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Andlise de sensibilidade e de efeitos toxicologicos da aplicagdo de
lodo de esgoto em sementes

Lodo de esgoto é um residuo gerado ao final do processo de tratamento de esgotos e que deve ter sua disposi¢do final de modo adequado.
Uma possibilidade de disposi¢do desse residuo é sua utilizagdo na agricultura, aproveitando os nutrientes e matéria organica presentes. No
entanto, apesar desse potencial nutritivo o lodo pode conter componentes que podem causar toxicidade ao solo. O objetivo deste estudo foi
avaliar a sensibilidade de sementes bem como as diferentes doses de aplicagdo de lodo em solo cultivado. Os experimentos foram realizados
em area coberta e o solo avaliado foi submetido a cinco tratamentos de aplicagdo de lodo seco, incluindo adubagdo mineral. Para os ensaios
de avaliagdo de toxicidade foram usadas sementes de Alface (Lactuca sativa), Couve Flor (Brassica oleracea) e Rucula (Eruca sativa). Os
resultados obtidos sdo provenientes de trés campanhas de amostragem realizada em triplicata, e indicam que doses maiores de lodo podem
causar inibicdo do crescimento das raizes. Entre as espécies vegetais, o Alface apresentou maior sensibilidade aos tratamentos, quando
comparado ao Couve Flor e a Rucula, com menor crescimento de raiz. No tocante aos tratamentos, constatou-se menor eficiéncia de
crescimento de raiz para dose superior ao recomendado na resolugdo Conama 375/2006 de adigdo de lodo ao solo; enquanto maior eficiéncia
confirmou-se com a dose de nitrogénio recomenda pela referida resolugéo.

Palavras-chave: Fitoxicidade; Reuso de Lodo na Agricultura; Toxicidade do Lodo.

Sensitivity analysis and toxicological effects of sewage sludge
application in seeds

Sewage sludge is a waste generated at the end of the sewage treatment process and should be properly disposed. One possibility of disposal
is use in agriculture, taking advantage of the nutrients and organic matter present. However, despite this nutritional potential the sludge may
contain components that may cause toxicity to the soil. The aim of this study was to evaluate the sensitivity of seeds and different sludge
application rates in cultivated soil. The experiments were carried out under cover at and soil was submitted to five treatments with dry sludge
application, including mineral fertilize. For tests of toxicity were used seed to - lettuce (Lactuca sativa), cauliflower (Brassica oleracea) and
arugula (Eruca sativa). Were performed three sampling campaigns and results indicate that higher doses of sludge can cause growth inhibition
of roots. Among the plant species, the lettuce is more sensitive to treatment, compared to cauliflower and arugula with less root growth.
Regarding to treatment, there was less root growth efficiency for dose recommended in resolution CONAMA 375/2006 added to the soil
sludge; while greater efficiency was obtained with the dose of nitrogen recommended by the resolution.
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INTRODUGCAO

O uso agricola do lodo de esgoto é uma solugdo ecologicamente correta e economicamente viavel
para destinacdo final do residuo que promove a reciclagem de nutrientes e pode diminuir a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados devido a grande quantidade desse nutriente no lodo (Andrade et al., 2010). Além
disso, de acordo com Roig et al. (2012), o solo, ao receber o lodo, pode apresentar melhoria nas propriedades
como porosidade, estabilidade de agregados e capacidade de retengdo de agua, além de ser interessante do
ponto de vista econdmico e ambiental.

O reaproveitamento do lodo de esgoto pode contribuir para uma gestdo adequada do residuo
valorizando seu potencial nutritivo e evitando impactos ambientais advindos do seu descarte inadequado,
como por exemplo, em rios. Dentre as formas mais usadas para sua destinagao final, a reutilzacdo agricola é
uma pratica sustentavel e de grande relevancia ambiental.

Entretanto, embora a utilizacdo agricola do lodo apresente vantagens do ponto de vista ambiental e
de manejo de residuos, é preciso considerar os aspectos relacionados a segurancga sanitdria e ambiental, tais
como a presenca de certos componentes (metais e poluentes organicos, entre outros) que pode trazer riscos
a essas praticas (Tabaczenski, 2010).

A fim de garantir que o lodo de esgoto possa ser usado com seguranca na aplicacdo agricola,
avalia¢des de caracteristicas dos residuos e seus possiveis efeitos na planta e no solo se fazem necessdrias.
Uma forma de verificar a viabilidade da utilizacdo do lodo é através da realizacdo de testes de toxicidade,
que avaliam a sensibilidade de crescimento de sementes quando expostas a uma determinada concentragdo
de substancias que podem causar toxicidade (Da Matta e Umbuzeiro, 2014).

Esses testes podem ser utilizados para avaliar o impacto da aplicagdo do lodo no solo e podem ser
realizados com varios organismos tais como sementes, bactérias, organismos aquaticos, entre outros. Além
disso, podem complementar os ensaios fisico-quimicos dos lodos antes de sua utilizacdo em solos agricolas,
garantindo uma utilizacdo segura ao homem e ao meio ambiente.

De acordo com Oleszczuk e Hollert (2011) os testes bioldgicos sdo sensiveis para avaliar o perigo
relacionado a aplicacdo de lodo de esgoto, além de permitirem uma avaliagdo pratica da aplicacdo desse tipo
de residuo na agricultura.

Entre os testes de toxicidade destaca-se o de germinacdo e alongamento de raiz por ser um teste
simples, rapido, de baixo custo e que possibilita avaliacdo dos efeitos causados por diversos compostos (Da
Matta e Umbuzeiro, 2014). Além disso, sdo testes confidveis e apresentam vantagens de serem mais sensiveis
ao estresse ambiental (Valerio et al, 2007; Visioli et al, 2014).

Esses testes tém sido utilizados em varias pesquisas para analisar os efeitos na germinacdo de
sementes de milho, feijdo, cevada, ervilha e soja quando expostas aos metais (Fuentes et al, 2006; Walter,
et al, 2006; Pirselova, 2011). Muitos estudos utilizam a Lactuca sativa (Alface) como indicador de toxicidade

pois esta na lista de organismos descritos na padroniza¢do do teste feito nos Estados Unidos (Usepa, 1996).
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A Brassica oleracea (Couve Flor) é outra semente que pode ser usada para estudos de fitotoxicidade e
também se encontra na lista da Usepa.

Assim sendo, o objetivo desta pesquisa foi avaliar em sementes os efeitos ecotoxicoldgicos da
aplicacdo de lodo de esgoto no solo de cultivo, sob diferentes concentragdes do residuo, bem como constatar

possiveis diferengas de sensibilidade entre as sementes utilizadas e em relagdo aos tratamentos propostos.

MATERIAL E METODOS

Esse estudo avaliou a toxicidade do solo que recebeu diferentes concentragdes de aplicagdo de lodo
de esgoto e adubacdo mineral. O lodo utilizado no experimento é proveniente de uma lagoa facultativa
primaria de uma ETE do interior de SP. Apds dezoito anos de operagao, o lodo acumulado na lagoa foi retirado
por meio de dragagem e acondicionamento em BAG geotéxtil com adicdo de polimero catidnico, desaguado

por dois anos. Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados de caracterizacao do lodo utilizado na pesquisa.

Tabela 1: Caracterizagdo quimica do lodo utilizado.

Parametros Resultado (base seca)
Umidade (% m/m) 70,9
pH (g/kg) 8,1
Carbono Organico (mg/kg) 131
Nitrogénio amoniacal (mg/kg) 955
Nitrogénio nitrato-nitrito (mg/kg) 39,5
Nitrogénio total (g/Kg) 14,2
Arsénio* (mg/Kg) 3,3
Bario* (mg/Kg) 260
Cadmio*(mg/Kg) 0,60
Chumbo* (mg/Kg) 37,5
Cobre* (mg/Kg) 84,4
Cromo* (mg/Kg) 26,4
Fésforo* (g/Kg) 3,7
Mercurio* (mg/Kg) <1,0
Molibdénio* (mg/Kg) 0,80
Niguel* (mg/Kg) 6,1
Selénio* (mg/Kg) <1,0
Zinco* (mg/Kg) 316

Assim, de acordo com a Tabela 1, verifica-se que lodo avaliado apresenta potencial agrondmico pela
presenca de nutrientes, N e P e os valores de metais encontrados estdo dentro do limite permito pelo
Conama 375 (2006). Os tratamentos de aplicacdo do lodo utilizados nos experimentos no solo foram:

e T1=0Mgdelodo secoha™ (testemunha);
e T2=12 Mgde lodo seco ha ou 144 g planta™ (50% da dose calculada de lodo);
e T3 =24 Mgde lodo seco ha ou 288 g planta™ (100% da dose calculada de lodo);
e T4 =36 Mgde lodo seco ha ou 432 g planta™ (150% da dose calculada de lodo);
e T5=Adubacio mineral recomendada 100 kg N ha™.
As taxas de aplicagdo do lodo em area agricola utilizadas seguiram em conformidade com a resolucdo

Conama 375 (2006), com fator de mineralizagdo de lodo de 20% e aplicagdo subsuperficial. Todos os
tratamentos receberam complementac¢do de fésforo (280 kg ha?) e potdssio (300 kg ha™') visto que o lodo de
esgoto apresenta baixa quantidade desses elementos. No tratamento com adubac¢do convencional (T5) foi
utilizado sulfato de amoénio, além disso, ressalta-se que o T3 apresenta a dose recomendada de nitrogénio

segundo a Conama 375/06 para aplicagdo subsuperficial.
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A metodologia utilizada no teste de toxicidade nas sementes foi a descrita na Norma USEPA
Ecological Effects Teste Guidelines OPPTS 850.4200 — Seed Germination / Root Elongation Toxicity Teste
(Usepa, 1996), para avaliacdo do efeito fitotdxico de solugdes aquosas no processo de desenvolvimento das
raizes das plantulas nos primeiros cinco dias de alongamento.

O efeito toxicolégico da aplicagdo do lodo no solo foi avaliado a partir de 3 campanhas de
amostragem e as sementes utilizadas foram: (EV): EV1 — Alface (Lactuca sativa), EV2 — Couve-Flor (Brassica
oleracea) e EV3 — Rucula (Eruca sativa).

Para a realizacdo dos testes com sementes, as amostras da mistura solo/lodo coletadas foram
solubilizadas. As amostras coletadas foram submetidas ao processo de secagem em estufa a 60°C, até peso
constante (5 dias), antes de serem trituradas em moinho tipo Wiley. Na sequéncia, 100 g de cada amostra
foi transferida para um frasco e adicionado 400 mL de 4gua destilada, resultando em uma propor¢do 1:4. Os
frascos foram colocados em um agitador de ‘tombo’, com velocidade de aproximadamente 1440 rpm por 24
horas.

A separacdo das fases se deu por aproximadamente 1 hora, apds os frascos permanecerem em
repouso em temperatura ambiente. Os extratos aquosos das amostras para a realizacdo dos testes de
fitotoxicidade foram obtidos retirando-se uma aliquota para centrifugacdo em um outro recipiente, a uma
velocidade de 3500 rpm, durante 10 minutos. Os testes foram realizados na concentragdo de 100%.

A montagem dos testes foi feita em placa de Petri onde foi colocado, inicialmente, papel de filtro. As
placas foram identificadas com a diluicdo, amostra correspondente e datas de inicio e término do
experimento. O papel de filtro foi saturado com 4 mL da diluicdo da amostra a ser testada. Com auxilio de
pinca foram colocadas em cada placa de Petri 20 sementes. O experimento foi realizado em triplicata para
cada tratamento (T1, T2, T3, T4 e T5). Para o controle foi utilizado dgua destilada.

A placa de Petri foi vedada para ndo ocorrer perda de umidade e, em seguida coberta com papel
escuro. As placas foram incubadas por 120 h a temperatura de 22+1°C. Terminado o tempo de exposic¢ao, foi
medido o comprimento das raizes de cada uma das plantulas, correspondente a cada concentracdo (Figura

1).

Figura 1. Placas com crescimentos das raizes — leitura final do experimento.

Os resultados foram avaliados de acordo com Tam e Tiquia (1994), sendo determinado o

alongamento relativo das raizes. Para andlise do crescimento do sistema radicular foi utilizando a equacéo:

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |133
v.8-n.2 * Out, Nov, Dez 2016, Jan 2017



Andlise de sensibilidade e de efeitos toxicoldgicos da aplicagdo de lodo de esgoto em sementes
POLLETI, E. C. C.; SILVA, J. P. P.; AMORM, M. F.; PAIXAO FILHO, J. L.; PIRES, M. S. G.

IC=CAx 100
CG
Onde:
IC representa o indice de crescimento das raizes;
CA indica o crescimento das raizes da amostra em centimetros;
CCrepresenta o crescimento das raizes no controle em centimetros.

Para a anadlise dos resultados, utilizando-se o software estatistico R, realizou-se analise de varidncia
para inferéncia sobre os tratamentos e aplicou-se o teste F de modo a se verificar a existéncia de diferenca
entre as médias das diferentes taxas de aplicagdo. O nivel de significancia considerado foi @ = 0.05 . Para a
comparacdo de contrastes entre duas médias realizou-se o teste de Tukey e, apds a comparagao entre as
médias, aplicou-se o teste de Dunnett comparando os tratamentos, dois a dois, em relagao a testemunha.
Desta forma pOde-se fazer a discussdo entre possiveis diferengas significativas, com 95% de confiabilidade,

da adicdo de diferentes proporg¢des de residuos ao solo, comparado a testemunha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies vegetais — EV1, EV2 e EV3 foram utilizadas para avaliar a toxicidade de um solo submetido
a cinco tratamentos diferentes, incluindo a testemunha (T1 - Testemunha, T2, T3, T4 e T5) com o intuito de
se avaliar os efeitos de toxicidade nessas sementes, verificando a germinagdo e o crescimento das raizes
perante diferentes propor¢des de adicdo de residuos ao substrato e a diferenca de sensibilidade nas
sementes avaliadas. Na Tabela 2 e Figura 2 estdo apresentados os resultados obtidos para as 3 sementes,

nos diferentes tratamentos utilizados.

Tabela 2. Médias de crescimento das raizes das sementes obtidas nos diferentes tratamentos.

Espécie Vegetal Tratamentos Média * Erro Padrdo
T1 2.18% +0.13
T2 2,522 + 0.14
EV1 T3 1.91bc £0.15
T4 1.55¢ + 0.13
5 1.835 +0.14
T1 2.925c +0.11
T2 3.292 +0.08
EV2 T3 3.372 £0.10
T4 1.884 + 0.09
5 2.68¢ + 0.13
T1 2.705¢ +0.12
T2 2,952 +0.12
EV3 T3 3.292 + 0.13
T4 2.40¢ £ 0.11
5 2.62b¢ +0.13

De acordo com a Tabela 2, para EV1, (p < 0.05), verifica-se que a média do crescimento da raiz é
significativamente diferente para os diferentes tipos de tratamentos a que foram submetidas as sementes.
Através da analise de Tukey, para comparacdo de contrastes entre duas médias de tratamentos, verificou-se
qgue T1 diferiu significativamente de T3, T4 e T5; bem como T2 também diferiu significativamente de T3, T4
e T5, conforme indicado na tabela pelas letras a, b, e c. A testemunha (T1) ndo diferiu estatisticamente de T2

cuja concentragdo € 50% da dose recomendada pelo Conama 375/06.
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Media e Erro Padrao do Crescimento da raiz de Media e Erro Padrao do Crescimento da raiz de
Alface em relagao aos tratamentos T1, T2, T3, Couve-Flor em relagao aos tratamentos T1, T2,
T4eT5 T3, T4eT5
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Figura 2. Médias de crescimento das raizes das sementes obtidas nos diferentes tratamentos.

De acordo com o teste de Dunnett, com limite de 95% confiabilidade, verificou-se para EV1 que
apenas o tratamento T4 teve diferenca significativa da testemunha. Além disso T2 mostrou-se mais eficiente
no crescimento da raiz desta espécie vegetal, dose do residuo 50 % a menos que o recomendado (T3),
Conama 375/06. T4 apresentou-se menos eficiente nas andlises e, ressalta-se que T2 n3o diferiu
estatisticamente da testemunha.

Verifica-se, desta forma, que a utilizacdo de uma baixa dose de lodo de esgoto pode estimular o
crescimento de raizes como observado no T2 para as sementes de Alface, tal como observado por Ramirez
et al., (2008).

Ainda para a semente de Alface, comparando-se a aplicacdo de lodo de esgoto na dose recomendada
pela Conama 375/06 (T3) e a dose usual com fertilizantes convencionais (T5), observa-se (conforme Tabela
2) que ndo ha diferencga estatistica. O aumento da dose de lodo aplicada mostrou-se menos eficiente no
crescimento de raizes do Alface.

Kinney et al (2012) utilizaram testes com sementes de Alface para avaliar o efeito da aplicacdo e
estabilizacdo de lodo no solo e encontraram que altas concentracées de lodo tiveram um impacto na
germinacdo dessas sementes e esse efeito negativo foi sendo reduzido a medida que o lodo estabilizava no
solo. Os autores concluiram que a estabilizacdo do lodo pode diminuir os compostos tdxicos presentes ou
sua biodisponibilidade para as sementes testadas.

A toxicidade do solo que recebeu aplicacdo de lodo de esgoto também foi avaliada por Zapusek e
Lestan (2011) apds 1 ano. Os autores realizaram testes de toxicidade com semente de Alface e constataram

gue doses maiores de lodo inibiram o crescimento das raizes dessas sementes, quando comparados com solo
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que recebeu menor aplicacao de lodo. Os resultados obtidos por esses pesquisadores corroboram com os
encontrados nessa pesquisa para a semente de Alface.

Para EV2, Tabela 2, constata-se diferenca significativa para os diferentes tipos de tratamentos, pois
T1 diferiu significativamente de T3 e de T4; T2 diferiu de T4 e T5; T3 diferiu de T1, T4 e T5. Comparando-se
dois a dois, os tratamentos em relagdo a testemunha, constata-se diferenca significativa entre T1 e T3 e entre
T1 e T4. De modo geral o tratamento T4 apresentou-se menos eficiente no crescimento da raiz desta espécie
vegetal enquanto T3 potencializou o crescimento.

Para a EV3, Tabela 2, verifica-se que T1 diferiu significativamente de T3; T2 diferiu de T4 e T3 diferiu
significativamente de T1, T4 e T5. Em relagdo a testemunha, constatou-se diferenca significativa apenas em
relagao T3. Verificou-se que T3 também potencializou o crescimento da raiz da espécie vegetal, enquanto T4
apresentou menor eficiéncia.

De modo geral, pode-se observar que todas as sementes apresentaram sensibilidade aos testes
realizados, o que indica o potencial de utilizacdo das sementes para a realizacao dos testes de toxicidade.
Entretanto, a semente que se mostrou mais sensivel foi a de Alface sendo essa espécie a mais afetada
negativamente nos tratamentos utilizados. Também é possivel observar que as sementes apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos diferentes tratamentos utilizados.

Menor eficiéncia de crescimento de raiz foi observada quando foi aplicada uma dose superior ao
recomendado. Neste caso, a aplicacdo do lodo de lagoa facultativa na agricultura na dose recomendada pelo
Conama 375/06 n3o apresentou efeito toxico.

Os melhores resultados no crescimento das raizes foi o tratamento T3 — dose de nitrogénio
recomendada pela Resolugdo Conama 375/2006 para as sementes de Couve Flor e Rdcula, assim como
observado por outros autores no tocante a Rudcula, que apresenta uma resisténcia maior que outras
sementes em testes de toxicidade.

O tratamento T4, cuja dose de aplicagdo de lodo era 150% da dose calculada de lodo, acima do que
a Resolugdo Conama 375 (Brasil, 2006) recomenda, apresentou menor crescimento das raizes em todas as
espécies vegetais utilizadas, o que indica que doses maiores de lodo podem causar inibicdo do crescimento
das raizes, ndo sendo recomendado para o cultivo. Esses resultados corroboram com alguns encontrados na
literatura, tais como em Oleszczuk e Hollert (2011) que enfatizam que a aplicacdo de lodo afeta o crescimento

das raizes a medida que a concentragdo aumenta.

CONCLUSAO

As sementes testadas apresentaram sensibilidade aos tratamentos avaliados e a semente que
apresentou maior sensibilidade foi a de Alface. Sobre as aplica¢es de lodo no solo, a que continha dose de
50 % de lodo de esgoto acima do recomendado pela Conama n? 375 de 2006 apresentou uma inibi¢ao no
crescimento das raizes das trés espécies vegetais. O teste de toxicidade com sementes é uma ferramenta

facil de ser usada e permite uma avaliagcdo preliminar da possibilidade do reuso agricola do lodo de esgoto,
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tendo em vista a necessidade de disposi¢do adequada do residuo e o potencial nutritivo do componente

gerado na etapa final do processo de tratamento de esgoto.
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