes com D. magna, P. subcapitata, L. sativa
e A. cepa.
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RESUMO

BROSSI, M. J. L. Ecotoxicologia em um sistema florestal de eucalipto tratado
com lodo de esgoto 2008. 85 f. Dissertagdo (Mestrado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Séao Paulo, Piracicaba, 2008.

A aplicacdo do lodo de esgoto em sistemas florestais busca o aprimoramento
da producéo, favorecendo as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo e
das plantas. Entretanto, o lodo pode conter patdgenos e, elementos orgénicos e
inorganicos toxicos, e o efeito destes contaminantes no solo e na planta ainda é
pouco conhecido. Sendo assim, foi estabelecida a hipotese de que o lodo de esgoto,
qguando aplicado ao solo, com base na norma P 4.230, da CETESB, néo causa
efeitos toxicos ao sistema solo-eucalipto. Com o objetivo de testar a hipdtese acima,
foi proposta a determinagéo da concentragdo dos elementos potencialmente toxicos,
a avaliagcdo da toxicidade e genotoxicidade do solo tratado com lodo de esgoto e a
verificacdo da correlacdo entre essas variaveis. O experimento de campo foi
instalado em dezembro de 2004, quando mudas de Eucalyptus grandis foram
plantadas e tratadas com lodo de esgoto, nas doses de 0; 7,7; 15,4 e 23,1 tha™,
base seca, em &rea comercial de cultivo de eucalipto da companhia Suzano Bahia
Sul Papel e Celulose S.A., em lItatinga, SP. Amostras de solo foram coletadas aos
18, 21, 24, 27 e 34 meses apds a aplicacdo do lodo. Foram determinadas as
concentracdes de Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb no solo, extraidos por DTPA,
Mehlich-1 e com HNO3+HCI, e quantificados por ICP-MS. A toxicidade do solo foi
avaliada por meio dos testes com Daphnia magna (concentragéo letal-CLsp), com
Pseudokcrichirella subcaptata (inibicdo de crescimento-Clsg), com Lactuca sativa
(crescimento de raiz) e com Allium cepa (indice mit6tico, aberra¢cdes cromossémicas
e micronucleos). Os resultados mostraram um aumento nos teores de Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, Cd e Pb no solo de acordo com as doses. Foi observado um aumento da
toxicidade para D.magna, P.subcaptata e genotoxicidade e mutagenicidade para
A. cepa de acordo com as doses. O lodo de esgoto aplicado ao solo na dose de
15,1t ha®, recomendada pela norma da CETESB, ndo causa efeito téxico,
genotoxico ou mutagénico no sistema solo-planta, de acordo com o0s testes
realizados. H& correlacdo entre os testes de toxicidade com P. subcaptata, de
mutagénicidade com A. cepa (microndcleos), com os teores dos elementos
potencialmente téxicos no solo. O teste com D. magna constitui uma importante
ferramenta na avaliagdo toxicolégica do lodo aplicado ao solo, apesar de ndo se
correlacionar com os teores de elementos potencialmente téxicos no solo, indicando
que a toxicidade do lodo pode estar relacionada também a outros compostos
organicos toxicos e/ou agentes patdégenos.O teste de toxicidade com L.sativa é
inadequado na avaliagéo toxicologica da aplicagdo de lodo em relagéo as doses, por
refletir efeitos dos nutrientes e ndo dos componentes téxicos do lodo, porém reflete a
toxicidade de acordo com o tempo de aplicacéo do residuo.

Palavras-chave: - Espectrometria de massas; Florestas; Metais pesados do solo;
Toxicologia ambiental



ABSTRACT

BROSSI, M. J. L. Ecotoxicology of eucalyptus forest system treated with
sewage sludge. 2008. 85 f. Dissertacéo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2008.

The application of sewage sludge in forest systems quests the improvement of
the production, favoring the physical, chemistries and biological characteristics of the
soil and of the plants. However, the sludge can contain pathogen and, organic and
inorganic toxics elements, and the effect of these pollutants in the soil and in the
plant is still unknown. It was established the hypothesis that the sewage sludge,
when applied to the soil, according to the norm P4.230 of CETESB, doesn't cause
toxics effects to the soil-eucalyptus system. To test the hypothesis above, it was
established as objective, the determination of the concentration of the potentially
toxics elements, the evaluation of the toxicity and genotoxicity of the sewage sludge
treated soil, and the verification of the correlation among those variables. The field
experiment was conducted in December of 2004, when seedlings of Eucalyptus
grandis were planted and treated with sewage sludge, in the doses of 0; 7,7; 15,4
and 23,1 tha %, dry base, in commercial area of eucalyptus cultivation of the Suzano
Bahia Sul Papel and Celulose S.A company, in Itatinga, SP. Soil samples were
collected to the 18, 21, 24, 27 and 34 months after the application of the sludge.
They were established the concentrations of Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd and Pb in the
soil, extracted for DTPA, Mehlich-1 and with concentrated HNO3+HCI, and quantified
by ICP-MS. The toxicity of the soil was evaluated through the tests with D. magna
(lethal concentration -LCsg), with Pseudokcrichirella subcaptata (growth inhibition -
ICs0), with Lactuca sativa (root growth) and with Allium cepa (mitotic index,
cromossomic aberration and micronucleus). The results showed an increase in the
concentrations of Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd and Pb in the soil in agreement with the
doses. An increase of the toxicity was observed for D.magna, P.subcaptata and an
increase of the genotoxicity and mutagenicity for A. cepa in agreement with the
doses. The applied sewage sludge to the soil in the dose of 15,1t ha™*, recommended
by CETESB, doesn't cause toxic, genotoxic or mutagenic effect in the system soil-
plant, in agreement with the accomplished tests. There is correlation among the
toxicity tests with P. subcaptata, of mutagenicity with A. cepa (micronucleus) with the
concentrations of Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd and Pb in the soil. The test with
D. magna is an important tool in the toxicological evaluation of the sludge applied to
the soil, however it wasn't correlated with the concentration of potentially toxics
elements in the soil, indicating that the toxicity of the sludge can also be related to
the other toxic organic compound or pathogen agents. The L.sativa toxicity test is
inadequate in the toxicological evaluation of the sludge application, according to the
doses, for reflecting effects of the nutrients and it doesn’t reflect the toxic components
of the sludge, however it reflects the toxicity in agreement with the time of residue
application

Keywords - Mass spectrometry; Forests; Heavy metals of the soil; Environmental
Toxicology
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O crescimento da populagéo e da industrializagdo no planeta traz como efeito
a geracdo cada vez maior de residuos. Com o aumento das cidades, também ha um
aumento da geracdo de efluentes urbano e industrial. Parte destes residuos tem
destino ndo conhecido e, na maioria das vezes, sdo descartados no ambiente sem
os cuidados necessérios, podendo causar contaminacao.

As 4guas residuarias industriais e domésticas quando langadas ao rio
constituem um significativo agente poluente. Para minimizar os efeitos ambientais
negativos do descarte de residuos urbanos e industriais sem qualquer tratamento,
fundamental realizar o tratamento de esgotos, visando principalmente a redugédo do
seu carater poluidor. No processo de tratamento de esgoto € originado um material
semi-solido, constituido de matéria organica, dgua e fracbes minerais, denominado
lodo de esgoto.

Entre as alternativas para a destinacgéo final do lodo de esgoto, destacam-se:
aterros sanitarios, incineragcdo, lagoas de armazenagem, e a reciclagem agricola.
Entre essas, a opcdo de maior sustentabilidade é o uso agrondémico do lodo,
situagdo na qual o residuo, quando devidamente tratado, pode constituir fonte de
matéria organica e nutrientes para o agrossistema. O uso de lodo na agricultura tem
sido proposto como forma de disposicdo final deste residuo, pela reciclagem dos
nutrientes nele contidos, ou, entdo, pelo fato de o lodo se constituir um
condicionador de solos, em funcdo de seu conteddo orgénico. Porém, ha
questionamentos por parte dos agricultores que utilizam o lodo, e, de 6rgdos de
controle ambiental, em relacdo aos impactos positivos e negativos do lodo sobre o
ambiente, principalmente no que se diz respeito a toxicidade e contaminag&o do solo

e das plantas por elementos potencialmente toxicos.
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A aplicacéo do lodo de esgoto em sistemas florestais, como, por exemplo, na
cultura de eucalipto, oferece algumas vantagens, tais como: a) teores desejaveis de
nitrogénio e fosforo b) reducdo nos custos de producgéo florestal, ocasionado pela
diminuic&o significativa do uso de fertilizantes em uma &rea extensa; ¢) aumento da
produtividade da cultura; d) e, principalmente o fato de que a cultura do eucalipto
néo esta associada a producgédo de alimentos, diminuindo riscos a satde publica.

Entretanto, o lodo pode conter patdgenos e elementos organicos e
inorganicos tdéxicos, e o comportamento dos elementos potencialmente toxicos,
notadamente do cadmio e chumbo, no sistema solo-eucalipto tratado com lodo de
esgoto ainda é pouco conhecido. Na maioria dos estudos sobre os possiveis efeitos
negativos do uso florestal do lodo, tém sido avaliados os teores dos elementos
potencialmente toxicos e sdo apresentadas discussdes sobre os efeitos isolados de
cada elemento. J4 os estudos toxicoldgicos expressam efeitos produzidos em funcéo
das interacdes das substancias contidas nas amostras testadas, sendo, portanto,
uma util ferramenta nesses estudos.

Estudos toxicoldgicos, utilizando bioensaios, para avaliar a toxicidade do solo
ainda sd@o escassos no Brasil. Ha caréncia de pesquisas envolvendo a analise
toxicolégica do solo ap6s aplicacdo de lodo de esgoto. Desta forma, o estudo da
toxicidade no sistema florestal é de grande interesse na avaliacdo do efeito da
aplicacéo de lodo de esgoto no solo e permite observar se h4 relacdo da toxicologia
com o acumulo de elementos potencialmente tdxicos no solo. Sendo assim,
estabeleceu-se a hipotese de que aplicagdo do lodo de esgoto em plantio de
eucalipto, com base na norma P4.230 (CETESB, 1999), ndo causa toxicidade ao

solo.
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Com o objetivo de testar a hipdtese acima, foi proposta a determinacdo da
concentracdo dos elementos Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn por ICP-MS, a
avaliacdo da toxicidade e genotoxicidade do solo tratado com lodo de esgoto, e a

verificagdo da correlacdo entre essas variaveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uso agronémico do lodo de esgoto

Uma das principais preocupagfes da sociedade moderna em relacdo a
conservacdo do ambiente é a qualidade das &guas. A etapa inicial do controle da
poluicAo das aguas é o tratamento de esgotos, deixando em segundo plano a
disposicdo do residuo gerado deste processo, denominado de lodo de esgoto
(BETTIOL; CAMARGO, 2006). Este residuo & gerado no tratamento da fase liquida
de 4guas servidas, com a finalidade de torna-las menos poluidas, de modo a permitir
seu retorno ao ambiente sem que sejam agentes de poluicdo. Trata-se de um
material semi-solido e heterogéneo, cuja composi¢cdo depende do local de origem,
da época do ano, do tipo de tratamento empregado para purificar o esgoto e das
caracteristicas das fontes geradoras (ROCHA, 1998). A composi¢do do lodo de
esgotos se baseia em quantidades variaveis de agua, macro e micronutrientes,
matéria organica, microorganismos e compostos organicos e inorganicos
potencialmente téxicos a planta, ao animal e ao homem, de acordo com o que for
disposto no esgoto doméstico (ABREU JUNIOR et al., 2005).

Entre as opgbes para destinagdo final do lodo de esgoto, destacam-se:
aterros sanitarios, incineragdo, lagoas de armazenagem, e a reciclagem agricola
Uma opcdo, quando o residuo apresentar caracteristicas adequadas, é a sua
aplicacdo em areas de produgéo agricola. Devido a presenca no lodo, de matéria
organica e macro e micronutrientes que podem exercer um papel fundamental na
producdo agricola e na manutencdo da fertiidade dos solos, a aplicacdo deste

residuo em agrossistemas pode favorecer as caracteristicas fisicas, quimicas e



18

biolégicas do solo, melhorando as condigdes de nutricAo e desenvolvimento da
planta (ABREU JUNIOR et al., 2005).

Para crescer e produzir adequadamente, as plantas necessitam de elementos
quimicos, considerados essenciais, e de outros que, embora ndo sejam
considerados essenciais, tém efeito positivo sobre o desenvolvimento dos vegetais.
Desta forma, o solo de um sistema produtivo racional, deve estar em condi¢des de
fornecer os nutrientes das plantas em quantidades adequadas e no momento de
suas necessidades.

A maior disponibilidade de nutrientes no solo leva a um melhor
desenvolvimento da planta com maior producdo de matéria seca conduzindo a maior
produtividade. Pela quantidade de nitrogénio e fésforo contidos no lodo de esgoto, €
possivel admitir que este subproduto, gerado no tratamento de esgoto, possa
substituir os fertilizantes minerais como uma fonte de nutrientes para as plantas.
Trabalhos evidenciam o aumento na disponibilidade do N do solo pela aplicagéo de
lodo de esgoto (ABREU JUNIOR et al., 2005; ANDRADE; MATIAZZO, 2000), e a
expressiva contribuicdo do lodo em relacdo ao fosforo disponivel (CHIBA, 2005 )

A matéria organica presente no lodo pode aumentar o conteido de humus,
melhorando a capacidade de armazenamento e de infiltracdo de agua no solo, o que
gera a resisténcia dos agregados e redugao da erosao (TSUTIYA et al., 2002).

A utilizagdo do lodo de esgoto em agrossistemas apresenta beneficios: a)
econdmicos - a diferenga entre o custo da aplicagdo no campo e da disposi¢édo em
aterro proporciona uma economia consideravel, que pode ser revertida ainda em
melhoria da qualidade do lodo, b) ecoldgicos - retorno da matéria organica ao campo
e diminuigdo do impacto ambiental que o lodo de esgoto pode causar no meio € c)

social - possibilidade do aumento da produtividade e diminuigdo do impacto negativo
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desse residuo sobre o meio, quando disposto de maneira inadequada (ANDRADE,
2004; ABREU JUNIOR et al., 2005).

Mesmo sendo uma alternativa para a disposicdo de lodo de esgoto, 0 uso
agricola exige uma regulamentagcdo que fixe condigBes e restricbes para que a
aplicacdo ocorra de forma segura para a populacdo e o ambiente. Para o uso
agricola, devem ser considerados aspectos referentes a qualidade do lodo,
principalmente quanto a metais pesados, organismos patogénicos e compostos
organicos persistentes.

De 1999 até o ano de 2006, o uso de lodo de esgoto como fonte alternativa
de nutrientes na agricultura no estado de S&o Paulo deveria atender a norma
P 4.230, da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o
Paulo (CETESB, 1999). Nesta norma o0s principais aspectos relacionados ao
ambiente abordado sao: declividade da area a ser tratada, distdncia minima de
nascentes de 4gua e leitos de rio e espécie vegetal de interesse. Quanto ao lodo de
esgoto, aspectos relacionados a degradacao da fragdo orgénica do residuo, taxa de
mineralizagéo do nitrogénio, teores de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, Se e Zn totais
e presenca de organismos patogénicos estdo presentes nos textos normativos
(ANDRADE, 2004).

Atualmente, o uso de lodo de esgoto como fonte alternativa de nutrientes na
agricultura no Brasil deve atender a resolugdo 375 do conselho nacional do meio
ambiente. Essa resolugéo estabelece critérios e procedimentos para o uso agricola
do lodo de esgoto, gerado em estacdo de tratamento de esgoto sanitério e seus
produtos derivados, levando em consideracdo a protecdo do meio ambiente e a
saude da populagdo. Para tanto, estabelece valores maximos da concentragdo no

lodo dos elementos Arsénio, Bario, Cadmio, Chumbo, Cobre, Cromo, Mercurio,
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Cobre, Molibdénio, Niquel, Selénio e Zinco no lodo de esgoto em mg kg™, base seca
(Tabelal) e também concentragdo méaxima de patdgenos (Tabela 2)

(CONAMA, 2006).

Tabela 1. Concentracdo maxima (mg kg™) de substancias inorganicas permitida no
lodo de esgoto a ser aplicado de acordo com a resolugdo CONAMA 375

Substéancias inorganicas Concentracdo (mg kg™, base seca)
Arsénio 41
Bario 1300
Cédmio 39
Chumbo 300
Cobre 1500
Cromio 1000
Mercurio 17
Molibdénio 50
Niquel 420
Selénio 100
Zinco 2800

Tabela 2. Concentracdo méxima de patdgenos permitida no lodo de esgoto a ser
aplicado na agricultura de acordo com a resolugdo CONAMA 375

Tipo de lodo de esgoto Concentragéo de patdgenos

A Coliformes Termotolerantes <10° NMP g “de ST
Ovos viaveis de helmintos < 0,25 ovo g™ de ST
Salmonella auséncia em 10 g de ST
Virus < 0,25 UFP ou UFF g™* de ST

B Coliformes Termotolerantes <10° NMP g* de ST

Ovos vidveis de helmintos < 10 ovos g™ de ST

ST: Soélidos Totais; NMP: NUimero Mais Provavel; UFF: Unidade Formadora de Foco; UFP: Unidade
Formadora de Placa
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A simples adocdo dos critérios estabelecidos nas legislacdes n&o torna
segura, por tempo indeterminado, a utilizag&o agricola do lodo, sendo imprescindivel
o monitoramento periédico do solo (RANGEL et al., 2004; ABREU JUNIOR et al.,

2005).

2.2 Uso do lodo de esgoto em sistema florestal

Sendo as propriedades do lodo semelhantes a de outros produtos organicos
usados normalmente na agricultura, este pode ser aplicado a maioria das culturas,
porém, algumas culturas se adaptam mais que outras, seja por aproveitarem melhor
sua composi¢cdo quimica, ou por eliminarem riscos associados a reciclagem de
residuos animais, principalmente com relagdo aos patdgenos. Desta forma, de
acordo com a resolugdo 375 do CONAMA (2006), é vetado o uso do lodo, 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. Em
funcdo das caracteristicas agron6micas do sistema solo/planta, as principais culturas
selecionadas para uso agricola foram: milho, café, cana-de-acgucar, citrus e floresta
(BETTIOL; CAMARGO, 2006).

Os plantios florestais séo de extrema importancia para a sociedade, economia
e ambiente, e no contexto brasileiro contribui com cerca de 4% no PIB, um milhdo de
empregos diretos e indiretos, envolve mais de 600 municipios e tem um forte apelo
social como atividade ambientalmente adequada para a conservagdo dos solos, dos
animais e da 4gua (EMBRAPA, 2005). As florestas sdo fornecedoras de madeira,

lenha, carvéo e celulose, fato que explica sua importancia no contexto econéomico e

social. Ao comeco do ano de 2003, o Brasil possuia 6,4 milhdes de hectares de
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florestas plantadas, sendo 4,8 milh6es de pinus e eucaliptos (PROGRAMA
NACIONAL DE FLORESTA, 2004). Segundo o anuario da ABRAF (2007), em 2006
a area total plantada de floresta no Brasil para eucaliptos e pinus atingiu 5,4 milhées
de hectares, mostrando um crescimento significativo em relacédo ao ano de 2003. O
plantio de novas areas plantadas com estas espécies vem sendo realizado mediante
pesquisa e desenvolvimento de centros de estudos e refletem a atratividade do
plantio das duas espécies.

A sustentabilidade de uma plantacédo florestal esta diretamente relacionada
com o balanco nutricional do ecossistema, sendo que a quantidade de nutrientes
para o crescimento das &rvores que entra na plantacdo florestal deve ser
equivalente & quantidade que sai do devido a colheita florestal, a lixiviagdo e aos
processos erosivos (BETTIOL; CAMARGO, 2006).

Para aumentar a produtividade das &reas florestais vem ocorrendo o aumento
da mecanizacdo e do uso prolongado de fertilizantes minerais, que podem causar
impacto negativo no meio em que séo aplicados, tais como contaminacdo da agua
subterranea, perda de nutrientes e compactagéo do solo.

Bettiol e Camargo (2006) destacam que grande parte das &reas destinadas
ao plantio florestal é localizada em regides de solo de baixa fertilidade, que estdo em
processo de degradacéo ou j& degradados, o que pode ocorrer em fun¢éo da propria
atividade florestal. A grande maioria dos solos usados para fim de florestamento é
originado de rochas sedimentares, principalmente os arenitos, com baixa
disponibilidade de minerais primarios. Os teores de macro e micro nutrientes sdo
considerados baixo ou muito baixos nesses solos, com grandes implicagdes sobre

0s potenciais de uso e manejo dos solos podendo resultar em baixa produtividade.
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Atentando-se a este fato, pesquisas a respeito dos efeitos positivos da
aplicacdo de lodo de esgoto em ecossistemas florestais estédo sendo efetuadas e
devem ser incentivadas. Sendo assim, é considerado o uso de residuos urbanos
como uma das formas para suprir, de maneira sistematica, os nutrientes necessarios
para o desenvolvimento da biomassa arbérea e para melhorar as caracteristicas do
solo em culturas florestais (BETTIOL; CAMARGO, 2006).

Deve-se salientar que a aplicagdo de lodo de esgoto pode aumentar a
produtividade das florestas (ABREU JUNIOR et al., 2005) e beneficiar os sitios
florestais com resultados imediatos que podem ser constatados pelo crescimento
das arvores e da vegetacdo do sub-bosque.

Também deve ser considerado que a aplicacdo do lodo em é&reas florestais
pode levar a reducdo nos custos de producéo florestal, ocasionado pela diminuigdo
significativa do uso de fertilizantes em uma extensa &rea, aumento da produtividade
e a vantagem do lodo em relagéo aos fertilizantes minerais, pelo fato de oferecer de
forma continua a liberagdo dos nutrientes para o solo e para o sistema radicular das
plantas, ao longo de véarios anos, sendo seu efeito entdo, mais duradouro. Em
funcéo da alta capacidade de producdo de biomassa, sistema radicular profundo e
bem distribuido no solo, a eficiéncia do aproveitamento de nutrientes contidos no
lodo pelas culturas florestais é muito elevada, superior & obtida por culturas de ciclo

curto. (BETTIOL; CAMARGO, 2006).
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2.3 Comportamento dos elementos potencialmente t6xicos no solo

De uma maneira bastante simplificada e evocando sua génese o solo é
definido como o resultado das transformacdes quimicas, fisicas e mineralégicas
sofridas pelas rochas na superficie da Terra, na interface litosfera, atmosfera,
hidrosfera e biosfera. Uma nog&o importante para a compreensdo do solo como
ciéncia: é aquela em que o solo é tratado como um “um corpo vivo”, que se encontra
em constante evolucdo, a qual se verifica naturalmente através do tempo ou
influenciada por ac¢des antropicas, que em geral aceleram um processo evolutivo.
Esta nogéo indica que o solo estd sempre em transformacdo e que para entender
seu comportamento, compreender suas propriedades e prever possiveis interacdes
€ necessario estuda-lo sob dois aspectos principais: 0 de sua organizacao
(anatomia) e o de seu funcionamento (fisiologia) (TSUTIYA et al., 2002).

Pesquisas mostraram que o teor de micronutrientes no solo tem aumentado
pela aplicagédo de lodo (DEFELIPO et al., 1991; BERTON et al., 1997). Porém o uso
do solo agricola como alternativa para disposi¢do do lodo de esgoto deve considerar
o fato de que o solo compbe um ecossistema capaz de absorver grandes
guantidades de poluentes, podendo ocorrer transformacdes quase sempre
irreversiveis e de dificil recuperacdo. Sendo assim, na aplicagdo de lodo de esgoto
na agricultura é necessario o conhecimento da sua composicao, a fim de calcular as
quantidades adequadas a serem incorporadas, sem correr o risco de toxicidade as
plantas, aos micro e macrorganismos do solo, aos animais e ao homem e de poluir o
ambiente (SILVERIO, 2004).

Dentre as preocupagbes advindas da aplicacdo de lodo no solo, merece

destaque a presenca de metais pesados.
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Aumentos nos teores de Cu em solo, na profundidade de 0-20 cm, foram,
verificados no estudo de Ligo et al. (1987). Resultados similares foram obtidos por
Simon et al. (1992), Berton et al. (1989) e Pombo et al. (1989). Oliveira (2000)
observou aumento nos teores de Cu e Cr em solos tratados com lodo de esgoto, de
acordo com as doses aplicadas. Marques et al. (1999), em experimento conduzido
em casa de vegetacdo, utilizando um Latossolo Vermelho-escuro distréfico, adubado
com lodo e cultivado com sorgo granifero, verificaram acréscimo dos teores de Zn e
Pb no solo, em razéo das doses de lodo .

Oliveira e Mattiazzo (2001) e Silva et al. (2001), utilizando doses de lodo,
ambos provenientes da ETE de Barueri-SP, na cultura de cana-de-acucar,
verificaram aumentos lineares nos teores de Zn no solo. Pigozzo (2003), aplicando
doses de lodo proveniente da Estacdo de Tratamento de Esgoto da SANEPAR,
Municipio de Maringa-PR, obteve incremento nos teores de Zn e Pb solo. Oliveira et
al. (2005) evidenciaram contribuicdo da adi¢cdo do lodo nos teores de Zn no solo.
Pigozzo et al. (2006), aplicando lodo de esgoto por dois anos consecutivos, em um
Latossolo Vermelho distrofico textura média, verificaram que os teores extraiveis de
Fe por DTPA aumentaram gradativamente com as doses de lodo.

Bertoncini (1997) em estudo com aplicagcdo de lodo de esgoto verificou o
aumento de doses de Cr através de extracdo com digestdo acida e DTPA, em
relacdo ao solo sem a aplicacdo do lodo. Em Andrade (1999) e em Andrade e
Matiazzo (2000) foi observado efeito significativo do lodo sobre a concentragéo total
de Cr na camada superficial (0-10cm).

Os metais pesados constituem parte integrante do ambiente e da matéria
viva, ocorrendo naturalmente em pequenas concentracdes, na ordem de mg kg™ e

ug kg. Entre estes, zinco, ferro, manganés, cobre, cobalto e molibdénio s&o alguns
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gue se destacam por serem essenciais aos organismos, ainda que em quantidades
minimas, pois participam de processos fisioldgicos; outros elementos-traco, como o
mercuario, chumbo e cadmio, ndo tém funcdo biolégica conhecida e seus efeitos
sobre os elementos da biota normalmente sao deletérios (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006). Mesmo os que possuem funcdo biolégica, quando em concentracfes mais
elevadas, podem causar toxicidade aos organismos, por esse fato podem ser
chamados de elementos potencialmente toxicos.

Os metais pesados formam compostos pouco solUveis com alguns anions
presentes no solo. O fator de imobilizacdo desses metais é a formacdo de
complexos polidentados com os componentes humicos do solo, sendo que a matéria
organica presente no lodo pode minimizar a toxicidade caudada pelos mesmos
(TSUTIYA et al., 2002).

A biodisponibilizacdo e a consequente toxicidade de metais pesados sé&o
processos de extrema complexidade, sendo fungéo de muitos fatores e propriedades
do ambiente em questédo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Os metais pesados podem ficar disponiveis no solo, serem lixiviados, ou
absorvidos pelas plantas. A disponibilidade desses metais no solo depende de
alguns fatores inerentes ao solo e ao préprio lodo de esgoto, assim como aspectos
ligados ao clima, portanto a aplicacdo do lodo deve ser monitorada, jA que
permanece indefinida a capacidade dos solos em “reter” esses metais
(ANDRADE, 1999).

De maneira geral, a concentracdo de metais pesados no lodo é maior que no
solo, razéo pela qual se conclui que seu controle é requisito basico a um sistema de
valorizag@o agricola. As praticas do manejo da aplicacdo do lodo no solo devem

levar em conta as concentracdes de metais pesados presentes no residuo, bem
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como os nhiveis cumulativos maximos permitidos no solo, quantidade de acumulacéo,
as condicbes do solo regionalmente, condicdes climéticas e topografia

(ANDREOLI et al., 1997, ABREU JUNIOR et al., 2005; CONAMA, 2006).

2.4 Determinacao de elementos potencialmente toxicos

Um dos problemas que podem ser encontrados na determinacdo da
concentracdo de elementos sdo as baixas concentragbes destes em comparagéo
com os limites de deteccdo dos instrumentos analiticos geralmente utilizados.

Bettiol e Camargo (2006) relatam que em um estudo com a aplicagéo de lodo
na agricultura, elevadas quantidades contendo metais pesados, foram aplicadas ao
solo, e a concentracdo dos mesmos na planta, se apresentou abaixo do nivel de
deteccdo. Isso pode significar que esses elementos ndo foram absorvidos pela
planta, ou entdo que as concentragbes dos elementos ndo foram medidas pelo
método utilizado na analise .

Em estudo com eucalipto desenvolvido por Molina (2004), 55 meses apoés a
aplicacdo de 10, 20 e 40 t ha™ de lodo (base seca), as concentracbes de Cd e Cr
nas folhas estiveram abaixo do limite de deteccao pela técnica de espectrofotometria
de absorcdo atomica (EAA) indicando que a concentragdo de Cd foi inferior a
0,06 g kg™ e que a de Cr foi inferior a 0,5 g kg™. Nas amostras de terra, os teores de
Cd e Cr totais e disponiveis (Mehlich 3) também foram inferiores ao limite de
deteccdio do EAA, ou seja, inferiores a 0,6 mg kg™ de Cd e a 0,5 mg kg™ de Cr.

Contudo, a ndo detecgéo dos elementos quimicos por EAA néo significa que
0S mesmos ndo estejam presentes no solo ou na planta. Desta forma, ha a

necessidade de se utilizar técnicas analiticas de maior sensibilidade. Dentre os
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instrumentos para andlise de elementos ao nivel de trago e ultratrago em amostras
diversas destacam-se: o espectrometro de absor¢gdo atdmica com forno de grafite
(GF-EAA), o espectrometro de emissdo optica com fonte de plasma (ICP-OES) e o
espectrometro de massa com fonte de plasma (ICP-MS). Devido as altas
temperaturas do plasma e, principalmente, & capacidade de determinacao
multielementar, os métodos com fonte de plasma apresentam vantagens se
comparados ao EAA. No caso dos métodos analiticos com ICPs os limites de
deteccgdo e faixas analiticas alcangados pelo ICP-MS s&o muito melhores dos que o0s

do ICP-OES (YAMANAKA, 2001).

2.5 Estudos ecotoxicoldgicos

2.5.1 Ecotoxicidade

O termo ecotoxicologia foi definido por Ramade (1977) como a ciéncia que
tem por objetivo estudar as modalidades de contaminagdo do ambiente pelos
poluentes naturais ou produzidos pelo homem, seus mecanismos de acéo e efeitos
sobre os seres vivos da biosfera. Sendo assim essa ciéncia permite avaliar os danos
ocorridos em diversos ecossistemas apds contaminacdo, e também pode fazer
previsédo de impactos futuros.

O uso de testes ecotoxicoldgicos integra os conceitos da ecologia, no que diz
respeito a diversidade e representatividade dos organismos e seu caréater ecoldgico
nos ecossistemas, e da toxicologia em relagdo aos diversos efeitos de poluentes
sobre comunidades biologicas (PLAA, 1982). A ecotoxicidade de uma determinada

substancia ou ambiente contaminado pode ser o resultado da agéo da interagéo e
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magnitude de varios agentes presentes num determinado ambiente (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006).

A determinagdo da toxicidade em amostras de solo tratadas com lodo de
esgoto pode ser uma importante ferramenta na de avaliacdo de risco da
contaminacédo do solo pelo uso de residuos na agricultura.

Vale ressaltar que o resultado de um teste de toxicidade expressa um efeito
produzido em fungéo das interagdes das substancias nas amostras e que, portanto,
a avaliacdo da toxicidade pode ser complementada com resultados fisico-quimicos,
mas nem sempre seus valores estéo correlacionados (BERTOLETTI, 1990).

Os efeitos adversos dos poluentes sobre os organismos vivos podem ser
quantificados por uma variedade de critérios, como: nimero de organismos mortos
ou vivos, taxa de reproducdo, comprimento e massa corporea, numero de anomalias
ou incidéncia de tumores, alterages fisioldgicas e mesmo a densidade e diversidade
de espécies numa determinada comunidade biologica, dentre outros. E possivel
avaliar a toxicidade de um composto quimico puro ou uma mistura complexa, como
também de efluentes liquidos e amostras ambientais. Cabe destacar que a amostra
testada deve representar o ambiente em estudo. Em todos o0s ensaios
ecotoxicoldgicos sédo utilizados frascos controle, nos quais se avalia a viabilidade do
lote de organismos expostos. Apos o periodo de teste é avaliado o efeito da amostra
sobre variadveis biolégicas como, mortalidade, crescimento, reproducéo,
comportamento dos organismos, dentre outros (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Com o intuito de se compreender o efeito de substancias toxicas sao
realizados, primeiramente, os testes de toxicidade aguda e, em sequéncia, os testes
de toxicidade cronica que fornecem informagdes adicionais sobre concentragdes néo

detectadas nos testes agudos.
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O ensaio de toxicidade aguda avalia efeitos severos e rapidos, sofridos pelos
organismos expostos ao agente quimico, em curto periodo de tempo. Devido a
facilidade de execucéo, curta duragéo e baixo custo, os ensaios de toxicidade aguda
foram os primeiros a serem desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados
ecotoxicolégicos (BIRGE et al.,1986). O teste de toxicidade aguda permite o
conhecimento de informagdes a respeito da letalidade relativa de um material, sendo
esbogcado a fim de determinar a concentracdo suficiente para dizimar 50% dos
organismos-teste. Essa concentracdo é calculada a partir da exposicdo de
organismos-teste a uma série de concentracdes de uma solugdo, durante uma curta
fase da vida e as respostas dos organismos sdo examinadas (JARDIM, 2004).

O teste de toxicidade crbnica submete todos o0s organismos, exceto o
controle, aos agentes téxicos durante um periodo relevante do seu ciclo de vida e
avalia os efeitos subletais sobre a reprodugdo, crescimento, comportamento,
fisiologia e efeitos bioquimicos (ADAMS, 1995). Mesmo sendo mais complexos, 0s
dados produzidos nos testes de toxicidade cronica sao Uteis na predicdo de efeitos
que ndo sao detectados em testes agudos (JARDIM, 2004). Redugdes na
sobrevivéncia, crescimento e sucesso reprodutivo do organismo teste tém grande
significado, ja que podem indicar reducdo da diversidade ecoldgica
(BUIKEMA et al., 1991).

Diversos fatores podem afetar os resultados dos testes de toxicidade e podem
estar relacionados com o procedimento experimental, com o organismo teste
utilizado ou com fatores ambientais externos. Sendo assim, € aconselhavel a
utilizac&o de procedimentos de ensaios padronizados para minimizar a variabilidade
dos resultados e melhorar a precisdo e reprodutibilidade dos testes

(COONEY, 1995). Atualmente, varios ensaios de toxicidade ja estdo bem
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estabelecidos, sendo alguns padronizados nacional e internacionalmente por
associacbes ou organizagbes de normatizacdo. Entre os testes de toxicidade
padronizados, estéo incluidos os bioensaios com os organismos: Daphnia. magna,
Pseudokirchneriella subcapitata, e Lactuca sativa.

Bioensaio com Daphnia magna (DUTKA, 1997): dentro do grupo de
claddceros, a espécie do género Daphnia € as mais utilizadas como organismos
testes de referéncia em bioensaios. Especificamente o teste de toxicidade com
D. magna permite determinar a letalidade potencial de substancias quimicas puras,
efluentes domésticos e industriais, lixiviados, agua superficial ou subterrénea,
sedimento, solo, entre outros. O bioensaio consiste na exposicao de individuos
jovens (neonatos de até 24 horas de vida) de Daphnia magna a varias
concentracdes da amostra, por um periodo de 48 horas, nas condi¢des prescritas na
norma utilizada. Tal procedimento permite determinar a concentragdo que leva a
morte de 50% dos organismos em 48 horas [Concentragdo letal: CLso (48h)].

Bioensaio com Pseudokirchneriella subcapitata (BLAISE et al., 2000):
Pseudokirchneriella  subcapitata, anteriormente chamada de Selesnatrum
capricornutum, € uma alga verde unicelular e com um volume aproximado entre 40 a
60 mm?®. O bioensaio que utiliza esta alga estima o potencial fitotxico cronico das
amostras testadas. Quando as células sdo expostas a amostras que contém
contaminantes toxicos, sua reproducdo € afetada, alterando a taxa de crescimento
das algas O efeito de inibicdo causado pelo agente téxico, em 72 horas de
exposicdo, é determinado comparando o crescimento das células obtidos nas
diferentes diluicdes da amostra com o crescimento observado no controle. Através
deste teste € possivel o calculo da concentragdo da amostra que inibe o crescimento

de 50% das células em 72 horas de exposi¢éo [Concentracdo de inibicao: Clso(72h)].
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Bioensaio com Lactuca sativa (DUTKA, 1997): O bioensaio de germinagao e
crescimento de raizes com sementes de alface é um teste de toxicidade aguda (72
horas). Neste teste podem ser avaliados os efeitos fitotoxicos, de compostos puros
ou amostras ambientais, no processo de germinagcdo das sementes e do
desenvolvimento das plantas durante os primeiros dias de crescimento. Este teste
avalia a porcentagem de germinacédo das sementes e 0 aumento do crescimento da
raiz (tamanho da radicula). Nos primeiros dias de desenvolvimento da planta,
ocorrem numerosos processos fisiol6gicos nos quais a presenca de substancias
toxicas pode interferir, alterando a sobrevivéncia e desenvolvimento normal da

planta, por ser uma etapa de grande sensibilidade a fatores externos adversos.

2.5.2 Genotoxicidade

A genética toxicologica surgiu da preocupacdo com a vulnerabilidade do
material genético as agressdes impostas pela contaminagdo ambiental (RABELLO -
GAY et al., 1991). Tal ciéncia tem como objetivo identificar mecanismos de agéo de
agentes quimicos presentes no ambiente, aos quais diversos organismos Vivos,
inclusive o homem, estdo expostos, além de estimar os possiveis danos as células
pela deteccdo dos efeitos genotdxicos e/ou mutagénicos (LEME, 2007).

Ao longo da vida, a molécula de DNA pode sofrer altera¢cdes denominadas
mutagdes, que podem ser induzidas por erros durante a sua duplicacéo e/ou durante
o ciclo de divisdo celular (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Porém essas alteragdes no
DNA néo se restringem apenas as causas mencionadas acima, mas também podem
ocorrer por intervengdo do homem no ambiente, sendo induzidas pela acdo de

diversos xenobiontes (LEME, 2007).
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Agentes capazes de interagir com a molécula de DNA podem ser
mutagénicos ou genotdxicos, que interagem com o0 material genético, ou com outros
componentes celulares (LEME, 2007).

O termo genotoxicidade € relacionado com a formacdo de aductos que
distorcem o DNA e blogueiam a replicagéo, através de lesdes na fita de DNA, da
sintese de DNA ndo programada e da trocas entre crométides-irmds. J4 a
mutagenicidade € relacionada com a inducdo de mutagdo no nivel génico ou
cromossOmico. Os efeitos genotdxicos podem ser transitorios, ou seja, pode haver o
reparo do DNA, mas os efeitos mutagénicos sao persistentes, alterando
irreversivelmente o contelido ou a estrutura do material genético de um organismo
(DEARFIELD et al., 2002).

Uma grande variedade de organismos-teste € utilizada na avaliacéo
genotoxica e cerca de 200 testes de curta duragdo vém sendo desenvolvidos para
avaliar agentes potencialmente causadores de danos genéticos (VANZELLA, 2006).

Entre os bioensaios genotoxicos realizados, aqueles que utilizam organismos
eucaribticos sdo capazes de detectar uma grande amplitude de danos, incluindo
desde mutagBes génicas até danos cromossdmicos (HOUK 1992). Dentre os testes
realizados em eucariotos, destacam-se a analise da freqiéncia de DNA, as trocas
entre cromatides-irmas, a quantificagdo de aductos de DNA, o ensaio do cometa, 0
teste de aberragcbes cromossbémicas e o teste de micronucleo (LEME, 2007)

Segundo Rank et al. (2002), o teste de aberracdes cromossémicas € uma das
mais antigas e utilizadas ferramentas na avaliagdo de efeitos genotdxicos, podendo
fornecer informagfes em relagdo ao modo de acéo dos quimicos testados. O teste

de micronudcleo é considerado um teste simples e efetivo na avaliagdo de efeitos

mutagénicos induzidos (LEME, 2007).
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Os testes de aberragbes cromossdmicas e de microndcleos tém uma grande
aceitacdo na avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade induzidas por quimicos
ambientais, e podem ser aplicados em uma ampla variedade de organismos-teste,
desde mamiferos até vegetais superiores.

Os vegetais superiores apresentam caracteristicas que os tornam excelentes
modelos genéticos na avaliagdo genotoxica de poluentes ambientais. Tal fato se
deve a sensibilidade de detec¢do de mutadgenos em diferentes ambientes, e também
pela possibilidade de avaliacdo de diversos endpoints’ genéticos que abrangem
desde as mutacdes pontuais até as aberracbes cromossdmicas em células de
diferentes 6rgaos, como folhas, polens e endospermas (GRANT, 1994).

Entre os vegetais superiores utilizados como organismos-teste, a espécie de
Allium cepa vem se destacando devido a sua eficiéncia na deteccdo de danos
genéticos a partir da avaliagdo de aberracdes cromossdmicas e microndcleos
induzidos por poluentes ambientais (FISKESJO, 1985; RAN; NIELSEN, 1994;
SMAKA-KINCL et al., 1996; MATSUMOTO et al., 2006; FATIMA; AHMAD, 2006;
MIGID et al., 2007), bem como por sustancias quimicas puras (FISKESJO, 1982,
1985, 1988; RANK et al., 1993; RANK; NIELSEN, 1997; ATEEQ et al.,, 2002;
TURKOGLU, 2007). Além da sensibilidade, a espécie de A. cepa tem sido indicada
por vantagens como baixo custo, facil manuseio e por apresentar cromossomos
grandes e em numero reduzido (2n=16), sendo ideal nos estudos de avaliacdo de
danos cromossdmicos e/ou de disturbios do ciclo de divisdo celular (FISKESJO,

1985, MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007).

Endpoint € um termo que se refere as diferentes variaveis que podem ser medidas para avaliar o
efeito tdxico, por exemplo, mortalidade, crescimento, aberracdes, etc.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

3.1.1Caracterizacdo da érea experimental

O experimento foi instalado em dezembro de 2004, em uma area de 3,2 ha,
na fazenda Entre Rios, localizada no municipio de Itatinga (22° 59’ de latitude sul e
48° 41’ de longitude oeste), SP, pertencente a Suzano Bahia Sul Papel e Celulose
S.A. A é&rea experimental (Figura 1) é constituida de um Latossolo Vermelho
distréfico e de um Neossolo Quartzarénico, motivo pelo qual o experimento foi
instalado em dois blocos.

A Figura 2 apresenta as variagbes de temperatura e de precipitagdes
pluviométricas no periodo de realizagdo das coletas, de junho de 2006 a outubro de

2007.
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Figura 1. Localizagdo e mapeamento do solo da area experimental na fazenda Entre
Rios, municipio de Itatinga, SP.

BN Temperatura

maxima

S Temperatura

minina

== Precipitagéo

Figura 2. Médias mensais de temperatura maxima (°C), de temperatura minima (°C)
e valores mensais de precipitacao pluviométrica acumulada (mm).
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3.1.2 Caracterizagao do solo

Em outubro de 2004, foi realizada a amostragem de solo, em pré-plantio,
obtendo-se trés amostras compostas a partir de 10 subamostras, nas camadas de
0-20 e 20 - 40 cm de profundidade. As amostras foram secas ao ar, passadas em
peneiras com abertura de malha de 2 mm e analisadas quimicamente, em relagao
ao pH em CaCl, 0,01 mol L™, fésforo disponivel (resina), célcio, magnésio, potassio
trocéveis, acidez total (H+Al), matéria organica e micronutrientes (DTPA) de acordo
com metodologia descrita em Raij et al. (2001) (Tabelas 3 e 4). A analise

granulométrica foi feita pelo método da pipeta (Day, 1965) ( Tabela 5).

Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo da area experimental antes da instalacdo
do experimento (amostra coletada em outubro de 2004).

Prof. pH MO* N S-S0, P K Ca Mg H+AP sB® cTct vV

cm CaCh gdm?® mg kg [11TC T 31 I —— mole dm™ - %
0-20 36 20,2 430 1,2 6,5 025 125 1,00 400 25 425 57
20-40 38 15,5 340 1,0 55 020 100 1,00 302 22 324 67

'™MO — Matéria organica; > H+Al — Acidez; ° SB — Soma de bases; * CTC — Capacidade de troca de
cétions; >V — Saturacdo por base

Tabela 4. Teores de micronutrientes (método do DTPA) no solo da érea
experimental antes da instalagdo do experimento (amostra coletada em
outubro de 2004).

Prof. B Cu Fe Mn Zn
CM e mg dm™> ------
0-20 0,40 0,4 91 1,3 4.0

040 0,26 0,4 53 0,7 3,5
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Tabela 5. Caracteristicas fisicas do solo da area experimental antes da instalagdo do
experimento (amostra coletada em outubro de 2004).

o e QR pves awen s wen gre AU AOR cocso e
cm %

0-20 0 6 36 36 6 84 4 12 2 83 Arenosa
20-40 0 8 40 30 6 84 4 12 2 83 Arenosa

"MG- Muito Grossa; “MF- Muito Fina

3.1.3 Caracterizagao do lodo de esgoto

O lodo de esgoto foi fornecido pela Opersan Servicos Ambientais S.C. Ltda,
empresa que gerencia o lodo produzido na Estagdo de Tratamento de Esgotos de
Jundiai, SP, da Companhia Saneamento de Jundiai (CSJ). O lodo foi gerado em
sistema de lagoas aeradas de mistura completa, seguida de lagoas de decantagéo,
sendo o desaguamento feito com floculacdo a base de polimero catiénico, seguido
de centrifugagéo e secagem em patio (revestido), com revolvimento mecanico.

Para andlise quimica, uma amostra do lodo de esgoto que foi empregado no
experimento foi seca ao ar, moida e passada em peneira com abertura de malha de
2 mm, conforme descrito em Raij et al. (2001). As concentragdes dos elementos
foram determinadas por ICP-AES. O nitrogénio total e o nitrogénio amoniacal foram
determinados pelo método Kjeldahl. A umidade e os solidos volateis foram
determinados pela perda de massa, a 60°C e a 500°C, respectivamente. O carbono
organico foi determinado por titulometria, apds digestdo com dicromato, e o fluoreto,

apos fusdo com soda, foi determinagéo com eletrodo de ion seletivo (Tabela 6).



Tabela 6. Caracteristicas do lodo de esgoto utilizado no experimento.

Caracteristica valor
pH (em agua) 6,20
Umidade (%) (mm™) 79
Solidos volateis (%)(mm™) 65
Carbono organico (g kg™?) 340
Nitrogénio total (g kg™) 33
N amoniacal (g kg™) 3,6
N nitrato-nitrito (g kg™) 0,018
Fosforo (g kg™) 8,1
Potassio (g kg™) 1
Calcio (g kg™) 8,1
Enxofre (g kg™) 16,4
Magnésio (g kg™) 1,6
Boro (mg kg?) 7,6
Cobre (mg kg1 881
Ferro (mg kg™) 16062
Manganés (mg kg™) 483
Molibdénio (mg kg?) ND®
Zinco (mg kg™) 989
Sédio (mg kg™) 997
Aluminio (mg kg™) 15888
Arsénio (mg kg™) ND
Céadmio (mg kg™) 11
Chumbo (mg kg™) 85
Cromo total (mg kg™) 111
Mercurio (mg kg™) ND
Niquel (mg kg™) 26
Selénio (mg kg™) ND
Fluoreto (mg kg™) 288
Vanadio (mg kg™) 13
Bario (mg kg™) 273
Prata (mg kg™) ND
Cobalto (mg kg™) 50
Antimonio (mg kg™) ND

“Todos os valores de concentragdo séo apresentados com base na matéria seca.

@ND - N&o detectado, concentracdes menores do que 0,1 mg kg™

39
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De acordo com os valores obtidos na caracterizacdo do lodo de esgoto
utilizado, esse lodo esta apto a ser usado na agricultura de acordo com a
concentracdo de elementos inorganicos limitados pela norma P.4230 (CETESB,
1999) e pela resolucdo 375, do CONAMA, que estabelecem a concentragdo maxima

permitida no lodo de esgoto ou produto derivado (mg kg™, base seca).

3.1.4 Aplicacéo de calcério

O estaqueamento da area experimental foi realizado nos dias 13 e 14 de
dezembro de 2004. O calcéario dolomitico foi aplicado a lango, em 15/12/2004 em
area total, na dose de 1,8t ha™. A dose de calcério foi estabelecida em funcéo de
se obter uma porcentagem de saturagéo por bases de 45%, na camada de 0-20 cm

de profundidade.

3.1.5 Aplicacao do lodo de esgoto

De 16 a 20 de dezembro de 2004, o lodo de esgoto foi distribuido
superficialmente no solo, em faixa de aproximadamente 30 cm na linha de plantio,
com auxilio de uma adubadeira. A quantidade de lodo de esgoto aplicada foi
baseada no critério do nitrogénio, de acordo com a norma P. 4.230 da CETESB
(1999) e seguiu os seguintes passos: (1) conforme recomendacdo técnica da
Suzano para a area experimental, a dose recomendada de N foi de 142 kg ha ™,
valor este considerado como sendo 100 % do recomendado de N; (2) o lodo de
esgoto continha 33 g kg * de N, ou seja, cada tonelada de lodo continha 33 kg de N;

(3) considerando que o fator de mineralizacdo do lodo, para calculo do N disponivel,

era de 0,28, entdo havia 9,24 kg de N disponivel por tonelada do residuo; e, entéo,
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(4) taxa de aplicagéo (t ha ) = [N recomendado (kg ha™) / N disponivel (kg t )] =
(142/9,24) = 15,4 t ha™. Portanto, 15,4 t ha™ de lodo de esgoto seco foi definida
como sendo a dose de 100%, 23,1 t ha, a dose de 150%, e 7,7 t ha, a dose de

50%.

3.1.6 Plantio de mudas

O sulcamento e a aplicacao de KCI (54% K30) e de herbicida (glifosato) foram
realizados do dia 21 a 22 de dezembro de 2004, com auxilio de um sulcador e
aplicador de produtos quimicos. O plantio das mudas de Eucalyptus grandis foi
realizado em 23 de dezembro de 2004, a 50 cm da faixa de aplicagcdo do lodo. O
plantio foi realizado sob condi¢g6es de cultivo minimo, conforme recomendado pela

Suzano para produgdo comercial de eucalipto.

3.1.7 Manejo quimico do solo

O manejo quimico do solo da area experimental foi baseado em
recomendacdes técnicas da Suzano, para area de plantacéo comercial de eucalipto,
em funcdo das caracteristicas fisicas e quimicas do solo e da producdo esperada
de madeira.

O potéssio, sendo um nutriente escasso no lodo de esgoto, cercade 1 g kg ™
foi fornecido ao eucalipto, em todas as parcelas, aplicando-se 188 kg ha 1 de K0,
na forma de KCI, equivalente a 100% do recomendado, parcelado em 4 vezes. A
aplicacdo do KCI foi realizada com auxilio do sulcador-aplicador, distribuindo o

fertilizante em linha, a 0,5 m das mudas em pré-plantio e na segunda aplicagdo. Na



42

adubacéo de pré-plantio, foram aplicados 29 g de KCl a cada 2 m linear. A terceira
e gquarta aplicacdo de KCI foram realizadas manualmente na linha de plantio.

Os tratos culturais como, capina manual e quimica e controle de formiga
também foram conduzidos de acordo com os procedimentos convencionais da

Suzano Bahia Sul Papel e Celulose S.A., para a produgéao comercial de eucalipto.

3.2 Tratamento e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos por quatro doses de lodo de esgoto (0, 50,

100 e 150% do recomendado, em fungéo do critério do nitrogénio de acordo com a

norma P 4.230 da CETESB). Os tratamentos foram aplicados em um delineamento

em blocos ao acaso, com duas repeticbes. Cada parcela contém 42 plantas,

incluindo bordadura simples, sendo o espagamento de 3 x 2 m entre as plantas.

3.3 Determinacao de elementos potencialmente toxicos no solo

3.3.1 Preparo de amostras

As amostras de solo foram secas ao ar, destorroadas e peneiradas em

peneira de 0,5 mm de malha.

3.3.2 Métodos de extragao

Foram determinados, nas amostras de solo, os teores de Cr, Mn, Fe, Ni, Cu,

Zn, Cd e Pb, extraidos com solugcdo de DTPA, a pH 7,3 (RAIJ et al.,, 2001),
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extraidos com solu¢do Mehlich 1 (BATAGLIA et al., 1989) e também solubilizados
por meio da digestdo acida com HNO3; e HCI, em forno microondas (método 3051A,
manual SW-846, da USEPA, 1994) e, posteriormente, quantificados através da

leitura em ICP-MS.

3.3.3 Digestdo acida em microondas

Foi realizada extracdo dos elementos por digestdo acida em microondas
(ETHOS touch control — Advanced Microwave Labstation — Sorisole — BG - ltaly),
com sistema de regulacdo de temperatura e pressdo. Foram utilizados 0,5 g de
amostra de solo, 7 mL de &cido nitrico concentrado e 3 mL de &cido cloridrico
concentrado em tubos reacionais de 100 mL com trés réplicas por amostra (Method
3051) (USEPA, 1994). O volume final do digerido foi completado para 50 mL com
adgua Milli-Q em tubo Falcon, e diluido na relacdo 1:5, com &gua Milli-Q, para a

determinagéo dos elementos desejados por ICP-MS.

3.3.4 Extrator DTPA

Foram utilizados 10 g de amostra de solo em 20 mL de solugdo com trés
réplicas por amostra (RAIJ et al., 2001). O extrato obtido foi filtrado e diluido na
relacdo 1:5 com solugdo de HNO; (1%) + HCI (0,5%), para a determinagdo dos

elementos desejados por ICP-MS.
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3.3.5 Extrator Mehlich 1

Foram utilizados 5 g de amostra de solo em 50 mL de solugdo Mehlich 1
(H,SO4 0,0125 mol L* + HCI 0,05 mol L"), com trés réplicas por amostra
(BATAGLIA et al., 1989). O extrato obtido foi filtrado e diluido na relacdo 1:5 com
solucéo de HNO3 (1%) + HCI (0,5%), para a determinacéo dos elementos desejados

por ICP-MS.

3.3.6 Quantificacédo dos elementos por ICP-MS

Os extratos obtidos foram submetidos a analise quimica por ICP-MS, para
determinagéo dos teores de Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb, conforme metodologia
para ICP-MS que foi adaptada, a partir do método 6020A (manual SW-846) (USEPA,
1994), no Laboratério de Andlise e Referéncia em Amostras Ambientais e
Fertilizantes (LARAFERT, CENA/USP), do Laboratério de Nutricdo Mineral de

Plantas, CENA/USP

3.4 Analises toxicoldgicas no solo

3.4.1 Preparo de amostras

As amostras de solo foram secas ao ar, destorroadas e peneiradas em

peneira de 2 mm de malha, e conservadas em sacos plasticos até a realizacdo dos

testes de toxicidade.
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3.4.2 Testes toxicolégicos

Os testes toxicologicos foram realizados no laboratério de Ecologia Aplicada
(CENA/USP). Nos testes de toxicidade, foram realizados o preparo e a manutengao
dos organismos testes. A cada trés meses foram realizados testes de sensibilidade a
fim de avaliar as condicdes fisiol6gicas dos organismos utilizados. O teste de
sensibilidade emprega substéncia toxica de referéncia e detecta mudangas na
sensibilidade do organismo (SANTOS et al., 2008).

Para a realizagdo dos bioensaios, 250 g de amostra foram pesados em um
béquer de 2 L e adicionado 1 litro de agua destilada, na proporcao terra: 4gua de 1:4
(m/v). Apés agitacdo inicial (1 hora em agitador magnético) e sedimentagcédo por
24 horas, foi retirado o liquido sobrenadante, denominado de elutriato. Para a
exposicdo dos organismos testes, o elutriato foi considerado solugdo 100%, e foi
diluido com &gua destilada ou meio de cultivo (de acordo com o bioensaio a ser
realizado). Foram realizados testes de toxicidade aguda para Daphnia magna, teste
de toxicidade cronica com Pseudokirchneriella subcapitata, teste de germinagédo e
crescimento de raizes com alface (Lactuca sativa) e teste de genotoxicidade para

cebola (Allium Cepa).

3.4.3 Manutencéo das culturas

3.4.3.1 Daphnia magna

As culturas de D. magna foram mantidas segundo as normas da OECD

(1998) e ABNT (2005). As culturas foram iniciadas em julho de 2004, no Laborat6rio
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de Ecologia Aplicada do CENA/USP. Os organismos foram cultivados em béquer de
2 L de capacidade, com 20 matrizes, em meio de cultura apresentando dureza total
de 250 + 25 mg L™ de CaCOz e pH entre 7 e 8, ap6s aeracéo de 48 h.

O meio de cultivo da cultura estoque foi trocado trés vezes por semana. A
alimentacéo e retirada dos filhotes também foi realizada trés vezes por semana. A
alimentacéo foi realizada com suspenséo de alga P. subcapitata, com densidade de
105 individuos mL™ e uma solugéo de fermento biolégico (5g L™) e racdo para trutas
(5g L™, dissolvidos em agua destilada e aerados por 7 dias. Apds a aeracéo, o
sobrenadante foi filtrado, em camada de gazes de algodé&o, para ser utilizado como

alimento para Daphnia.

3.4.3.2 Pseudokirchneriella subcapitata

As culturas de P. subcapitata foram mantidas no Laboratério de Ecologia
Aplicada do CENA/USP, seguindo as recomendacfes de Blaise et al (2000). As
culturas foram iniciadas a partir de inoculo cedidos pelo Laboratorio de
Ecotoxicologia do Saint Lawrence Center, Montréal, Canada, provenientes de
Culturas Americanas (ATCC No. 22662). Na preparagéo desse meio de cultivo foram
utilizados macro e micronutrientes, na forma de cinco solugdes- estoque (Tabela 7),
essenciais ao crescimento e desenvolvimento desta micro-alga. O meio de cultivo foi
preparado com 1 mL de cada solugéo estoque para 1 L de 4gua destilada, o pH foi
aferido para 7,00 + 0,01, e esta solugdo foi autoclavada por 30 min a 121°C. A
cultura foi mantida no meio de cultivo em temperatura ambiente, sob iluminagéo
continua de 4.000 + 10% Ilux, e agitadas manualmente trés vezes ao dia.

Semanalmente foram formadas novas culturas de alga, transferindo de 1 a 2 mL da
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cultura para um novo meio de cultivo, de maneira a assegurar 0 suprimento das

células.

Tabela 7. Solugbes-estoque para manutengao da cultura de P. subcapitata

Solugéao estoque * Compostos Quantidade em 500 mL
Micro nutrientes 1 MgCl,.6H,0 6,08 g
CaCl,.2H,0 2,209
H3BO3 92,8 mg
MnCl,.4H,0 208,0 mg
ZnCl, 1,64 mg
FeCl;.6H,O 79,9 mg
CoCl,.6H,0 0,714 mg
NaMo00O,.2H,0 3,63 mg
CuCl,.2H,0 0,006 mg
Na,EDTA.2H,0 150,0 mg
Macro nutriente 2 NaNO; 12,75 ¢
Macro nutriente 3 MgS0O4.7H20 7,359
Macro nutriente 4 KoHPO,4 0,522 g
Macro nutriente 5 NaHCO; 7,50 g

*Blaise et al (2000)

3.4.4 Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Para a determinacdo de toxicidade aguda com D. magna foi utilizado

protocolo estabelecido por Dutka (1997). Cinco neonatos, com até 24 h de idade,

foram separados e colocados em frascos de poliestireno contendo 28 mL das

respectivas diluicdes do elutriato de solo e expostos durante um periodo de 48 h. As

diluicdes do elutriato, com o meio de cultivo da D. magna foram de: 100%, 95%,
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90%, 85%, 80%, 75%. No controle foi utilizado meio de cultivo para D. magna. O
efeito medido ao final do periodo de exposi¢céo foi a mortalidade dos organismos, em

relacdo ao controle [CLso(48h)].

3.4.5 Teste de toxicidade cronica com Pseudokirchneriella subcapitata

O protocolo usado para cultivo, manutengéo e realizacdo dos testes de
P. subcapitata foram baseados na metodologia de Blaise et al. (2000). A validade
dos testes para este ensaio de toxicidade foi condicionada as seguintes premissas: 0
coeficiente de variagdo de cinco amostras controle, com tempo de exposi¢ao igual a
72 horas, ndo pode exceder a 40%; e a densidade celular nos frascos de controle
deve aumentar por um fator de no minimo 16.

Para os testes do elutriato , populagfes de P. subcapitata foram expostas as
amostras diluidas com o meio de cultivo da alga nas concentragdes de 100, 75, 50,
25, 12,5 e 6,25%. Estes frascos permaneceram vedados com filme plastico
transparente e incubados sob luz continua, por 72 h, sendo realizada agitagdo
manual dos frascos, trés vezes ao dia. Apos este periodo, foi avaliada a toxicidade
realizando-se a contagem das células com auxilio de microscépio 6ptico, em camara

de Neubauer.

3.4.6 Testes de crescimento de raiz com sementes de Lactuca sativa

Para avaliar o crescimento de raizes de alface (Lactuca sativa) foi utilizado

protocolo estabelecido por Dutka (1997). Sementes de alface foram expostas a 2 mL

do elutriato de solo, em placas de Petri (9 cm de diametro) contendo um disco de
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papel de filtro, para suporte das sementes. Cada placa recebeu 20 sementes,
uniformemente distribuidas, e mantida a 25°C por 72 h, em auséncia de luz. O efeito
medido ao final do periodo de exposi¢do foi o comprimento das raizes, medidos em

papel milimetrado, em relacdo ao controle (dgua destilada).

3.4.7 Teste de genotoxicidade com Allium cepa

Os ensaios de genotoxicidade foram realizados com sementes de cebola
(Allium cepa). A variedade da semente utilizada foi Baia Periforme (Topseed). A
avaliacdo das aberracbes cromossdmicas e de micronacleos em células
meristematicas de radiculas de Allium cepa foi realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por Grant (1982), com algumas modificagdes.

As sementes de cebola foram germinadas em placas de Petri forradas com
papel filtro (duas réplicas por amostra). Quando atingiram cerca de 2 cm de
comprimento, as raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol
para 1 parte de Acido acético), por 6 a 18 horas em temperatura ambiente. ApGs
nova troca do mesmo fixador, as raizes foram armazenadas, em geladeira, até a sua
utilizac&o para confeccao das laminas.

Para a confeccdo de laminas as raizes fixadas foram lavadas em agua
destilada e, posteriormente, hidrolisadas em solucédo &cida (HCI 1 mol L™ a 60°C).
As raizes foram transferidas para coloragdo em reativo de Schiff, por
aproximadamente 2 horas. Posteriormente as raizes foram lavadas em agua
destilada até a total retirada do corante. Para o preparo das laminas, os meristemas
foram suavemente esmagados em uma gota de carmim acético (20 g L) e

recobertos com laminulas. Para a confec¢do de laminas permanentes, as mesmas
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foram submersas em nitrogénio liquido, para a retirada da laminula e,
posteriormente montadas com resina sintética.

Para a avaliagdo das aberragcdes cromossomicas, foram considerados
fragmentos, perdas, pontes, atrasos, aderéncias cromossdomicas, entre outras
aberragcbes presentes nas diferentes fases da divisdo celular (profase, metafase,
anéafase, teléfase). No entanto, para a avaliagdo das aberracdes cromossémicas
como uma Uunica variavel de avaliacdo, todas as diferentes aberragbes foram
reunidas em um sé grupo. A analise de micronicleos foi considerada como outra
variavel de avaliagdo, ndo sendo agrupada junto com as aberra¢cdes cromossOmicas.
O indice mitético, relacionado com o nimero de células em divisdo, constituiu um
terceiro parametro de avaliagao.

A avaliacdo desses trés parametros ocorreu na contagem de 5000 células por
amostra, sendo 1000 células contadas por lamina para um total de 5 |aminas por

amostra.

3.5 Anédlise dos resultados

Na avaliagdo de elementos potencialmente téxicos no solo, foram obtidos os
teores dos elementos Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb em mg kg ™.

Para os testes toxicolégicos com D.magna, o efeito medido foi a mortalidade,
sendo estimado a Clsg (48 h), pelo método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON
et al., 1978).

Para os testes toxicologicos com P. subcapitata, o efeito medido foi a inibigdo
do crescimento, sendo estimado a Clsg (72 h) pelo método Trimmed Spearman-

Karber (HAMILTON et al., 1978).
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Para o teste de crescimento de raiz com L. sativa foi medido o comprimento
das raizes germinadas.

Para o teste de genotoxicidade com Allium cepas foram contabilizadas a
frequéncia de indice mitético, a frequéncia de aberragbes cromossbmicas e a
frequéncia de microndcleos das células analisadas.

Para a anélise estatistica dos resultados obtidos, foram realizadas analises de
variancia, testes de médias, e regressado simples com o auxilio do programa SAS
(1989).

Para verificar a relagé@o entre os teores dos elementos potencialmente toxicos

e os indices de toxicidade, procedeu-se a analise de correlagdo (Pearsonr)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Elementos potencialmente toxicos no solo

Com relac&o aos micronutrientes analisados (Cu, Fe, Mn, Zn e Ni), verificou-
se um aumento linear dos teores em funcdo das doses de lodo de esgoto.
Constatou-se que os teores extraidos com DTPA, Mehlich-1 e HNO3z+HCI, no solo
tratado com O e 23,1 t ha 1, variaram, em mg kg'l, de 0,48 a 2,44; de 0,38 a 1,65; e
de 0,92 a 7,50, respectivamente, para o cobre (Tabela 8); de 35,6 a 76,8; de 44,7 a
90,0; e de 3861 a 8918, respectivamente, para o ferro (Tabela 8); de 0,70 a 3,86; de
2,84a4,71; e de 21,1 a 53,3, respectivamente, para o manganés (Tabela 9); de 0,57
a 6,88; de 1,31 a 3,22; e de 2,48 a 20,96, respectivamente, para o zinco (Tabela 9);
de 0,043 a 0,204; de 0,03 a 0,25; e de 1,31 a 1,9, respectivamente, para o niquel
(Tabela 10) Houve interacdo significativa entre as doses de lodo de esgoto e as
épocas de amostragem para os teores de Cu, Fe, Mn, Zn e Ni extraidos com
HNOs+HCI. Foram observados maiores teores desses elementos, extraidos com
HNOs+ HCI ,na coletada realizada aos 24 meses (dezembro de 2006), o que pode
ter sido ocasionado pelo aumento da serrapilheira, que ao se decompor pode
contribuir no aumento de nutrientes na camada superficial do solo.

Aumentos nos teores de Cu em solo, na profundidade de 0-20 cm, foram,
verificados no estudo de Ligo et al. (1987). Resultados similares foram obtidos por
Simon et al. (1992), Berton et al. (1989) e Pombo et al. (1989). Oliveira (2000)

observou aumento nos teores de Cu em solos tratados com lodo de esgoto.
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Marques et al. (1999), Oliveira e Mattiazzo (2001), Silva et al. (2001), Pigozzo
(2003) e Oliveira et al. (2005), utilizando lodo de esgoto, verificaram acréscimo dos
teores de Zn no solo, em raz&o das doses.

Pigozzo et al. (2006), aplicando lodo de esgoto por dois anos consecutivos,
verificaram que os teores extraiveis de Fe por DTPA aumentaram gradativamente
com as doses de lodo.

Com relacdo aos elementos téxicos (Pb, Cd e Cr), verificou-se um aumento
linear, eventualmente quadratico, dos teores em relacdo as doses de lodo de esgoto,
para todos os métodos de extragdo e digestdo utilizados. Houve interacdo
significativa entre as doses de lodo de esgoto e as épocas de amostragem, para Cd,
atraves de digestdo acida (HNO3+HCI). Para os metais toxicos, constatou-se que 0s
teores extraidos com DTPA, Mehlich-1 e HNOz+HCI, no solo tratado com 0 e 23,1
tha *, variaram, em mg kg™, de 0,59 a 1,33; de 0,72 a 1,16; e de 4,15 a 6,35,
respectivamente, para o chumbo (Tabela 10); de 0,015 a 0,026; de 0,09 a 0,14, e de
9,9 a 12,68, respectivamente, para o cromo (Tabela 11); e em pg kg'de 1,38 a
88,22; de 1,90 a 93,15; e de 4,82 a 152,67, respectivamente, para o de cadmio
(Tabela 11);

Bertoncini (1997) em estudo com aplicagdo de lodo de esgoto verificou o
aumento de doses de Cr através de extracdo com digestdo acida e DTPA, em
relacdo ao solo sem a aplicagédo do lodo. Em Andrade (1999) e Andrade e Matiazzo
(2000) foi observado efeito significativo do lodo aplicado no solo, sobre a
concentracao total de Cr na camada superficial (0-10cm).

Marques et al. (1999) e Pigozzo (2003), em um experimento com aplicagdo de
lodo de esgoto, verificaram acréscimo dos teores de Pb no solo, em razdo das doses

de lodo
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Tabela 8. Teores de cobre e de ferro no solo, na camada de 0 a 10 cm, em sistema
florestal de eucalipto tratado com lodo de esgoto.

Tempo apos Doses lodo de esgoto (t ha) Termo de regressao
aplicacdo do Extrator — - —
lodo (més) 7,7 15,4 23,1 Meédia Linear Quadratico
—————————— Cobre (mg kg™)----------
DTPA
18 0,37 059 097 1,73 0,92b - -
21 028 071 1,45 1,88 1,08b - -
24 0,53 086 2,62 297 1,75a - -
27 0,56 1,22 1,99 3,10 1,72a - -
34 0,66 090 1,41 251 1,37ab - -
Média 048 086 1,69 244 0,98 ns
Mehlich 1
18 041 051 0,79 1,26 0,74b - -
21 0,17 051 087 1,39 0,73b - -
24 0,34 093 09 1,83 1,0lab - -
27 058 075 1,49 195 1,19a - -
34 041 091 1,32 185 1,21a - -
Média 0,38 0,72 1,09 1,65 0,98** ns
HNO3+HCI
18 1,44a 2,06a 3,18bc 3,75b 0,98 ns
21 0,92a 2,0la 4,82ab 647a 0,98 ns
24 267a 259a 6,33a 7.43a 0,87 ns
27 0,96a 3,47a 566a 7,50a 0,99” ns
34 1,27a 167a 243c 5095 a 0,80 0,98
—————————— Ferro (mg kg*)----------
DTPA
18 356b 456b 53,1b 75,0a 0,94 0,98
21 420b 62,7a 628a 76,8a 0,89 ns
24 495a 49,3b 680a 714a 0,85" ns
27 40,4b 47,7b 486 bc 63,4b 0,88 ns
34 38,9b 42,0b 439c 53,7c 0,87 ns
Mehlich 1
18 447 510 575 689 555 - -
21 46,0 655 80,9 884 70,2 - -
24 485 59,2 80,9 888 693 - -
27 525 644 791 90,0 71,5 - -
34 535 60,1 650 805 64,8 - -
Média 490 60,0 72,7 833 0,99” ns
HNO3+HCI
18 3861 b 4494c 5127 c 5577c 0,99” ns
21 7022a 7169b 7373b 7860b 0,92 ns
24 7263 a 7440ab 8109 a 8798 a 0,95" ns
27 7295 a 7398ab 8261 a 8918 a 0,93" ns
34 7649 a 7942 a 7887ab 8032 b ns ns

Letras diferentes nas colunas, para cada método de extragdo, mostram diferencas significativas entre
si (p<0,05), de acordo com o teste de Tukey; *p<0,05 ;** p< 0,01.
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Tabela 9.Teores de manganés e de zinco no solo, na camada de 0 a 10 cm, em

sistema florestal de eucalipto tratado com lodo de esgoto.

Tempo apos Doses de lodo de esgoto (t ha) Termo de regressao
aplicacdo do Extrator — - —
lodo (més) 7,7 15,4 23,1 Média Linear Quadratico
—————————— Manganés (mg kg™)----------
DTPA
18 0,70b 2,06a  2,28c 2,43c 0,78 0,98
21 1,49a 2,04a 2,79 2,86b 0,927 0,97
24 1,48a 1,63b 3,3la 3,86a 0,917 0,92"
27 0,90b 1,09c  1,09d 1,44d 0,877 ns
34 1,05b 1,93ab 2,13¢c  3,02b 0,95" ns
Média
Mehlich 1
18 2,76 3,86 4,30 4,78 3,92b - -
21 2,97 4,35 5,00 514 4,37a - -
24 3,21 3,93 4,22 4,43 3,95b - -
27 2,52 3,42 4,51 511 3,89 - -
34 2,71 3,48 3,67 4,07 3,48c - -
Média 2,84 3,81 4,34 4,71 0,95 0,99
HNOs+HCI
18 21,1c 23,8d 29,6d 34,8d 0,85~ ns
21 36,8ab 42,6ab 43,3bc  46,4b 0,917 0,99”
24 342b 43,9a 46,7ab 50,lab 0,84 0,98
27 38,6a 39,2bc 488a 53,3a 0,74" ns
34 35,1ab  38,4c 39,3c  40,1c 0,95" ns
Média
—————————— Zinco (mg kg™)----------
DTPA
18 0,57a 1,44c 1,33b 2,57b 0,977 ns
21 1,09a 2,06ab 3,44a 6,88a 0,90” ns
24 1,50a 2,04ab 2,99a 6,58a 0,917 0,98
27 1,11a 3,48a 3,6la 3,95b 0,927 ns
34 1,14a 2,33ab 3,86a 4,19 0,88" ns
Média
Mehlich 1
18 0,79 1,23 2,22 3,28 1,88b - -
21 1,05 1,78 2,30 3,95 2,27ab - -
24 1,44 2,19 2,61 3,85 2,52a - -
27 1,00 1,57 1,98 2,43 1,75b - -
34 1,38 1,85 2,19 2,58 1,99ab - -
Média 1,31 1,72 2,16 3,22 0,99** ns
HNOs+HCI
18 2,48c 3,91b  4,21c  9,89b 0,797 0,93
21 7,87b 13,15a 14,60b 18,07a 0,95 ns
24 10,92ab 12,43a 14,55b 20,96a 0,89 0,99
27 7,85b 13,52a 15,17b 18,07a 0,94” ns
34 11,81a 14,31a 19,80a 19,19a 0,85~ ns

Letras diferentes nas colunas, para cada método de extragdo, mostram diferencas significativas entre
si (p<0,05), de acordo com o teste de Tukey; *p<0,05 ;** p< 0,01.
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Tabela 10. Teores de chumbo e de niquel no solo, na camada de 0 a 10 cm, em
sistema florestal de eucalipto tratado com lodo de esgoto

Tempo apos Doses de lodo de esgoto (t ha™) Termo de regressao
aplicacdo do Extrator — - —
lodo (més) 7,7 15,4 23,1 Média Linear  Quadratico
—————————— Chumbo (mg kg™)----------
DTPA
18 0,69a 0,8lab 1,07ab 1,28a 0,98" ns
21 0,90a 1,03a 1,09ab 1,34a 0,94” ns
24 0,70a 0,87a 0,86b 1,33a 0,80 ns
27 0,76a 0,80ab 0,84b 1,24a 0,74 ns
34 0,59a 0,54b 1,23a 1,28a 0,80 ns
Mehlich 1
18 0,56 060 064 066 0,61b - -
21 0,71 1,00 136 1,36 1,12a - -
24 0,71 0,84 106 1,39 1,00a - -
27 0,78 094 095 1,32 1,00a - -
34 0,82 095 1,00 1,08 0,96a - -
Média 0,72 087 100 1,16 0,99” ns
HNOs+HCI
18 2,352 3,025 3,046 4,017 3,11b - -
21 4,436 5,206 5,535 6,363 5,38a - -
24 5,047 5,842 6,644 7,894 6,36a - -
27 4,296 5959 5,859 7,013 5,78a - -
34 4,646 5,004 5,362 6,480 5,37a - -
Média 415 501 529 6,35 0,96* ns
—————————— Niquel (mg kg™)----------
DTPA
18 0,03 005 0,06 0,08 0,06c - -
21 0,04 015 0,19 0,23 0,16a - -
24 0,09 009 021 0,22 0,15a - -
27 0,03 012 0,13 021 0,12b - -
34 0,04 008 0,12 027 0,13b - -
Média 0,04 010 0,24 0,20 0,99 ns
Mehlich 1
18 0,04a 0,07a 0,09bc 0,10d 0,95" ns
21 0,03a 0,08a 0,11bc 0,25a 0,89 0,96"
24 0,03a 0,04b 0,09c 0,18b 0,90” 0,99”
27 0,05a 0,09a 0,14a 0,15c 0,017 0,97
34 0,03a 0,05b 0,12b 0,12d 0,88" ns
HNO3+HCI
18 0,69c 0,74d 0,89d 0,96d 0,96" ns
21 1,32a 1,55ab 1,77a 1,88a 0,97” ns
24 1,30a 1,69a 1,56b 1,91a 0,74 ns
27 1,12b 1,47b 1,52b 1,75a 0,93" ns
34 0,96b 1,09c 1,21c 1,27c 0,98" ns

Letras diferentes nas colunas, para cada método de extragdo, mostram diferencas significativas entre

si (p<0,05), de acordo com o teste de Tukey; *p<0,05 ;** p< 0,01.
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Tabela 11.Teores de cadmio e de cromo no solo, na camada de 0 a 10 cm, em
sistema florestal de eucalipto tratado com lodo de esgoto.

Tempo apos Doses de lodo de esgoto (t ha) Termo de regresséo
aplicacdo do Extrator
lodo (més) 0 7,7 15,4 23,1 Média Linear Quadratico
—————————— cadmio (ug kg™t)----------
DTPA
18 1,38a 2,85b 4,29c 19,43b 0,75 ns
21 3,24a 15,95ab 25,92cb 75,25a 0,85" 0,98"
24 19,54a 34,78a 59,48a 88,22a 0,86 ns
27 3,88a 34,25a 61,78a 78,16a 0,98" ns
34 18,75a 38,44a 50,48ab 58,89a 0,99” ns
Mehlich 1
18 1,90a 3,59a 6,04c 24,19c ns ns
21 3,62a 13,14a 25,17bc 71,25ab 0,85~ ns
24 11,55a 17,03a 86,50a 93,15a 0,86 ns
27 3,80a 28,35a 45,30b 59,53b 0,99” ns
34 11,49a 29,97a 40,48b 54,40b 0,99” ns
HNOs+HCI
18 4,82a 8,55b 16,10c 31,79c 0,91 ns
21 14,71a 40,71ab 129,23a 145,9ab 0,93” ns
24 33,71la 67,96b 160,93a 152,67a 0,85" 0,89
27 21,25a 70,54b 126,47a 139,8ab 0,95" ns
34 42,73a 63,43b 84,79b 112,35b 0,99” ns
—————————— Cromo (mg kg™)----------
DTPA
18 0,019 0,021 0,023 0,028 0,023a - -
21 0,014 0,025 0,026 0,028 0,023a - -
24 0,017 0,022 0,022 0,025 0,021a - -
27 0,011 0,014 0,016 0,026 0,017b - -
34 0,013 0,016 0,017 0,021 0,017b - -
Média 0,015 0,019 0,021 0,026 0,96 ns
Mehlich 1
18 0,09 0,10 0,12 0,12 0,10ab - -
21 0,08 009 0,12 0,16 0,13a - -
24 0,10 0,12 0,13 0,16 0,12ab - -
27 0,08 009 0,10 0,13 0,10bc - -
34 0,08 009 0,09 0,11 0,09c - -
Média 0,09 009 0,11 0,14 0,96 ns
HNO;+HCI
18 558 7,35 7,79 8,03 7,2d - -
21 10,17 11,52 11,56 12,14 114c - -
24 11,93 13,06 14,75 1550 13,8a - -
27 10,74 11,40 14,44 14,66 12.8ab - -
34 11,10 12,38 12,79 13,05 12,3bc - -
Média 9,90 11,14 12,27 12,68 0,96 ns

Letras diferentes nas colunas, para cada método de extragdo, mostram diferencas significativas entre
si (p<0,05), de acordo com o teste de Tukey; *p<0,05 ;** p< 0,01.
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Com os resultados obtidos nas determinacdes dos elementos citados, foi
possivel observar que os teores extraidos com digestdo acida com HNO3+HCI foram
maiores que aqueles extraidos com DTPA e Melich 1. Esses resultados, de acordo
com Abreu et al (2007), sdo esperados, ja que a digestédo acida (HNOs+HCI), digere
praticamente todos os constituintes do solo que contém metais pesados, até mesmo
os mais fortemente adsorvidos, exceto a fracdo silicatada. O DTPA e o Mehlich
extraem geralmente as fragBes teoricamente consideradas como disponivel as
plantas. No presente trabalho os teores obtidos com DTPA e Mehlich 1para Cd, Cu,
Ni, Pb, Zn foram semelhantes. Por outro lado os teores de Cr, Fe e Mn foram
superiores quando extraidos com Mehlich 1 provavelmente pelo fato.deste ultimo
utilizar uma solugéo &cida, e poder extrair os metais mais fortemente.

Resultados semelhantes foram obtidos por Rangel (2003), onde os teores
extraiveis de Mn pelo Mehlich-1 foram maiores em relagdo ao DTPA. Abreu et al.
(1996) observaram uma menor extracdo de Mn pelo DTPA em relagdo aos
extratores acidos, em solo com pH proximo a 5,5. Segundo os autores, o pH do
extrato obtido pelo DTPA (pH 7,3) é maior do que o obtido nas amostras, causando
a precipitagcdo do Mn. Segundo Borkert (1991), as solugfes acidas extraem mais Mn
do que as alcalinas, as contendo sais ou as preparadas com o0 uso de complexos
organicos.

Pela andlise de correlagédo entre os teores de cada elemento obtidos através
dos diferentes tipos de extracdo (Tabela 12) foi possivel observar uma alta
correlagdo entre os métodos DTPA e Mehlich 1 para todos os elementos.

Os teores obtidos com DTPA apresentaram correlacdo com os teores obtidos
com extragcdo com HNO3+HCI para os elementos Cu, Zn, Cd, Ni e Pb; porém néo

apresentou correlacdo com os elementos Fe, Mn e Cr.
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Os teores obtidos com Mehlich 1 apresentaram correlagdo com a digestao
com HNO3+HCI, exceto para o Cr.

Portanto, pelas analises de correlagdo discutidas acima e considerando que
houve incremento nos teores de todos os elementos, em fungéo das doses de lodo,
avaliados por todos os métodos de extracdo, pode se inferir os incrementos nos
teores de Cr, Fe e Mn pelo lodo, foi devido a adicdo de formas de baixa
solubilidade/disponibilidade destes elementos, notadamente do Cr. Segundo Soon e
Abboud (1993) o Cr é pouco moével e inerte no solo em comparacdo aos outros
metais .

Os resultados obtidos demonstram que a capacidade de extracdo dos
métodos empregados variou de acordo com o elemento e em alguns casos de
acordo com a dose de lodo de esgoto aplicada, o que mostra a necessidade de se
considerar esses fatores na escolha de um determinado extrator para monitorar

solos tratados com lodo de esgoto.

Tabela 12. Coeficientes de correlagdo linear entre os teores de elementos
potencialmente toxicos extraidos por DTPA, Mehlich 1 e &cido
concentrado respectivamente.

Comparacéao entre os métodos de extracdo

Elementos
HNO3;+HCI X DTPA  HNO3;+HCI X Mehlich-1 DTAP X Mehlich-1
Cu 0,95%** 0,84**=* 0,91**=*
Fe 0,29 0,63** 0,77*=
Mn 0,36 0,56** 0,61**
Zn 0,83*** 0,65** 0,85***
Cd 0,92%*=* 0,92%*=* 0,94**=*
Cr 0,06 0,37 0,80***
Ni 0,74%*=* 0,60** 0,76***
Pb 0,45* 0,86*** 0,57**

*p<0,05 ;** p< 0,01;*** p<0,001
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De acordo com Silva et al. (2006), o acimulo de metais pesados em solo, em
funcdo de aplicacdes de lodo de esgoto, € um dos aspectos que mais causa
preocupac¢do com relacdo a seguranca ambiental necessaria para a viabilizacdo do
uso desse residuo na agricultura. Entretanto, ao se comparar os teores obtidos de
Cd, Pb, Cu, Cr, Ni, Zn no solo, extraidos com HNO3z+HCL com os limites criticos
estabelecidos pela CETESB (2005) em mg kg™: Cd = 3; Pb =180; Cu = 200; Cr =
150, Ni = 70 e Zn = 450, verificou-se que os teores destes elementos estiveram
dentro dos valores permissiveis para solos agricolas, mesmo para o tratamento com
23,1tha™.

De acordo com McBRIDE (1994), quando os metais pesados se encontram
em baixas concentracdes, ha tendéncia de que eles permanecam retidos no solo
pelo processo de adsor¢cdo. Silva et al. (2001) verificaram que, embora o lodo
provoque aumento nos teores de metais pesados no solo, esses perduram por
apenas um ano e em niveis aguém dos valores considerados nocivos ao ambiente.
Sob condigbes naturais, a presenca desses metais pesados no solo ndo tem
causado danos as plantas e animais, fato que pode estar associado a formagéo de
complexos estaveis com &cidos humicos ou a formagédo de éxidos e hidréxidos,

causando reducao na sua disponibilidade (MIYAZAWA, et al., 1999).

4.2 Teste de toxicidade com D. magna

Os Valores de CLso (48h) (%), para o teste toxicolégico com D. magna, do
solo tratado com lodo de esgoto tratado com 0 e 23,1 t ha, variaram, em %, de 94 a
78,respectivamente (Tabela 13). Houve efeito significativo da interagcdo entre doses

de lodo e épocas para os valores de CLso. Em relacdo as doses de lodo, os valores
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de CLsp se ajustaram melhor ao modelo quadratico de regressdo, com ponto
minimo, exceto aos 34 meses apos aplicacdo de lodo, em que houve um ajuste ao
modelo linear decrescente. Portanto, o teste de D.magna, evidenciou que houve
aumento na toxicidade no solo em fungéo das doses de lodo dos 18 aos 34 meses
apoés aplicagcédo do residuo. Destaca-se, porém, que a toxicidade para D.magna foi
baixa, com indice de toxicidade maxima de 78%.

Baixa toxicidade para D. magna também foi encontrada no trabalho de
Fernandez et al (2005) que realizou testes com amostras de solo de uma area
industrial. Em Maxam et al (2000), amostras de solo contaminado com diferentes
substancias organicas e inorganicas foram analisadas pelo bioensaio com D. magna
e também obtiveram baixos valores de potencial ecotoxicoldgico.

No entanto, em um ensaio utilizando D. magna para testar a toxicidade de
lixiviados de lodo de esgoto, foi observada alta toxicidade, com valores de CLsg (48h)
=15% (FJALLBORG et al., 2005). Fjllborg and Gustfsson (2006) também relataram
efeitos toxicos para D. magna observando valores de CLsp (48h) = 16%, testando
amostras de lodo de esgoto, verificando haver correlagcdo entre a toxicidade para
D.magna e a concentragdo de metais pesados em algumas amostras,
principalmente em relagéo ao cobre.

Testes toxicoldgicos realizados para efluentes de um laboratério de quimica
da UFSCAR mostraram alta toxicidade para Daphnia, obtendo valores de CLsg (48h)
de até 2% (GEORGETTI, 2008).

De acordo com os valores obtidos, pode-se afirmar que ndo houve
substancias presentes nas amostras de solo tratadas com lodo capazes de causar

alta toxicidade para D. magna.
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Tabela 13. Valores de CLso (48h) (%), para o teste toxicolégico com D. magna, do
solo, na camada de 0 a 10 cm, de sistema florestal de eucalipto tratado
com lodo de esgoto.

Tempo apos

Doses de lodo de esgoto (t ha) Termo de regressao
aplicacédo do
lodo (més) 0 7,7 154 231 Linear Quadrético
__________________ S P —
18 9lc 88bc 81d 81d 0,89” 0,93"
21 89d 78d 79 79 0,52" 0,89"
24 9lc 87c 83c 83c 0,88 0,99”
27 92b 89b 89b 89b 0,52" 0,89"
34 94a 97a 94a 92a 0,99” ns

Letras diferentes nas colunas mostram diferencas significativas entre si (p<0,05), de acordo com o
teste de Tukey *p<0,05 ;** p< 0,01

4.3 Teste toxicolégico com P. subcaptata

Os valores de Clso (72h) (%), para o teste toxicolégico com P.subcapata, do
solo tratado com lodo de esgoto tratado com 0 e 23,1 t ha™*, variaram, em %, de 98 a
30, respectivamente (Tabela 14). Houve efeito significativo da interagéo entre doses
de lodo e épocas para os valores de Clsp Em relacdo as doses de lodo, os valores
de Clsp se ajustaram melhor ao modelo quadratico de regressdo, com ponto minimo,
exceto aos 34 meses apos aplicacéo de lodo, em que houve um ajuste ao modelo
linear decrescente. Portanto, o teste de toxicidade com P. subcaptata, evidenciou
gue houve aumento na toxicidade no solo em fung¢édo das doses de lodo dos 18 aos
34 meses apos aplicacdo do residuo.

Foi observado que, em relacdo ao indice de toxicidade para as amostras de
solo analisadas, a alga foi mais sensivel que a Daphnia. Resultados semelhantes

foram observados por Fernandez et al. (2005) utilizando 0os mesmos testes
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toxicologicos, em amostras de solos de area industrial, e em Blaise e Férard (2005)
avaliando a toxicidade de residuo so6lido municipal.

A alga P.subcaptata tem sido utilizada para testes de avaliagdo de toxicidade
e deteccéo de fontes de poluentes por serem produtores primarios e se encontrarem
na base da cadeia alimentar. Aspectos relativos a sua sensibilidade a toxicos podem
fornecer informagfes de substancias fitotoxicas em amostras ambientais.

De acordo com os valores obtidos neste teste, pode-se afirmar que o teste
com a alga se mostrou eficiente na avaliacido da toxicidade do solo tratado com lodo
de esgoto e havia substancias presentes no solo capaz de causar toxicidade para

P. subcaptata.

Tabela 14. Valores de Clso (72h)(%), para o teste toxicolégico com P. subcapitata,
do solo, na camada de 0 a 10 cm, de sistema florestal de eucalipto
tratado com lodo de esgoto.

Tempo apos

Doses de lodo de esgoto (t ha) Termo de regressao
aplicacédo do
lodo (més) 0 7,7 15,4 23,1 Linear Quadratico
P.subcaptata Clso(48h) %

18 98a 70a 6la 63a 0,74" 0,99”
21 71b 43d 30d 30e 0,83" 0,99”
24 60d 48c 38c 36¢ 0,93” 0,99”
27 97a 48c 40c 34d 0,78” 0,97
34 63c 62b 47b 44b 0,87" ns

Letras diferentes nas colunas mostram diferencas significativas entre si (p<0,05), de acordo com o
teste de Tukey.; *p<0,05 ** p< 0,01
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4.4 Teste de crescimento de raiz com L.sativa

Nao houve efeito significativo da interacdo entre doses de lodo e épocas para
os valores de crescimento de raiz no teste toxicol6gico com L.sativa.

O teste toxicolégico demonstrou um aumento linear do crescimento das raizes
em funcdo das doses de lodo de esgoto (Tabela 15), e os valores variaram de
1,54 cm, na amostra de solo sem aplicacao lodo, até 2,06 cm, na amostra com
23,1tha™ de lodo, indicando que o aumento das doses de lodo provavelmente
contribuiu para o crescimento da planta. Todavia, verificou-se também que o
crescimento das raizes foi menor aos 18 meses apds a aplicacdo de lodo, medindo
1,33 cm, do que aos 27, 34 meses, medindo 1,98 e 2,00 cm, respectivamente. Este
resultado permite dizer que houve restricdo no crescimento da raiz aos 18 meses do
que quando comparado ao crescimento obtido 34 meses apos a aplicacdo do lodo.

As médias dos crescimentos de raizes para todas as amostras testadas
ficaram compreendidas na faixa de 1,5cm-2,8cm, que segundo Fjllborg e Dave
(2004), é considerado um comprimento de raiz adequado para as primeiras 72 horas
de crescimento da alface.

Banks et al. (2006) também observaram um aumento do crescimento de
raizes de alface para testes realizados com amostras de solo tratadas com lodo de
esgoto.

Todavia no trabalho realizado por Valerio et al. (2007), o sistema-teste com
L.sativa mostrou ser sensivel a amostras de solo afetadas por minas de pirita,
demonstrando que substancias toxicas presentes nas amostras de solo tiveram
efeito tdxico para a alface, prejudicando seu crescimento. Esse fato pode ter ocorrido

pelo fato de que a alface é uma planta que acumula relativamente grande
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guantidade de metais pesados, tais como Cu, Zn a Pb (HUE et al., 1988; BOON;
SOLTANPOUR, 1992), elementos que estavam presentes nas amostras de solo do
trabalho citado, porém em teores muito superiores aos do presente trabalho.

Em Correa et al. (2005), foi observado efeito toxicolégico do cadmio
(400 mg kg™ de solo) nas taxas de germinagdo de alface. A producéo da biomassa
diminuiu em func&o do amento dos teores de cadmio. Porém a concentracdo toxica
de cadmio observada por Correa et al. (2005) foi bem maior do que concentracdo

1

observada no presente estudo até para o tratamento com 23,1t ha ™, cujo teor de

cadmio foi de0,153 mg kg™

Tabela 15. Crescimento de raiz (cm) no teste toxicol6gico com L.sativa, para o solo,
na camada de 0 a 10 cm, em sistema florestal de eucalipto tratado com
lodo de esgoto.

Tempo apos Doses de lodo de esgoto (t ha™) Termo de regressao
aplicacdo do 231 Média X -~
lodo (més) C 0 7,7 15,4 ' Linear Quadratico
Alface
18 1,32 1,34 1,38 1,41 1,92 1,33c
21 1,63 1,76 2,12 2,21 231 1,79b
24 1,69 1,82 1,96 2,11 2,17 1,90ab
27 1,55 1,69 1,83 1,91 1,99 1,98a
34 1,24 1,62 1,91 2,01 2,10 2,00a
Média 1,54 1,72 1,82 1,87 2,06 0,87 ns

Letras diferentes nas colunas mostram diferencas significativas entre si (p<0,05), de acordo com o
teste de Tukey;*p<0,05 ;** p< 0,01

4.5 Teste genotdxico e mutagénico com A. cepa

Os resultados obtidos no sistema-teste com Allium cepa foram divididos em
efeitos citotdxicos, avaliados pela frequéncia de indice mitotico, efeitos genotoxicos,
avaliados pela frequéncia de aberragbes cromossOmica e efeitos mutagénicos,

avaliados pela frequiéncia de micronucleos (Tabela 16).
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4.5.1 Andlise dos efeitos citotoxicos

Os efeitos citotoxicos, avaliados pela frequéncia de indice mit6tico, mostraram
que houve diferenca significativa das amostras de solo tratadas com lodo 23,1 t ha™
de lodo em relagdo ao controle de laboratério (agua destilada) e a amostra de solo
sem tratamento de lodo (Tabela 16).

A inibicdo de atividades mitéticas é freqlientemente usada para rastrear
substancias citotoxicas (LINNAINMAA et al., 1978). Um decréscimo maior de 22%
em relagé@o ao controle causa efeito subletal nos organismos testados (ANTONSIE-
WIEZ, 1990), enquanto um decréscimo maior de 50% (valor limite citotdxico),
usualmente causa efeito letal (PANDA e SAHU, 1985; SHARMA,1983).

Na coleta realizada aos 18 meses ap0s a aplicacdo, ndo foram observadas
diferencas significativas na freqiéncia do indice mitético, quando comparadas as
amostras tratadas com lodo com aquelas sem tratamento de lodo e o controle,
indicando que o lodo ndo causou efeito citotoxico para Allium cepa (Tabela 16).

Na coleta realizada aos 21 meses apos aplicacdo de lodo no solo, foi
observado um aumento significativo na freqiéncia do indice mitético quando
comparadas a amostra tratada com 23,1 t ha™*de lodo com todas as outras e com o
controle. O aumento do indice mitético pode ter sido causado pelo efeito da matéria
organica e nutrientes que o lodo viabilizou a amostra, aumentando assim o
crescimento da planta exposta. Como o crescimento da planta se da por divisbes
celulares, isso pode explicar o aumento do nivel mitético. Essa explicagdo também
pode definir o aumento da freqiéncia do nivel mitdtico das amostras tratadas com

lodo, e também, daquelas sem tratamento de lodo em relagdo ao controle negativo
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de laboratério nas coletas realizadas aos 24, 27 e 34 meses apoOs a aplicacao do
lodo.

Os resultados obtidos na avaliagdo da frequéncia de indice mitotico, de
células de Allium cepa, mostraram que as doses de lodo de esgoto, ndo causaram
toxicidade e, ainda promoveram um crescimento na quantidade de mitose. Esse
efeito demonstrou que este teste néo foi efetivo para avaliar a toxicidade do solo em
funcéo das doses de lodo de esgoto, e que 0 solo tratado ndo continha concentragéo
suficiente de substéncias que pudessem causar efeito toxico na divisdo celular da
planta. Todavia, assim como no teste com L.sativa, este teste evidenciou que quanto
maior o tempo apds a aplicagdo do lodo, maior o crescimento da divisdo celular na
planta, ou seja, havia algum composto ou substancia que ndo beneficiava o teste

aos 18 meses, emrelacdo aos beneficios notados aos 34 meses apos a aplicagao.

4.5.2 Analise dos efeitos genotoxicos e mutagénicos

Foram observadas irregularidades cromossdmicas e celulares a partir do
sistema teste com Allium cepa. As alteragdes cromossomicas foram divididas em
duas categorias: as alteragBes genotdxicas e as alteracdes mutagénicas (Tabela
16).

Foi possivel notar que o controle negativo apresentou frequéncia do indice de
aberragbes cromossdmicas genotoxicas baixa (0,3%). J& a amostra de solo sem
tratamento de lodo, da coleta realizada aos 18 meses ap0s 0 inicio do experimento,
apresentou uma frequéncia mais alta (0,72%), sendo considerada estatisticamente
diferente do controle negativo, indicando um potencial genotéxico da amostra de

solo pelo sistema-teste Allium cepa. Nesta mesma coleta, aos 18 meses, a
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frequéncia de aberragbes cromossdomicas na amostra tratada com maior dose de
lodo, se mostrou estatisticamente diferente do controle negativo e da amostra de
solo sem tratamento, indicando um potencial mutagénico com o aumento da dose do
lodo, no sistema-teste Allium cepa. Resultado semelhante ocorreu na amostra
tratada com maior dose de lodo nas coletas realizadas aos 21, 27 e 34 meses ap0s
a aplicagcéo do lodo. Na coleta realizada aos 24 meses ap0s o tratamento com lodo,
nenhuma amostra tratada apresentou diferencga significativa em relagdo a amostra
sem tratamento com lodo, porém, as freqiiéncias das aberracdes cromossémicas,
das amostras tratadas com 15,4 e 23,1 tha™ de lodo foram estatisticamente maiores
que a freqiéncia observada no controle negativo.

De acordo com Natarajan (2002) as aberragbes cromossomicas podem ser
causadas por agentes de acBes genotdxicas, aos quais muitos organismos,
incluindo o homem, podem estar expostos. Sendo assim, a avaliagdo das
aberragbes cromossémicas como endpoint de agentes quimicos tém sido usadas
como uma ferramenta no monitoramento ambiental.

A analise das frequéncias totais de aberracdes realizadas neste estudo,
mostrou diferengas significativas das frequéncias das amostras em relagdo ao
controle negativo e, em algumas coletas, também mostrou uma diferenca das
amostras tratadas com maior dose de lodo, em relagdo as amostra sem tratamento
de lodo. Porém, os valores observados nas frequiéncias de aberracbes, nas
amostras deste estudo, podem ser considerados baixos. Estudos realizados por
Carita, (2007) com o mesmo sistema-teste (Allium cepa), com amostras brutas de
lodo de esgoto de diferentes estagbes de tratamento de esgoto, inclusive da estagao
de tratamento de Jundiai, mostram valores de frequéncias de aberragdes de até

2,63%. Em Migdi (2007), amostras de efluentes industriais sem tratamento e diluida



69

a 60%, mostraram valores de frequéncia de aberragdes cromossomicas de 9,4%,
enquanto o valor maximo encontrado neste estudo foi de 0,98%.

Deve ser levado em consideragdo o fato de que a frequéncia total de
aberracbes cromossdomicas pode indicar a genotoxicidade dos compostos presentes
nas amostras testadas e ndo os mecanismos de acao destes sob o material genético
da célula. Uma andlise diferenciando cada tipo de alteragdo cromossémica
encontrada pode informar sobre os efeitos dos compostos sobre a agdo no DNA.

Tipos de aberracbes, como C-metéfase, perdas e atrasos cromossémicos,
podem ser derivados de problemas nos microtibulos (estrutura do fuso mit6tico),
que sdo responsaveis pela segregacdo correta dos cromossomos para as células
filhas (FERNANDES, 2005). Porém este tipo de aberracdo foi pouco encontrado no
presente estudo, indicando que substancias presentes no solo tratado com lodo ndo
interferiram no fuso mitético diretamente. No estudo realizado por Carita (2007), com
amostras de lodo de esgoto, também se observou este mesmo resultado em relacao
as frequéncias das aberracBes citadas acima. Outro dado que também pode
confirmar, que as amostras testadas neste estudo ndo possuem substancias que
interferem nos microtubulos, € que também foram observadas baixas freqiéncias de
células polipléides, e de células binucleadas. Nas andlises realizadas neste estudo,
a alteracdo observada em maior frequéncia foi a ponte cromossdmica, presente na
anafase, e na teléfase (Figura 3).

As pontes anafasicas, podem ser formadas como conseqiéncia da aderéncia
cromossbmica. O trabalho realizado por Carita (2007) também demonstrou alta
frequéncia de pontes cromoss6micas na anafase, em amostras de lodo de esgoto no

sistema Allium cepa.
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Pela analise dos dados obtidos, foi possivel observar que o controle negativo
apresentou freqiiéncia de 0% de micronucleos. A amostra de solo sem tratamento
de lodo apresentou valores baixos de freqiiéncia de microndcleos, variando de 0%
até 0,04%, nao diferindo do controle negativo.

As amostras tratadas com maior dose de lodo de esgoto apresentaram
frequéncias de microndcleos estatisticamente diferentes do controles negativos e da
amostra sem tratamento de lodo, indicando um potencial mutagénico das amostras
em relagdo ao sistema-teste Allium cepa, que pode ter sido provocada por alguma
substancia presente no lodo de esgoto aplicado no solo.

Mesmo assim, os valores das freqUéncias de microndcleos nas amostras do
presente estudo podem ser considerados baixos. Estudos realizados por Carit4
(2007) mostrou valores de freqiéncias de micronucleos de até 1,31%. Em Migdi
(2007), foi observado valores de frequéncia de micronucleos de até 5,2%, enquanto
o valor maximo encontrado neste estudo foi de 0,16%,

No presente trabalho, os micronicleos observados podem ter sido
consequéncia de fragmentos cromossomicos decorrentes de pontes cromossomicas,
j& que foi encontrada uma maior frequéncia dessa aberragdo. Para ser capaz de
induzir a formacdo de um microndcleo a substancia deve ser clastogénica ou
aneugénica. Segundo Matsumoto et al. (2006) a acéo clastogénica leva a formagéo
de micronucleos através de quebras cromossdmicas durante a divisdo celular. Ja a
acdo aneugénica leva a formagéo de micronucleos pela inativacdo do fuso mitético,
ocorrendo a perda de cromossomos inteiros.

De acordo com os valores obtidos no presente estudo, pode-se afirmar que o
teste de com células de Allium cepa se mostrou eficiente na avaliacdo da

genotoxicidade e mutagenicidade do solo tratado com lodo de esgoto e que havia
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substancias presentes no solo capaz de causar efeito genotoxico e mutagénico para

A. cepa.

Tabela 16. Comparacdo das Frequéncias de indice mitdtico (IM), aberracdes
cromossdmicas (AC) e micronucleos (MN) em células meristematicas
de A. cepa, para o solo, na camada de 0 a 10 cm, em sistema florestal
de eucalipto tratado com lodo de esgoto.

Tempo apos B
aplicacdo do Amostras S Aberragdes o
lodo (més) Indice Mitotico Cromossomicas Microntcleo
tha* lodo %
18 Controle Negativo 20,16° 0,3° o°
0 22,62 0,72° 0°
07,7 21,4 0,8% 0,02
15,4 20,9 0,82% o°
23,1 22,24 0,88% 0,062
21 Controle Negativo 20,16° 0,3° 0°
0 24,7 0,44 0,04
077 25,96" 0,66"° 0,1°
15,4 24,9° 0,7% 0,06®
23,1 33,2° 0,96° 0,08%
24 Controle Negativo 20,16° 0,3° 0°
0 35,06 0,4°° 0°
07,7 42,84° 0,68% 0,06®
15,4 40,96° 0,72° 0,16%
23,1 31,26 0,982 0,12
27 Controle Negativo 20,16° 0,3° 0°
0 35,14° 0,52 0°
07,7 40,22° 0,6" 0,1°
15,4 33,36° 0,88% 0,1°
23,1 29,5 0,84% 0,16%
34 Controle Negativo 20,16° 0,3 0°
0 36,64"° 0,26"° 0,02°¢
07,7 45,36° 0,52 0°
15,4 35,6° 0,56" 0,06"
23,1 42, 7% 0,94% 0,1°

Letras diferentes nas colunas, para cada coleta, mostram diferencas significativas entre si (p<0,05),

de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 3. Efeitos genotdxicos e mutagénicos em células de Allium cepa. (a) e (b)
guebra cromoss6mica; (c) ponte cromossémica e (d) micronucleo.

4.6 Correlagédo entre elementos potencialmente toxicos e indices toxicolégicos

Os resultados obtidos para os coeficientes de correlagédo linear permitiram
verificar que houve correlacdo entre os indices de toxicidade e os teores de
elementos potencialmente téxicos (Tabela 17).

Os indices para D. magna mostraram correlacdo com os teores de
metais para os elementos Fe, Mn, Zn, Cr, Ni e Pb. Pode-se afirmar que os teores de
elementos potencialmente toxicos no solo, ndo foram suficientes para causar
toxicidade para a D. magna.

Em um ensaio utilizando D. magna para testar a toxicidade de lixiviados de
lodo de esgoto, foi possivel observar uma correlacdo entre a toxicidade e a

concentracdo de Zn e Cu nas amostras.
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Em Maxam et al (2000), amostras de solo contaminado com diferentes
substancias organicas e inorganicas foram analisadas pelo bioensaio com D. magna
e néo foi verificado correlacdo entre os indices de toxicidade e os teores de metais
pesados observados.

O teste de toxidade com a alga P. subcaptata mostrou alta correlagdo com os
teores de todos os elementos potencialmente toxicos (Tabela 17). Pode-se afirmar
que os teores de metais observados nas amostras de solo contribuiram para causar
toxicidade para a alga P.subcaptata.

Em Koukala et al. (2003) a concentragdo de Cd e Zn foi responséavel pelo
aumento da toxicidade para da P. subcaptata .

O teste de toxidade com L.sativa mostrou que houve um aumento do
crescimento da raiz de acordo com o aumento dos elementos potencialmente
toxicos, demonstrando que os teores desses elementos ndo foram téxicos para a
planta utilizada no teste, porém houve efeito toxico em relacdo ao tempo de
aplicacédo do lodo.

O teste de citoxicidade para Allium cepa (indice mitético) mostrou que houve
um aumento do crescimento do indice mitético, de acordo com o aumento dos
elementos potencialmente téxicos, demonstrando que os teores desses elementos
nao foram téxicos para a divisdo celular da planta utilizada no teste.

O teste de genotoxidade com Allium cepa (aberragbes cromossomicas)
mostrou correlacdo com os teores de todos 0s elementos potencialmente toxicos,
porém nem com todas as extracdes (Tabela 17). Em Migdi (2007), amostras de
efluentes industriais sem tratamento e diluida a 60%, mostraram correlagdo entre os

metais pesados com as aberracbes cromossomicas observadas. No presente
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estudo, pode-se afirmar que os teores de metais observados nas amostras de solo
contribuiram para causar genotoxicidade nas células de Allium cepa.

O teste de mutagenicidade com Allium cepa (microndcleos) mostrou
correlagdo com os teores de todos os elementos potencialmente toxicos. Porém para
o elemento Cr, ndo foi observado correlagdo quando o mesmo foi extraido por DTPA
e Mehlich -1, provavelmente por estar fortemente adsorvido no solo. Metais pesados
sdo citados como causa de distarbios nas fun¢des do fuso, e aparicdo de
microndcleos, particularmente o cobre, cromo e chumbo (VILLALOBAS-PIETRINI
et al., 1993; DOVGALIUK et al., 2001).

De acordo com os valores obtidos, pode-se afirmar que os teores de metais
observados nas amostras de solo contribuiram para indu¢do de microndcleos por
meio de disturbio no fuso ou por quebras cromossdémicas, causando mutagénicidade
nas células de Allium cepa.

N&o foi observado contaminagéo do solo por Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb
para nenhuma das doses de lodo aplicada, j& que a concentracdo dos mesmos se
encontra abaixo dos limites criticos para metais pesados no solo, estabelecidos pela
CETESB (2005). Porém no solo com aplicaco da dose de 23,1 t ha™, foi observado
potencial toxico, genotoxico e mutagénico de acordo com o teste da P.subcaptata e
da Allium cepa respectivamente, o que sugere a realizacdo de pesquisas no

aprimoramento do uso agricola de lodo de esgoto por parte dos érgdos ambientais.
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Tabela 17. Coeficientes de correlacdo linear entre os indices de toxicidade,

avaliados pelo teste com D magna (CLsg), P. subcaptata (Clsp), L.sativa

(crescimento
cromossémicas e micronucleos),

raiz)

e A.

cepa

(indice

mitético,

aberracoes

com os teores de elementos,
extraidos por DTPA, Mehlich-1 e HNO3+HCI

Testes de toxicidade

Elemento  Extragao D. magna P. subcaptata L.sativa A.(Ic|:\(/|a)p a A('K(Ega A(ll\jl:eNF))a
Cu DTPA -0,26 -0,70%** 0,62** 0,35 0,69***  0,83***
Mehlich 1 -0,15 -0,63** 0,58** 0,35 0,71**  Q,75***
HNO3+HCI -0,42 -0,77%** 0,63** 0,25 0,76**  0,77**

Fe DTPA -0,78*** -0,67** 0,69**  -0,09 0,68***  0,54*
Mehlich 1 -0,44 -0,84*** 0,78** 0,29 0,70***  0,80***
HNO3+HCI 0,13 -0,66** 0,76** 0,74**  -0,01 0,58**

Mn DTPA -0,56* -0,59** 0,60** 0,03 0,57** 0,46*
Mehlich1  -0,72*** -0,79%** 0,61**  -0,12 0,78**  0,61*
HNO3+HCI -0,23 -0,77%** 0,83**  (0,54* 0,31 0,71%**

Zn DTPA -0,35 -0,76*** 0,76** 0,31 0,63**  0,67*
Mehlich 1 -0,55* -0,70%** 0,71** 0,14 0,70***  0,55*
HNO3+HCI -0,04 -0,80*** 0,86***  0,61** 0,26 0,74***
Cd DTPA -0,12 -0,76*** 0,73**  0,56* 0,53*  0,76***
Mehlich 1 -0,25 -0,71%** 0,71**  0,47* 0,57*  0,74**
HNO3+HCI -0,27 -0,84*** 0,79**  0,50* 0,51*  0,76***

Cr DTPA -0,80*** -0,55* 0,45* -0,34  0,73*** 0,39

Mehlich1  -0,66** -0,62** 0,54* -0,03 0,78*** 0,43
HNO3+HCI 0,04 -0,72%** 0,76***  Q,74*** 0,13 0,66**
Ni DTPA -0,41 -0,84*** 0,82** 0,34 0,60**  0,83***
Mehlich 1 -0,50* -0,68*** 0,62** 0,04 0,77**  0,62*

HNO; -0,44 -0,80*** 0,85*** 0,38 0,33 0,62**

Pb DTPA -0,57** -0,57** 0,56**  -0,20 0,71**  0,64*
Mehlich 1 -0,31 -0,81*** 0,84* 0,37 0,41 0,65**
HNO3+HCI -0,14 -0,80*** 0,84**  0,65** 0,30 0,76***

*p<0,05 ,**; p< 0,01**; p<0,001
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5 CONCLUSOES

De acordo com os testes toxicolégicos conclui-se:

O lodo de esgoto aplicado ao solo na dose de 15,1 t ha™, que equivale & dose
recomendada pela norma P4.230 da CETESB, com base no critério do nitrogénio,
ndo causa efeito toxico, genotdxico ou mutagénico no sistema solo-planta, de acordo
com os testes com D.magna, P.subcaptata, L.sativa e Allium cepa. Porém o lodo
aplicado na dose de 23,1tha™, 50% a mais do que a dose recomendada, causa
efeito tdxico, genotoxico e mutagénico, para 0S mesmos organismos, no sistema
solo-planta.

De acordo com os teores dos elementos potencialmente téxicos conclui-se:

A aplicacdo de lodo de esgoto aumentou os teores de Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn,
Cd e Pb no solo em fungéo das doses.

H& correlacdo entre os testes de toxicidade com P. subcaptata, de
mutagénicidade com A.cepa (microndcleos) com os teores do elementos
potencialmente toxicos no solo, constituindo-se, portanto, nos melhores indicadores
no estudo toxicoldgico para sistemas de solo tratados com lodo de esgoto.

O teste com D. magna constituiu uma importante ferramenta na avaliagao
toxicologica do lodo aplicado ao solo. A toxicidade aumentou em fungéo das doses,
porém ela ndo se correlaciona com os teores de elementos potencialmente tdxicos
no solo. Isto indica que a toxicidade do lodo pode estar relacionada também a outros
compostos organicos téxicos e/ou agentes patégenos.

O teste de toxicidade com L.sativa € inadequado na avaliagéo toxicoldgica da
aplicacdo de lodo no solo em relagdo as doses, por refletir efeitos dos nutrientes e
ndo dos componentes téxicos do lodo, porém reflete a toxicidade de acordo com o

tempo de aplicacdo do residuo.
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