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RESUMO

BITENCOURT, G. A. Caracterizacéo ecotoxicolégica de lodo gerado em estacao
de tratamento de agua. 2016. 125 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2016.

O lodo proveniente de estacdoes de tratamento de agua (ETA) € formado pela
decantacdo do material particulado presente na &gua e sua composicado varia
conforme as atividades do entorno do manancial e dos produtos acrescentados
durante o processo de potabilizacdo da agua. Seu destino é nos cursos de 4gua ou
armazenado na ETA, gerando um passivo ambiental. Esse, na forma in natura n&o
apresenta caracteristicas suficientes para sua aplicacdo em solos, no entanto,
agregado ao bagaco e vinhaca de cana-de-acUcar e tratado com os fungos
Pleurotus spp., constituirA um produto com melhor estruturacdo, devido a
capacidade do fungo em degradar, mineralizar e transformar substancias poluentes.
O objetivo desse estudo foi caracterizar o lodo gerado em ETA quanto a sua
toxicidade utilizando plantulas de milho e avaliar sua utilizagcdo na agricultura como
material organico apdés o tratamento com Pleurotus, para uma destinacdo final
adequada do lodo. Foram realizados dois experimentos em laboratério, o primeiro
para definir a proporcdo adequada da composi¢cao da mistura em cinco composi¢coes
(0:1; 1:1; 1:2; 1:3 e 2:1 de lodo/bagaco), inoculadas com cada uma das linhagens
dos fungos (P. sajor-caju e P. ostreatus) incubados por 12 dias. Apds, avaliou-se o
pH; condutividade elétrica, umidade, andlises quimicas de fertilidade e a atividade de
trés enzimas (lacase, peroxidase e manganés peroxidase). O segundo experimento
foi realizado apdés a definicdo da composicdo da mistura e a linhagem de fungo que
proporcionou os melhores resultados. A mistura de 1:2 (lodo/bagaco) com P. sajor-
caju foi incubada por 60 dias. Avaliacbes antes da inoculacédo e apés 60 dias de
incubacdo foram realizadas da mesma maneira que no primeiro experimento,
acrescentados das andlises dos elementos quimicos potencialmente toxicos. O
potencial de utilizacdo agrondmico da mistura tratada foi realizado incorporando o
material ao solo nas concentracdes de 0; 1; 10 e 100 de mistura/solo (g/kg). Dez
sementes de milho (Zea mays) foram semeadas, apds cinco dias de
desenvolvimento realizou-se o desbaste, deixando cinco plantulas por vaso. As
plantulas permaneceram em condicdes de casa de vegetacdo por mais 14 dias.
Foram avaliadas: porcentagem de germinagcdo, comprimento de raiz e parte aérea
das plantulas e a producdo de matéria seca e, os teores e acumulo de elementos
guimicos potencialmente toxicos nas raizes e parte aérea de milho. A proporcéo de
1: 2 da mistura tratada com P. sajor-caju foi escolhida com base nas caracteristicas
guimicas avaliadas, producdo de enzimas, reducdo de odor e descoloracdo da
mistura. O material tratado ndo apresentou efeitos de toxicidade em Z. mays até a
concentracédo de 10 g/kg (mistura/solo). Acima desta, na concentracdo de 100 g/kg
observou-se a reducédo de parte aérea e aumento do crescimento das raizes e,
elevadas concentracdes de Al, Fe K e P. O teste de mistura e ecotoxicolégico
utilizando o lodo de ETA evidenciou sua utilizagdo como material componente de um
produto organico associado ao bagaco e vinhacga, na proporcédo de 1:2 (lodo/bagaco)
inoculado com P. sajor-caju incubado por 60 dias em condi¢des de laboratério.

Palavras-chave: Bagaco. Biodegradacao. Pleurotus. Reciclagem. Milho. Vinhaca.
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ABSTRACT

BITENCOURT, G. A. Ecotoxicological characterization of sludge produced in
water treatment plant. 2016. 125 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

The sludge generation from water treatment plants (WTP) is formed by the setting of
the particulate matter. The chemical composition of the sludge varies according to
the activities surrounding the watershed and products added during the water
purifying process. The normal destination of the sludge are the watercourses or the
storage in the area of WTP. The sludge in nature form does not have enough
features to their application to land. However, added to bagasse and vinasse, after
going through a biological treatment using the fungi of genus Pleurotus, will be
transformed in a product with better structuring due to the capacity of degradation,
mineralization and conversion of pollutants. Based on this, the objective of this study
is to characterize the sludge produced in WTP on its toxicity and evaluate the viability
of this utilization in agriculture as an organic material after Pleurotus treatment. There
were two experiments in the laboratory, the first to set the proper proportion in the
composition of the mixture testing in five compositions 1:0; 1:1; 1:2; 1:3 and 2:1
(sludge/bagasse), inoculated with each strain of the P. sajor-caju and P. ostreatus.
After 12 days of incubation were evaluated of pH, electrical conductivity, moisture
and the activity of three enzymes (laccase, peroxidase and manganese peroxidase).
The second experiment was carried out after setting the composition of the mixture
and the fungus strain that provided the best results. The mixture of 1:2
(sludge/bagasse) inoculated with P. sajor-caju with evaluations before and after 60
days of incubation. The treated material was evaluated in the same way as the first
experiment, with further analyses of organic carbon, total nitrogen and chemical
nutrients or potentially toxic elements. The ecotoxicological test was carried out by
incorporating the mixture into the soil in pots at concentrations of 0; 1; 10 and 100 of
mixture/soil (g/kg). After that the maize (Zea mays) was sown and grown in
conditions of green house for 14 days. Then were evaluated: percentage of
germination, plant height, root length, dry matter production, and the content and
accumulation of nutrient and/or potentially toxic chemicals elements. The ratio of 1:2
(sludge/bagasse) inoculated with P. sajor-caju was chosen based on the results of
chemical characteristics, production of enzymes, reducing odor and discoloration of
the treated mixture. This material applied in soils showed no toxic effects in Zea
mays up to a concentration of 10 g/kg (mixture/soil). Above this, in the concentration
of 100 g/kg, was observed the shoot reduction, root growth and, high concentrations
of Al, Fe, K and P. The mixture composition and ecotoxicological tests, revealed the
potential of use sludge of WTS in material organic formulation together with bagasse
and vinasse in the ratio 1:2 (sludge/bagasse) inoculated with P. sajor-caju incubated
for 60 days under laboratory conditions.

Key-words: Bagasse. Biodegradation. Pleurotus. Recycling. Corn. Vinasse.
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1. INTRODUCAO

A demanda de agua com qualidade e em quantidade suficiente para atender o
crescimento populacional, representa um dos maiores desafios nos dias atuais. Por
mais que existam varias tecnologias avancadas para o tratamento da agua para fins
de potabilidade, a crescente contaminacdo dos mananciais, utilizados para
abastecimento publico contaminados com esgotos domésticos e industriais, tratados
ou nao, 0 assoreamento dos rios e a escassez das fontes de agua e mananciais,
irdo influenciar na qualidade e quantidade do residuo gerado pelas Estacfes de
Tratamento de Agua (ETA) apds o processo de potabilizacdo da agua.

O residuo denominado lodo de ETA apresenta granulometria fina, de aspecto
pastoso e umido, é formado pela decantacdo do material particulado presente na
agua, sua composicao varia conforme as atividades do entorno do manancial, da
qualidade da &gua e dos produtos acrescentados durante o0 processo de
potabilizagéo.

O lodo de ETA é classificado como um residuo soélido classe Il A — n&o inerte,
sendo necessario ser tratado e disposto de acordo com as recomendacdes de
descarte para residuos solidos, ou seja, deve ser minimizado, utilizado e/ou
reciclado de maneira ambientalmente correta segundo a politica nacional de
residuos solidos Lei 12.305.

A maioria das ETAs lanca seus residuos nos cursos d’ agua contrariando a
legislacdo ou armazenam em leiras na prépria area da ETA. Sendo assim,
alternativas econdmicas e tecnicamente viaveis, além de ambientalmente vantajosas
sdo necessarias para uma destinagao final adequada do lodo de ETA.

O lodo de ETA in natura ndo apresenta caracteristicas adequadas para sua
aplicacdo em solos, devido a alta umidade, composicdo argilosa, baixa quantidade
de matéria organica e baixa relagdo carbono e nitrogénio (C/N). Quando aplicado
isoladamente, ocasiona a compactacdo do solo, impedindo o crescimento das
plantas.

No Brasil ainda ndo existe lei que regulamente a utilizacdo do lodo de ETA em
solos. Contudo, a utilizacdo desse material agregado a outros materiais, como
vinhaga e bagaco de cana-de-agucar, podera melhorar a estruturagéo e adicionar
carbono ao lodo de ETA que, apés um tratamento utilizando fungos do género
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Pleurotus podera apresentar caracteristicas para ser utilizado de maneira benéfica
na agricultura.

O interesse na producdo de compostos organicos a partir de residuos
industriais, tais como o lodo de ETA tem crescido como alternativa de destinacao
adequada e na reducao do volume do passivo ambiental, promovendo sua utilizacao
na obtencdo como produto organico para uso agrondmico. Ha diversas formas de
tratamento para os efluentes, sendo que o biologico utiliza microrganismos com
capacidade de degradar compostos toéxicos no ambiente.

As pesquisas de degradacdo de compostos quimicos tém mostrado varios
microrganismos extremamente versateis capazes de degradar substancias
recalcitrantes. Os caminhos atuais da biotecnologia indicam os fungos do género
Pleurotus degradadores de lignina, eficientes na degradacdo de uma grande
variedade de compostos toxicos e de corantes, com alto potencial de acdo na
recuperacéo de ambientes contaminados.

A escolha desse género foi baseada na afinidade de crescimento do fungo no
bagaco e na vinhaca de cana-de-acUcar, por serem considerados bons
degradadores de celulose, hemicelulose e lignina e, sendo do grupo de cogumelos
comestiveis, ndo produtores de toxinas, além de serem produzidos em larga escala
e seus residuos de producdo comercial de Shimeji servirem de indculo para
degradacéao de poluentes.

Apoés a formulacdo da mistura e seu tratamento em laboratério é necessario
avaliar a viabilidade de utilizagdo do material obtido. Para isto, existe uma variedade
de testes biolégicos para a avaliacdo da fitotoxicidade de materiais potencialmente
toxicos antes de determinar os valores limites de aplicacdo ao solo. A norma I1SO
11269 (2014) descreve um método para avaliar os efeitos de poluentes por meio da
emergéncia e do crescimento inicial de vegetais superiores, comparando com uma
testemunha (ensaio em branco).

Com a perspectiva de associar o lodo de ETA aos subprodutos da industria
canavieira, que sao materiais organicos e estdo bastante disponiveis em
areas de usinas de agucar e alcool, principalmente no estado de Sao Paulo, a
vinhagca e o bagaco foram utilizados como matéria prima na formulagdo de uma
mistura organica. O objetivo deste estudo foi caracterizar o lodo gerado em ETA

guanto a sua toxicidade utilizando plantulas de milho e avaliar seu potencial de
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utilizacdo segura na agricultura, apds adicionar matéria organica e realizar o

tratamento com Pleurotus visando uma destinacao final adequada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estacao de tratamento de agua e geracao do lodo

A Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) é o local das instalacbes e
equipamentos destinados a realizar o tratamento da agua bruta advinda dos
mananciais e transformar em agua potavel para o consumo humano dentro dos
padrbes de potabilidade segundo a Portaria 2914 de 2011 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011).

O servico de agua e esgoto de Piracicaba — SP possui trés estacdes de
tratamento de agua sendo que a ETA Capim Fino trata aproximadamente 1.500
litros de &gua por segundo captada do rio Corumbatai, sendo responsével por 90%
da producédo da agua distribuida na cidade.

O rio Corumbatai representa o principal manancial de abastecimento da
cidade de Piracicaba — SP, esta localizado na porcao centro-leste de Sao Paulo a
170 Km da capital paulista, sua nascente esta localizada na cidade de Analandia,
abrangendo os municipios de Analandia, Corumbatai, lItirapina, Ipeluna, Santa
Gertrudes, Rio Claro, Rio Claro, Charqueada e Piracicaba, sendo considerado
Classe Il (CETESB, 2010), exigindo, portanto, tecnologias de tratamento de ciclo

completo (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma geral do tratamento de agua — ETA 3 Capim Fino (Fonte:
SEMAE, 2005)

No Brasil cerca de 80% das ETA utilizam o tratamento do tipo convencional,
compreendendo os seguintes processos (SEMAE, 2005):

- Mistura rapida: processo de adicdo e homogeneizacdo dos coagulantes
quimicos em toda a massa de agua bruta. Alguns dos principais coagulantes
quimicos utilizados no tratamento de agua séo sulfato de aluminio, sulfato férrico,
cloreto férrico, cloreto de polialuminio (DI BERNARDO; DANTAS, 2005a; SEMAE,
2005). Nessa fase inicial do tratamento, pode-se realizar uma dosagem de cloro
(pré-cloracao) para desinfeccdo e oxidagdo de metais e matéria organica presentes
na agua bruta, além do ajuste de pH de coagulacgao;

- Coagulacgéo/Floculacdo: apos a adicdo do coagulante, inicia-se uma reagao
que dara origem a um material floculavel e gelatinoso, com propriedade de agrupar
as particulas em suspensdo na agua, juntamente com a matéria coloidal
(microrganismos, corantes, argilas, matéria organica), formando os flocos. Esse
processo ocorre nas camaras de floculagédo, que séo tanques de concreto providos
de agitadores de baixa rotacao;
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- Decantacao: a 4gua floculada € encaminhada a grandes tanques, chamados
decantadores. Nesses tanques, a agua é conduzida em velocidade muito baixa, de
forma que os flocos formados se sedimentam, promovendo a clarificacdo da mesma;

- Filtracdo: a agua clarificada sai dos decantadores e é conduzida para 0s
filtros, que s&o unidades de escoamento descendente, contendo estratos de
materiais granulares com granulometria apropriada, geralmente camadas de carvao
antracito, areia fina, areia grossa, pedrisco e pedregulhos. Essa etapa representa o
processo final de remocao de particulas suspensas e coloidais e de microrganismos
remanescentes dos decantadores (DI BERNARDO; DANTAS, 2005a).

Apés a filtracdo, a adgua pode ainda receber produtos quimicos para a
correcdo de pH (para evitar problemas de incrustacdo ou corrosdo nas tubulacdes
da rede de distribuicdo), fluoretacdo (dosagem de fllor para protecdo contra as
caries dentarias) e deve passar por processo de desinfec¢do (para inativacdo de
microrganismos patogénicos). O cloro representa o agente desinfetante mais
utilizado em aguas de abastecimento. Ao final de todas as etapas, a agua devera
estar dentro do padrdo de potabilidade exigido pela legislacdo vigente e pode ser
distribuida para a populacdo (DI BERNARDO; DANTAS, 2005a).

O lodo acumulado no fundo das lagoas de decantacao (Figura 2) é removido
manualmente, trés a doze vezes por ano, algumas ETA possuem sistemas
hidraulicos ou equipamentos de remocdo que possibilitam a retirada do lodo dos
decantadores (DI BERNARDO; DANTAS, 2005b).

Figura 2 - Lagoa de decantacédo da ETA Capim Fino, Piracicaba — SP
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Na ETA Capim fino, apés a remog¢do manual do lodo dos decantadores o
mesmo é direcionado para a estacdo de tratamento de lodo (ETL) para a adicao de
polimeros de acrilamida como agente floculador, sendo centrifugado para a remocéao
da agua e disposto em leiras em areas cobertas e impermeabilizadas para sua

secagem ao ar livre, permanecendo por anos (Figura 3).

{r ot
ivet

Figura 3 - Estacao de Tratamento do Lodo da ETA Capim Fino (a) Centrifugacéao;
(b) Adicéo de acrilamida; (c) Despejo do lodo para secagem

A quantidade de lodo gerada pela ETA Capim Fino ndo é controlada, mas é
estimada a producdo de 1,2 toneladas por dia, dependendo da quantidade e
gualidade de sdlidos suspensos presente nas aguas sendo de 0,3 a 1,0% do volume
de 4gua tratada (MESSIAS, 2013). As caracteristicas dos residuos gerados na ETA
podem variar em funcgéo da:

a) qualidade da agua bruta;

b) técnica de tratamento da agua,

¢) método de coagulacgéao;

d) quantidade e tipos de produtos quimicos para o tratamento da agua;

e) local de geracéo (decantador, floculador, filtros, etc.) e,

f) Tempo de limpeza dos decantadores e dos filtros.

O lodo originado do tratamento de agua consiste de particulas contidas na
agua, tais como:

a) microrganismos;

b) solidos orgéanicos e ndo organicos;

c) solidos do préprio coagulante e dos produtos utilizados no tratamento da

agua.
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2.2 Classificacao, composicao e destinacao do lodo de ETA

A normativa ABNT NBR 10.004 (2004) para residuos sélidos classifica o lodo
de ETA como um residuo solido, que deve ser minimizado, reutilizado e/ou
reciclado, sendo necessario ser tratado e disposto de acordo com as
recomendacdes de descarte dos residuos solidos, classificado como residuo classe
Il A —né&o inerte.

O lodo é um residuo de granulometria fina e possui maior capacidade de
retencdo e adsorcdo de elementos quimicos, quando o mesmo esta parcialmente
desidratado, apresenta aspecto pastoso, que dificulta a difusdo do ar (TEIXEIRA;
MELO; SILVA, 2005).

De acordo com Messias (2013) o lodo de ETA possui caracteristicas de
composi¢do quimica e fisica mais similar aos solos do que comparado com o lodo
de esgoto. Sendo o nitrogénio e o carbono organico no lodo de ETA mais estaveis,
menos reativo e em menores concentracdes. Pois, 0 mesmo é composto por agua,
sélidos, nutrientes, matéria organica, areia, argila, silte, organismos e
microrganismos. E caracterizado por alta umidade, baixa relacdo C/N e elevadas
concentragfes de elementos quimicos como aluminio, ferro e manganés (BOTERO
et al., 2009).

O lancamento de efluentes nos corpos hidricos é regulamentado pela
resolucdo 357 CONAMA (2005), que foi alterada pela resolugcdo 430 CONAMA
(2011) que para ser descartado o mesmo deve ser analisado quanto as suas
propriedades fisica, quimica e biol6gica, antes da destinacdo. Segundo esta
resolucdo, os efluentes em corpos hidricos ndo devem possuir sélidos
sedimentaveis acima de 1m/L em teste de 1 h em cone “Inmhoff”. Por outro lado, a
destinacdo em corpos hidricos proximo a ETA vem ocorrendo ha muitos anos,
agregando aos cursos d’agua elevadas concentracBes de elementos quimicos e
solidos.

Apdés o desaguamento e a desidratacdo do lodo, a disposi¢cdo final dos
residuos gerado na ETA vem sendo realizada por meio de: disposicdo em aterro
industrial, disposi¢céo no solo, langamento em rede de esgoto, uso em materiais de
construcéo e as vezes com recuperacdo do coagulante presente no lodo (TEIXEIRA,
MELO; SILVA, 2005; BOTERO et al., 2009; MESSIAS, 2013).
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As disposicdes em aterros industriais, nos solos e/ou incineracdo devem ser
escolhidas como ultima opgdo, uma vez que o lodo pode causar direta ou
indiretamente a poluicdo atmosférica, terrestre e aguatica, assim como
sobrecarregar o ambiente receptor (REALI; 1999; RICHTER, 2001).

Segundo Carvalho e Carvalho (2001) e Rocha (1999), o Brasil ainda né&o
possui uma legislacdo especifica para a disposicdo final de lodos. Quaisquer
medidas que forem tomadas existe a necessidade de regulamentacdo por meio de
normas e leis para a determinacdo de padrdes e diretrizes a serem seguidos, como
€ 0 caso da CETESB (1999), SANEPAR (1997) e da Comunidade Econdmica
Europeia que possuem suas diretrizes especificas para a destinacdo dos
biossolidos.

A resolucdo 357 CONAMA (2005) define os critérios e os procedimentos, para
uso agricola, de lodos gerados em estacdo de tratamento de esgoto (ETE) e seus
produtos derivados. O artigo 1° dessa resolugcdo estabelece critérios e
procedimentos visando os beneficios a agricultura e evitando riscos a saude publica
e ao ambiente. Nessa resolucdo ndo é mencionado o destino dos residuos gerados
em ETA.

Para a aplicacdo dos biossolidos na agricultura €& necessario a
regulamentacao da atividade, para que estes possam ser aplicados de forma segura
para a populacéo e para o ambiente. Segundo Tsutiya (2001), a experiéncia mundial
tem mostrado que, quando os biossélidos sdo aplicados na agricultura, obedecendo-
se as diretrizes fixadas para seu uso, ndo foi constatado efeito adverso a salde ou
ao ambiente decorrente da aplicacdo do biossoélido, apesar das diretrizes variarem
consideravelmente em paises que o utilizam na agricultura (CETESB, 1999; USEPA,
1993).

Quando um biossélido atender aos padrées de qualidade e for devidamente
registrado, sera aplicavel a legislacédo federal enquanto que as normas da CETESB
se restrigem aos residuos de tratamento biolégico ndo enquadraveis na legislacao
federal (ROCHA, 1999).

A Resolucédo P4.230 (CETESB, 1999) estabelece os critérios e procedimentos
para aplicacdo de biossélidos industriais em solos agricolas com base: a) Quanto a
composicdo do lodo; estabelece concentragbes permissiveis de alguns metais
pesados; b) Quanto a persisténcia de matéria organica do lodo e, ¢) Quanto ao

tratamento do lodo.
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A presenca de metais pesados em biossolidos € um dos fatores que pode
limitar o uso deste residuo no solo agricola. A norma da CETESB (1999) limita as
concentracfes maximas de metais no residuo, a taxa maxima de aplicacdo anual e
acumulada com o objetivo de evitar danos ao ambiente. Nessa norma, foram
utilizados os mesmos limites adotados nos Estados Unidos (USEPA, 1993) que
foram obtidos a partir de um estudo conhecido como avaliagdo de risco e foram
avaliadas todas as possiveis rotas que 0S metais podem seguir ao serem
adicionados ao solo.

As ETA utilizam muitos elementos quimicos, mas também descartam grande
guantidade de elementos metalicos como cadmio, chumbo, cobre, niquel, zinco,
manganés, aluminio e ferro (WILSON; PYATT, 2007; KHAN et al., 2008).

Dentre os elementos quimicos encontrados na natureza, como o Fe, Zn, Mn,
Cu, Co, Mo e B séo considerados essenciais aos seres vivos por participarem dos
processos fisioldgicos da cadeia respiratéria. Os elementos B, Fe, Zn, Cu, Mn e Ni
sd0 essenciais por agirem como cofatores enzimaticos de plantas, animais e
microrganismos. Por outro lado, os elementos como Hg, Pb, Cr e o Cd ndo possuem
funcdo biologica conhecida e comumente apresentam efeitos deletérios a fauna e
flora (MENZIES; DONN; KOPITTKE, 2007; RODRIGUES et al., 2010).

Os metais considerados macro e micronutrientes (metais essenciais), quando
encontrados em concentracdes elevadas, podem ser toxicos a diversos organismos
vivos incluindo a espécie humana (MALAVOLTA et al., 2006; ZHAO; MCGRATH,;
MERRINGTON, 2007).

O potencial toxico do lodo de ETA depende principalmente do teor e
gualidade dos elementos quimicos presentes, além das caracteristicas fisico-
guimicas e das condicdes em que estes residuos sao dispostos (BARROSO;
CORDEIRO, 2001). Segundo os mesmos autores, alguns metais, como cobre, zinco,
niquel, chumbo, cadmio, cromo e manganés e, em especial, o aluminio, podem estar
presentes no lodo de ETA, que dependendo da sua concentracdo podem ser
toxicos, podendo apresentar efeitos positivos ou negativos nas técnicas de
tratamento, disposicéo final e até mesmo, na utilizagao do lodo.

Diante das alternativas citadas para a disposicdo final deste residuo, a
reciclagem na agricultura vem se destacando como melhor opgao, tanto pela
adequacado sanitaria e ambiental quanto pela viabilidade econémica, desde que o

residuo atenda padrdes minimos de qualidade. O processamento destes residuos e
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sua transformacdo em insumo agricola por meio de um tratamento biolégico

apresenta-se como uma eficiente alternativa de utilizagéo.

2.3 Tratamento biologico do lodo

Para a elaboracdo de um composto, 0 mesmo deve passar por um processo
de tratamento. A técnica da compostagem € um processo biologico de
transformacdo da matéria organica. E definido como um conjunto de procedimentos
gue possibilitam a modificagdo em tempo relativamente reduzido, mas sob controle e
monitoramento técnicos rigorosos, embora relativamente simples, de rejeitos
organicos biodegradaveis em um “material orgénico”. Isto €, um complexo de
materiais organicos estabilizados ou mineralizados que pode ser vantajosamente
utiizado como fertilizante e/ou condicionador de solos agricolas (VERAS;
POVINELLI, 2004).

Segundo Tsutiya (2001), a compostagem é um processo de degradacao
aerobia, natural ou induzida por agentes inoculantes, no qual a matéria organica se
decompde ou se transforma sob a acado de microrganismos.

O processo de compostagem é eficiente na reducdo da quantidade de
residuos gerados, pois transforma diferentes tipos de residuos em adubo,
proporcionando melhorias nas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e biolégicas
guando adicionado ao solo (COELHO, 2008). Porém é pouco divulgada no Brasil
pela falta de conhecimentos sobre os beneficios de utilizacdo destes compostos.
Esse processo, parece ser uma alternativa natural e viavel para o tratamento do lodo
de ETA, visto que pela elevacdo da temperatura promove a desinfeccdo do residuo,
tendo como produto final um insumo de alto valor agronédmico, apresentando-se
como alternativa para a utilizagdo conjunta com outros materiais organicos como o
bagaco de cana-de-acucar, capim seco, folhas secas, podas de arvores, palha e
farelo de arroz e de outras culturas (MORELLO et al., 2011).

De acordo com a USEPA (1993), o produto da compostagem tem sido
utilizado como condicionador de solos ou em aplicacdes agricolas. Os objetivos
desta técnica tém sido a destruicdo de patdégenos, remocao da umidade do lodo por
meio da mistura e remoc¢éao de soélidos volateis.

A compostagem combina varios tipos de residuos de modo a respeitar certos

parametros fisico-quimicos como aeracao suficiente, relacdo C/N = 20, umidade
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entre 55 e 65%, pH préximo da neutralidade e estrutura porosa, que permita a
circulacao do ar (KIEHL, 2012).

Segundo o decreto 8.384 do Ministério da agricultura (BRASIL, 2014), dispde
sobre a inspecdo e fiscalizacdo da producdo e do comércio de fertilizantes,
corretivos, inoculantes ou biofertilizantes destinados a agricultura, alguns parametros
devem ser atendidos para a comercializagdo de um fertilizante organico, como o pH
préximo a 6,0 e relagdo C/N = 18.

Silva, Melo e Teixeira (2005), utilizando lodo de ETA em estudos de
recuperacdo de area degradada por mineradora de cassiterita, verificou aumento do
pH do solo e dos teores de calcio e ferro. O autor relata que o uso do lodo de ETA
como fertilizante pode ser viavel porque contém determinados nutrientes para as
plantas. No entanto o nitrogénio ndo deve ser utilizado como critério para definir as
doses de aplicacdo, jA este se encontra em baixa concentracdo neste tipo de
residuo.

As vantagens dessa utilizacdo promovem: o0 aumento da aeracao,
estruturacdo, do pH, adicdo de tracos minerais e na capacidade de retencdo de
liguidos nos solos. Em solos com deficiéncia em ferro, o lodo pode promover o
aumento da concentracao desse elemento (AWWA, 1996; SABOGAL-PAZ, 2007; DI
BERNARDO; DANTAS, 2005a).

Morello et al. (2011) realizou a compostagem do lodo de ETA utilizando
residuos de poda urbana. Santos (2014) utilizou a vinhacga, o bagaco de cana-de-
acucar e fungos do género Pleurotus na formulacdo de uma mistura e avaliou a
toxicidade por meio de testes ecotoxicoldgicos utilizando o elutriatro da amostra na
sensibilidade dos seguintes organismos: Daphia similis, D. magna, Hydra attenuata
e Raphidocelis subcapitata.

Desse modo, na perspectiva de realizar o tratamento do lodo de ETA, utilizou-
se o principio da técnica de compostagem e alguns parametros basicos como
umidade, pH, condutividade elétrica, algumas analises quimicas e de elementos
qguimicos entre outras, que devem ser avaliados durante o processo de obtencdo de
um material organico e 0 enriquecimento com outros materiais que possam
complementar suas caracteristicas estruturais e nutricionais, adicionando
microrganismos que possam atuar na degradacdo da mistura durante o tratamento

bidlogico.
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2.3.1 Composicao da mistura: lodo de ETA, bagaco e vinhaca

Para a elaboracdo de uma mistura, o lodo de ETA foi agregado com bagaco
de cana-de-aclcar e com a vinhaca que foi utilizada na complementacdo de
elementos nutricionais e correcdo da umidade e, os fungos degradadores de
residuos.

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acUcar, sendo que a
expansao do setor sucroenergético aumentou as areas de plantio (ABREU JUNIOR
et al., 2005), assim como os volumes de residuos, como a vinhaca e o bagaco, que
podem ser utilizados na agricultura como fonte de nutrientes, reduzindo a
contaminag¢do ambiental e os custos com adubacao.

A pratica da adubacdo organica utilizando esses subprodutos é de extrema
importancia e relevancia, uma vez que a induastria gera diversos residuos que
apresentam potencial técnico e econdmico para a aplicagdo em cana-de-acucar.
Entretanto, o conhecimento da composicdo e dos possiveis usos desses materiais
na agricultura possibilitou sua utilizacdo na forma de fertilizantes organo-minerais e
fertirrigantes. 1sso proporcionou menor impacto e relevante economia na adubagéo
de canaviais (LUZ; VITTI, 2008).

O bagaco de cana-de-aclUcar € um dos muitos residuos lignoceluliticos
provenientes da agricultura que apresenta potencial de matéria prima principalmente
como fonte de energia pela sua gqueima (SCCOL; VANDENBERGHE, 2003;
PATTRA et al., 2008), amplamente disponivel e de baixo custo.

Pompeu (2010) descreve que a composicao média do bagaco € a seguinte:
45% de celulose; 25% de hemicelulose e 20% de lignina e o restante séo
substancias categorizadas como componentes estranhos.

Além das caracteristicas citadas acima, o bagaco, como mostrado pelo
trabalho de Aguiar Filho, Ferreira e Monteiro (2010) e Silva (2014) apresenta-se
como material promissor para o crescimento de fungos basidiomicetos ligninoliticos
e para a expressao de enzimas. O bagago também pode é considerado um material
de interesse biotecnoldgico pela sua capacidade de adsorver diferentes moléculas.

A vinhaca, proveniente da destilacédo final do alcool etilico, apresenta em sua
composicdo 94-97% de agua, matéria organica, potassio, calcio, magnésio e
enxofre. Apresenta coloracdo escura, devido a presengca de melanoidinas de

elevado peso molecular formado por compostos fendlicos. Estes compostos séo
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altamente recalcitrantes e permanecem no ambiente, mantendo propriedades
antioxidantes (FERREIRA et al., 2011).

Segundo Freire e Cortez (2000), a vinhaca contém bastante matéria organica,
pH acido, elevada corrosividade, elevada demanda quimica de oxigénio (DQO) e
demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Todas essas caracteristicas citadas acima,
promove o aumento da populagdo microbiana no solo e a matéria organica contida
em sua composicdo que € metabolizada por fungos que neutralizam a acidez
permitindo a proliferacdo bacteriana responsavel pela mineralizacdo e imobilizacédo
do nitrogénio, nitrificacdo, desnitrificacdo e fixacdo biologica (SILVA; COELHO,
2006).

A utilizacdo da vinhaca associada com a matéria organica (bagaco) podera
melhorar as condicfes fisicas do lodo e a mobilizacdo de nutrientes, devido aos
carboidratos presentes em sua composicdo que favorecerdao o crescimento do
Pleurotus que possuem um sistema lignoceluliticos formado por enzimas capazes de
desestabilizar a estrutura da lignina, degradando assim o bagaco, liberando
compostos que podem ser utilizados por outros organismos (CHAGAS; DURRANT,
2001; CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Portanto, esses materiais associados ao
lodo, podem ser utilizados como matéria prima e aumentar a capacidade de

degradacao dos compostos toxicos pelos fungos do género Pleurotus.

2.3.2. Utilizac&o dos fungos do género Pleurotus no tratamento

Os fungos do género Pleurotus, sdo comestiveis, de alto valor nutricional, rico
em proteinas, fibras, hidratos de carbono, vitaminas e minerais. Ainda, estes fungos
exibem propriedades terapéuticas como antiviral, antitumoral, inducdo de atividades
imunolégica, antioxidante, antimicrobiana e antiproliferativa (MODA, 2003).

Esses fungos apresentam grande potencial de cultivo no Brasil em razdo de
sua maior rusticidade e facilidade de cultivo (menos exigentes em relagao ao clima).
S&80 encontradas varias espécies comestiveis entre elas, a P. ostreatus.
Praticamente qualquer substrato organico pode ser utilizado para cultivo do
Pleurotus spp. Normalmente sdo utilizados residuos agroindustriais com elevada
relagdo C/N entre 80-100:1 (SILVA; ESPOSITO, 2004).

Os fungos da degradacdo branca, também conhecidos assim, sédo

responsaveis pela degradacdo de compostos lignocelulésico ou pela remocéo
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simultanea de todos os componentes ou seletiva de lignina e polioses, mantendo a
celulose praticamente intacta (FERRAZ et al., 2000).

Segundo Ferraz (2004), para iniciar a degradacdo dos materiais
lignoceluldsico os fungos promovem a penetracdo de suas hifas no limen das
células vegetais. Essas hifas tém por finalidade a producdo de grande diversidade
de metabdlitos extracelulares, os quais atuam na degradacdo da parede celular
vegetal. Castro et al. (2004) relatam que os fungos da podriddo branca decompdem
enzimaticamente o substrato, convertendo-os em CO; e agua para utiliza-los em seu
metabolismo. Gao et al. (2010) também relataram que este grupo se destaca em
relacdo a outros fungos pois suas enzimas tém toler&ncia a baixas temperaturas e
recebem menos influéncia negativa da microbiota do solo.

Em funcédo de sua reproducéo e crescimento, os fungos adaptam-se em uma
grande variedade de substratos, permitindo a bioconversédo do substrato residual em
biomassa microbiana, sendo esta utilizada para extracdo de proteinas, lipideos,
acidos nucléicos ou também para uso direto em racdo animal (TAVARES et al.,
1998; BONATTI, 2002; CASTRO et al., 2004; DONINI; BERNARDI; NASCIMENTO,
2006; SARTORI et al., 2014).

Essa habilidade permite a utilizacdo destes fungos em muitos processos
biotecnolégicos a fim de degradar substratos lignocelulésicos, e muitas vezes, serem
utilizados como substratos para a producdo de cogumelos comestiveis ou ainda
para producdo de biomassa flngica a ser empregada em processos industriais
(SILVA; COELHO, 2006).

A capacidade dos fungos se adaptarem rapidamente, estd relacionado ao
metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia, deve-se a producdo de
enzimas intra e extracelulares, ndo especificas, capazes de degradar uma série de
compostos poluentes persistentes no solo e em sedimento, tais como:
hidrocarbonetos  aromaticos  policiclicos, atrazina, dioxinas, pesticidas,
organoclorados, corantes téxteis; elementos quimicos como ferro e potassio e
alguns metais pesados, explosivos e polimeros complexos (MENEZES, 1997,
COHEN; PERSKY; HADAR, 2002; SILVA; ESPOSITO, 2004; DELLAMATRICE et
al., 2005).

As enzimas produzidas por Pleurotus que atuam na degradacao de ligninas,
incluem lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase (JORGENSEN et al.,
2005).
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Muitos grupos de pesquisa vém estudando o uso destes fungos ou de suas
enzimas em uma grande variedade de processos biotecnoldégicos como
bioclareamento, eliminacdo de fases em industrias de papel e celulose, pré-
tratamentos de biomassa lignocelulosica para producdo de biocombustiveis,
biorremediacdo do solo, degradacéo e descoloracao de efluentes, uso como aditivos
na alimentacdo, cosméticos e industrias téxteis ou até mesmo na sintese de
compostos organicos (BARR; AUST, 1994; PEREZ; MORALEDA-MUNOZ, 2011).

A medicina tradicional associa ao género algumas propriedades medicinais e,
assim como apresentado na revisdo de Wasser e Weis (1999), diversos estudos
caracterizaram polissacarideos com atividade imunomoduladora, antitumoral,
antibidtica, antiviral, hematoldgica, dentre outras.

Segundo Ferreira (2009) e Souza (2012), Pleurotus spp. pode promover a
degradacao e descoloracdo da vinhaca, reduzindo parametros como pH, turbidez,
DQO (demanda quimica de oxigénio), DBO (demanda bioquimica de oxigénio),
fendis, condutividade elétrica e elementos quimicos como o ferro e o potassio.

Segundo Krienitz e Bock (2012) a linhagem P. sajor-caju CCB020 foi a que
apresentou resultados promissores na reducdo da toxicidade da vinhaca, na
descoloracdo, degradacdo de compostos, ocorrendo a desintoxicacao, melhorando
sua qualidade, podendo a mesma ser utilizada como agua de reuso.

Autores relatam que o mecanismo de descoloracdao envolve primeiramente a
absorcao de pigmentos pelo micélio durante o crescimento fangico e finalmente a
acumulacdo extracelular no citoplasma. Consequentemente, as enzimas
intracelulares atuam na degradacdo e/ou absorcdo em células como
macromoléculas (FERREIRA et al., 2011; SOUZA, 2012).

Outros estudos mostram que alguns fungos tém a capacidade de adsorcao de
fendis e clorofendis presentes em residuos agroindustriais (DENIZLI et al., 2005).
Da mesma forma, Pleurotus spp. age na degradacéo dos residuos como o bagaco
por meio de hidrolise enzimética das ligacdes glicosidicas das cadeias de
celulose em um ataque ao polimero da lignina. Estas fibras de celulose geralmente
fixam outros polimeros, como hemicelulose. Durante o processo de degradacgao, o
bagaco é convertido em fibra e em muitos tipos de acgUcares, que podem ser
disponibilizados para as plantas e outros organismos (ESPOSITO; AZEVEDO,
2004).
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2.3.3 Enzimas ligninoliticas

Os fungos ligninoliticos sdo muito utilizados por apresentarem um sistema
enzimatico ligninolitico, com alto potencial redox, proporcionando a expressao das
enzimas em altas concentracdes de poluentes, o suficiente para inibir a atividade ou
0 crescimento de outros microrganismos (SILVA, 2014).

Para a biodegradacédo da lignina, requer o atague de enzimas inespecificas,
capazes de clivar diversos substratos, possibilitando sua atuacdo sobre uma ampla
gama de poluentes (BARR; AUST, 1994).

Segundo Ferraz (2004) a funcdo de cada enzima no conjunto de reacdes que
leva a mineralizacdo da lignina ndo esta bem estabelecida, porém, de modo geral,
estas podem ser divididas entre fenoloxidases (lacases e peroxidases) e enzimas
produtoras de H,O; (glicose, oxidase, glioxal oxidase e metanol oxidase).

As principais enzimas ligninases pertencem a trés grupos: lacases (EC
1.10.32), manganés peroxidase (MnP — EC 1.11.1.13) e peroxidases — (EC
1.11.1.17), sendo estas expressas pelos basidiomicetos em diferentes proporc¢des.
(COHEN; PERSKY; HADAR, 2002).

2.3.3.1 Lacases

As enzimas da familia lacase (benzenidiol: oxigénio oxidoredutases) séo
oxigenases contendo cobre gque usam como substrato orto- e para-fendis e séo
importantes na degradacdo de moléculas derivadas da degradacdo da lignina.
Oxidam principalmente compostos fendlicos, agindo na clivagem de cadeias laterais
e anéis aromaticos das porcdes fendlicas da lignina e estdo envolvidas em outras
funcdes, como protecdo contra o estresse, interacbes planta-patbgeno e
morfogénese (DURAN; ESPOSITO, 2000; GIARDINA et al., 2010; MOORE;
ROBSON; TRINCI, 2011).

De acordo com Giardina et al. (2010), as lacases formam o maior subgrupo
de oxidases azuis multicobre. Em seus trés sitios ativos ocorre a presenca de
atomos de cobre, que catalisam a oxidacdo de uma ampla gama de substratos
aromaticos (polifendis, poliaminas, ions inorganicos, orto e para-difendis, etc),

simultaneamente a reducéo de um oxigénio, dando origem a uma molécula de agua.
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Os &tomos de cobre das lacases apresentam-se como um atomo tipo 1
(Cu™), um &tomo tipo 2 (Cu®") e dois tipos 3 (Cu®*"). Os dois dltimos tipos se
arranjam em um “cluster” trinuclear. O cobre tipo 1 € o aceptor de elétrons primario
e, a partir dele, ocorrem guatro oxidacdes subsequentes ao fim das quais os elétrons
séo transferidos ao “cluster” trinuclear e ocorre a formagéo de agua pela redugéo do
oxigénio molecular (GIARDINA et al., 2010).

A sua capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros compostos
aromaticos, permite que as lacases sejam utilizadas em diversas aplicacbes
industriais como deslignificacdo, producdo de etanol, modificacdo de fibras da
madeira, clareamento de corantes em processos téxteis, sintese de produtos
quimicos/medicinais e remediacdo de solos e aguas contaminadas (DURAN et al.,
2002; FERREIRA, 2009; MOREIRA NETO et al., 2013).

Essa enzima é geralmente extracelular, encontrando-se ligada & membrana
celular (SZKLARZ et al.,, 1989). Sdo excepcionalmente verséateis, catalisando
reacdes com diferentes substratos, alguns destes recalcitrantes. Ainda, participam
de outros eventos ligninoliticos de grande importancia, como oxidacdo de unidades
ndo-fendlicas de lignina, a geracdo de H,O,, a formacdo de radicais hidroxilas e
producdo de Mn®*. Atua, também, na geracdo de formas de oxigénio reduzidas
(HOFER; SCHOLOSSER, 1999; GONZALES et al., 2002; SAPARRAT et al., 2002).

2.3.3.2 Peroxidase

As peroxidases sdo um grupo de enzimas oxidoredutases que catalisam a
reducdo do perdxido e a oxidacdo de uma variedade de substratos organicos e
inorganicos, sejam aromaticos ou ndo, em presenca de peroxidos (IKEHATA;
BUCHANAN; SMITH, 2004). Ocorrem em plantas, animais € microrganismos, esses
catalizadores, que possuem inumeras funcdes, variam de acordo com 0 grupo
taxondbmico. Algumas de suas fungBes sdo a oxidacdo de fendis, ligacdo de
polissacarideos e defesa contra patdgenos, estas também tém sido aplicadas em
analises clinicas, na espectrofotometria de biomoléculas e em imunoensaios
(NAKAYAMA; AMASHI, 1999; CAMPOS; SILVEIRA, 2003).

Diferentemente das lacases, as peroxidases possuem, COmo grupo prostético,
uma protoporfirina que contém ferro (I11). No primeiro estagio da catalise, o ferro (lll)

sofre oxidacao pelo peroxido, dando origem a um intermediario instavel (composto I)



39

e a uma molécula de &gua pela reducdo do peroxido. Numa segunda etapa, o
composto | oxida o substrato, dando origem ao composto Il e liberando um radical
livre. Posteriormente, o composto Il sofre reducdo por um segundo substrato, o que
permite a regeneracao do ferro (lll) e provoca a liberacdo de mais um radical livre
(HAMID; REHMAN, 20009).

A peroxidase atua diretamente na degradacao de fendis, por esse motivo é
muito utilizada no tratamento de efluentes, solos contaminados, residuos industriais
e produtos alimenticios (SILVA, 2014). Hamid e Rehman (2009) citam exemplos na
literatura do emprego dessas enzimas na remoc¢do de compostos arométicos em
solugbes aquosas e na descoloracédo de corantes. Ainda, relatam que as mesmas
apresentam capacidade de precipitar compostos nocivos pela inducdo da formacgéo

de polimeros mistos que sdo facilmente removiveis do efluente.

2.3.3.3 Manganés peroxidase

As peroxidases dependentes de manganés, ou manganés peroxidase (MnP)
sdo da familia de hemeprotéinas glicosiladas (MOORE; ROBSON; TRINCI, 2011).
Possui massa molecular de 45-47 kDa e é dependente de hidrogénio e do ion Mn*?
e a-cetodcidos como o lactato, os quais sdo responsaveis por estabilizar sua
atividade (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Segundo Ferraz (2004), o potencial de oxidacdo das MnP é suficiente apenas
para remover elétrons de estruturas fendlicas, ou seja, ndo atuam sobre estruturas
aromaticas néo fendlicas.

Seu mecanismo de acao é dependente de H,0,. O perdxido ativa a enzima e
produz um composto deficiente em elétrons que, para voltar a seu estado inicial
promove duas reducdes: primeiro elétron provém de uma estrutura fendlica,
enquanto que o segundo ndo esta diretamente ligado a atividade da enzima, mas €
proveniente de uma segunda estrutura fendlica que se oxidou pela reducdo do
composto formado entre o fon Mn®** e o oxalato (COHEN; PERSKY; HADAR, 2002;
FERRAZ, 2004).

A MnP gera Mn*3, um poderoso agente oxidante, que possui papel chave no
primeiro estagio de lignindlise. Este ion oxida determinadas estruturas aromaticas
ndo-fendlicas de lignina, resultando na formacdo de radicais livres que reduzem o

Fe™ e iniciam reacBes com o envolvimento de radicais hidroxilas. Durante a
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oxidacdo da lignina, o0 Mn*® é quelado e estabilizado por &cidos organicos, atuando
desta forma como mediador de baixa massa molecular. Esse sistema MnP é forte o
bastante para degradar ligacbes entre carbonos e estruturas ndo fendlicas de
lignina, pela subtracdo de hidrogénio do anel aromatico (HIGUCHI, 2004,
FERREIRA, 2009).

Uma cooperacéao “positiva” da MnP com outras oxidoredutases extracelulares
como a lacase, assim como MnP e celulases, resultaram no aumento da
despolimerizacao de lignina (HOFRICHTER, 2002; MOREIRA NETO et al., 2013).

Essas enzimas ocorrem em mais de uma forma molecular em uma mesma
espécie, em um mesmo tecido, ou até mesmo, em uma mesma célula. Por esse
motivo, a associacdo dos fungos aos materiais (lodo, bagaco e vinhaca), poderdo
aumentar a capacidade de degradacdo dos compostos organicos pelos

microrganismos durante o tratamento do lodo de ETA.

2.4 Avaliacdo do material tratado

Para a avaliacdo do potencial uso do material tratado, se faz necesséria sua
caracterizacdo, considerando alguns pontos como: a) matéria prima empregada e
suas caracteristicas (quantidade, tipo e origem); b) produtos acrescentados ao
processo (quantidade, tipo e etapa); c) regime de producdo (continuo, intermitente
ou sazonal); d) no caso de ser solido (tipo, quantidade do residuo); e€) aspectos do
residuo (estado fisico e temperatura); f) pré-tratamentos, assim como, a acidez ou
alcalinidade, condutividade elétrica e a presenca de odores, patdgenos e compostos
inorganicos e organicos toxicos (ABREU JUNIOR et al., 2005). Além disso, deve ser
feita com atencdo as caracteristicas do solo, da cultura e do clima (JAHNEL;
MELLONI; CARDOSO, 1999; CUNHA QUEDA, 2006).

Esse material estavel melhora as caracteristicas do solo, como a estruturacdo
do mesmo, através da adicdo de materiais organicos, a porosidade de solos
arenosos e calcarios é incrementada; aumenta a capacidade de retencdo de 4gua e
de nutrientes, nitrogénio, fosforo e potassio, melhora o arejamento, reduz a eroséao
(QUELHAS DOS SANTOS, 2003) e, de acordo com alguns estudos, diminui a
ocorréncia de determinadas pragas das plantas; aumenta a infiltracdo, reduz a
formacdo de gas metano que contribui para o aquecimento global, elimina os

excessos de fertilizantes inorganicos que acabam por contaminar os lencois de agua
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(ROSAS, 2002). E diminui o confinamento dos residuos orgéanicos biodegradaveis
em aterro, prevenindo os reconhecidos impactos ambientais negativos resultantes
desta pratica (ROSAS, 2002).

Trabalhos experimentais realizados com um composto organico permitiram
concluir que sua aplicacdo ao solo, aumentou seu pH, proporcionou melhores
condi¢des para que as plantas absorvessem menor quantidade de metais pesados
presentes no solo, uma vez que 0s mesmos sao mais soluveis em pH acido (KIEHL,
2012).

As faixas de aplicacdo de um composto variam de acordo com as
caracteristicas anteriormente citadas, incluindo a atividade agricola, a forma de
adubacdo, dentre outros aspectos. Desse modo, para cada uso do produto final da
compostagem é requerida uma taxa de aplicacdo especifica, por exemplo, nas
atividades agricolas, o valor médio de aplicacdo tém sido de 10 a 15 t/ha para
aplicacoes por lance (NETO, 2014).

Recomendacdes de aplicacdo de composto organico variam principalmente
com o tipo de matéria prima utilizada. De maneira geral, as taxas de aplicacao
variam de 25 a 100 t/ha, ndo sendo comuns doses mais elevadas. Tester (1990)
sugere a adicao anual de 100 t/ha de composto € suficiente para produzir colheitas
elevadas e induzir mudancas substanciais nas caracteristicas fisicas do solo.

Segundo Pereira (1985) a aplicacdo de composto organico nas culturas € em
média de 20 a 30 t/ha, exceto para milho que é recomendada a dose de 10 t/ha.

A avaliacdo de compostos organicos para uso agricola tem levado em
consideracdo apenas conteldo de elementos quimicos, principalmente metais
pesados, que podem estar presentes em concentracdes elevadas (KAPANEN;
ITAVAARA, 2001). Os mesmos autores sugerem que S8o necessarios estudos para
avaliar a toxicidade do composto antes de determinar os valores-limite para sua

aplicacao ao solo.
2.4.1 Teste de toxicidade com plantas
Segundo Tiquia, Tam e Hodgkiss (1996), a avaliacdo da toxicidade do

composto é um dos mais importantes critérios usados pelas agéncias ambientais do

mundo. A OECD (1984) recomenda testes de fitoxicidade na germinacdo de
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sementes e crescimento vegetal como as técnicas mais comuns na avaliacdo de
compostos e, entre as espécies de plantas.

O termo fitotoxicidade € normalmente associado ao fenbmeno de acumulacao
de uma substancia potencialmente nociva nos tecidos da planta a um nivel que afeta
0 seu crescimento e desenvolvimento da planta (BECKETT et al., 1977).

Existe uma variedade de testes bioldgicos para determinacgdo da fitotoxicidade
dos compostos que foram propostos para a monitorizacdo da qualidade do
composto (STOFFELLA; KAHN, 2004), como por exemplo, o teste de germinacéo e
o0 teste de crescimento de plantas.

Para a avaliacdo da qualidade de um composto e/ou de um solo contaminado,
ainda ha a possibilidade de avaliar os efeitos de poluentes na flora terrestre. A
norma ISO 11269-2 (2009; 2014), descreve como deve ser feito os testes para
avaliacdo dos efeitos de emergéncia e crescimento das plantas expostas a um
produto/material quimico ou orgénico, conhecido ou desconhecido, aplicado ao solo.
A norma sugere a aplicacdo do composto em até cinco concentracbes em mg/kg do
peso seco em escala de 10, incorporando-o0 ao solo e semeando
10 sementes de uma monocotiledénea ou dicotiledénea, apés 50% da germinacao
no vaso controle, é realizado o desbaste para cinco plantulas por um periodo de até
21 dias.

Segundo a SANEPAR (1997) as gramineas milho, trigo, cana-de-agUcar e
sorgo, pelas suas caracteristicas, sdo as culturas mais recomendadas e as que
melhor responderam ao uso de biossélidos.

Dentre as espécies padronizadas mundialmente pela ISO 11269-2 (2009) e
Fletcher (1991), o milho (Zea mays) é a monocotileddbnea mais testada,
caracterizada pelas diversas formas de sua utilizacdo, que vai desde a alimentacao
animal até a industria de alta tecnologia. Ele apresenta caule delgado,
raizes fasciculadas, germinacdo e crescimento relativamente rapido, cultivado ao
longo do ano, sendo muito comum sua utilizacdo em testes germinativos, de
crescimento e desenvolvimento de biomassa radicular e aérea e, adaptado as
condicbes climaticas do Brasil (MATA et al., 2011; MACHADO et al., 2012;
MESSIAS, 2013; SANTOS, 2014).

O teste de toxicidade revelard a possibilidade do uso do material tratado por
meio do crescimento das plantulas de milho que evidenciardo a ocorréncia de algum

efeito nocivo no tecido da planta, afetando seu crescimento e desenvolvimento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de material

As amostras de lodo foram coletadas nas leiras na ETA — Capim Fino de
Piracicaba, localizada no bairro Guamium, saida 27 da rodovia Fausto Santo Mauro
— SP 127, que liga Piracicaba a Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil no dia 3 de outubro de
2014. O lodo foi armazenado em sacos plasticos de polietileno em camara fria a
4°C. No mesmo dia, a vinhaca foi coletada na usina Iracema do grupo de usinas Séo
Martinho, no municipio de Iracemapolis, sendo realizada na saida da dorna de
fermentacdo, o material foi estocado em galdes de plastico de polietileno,
armazenada em camara fria a 4°C até a andlise.

As amostras de bagaco moida de cana-de-acucar foram cedidas pelo
Laboratério de Radiobiologia e Ambiente do CENA/USP, foram secas ao ar livre,
peneiradas em malha de 50 mm e armazenadas em latdo de aco hermeticamente

fechado.

3.2 Caracterizacao do lodo de ETA

As amostras foram secas em estufa a 35°C moidas e descompactadas em
peneira de malha de 2 mm e foram encaminhadas para o laboratério de andlise de
solos da ESALQ/USP.

O lodo foi analisado pelo método de fertiidade sendo os seguintes
parametros: o pH (CaCly); residuos minerais e matéria organica (MO) pelo método
de perda por ignicdo; MO compostavel pelo método titulométrico de dicromato;
nitrogénio total (NT) pelo método de digestao sulfurica de Kjeldahl; enxofre (S) pelo
método gravimétrico simplificado de cloreto de bario e, fésforo (P) pelo método do
vanadio e molibdato de ambnio. O potassio (K,0), célcio (Ca) e magnésio (Mg)
foram determinados por espectrometria de absorcdo atbmica em chama e analises
granulométricas conforme metodologias descritas no manual de métodos analiticos
oficiais para fertilizantes e corretivos IN 28 SP-5189-6 (BRASIL, 2013).

A gquantificacdo dos elementos quimicos pseudo-disponiveis como aluminio,
boro, bério, calcio, cadmio, chumbo, cobalto, cromo, cobre, enxofre, ferro, fésforo,

potassio, manganés, magnésio, molibdénio, niquel, silicio, sédio e zinco no lodo de
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ETA foi realizada no Laboratorio de Analises Ambientais do Departamento de
Ciéncia do Solo da ESALQ/USP por sistema de digestdo em micro-ondas e
deteccédo por espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) Thermo Scientific, modelo iCAP 6300 Duo, utilizando o método 3051a
SW-846 (USEPA, 2007).

3.3 Caracterizacao do bagaco

As amostras de bagaco de cana-de-aclcar foram secas em estufa de aeracao
forcada a 35°C, foram utilizadas 250 mg da amostra seca para a analise pelo
método de material organico, no Laboratorio de Analises de Solos na ESALQ/USP
sendo 0os mesmos parametros avaliados no lodo de ETA, conforme metodologia
descrita no manual de métodos analiticos oficiais para fertilizantes e corretivos IN 28
SP-5189-6 (BRASIL, 2013).

3.4. Caracterizacao da vinhaca

Na vinhaca foi analisada conforme metodologia para efluentes no Laboratério
de Analises de Solos da ESALQ/USP sendo analisados os parédmetros de: pH;
residuos minerais e MO pelo método de perda por ignicdo; NT pelo método de
Kjeldahl; S pelo método gravimétrico simplificado de cloreto de bario e, P pelo
método do vanadio e molibdato de aménio. O potassio (K,0), Ca e Mg foram
determinados por espectrometria de absor¢cdo atdmica em chama. O S foi
determinado pelo método gravimétrico com cloreto de bario conforme as
metodologias descrita no manual de métodos analiticos oficiais para fertilizantes e
corretivos IN 28 SP-5189-6 (BRASIL, 2013).

3.5 Cultivo e armazenamento dos fungos

As linhagens dos fungos P. sajor-caju CCB020 e P. ostreatus foram
selecionadas para a degradacdo de uma mistura constituida de lodo, bagaco e
vinhacga. A selecao foi realizada com base em trabalhos publicados na literatura e

pelos resultados de trabalhos anteriores realizados no Laboratério de Ecologia
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Aplicada do CENA/USP por Aguiar Filho, Ferreira e Monteiro (2010), Ferreira (2009);
Ferreira et al. (2011); Souza (2012) e Santos (2014).

Os fungos que fazem parte do estoque de culturas do laboratorio de Ecologia
Aplicada CENA/USP, foram cultivados e armazenados de acordo com a metodologia
de Bononi et al. (1995) em placas de Petri contendo meio MEA (extrato de malte e
agar) a 28°C em camara de crescimento tipo BOD por sete dias (Figura 4a).

Para a producao do inéculo de fungo, graos de trigo foram anteriormente pre-
hidratados em agua na proporcao de 2:1 (agua/trigo) por 24 horas. Apos isso, foram
lavados e cozidos por 30 minutos. Em seguida, os grdos foram tamponados com
0,2% de carbonato de célcio e 0,8% de sulfato de calcio na propor¢do do peso do
grao. Logo apds, os graos foram transferidos para sacos de poliestireno (10 x 15 cm)
com aproximadamente 100 g de grédo de trigo. Os sacos plasticos foram vedados
com tampé&o de algoddo e amarrados com barbante e, autoclavados a 121°C e 1
atm por 20 minutos. ApOs a esterilizagdo, os graos de trigo foram inoculados com
trés discos 10 mm de diametro dos fungos crescidos em placas de Petri contendo
meio MEA crescidos por sete dias a 28°C conforme metodologia de Bononi et al.
(1995) (Figura 4b).

Figura 4 - Cultivo e armazenamento dos fungos do género Pleurotus (a) Cultivo em
placa de Petri contendo meio MEA por sete dias; (b) Cultivo em grdo de trigo por
sete dias
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3.6 Composicao da mistura para o tratamento

O primeiro experimento foi realizado no laboratério de Ecologia Aplicada
CENA/USP, utilizando sacos plasticos de poliestireno (18x15cm) com diferentes
propor¢coes de lodo de ETA e bagaco. A Tabela 1 apresenta os valores dos
materiais, a relacao foi feita com base na matéria seca de lodo e bagaco, no entanto,
utilizou-se o lodo umido, com a mesma umidade em que € descartado pela ETA,
com aproximadamente 60-70%.

A umidade em cada saco plastico foi corrigida com a adi¢do de vinhacga para
60%, condic&o ideal para o crescimento do fungo conforme recomendacdes de Kiehl
(2012). O controle consistiu na mistura dos residuos na proporcdo de 0:1

(lodo/bagaco) sem a inoculacdo do fungo (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo das misturas em cinco proporc¢oes de L:B (lodo/bagaco)

Relacdo Lodo seco Bagaco Teor de agua no Correcao da
L:B seco Lodo uamido umidade 60%
0:1 0 100 ¢ 0 150 g de 4gua
1:1 50¢ 509 7549 73,5 g de vinhaga
1:2 33,39 66,7 g 49,95 g 98 g de vinhaca
1:3 25¢ 7549 375¢g 110,25 g de vinhaca
2:1 66,7 g 33,39 66,7 g 48,95 g de vinhacga

Os sacos foram vedados com tampéao de algodao e amarrados com barbante
e esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Apds atingir a
temperatura ambiente, a mistura foi inoculada com as espécies de fungo P. sajor-
caju e P. ostreatus, utilizando o in6culo preparado em gréo de trigo, separadamente
em cada saco plastico na proporcao de 5 g de fungo para 100g de material. Foram
mantidos por 12 dias a 28°C em camara de crescimento tipo BOD distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢oes.

Todo o experimento foi realizado em condi¢cdes de laboratorio, com o0s
residuos autoclavados, levando em consideracdo que fungos Pleurotus spp. ndo se
desenvolvem de modo eficaz quando outros organismos estdo presentes nos

residuos, conforme relatado por Heinfling et al. (1998).
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Para observar a agcdo e modo como agem essas espécies de fungos, optou-
se por esterilizar os residuos em autoclave antes da inocula¢éo dos fungos e foram
mantidos a 28°C, temperatura recomendada para o crescimento de Pleurotus spp.
sem revolvimento conforme sugerido por Souza (2012) e Santos (2014).

Apos 12 dias de crescimento fungico, tempo estabelecido por Souza (2012),
foram avaliados os parametros: pH; condutividade elétrica e umidade conforme
sugerido no manual de compostagem de Kiehl (2012). A atividade de trés enzimas
lignoceluliticas (lacase, peroxidase e MnP) foram analisadas em espectrofotdmetro

de microplaca Epock™

Biotech conforme metodologia utilizada por Souza (2012).
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (proporcdo x fungo) e as
médias foram comparadas por meio do teste de Bonferroni (P<0,01) utilizando o

programa estatistico Prism 5.

3.7 Tratamento com Pleurotus sajor-caju

O segundo experimento, foi realizado apos a definicdo da mistura e da espécie
de fungo que apresentou os melhores resultados. A mistura utilizada foi na
proporcao de 1:2 (lodo/bagaco), preparada conforme descrito no experimento acima,
em sacos plasticos de 30 kg, inoculada P. sajor-caju em delineamento inteiramente

casualizado com trés repeticbes por 60 dias a 28°C (Figura 5).

Figura 5 - Mistura 1:2 (lodo/bagacgo) apos 60 dias de incubacgéo
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Antes e ap0s a incubacdo com P. sajor-caju, amostras foram retiradas e
analisadas 0s mesmos parametros no experimento anterior (item 3.6), acrescidos
das analises de fertilidade iguais as realizadas nas amostras de lodo (item 3.2),
conforme metodologia do manual de métodos analiticos oficiais para fertilizantes e
corretivos IN 28 SP-5189-6 (BRASIL, 2013) e os elementos quimicos pseudo-totais
foram analisados por ICP-OES no Laboratério de Analises Ambientais do
Departamento de Ciéncia do Solos da ESALQ/USP utilizando o método 3051a SW-
846 (USEPA, 2007).

Subamostras antes da inoculagéo do fungo e apos 12, 24, 48 e 60 dias foram
retiradas para a avaliacdo da atividade das trés enzimas ligninoceluliticas conforme
metodologia utilizada por Souza (2012).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram
comparadas por meio do teste de Bonferroni (P<0,01) utilizando o programa
estatistico Prism 5.

3.8 Teste de toxicidade com Zea mays

O teste de germinacdo e crescimento vegetal com Z. mays foi baseado na
norma I1SO 11269-1 (1993) e 11269-2 (1994; 2009; 2014) e nos trabalhos de Natal-
da-Luz et al. (2009), Vaz (2010), Messias (2013) e Santos (2014).

O material tratado foi incorporado em amostras de solo do tipo Latossolo
Vermelho distréfico tipico (EMBRAPA, 2013) coletado no horizonte subsuperficial,
em uma area do campo experimental da Esalg/USP a 500 m da rodovia Luiz de
Queiroz (saida para Campinas). O solo foi seco ao ar por varios dias, seguido de
peneiramento manual (malha 3 mm). Uma subamostra foi caracterizada quanto sua

fertilidade pelo laboratério de analises Pirasolo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteriza¢do quimica do solo coletado na Esalg/USP, Piracicaba-SP

Determinacdes Solo

pH (CaCly) 4,30
MO g/kg 7,00
P g/kg 0,01
K mmol.dm™ 0,60
Ca mmol.dm™ 5,00
Mg mmol.dm™ 1,00
H* Al mmol.dm™ 34,00
Al mmol.dm™ 5,00
CTC mmol.dm®? 41,00
Sat. Bases (V%) 16,00
Sat. Al (m%) 43,00
S (S0O,4) mg/kg 25,00
Cu mg/kg 0,10
Fe mg/kg 3,00
Zn mg/kg 0,20
Mn mg/kg 2,20
B mg/kg 0,14

*MO= matéria organica; SB = soma de bases

A acidez do solo foi corrigida pelo método da elevacdo da saturagdo por
bases para 70%, de acordo com as recomendacdes de Raij et al. (1996), utilizando-
se carbonato de calcio (reagente analitico) com corretivo de acidez.

O material tratado foi aplicado nas concentracdes de 0; 1; 10 e 100 de
material/solo (g/kg) na base seca, nos vasos com capacidade de 2 kg, distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado com trés repeticbes em casa de
vegetacao.

Foram plantadas 10 sementes de Z. mays hibrido 2B433Hx da Dow
Agrosciences em cada vaso. A porcentagem de germinacgao foi avaliada durante os
cinco primeiros dias apos a semeadura do milho até a emergéncia de sete plantulas
no vaso controle (contendo apenas solo). Apdés esse periodo, foi realizado o
desbaste de todos os tratamentos, de forma aleatdria, totalizando cinco plantulas por

vaso (Figura 6).
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Figura 6 - Teste de toxicidade com Zea mays em casa de vegetacao

O experimento foi realizado em condicbes de casa de vegetagcdo com
temperatura aproximada de 30°C, a umidade do solo foi mantida em 50% da
capacidade de retencdo de agua, por meio da pesagem dos vasos e adicdo de agua
conforme metodologia descrita na norma ISO 11269-1 (1993).

Apés 14 dias da realizacdo do desbaste, as plantulas foram removidas dos
vasos e lavadas em agua e, avaliados os seguintes parametros: comprimento e
biomassa seca das raizes e parte aérea.

As raizes e a parte aérea das plantas foram secas em estufa de aeracao
forcada a 60°C por 16 horas, entdo foram moidas em moinho para a quantificacdo
pseudo-totais dos elementos quimicos como aluminio, boro, bério, célcio, cadmio,
chumbo, cobalto, cromo, cobre, enxofre, ferro, fosforo, potassio, manganés,
magnésio, molibdénio, niquel, silicio, soédio e zinco, anteriormente determinadas no
lodo de ETA e no material tratado. A andlise foi realizada no Laboratério de Anélises
Ambientais do Departamento de Ciéncia do Solo da ESALQ/USP, utilizando
peroxido de hidrogénio e &cido nitrico na proporcdo de 1:1 com digestdo em micro-
ondas e deteccdo em ICP-OES Thermo Scientific, modelo iCAP 6300 Duo, conforme
metodologia de Araujo et al. (2002).

Os dados de germinacédo, comprimento e biomassa de raiz e parte aérea foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas por meio do teste
de Tukey (P<0,05).

Os resultados da quantificacdo dos teores dos elementos quimicos acumulados
nas raizes e na parte aérea foram submetidos a analise variancia (concentracdo x

elementos quimicos) e as meédias foram comparadas por meio do teste de
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Bonferroni (P<0,01) utilizando o programa estatistico Prism 5. Ainda, os dados foram
submetidos a analise multivariada de similaridade entre os elementos quimicos para
obtencdo do coeficiente de correlagdo de Pearson (P<0,01), utilizando o programa

estatistico BioEstat 5.0.



52

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacédo do lodo de ETA

O lodo foi avaliado para fins de fertilidade, ndo como um residuo industrial,
mas como um sedimento do rio concentrado, que segundo Messias (2013)
apresentam caracteristicas quimicas semelhantes aos solos da bacia da regido.

A analise granulométrica do lodo da ETA Capim Fino, Piracicaba — SP,
resultou na caracterizagdo da amostra como sendo predominantemente arenosa,
com 623,35 g/kg de areia, 227,96 g/kg de argila e 148,69 g/kg de silte (Tabela 3).

Segundo Messias (2013) em uma amostra de lodo coletada na mesma ETA
no ano de 2009, apresentou ser arenosa e em outras coletas as amostras foram
predominantemente argilosas.

O lodo de ETA apresentou pH 7,0 e umidade total de 79,42%; CTC
(capacidade de troca catidnica) de 310 mmolc.kg™ e condutividade elétrica de 2,0

ds.m™. Outras caracteristicas quimicas do lodo estéo apresentadas na Tabela 3.



Tabela 3 - Caracteristicas quimica e fisica do lodo gerado na ETA Capim Fino,

Piracicaba-SP

Determinacdes Lodo

pH CacCl, 7,00
Densidade (g cm™) 1,03
Umidade total (%) 79,42
MO total — combust&o (%) 23,46
MO compostavel (%) 17,51
MO resistente a compostagem (%) 5,94
Carbono total (%) 13,03
Carbono organico (%) 9,74
Nitrogénio total (%) 1,23
P (P,Os) total (%) 0,82
K (K;0) total (%) 0,27
Ca total (%) 1,97
Mg total (%) 0,50
S total (%) 0,23
Relacédo C/N (C orgénico e N total) 42377,00
Cu total (mg/kg) 23,00
Mn total (mg/kg) 3955,00
Zn total (mg/kg) 110,00
Fe total (mg/kg) 39941,00
B total (mg/kg) 5,00
Na total (mg/kg) 572,00
CTC mmol..Kg™ 310,00
CE ds.m™ 2,00
Argila (%) 227,96
Silte (%) 148,69
Areia (%) 623,35

*Valores apresentados com base na matéria seca
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As determinacbes da quantidade de MO total; MO compostavel e a relacdo
C/N fornecem informagbes importantes sobre a viabilidade da utilizagdo dos
residuos industriais.

A amostra em estudo, apresentou 17,5% de matéria organica (Tabela 3).
Botero et al. (2009) caracterizou o lodo de trés ETA, as quais a matéria organica
variou de 20,5 a 68,9%. Santos (2014) caracterizou uma amostra de lodo da mesma
ETA em estudo com matéria organica total de 1,49%.

A relacdo C/N nessa amostra de lodo é de 8:1 semelhante com as amostras
de Botero et al. (2009) em que a relacao foi 8,40-26,60. Messias (2013) encontrou
para amostras de lodo coletadas na mesma ETA no ano de 2010, relagéo de 10:1,
por outro lado, Santos (2014) encontrou uma relacdo de 5/1.

Segundo Messias (2013) os lodos de ETA normalmente apresentam relacao
C e N proximo de 10:1. Uma baixa razao C/N (<18) indica que o uso deste residuo
ndo é recomendado na agricultura, uma vez que ha baixa disponibilidade de carbono
gue servird como fonte de energia para os microrganismos (MOREIRA; SIQUEIRA,
2009).

Segundo a norma ABNT NBR 10.004 (2004), os lodos provenientes de ETA,
sdo classificados como residuo sélido, argilosos e alta umidade. Entretanto as
caracteristicas dos lodos podem oscilar com a época de amostragem e das
caracteristicas da bacia hidrografica, considerando os fatores climaticos, tipos de
solos e atividades antrépicas (SANTOS, 2014).

Residuos industriais como o lodo de esgoto e lodos de curtume vém sendo
utilizados na incorporacdo de solos agricultaveis. Em estudos realizados por
Martines (2009) foram encontradas concentracfes de 177 g/kg de carbono organico
e 22,8 g/kg de nitrogénio total, com relacdo C/N de 6, enquanto que em estudos da
incorporacado de lodo de esgoto no plantio de eucalipto, continham 340 g/kg de
carbono orgénico e 33 g/kg de nitrogénio total (BROSSI, 2008).

O potencial nutritivo dos lodos de curtume e dos lodos de esgoto séo
superiores ao lodo de ETA, que apresentou 97,4 g/kg de carbono organico e 12,3
g/kg de nitrogénio total. Por isso a incorporacdo direta do lodo de ETA in natura &
inviavel, uma vez que € o carbono que servird de como fonte de energia para 0s
microrganismos, para a liberacdo de CO,, vapor de agua e calor (FIORI;
SCHOENHALS; FOLLADOR, 2008).
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Outro fator limitante para aplicacdo do lodo de ETA em solos € a umidade, o
lodo em estudo apresentou 79,4% (Tabela 3), considerada alta, segundo Brossi
(2008), ele obteve 79% de umidade do lodo de esgoto, enquanto Martines (2009)
obteve 85%, pois 0 excesso de agua pode acarretar na formacdo de lama e
compactagcao do solo e efeitos negativos no crescimento e desenvolvimento da
fauna e flora.

Por outro lado, a utilizacdo do lodo de ETA pode ser interessante na
reestruturacao de areas degradadas, aliada a um tratamento biolégico sua aplicacao
podera ser melhor aproveitada pela fauna e flora (MESSIAS, 2013).

Dados sobre a aplicagédo deste residuo no Brasil ainda sdo escassos, sendo
necessarias pesquisas sobre as vantagens e 0s riscos desta pratica (TEIXEIRA,
MELO; SILVA, 2005). Reis e Berton (2011), ndo recomendam a aplicacéo de lodo de
ETA na sua forma in natura ao solo, pois 0 mesmo néo apresentou efeito positivo no
crescimento de plantas de milho, sugerindo a incorporagédo a outros materiais que
possam melhorar sua estrutura e nutricao.

Segundo alguns autores, o lodo de ETA apresenta algumas espécies
metdlicas, consideradas toxicas designadas de metais pesados. A presenca desses
elementos em excesso pode limitar o seu uso no solo agricola.

A norma regulamentadora do uso agricola de lodos de tratamento biologico
no Estado de Sdo Paulo (CETESB, 1999) limita as concentragbes maximas de
metais no residuo, sendo a taxa maxima de aplicagcdo anual e acumulada com o
objetivo de evitar danos ao ambiente. A Tabela 4 apresenta as concentragcdes de 20
elementos quimicos quantificados no lodo de ETA em estudo e compara com 0S
limites recomendados pela horma P.4230 (CETESB, 1999).

Nado foram encontradas concentracdes dos elementos acima dos limites
recomendados pela norma da CETESB (1999). Entretanto, apresentou elevadas
concentracdes (acima de 1000 mg/kg) de Al, Fe, K, P e Mg, néo citados na norma
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Concentracdo média pseudo-disponivel dos elementos quimicos, em

mg/kg, obtidos por ICP-OES presentes na amostra de lodo da ETA Capim Fino

Concentracgéo Limite®

Elementos
mg/kg mg/kg

Al 55575,00 -
B <0,03® -
Ba 118,28 -
Ca 4020,00 -
Cd 5,50 85,00
Co 14,58 -
Cr 15,65 3000,00
Cu 17,53 4300,00
Fe 19492,50 -
K 2185,25 -
Mg 2144,00 -
Mn 978,25 -
Mo 2,05 75,00
Na <0,1® -
Ni 13,80 420,00
P 5392,50 -
Pb 18,10 840,00
S 396,00 -
Si 108,13 -
Zn 88,05 7500,00

WAbaixo do LD (limite de deteccdo do método)
@Limite de metais pesados permitidos em lodo aplicaveis em solo CETESB (1999)

Messias (2013) verificou que o lodo coletado na estagcdo Capim Fino em 2009
continha mais de 20 elementos quimicos, quando analisado por ICP-OES. Sendo
eles Al, Ca, Fe, Ba, Cu, K, Mg, Mn, Na, Pb e Zn, os que estavam em maior
concentracao.

Segundo o0 mesmo autor, analisando o lodo da mesma ETA, em duas
amostras diferentes, sendo do floculador e decantador por espectrometria de massa
com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), também ndo encontrou elementos
qguimicos acima dos recomendados por esta norma, com exce¢do de uma coleta,
gue no lodo do floculador e decantador apresentaram 466 e 735 mg/kg de
molibdénio respectivamente, sendo o limite recomendado abaixo de 75 mg/kg pela
norma da CETESB (1999).
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Segundo Botero et al. (2009) os elementos quimicos: Cu, Zn, Ni, Pb, Cd, Cr,
Mn, Al e Fe s&o provenientes dos rios, do descarte de efluentes no mesmo e da
adicdo de coagulantes adicionados no tratamento da agua, que podem apresentar
efeitos positivos ou negativos, dependendo de sua concentracdo na disposicao final
e na utilizacdo desses residuos.

O aumento nas concentragdes de Al e Fe no lodo da ETA Capim Fino no
periodo de 2004 a 2014 sao relatados por Messias (2013) e Santos (2014).

As concentracdes elevadas de Al e Fe sé@o provenientes em grande parte dos
coagulantes adicionados na estacdo que sdo a base de hidréxidos de Al e Fe
(alguns apresentam Mn na composi¢ao) que durante o processo de coagulacdo e
decantacdo permanecem no lodo. E as concentracdes de Ca podem ser oriundas do
uso desse elemento na correcdo do pH da agua na fase inicial de tratamento ETA
(SANTOS, 2014; MESSIAS, 2013). Podendo também, ser oriundos de descartes
industriais e da crescente degradacao ambiental.

Os solos da regido da bacia do rio Corumbatai, apresentam 43% da sua area
predominantemente do tipo Podzodlico ou Argissolo vermelho caracterizado como um
material mais argiloso e 22% da area, do tipo Latossolo vermelho-amarelo,
caracterizados por apresentarem em sua composicao 6xidos de Al e Fe, minerais de
argila, quartzo, entre outros minerais (EMBRAPA, 2006). Podendo o excesso desses
elementos encontrados no lodo de ETA oriundos da composicao da bacia.

Segundo os autores, Falqueto (2008) e Messias (2008) avaliando a agua e
sedimentos do rio Corumbatai e Zambetta (2006) os sedimento e solo da bacia do
mesmo rio, nos periodos de 2004 a 2008 eles identificaram o aumento nas
concentracfes de Al e Fe com o passar dos anos e ao longo do rio.

Nos Estados Unidos (Atlanta e Nova Jersey) e Portugal, o lodo de ETA foi
aplicado em solos agricolas com deficiéncia em ferro, promovendo aumento da
concentragéo desse elemento, no cultivo da laranja e do limdo (AWWA, 1996).

Santos (2014) sugere que as elevadas concentragdes de K e Mg podem estar
associadas ao uso de fertilizantes que podem ser lixiviados das areas ocupadas

proximas, na bacia do rio Corumbatai.
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4.2 Caracterizacdo do bagaco e da vinhaca de cana-de-acucar
O bagaco de cana-de-acucar, apresenta um pH préximo da neutralidade; 38%
de umidade; 79% de matéria organica; alta relacdo C/N (57) e elevada concentracéo

de Fe (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-acucar

Determinacdes Bagaco

pH 6,70
Umidade % 38,19
MO % 79,13
Carbono % 45,90
Nitrogénio % 0,80
P,Os g/kg 3,80
K20 g/kg 4,00
CaO g/kg 1,54
Mg O g/kg 2,00
SO, g/kg 2,00
Cu mg/kg 9,70
Fe mg/kg 1044,20
Mn mg/kg 75,80
Zn mg/kg 16,40
Relagcéo C/N (C e N total) % 57,38

O bagaco vem sendo muito utilizado como substrato para o cultivo de
cogumelos como o Pleurotus. Sendo também utilizado em trabalhos de toxicidade e
descoloracdo de vinhaca e corantes indigo e como substrato para a producédo do
indculo do fungo (DELLAMATRICE et al.,, 2005; FERREIRA, 2009; SILVA, 2014;
SOUZA, 2012).

Santos (2014) utilizou o bagaco de cana-de-aclcar em uma mistura contendo
lodo de ETA e vinhaga como substrato de crescimento de Pleurotus spp.

A literatura traz exemplos de aplicacbes do bagaco na adsor¢ao de corantes
azul indigo e verde malaquita e de metais como o Cu?*, Zn**, Cd** e Pb*" (SOUZA,
2012).
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O pH da vinhaca é acido, a condutividade elétrica € alta (9870 uS) quando
comparado a outros residuos, como o lodo de esgoto, devido a elevada
concentracdo de matéria organica e elementos minerais (FREIRE; CORTEZ, 2000).
Além disso, a vinhaca apresenta densidade 0,96 mg/mL e elevadas concentracfes
de Fe e K (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracterizacdo quimica da vinhaca bruta coletada na Usina Iracema,

Iracemapolis-SP

Determinacfes Vinhaca
pH 4,40
CE pS 9870,00
Densidade g/mL 0,96
Residuo seco a 100-110°C g/L 39,84
Matéria Organica total (combustao) g/L 29,26
Carbono total (organico e mineral) g/L 16,26
Residuo mineral total g/L 10,58
Residuo mineral insoltvel g/L 0,27
Residuo mineral solavel g/L 10,30
Nitrogénio total g/L 0,92
F (P,0Os) total g/L 0,23
K (K20) g/L 5,10
Cag/L 0,84
Mg g/L 0,45
Sg/L 0,89
Cu total mg/kg 2,00
Mn total mg/kg 7,00
Zn total mg/kg 2,00
Fe total mg/kg 28,00
Relacdo C/N (C e N total) 18/1

A composicdo quimica da vinhaca depende do tipo da planta utilizada na
producéo do etanol e do processo de destilacdo (ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

De modo geral, a vinhaca € composta basicamente por &gua
(aproximadamente 93%) e 7% de sélidos organicos e minerais, sendo que altos
indices de matéria organica podem estar na forma de acidos e cations Ca, K, Mg e,
baixas concentracdes de N e P (LAIME et al., 2011).

A matéria organica a partir da vinhaca e do bagaco de cana-de-acucar é uma
fonte importante de carbono para os microrganismos (PRATA et al., 2001). Segundo

0 mesmo autor, a degradagao pode ocorrer pelo aumento da atividade microbiana
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proporcionado pela adicdo de vinhaga que fornece energia na forma de carbono.
A maior parte do carbono da vinhaga pode estar na forma de glicerol, provenientes
de rotas alternativas durante a fermentacdo do alcool. Na célula microbiana, o
glicerol pode passar a diidroxicetona, que pode ser incorporada a via glicolitica do
metabolismo microbiano.

Prata et al. (2001) observou que a adi¢do de vinhaga em solos contendo o
herbicida ametrina proporcionou um aumento significativo na taxa de
desprendimento de CO,, contribuindo para a maior mineralizacdo do herbicida.

Lourencetti, Marchi e Ribeiro (2008) também mostrou que a adicdo da
vinhaca em solos argilosos aumentou a degradacdo dos herbicidas diurom e
tebutiurom, reduzindo a meia vida de 80 para sete dias e 128 para 73 dias
respectivamente.

Vérios autores recomendam a utilizacdo da vinhaca tratada com fungos do
género Pleurotus ao solo, pois podem melhorar o crescimento e desenvolvimento de
algumas espécies de plantas.

Aguiar Filho, Ferreira e Monteiro (2010) verificaram o0 crescimento e
desenvolvimento de fungos do género Pleurotus em bagaco de cana-de-acucar
suplementado com meio mineral e vinhagca em diferentes temperaturas, resultando
no aumento de biomassa do micélio de P. sajor-caju em meio suplementado com
vinhaca a 30°C.

Souza (2012) obteve resultados positivos com aumento substancial na
producdo das enzimas do sistema ligninolitico, cultivando os fungos P. sajor-caju e
P. ostreatus em uma mistura contendo bagaco + vinhaca.

Alves Martins (2013), tratando a vinhaca com os mesmos fungos, observou
gue a vinhaca mostrou-se ser fonte de carbono e nutrientes para as plantas de milho

e sorgo, proporcionando aumento na porcentagem de germinacao e biomassa.

4.3 Testes de composicao das misturas

O teste de composicdo das misturas foi realizado em cinco composicdes
alterando-se a proporcao de lodo e bagaco inoculada com duas espécies de fungos
(P. sajor-caju e P. ostreatus) separadamente, incubadas por 12 dias, para a
determinacdo da melhor composicdo dos materiais e a espécie de fungo na

formulag&o da mistura.
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Observando os resultados apresentados na Figura 7, a varidvel porcentagem
de umidade ocorreu a redugao para ambos os fungos na composi¢cdo de mistura de
1:2 (lodo/bagaco). Apresentando diferenca significativa (P<0,05) quando comparada
com o controle, a composi¢cdo com o fungo P. ostreatus, evidenciando o consumo de

agua e oxigénio para o crescimento e desenvolvimento do fungo (Figura 7a).
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Ainda na Figura 7, ocorreu aumento do pH nas misturas 1: 2 e 1:3 inoculadas
com os dois fungos comparadas ao controle (significativo P<0,05) (Figura 7b).

Foi possivel observar nos resultados citados acima, que o aumento de pH
esta relacionado com o aumento de bagaco, pois quando é reduzida sua quantidade
e aumentada a de lodo de ETA, ocorre uma redugao do pH tornando a mistura
acida.

Os resultados de condutividade elétrica (Figura 7c) mostraram aumento na
mistura de 1:2 e reducdo na mistura 1:3 para ambos os fungos, com relacdo ao
controle, ndo diferindo estatisticamente entre os tratamentos e as espécies de
fungos.

O bom desenvolvimento de ambas as linhagens de fungos nas misturas deve-
se a presenca de materiais ligninoceluliticos, como o0 bagaco e a vinhaca. Os testes
evidenciaram que em 12 dias, Pleurotus foi capaz de crescer e descolorir as
misturas. Sendo que, observou-se maior descoloracdo nas misturas crescidas com
P. sajor-caju.

Na figura 8 estdo apresentados os resultados da atividade enzimética.
Ocorreu maior producdo das enzimas lacase e peroxidase (significativo P<0,01) na
mistura com proporcéo 1:2 com 12 dias de crescimento com o fungo P. sajor-caju.
Diferentemente, foi observado nas misturas inoculadas com P. ostreatus, a
proporcdao de 2:1 uma maior producdo das trés enzimas simultaneamente, porém

em menor concentracao (Figura 8 a e b).
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A enzima MnP apresentou maior producdo na propor¢cdo de 0:1 de
(lodo/bagaco) significativo (P<0,01). Ou seja, na mistura contendo apenas bagaco
de cana-de-acucar umedecido com agua, considerada o controle. Nas proporcdes
de 1:2 e 1:3 observou-se baixa atividade (figura 8c). Diferentemente, foi observado
nas misturas inoculadas com P. ostreatus, na mistura 2:1, apresentou maior
producdo das trés enzimas simultaneamente, porém em menores concentracfes
comparadas com P. sajor-caju.

O teste de misturas evidenciou o potencial de utilizacdo do lodo de ETA como
material componente da formulacdo de um material organico juntamente com o
bagaco e a vinhaca tratadas com P. sajor-caju.

A escolha da mistura de 1:2 (lodo/bagaco) foi realizada com base nos
resultados significativos de pH e producdo das enzimas lignoceluliticas
simultaneamente. Além disso, com base nas caracteristicas visuais de descoloracdo
e mudanca do odor, em todas as propor¢cdes das misturas inoculadas com
P. sajor-caju.

O crescimento dos microrganismos em residuos esta relacionado com a
homeostase, que envolve a absorcdo de elementos essenciais suficientes para o
funcionamento ideal dos processos metabdlicos enquanto promove protecdo contra
0 excesso de outros elementos e metais presentes nos residuos (THOMSETT,
1993).

O Cu e o Mn participam dos processos de degradacéo da lignina, sendo que
o Cu atua como cofator no centro catalitico da lacase e o Mn integra o ciclo de
reacoes da MnP (BALDRIAN; GABRIEL, 2002; BALDRIAN, 2003).

Segundo Stajic et al. (2013) a presenca de Fe e Zn juntos ou apenas de Zn
em meio de cultivo proporcionou um aumento de 0,7% de lacase e de trés vezes da
atividade da lacase em P. ostreatus em relacdo ao controle.

A presenca de Na e Si em meio de cultivo também proporcionou um aumento
de cinco vezes a atividade de lacase em P. ostreatus e de 25% da enzima MnP
(BALDRIAN; GABRIEL, 2002; BALDRIAN, 2003).

Aguiar Filho, Ferreira e Monteiro (2010) e Souza (2012) verificaram maior
producdo de enzimas em P. sajor-caju crescido em bagaco e vinhaca apos 15 dias

de crescimento a 28°C, quando comparado com outras linhagens de fungos.



66

Segundo Santos (2014) a mistura de residuos contendo amostra lodo da
mesma ETA com o crescimento de P. sajor-caju apresentou-se melhor do que
P. ostreatus.

A presenca de materiais lignocelulésicos podem induzir a producdo de
enzimas ligninoceluliticas produzidas por fungos, como lacase, peroxidase e MnP
gue agem em sinergismo na degradacao de efluentes industriais (FERREIRA et al.,
2011). Essa degradacdo ocorre, pela acdo de enzimas, capazes de quebrar
estruturas fendlicas de compostos presentes nestes residuos. A MnP é capaz de
oxidar compostos fendlicos da estrutura da lignina (TIEN; KIRK, 1984; SZKLARZ et
al., 1989; NOVIKOVA et al., 2002) e a lacase atua principalmente na quebra de
compostos fendlicos, aminofendis, difendis e polifendis (SALIS et al., 2009). Desse
modo, a lacase e a MP atuam na quebra da molécula de lignina, uma vez que em
sua estrutura apresenta fenais.

Com base nos resultados, podemos confirmar o potencial dos fungos do
género Pleurotus em crescer em residuos como o lodo de ETA associado ao bagaco
e vinhaca de cana-de-acUcar e, que seu crescimento promoveu a degradacédo do
material e de alguns compostos provavelmente por meio do mecanismo de producao

das enzimas.

4.4 Tratamento do lodo com Pleurotus sajor-caju

A mistura com composicdo de lodo e bagagco na propor¢cdo de 1:2
permaneceu incubada por até 60 dias a 28°C. Essa mistura antes do tratamento foi
caracterizada com pH 4,2, condutividade elétrica de 1029 pS, umidade de 68,81%,
relacdo de carbono e nitrogénio igual a 27 e CTC de 300 mmolc/kg. Apos a
incubacdo da mistura por 60 dias com P. sajor-caju, observou-se o aumento do pH
para 6,8 e da CTC para 410 mmolc/kg e a reducdo de algumas caracteristicas como
a condutividade elétrica para 697 pS, umidade para 67,57% e relagdo C/N para 18
(Tabela 7).
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Tabela 7 - Caracterizacdo quimica da mistura 1: 2 (lodo/bagaco) antes e apos

incubacéo com P. sajor-caju por 60 dias

_ . dias de incubacéo
Determinacoes

0 60
pH em CaCl, 0,01 M 4,20 6,80
CE uS 1029,00 697,00
Umidade total % 68,81 67,57
Carbono organico % 40,41 46,38
Nitrogénio total % 1,48 2,59
Relacédo C/N 27,00 18,00
P (P,O:s) total % 0,18 0,34
K (K,0) total % 0,88 0,20
Catotal % 0,79 1,05
Mg total % 0,15 0,19
S total % 0,15 0,22
Cu total mg/kg 6,00 19,00
Mn total mg/kg 392,00 278,00
Zn total mg/kg 40,00 52,00
Fe total mg/kg 6029,00 4373,00
B total mg/kg 6,00 2,00
Na total mg/kg 337,00 219,00
CTC mmolc/kg 300,00 410,00

*0= antes do tratamento; 60= apds tratamento

A determinacdo do pH, em amostras agronémicas, como solos, residuos e
fertilizantes, é importante, pois € um indicador de suas condi¢des quimicas. A acidez
(ou alcalinidade) interfere na forma como os elementos quimicos essenciais ao
desenvolvimento vegetal estdo disponiveis favorecendo ou nao sua liberagdo para
uso pelas plantas (ABREU et al., 2009). Por exemplo, a elevacdo de uma unidade
do pH no solo, reduz 100 vezes a solubilidade de Zn, 100 vezes a concentracao de
Mg**, 100 vezes a de Fe?* e 1000 vezes a de Fe*".

A matéria organica tem importante papel na capacidade de troca de cations
(CTC) principalmente nos horizontes mais superficiais ricos em humus. Os sais
soltveis ocorrem em quantidades variaveis no solo. Em condi¢bes de clima arido e
semi-arido, por exemplo, quando a disponibilidade de 4gua no solo é menor que a
evaporacao, pode haver acumulo de sais. Seu excesso prejudica a germinacao, o

desenvolvimento dos vegetais, pois exige da planta um gasto maior de energia para
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absorcdo de 4gua no solo, o que prejudica seus processos metabdlicos (ABREU et
al., 2009). A medicdo da condutividade elétrica, estima a quantidade total de sais
presentes no extrato (fertilizante-agua ou residuo-agua), levando em consideracao
gue a resisténcia para a passagem de corrente elétrica diminui com o aumento da
concentracao de sais (RAIJ et al., 2001).

Segundo Andreoli, Lara e Fernandes (2001) um composto para ser aplicado
ao solo ap6s a maturacao (fase final da compostagem), ele deve apresentar uma
relacdo C/N inferior a 20. Caso contrario, se aplicado ao solo ha o risco dos
microrganismos imobilizarem o nitrogénio do solo, podendo assim faltar o nitrogénio
para as plantas.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores da concentracdo dos elementos
guimicos quantificados por ICP-OES antes e apds o tratamento com P. sajor-caju.

A concentracdo de Al na mistura tratada ap6s 60 dias com P. sajor-caju foi
menor comparada a amostra inicial antes do tratamento, apresentando reducéo de
45% (significativa P<0,01) (Tabela 8). Os dados sugerem que o fungo P. sajor-caju
atuou na reducdo de sua concentracdo de alguma maneira, podendo ter
transformado e/ou mineralizado deixando-o na forma de Al indisponivel por meio do
mecanismo de producdo das enzimas.

Uma interessante classificacdo de qualidade do composto e de seus
contetdos de metais pesados e dos limites a serem aplicados no solo foi proposta
por Genevini et al. (1997), que analisaram trinta compostos produzidos com
diferentes matérias primas e organizaram uma classificacdo de acordo com leis e
normas estipuladas por paises europeus. As classes de composto foram definidas
como: qualidade muito alta, qualidade alta, presenca de contaminantes e qualidade
baixa. O material tratado com P. sajor-caju segundo Genevini et al. (1997) foi
classificado como de muito alta qualidade, pois os teores dos elementos quimicos
avaliados estéo todos abaixo do limite recomendado (Tabela 8).
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Tabela 8 — Concentracdo pseudo-totais dos elementos quimicos em mg/kg obtidos

por ICP-OES presentes na mistura 1: 2 (lodo/bagaco) antes e apGs o tratamento

com P. sajor-caju

Elementos Tempo de incubacgéo
quimicos 0 60 Limite®
mg/kg mg/kg mg/kg
Al 28077,57 12646,29** -
B < 0,005 < 0,005 -
Ba 67,70 44,97 -
Ca 3311,51 3366,87 -
Cd 1,46 0,65 <1,0
Co 3,37 2,19 -
Cr 12,57 20,27 <70
Cu 11,43 16,39 <100
Fe 12058,85 7660,73 -
K 4756,36 5680,58 -
Mg 1515,97 1149,55 -
Mn 570,41 419,22 -
Mo 0,75 < 0,002 -
Na 1310,61 <0,1® -
Ni 4,59 6,88 <30
P 1113,08 1610,18 -
Pb 3,13 4,92 <100
S 1386,35 1786,72 -
Si 398,97 177,69 -
Zn 41,50 54,39 <200

Significativo **(P<0,01) Teste de Bonferroni; 0= antes do tratamento; 60= apds tratamento

W D=limite de detec¢do do método

@Limite de metais pesados para classificacdo de composto (GENEVINI et al., 1997).
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Os resultados de atividade enzimética estdo apresentados na Figura 9,
ocorreu producao das enzimas lacase e peroxidase na mistura de 1:2 apenas aos
12 dias de incubag&o com P. sajor-caju (Figura 9 a e b). A enzima MnP apresentou
inicio da atividade enzimatica aos 12 dias, aumentando aos 24 dias e reduzindo aos
48 dias (Figura 9c).

Os dados de atividade enzimética demostram que até 48 dias de incubacéo
com P. sajor-caju ocorreu producdo de enzimas, ou seja, o fungo estava ativo na
degradacao, mineralizacdo e/ou transformacdo de compostos, ap0s esse periodo,
ndo foi observada atividade enzimética (Figura 9). O material permaneceu incubado
por até 60 dias, tempo minimo indicado para estabilizacdo da matéria organica e

maturacdo do composto segundo recomendacdes de Kiehl (2012).
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Alguns elementos quimicos séo essenciais para o metabolismo de Pleurotus
spp., para ocorrer a sintese de determinada enzima, alguns desses elementos,
participam na ativacdo enzimatica e na localizagcdo em sitios ativos, pois atuam
como moduladores de enzimas, por isso as enzimas lacase e MnP foram produzidas
em momentos diferentes durante o tratamento, possivelmente devido a presenca de
um elemento quimico especifico ou em concentragfes diferentes (STAJIC et al.,
2013).

A alta atividade da MnP sugere a presenca de elementos como o Cu e Mn no
material, pois esses estdo no processo de degradacéo da lignina, o Mn integra os
ciclo de reagbes da manganés peroxidase (MnP) e o Cu atua como cofator no centro
catalitico da lacase (BALDRIAN; GABRIEL, 2002; BALDRIAN, 2003).

4.5 Teste de toxicidade utilizando Zea mays

A germinacdo de pelo menos 50% das sementes de Z. mays ocorreu no
5° dia ap0s a semeadura nas diferentes concentracdes do material tratado, sendo
superior a 80% em todas as doses aplicadas, ndo apresentando diferenca estatistica
entre as concentragfes (Figura 10). Ressaltando que mesmo em alta concentracao
(100 g/kg) do material ndo ocorreu inibicdo da germinagéo.

Messias (2013) e Santos (2014) também obtiveram 50% de germinacao de
milho apo6s o 5° dia de plantio.

Por outro lado, os resultados do teste de crescimento vegetal foram diferentes
da germinagcdo das sementes. A aplicacdo da mistura tratada na concentracédo de
100 g/kg promoveu o aumento significativo (P<0,01) do comprimento das raizes e a
reducdo significativa (P<0,01) do comprimento da parte aérea (caule + folhas) das
plantulas de milho. Entretanto, ndo apresentou diferenca estatistica para producéo
de biomassa seca nas raizes e na parte aérea de Z. mays entre os tratamentos e o

controle (Figura 10).
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A germinacdo de sementes e a elongacdo radicular sdo considerados
métodos importantes na avaliacdo da fitotoxicidade de compostos orgéanicos
(WONG, 1985) e estes resultados indicam nenhum efeito inibitério do composto
sobre as sementes de milho avaliadas neste estudo, mesmo em altas
concentracoes.

Messias (2013) verificou que a concentracao de 50% de lodo de ETA aplicado
ao substrato comercial estimulou o crescimento das raizes de milho. Em um outro
estudo semelhante, Santos (2014) aplicou uma mistura de lodo de ETA tratado por
15 dias com P. sajor-caju, em um substrato comercial e obteve efeitos positivos no
crescimento de milho e girassol.

Mata et al. (2011) observaram a ocorréncia de 100% da germinacéo de milho,
guando as sementes foram cultivadas em solos que receberam adubacdo com
esterco bovino. Com doses acima de 20 t/ha, houve correlagdo positiva entre
germinacdo e velocidade de emergéncia conforme as doses aplicadas. As doses
acima de 30 t/ha foram viaveis para a substituicdo da adubac&o quimica.

Finoto et al. (2011) avaliaram a porcentagem de germinacédo de milho exposta
a agroquimicos formulados e observaram a inibicdo de 38% do indice germinativo
das sementes quando expostas ao imazipac na dose de 140 g/ha.

Machado et al. (2012) também obteve resultados semelhantes quando
expuseram as sementes de Z. mays ao imazamoxi e glifosato, observaram a inibicéo
de 33% e 13,3% na germinacao respectivamente.

Vaz (2010) analisou o lodo da agua residual de uma industria de revestimento
de Agueda (Portugal), na qual continha Cr, Cu, Ni e Zn em sua composi¢&o. O lodo
foi incorporado ao solo e inibiu 100% da germinacdo de Brassica rapa e Avena
sativa, nas aplicagcbes de 1250 g/kg, indicando que 0s metais pesados podem
interferir negativamente e significativamente a germinagdo de monocotiledoneas,
dependendo da sua concentracao.

Finoto et al. (2011) observaram reducdo de 81,35 % da parte aérea de milho
em solo com aplicagéo de imazapic. Machado et al. (2012) obteve reducgao de 75,8;
70,9% e 80% da altura da parte aérea, comprimento do caule, comprimento de raiz
guando aplicado imazamoxi na dose de 100 mg/kg. Em solo com aplicacdo de
glifosato 100 mg/kg houve reducdo de 92,53%; 73,39% e 96,92% da altura de

planta, comprimento do caule e comprimento da raiz, respectivamente.
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Os efeitos dos compostos téxicos, na maioria dos casos, afetam
primeiramente a germinagcdo e o crescimento e desenvolvimento das raizes. A
funcdo das raizes € realizar a sustentacdo e absorcdo de agua e nutrientes
presentes na solucdo e/ou mistura. Consequentemente, 0os poluentes, elementos
quimicos e agrotoxicos, dependendo da concentracdo, podem interferir de maneira
positiva ou negativa no desenvolvimento das plantas (MATA et al., 2011).

Segundo Kiehl (2012) ndo se conhece ainda os limites de toxidez ou de
tolerancia por elementos quimicos considerados essenciais para plantas cultivadas
no pais. Sabe-se que cada planta tem diferentes exigéncias por quantidades de
nutrientes e diferentes mecanismos de absor¢cdo esgotamento para elementos
essenciais ou para elementos quimicos ndo considerados nutrientes.

As quantificacdes dos teores dos elementos quimicos presentes nas raizes e
parte aérea de milho foram realizadas para determinar em qual parte da planta (raiz
ou parte aérea) ocorreu acumulo dos elementos quimicos. Comparando 0s
resultados, de modo geral, os teores dos elementos quimicos acumulados foram
maiores nas raizes do que na parte aérea de milho (Tabela 9).

Elevadas concentracdes de Al (13863,35 mg/kg) significativa (P<0,01) foram
encontradas nas raizes de Z. mays quando crescidas na concentracao de 1 g/kg da
mistura comparada com o controle e todos os tratamentos. Diferentemente foi
observado quando aumentada as concentracbes da mistura, que promoveu a
reducdo nos teores de Al nas concentracfes de 10 e 100 mg/kg. Na concentracao
de 100 g/kg, observou a reducéao de 59,44% de Al comparada com a concentracao
de 1 g/kg. Ainda, observou reducdo de 10,28% de Al na parte aérea de milho,

comparada ao acumulo do mesmo nas raizes (Tabela 9).
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Tabela 9 - Concentracdo pseudo-totais dos elementos em mg/kg obtidos por ICP-OES presentes nas raizes e parte aérea de

Zea mays cultivada em solo com aplicacao da mistura 1: 2 (lodo/bagaco) nas concentracdes de 0, 1, 10 e 100 g/kg (mistura/solo)

Elemento Raiz (mg/kg) Parte aérea (mg/kg)

quimico 0 1 10 100 0 1 10 100 Limite®
Al 10266,63 13863,35** 9886,08 8242,23 528,59 966,94 2257,03 1426,03 -

B < 0,005" < 0,005" <0,005" < 0,005 <0,005" < 0,005 <0,005" <0,005" 20
Ba 5,99 6,56 6,63 20,22 9,19 7,70 6,62 6,36 -
Ca 3288,94 3170,05 3709,39 3239,65 14122,00 12723,13 9280,86 4804,00%* 4000
Cd 0,87 1,00 0,80 0,54 0,27 0,26 0,30 0,13 -
Co 0,78 0,75 0,76 0,98 <0,002Y 0,26 0,03 0,04 -
Cr 5,77 6,43 4,88 4,78 0,09 0,70 1,70 0,59 -
Cu 13,93 16,12 14,50 11,91 10,11 10,60 10,13 10,36 20
Fe 8623,42 12010,62* 9006,71 7386,98 536,80 923,61 2242,70 1436,27 250
K 4390,51 5979,24 12350,92** 29171,89* 5060,27 724931  20645,38**  41778,86** 29700
Mg 458,35 534,49 692,14 1010,88 1460,23 1533,40 1304,94 1259,18 4000
Mn 71,52 71,66 81,48 197,01 174,48 169,23 179,22 213,77 150
Mo <0,002® <0,002® < 0,002 <0,002® < 0,002 < 0,002 < 0,002 <0,002® 0,2
Na 1219,35 1025,04 1062,02 434,15 <0,1% <0,1% <0,1% <0,1% -
Ni 2,87 2,85 2,58 1,94 0,46 0,83 1,28 0,85 -

P 1676,73 1584,10 1665,12 2060,00 2404,77 2239,72 2482,34 4533,97 3500
Pb 5,15 5,93 4,83 4,20 <0,01% <0,01% <0,01" <0,01" -
S 1700,78 1574,74 1734,79 2903,16 2157,85 2052,73 1693,56 1964,18 2100
Si 4505,68 4732,09 4580,77 3996,27 961,17 1215,60 1799,91 1246, 02 -
Zn 26,27 20,65 28,37 46,67 21,05 20,73 22,92 32,48 50

Significativo **(P<0,01); *(P<0,05) Teste de Bonferroni "“Abaixo do LD= limite de deteccdo do método “Limite recomendado dos teores de macro e
micronutrientes acumulados nas folhas de milho por Coelho et al. (2006)
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O elemento Fe comportou-se da mesma maneira, sendo estatisticamente
diferente (P<0,05) nas raizes na concentracdo de 1 g/kg com teor de
12010,62 mg/kg. Quando comparado com a concentracdo de 100 g/kg de mistura
aplicada, promoveu reducéo de 61,5% de Fe nas raizes de milho (Tabela 9).

Outro elemento quimico que apresentou elevados teores nas raizes e na
parte aérea de Z. mays foi o K, significativo (P<0,01) nas concentracdes de 10 e
100 mg/kg da mistura comparada ao controle. Sendo que, ocorreu aumento de
15% nas raizes e 12% na parte aérea de milho (Tabela 9).

Os teores de Mn em maior concentracdo foram obtidos na parte aérea de
milho (213,77 mg/kg) na concentracdo de 100 g/kg de composto, com relacdo ao
controle e com os teores quantificados nas raizes. Elevados teores de Ba também
foram acumulados nas raizes na concentracdo de 100 g/kg da mistura, sendo de
20,22 mg/kg (Tabela 9).

Elevadas concentracdes de Ca foram observados na parte aérea das
plantulas de milho, em relacdo ao controle, com reducédo de 34% na concentracao
100 g/kg significativa (P<0,01) (Tabela 9).

O aumento das concentracbes do material tratado aplicado ao solo no
crescimento de Z. mays, na dose maxima utilizada de 100 g/kg, proporcionou o
acumulo na parte aérea de K e P em alta concentragcdo e a reducdo de Ca
comparado com o controle (Tabela 9). O material tratado apresentou os elementos
guimicos como Cd, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb e Zn inferiores aos limites maximos sugeridos
pela norma P4230 da CETESB (1999).

Com relacdo aos micronutrientes, as quantidades requeridas pelas plantas de
milho sdo muito pequenas. Coelho et al. (2006), sugere os teores foliares
considerados adequados de macro e micronutrientes nas plantas de milho.

Os teores quantificados na parte aérea de milho foram comparados com o
limite sugerido pelo mesmo autor citado acima, e os elementos B, Cu, Mg, Mo, Pb e
Zn apresentaram-se em concentracdes inferiores ao limite e, os elementos Ca, Fe,
K, Mn e P estéo superiores ao recomendado (Tabela 9).

Na Tabela 10 estdo listados o resumo dos resultados das analises de
correlacdo simples de Pearson entre as concentracdes do material tratado com 0s
teores de elementos quimicos quantificados nas raizes e parte aérea de Z. mays
gue apresentaram significAncia estatistica, positiva ou negativa, até 1% de

probabilidade, totalizando 28 contrastes, dentre as 57 correlagdes significativas.
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Os resultados da correlagéo evidenciaram o aumento de K e Zn conforme o
aumento das concentragOes de material aplicado nas plantulas de milho (Tabela 10).

O Al apresentou correlacéo positiva com os elementos quimicos Co, Cu, Fe,
Na, Ni, Pb e Si ou seja, conforme 0 aumento da concentracdo de Al menor os teores
dos elementos citados e, negativa com Mg que reduziu-se sua concentragdo com o
aumento de Al (Tabela 10).

Tabela 10 - Andlise de correlacdo simples de Pearson entre as concentracdes do
material tratado com fungo com os teores de elementos quimicos quantificados nas

raizes e parte aérea de Z. mays

Correlacdes R R? P Correlacdes R R? P
dose e K 0,917 0,841 0,001 CreNi 0,980 0,960 < 0.0001
dose e Zn 0,860 0,739 0,006 |CrePb 0,983 0,967 < 0.0001
Ale Co 0,877 0,769 0,004 CreSi 0,989 0,978 < 0.0001
Al e Cr 0,986 0,972 <0.0001 |CueFe 0,960 0,921 0,000
Ale Cu 0,962 0,925 0,000 Cu e Mg -0,923 0,852 0,001
Al e Fe 0,999 0,998 <0.0001 |Cue Mn -0,895 0,800 0,003
Al e Mg -0,949 0,900 0,000 Cu e Na 0,937 0,878 0,001
Al e Na 0,931 0,866 0,001 Cu e Ni 0,929 0,864 0,001
Al e Ni 0,969 0,938 <0.0001 |[CuePb 0,937 0,879 0,001
Al e Pb 0,986 0,973 <0.0001 [CuesSi 0,912 0,833 0,002
Al e Si 0,977 0,954 <0.0001 |Fee Mg -0,942 0,888 0,001
BaeS 0,940 0,883 0,001 Fe e Na 0,924 0,854 0,001
CdeCr 0,954 0,910 0,000 Fe e Ni 0,966 0,933 < 0.0001
CdeCu 0,969 0,939 <0.0001 |[FeePb 0,984 0,969 < 0.0001
CdeFe 0,964 0,930 0,000 Fe e Si 0,979 0,959 < 0.0001
Cd e Mg -0,943 0,888 0,001 Mg e Mn 0,843 0,711 0,009
Cd e Mn -0,913 0,833 0,002 Mg e Na -0,972 0,944 < 0.0001
Cd e Na 0,963 0,928 0,000 Mg e Ni -0,973 0,946 < 0.0001
Cd e Ni 0,961 0,924 0,000 Mg e Pb -0,944 0,891 0,000
CdePb 0,962 0,925 0,000 Mg e Si -0,943 0,888 0,001
CdeSi 0,947 0,897 0,000 Mg e Na -0,913 0,833 0,002
CoeCr 0,912 0,832 0,002 Mn e Ni -0,843 0,711 0,009
CoePb 0,927 0,859 0,001 Na e Ni 0,962 0,926 0,000
CoeSi 0,926 0,858 0,001 Na e Pb 0,946 0,895 0,000
CreCu 0,914 0,836 0,002 Nie Pb 0,960 0,922 0,000
CreFe 0,984 0,968 <0.0001 [NieSi 0,977 0,955 < 0.0001
Cre Mg -0,945 0,892 0,000 Pb e Si 0,987 0,975 < 0.0001
Cre Na 0,925 0,855 0,001

Dados significativos a 1%
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O aluminio, ao ser liberado para a solugdo, pode causar problemas de
fitotoxicidade as plantas. A toxidez por Al tem sido identificada como um dos mais
importantes fatores limitantes do crescimento e desenvolvimento das plantas em
solos &cidos. O sintoma mais visivel nas plantas € a reducdo do crescimento do
sistema radicular, causada por mecanismos diferentes, que atuam fora ou no interior
das células (DELHAIZE; RYAN, 1995).

Nos resultados apresentados na Figura 10, ndo foi observada a reducéo no
crescimento das raizes, mas ocorreu a diminuicdo da parte aérea, ndo sendo
considerada um dos sintomas de toxicidade pelo acimulo de Al. E importante
ressaltar a existéncia da variabilidade genética, principalmente em Z. mays, que é
muito utilizada em estudos de melhoramento genético, podendo ocorrer diferentes
respostas com relagéo a toxidez por aluminio (KORNDORFER, 2006).

A forte correlacéo de Al com Si (Tabela 10) pode sugerir gue 0 mesmo possa
ter interferido inibindo a toxicidade do Al. Segundo Epstein (2001) o silicio ndo é
considerado um elemento essencial para as plantas, mas, ele pode funcionar como
um elemento benéfico, atuando na reducdo de estresse bibticos e abidticos,
incluindo a toxicidade por Al.

O silicio influencia também o crescimento das plantas sob condi¢cdes de
toxidez de aluminio devido a formacdo de complexos na solucdo do solo e/ou por
reduzir a toxidez interna de aluminio (SANGSTER; HODSON; TUBB, 2001). Na
planta, pode ocorrer a formacdo de compostos aluminossilicatos na parede celular
do cortex de raizes, inibindo a absorcdo de aluminio para o protoplasma, impedindo
desta forma a inibicdo da atividade enzimatica e aumentando as concentracdes de
acidos organicos no interior de raizes (MA, 2000; PINEROS et al., 2002).

As concentracbes de Ca na presenca de Si, podem ser alteradas
influenciando o processo de divisdo celular. O calcio, além de atuar como
componente estrutural, ele também apresenta importante fungdo como mensageiro
secundério na condugédo de sinais de fatores ambientais e resposta das plantas em
termos de crescimento e desenvolvimento (VITTI; LIMA; CICARONE, 2006).

Observou-se também, a forte correlagdo de Al com Fe (Tabela 10). Segundo
Santos (2014) elevadas concentracdes desses elementos nas raizes das plantas de
milho e girassol sdo provenientes do lodo de ETA, que durante o processo de
potabilizacdo da agua na ETA, sé@o adicionados sulfato de aluminio e de ferro, como

coagulantes e sedimentam na lagoa de decantacao formando o lodo.
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O elemento Fe apresentou correlacdo positiva com o0s elementos quimicos
Mg, Na, Ni, Pb e Si. Sendo que, os elementos Mg e Mn apresentaram correlacao
negativa com Na, Ni, Pb, e Si (Tabela 10).

Messias (2013) cultivando milho em substrato comercial com aplicacdo de
lodo de ETA, também obteve elevadas concentragfes de Al nas raizes e K na parte
aérea. O mesmo foi observado por Santos (2012), que encontrou elevadas
concentracfes dos elementos Al, Fe e S nas raizes e trés vezes mais K na parte
aérea de milho do que nas raizes.

Segundo Horn et al. (2006), a absorcao de nutrientes pelo sistema radicular
pode variar conforme sua morfologia e fisiologia e pode acontecer por meio de
interceptacado radicular, fluxo em massa ou difusdo, além de serem absorvidos em
taxas diferenciadas de acordo com a necessidade de cada vegetal. Assim o0s
nutrientes podem ser classificados em macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S)
exigidos em maior quantidade ou micronutrientes (B, Cl, Co, Cu,Fe, Mn, Mo, Ni,
Se e Zn) exigidos em quantidades menores (CASTRO, 2007).

Os sintomas de deficiéncia ou excesso de um elemento mineral tém
semelhanca em todas as espécies de plantas (LEAL; PRADO, 2008). Segundo
Pozza et al. (2001), os nutrientes exercem fungfes especificas no metabolismo
vegetal, influenciando no seu crescimento e sua producdo, assim, um nutriente em
niveis anormais pode prejudicar a producdo ocasionando um estresse nutricional
para a planta (DEON, 2007).

A concentracdo de elementos quimicos acumulados nas plantas nem sempre
refletird a concentracdo dos elementos presentes no solo (MARWA; MEHARGA;
RICE, 2012), mostrando que existe complexidade no mecanismo de absorcdo e
fatores ambientais ligados a este processo (SINGH et al., 2004; RIVELLI et al.,
2012).

O acumulo de K pode ser devido as altas concentracbes desse elemento
quimico encontrado na vinhaca de cana-de-acUcar. Segundo Baran et al. (2001)
observaram o acumulo de K nas raizes e parte aérea de Hypostases phyllostagya
guando cultivada em bagaco de uva e turfa, conforme aumentou a concentracao de
bagaco foi maior a concentracdo de K acumulado.

A literatura mostra que a concentracdo de elementos provenientes de
diversos contaminantes ou fontes poluidoras é maior nas raizes do que no caule e

folhas. Singh et al. (2004) encontraram um acumulo de metais principalmente nas
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raizes seguido de parte éarea e folhas de girassois crescidos em varias
concentragbes de lodo de curtume, durante 60 dias. Houve maior absor¢do de
Fe (476,18 pg g™), Cr (426,33 pg g*), Zn (103,74 pg g*) e Mn (424,46 pg g*) no
tratamento com 100% de lodo.

Segundo Tamoutsidis et al. (2009), estudando milho crescidos em areas com
irrigacdo com aguas residuarias urbanas observou-se aumento de K, Mn e Mg,
sendo de 25,7; 12,5 e 22,45 em relacao ao controle.

Segundo Malavolta et al. (2006) o potassio esta envolvido no crescimento
meristematico, uma vez que os fitohormonios atuantes neste processo sdo postos
em acao por esse mineral. A assimilagdo do K é feita basicamente num processo
ativo, atingindo o maximo de absorcéo com a presenca de Ca®" no meio, embora o
excesso tenha o efeito inibidor, como por exemplo, na utilizacdo de calcario em
excesso para a neutralizagdo da acidez. Este elemento € encontrado no solo sob a
forma ibnica K*, sendo absorvido em grandes quantidades pelas plantas, n&o
formando compostos.

O potassio, por ser um nutriente muito movel, atua no transporte
transmembrana, é ativador de um grande numero de enzimas do metabolismo
vegetal, sendo que algumas participam das reacdes da fotossintese, respiracao,
sintese de amidos, proteinas e lignina, como o piruvato quinase, amido sintetase,
desidrogenases e aldolases (NAIFF, 2007). Ele mantém o potencial osmético e o
balanco iénico, participando do processo de abertura e fechamento dos estématos,
regulando a transpiracdo e a entrada de CO,, atuando como um grande
influenciador na fotossintese, uma vez que promove a sintese da enzima Ribulose
bifosfato carboxilase (rubisco) (EPSTEIN; BLOOM, 2006). Atua ainda no processo
de translocacao e armazenamento de assimilados (LIMA, 2009).

Malavolta et al. (1997), citam que em algumas culturas, foi possivel observar
que a deficiéncia de K esta ligada a deficiéncia de ferro, isso devido ao acumulo
deste ultimo na regido dos internédios, causando dificuldade no transporte.
Diferentemente do observado neste estudo, pois elevadas concentragbes de Fe
também foram quantificadas nas raizes e parte aérea de Z. mays, neste caso

ocorreu 0 acumulo de ambos os elementos.
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Bergmann (1992) acredita que plantas podem tolerar relativamente altas
concentragfes de potassio sem apresentar distarbios. Porém, ele pode causar
efeitos indiretos pela deficiéncia induzida de outros elementos, como 0 calcio e 0
magneésio. O excesso de K pode causar também a inibicdo na absorcéo de B, Zi, Mn
e Ni, induzindo, ou ao menos contribuindo para a deficiéncia destes elementos.

A alta concentracdo de K tem acdo antagonista sobre absorcdo de Ca*' e
Mg®* (FAGERIA, 2001). O autor afirma ainda que, a diminuicdo na absorcdo calcio
pelo potassio deve-se a competicdo decorrente de propriedades fisiologicas destes
cations, enquanto a influéncia sobre a absorcdo do magnésio advém da competicéo
por compostos ligantes do metabolismo do vegetal.

Em comparacdes realizadas por Keogh, Sabbe e Caviness (1972), em
concentracfes foliares de nutrientes de dez variedades de grupos de maturacao
diferentes, cultivadas sob dois niveis de fertilidade de solo, mostraram como
resultado que, as concentracdes foliares de K mais elevadas estavam na variedade
mais produtiva testada do que na menos produtiva, evidenciando que a
concentracao foliar de potassio reflete a disponibilidade deste no solo.

Malavolta (2006) afirma que ha diferentes tipos de interagcbes entre 0s
nutrientes, sao eles: antagonismo ou inibicdo onde a presen¢a de um elemento
diminui a absorcao de outro, evitando assim a toxidez, a exemplo o Ca®* que impede
a absorcdo exagerada do Cu®"; inibicdo, que consiste na diminuicdo de um nutriente
provocada pela presenca de outro ion; e o sinergismo, onde a presenca de um dado
elemento aumenta a absorc¢éo de outro.

Com base nos resultados obtidos e segundo varios autores, ndo podemos
afirmar que existe relacdo direta entre a absor¢cdo e a concentracdo de elementos
guimicos nos vegetais compativeis com o0s elementos encontrados no solo ou em
um contaminante ou fonte poluidora.

O material tratado utilizando o lodo de ETA apresentou potencial de utilizacao
no solo em dosagens iguais ou inferiores a 10 g/kg sem apresentar efeitos negativos
sobre os indicadores avaliados: porcentagem de germinagédo, comprimento de raiz e
parte aérea e producdo de biomassa nas plantulas de milho. Entretanto, os teores
dos elementos quimicos Al, Ca, Fe e Mn estdo superiores ao recomendado por
Coelho et al. (2006).
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O efeito negativo de reducdo da parte aérea e aumento do crescimento das
raizes de Z. mays observados na concentracdo de 100 g/kg de material aplicado,
provavelmente ocorreu devido a presenca e/ou absorcdo dos elementos Al, Fe,
P e K que provavelmente desencadeou um estresse nutricional por excesso e falta
de nutrientes, principalmente devido ao antagonismo de absorcdo de elementos, que
0 excesso de algum pode interferir na absorgéo de outro e vice-versa, ocasionando
um estresse pelo desequilibrio das concentracfes de nutrientes ou a toxicidade

pode advir de outros compostos ndo analisados nesse estudo.



84

5. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos nos experimentos foi possivel concluir
gue, o lodo coletado na ETA Capim Fino, Piracicaba - SP foi caracterizado
predominantemente como arenoso, alta umidade, baixa relagdo C/N e elevada
concentracOes de Al, Fe e Mn.

O teste de composi¢do de misturas utilizando as duas espécies de Pleurotus
permitiu selecionar a proporcéo dos materiais e a espécie de fungo a ser utilizada.

A composicdo de 1:2 lodo/bagagco umedecida com vinhaca inoculada e
incubada com o fungo P. sajor-caju durante 12 dias, apresentou as melhores
caracteristicas, como o aumento de pH, a reducdo do odor, descoloracdo da mistura
e a producéao das trés enzimas lignoceluliticas.

O tratamento da mistura utilizando os principios da técnica de compostagem
durante 60 dias promoveu aumento do pH, da CTC, reducdo da CE e relagéo
carbono e nitrogénio.

Os dados de atividade enzimatica demostram que até 48 dias de incubacao
da mistura tratada ocorreu producdo de enzimas, o fungo manteve-se ativo na
degradacao, mineralizacao e/ou transformacao de compostos.

O material tratado utilizando o lodo de ETA como matéria prima apresentou
potencial de utilizacdo no solo em dosagens proximas a 10 g/kg sem apresentar
efeitos negativos sobre a porcentagem de germinacédo, crescimento de raiz e parte
aérea e producdo de biomassa em Zea mays.

O efeito negativo de reducdo da parte aérea e aumento do crescimento das
raizes de Z. mays na concentracdo de 100 g/kg do material aplicado, provavelmente
ocorreu devido a presenca e/ou absor¢cdo dos elementos Al, Fe, P e K que
provavelmente desencadeou um estresse nutricional nas plantulas.

O teste de misturas e o teste de toxicidade utilizando o milho possibilitou a
utilizacdo do lodo de ETA como material componente de um material organico
juntamente com os subprodutos da indastria canavieira (vinhaca e bagaco) na
proporcao de 1:2 (lodo/bagaco) tratado com P. sajor-caju por 60 dias em condi¢des

de laboratorio.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento de residuos organicos em um pais com as caracteristicas do
Brasil € de grande importancia. Essas caracteristicas tropicais, associadas a grande
producdo diaria de residuos organicos nas comunidades brasileiras, fazem da
compostagem um dos processos com grande viabilidade de uso e flexibilidade de
escala operacional, uma vez que pode ser facilmente desenvolvida.

O estudo desenvolvido revelou o potencial de utilizacdo do lodo de ETA como
material componente da formulacdo de um “material organico” utilizando os
principios, técnicas e alguns parametros da compostagem, contudo o mesmo foi
realizado em condi¢des de laboratorio.

E recomendavel a realizacéo de outros estudos para avaliar outros efeitos da
utilizacdo do lodo de ETA como um produto organico, realizando seu tratamento em
leiras em larga escala, utilizando como indculo os residuos de producdo comercial
de Shimeji (P. sajor-caju) e sua aplicagdo em campo experimental com
monitoramentos de todos os parametros ambientais, para que futuramente seja

aprovado seu uso por meio de normas e legislacdes pelos 6rgdos ambientais.
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Anexo A — Analise estatistica do experimento 1 — Teste de composicdo de mistura

L:B (lodo/bagaco) em cinco propor¢cdes e duas
Experimento 1 Proporgo e Fungo.pzf:2way ANOVA of pH-Tabular results - Thu Jan 14 12:13:28 2016
2way ANOVA |
Tabular results
1 |Table Analyzed pH
2
3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols
4
5 [Source of Variation % of total variation P value
6 | Interaction 80.36 P<0.0001
7 | Time 15.46 P<0.0001
8 | Column Factor 293 0.0028
9 | Subjects (matching) 0.4790 0.0494
10
11 |Source of Variation P value summary Significant?
12 | Interaction et Yes
13 | Time ey Yes
14 | Column Factor b Yes
15 | Subjects (matching) i Yes
16
17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square [F
18 | Interaction 8 12.53 1.566 316.7
19 | Time 4 2.410 0.6026 121.9
20 | Column Factor 2 0.4573 0.2287 18.38
21 | Subjects (matching) 6 0.07467 0.01244 2.517
22 | Residual 24 0.1187 0.004944
23
24 |Number of missing values 0
25
26 |Bonferroni posttests
27
28 |Sem fungo vs P. sajor-caju
29 |Column Factor Sem fungo P. sajor-caju Difference  [95% Cl of diff.
30 | 0:1 7.200 5.367 -1.833 -2.032 to -1.635
31 1:1 5.400 5.667 0.2667 0.06807 to 0.4653
32 | 1:2 5.200 5.600 0.4000 0.2014 to 0.5986
33 1:3 4.900 5.867 0.9667 0.7681 to 1.165
34 | 2:1 6.700 5.667 -1.033 -1.232 to -0.8347
35
36 |Column Factor Difference t P value Summary
37 | 0:1 -1.833 27.97 P<0.001 Yl
38 | 1:1 0.2667 4.068 P<0.01 i
39 | 1:2 0.4000 6.103 P<0.001 s
40 | 1:3 0.9667 14.75 P<0.001 T
41 | 2:1 -1.033 15.76 P<0.001 e
42
43 |Sem fungo vs P. ostreatus
44 |Column Factor Sem fungo P. ostreatus Difference  |95% CI of diff.
45 | 0:1 7.200 5.000 -2.200 -2.399 to -2.001
46 | 1:1 5.400 5.933 0.5333 0.3347 t0 0.7319
47 | 1:2 5.200 5.933 0.7333 0.5347 to 0.9319
48 | 1:3 4.900 5.833 0.9333 0.7347 to 1.132
49 | 2:1 6.700 6.133 -0.5667 -0.7653 to -0.3681
50
51 |Column Factor Difference t P value Summary
52 | 0:1 -2.200 33.56 P<0.001 i
53 | 1:1 0.5333 8.137 P<0.001 p
54 | 1:2 0.7333 11.19 P<0.001 i
58 | 1:3 0.9333 14.24 P<0.001 o
56 | 2:1 -0.5667 8.645 P<0.001 bk

espécies

de

fungos
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Experimento 1 Proporgao e Fungo pzf:2way ANOVA of Umidade:Tabular results - Thu Jan 14 12:16:29 2016

o Sl
| 2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed Umidade
2
3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols
4
5 |Source of Variation % of total variation P value
6 Interaction 26.50 0.0010
7 | Time 50.94 P<0.0001
8 Column Factor 1.19 0.5540
9 Subjects (matching) 5.4849 0.2623
10
11 [Source of Variation P value summary Significant?
12 | Interaction il Yes
13 | Time s Yes
14 | Column Factor ns No
15 | Subjects (matching) ns No
16
17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square|F
18 | Interaction 8 624.4 78.05 5.005
19 | Time 4 1200 300.1 19.24
20 | Column Factor 2 28.12 14.06 0.6528
21 | Subjects (matching) 6 129.2 21.54 1.381
22 | Residual 24 374.3 15.59
23
24 |Number of missing values 0
25
26 |Bonferroni posttests
27
28 [Sem fungo vs P. sajor-caju
29 |Column Factor Sem fungo P. sajor-caju Difference  |95% Cl of diff.
30 | 0:1 47.00 55.75 8.763 -1.381 to 18.89
31 ] 1:1 67.00 68.35 1.347 -8.788to0 11.48
32 | 1:2 73.51 64.99 -8.520 -18.65to 1.615
33 | 1:3 63.46 63.70 0.2433 -9.891 to 10.38
34 | 2:1 63.33 70.54 7.210 -2.925 10 17.34
35
36 |Column Factor Difference t P value Summary
37 | 0:1 8.753 2.617 P>0.05 ns
38 1 1.347 0.4026 P> 0.05 ns
39 [ 1:2 -8.520 2.547 P> 0.05 ns
40 | 1:3 0.2433 0.07275 P> 0.05 ns
M | 2:1 7.210 2.155 P> 0.05 ns
42
43 |sem fungo vs P. ostreatus
44 |Column Factor Sem fungo P. ostreatus Difference  |95% CI of diff.
45 | 0:1 47.00 58.50 11.50 1.369 t0 21.64
46 | 1:1 67.00 67.21 0.2067 -9.928 to 10.34
47 | 1:2 73.51 58.45 -15.06 -25.19 to -4.925
43 13 63.46 62.46 -1.003 -11.14 t0 9.131
49 | 2:1 63.33 69.18 5.853 -4.281to 15.99
50
51 |Column Factor Difference t P value Summary
52 | 0:1 11.50 3.439 P<0.01 e
53 | 1:1 0.2067 0.06178 P >0.05 ns
54 | 1:2 -15.06 4.502 P<0.001 il
55 |1:3 -1.003 0.3000 P > 0.05 ns
56 | 2:1 5.853 1.750 P >0.05 ns
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Experimento 1 Proporgio e Fungo.pzf:2way ANOVA of CE:Tabular results - Thu Jan 14 12:18:08 2016

2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed CE
2
3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols
4
5 |Source of Variation % of total variation P value
6 | Interaction 18.38 P<0.0001
7 Time 70.94 P<0.0001
8 | Column Factor 4.53 0.0011
9 | Subjects (matching) 0.5154 0.8931
10
11 |Source of Variation P value summary Significant?
12 | Interaction i Yes
13 | Time it Yes
14 | Column Factor ” Yes
15 | Subjects (matching) ns No
16
17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square|F
18 | Interaction 8 1010000 126300 9.794
19 | Time 4 3899000 974700 75.60
20 | Column Factor 2 248800 124400 26.35
21 | Subjects (matching) 6 28330 4721 0.3662
22 | Residual 24 309400 12890
23
24 |Number of missing values 0
25
26 |Bonferroni posttests
27
28 |sem fungo vs P. sajor-caju
29 |Column Factor Sem fungo P. sajor-caju Difference  |95% ClI of diff.
30 | 0:1 223.0 320.7 97.67 -164.8 to 360.1
31 1 986.0 954.0 -32.00 -294 5 to 230.5
32 (1:2 870.0 996.3 126.3 -136.1 to 388.8
33 (1:3 1583 958.0 -625.0 -887.5 to -362.5
34 | 2:1 1116 819.7 -296.3 -558.8 to -33.85
35
36 |Column Factor Difference t P value Summary
37 | 0:1 97.67 1.127 P >0.05 ns
38 | 1:1 -32.00 0.3694 P> 0.05 ns
39 | 1:2 126.3 1.458 P>0.05 ns
40 | 1:3 -625.0 7.214 P<0.001 il
41 | 2:1 -296.3 3.421 P<0.01 o
42
43 |Sem fungo vs P. ostreatus
44 |Column Factor Sem fungo P. ostreatus Difference  |95% CI of diff.
45 | 0:1 223.0 290.3 67.33 -195.1 to 329.8
46 | 1:1 986.0 869.0 -117.0 -379.510 145.5
a7 | 1:2 870.0 1093 223.0 -39.48 to 485.5
48 [ 1:3 1583 817.3 -765.7 -1028 to -503.2
49 | 2:1 1116 871.3 -244.7 -507.1 to 17.81
50
51 |Column Factor Difference t P value Summary
52 | 0:1 67.33 0.7772 P> 0.05 ns
53 =1 -117.0 1.351 P> 0.05 ns
54 | 1:2 223.0 2.574 P>0.05 ns
55 | 1:3 -765.7 8.838 P<0.001 -
56 | 2:1 -244.7 2.824 P <0.05 *




Experimento 1 Proporgio e Fungo.pzf:2way ANOVA of Lacase:Tabular results - Thu Jan 14 12:20:58 2016

2way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Lacase

2

3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 | Interaction 32.54 0.0103

7 | Time 13.51 0.0499

8 | Column Factor 19.74 0.0084

9 | Subjects (matching) 5.0404 0.6588

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction % Yes

13 | Time * Yes

14 | Column Factor ** Yes

15 | Subjects (matching) ns No

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares [Mean square|F

18 | Interaction 8 193.6 24.20 3.347

19 | Time 4 80.38 20.09 2.779

20 | Column Factor 2 117.5 58.74 11.75

21 | Subjects (matching) 6 29.99 4.999 0.6912

22 | Residual 24 173.6 7.232

23

24 |Number of missing values 0

25

26 |Bonferroni posttests

27

28 [Sem fungo vs P. sajor-caju

29 |Column Factor Sem fungo P. sajor-caju Difference  [95% CI of diff.
30 | 0:1 0.0000 3.778 3.778 -2.666 to 10.22
31 [ 1:1 0.0000 1.299 1.299 -5.145t0 7.743
32 11:2 0.0000 11.56 11.56 5.120 to 18.01
33 1 1:3 0.0000 0.7863 0.7863 -5.658 to 7.230
34 | 2:1 0.0000 1.923 1.923 -4.521 to 8.367
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 | 0:1 3.778 1.776 P>0.05 ns

38 | 1:1 1.299 0.6108 P> 0.05 ns

39 [ 1:2 11.56 5.437 P<0.001 i

40 | 1:3 0.7863 0.3697 P> 0.05 ns

41 | 2:1 1.923 0.9042 P>0.05 ns

42

43 |Sem fungo vs P. ostreatus

44 |Column Factor Sem fungo P. ostreatus Difference  |95% ClI of diff.
45 | 0:1 0.0000 4.231 4231 -2.213 to 10.67
46 1 0.0000 1.120 1.120 -5.324 to 7.564
47 | 1:2 0.0000 0.0000 0.0000 -6.444 to0 6.444
48 | 1:3 0.0000 0.6838 0.6838 -5.760t0 7.128
49 | 2:1 0.0000 0.05128 0.05128 -6.393 to 6.495
50

51 |Column Factor Difference t P value Summary

52 | 0:1 4.231 1.989 P >0.056 ns

53 | 1:1 1.120 0.5264 P > 0.05 ns

54 | 1:2 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

55 | 1:3 0.6838 0.3215 P > 0.05 ns

56 | 2:1 0.05128 0.02411 P >0.05 ns
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Experimento 1 Proporgdo e Fungo.pzf:2way ANOVA of Peroxidase:Tabular results - Thu Jan 14 12:23:02 2016

2way ANOVA

Tabular results

1 |Table Analyzed Peroxidase

2

3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 Interaction 16.80 0.2674

7 | Time 9.22 0.2388

8 | Column Factor 21.44 0.0717

9 | Subjects (matching) 15.2348 0.1813

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction ns No

13 | Time ns No

14 | Column Factor ns No

15 | Subjects (matching) ns No

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square |F

18 | Interaction 8 65.83 8.228 1.351

19 | Time 4 36.12 9.029 1.482

20 | Column Factor 2 84.04 42.02 4.223

21 | Subjects (matching) 6 59.71 9.951 1.633

22 | Residual 24 146.2 6.092

23

24 |Number of missing values 0

25

26 |Bonferroni posttests

27

28 [Sem fungo vs P. sajor-caju

29 |Column Factor Sem fungo P. sajor-caju Difference  |95% ClI of diff.
30 (0:1 0.0000 0.9826 0.9826 -5.499 to 7.464
31 1:1 0.0000 0.8125 0.8125 -5.669 to 7.294
32 11:2 0.0000 6.425 6.425 -0.05650 to 12.91
33 |1 1:3 0.0000 2419 2.419 -4.063 to 8.900
34 | 2:1 0.0000 3.760 3.760 -2.721t0 10.24
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 | 0:1 0.9826 0.4593 P> 0.05 ns

38 [ 1:1 0.8125 0.3798 P>0.05 ns

39 [ 1:2 6.425 3.003 P <0.05 H

40 | 1:3 2.419 1.131 P >0.05 ns

41 | 2:1 3.760 1.758 P >0.05 ns

42

43 |Sem fungo vs P. ostreatus

44 |Column Factor Sem fungo P. ostreatus Difference  |95% Cl of diff.
45 | 0:1 0.0000 3.156 3.156 -3.326 to 9.637
46 | 1:1 0.0000 3.609 3.609 -2.872 to 10.09
47 | 1:2 0.0000 2.891 2.891 -3.590 to 9.372
48 | 1:3 0.0000 0.05669 0.05669 -6.425 to 6.538
49 | 2:1 0.0000 4.875 4.875 -1.606 to 11.36
50

51 |Column Factor Difference t P value Summary

52 10:1 3.156 1.475 P >0.05 ns

53 | 1:1 3.609 1.687 P >0.05 ns

54 [1:2 2.891 1.352 P > 0.05 ns

| 55 | 1:3 0.05669 0.02650 P >0.05 ns
56 | 2:1 4.875 2.279 P>0.05 ns




Experimento 1 Proporgéo e Fungo.pzf:2way ANOVA of MnP:Tabular results - Thu Jan 14 12:21:56 2016

2way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed MnP

2

3 [Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 | Interaction 30.98 0.0162

7 | Time 14.23 0.0484

8 | Column Factor 14.30 0.0702

9 | Subjects (matching) 10.0423 0.2869

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction * Yes

13 | Time = Yes

14 | Column Factor ns No

15 | Subjects (matching) ns No

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square|F

18 | Interaction 8 6081 760.1 3.053

19 | Time 4 2792 698.0 2.803

20 | Column Factor 2 2806 1403 4.272

21 | Subjects (matching) 6 1971 3285 1.319

22 | Residual 24 5976 249.0

23

24 |Number of missing values 0

25
26 |Bonferroni posttests

27

28 |sem fungo vs P. sajor-caju
29 |Column Factor Sem fungo P. sajor-caju Difference  |95% CI of diff.
30 | 0:1 0.0000 64.52 64.52 24.26 to 104.8
31 1 0.0000 1.619 1.619 -38.64 to 41.88
32 | 1:2 0.0000 8.969 8.969 -31.29 t0 49.23
33 |1:3 0.0000 2616 2616 -37.65 to 42.88
34 | 2:1 0.0000 12.46 12.46 -27.81t0 52.72
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 | 0:1 64.52 4.855 P<0.001 bl

38 | 1:1 1619 0.1219 P=>0.05 ns
39 [1:2 8.969 0.6749 P > 0.05 ns
40 | 1:3 2616 0.1968 P > 0.05 ns
41 | 2:1 12.46 0.9374 P >0.05 ns
42
43 |Sem fungo vs P. ostreatus
44 |Column Factor Sem fungo P. ostreatus Difference  |95% CI of diff.
45 | 0:1 0.0000 0.0000 0.0000 -40.26 to 40.26
46 | 1:1 0.0000 0.0000 0.0000 -40.26 to 40.26
a7 | 1:2 0.0000 0.0000 0.0000 -40.26 to 40.26
48 [ 1:3 0.0000 0.0000 0.0000 -40.26 to 40.26
49 [ 2:1 0.0000 14.82 14.82 -25.44 to 55.09
50

51 |Column Factor Difference t P value Summary

52 | 0:1 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

53 | 1:1 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

54 | 1:2 0.0000 0.0000 P > 0.05 ns

55 | 1:3 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

56 | 2:1 14.82 1.115 P > 0.05 ns
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Anexo B — Analise estatistica do experimento 2 — Tempo de incubacdo: mistura L:B

(lodo/bagaco) na propor¢do 1: 2 sem e com fungo antes e ap0s incubacéo de 12, 24,
48 e 60 dias

Experimento 2 (Tempo compostagem).pzf:2way ANOVA of pH:Tabular resuits - Thu Jan 14 12:26:02 2016

! 2way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed pH

2

3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 Interaction 2.49 0.0078

7 | Time 92.70 P<0.0001

8 | Column Factor 243 0.0084

9 | Subjects (matching) 0.4149 0.5168

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction gl Yes

13 | Time - Yes

14 | Column Factor » Yes

15 | Subjects (matching) ns No

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square|F

18 | Interaction 4 0.3280 0.08200 5.072

19 | Time 4 12.21 3.053 188.9
20 | Column Factor 0.3203 0.3203 23.44

21 | Subjects (matching) 4 0.05467 0.01367 0.8454

22 | Residual 16 0.2587 0.01617

23

24 |Number of missing values |0

25

26 |Bonferroni posttests

27

28 |Sem fungo vs Com fungo

29 |Column Factor Sem fungo Com fungo Difference  [95% CI of diff.
30 |0 4.233 4.233 0.0000 -0.2908 to 0.2908
31 | 12 4633 4.900 0.2667 -0.02412 to 0.5575
32 | 24 4.933 5.133 0.2000 -0.09079 to 0.4908
33 | 48 5.733 5733 0.0000 -0.2908 to 0.2908
34 | 60 5.700 6.267 0.5667 0.2759 to 0.8575
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 |0 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

38 | 12 0.2667 2.609 P>0.05 ns

39 | 24 0.2000 1.957 P> 0.05 ns

40 | 48 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

41 | 60 0.5667 5.545 P<0.001 sisiod




Experimento 2 (Tempo compostagem).pzf:2way ANOVA of Umidade:Tabular results - Thu Jan 14 12:28:05 2016

2way ANOVA
Tabular results
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1 |Table Analyzed Umidade

2

3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 Interaction 24 .97 0.0438

7 | Time 25.71 0.0399

8 | Column Factor 0.19 0.8448

9 | Subjects (matching) 17.3435 0.1174

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction * Yes

13 | Time r Yes

14 | Column Factor ns No

15 | Subjects (matching) ns No

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square [F

18 | Interaction 4 72.96 18.24 3.142

19 | Time 4 75.14 18.78 3.236

20 | Column Factor 1 0.5522 0.5522 0.04358

21 | Subjects (matching) 4 50.68 12.67 2.182
22 | Residual 16 92.88 5.805

23

24 |Number of missing values |0
25
26 |Bonferroni posttests

27

28 |Sem Fungo vs Com fungo

29 |Column Factor Sem Fungo Com fungo Difference  |95% ClI of diff.
30 |0 64.44 64.44 0.0000 -6.224 t0 6.224
31 | 12 66.74 66.56 -0.1767 -6.401 to 6.048
32 | 24 65.66 69.02 3.360 -2.864 to 9.584
33 | 48 68.55 69.98 1.430 -4.794 to 7.654
34 | 60 69.00 63.03 -5.970 -12.19 to 0.2544
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 | 0 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

38 | 12 -0.1767 0.08076 P> 0.05 ns

39 | 24 3.360 1.536 P> 0.05 ns

40 | 48 1.430 0.6537 P >0.05 ns

41 | 60 -5.970 2.729 P> 0.05 ns
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2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed CE
2
3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols
4
5 |Source of Variation % of total variation P value
6 Interaction 15.63 0.0822
7 | Time 8.48 0.2892
8 | Column Factor 41.00 0.0157
9 | Subjects (matching) 10.0659 0.2172
10
11 |Source of Variation P value summary Significant?
12 | Interaction ns No
13 | Time ns No
14 | Column Factor . Yes
15 | Subjects (matching) ns No
16
17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square |F
18 | Interaction 4 161000 40260 2.519
19 | Time 4 87400 21850 1.367
20 | Column Factor 1 422500 422500 16.29
21 | Subjects (matching) 4 103700 25930 1.622
22 | Residual 16 255800 15990
23
24 |Number of missing values |0
25
26 |Bonferroni posttests
27
28 [sem fungo vs Com fungo
29 |Column Factor Sem fungo Com fungo Difference  |95% ClI of diff.
30 |0 1030 1030 0.0000 -311.5t0 311.5
31 ] 12 1053 807.0 -245.7 -557.1 t0 65.80
32 | 24 1113 945.3 -167.3 -478.8 to 144.1
33 | 48 1110 749.0 -360.7 -672.1 to -49.20
34 | 60 1110 697.0 -413.0 -724.5t0-101.5
35
36 |Column Factor Difference t P value Summary
37 ({0 0.0000 0.0000 P>0.05 ns
38 | 12 -245.7 2.244 P> 0.05 ns
39 | 24 -167.3 1.529 P> 0.05 ns
40 | 48 -360.7 3.295 P <0.05 =
41 | 60 -413.0 3.773 P<0.01 ”




Experimento 2 (Tempo compostagem).pzf:2way ANOVA of Lacase:Tabular results - Thu Jan 14 12:28:52 2016

2way ANOVA
Tabular results
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1 |[Table Analyzed Lacase

2

3 |[Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 | Interaction 14.09 0.4214

7 | Time 14.09 0.4214

8 | Column Factor 3.52 0.3673

9 | Subjects (matching) 13.6609 0.4362

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction ns No

13 | Time ns No

14 | Column Factor ns No

15 | Subjects (matching) ns No

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square [F

18 | Interaction 4 68.04 17.01 1.031

19 | Time 4 68.04 17.01 1.031

20 | Column Factor 1 17.01 17.01 1.031

21 | Subjects (matching) 4 65.98 16.50 1.000

22 | Residual 16 263.9 16.50

23

24 |Number of missing values |0

25

26 |Bonferroni posttests

27

28 [sem fungo vs Com fungo

29 |Column Factor Sem fungo Com fungo Difference  |95% CI of diff.
30 | O 0.0000 0.0000 0.0000 -9.436 to 9.436
31 | 12 0.0000 7.530 7.530 -1.906 to 16.97
32 | 24 0.0000 0.0000 0.0000 -9.436 to 9.436
33 | 48 0.0000 0.0000 0.0000 -9.436 to 9.436
34 | 60 0.0000 0.0000 0.0000 -9.436 to 9.436
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 |0 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

38 | 12 7.530 2.271 P >0.05 ns

39 | 24 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

40 | 48 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

41 | 60 0.0000 0.0000 P>0.05 ns
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Experimento 2 (Tempo compostagem).pzf:2way ANOVA of Peroxidase:Tabular resuits - Thu Jan 14 12:29:51 2016

2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed Peroxidase
2
3 [Two-way RM ANOVA Matching by cols
4
5 |Source of Variation % of total variation P value
6 | Interaction 18.75 0.2175
7 | Time 18.75 0.2175
8 | Column Factor 4.69 0.2719
9 | Subjects (matching) 11.5644 0.4362
10
11 |Source of Variation P value summary Significant?
12 | Interaction ns No
13 | Time ns No
14 | Column Factor ns No
15 | Subjects (matching) ns No
16
17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square|F
18 | Interaction 13.47 3.367 1.621
19 | Time 4 13.47 3.367 1.621
20 | Column Factor 1 3.367 3.367 1.621
21 | Subjects (matching) 4 8.308 2.077 1.000
22 | Residual 16 33.23 2.077
23
24 [Number of missing values |0
25
26 |Bonferroni posttests
27
28 |Sem Fungo vs Com fungo
29 |Column Factor Sem Fungo Com fungo Difference  {95% ClI of diff.
30 |0 0.0000 0.0000 0.0000 -3.348 t0 3.348
31 | 12 0.0000 3.350 3.350 0.001836 to 6.698
32 | 24 0.0000 0.0000 0.0000 -3.348 to 3.348
33 | 48 0.0000 0.0000 0.0000 -3.348 to 3.348
34 | 60 0.0000 0.0000 0.0000 -3.348 t0 3.348
35
36 |Column Factor Difference t P value Summary
37 |0 0.0000 0.0000 P >0.05 ns
38 | 12 3.350 2.847 P <0.05 *
39 | 24 0.0000 0.0000 P>0.05 ns
40 | 48 0.0000 0.0000 P >0.05 ns
41 | 60 0.0000 0.0000 P > 0.05 ns




Experimento 2 (Tempo compostagem).pzf:2way ANOVA of MnP:Tabular results - Thu Jan 14 12:30:38 2016

2way ANOVA
Tabular results
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l

1 |Table Analyzed MnP

2

3 [Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 Interaction 12.38 0.4797

7 | Time 12.38 0.4797

8 Column Factor 6.22 0.2653

9 | Subjects (matching) 14.8560 0.3916

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction ns No

13 | Time ns No

14 | Column Factor ns No

15 | Subjects (matching) ns No

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square |F

18 | Interaction 4 93.83 23.46 0.9137

19 | Time 4 93.83 23.46 0.9137

20 | Column Factor 1 47.15 4715 1.674

21 | Subjects (matching) 4 112.6 28.16 1.097

22 | Residual 16 410.8 25.67

23

24 |Number of missing values [0

25

26 |Bonferroni posttests

27

28 |Sem fungo vs Com fungo

29 [Column Factor Sem fungo Com fungo Difference  |95% CI of diff.
3 (0 0.0000 0.0000 0.0000 -11.89to 11.89
31 | 12 0.0000 3.000 3.000 -8.885 to 14.89
32 | 24 0.0000 9.213 9.213 -2.672t021.10
33 | 48 0.0000 0.3233 0.3233 -11.56 to 12.21
34 | 60 0.0000 0.0000 0.0000 -11.89to 11.89
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 (0 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

38 | 12 3.000 0.7182 P>0.05 ns

39 | 24 9.213 2.206 P>0.05 ns

40 | 48 0.3233 0.07741 P>0.05 ns

41 | 60 0.0000 0.0000 P > 0.05 ns
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Anexo C — Analise estatistica do experimento 2 — Elementos quimicos quantificados

no material antes e apds incubacao por 60 dias

Experimento 2 (Tempo compostagem).pzf:2way ANOVA of 0 e 60 dias:Tabular resuits - Thu Jan 14 12:40:23 2016

2way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed 0 e 60 dias

2

3 |Two-way ANOVA

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 | Column Factor 0.96 0.0796

7 Row Factor 87.53 P<0.0001

8

9 |Source of Variation P value summary Significant?

10 | Column Factor ns No

11 | Row Factor e Yes

12

13 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square|F

14 | Column Factor 1 20000000 20000000 3.240

15 | Row Factor 39 1830000000 46920000 |7.603

16 | Residual 39 240700000 6171000

17

18 |Number of missing values |14

19

20 |Bonferroni posttests

21

22 |0vs 60

23 |Row Factor 0 60 Difference  |95% CI of diff.
24 | Al 28080 12650 -15430 -27660 to -3206
25 | B 0.0050 0.0050 0.0000 -12230 to 12230
26 | Ba 67.70 44.97 -22.73 -12250 to 12200
27 | Ca 3312 3367 55.36 -12170 to 12280
28 | Cd 1.460 0.6500 -0.8100 -12230 to 12220
29 | Co 3.370 2.190 -1.180 -12230 to 12220
30 | Cr 12.57 20.27 7.700 -12220 to 12230
31 | Cu 11.43 16.39 4.960 -12220 to 12230
32 | Fe 12060 7661 -4398 -16620 to 7827
33 | K 4756 5681 924.2 -11300 to 13150
34 | Mg 1516 1150 -366.4 -12590 to 11860
35 | Mn 570.4 4192 -151.2 -12380 to 12070
36 | Mo 0.7500 0.0020 -0.7480 -12230 to 12220
37 | Na 1311 0.1000 -1311 -13540 to 10910
38 | Ni 4.590 6.880 2.290 -12220 to 12230
39| P 1113 1610 497.1 -11730 to 12720
40 | B 3.130 4.920 1.790 -12220 to 12230
M1 | s 1386 1787 400.4 -11820 to 12630
42 | Si 399.0 177.7 -221.3 -12450 to 12000
43 | Zn 41.50 54.39 12.89 -12210 to 12240
44 | Al 28080 12650 -15430 -27660 to -3206
45 | B 0.0050 0.0050 0.0000 -12230 to 12230
46 | Ba 67.70 44 97 -22.73 -12250 to 12200
47 | Ca 3312 3367 55.36 -12170 to 12280




48 | Cd 1.460 0.6500 -0.8100 -12230 to 12220
49 | Co 3.370 2.190 -1.180 -12230 to 12220
50 | Cr 12.57 20.27 7.700 -12220 to 12230
51 | Cu 11.43 16.39 4.960 -12220 to 12230
52 | Fe 12060 7661 -4398 -16620 to 7827
53 | K 4756 5681 924.2 -11300 to 13150
54 | Mg 1516 1150 -366.4 -12590 to 11860
55 | Mn 570.4 419.2 -151.2 -12380 to 12070
56 | Mo 0.7500 0.0020 -0.7480 -12230 to 12220
57 | Na 1311 0.1000 -1311 -13540 to 10910
58 | Ni 4.590 6.880 2.290 -12220 to 12230
59 | P 1113 1610 497 1 -11730 to 12720
60 | B 3.130 4.920 1.790 -12220 to 12230
61 | S 1386 1787 400.4 -11820 to 12630
62 | Si 399.0 177.7 -221.3 -12450 to 12000
63 | Zn 41.50 54.39 12.89 -12210 to 12240
64

65

66

67

68

69

70

71

72 |Row Factor Difference t P value Summary

73 | Al -15430 4.393 P<0.01 *

74 | B 0.0000 0.0000 P > 0.05 ns

75 | Ba -22.73 0.006470 P >0.05 ns

76 | Ca 55.36 0.01576 P > 0.05 ns

77 | Cd -0.8100 0.0002306 P> 0.05 ns

78 | Co -1.180 0.0003359 P> 0.05 ns

79 | Cr 7.700 0.002192 P > 0.05 ns

80 | Cu 4.960 0.001412 P >0.05 ns

81 | Fe -4398 1.252 P>0.05 ns

82 | K 924 2 0.2631 P>0.05 ns

83 | Mg -366.4 0.1043 P> 0.05 ns

84 | Mn -151.2 0.04304 P >0.05 ns

85 | Mo -0.7480 0.0002129 P >0.05 ns

86 | Na -1311 0.3730 P >0.05 ns

87 | Ni 2.290 0.0006519 P>0.056 ns

88 | P 497.1 0.1415 P > 0.05 ns

89 | B 1.790 0.0005095 P > 0.05 ns

90 | S 400.4 0.1140 P > 0.05 ns

91 | Si -221.3 0.06299 P> 0.05 ns

92 | Zn 12.89 0.003669 P>0.05 ns

93 | Al -15430 4.393 P<0.01 =

94 | B 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

113
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95 | Ba -22.73 0.006470 P >0.05 ns
96 | Ca 55.36 0.01576 P>0.05 ns
97 | Cd -0.8100 0.0002306 P >0.05 ns
98 | Co -1.180 0.0003359 P>0.05 ns
99 | Cr 7.700 0.002192 P>0.05 ns
100 | Cu 4.960 0.001412 P>0.05 ns
101 | Fe -4398 1.252 P> 0.05 ns
102 | K 9242 0.2631 P>0.05 ns
103 | Mg -366.4 0.1043 P>0.05 ns
104 (| Mn -151.2 0.04304 P>0.05 ns
105 [ Mo -0.7480 0.0002129 P >0.05 ns
106 [ Na -1311 0.3730 P >0.05 ns
107 | Ni 2.290 0.0006519 P >0.05 ns
108 | P 497 1 0.1415 P>0.05 ns
109 | B 1.790 0.0005095 P>0.05 ns
110 | S 400.4 0.1140 P>0.06 ns
111 | Si -221.3 0.06299 P >0.05 ns
112 | Zn 12.89 0.003669 P > 0.05 ns
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Anexo D — Analise estatistica do experimento 3 — Teste de toxicidade com Zea
mays, porcentagem de germinacdo, comprimento de raiz (CR), comprimento de

parte area (caule+folhas) (CPA) e biomassa seca de raiz e parte aérea

Analise Milho.pzf:1way ANOVA of Germinagdo - Thu Jan 14 12:46:44 2016

1way ANOVA | l |
1 |Table Analyzed Germinagéo
2
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue 0.2196
5 | P value summary ns
6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |No
7 | Number of groups 4
8 F 1.701
9 | R squared 0.2984
10
11 |ANOVA Table SS df MS
12 | Treatment (between columns) 818.8 3 272.9
13 | Residual (within columns) 1925 12 160.4
14 | Total 2744 15
15
16 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
17 | 0vs1 -10.00 1.579 No ns
18 | 0vs 10 -12.50 1.974 No ns
19 | 0vs 100 5.000 0.7895 No ns
20 | 1vs 10 -2.500 0.3948 No ns
21 | 1vs 100 15.00 2.369 No ns
22 | 10vs 100 17.50 2763 No ns
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Andlise Milho.pzf:1way ANOVA of CR - Thu Jan 14 12:44:07 2016

1way ANOVA

1 |Table Analyzed CR

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue 0.0041

5 | P value summary i

6 | Are means signif. different? (P < 0.05)  |Yes

7 | Number of groups 4

8 F 7.612

9 R squared 0.6555

10

11 |ANOVA Table SS df MS

12 | Treatment (between columns) 270.8 3 90.25

13 | Residual (within columns) 142.3 12 11.86

14 | Total 413.0 15

15

16 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff.  [g Significant? P < 0.057 Summary
17 | Ovs 1 -0.5000 0.2904 No ns
18 | Dvs 10 -2.725 1.583 No ns
19 | 0vs 100 -10.28 5.968 Yes S
20 | 1vs10 -2.225 1.292 No ns
21 | 1vs 100 -9.775 5678 Yes -
22 | 10vs 100 -7.550 4.385 Yes x

Andlise Milho_pzf:1way ANOVA of CPA - Thu Jan 14 12:45:46 2016
1way ANOVA

1 [Table Analyzed CPA

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue 0.0132

5 | P value summary B

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

7 | Number of groups 4

8 F 5.479

9 R squared 0.5780

10

11 |ANOVA Table SS df MS

12 | Treatment (between columns) 276.5 3 92.17

13 | Residual (within columns) 201.9 12 16.82

14 | Total 478.4 15

15

16 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
17 | Ovs 1 -1.610 0.7851 No ns
18 | ovs 10 -0.8800 0.4291 No ns
19 | 0vs 100 8.680 4.233 Yes o
20 | 1vs10 0.7300 0.3560 No ns
21 | 1vs100 10.29 5.018 Yes *
22 | 10vs 100 9.560 4,662 Yes *




Analise Milho.pzf: 1way ANOVA of Biomassa Raiz - Thu Jan 14 12:47:35 2016

1way ANOVA

1 |Table Analyzed Biomassa Raiz

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue 0.8207

5 P value summary ns

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) No

7 | Number of groups 4

8 | F 0.3058

9 R squared 0.07103

10

11 |ANOVA Table SS df MS

12 | Treatment (between columns) 0.06722 3 0.02241

13 | Residual (within columns) 0.8792 12 0.07326

14 | Total 0.9464 15

15

16 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary
17 | Ovs1 -0.1700 1.256 No ns
18 | 0vs 10 -0.1425 1.053 No ns
19 | 0vs 100 -0.09000 0.6650 No ns
20 | 1 vs10 0.02750 0.2032 No ns
21 | 1 vs 100 0.08000 0.5911 No ns
22 | 10 vs 100 0.05250 0.3879 No ns

Andlise Milho.pzf:1way ANOVA of Biomassa Parte aérea - Thu Jan 14 12:53:07 2016
1way ANOVA

1 |Table Analyzed Biomassa Parte aérea

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue 0.0623

5 | P value summary ns

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |No

7 Number of groups 4

8 | F 3.200

9 R squared 0.4444
10
11 |ANOVA Table SS df MS
12 | Treatment (between columns) 1.220 3 0.4067
13 | Residual (within columns) 1.525 12 0.1271
14 | Total 2.745 15
15
16 |Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? Summary
17 | ovs1 -0.2400 1.346 No ns
18 | ovs 10 -0.6800 3.815 No ns
19 | 0vs 100 -0.007500 0.04208 No ns
20 | 1vs10 -0.4400 2.469 No ns
21 | 1vs100 0.2325 1.304 No ns
22 | 10 vs 100 0.6725 3.773 No ns
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Anexo E — Analise estatistica do experimento 3 — Teste de toxicidade com Zea

mays, quantificacdo dos elementos quimicos acumulados nas raizes e parte aérea

de milho
Analise Milho.pzf:2way ANOVA of Elemento quimicos Raiz:Tabular results - Thu Jan 14 12:59:01 2016
2way ANOVA
Tabular results
1 |Table Analyzed Elemento quimicos Raiz
2
3 |Two-way RM ANOVA Matching by rows
4
5 |Source of Variation % of total variation P value
6 | Interaction 24.00 P<0.0001
7 | Row Factor 71.26 P<0.0001
8 | Time 0.77 P<0.0001
9 | Subjects (matching) 0.5760 0.9920
10
11 |Source of Variation P value summary Significant?
12 | Interaction i Yes
13 | Row Factor g Yes
14 | Time i Yes
15 | Subjects (matching) ns No
16
17 |Source of Variation Df Sum-of-squares [Mean square|F
18 | Interaction 57 1209000000 21210000 |14.89
19 | Row Factor 19 3590000000 188900000 |260.5
20 | Time 3 39020000 13010000 |9.133
21 | Subjects (matching) 40 29010000 725400 0.5093
22 | Residual 120 170900000 1424000
23
24 |Number of missing values |0
25
26 |Bonferroni posttests
27
28 |ovs1
29 |Row Factor 0 1 Difference  [95% CI of diff.
30 | Al 10270 13860 3597 256.3 to 6937
31 | B -95.49 -95.61 -0.1132 -3341 to 3340
32 | Ba 5.991 6.569 0.5780 -3340 to 3341
33 | Ca 3289 3170 -118.9 -3459 to 3222
34 | Cd 0.8780 1.072 0.1941 -3340 to 3341
35 | Co 0.7878 0.7597 -0.02807 -3340 to 3340
36 | Cr 5.770 6.436 0.6662 -3340 to 3341
37 | Cu 13.94 16.12 2.183 -3338 to 3343
38 | Fe 8623 12010 3387 46.76 to 6728
39 | K 4391 5979 1589 -1752 to 4929
40 | Mg 458.4 5345 76.14 -3264 to 3417
41 | Mn 71.52 71.66 0.1392 -3340 to 3341
42 [ Mo -0.6459 -0.5288 0.1171 -3340 to 3341
43 | Na 1219 1025 -194.3 -353510 3146
44 | Ni 2.879 2.852 -0.02623 -3340 to 3340
46 | P 1677 1584 -92.64 -3433 to 3248
46 | Pb p.152 5.931 0.7791 -3340 to 3341
47 | S 1701 1575 -126.0 -3466 to 3214




Analise Milho.pzf:2way ANOVA of Elemento quimicos Raiz: Tabular results - Thu Jan 14 12:59:01 2016

|

2way ANOVA

Tabular results
48 | Si 4506 4732 226.4 -3114 to 3567
49 | Zn 26.27 20.65 -5.616 -3346 to 3335
50
51 |Row Factor Difference t P value Summary
52 | Al 3597 3.691 P<0.01 g
53 | B -0.1132 0.0001162 P >0.05 ns
54 | Ba 0.5780 0.0005932 P>0.05 ns
55 | Ca -118.9 0.1220 P >0.05 ns
56 | Cd 0.1941 0.0001992 P>0.05 ns
57 | Co -0.02807 0.00002881 P>0.05 ns
58 | Cr 0.6662 0.0006837 P>0.05 ns
59 | Cu 2.183 0.002241 P>0.05 ns
60 | Fe 3387 3.476 P<0.05 e
61 | K 1589 1.630 P>0.05 ns
62 | Mg 76.14 0.07814 P >0.05 ns
63 | Mn 0.1392 0.0001429 P >0.05 ns
64 | Mo 0.1171 0.0001201 P>0.05 ns
65 | Na -194.3 0.1994 P >0.05 ns
66 | Ni -0.02623 0.00002692 P >0.05 ns
67 | P -92.64 0.09507 P >0.05 ns
68 | Pb 0.7791 0.0007996 P>0.05 ns
69 | S -126.0 0.1293 P >0.05 ns
70 | Si 226.4 0.2324 P >0.05 ns
7 | Zn -5.616 0.005763 P>0.05 ns
72
73 |ovs 10
74 |Row Factor 0 10 Difference  |95% CI of diff.
75 | Al 10270 9886 -380.6 -3721 to 2960
76 | B -95.49 -95.10 0.3895 -3340 to 3341
77 | Ba 5.991 6.633 0.6419 -3340 to 3341
78 | Ca 3289 3709 420.5 -2920 to 3761
79 | Cd 0.8780 0.8078 -0.07017 -3340 to 3340
80 | Co 0.7878 0.7690 -0.01885 -3340 to 3340
81 | Cr 5.770 4.888 -0.8821 -3341 to 3340
82 | Cu 13.94 14 .51 0.5673 -3340 to 3341
83 | Fe 8623 9007 383.3 -2957 to 3724
84 | K 4391 12350 7960 4620 to 11300
85 | Mg 458.4 692.1 233.8 -3107 to 3574
86 | Mn 71.52 81.49 9.961 -3330 to 3350
87 | Mo -0.6459 -2.147 -1.501 -3342 to 3339
88 | Na 1219 1062 -157.3 -3498 to 3183
89 [ Ni 2.879 2.580 -0.2983 -3341 to 3340
90 | P 1677 1665 -11.61 -3352 to 3329
91 | Pb 5.152 4.833 -0.3183 -3341 to 3340
92 | S 1701 1735 34.01 -3306 to 3374
93 | Si 4506 4581 75.09 -3265 to 3416
94 | Zn 26.27 28.38 2.105 -3338 to 3343

119
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Analise Milho.pzf:2way ANOVA of Elemento quimicos Raiz:Tabular results - Thu Jan 14 12:59:01 2016

ir 2way ANOVA
Tabular results

95
96 |Row Factor Difference t P value Summary
97 | Al -380.6 0.3905 P >0.05 ns
98 | B 0.3895 0.0003997 P>0.05 ns
99 | Ba 0.6419 0.0006587 P>0.05 ns
100 | Ca 420.5 0.4315 P >0.05 ns
101 | Cd -0.07017 0.00007201 P >0.05 ns
102 | Co -0.01885 0.00001934 P >0.05 ns
103 | Cr -0.8821 0.0009053 P >0.05 ns
104 | Cu 0.5673 0.0005822 P >0.05 ns
105 | Fe 383.3 0.3933 P> 0.05 ns
106 | K 7960 8.169 P<0.001 gl
107 | Mg 233.8 0.2399 P> 0.05 ns
108 | Mn 9.961 0.01022 P >0.05 ns
109 | Mo -1.501 0.001541 P> 0.05 ns
110 | Na -157.3 0.1615 P > 0.05 ns
111 | Ni -0.2983 0.0003062 P > 0.05 ns
12| P -11.61 0.01192 P > 0.05 ns
113 | Pb -0.3183 0.0003266 P >0.05 ns
114 | S 34.01 0.03491 P> 0.05 ns
115 | Si 75.09 0.07706 P >0.05 ns
116 | Zn 2.105 0.002161 P >0.05 ns
117
118 |0 vs 100
119 |Row Factor 0 100 Difference  [95% CI of diff.
120 | Al 10270 8242 -2024 -5365 to 1316
121 | B -95.49 -95.84 -0.3436 -3341 to 3340
122 | Ba 5.991 20.22 14.23 -3326 to 3355
123 | Ca 3289 3240 -49.29 -3390 to 3291
124 | Cd 0.8780 0.5478 -0.3302 -3341 to 3340
125 | Co 0.7878 0.9896 0.2017 -3340 to 3341
126 | Cr 5.770 4788 -0.9822 -3341 to 3339
127 | Cu 13.94 11.92 -2.021 -3342 to 3338
128 | Fe 8623 7387 -1236 -4577 to 2104
129 | K 4391 29170 24780 21440 to 28120
130 | Mg 458 4 1011 552.5 -2788 to 3893
131 | Mn 71.52 197.0 125.5 -3215 to 3466
132 | Mo -0.6459 -1.809 -1.163 -3342 to 3339
133 | Na 1219 4342 -785.2 -4126 to 2555
134 | Ni 2.879 1.942 -0.9364 -3341 to 3339
135| P 1677 2060 383.3 -2957 to 3724
136 | Pb 5.152 4.200 -0.9511 -3341 to 3339
137 | S 1701 2903 1202 -2138 to 4543
138 | Si 4506 3996 -509.4 -3850 to 2831
139 | Zn 26.27 46.67 20.40 -3320 to 3361
140
141 |Row Factor Difference t P value Summary
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142 | Al -2024 2.078 P > 0.05 ns
143 | B -0.3436 0.0003526 P > 0.056 ns
144 | Ba 14.23 0.01460 P > 0.05 ns
145 | Ca -49.29 0.05059 P> 0.05 ns
146 | Cd -0.3302 0.0003389 P> 0.05 ns
147 | Co 0.2017 0.0002070 P > 0.05 ns
148 | Cr -0.9822 0.001008 P> 0.05 ns
149 | Cu -2.021 0.002074 P> 0.056 ns
150 | Fe -1236 1.269 P> 0.05 ns
151 | K 24780 2543 P<0.001 i
152 | Mg 552.5 0.5670 P > 0.05 ns
153 | Mn 125.5 0.1288 P > 0.05 ns
154 | Mo -1.163 0.001193 P > 0.05 ns
155 | Na -785.2 0.8058 P > 0.05 ns
156 | Ni -0.9364 0.0009610 P > 0.05 ns
157 | P 383.3 0.3933 P > 0.05 ns
158 | Pb -0.9511 0.0009761 P > 0.05 ns
159 | S 1202 1.234 P>0.05 ns
160 | Si -509.4 0.5228 P >0.05 ns
161 | Zn 20.40 0.02094 P> 0.05 ns
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1 |Table Analyzed Elementos quimicos PA
2
3 |Two-way RM ANOVA Matching by rows
4
5 |Source of Variation % of total variation P value
6 | Interaction 32.23 P<0.0001
7 Row Factor 58.02 P<0.0001
8 | Time 1.14 0.0002
9 | Subjects (matching) 2.0633 0.5669
10
11 |Source of Variation P value summary Significant?
12 | Interaction il Yes
13 | Row Factor il Yes
14 | Time il Yes
15 | Subjects (matching) ns No
16
17 |Source of Variation Df Sum-of-squares [Mean square|F
18 | Interaction 57 2644000000 46390000 10.38
19 | Row Factor 19 4760000000 250500000 |59.20
20 | Time 3 93650000 31220000 (6.981
21 | Subjects (matching) 40 169300000 4232000 0.9464
22 | Residual 120 536600000 4471000
23
24 |Number of missing values [0
25
26 |Bonferroni posttests
27
28 [ovs1
29 |Row Factor 0 1 Difference  [95% CI of diff.
30 | Al 528.6 966.9 438.3 -5480 to 6357
31 | B -100.2 -101.9 -1.697 -5920 to 5917
32 | Ba 9.194 7.706 -1.488 -5920 to 6917
33 | Ca 14120 12720 -1399 -7318 to 4520
34 | Cd 0.2732 0.2625 -0.01061 -5919 to 5919
35 | Co -0.0003988 0.02633 0.02673 -5919 to 5919
36 | Cr 0.09168 0.7069 0.6153 -5918 to 5919
37 | Cu 10.11 10.61 0.4977 -5918 to 5919
38 | Fe 536.8 923.6 386.8 -5532 to 6306
39 | K 5060 7249 2189 -3730 to 8108
40 | Mg 1460 1533 73.17 -5846 to 5992
41 | Mn 174.5 169.2 -5.247 -5924 to 5913
42 | Mo -1.325 -1.523 -0.1984 -5919 to 5919
43 | Na -29.26 -59.42 -30.16 -5949 to 5889
44 | Ni 0.4681 0.8392 0.3711 -5918 to 5919
45 | P 2405 2240 -165.0 -6084 to 5754
46 | Pb -3.041 -2.089 0.9519 -5918 to 5920
47 | S 2158 2053 -105.1 -6024 to 5814
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48 | Si 961.2 1216 2544 -5664 to 6173
49 | Zn 21.06 20.73 -0.3265 -5919 to 5918
50
51 |Row Factor Difference t P value Summary
52 | Al 438.3 0.2539 P >0.05 ns
§3 | B -1.697 0.0009829 P> 0.05 ns
54 | Ba -1.488 0.0008617 P>0.05 ns
55 | Ca -1399 0.8102 P >0.05 ns
56 | Cd -0.01061 0.000006148 P> 0.05 ns
57 | Co 0.02673 0.00001548 P> 0.05 ns
58 | Cr 0.6153 0.0003564 P> 0.05 ns
59 | Cu 0.4977 0.0002883 P >0.05 ns
60 | Fe 386.8 0.2240 P> 0.05 ns
61 | K 2189 1.268 P> 0.05 ns
62 | Mg 73.17 0.04238 P> 0.05 ns
63 | Mn -5.247 0.003039 P> 0.05 ns
64 | Mo -0.1984 0.0001149 P> 0.05 ns
65 | Na -30.16 0.01747 P> 0.05 ns
66 | Ni 0.3711 0.0002150 P> 0.05 ns
67 | P -165.0 0.09560 P> 0.05 ns
68 | Pb 0.9519 0.0005513 P>0.05 ns
69 | S -105.1 0.06089 P>0.05 ns
70 | Si 254.4 0.1474 P> 0.05 ns
71 | Zn -0.3265 0.0001891 P> 0.05 ns
72
73 lovs 10
74 |Row Factor 0 10 Difference  |95% CI of diff.
75 | Al 528.6 2257 1728 -4190 to 7647
76 | B -100.2 -102.4 -2.179 -5921 to 5917
77 | Ba 9.194 6.623 -2.570 -5921 to 5916
78 | Ca 14120 9281 -4841 -10760 to 1078
79 | Cd 0.2732 0.3015 0.02835 -5919 to 5919
80 | Co -0.0003988 0.02535 0.02575 -5919 to 5919
81 | Cr 0.09168 1.700 1.609 -5917 to 5920
82 | Cu 10.11 10.14 0.02720 -5919 to 5919
83 | Fe 536.8 2243 1706 -4213 to 7625
84 | K 5060 20650 15590 9666 to 21500
85 | Mg 1460 1305 -155.3 -6074 to 5763
86 | Mn 174.5 179.2 4.742 -5914 to 5923
87 | Mo -1.325 -1.348 -0.02296 -5919 to 5919
88 | Na -29.26 -75.32 -46.05 -5965 to 5873
89 | Ni 0.4681 1.284 0.8162 -5918 to 5920
90 | P 2405 2482 77.57 -5841 to 5996
91 | Pb -3.041 -0.5894 2.452 -5916 to 5921
92 | S 2158 1694 -464.3 -6383 to 5454
93 | Si 961.2 1800 838.7 -5080 to 6757
94 | Zn 21.06 22.92 1.865 -5917 to 5921
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95
96 |Row Factor Difference t P value Summary
97 | Al 1728 1.001 P> 0.05 ns
98 | B -2.179 0.001262 P >0.05 ns
99 | Ba -2.570 0.001489 P >0.05 ns
100 | Ca -4841 2.804 P >0.05 ns
101 | Cd 0.02835 0.00001642 P >0.05 ns
102 | Co 0.02575 0.00001492 P >0.05 ns
103 | Cr 1.609 0.0009318 P >0.05 ns
104 | Cu 0.02720 0.00001575 P > 0.05 ns
105 | Fe 1706 0.9881 P > 0.05 ns
106 | K 15590 9.027 P<0.001 e
107 | Mg -155.3 0.08994 P >0.05 ns
108 | Mn 4.742 0.002747 P >0.05 ns
109 | Mo -0.02296 0.00001330 P>0.05 ns
110 | Na -46.05 0.02667 P>0.05 ns
111 | Ni 0.8162 0.0004727 P >0.05 ns
12| P 77.57 0.04493 P >0.05 ns
113 | Pb 2.452 0.001420 P >0.05 ns
14| S -464.3 0.2689 P >0.05 ns
115 | Si 838.7 0.4858 P >0.05 ns
116 | Zn 1.865 0.001080 P >0.05 ns
117
118 |0 vs 100
119 |Row Factor 0 100 Difference  [95% CI of diff.
120 | Al 528.6 1426 897.4 -5021 to 6816
121 | B -100.2 -135.8 -35.51 -5954 to 5883
122 | Ba 9.194 6.367 -2.826 -5922 to 5916
123 | Ca 14120 4804 -9318 -15240 to -3399
124 | Cd 0.2732 0.1304 -0.1427 -5919 to 5919
125 | Co -0.0003988 0.03920 0.03960 -5919 to 5919
126 | Cr 0.09168 0.5931 0.5014 -5918 to 5919
127 | Cu 10.11 10.36 0.2498 -5918 to 5919
128 | Fe 536.8 1436 899.5 -5019 to 6818
129 | K 5060 41780 36720 30800 to 42640
130 | Mg 1460 1259 -201.0 -6120 to 5718
131 | Mn 174.5 213.8 39.29 -5879 to 5958
132 | Mo -1.325 -0.9894 0.3354 -5918 to 5919
133 | Na -29.26 -101.7 -72.42 -5991 to 5846
134 | Ni 0.4681 0.8524 0.3844 -5918 to 5919
135 | P 2405 4534 2129 -3790 to 8048
136 | Pb -3.041 -0.6719 2.369 -5916 to 5921
137 | S 2158 1964 -193.7 -6112 to 5725
138 | Si 961.2 1246 284.9 -5634 to 6204
139 | Zn 21.06 32.49 11.43 -5907 to 5930
140
141 [Row Factor Difference t P value Summary
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142 | Al 897.4 0.5198 P>0.05 ns
143 | B -35.51 0.02057 P> 0.05 ns
144 | Ba -2.826 0.001637 P > 0.05 ns
145 | Ca -9318 5.397 P<0.001 il
146 | Cd -0.1427 0.00008268 P> 0.05 ns
147 | Co 0.03960 0.00002294 P > 0.05 ns
148 | Cr 0.5014 0.0002904 P > 0.05 ns
149 | Cu 0.2498 0.0001447 P> 0.05 ns
150 | Fe 899.5 0.5210 P > 0.05 ns
151 | K 36720 21.27 P<0.001 i
152 | Mg -201.0 0.1164 P=>0.05 ns
153 | Mn 39.29 0.02276 P> 0.05 ns
154 | Mo 0.3354 0.0001943 P>0.05 ns
155 | Na -72.42 0.04195 P>0.05 ns
156 | Ni 0.3844 0.0002226 P>0.05 ns
157 | P 2129 1.233 P> 0.05 ns
158 | Pb 2.369 0.001372 P>0.05 ns
159 | S -193.7 0.1122 P> 0.05 ns
160 | Si 284.9 0.1650 P > 0.05 ns
161 | Zn 11.43 0.006620 P > 0.05 ns




