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RESUMO

A disposicao final adequada de lodo de esgoto gerado nas estacbes de tratamento
de esgoto vem sendo um desafio para os processos ambientais, quimicos e econdmicos. O
objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizagdo quimica, quanto ao teor de fenol e
carbono totais, metais pesados, como também a presenca de bactérias e fungos
filamentosos em lodo de esgoto da Estacdo Mangueira, Pernambuco, Brasil. Além disso,
investigou-se a produgdo da enzima polifenoloxidase como um atributo importante para
remog¢ao de compostos fendlicos no solo, como também a toxicidade do lodo perante
Artemia salina. Os resultados obtidos com a caracterizagdo microbioldgica indicaram a
presenga de coliformes totais e auséncia de coliformes fecais. Quanto aos fungos
filamentosos isolados, observou-se a presenca de Penicillium sp, Chrysosporium sp,
Scedosporium sp, Monotospora sp e Aspergillus sp. As andlises realizadas com as 24
culturas dos fungos filamentosos indicaram que sete linhagens de Chrysosporium sp, duas
de Scedosporium sp, uma de Monotospora sp e uma de Penicillium sp foram produtoras da
enzima fenoloxidase, sendo, portanto, capazes de degradar compostos fendlicos. A
caracterizagdo quimica do lodo de esgoto indicou um teor de carbono total de 14,7833
mg/100mg de lodo, enquanto os fendis totais apresentaram o valor de 0,198 mg/L,
demonstrando que ambos os componentes quimicos apresentaram baixa concentracido. Os
metais pesados observados no lodo foram os seguintes: Ca, Mg, Al, Zn, Cu, Ni, Cd, Fe e Cr,
demonstrando que os teores sdo compativeis com a legislacdo do Conama Resolugao n°
375/2006, com exce¢do do Mn. Os testes de toxicidade realizados com o lodo de esgoto
seco, utilizando o bioensaio com Artemia salina, mostraram que, uma vez o lodo atingindo
os corpos d’agua, a concentracao letal é de 32,44%. Portanto, os estudos realizados com o
lodo de esgoto da Estagdo Mangueira indicaram que a grande maioria dos metais nao
apresenta caracteristicas poluidoras dos solos quando o esgoto é empregado na agricultura,
podendo ser uma alternativa economicamente viavel e ambientalmente segura uma vez

tratado adequadamente.

Palavras-Chave: Lodo de esgoto, fendis totais, metais pesados, microrganismos.
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ABSTRACT

The final disposal of sewage sludge generated in sewage treatment plants has been a
challenge for environmental, chemical and economical processes. The aim of this work was
the chemical characterization for the content of total phenol and carbon, heavy metals, as
well as the presence of filamentous bacteria and fungi in sewage sludge at the station of
Mangueira, Pernambuco, Brazil. Furthermore, investigated the production of
proliphenoloxidase as an important attribute for the removal of phenolic compounds in soil,
as well as the toxicity of the sludge with Artemia salina. The results obtained with
microbiological characterization indicated the presence of total coliforms and the absence of
fecal coliforms. In relation to isolated filamentous fungi, we observed the presence of
Penicillium sp., Chrysosporium sp., Scedosporium sp., Monotospora sp. and Aspergillus sp.
Analyses performed with the 24 filamentous fungi cultures indicated that seven strains of
Chrysosporium sp., two of Scedosporium sp., one of Monotospora sp. and one of Penicillium
sp. were producing phenoloxidase enzyme and, thus, they were capable of degrading
phenolic compounds. The chemical characterization of sewage sludge indicated a total
carbon content of sludge 14.7833mg/100mg, while total phenols showed the value of 0.198
mg/L, demonstrating that both chemical components showed a low concentration. The heavy
metals found in the sludge were as follows: Ca, Mg, Al, Zn, Cu, Ni, Cd, Fe and Cr,
demonstrating that the levels are consistent with the law of CONAMA, Resolution No.
375/2006, except for Mn. The toxicity tests performed with the dried sewage sludge, using
the Artemia salina bioassay, showed that, once the sludge reaching water bodies, the lethal
concentration was 32.44%. Therefore, studies with sewage sludge of the station Mangueira
indicated that the majority of metals does not have characteristics of metals polluting the soil
when sewage is used in agriculture. Thus, it can be an economically viable and

environmentally safe, once treated properly.

Keywords: Sewage sludge, total phenols, heavy metals, microorganisms



Santos, E.R. Caracterizagdo Quimica, Microbiolégica e Toxicidade do Lodo de Esgoto 15

CAPITULO 1

1.1 Introducgao

A intervencdo humana no meio ambiente pode gerar impactos negativos, que
atualmente constituem uma das grandes preocupag¢dées mundiais. Nos ultimos anos o
aumento da quantidade de efluentes liberados das residéncias tem gerado nas estacdes de
tratamento de esgoto (ETE) uma grande quantidade de lodo. Com essa pratica diminuiu-se
a carga de poluentes nos rios, mas criou-se um problema, que € a destinacao final do lodo.
Entre as opg¢des de aproveitamento, a aplicagdo como fertilizante em solo agricola € uma
alternativa viavel. Entretanto, o uso do lodo como adubo necessita de cautela em virtude da
presenca de substancias xenobidticas, que podem limitar a sua utilizagdo no solo. Entre as
substancias xenobiodticas podem ser encontrados compostos fendlicos, metais pesados e
surfactantes quimicos originados do petréleo, os quais, quando utilizados em grande escala
nas industrias, podem causar grandes prejuizos a microbiota do solo (TAKAMATSU, 1995;
CONCEICAO, 2005).

Os compostos fendlicos sdo usados como intermediarios ou como aditivos para
producao de detergentes e emulsificante (CORVINI, 2006). Estudos comprovaram que os
compostos fendlicos sdo grandes poluentes de lodo de esgoto e atuam na degradagao das
populagdes microbianas, demonstrando os efeitos desfavoraveis em fungcao do tempo do
produto, sugerindo que os efeitos dos compostos fendlicos do lodo de esgoto no solo junto
aos fungos dependem das propriedades fisico-quimicas do lodo (KOLLMANN et al., 2003).

Entre os compostos quimicos presentes no lodo, os fendis apresentam grande
toxicidade e sao dificiimente degradados ou reciclados. Eles estao presentes, em diferentes
concentracdes, em efluentes domésticos industriais, farmacéuticos, resinas de papel,
téxteis, em efluentes de fundicdo de metais e refinarias de petréleo. Muitas substancias
consideradas prejudiciais, como os fendis, podem ter a toxicidade diminuida ou eliminada
pela acdo de microrganismos adaptados. A potencialidade de se empregar fungos para o
tratamento de substincias persistentes esta relacionada a produgdo de enzimas
extracelulares, cujas agdes tornam os organoclorados mais acessiveis a biodegradacao.
Além disso, os fungos sdo organismos capazes de suportar mudangas bruscas no meio

ambiente, facilitando a sua aplicabilidade. Condicbes ambientais como temperatura, pH,
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oxigénio, salinidade, entre outras, podem favorecer ou reprimir o processo de degradacao.
Areas contaminadas por fendis e outros hidrocarbonetos aromaticos costumam apresentar
fungos, que agem na sua degradagado, como Phanerochaete chrysosporium e Penicillium sp
(SILVA et al., 2007).

A presenga de microrganismos patogénicos e de metais pesados constitui uns dos
principais problemas para o uso do lodo de esgoto na agricultura. De maneira geral, os
teores de metais pesados no lodo sdo extremamente altos quando comparados as
concentragdes naturalmente encontradas nos solos. Sendo assim, o acumulo de metais
pesados em solos acrescidos de lodo de esgoto pode causar severos danos a biota e a
saude humana. A absor¢do e/ou acumulacdo de metais pelas plantas favorece a insercao
dos contaminantes na cadeia ftrofica, poluindo os ecossistemas. A transposicdo de
contaminantes para a flora pode inviabilizar o consumo humano dos vegetais cultivados e a
insercdo de microorganismos patogénicos no ambiente pode modificar a atividade
microbiana do solo, bem como causar sérios efeitos negativos a saude humana. Além disso,
a lixiviagdo quimica dos solos, promovida pela agdo da agua pluvial, pode disseminar a
contaminacgao para aquiferos e sistemas fluviais vizinhos, alterando o funcionamento 6timo
destes ecossistemas (BORGES, 2004; RANGEL et al., 2006; YALLOUZ et al., 2008).

A utilizagdo de microrganismos nativos ou introduzidos em ambientes contaminados
foi realizada com sucesso. Entretanto, nem sempre a quantidade de microrganismos
responsaveis para os processos de biorremediagdo é suficiente para que o processo
aconteca. Uma das solucdes para esse problema € procurar no ambiente microrganismos
que possuam os dispositivos metabdlicos apropriados para mineralizar e iniciar a
degradacao ou diminuir os efeitos toxicos de determinados compostos (SILVA et al., 2007).

As respostas dos organismos vivos a diferentes tipos de estresse tém sido utilizadas
para avaliar a qualidade do meio em que vivem. O termo ecotoxicologia foi sugerido pela
primeira vez em junho de 1969, durante uma reunido do Committee of the International
Council of Scientific Unions (ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut.
Ecotoxicologia é definida como a ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou
sintéticas sobre os organismos vivos, populagdes e comunidades, animais ou vegetais,
terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a interacdo das
substancias com o meio no qual os organismos vivem num contexto integrado. Portanto,
esse teste tem como objetivo estudar os fenbmenos da intoxicagdo ambiental com a
finalidade de impedir e prevenir determinada intoxicacdo ou interromper, modificar e
remediar com um determinado método (MAGHALHAES, 2008). Neste contexto, foi realizada

a caracterizagdo quimica, microbiolégica e a toxicidade do lodo de esgoto da Estacao
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Mangueira, PE, Brasil, visando contribuir para maiores esclarecimentos do uso do lodo de

esgoto, considerando o seu potencial biotecnoldgico para a agricultura.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar, no lodo de esgoto, conteludos de carbono total, compostos fendlicos,
metais pesados, toxicidade, microbiota, especialmente em funcdo dos fungos filamentosos
com habilidade de degradar substancias aromaticas, com a finalidade de contribuir para
maiores esclarecimentos do uso do lodo de esgoto, considerando o seu potencial

biotecnoldgico para a agricultura.

1.2.2 Objetivos Especificos

¢ Analisar carbono total, compostos fendélicos e metais pesados presentes no lodo
de esgoto.

¢ |solar e identificar os principais grupos de fungos filamentosos presentes no lodo
de esgoto produtores de polifenoloxidase.

o Realizar teste no lodo para verificacdo da presenca de coliformes totais e fecais.

o Avaliar a toxicidade do lodo de esgoto através de bioensaio.
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1.3 Revisao de Literatura

1.3.1 Lodo de Esgoto: consideragoes gerais

A crescente demanda da sociedade pela manutengdo e melhoria das condi¢des
ambientais tem exigido das autoridades e das empresas publicas e privadas atividades
capazes de compatibilizar o desenvolvimento com as limitagdes da exploracao dos recursos
naturais. Entre os recursos, os hidricos, que até a geragdo passada eram considerados
fartos, tornaram-se limitados e comprometidos, em virtude da alta poluicdo em algumas
regides, necessitando, portanto, de rapida recuperacdo. Nessas condicbes, hd uma
necessidade emergente de tratar os esgotos urbanos, que sdo os principais poluidores dos
mananciais hidricos (JONSSON, 2007).

Assim, pela propria forma como é originado, o lodo € o concentrador dos nutrientes,
da matéria orgénica, dos metais pesados, dos organismos patogénicos e de outros
elementos que podem oferecer risco ao meio ambiente e a saude humana caso ndo sejam
controlados e monitorados adequadamente. A disposicdo de esgotos na agricultura € uma
pratica antiga. As informagdes mais conhecidas sido as originarias da China. No Ocidente,
sabe-se que na Prussia a irrigagdo com efluentes de esgotos € praticada desde 1560. Na
Inglaterra, por volta de 1800, foram desenvolvidos muitos projetos para a utilizacdo agricola
dos efluentes de esgoto, especialmente em razdo do combate a epidemia de colera.
Entretanto, a adocao da pratica de uso de lodo no solo tem sido frequente em muitos paises
(SILVA, 2000; WANG, 2008).

No lodo de esgoto geralmente sao encontrados os microrganismos (fungos, bactérias
e protozoarios) que sdo responsaveis pela degradacdo de matéria organica existente no
esgoto. Esse lodo possui um alto potencial poluidor e deve ser disposto de forma
ambientalmente correta (CEOLATO, 2007).
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1.3.2 Origem do Lodo de Esgoto

O lodo de esgoto é o residuo que se obtém apds o tratamento das aguas residuarias
(esgotos), com a finalidade de torna-las o menos poluidas possivel, de modo a permitir seu
retorno ao ambiente sem que sejam agentes de poluicdo. A disposicdo sanitaria ou a
utilizacdo deste subproduto € um dos mais importantes problemas associados ao projeto e
ao gerenciamento das estacdes de tratamento de esgotos (FREITAS, 2005).

A quantidade de lodos produzidos tende a aumentar consideravelmente devido a
criacdo de novas ETEs, com um consequente aumento na produgdo de lodo de esgoto,
tendo em vista a ocorréncia do crescimento dos grandes centros urbanos brasileiros e o
desenvolvimento de regides, além da expansao da consciéncia ecoldgica entre a sociedade
brasileira (MELO, 2002).

O lodo é proveniente do tratamento primario (no qual os sdlidos se separam do
liquido por gravidade), do tratamento secundario (no qual os sdélidos sdo separados apds a
acao biologica do tratamento) e do tratamento terciario ou avangado. Destes processos
resulta uma lama liquida com um teor de sélidos da ordem de 2% a 5%, de conteudo

predominantemente organico (CHAGAS, 2000).

1.3.3 Composig¢ao Quimica do Lodo

O lodo de esgoto é o resultado do tratamento dos residuos liquidos urbanos
(domésticos, comerciais e industriais) encaminhados as ETEs através das redes coletoras.
Durante o tratamento do esgoto, bactérias e fungos quebram as moléculas organicas que
servem como fonte de energia para seu desenvolvimento, utilizando os nutrientes para
crescerem e se reproduzirem. Quando esses microrganismos morrerem, vao constituir a
massa organica do lodo. Existem varios sistemas de tratamento, que produzem lodos com
caracteristicas distintas (PEQUENO et al., 2008).

Segundo Berttiol (2005), a composig¢ao quimica do lodo de esgoto pode variar em
funcdo do local de origem (residéncias, industrias), da época do ano e do sistema de
tratamento empregado. A disposi¢gdo inadequada dos residuos sélidos gerados em

atividades industriais, como rejeitos de mineragao, subprodutos e descartes da industria,
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bem como o lodo proveniente do tratamento do esgoto domiciliar, urbana ou industrial,
constitui um foco de contaminagéo da agua, ar e solo, numa sobrecarga poluidora de carater
continuo e muitas vezes irreversivel.

A composicdo quimica do lodo de esgoto se apresenta como um possivel
fertilizante para uso na agricultura, devido a presenga de matéria organica, melhorando as
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, e nutrientes essenciais ao
desenvolvimento das plantas. Porém o lodo de esgoto pode encerrar na sua composi¢ao
componentes toxicos aos vegetais e aos animais e que, portanto, ndo devem entrar na
cadeia trofica (AKSU, 2005; SOUZA et al., 2006; AGUILERA et al., 2007).

Podemos observar na figura 1 a composicao basica de esgoto doméstico. O lodo de
esgoto apresenta uma composigao muito variavel, pois depende do processo de tratamento
e do seu carater sazonal. O lodo de esgoto doméstico possui na sua composi¢cao 99,9% de
agua e 0,1% de sdlido, porém do total de soélido 70% €& orgénico (proteinas, carboidrato,
gordura, etc.) e 30% inorganico (areia, sais, metais, etc.). A matéria organica presente no
lodo melhora o estado de agregacdo das particulas do solo, diminuindo assim sua
densidade e aumentando a sua aeracdo. Na tabela 2 estdo as variacbes dos metais
presentes na composigcédo de lodos de esgoto gerados na ETE de municipios do Estado de
S&o Paulo (JORDAO, 1995; MELO, 2000; BARBOSA, 2006; MORILLO et al., 2008).

[ Aguas Residuarias |

b 4 A 4

Agua Sélidos
99,9% 0,01%
——
Organico Inorganico
70% 30%

Proteinas —' I— Areia
Carboidratos Sais

Lipideos Metais

Figura 1.3.3.1. Composicao do esgoto doméstico (MELO, 2000)
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Tabela 1.3.3.1 Caracteristicas quimicas de trés lotes de lodo de esgotos das Estacbes de
Tratamento de Esgoto de Franca (LF) e de Barueri (LB), localizadas no Estado de Sao
Paulo

Primeiro lote Segundo lote Terceiro lote
Atributo U 03/99 (12/99) (09/00)

LB LF LB LF LB LF
Fosforo 15,9 16,0 31,2 21,3 26,9 12,9
Potéassio a/kg 1,0 1,0 1,97 0,99 1,0 1,0
Sadio a/kg 0,5 0,5 0,6 0,6 0,5 0,9
Arsénio mg/kg <1 <1 <1 <1 <1 <1
Céadmio mg/kg 12,8 3,32 9,5 2,0 9,4 2,05
Chumbo mg/kg 364,4 199,6 233 118 348,9 140,5
Cobre mg/kg 1058 239,8 1046 359 953,0 240,9
Cromo total mg/kg  823,8 633,8 1071 1325 1297,2 1230,3
Mercurio mg/kg  <0,01 <0,01 <1 <1 <0,01 <0,01
Molibdénio mg/kg  <0,01 <0,01 <1 <1 <0,01 <0,01
Niquel mg/kg 518,4 54,7 483 74 605,8 72,4
Selénio mg/kg  <0,01 <0,01 <1 <1 <0,01 <1
Zinco mg/kg 2821 1230 3335 1590 3372 1198
Boro mg/kg 36,2 40,7 11,2 7.1 29,3 19,7
Carbono organico  g/kg 248,2 305,1 271 374 2929 382,4
pH 6,6 6,3 6,4 6,4 6,4 54
Umidade % 66,4 83 80,2 82,4 71,2 82,7
Solidos Volateis % 43,0 60,5 56,8 72,5
Nitrogénio total a/kg 21 56,4 49,7 67,5 42,1 68,2
Enxofre a’kg 13,4 16,3 10,8 13,3 17,1 15,7
Manganés mg/kg  429,5 349,3 335 267 418,9 232,5
Ferro mg/kg 54.181 33.793 32,5 31,7 37.990 24.176
Magnésio a/kg 3,0 2,2 3,7 2,5 4,5 2,2
Aluminio mg/kg 28.781 32.564 25,3 33,5 23.283 23.317
Célcio a/kg 40,3 29,2 22,8 16,8 47,8 24,8

Fonte: Bettiol (2004) e Fernandes et al (2004).

A matéria inorganica presente nos esgotos é formada, principalmente, pela presenca
de areia e de substancias minerais dissolvidas. A areia € proveniente de aguas de lavagem
das ruas e de aguas de subsolo, que chegam as galerias de modo indevido ou que se
infiltram através das juntas das canalizagdes. Raramente os esgotos sio tratados para
remocao de constituintes inorganicos, salvo e a excegao de alguns despejos industriais. Na
tabela 3 encontra-se a carga organica (mg/l) comum no esgoto sanitario (JORDAO, 1995;
ABREU, 1997).
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Tabela 1.3.3.2. Valores tipicos de parametros de carga organica (mg/l) no esgoto sanitario
Condicgoes do Esgoto

Parametros

Forte Médio Fraco
DBO5 (20°C) 300 200 100
Nitrogénio total 85 40 20
Nitrogénio organico 35 20 10
Aménia livre 50 20 10
Nitrito, NO, 818 828 0(10
Nitratos, NO3 2 0 1’0 ’5
Fésforo total 7 4 2
Orgénico 13 6 3

Inorganico
Fonte: Jordao (1995).

1.3.4 Processo de Tratamento do Lodo de Esgoto

No processo de tratamento do lodo, ocorre a separacdo das fracbes solidas e
liquidas. A fragdo solida, que encerra na sua composicdo componentes organicos e
inorganicos, é submetida a um processo de digestao e desidratacido. Parte da fragdo mineral
e da fracdo orgénica, aquela soliuvel em agua, permanece na fragdo liquida, enquanto a
areia, os sais e a fragao organica, insoluveis em agua, permanecem na fragcao sélida. Na
fragdo orgénica podem-se encontrar carboidratos, proteinas e lipideos, que constituem fonte
de carbono e de energia para os organismos heterotréficos, cujo metabolismo conduz a
liberagao de gas carbdnico, fosfatos, nitratos e outros ions (MELO, 2000).

A maioria das ETEs faz uso de processos bioldgicos, cujos objetivos sdo coagular e
remover coloides ndo sedimentaveis e degrada-los parcialmente ou estabiliza-los. A matéria
organica remanescente no esgoto apds o tratamento € transformada por meio do
metabolismo celular. Melo (2000) afirma que nos sistemas convencionais de tratamento o
esgoto passa por um decantador primario, seguido de tanque de aeracdo e decantador
secundario, onde ha geracdo de lodo primario, constituido por material de sedimentacao
altamente instavel, e de lodo secundario, também denominado lodo ativado, que € instavel e
necessita passar por processos suplementares de estabilizacdo. No Brasil, as tecnologias
mais recentes desenvolvidas fazem uso de reatores anaerobios de fluxo ascendente do tipo
Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB), que retém o lodo dentro do reator por trés meses
em meédia, realizando assim a sua estabilizacdo (FERNANDES, 2000; MIKI et al., 2001;
SOBRINHO, 2001).



Santos, E.R. Caracterizagdo Quimica, Microbiolégica e Toxicidade do Lodo de Esgoto 23

Portanto, basicamente existem trés tipos de lodos provenientes do tratamento de
esgotos: primario, ativado e digerido, cada um destes com caracteristicas e propriedades
distintas. O lodo bruto é produzido nos decantadores primarios das ETEs, apresentando
coloracdo acinzentada, aspecto pegajoso e odor desagradavel, sendo faciimente
fermentavel. O lodo ativado é produzido nos reatores bioldégicos de ETEs que utilizam
processos bioldgicos para o tratamento dos efluentes. Tem aparéncia floculenta, coloragéo
marrom e leve odor desagradavel quando mantido em condi¢des aerdbias. Chama-se lodo
digerido a qualquer lodo que tenha sofrido processo de estabilizagdo biolodgica. O lodo
digerido anaerobiamente tem coloracdo preta, enquanto o lodo digerido aerobiamente
apresenta coloragdo marrom. O lodo estabilizado ndo possui odor que possa ser
desagradavel (LUDUVICE, 2000).

1.3.5 Gerenciamento de Lodo no Brasil

Durante algumas décadas, o setor de saneamento no Brasil tem enfrentado grandes
dificuldades com respeito aos residuos provenientes de efluente sanitario. Com a expanséao
dos sistemas de distribuicdo de agua e de coleta e tratamento de esgoto, grandes volumes
de residuos de alta complexidade tém sido produzidos, resultando assim em sérios
problemas de gestao e disposi¢cado final. Entre os residuos de saneamento, o lodo das
Estagcdes de Tratamento de Esgotos (ETEs) representa, sem duvida, um dos pontos
potencialmente criticos, cujo gerenciamento demanda, muitas vezes, ag¢des de dificil
execucgao. Entretanto, no Brasil essa questdo tem sido bastante negligenciada, resultando
em atos de responsabilidade ambiental suscetiveis de processos legais promovidos por
6rgaos de controle ambiental. As dificuldades se iniciam, nao raro, na concepg¢ao do sistema
de tratamento, cujo projeto, muitas vezes, ignora o gerenciamento do lodo gerado
(PEGORINI, 2006).

Para caracterizagao do lodo, a tabela 4 apresenta a composi¢géo quimica do lodo no
Brasil (MACHADO, 2001).
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Tabela 1.3.5.1. Composi¢do média do lodo gerado nas ETEs no Brasil

Parametros Valor Médio no Brasil (1)
pH 11,6
Material seco, MS (%) 57,86
Nitrogénio total, N (%) 1,07
Carbono total, C (%) 12,56
Relagcédo C/N 13,32
Fésforo total, P205 (%) 0,26
Potassio, K20 (%) 0,16
Calcio total, CaO (%) 19,85
Magnésio total, MgO (%) 3,17
Cadmio (mg/kg MS) 0,57
Zinco (mg/kg MS) 28,99
Cobre (mg/kg MS) 73,73
Cromo (mg/kg MS) 28,11
Mercurio (mg/kg MS) 0,52
Niquel (mg/kg MS) 18,06
Zinco (mg/kg MS) 219,49
Coliformes fecais (NMP/100g) <4
Ovos de helmintos (NMP/g) <0,02

Fonte adaptada: Machado (2001) (1) Tratamento aerébio.

1.3.6 Metais Pesados no Lodo de Esgoto

O termo “metal pesado” é atribuido a elementos quimicos que apresentam massa
especifica maior que 5 g cm™ e que estejam associados a problemas de poluigéo. Nos solos
tratados com lodo de esgoto, a mobilidade de metais pesados tem sido muito baixa. No
entanto, a persisténcia da capacidade do solo em reter tais elementos vem sendo muito
questionada. Em solos de regides tropicais existem muitas duvidas a respeito da mobilidade
dos metais pesados, justificadas, em parte, pela caréncia de estudos de longo prazo
(MARQUES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002).

A composicéo do lodo de esgoto, em termos de metais pesados, varia com o nivel
socioecondmico e cultural da populagéo, o grau de industrializacao da regido e o porcentual
que os esgotos industriais representam do total de esgotos gerados e tratados (TSUTIYA,
2001). Para regular o nivel dos metais, adotam-se normas regulamentadoras que fixam os
limites dos metais pesados (EPA, 1993; CETESB, 1999). Quando da utilizagdo do lodo de

esgoto em solos cultivados, como fertilizantes ou condicionadores de solo, existe a
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possibilidade de esses elementos, em suas formas mais perigosas, serem absorvidos pelas
plantas (BERTON, 2000) e acumulados em tecidos que poderiam servir de alimentos para
animais e humanos (MARQUES et al., 2001). Assim, esses elementos entrariam na cadeia
alimentar, possibilitando a ocorréncia de danos aos animais que delas se alimentem
(ARCURI e FERNICOLA, 2003). De acordo com Pires (2003), nos lodos de esgotos os
metais apresentam-se em diferentes formas, estando predominantemente ligados a fragéao
sélida do residuo, como, por exemplo, 6xidos e matéria organica. Portanto, varios estudos
tém sido conduzidos para investigar o comportamento dos metais pesados contidos no lodo

de esgoto e determinar os seus efeitos nas culturas agricolas (ANDREOLI et al., 2003).

1.3.7 Compostos Fendlicos

Os fendis ou benzendis sdo compostos organicos que apresentam o grupo hidroxila

ligados de forma direta a um carbono do nucleo benzénico, conforme a figura 2.

OH

Figura 1.3.7.1. Estrutura quimica do fenol

O grupo OH também é denominado hidréxi, por isso os fendis sdo chamados de
hidroxibenzenos e, devido a capacidade de reagirem com bases, recebem a denominagao
de acidos fénicos. Os compostos fendlicos s&do soluveis em agua, solidos, incolores,
apresentam carater acido e sdo toxicos. Essa caracteristica acida é devido a presenga do
hidrogénio na hidroxila. O grupo se desprende por ionizagdo quando entra em contato com a
agua e torna a solugao mais acida. Os fendis sdo muito usados na industria, na fabricacao
de detergentes, perfumes, resinas, vernizes, tintas, adesivos, cosméticos, corantes e
explosivos. Por serem soluveis em agua e altamente moveis, podem atingir com rapidez as
fontes de agua, causando problemas de toxicidade para espécies aquaticas, bem como
gosto e odor desagradaveis em aguas de abastecimento publico, mesmo quando presentes

em baixas concentracdes (JIANG et al., 2002).
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Nas ultimas décadas, uma maior atengao tem sido dada a presenga de fendis e seus
derivados no meio ambiente, devido as elevadas concentragdes encontradas em despejos
de diferentes origens, sua natureza téxica e seus efeitos adversos em corpos hidricos
receptores (SARKAR, 2006; GABRIEL et al., 2005).

Estes compostos estdo presentes em aguas residuarias originadas de processos
industriais, incluindo refinaria de 6leos, usinas petroquimicas, fabricas de ceramica, aciarias,
processos de conversdo de carvao, industrias de resinas fendlicas e industrias
farmacéuticas (SANTOS, 2004); e naquelas oriundas de processos agroindustriais, tais
como as aguas da lavagem e descascamento/despolpa dos frutos do cafeeiro (LUIZ et al.,
2004; BRUNO, 2007).

Diante da necessidade cada vez maior de preservacéo dos recursos naturais, torna-
se essencial o desenvolvimento de sistemas de tratamento que sejam satisfatérios, sob o
ponto de vista técnico e operacional, e que proporcionem eficientes remocdes desses
poluentes das aguas residuarias (PIETRO et al., 2002).

Nas aguas residuarias, podem ser encontrados os compostos fendlicos do tipo
nonilfenol polietoxilados (NPEOs), que sao surfactantes tensoativos monoibénicos sintéticos,
pertencentes ao grupo de alquilfenol etoxilatos. Os NPEOs sao misturas de forma isomeérica,
com diferentes comprimentos de cadeia etoxilica com grupo ramificacdo nonil. Devido a
estas caracteristicas, NPEOs n&o sdo compostos facilmente biodegradaveis, podendo se
acumular nos sedimentos aquaticos, onde podem exercer efeitos toxicos para os animais e
as plantas. Sdo compostos de cadeia carbdnica curta. Os NPEOs e o nonilfenol (NP) tém
sido incluidos entre os xenoestrogénios. Apesar de sua conhecida toxicidade, NPEOs ainda
sdo utilizados, notadamente em alguns setores como téxtil, couro e fabricas de papel,
devido ao seu baixo custo, pelo fato de ser um excelente detergente com propriedade de
solubilizacdo (FYTIANOS, 1997; CORCIA et al, 2000a; CORCIA et al., 2002b;
KOULOUMBOS, 2008).

1.3.8 Compostos Fenodlicos na Degradagao da Populagdo Microbiana

Os compostos fendlicos sao usados como agentes intermediarios ou aditivos na
producao de detergentes e emulsificantes. Esses compostos presentes no lodo de esgoto
podem ser acumulados pela flora e fauna ou sofrerem degradagdo (CORVINI, 2006).

Estudos demonstram que esses compostos sao poluidores do lodo de esgoto e atuam na
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degradacao das populagdes microbianas, evidenciando os efeitos desfavoraveis em fungao
da quantidade do produto, sugerindo que efeitos causados pelos compostos fendlicos do
lodo dependem das propriedades fisico-quimicas dele (KOLLMANN et al., 2003). Entre os
agentes quimicos, podem estar os compostos fendlicos utilizados em grande escala nas
industrias de detergentes, podendo causar sérios problemas na microbiota do solo
(TAKAMATSU, 1995; PETROVIC, 2000).

1.3.9 Biodegradagcao de Compostos Fendlicos por Fungos Filamentosos

A biodegradacédo é um processo complexo que envolve grande numero e variedade
de microrganismos. A degradacao de diferentes residuos depende das condi¢des locais,
regionais, tipo de solo, vegetagao, fauna e microrganismos decompositores. A diversidade
bioquimica de substratos macromoleculares indica que os microrganismos devem possuir
amplo aspecto de enzimas extracelulares para converté-los em metabdlitos considerados
assimilaveis (TAUK, 1999; CHANG, 2005). Segundo Thawornchaisit (2007), o lodo de
esgoto seco pode ser usado de forma significativa como sorbente para fenais.

Devido a sua alta toxicidade, os compostos fendlicos sao resistentes a
biodegradacdo no meio ambiente. No entanto, estes compostos sdo toxicos e recalcitrantes,
podendo ser mineralizados e ter sua toxicidade diminuida por tratamentos bioldgicos
adequadamente projetados e corretamente operados. Estudos indicam a possibilidade da
biodegradagdo de compostos fendlicos do lodo de esgoto por fungos da classe
basidiomycetes (Phanerochaete chrysosporium) (GESELL, 2001; MOREIRA NETO, 2006;
ZHANG, 2008).

Segundo Moreno (2004), os fungos filamentosos podem ser aplicados em tratamento
de descontaminacdo, pela sua capacidade de transformar uma grande variedade de
compostos organicos, e oferecem um potencial indiscutivel para sua utilizagdo em
processos de tratamento de contaminantes. Consequentemente, os fungos apresentam um
sistema enzimatico e um vigoroso crescimento, através do seu desenvolvimento micelial,
permitindo colonizar diferentes tipos de substrato. Por outro lado, os fungos tém a
capacidade de acumular metais pesados, como mercurio e zinco. Os fungos basidiomicetos,
que causam podriddo branca em madeira, entre eles poliporaceas, incluem-se nas espécies
como caracteristicas adequadas para serem utilizados em diferentes processos

tecnoldgicos, como a biodescontaminagao. Eles possuem capacidade relevante de degradar
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ligninas, um polimero polifenocico heterogéneo lignoceluldsico (DURAN, 2000; MORENO,
2004).

Considerando que os poluentes organicos podem ser degradados e removidos pelos
microrganismos através de processos aerobios ou anaerdbios, transformando-se em
compostos menos toxicos e de baixo peso molecular, como agua e didxido de carbono,
entre estas alternativas os biotratamentos tém despontado com excelente desempenho. Na
degradacao bioldgica geralmente ocorre um sinergismo entre os membros da microbiota
autéctone, com o favorecimento de determinadas espécies, por utilizarem compostos
secundarios como fonte de energia, decorrentes do metabolismo de outras espécies
(SLATER, 2001).

Neste contexto, o biotratamento com fungos vem sendo muito utilizado, pois eles sao
importantes decompositores e desempenham papéis fundamentais nos ciclos do carbono,
do nitrogénio e de outros ciclos presentes na biosfera e sdo capazes de produzir diversas
enzimas que atuam sobre o poluente, tornando-o acessivel a biodegradacdo (GRIFFIN,
2000).

1.3.10 Efeito do Lodo na Populagao Microbiana do Solo

O lodo de esgoto pode apresentar em sua composicdo elementos toxicos e
patégenos ao homem, dependendo da sua origem. Dessa forma, ha necessidade de se
conhecer o efeito do lodo no solo quando utilizado na agricultura. Uma questao fundamental
€ a que diz respeito a presenga de elementos quimicos potencialmente toxicos (BETTIOL et
al., 2000; MELO et at., 2000).

Assim, a incorporacao do lodo de esgoto nos solos agricolas deve ser controlada e
monitorada, visto que elementos como zinco, cobre, manganés, ferro e molibdénio, que séo
nutrientes essenciais para as plantas, em altas concentracbes podem causar sérios
problemas. O niquel, o cadmio e o chumbo geralmente aparecem em quantidades
apreciaveis, especialmente se os lodos provém de regides industrializadas. Neste caso, ha
que se controlar e monitorar a aplicagao, porque, em especial 0 zinco, o cobre, o niquel e 0
cadmio, se presentes em teores elevados, podem ser fitotdxicos e até, no caso do cadmio,
ser altamente prejudiciais para os animais que se alimentam de plantas produzidas em solos
que receberam esse lodo de esgoto (SANTOS, 2004; D’ANNIBALE, 2006; ERIKSSON et al.,
2008).
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Segundo Almeida (2006), o processo anaerobio, seguido por desaguamento em
leitos de secagem, é insuficiente para reduzir os patégenos presentes no lodo de esgoto a
niveis considerados seguros para uso agricola. Faz-se necessaria a utilizacdo dos

processos quimicos e térmicos para possibilitar assim seu uso na agricultura.

1.3.11 Ensaio de Toxicidade do Lodo de Esgoto

Testes de toxicidade s&o ensaios laboratoriais, realizados sob condicoes
experimentais especificas e controladas, utilizados para estimar os niveis de toxicidade das
substancias, efluentes industriais € amostras ambientais (aguas e/ou sedimentos). Nesses
ensaios, organismos-testes sdo expostos a diferentes concentragbes de amostra e os
efeitos toéxicos produzidos sobre eles sao observados e quantificados. A avaliagdo da
toxicidade é importante para verificar a poluicdo aquatica, tendo em vista que testes fisico-
quimicos nao sao capazes de detectar efeitos deletérios causados aos microrganismos
existentes no meio aquatico. Para estimar os efeitos danosos de substancias téxicas sobre o
meio ambiente, sdo utilizados testes de toxicidade aguda como ferramenta confidvel para
estimar as concentragbes de compostos que possam provocar efeitos maléficos sobre o
organismo (COSTA et al., 2008).

Os testes de toxicidade possibilitam o efeito das sustancias toxicas (ou efluentes ou
esgotos) nas nossas condigdes climaticas, frente a organismos-padrao, exéticos ou nao,
desde que se aclimatem as condi¢des fisico-quimicas da agua utilizada para manutencao da
cultura, a qual deve se aproximar ao maximo daquele da regido em estudo (BARBIERI,
2002).

De acordo com Jonsson (2007), a aplicacédo de lodo de esgoto proveniente das
estacdes de tratamento apresenta riscos adversos para a fauna aquatica. O risco estaria
relacionado a aplicagdo dele em regides agricolas préximas de compartimentos aquaticos,
cujos efeitos se manifestariam a curto ou longo prazo em organismos zooplanctdnicos e,
consequentemente, em outros organismos da cadeia alimentar. Esse fendmeno estaria
associado ao transporte do lodo para os referidos compartimentos, assim como de seus
constituintes organicos ou inorganicos com acgao toxica.

Testes de toxicidade com o microcrustaceo Artemia salina sao realizados para

detectar compostos bioativos em extratos vegetais e para expressar a toxicidade de extrato



Santos, E.R. Caracterizagdo Quimica, Microbiolégica e Toxicidade do Lodo de Esgoto 30

com atividade moluscicida contra organismos nao alvos, como peixes e pequenos
crustaceos (RUIZ, 2005).

A Artemia salina é um microcrustaceo de baixo custo e que ndo exige condi¢oes
rigidas de assepsia, apresentando boa correlagdo com alteragées mitdticas em culturas de
células, além de ser indicador de toxicidade geral no estudo de extratos com potencial
atividade bioldgica (ZUQUE et al., 2004; ASSALIN, 2005).

1.3.12 Estudo Bacteriologico do Lodo de Esgoto

Os lodos de esgoto contém patégenos humanos, como coliformes fecais, salmonela
e helmintos, que sdo passiveis de serem eliminados durante o processamento de aplicagcao
no solo. Entretanto, € muito importante o seu monitoramento tanto no lodo a ser utilizado na
agricultura como no solo onde ele foi aplicado (SOCCOL, 2000).

A necessidade de realizar um estudo bacteriolégico do lodo é de suma importancia
devido a presenca de microrganismos patogénicos. Estes, uma vez dispostos no solo,
podem contaminar animais de pequeno e grande porte que se alimentam de gramineas.
Enfim, adentram a cadeia alimentar do homem, sendo muito perigosos sob o ponto de vista
da saude publica (FERNANDES, 2000).

Na tabela 1.3.13.1 estdo os dados bacterioldgicas do lodo de esgoto de origem
domeéstica do Estado de Sao Paulo, aplicado de forma liquida no solo durante quatro anos, e

seus respectivos valores maximo e minimo de coliformes, salmonelas e helmintos.

Tabela 1.3.12.1 Dados bacterioldgicos do lodo de esgoto de origem doméstica do Estado de
Sao Paulo

Coliforme Coliformes Coliformes Ovos de
Termotolerantes Fecais Totais NMP  Salmonelas Helmintos

NMP gST NMP gST gST" UFC gST'  ovo gST”

Maximo <121 90 x 10° 1.000 x 10° 417 Ausente
Minimo <82 Ausente Ausente Ausente Ausente

Fonte: Ceolato (2007).

A eliminacdo dos patégenos no lodo de esgoto é importante, uma vez que esses
microrganismos podem apresentar tempos de sobrevivéncia relativamente elevados,

conforme apresentado na tabela 1.3.13.2. De um modo geral, poucas bactérias intestinais
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sobrevivem no solo, pois este ndao € um meio adequado. Ja os parasitas encistados

(helmintos e protozoarios) e seus ovos sao mais resistentes (SANEPAR, 1997).

Tabela 1.3.12.1. Tempo de sobrevivéncia de alguns patdégenos no solo

Organismo Tempo de sobrevivéncia (dias)
Coliformes totais 4a77
Coliformes fecais 4 a 55
Estreptococos fecais 8 a mais de 70
Leptospira Menos de 15
Mycobacterium 10 a 500
Salmonella paratyphi mais de 259
Salmonella typhi 11 a mais de 280
Streptococcus faecalis 26a77

Fonte: Adaptado de Harrrison et al. (1996).
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2.1 RESUMO

O lodo de esgoto utilizado neste estudo foi obtido a partir dos residuos resultantes do
tratamento das aguas residuais urbanas. Os lodos provenientes de esgotos contém
nutrientes e matéria organica que pode trazer beneficios ao solo e sdo amplamente
utilizados como fertilizantes. No entanto, podem conter contaminantes, incluindo metais,
microrganismos patogénicos, fenois totais e poluentes inorganicos. A caracterizacédo
microbioldgica indicou a presenga de coliformes totais e auséncia de coliformes fecais. As
investigagdes com fungos filamentosos isolados de Penicillium sp, Chrysosporium sp,
Scedosporium sp, Monotospora sp e Aspergillus sp e a producao de fenoloxidase por todas
as cepas, exceto Aspergillus sp, sugeriram a habilidade de degradar compostos fendlicos. A
caracterizacdo quimica do lodo de esgoto indicado é: teor de carbono total 14,7833 mg/100
mg, fendis totais no valor de 0,198 mg/L e Ca, Mg, Al, Zn, Cu, Ni, Cd, Fe, Mn e Cr — todos
com niveis de acordo com a lei do Conama, com excec¢ao do Mn. O teste de toxicidade
realizado com o lodo de esgoto seco, utilizando o bioensaio com Artemia salina, mostrou
que, uma vez o lodo atingindo os corpos d’agua, a concentragédo letal é de 32,44%. Os
estudos biotecnoldgicos com lodo de esgoto da Estagdo Mangueira, Pernambuco, Brasil,
indicaram que a maioria dos metais ndo apresentou caracteristicas poluidoras dos solos
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quando o lodo foi empregado na agricultura, podendo ser uma alternativa economicamente
viavel e ambientalmente segura uma vez tratado adequadamente.

Key words: Sewage sludges; heavy metals; total phenols; toxicity.

2.2 ABSTRACT

The sewage sludge used in this study was obtained from the waste resulting from treatment
of urban wastewater. The sludge from sewage contains nutrients and organic matter that can
bring benefits to the soil and they are widely used as fertilizer. However, it may contain
contaminants, including metals, pathogenic microorganisms, total phenols and inorganic
pollutants. The microbiological characterization indicated the presence of total coliforms and
the absence of fecal coliforms. Investigations using filamentous fungi isolated from
Penicillium sp. Chrysosporium sp., Scedosporium sp., Monotospora sp., and Aspergillus sp.,
and the production of phenoloxidase by all strains except Aspergillus sp., suggesting the
ability to degrade phenolic compounds. The chemical characterization of the indicated
sewage sludge: total carbon content 14.7833 mg/100 mg, total phenols at the amount of
0.198 mg / L, and Ca, Mg, Al, Zn, Cu, Ni, Cd, Fe, Mn and Cr showed that the levels are in
agreement with the law of CONAMA except Mn. O toxicity test, performed with the dried
sewage sludge, using the bioassay with Artemia. saline showed that, once the sludge
reaching the water bodies, the lethal concentration is 32.44%. Biotechnological studies with
sewage sludge from the station of Mangueira, Pernambuco, Brazil, indicated that most
metals didn’t show soil polluting characteristics when used in agriculture, and it can be an
economically viable and environmentally safe alternative, whether treated properly.

Key words: Sewage Sludge, Heavy metals; Total phenols; Toxicity

2.3 INTRODUGAO

O lodo de esgoto (LE) é o principal subproduto derivado do processo de tratamento
de aguas residuarias urbanas. A produgdo deste residuo vem aumentando
consideravelmente devido ao processo de urbanizagdo e, consequentemente, ao aumento
do numero de habitantes. O lodo bruto é resultante dos despejos domésticos ou industriais,
0s quais, lancados em mananciais, contribuem para a degradagdo deste ecossistema.
Portanto, com a finalidade de poupar as fontes naturais, esse residuo deve passar por uma
Estagcdo de Tratamento de Esgoto (ETE), a qual reduzira a carga de contaminantes ou

poluentes existentes, para que possa retornar aos corpos hidricos sem provocar riscos a
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saude humana. No entanto, as técnicas alternativas mais comuns para disposic¢ao final do
LE sao aterros controlados e incineragao, que representam um risco ao meio ambiente. O
uso do lodo na agricultura é a técnica mais indicada (CAVINATTO et al., 2007; ALMEIDA et
al., 2006; HARRISON et al., 1994).

O LE apresenta uma composi¢do média de 99,9% de agua e 0,1% de sélido. Sua
composig¢ao quimica depende de sua origem e dos tratamentos de depuragao aos quais ele
foi submetido. Em geral, apresentam um alto potencial para serem utilizados como
fertilizantes nitrogenados (MELO et al., 2001).

Neste sentido, tem sido observado pela literatura que o LE apresenta um grande
numero de compostos quimicos, que o tornam muitas vezes improprio para a agricultura.
Entre as substancias organicas hidrofébicas, toxicas, persistentes e bioacumulativas do LE,
dependendo de sua origem, pode ser encontrado um grande numero de substancias
consideradas toxicas, como os derivados do petréleo, o surfactante sintético nonilfenol,
metais pesados e microrganismos patogénicos (GILLER, 1998; FARIA et al., 2006; ALAM et
al., 2003; HARRISON et al., 1994; ERIKSSON et al., 2008).

Os compostos fendlicos que poluem o meio ambiente apresentam na sua estrutura
um grupo hidroxila (OH) ligado de forma direta a um carbono do nucleo benzénico, o qual
faz parte da composicdo de varios efluentes domeésticos e industriais, como refinarias,
téxteis, de papel e celulose, de azeite de oliva e fundicbes de metais (RODRIGUES et al.,
2007).

O fenol também é um composto intermediario quimico usado na producido de
xampus, aditivos para dleos lubrificantes, desinfetantes e agentes antissépticos. Essas
substancias de composi¢cdo — acidos, bactericidas — apresentam efeitos carcinogénicos e
mutagénicos, cuja presenga no ambiente pode causar sérios danos ao meio ambiente e,
consequentemente, ao homem. Esses compostos sao extremantes téxicos quando ingeridos
ou inalados, mesmo em baixas concentragdes (PARAiBA, 2005; HARRISON et al., 2006).

Os anéis aromaticos existentes em substéncias encontradas no LE constituem o
principal obstaculo para o tratamento deste residuo. Entretanto, os fungos filamentosos tém
sido empregados na degradacao desses compostos através da ag&o do arsenal enzimatico,
que torna o organopoluente mais acessivel aos processos de biodegradacao (VICIGUERRA
et al., 1995; HARRISOM et al., 1994).

Espécie do género Aspergillus sp tém demonstrado grande eficiéncia na degradacao
de compostos fendlicos e na remocio de cor dos mais diversos dejetos industriais. O A.
niger vem sendo utilizado no tratamento de aguas residuarias com fenol, apresentando boa

eficiéncia na remogao do composto (KYRIACOU et al., 2005).
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Além dos fendis, os metais pesados e outras substancias téxicas do lodo de esgoto
contaminam os solos. Os metais pesados, quando encontrados em elevadas concentragdes,
representam um perigo ambiental. A legislacdo brasileira estabelece a concentracdo de
0,5mg/L de fendis, como padrao limitante para a preservagdo ambiental (BRASIL, 2006).
Contudo, no Brasil, na agua destinada ao abastecimento humano o limite maximo permitido
€ 0,1 u/L de fenol. Portanto, a busca de tecnologias avangadas se faz necessaria, visando
minimizar os impactos causados pela presenga desses contaminantes no meio ambiente
(SILVA et al., 2007).

A aplicagdo do LE no ambiente pode ser limitada por fatores como a presenga de
microrganismos patogénicos, compostos organicos toxicos, contaminagdo das aguas
superficiais por nitrato e transmissdo de metais pesados. Desse modo, metais e
microrganismos patogénicos podem ser transferidos do solo para culturas, podendo chegar
aos animais e seres humanos, oferecendo prejuizo a saude (ERIKSSON, 2008).

A concentragdo de metais pesados no lodo é muitas vezes significativa, limitando
sua utilizagdo como fertilizante, seja pelos riscos de contaminagdo da cadeia tréfica, via
absorcéao, e translocagao desses elementos em plantas cultivadas nessas areas, seja pela
possibilidade de percolagdo de metais para aguas subterrdneas. Do volume de esgoto que
entra na estacdo, 1% corresponde ao volume de lodo produzido, e este contém entre 50% e
80% da quantidade de metais (SANTOS, 2003; NASCIMENTO et al., 2004).

Os metais pesados sao cations bivalentes de comprovada toxicidade, sendo os mais
preocupantes o Hg, Pb, Cd, As, Cu, Zn, Ni, entre outros (VIRGA, 2006).

Este trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas quimicas e
microbioldgicas presentes no LE da Estacdo Mangueira, Pernambuco, Brasil, para o uso na

agricultura.

2.4 MATERIAIS E METODOS

Lodos de Esgoto

O LE foi coletado de um leito de secagem de digestdo anaerdbia seco ao ar
livre, triturado e passado em peneira com abertura de malha de 4mm da ETE
Mangueira, Recife, Pernambuco, Brasil, sendo gentiimente cedido pela Companhia

Pernambucana de Saneamento.
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Meétodos Microbiol6gicos
Isolamento dos fungos: O isolamento dos microrganismos do LE foi feito

mediante diluicdo seriada a partir das suspensdes do lodo de esgoto em agua

destilada, nas diluicbes 10'1, 10'2, 103 e 104 Em seguida, as suspensdes foram
transferidas para as placas de Petri contendo o meio de cultura meio Martin 1,0 g
koHPOg4; 0,5 g de MgS04; H20; 5,0 g de peptona; 10 g de dextrose; 0,03 g de rosa
de bengala; 16 g de agar e 1000 mL de agua destilada (SILVA, 2007). Apenas nas

diluicdes 102 e 10-3foi adicionado cloranfenicol (0,008%) ao meio Martin. As placas
foram mantidas a temperatura de 28°C até o aparecimento de colénias. Todo o
experimento foi realizado em duplicata. Foram isoladas e identificadas 24 colbénias
de fungos filamentosos em nivel de género e submetidas ao teste de Bavendamm,
no sentido de observar o comportamento de cada microrganismo isolado na
producdo de fenoloxidases, assim como as caracteristicas macroscoépicas e
microscopicas das colbnias. As identificagdes foram feitas baseadas nos trabalhos
de Alexopoulos et al. (1995), Bettiol (2004) e Estrada (2006). Todos os isolados
foram depositados no Banco de Cultura do Nucleo de Pesquisa de Ciéncias
Ambientes (NPCIAMB-UCP) da Unicap, Recife-PE. Em seguida, colbnias isoladas e
identificadas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL do meio
sabouraud dextrose agar (40 g de glicose, 10 g de peptona, 15 g de agar, 1000 mL
de agua destilada, pH 7,0). Os tubos foram incubados na mesma temperatura e,

apos o crescimento, foram mantidos a temperatura de 5°C.

Obtencdo de cultura monosporica: Os esporos das amostras foram
transferidos do tubo de ensaio para um vidro com tampa de rosca contendo 2,0 mL
de solugdo 0,1% de tween 80 e 100 mL de agua. A suspenséo foi agitada para
desagregar os esporos. Em seguida foram contados em um hematimetro e foram
feitas as diluigdes apropriadas, de maneira a se conseguir de 20 a 100 colénias cada
placa de Petri contendo meio de cultura BDA (4,0 g de batata, 20,0 g de dextrose;
15,0 g de agar, 1000 mL de agua destilada, pH 5,6 + 0,2 a 25°C). As placas foram
mantidas em temperatura ambiente. A germinagdo dos esporos foi observada a

partir de 12 horas até 72 horas de crescimento. Apds a germinacéo dos esporos,
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com o auxilio de uma lupa, um s6 esporo foi transferido para um tubo de ensaio

contendo BDA para o desenvolvimento da coldnia.

Analise bacteriologica: As analises bacteriologicas foram realizadas pelo
método do numero mais provavel (NMP), pela técnica dos tubos multiplos, de acordo

com a metodologia da American Public Health Association (1992).

Selecdo de fungos degradadores de compostos fendlicos: Os fungos
filamentosos foram cultivados em meio acido galico (MAG) de 7 a 28 dias + 2°C.
Apos esta etapa, um indculo de 5 mm de didmetro foi transferido para placas de
Petri contendo meio de malte acrescido de acido galico 0,5%, pH 3. No periodo de 5
a 28 dias + 2°C, foram acompanhadas a progressédo do halo e a intensidade de
formagao da cor ambar, caracteristicas da “reagcao de Bavendamm” (reagao de acido
fendlico com o acido galico, sob acdo das fenoloxidases fungicas, formando
quinonas, que sao identificadas pela formagao de um halo de cor &mbar em torno do
miceélio). Por fim, foi feita a classificagcdo: a intensidade da cor foi classificada em (F)
fraca, (M) moderada e (1) intensa e o halo foi medido em centimetros (CONCEICAO
et al., 2005).

Meétodos Analiticos

Determinagdo de carbono orgéanico total (COT): Com este método foi
determinado o teor de carbono total existente na amostra, tanto organico como
inorganico (APHA 5310B, 1995). A analise de carbono organico total seguiu o
modelo TOC 5000A Shimadzu. Neste método, foram introduzidos 100 miligramas de
lodo de esgoto seco em uma camara de aquecimento com um catalisador oxidativo,
como o6xido de cobalto. O sdélido é aquecido no forno a 900 °C (TC) e o carbono
organico ¢ liberado e oxidado na forma de CO,, sendo quantificado por meio de um
analisador de infravermelho n&o dispersivo. O carbono inorganico foi medido
adicionando o acido fosférico na amostra e introduzindo no forno, o qual é convertido
em CO, e quantificado de maneira semelhante a descrita anteriormente. O carbono
organico total é entdo obtido pela diferenga entre o carbono organico e o carbono

inorganico.
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Anélise de metais: A analise de fluorescéncia do lodo de esgoto foi realizada
em colaboragdo com a Faculdade de Mogi das Cruzes, em Sao Paulo. O método
empregado nas analises foi o estabelecido pela U.S. EPA SW — 846 métodos 3050 e
3051 2007.

Determinagdo de fendis totais: A determinacdo de fendis foi estimada
colorimetricamente segundo o método de padrdo (APHA 5550 B 1995). A analise foi
feita com a retirada de 100 mg da amostra (LE) solubilizada em agua destilada
durante 24 horas e posteriormente filtrada em filtro analitico. As analises da reacao
foram feitas em triplicata. A mistura de reagao foi composta de 1 mL de amostra,
0,250 mL de solugao carbonato-tartarato de soédio (200 g de carbonato de sédio, 12
g de tartarato de sodio dihidratado, diluido em 1000 mL de agua destilada) e 0,025
mL do reagente Folin-Ciocalteu (uma mistura de heteropoliacidos fosfomolibdico
fosfotungstico), Aldrich, EUA, ap6s 30 minutos a 20°C, comprimento de onda de 700
nm e comparada com a curva-padrao de fenol. Os produtos de oxidacao resultantes

formam um complexo azul contendo molibdénio e tungsténio.

Avaliagbes da Toxicidade

Teste de toxicidade com Artemia salina: Foi realizado segundo Meyer et al.
(1982) e McLanghlin et al. (1995). Foram utilizados 24 g do lodo de esgoto estéril,
solubilizados em 24 mL de agua destilada estéril. A solugado foi agitada por 30
minutos e filtrada. O teste foi realizado com amostras em ftriplicata. As concentracdes
da solucgao filtrada foram 10%, 25%, 50%, 75%, sendo o volume final do teste de 4,5
mL. Para a amostra de 10% de concentracdo foi utilizado 0,5 mL da amostra para
4,5 mL de solugcdo salina, e assim sucessivamente. Foram utilizados ovos do
microcrustaceo Artemia salina para eclosdo a 28°C por 24 horas. Apds a eclosao
deu-se inicio ao teste com 10 individuos em frascos de vidro com capacidade para 5
mL. Apos 24 horas de ensaio, a 28°C, foi realizada a contagem dos organismos
sobreviventes, determinando a concentragao letal (LC s50) para 50% dos organismos

presentes no teste.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Microrganismos do Lodo de Esgoto

Os resultados obtidos das analises microbiolégicas do LE da Estacdo de
Tratamento da Mangueira mostram que foram encontrados fungos leveduriformes.
Os testes revelaram um crescimento de colénia 92 UFC/mL, como também
diferentes géneros de fungos filamentosos, e para coliformes totais o valor de 10°
UFC/mL. Nao foram observados coliformes fecais. Esses resultados estado de acordo
com Farias et al. (2006) e Alan (2003). Ambos encontraram no LE de aguas
residuais domésticas algumas espécies de fungos filamentosos, como Penicillium
corylophilum, Aspergillus niger, Trichoderma harzianum e Phanerochaete
chrysosporium, e também a presencga de 77% de bactérias gram-positivas no lodo
de esgoto em Franca, Sao Paulo. Cavinatto (2007) chama a atengao para a
finalidade das ETEs, dizendo que elas podem vir a representar reais barreiras
sanitarias destinadas a protecdo do meio ambiente e a manutencdo dos recursos
naturais. Assim, € de suma importancia que as estagbes de tratamento sejam
concebidas de maneira perfeitamente integrada ao ecossistema, dando destinos
definitivos tanto a fase solida como a fase liquida dos esgotos, de forma que a
natureza ndo sofra impactos irreversiveis. Andreoli (2001) considera o LE,
dependendo de sua origem, como perigoso, podendo oferecer risco a saude

humana e animal.

Fungos Filamentosos Isolados do Lodo de Esgoto Produtores de Polifenoloxidases
Os resultados obtidos indicaram que, do total das 24 culturas de fungos
filamentosos analisadas, 46% demonstraram habilidade na produgédo de
fenoloxidases. Em relagdo aos demais microrganismos, ou seja, 54%, os resultados
foram negativos. Quanto a intensidade do halo de reacéo, apresentaram 18% com
reagao intensa os géneros Scedosporium sp e Scedosporium sp; 18% reagao
moderada Scedosporium sp e Chrysosporium sp; e 64% reagao positiva fraca
Scedosporium sp, Chrysosporium sp, Monotospora sp e Penicillium sp. Os halos
obtidos apresentaram intensidade e didmetro distintos para os diferentes géneros,

conforme a tabela 1. As estruturas microscépicas dos fungos isolados do LE em
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estudo sdo mostradas na figura 1. Os resultados dos fungos filamentosos positivos
para o teste de fenoloxidase estdo relacionados a oxidagdo de compostos fendlicos.
Essa caracteristica esta associada aos mecanismos de resisténcia dos fungos, sob
condi¢cdes ambientais adversas, confirmando, assim, o fungo do género Penicillium,
encontrado no lodo (SILVA, 2007; GRIFFITH, 1994). Entre os isolados testados, foi
observado na maioria dos experimentos que os fungos desenvolveram-se
significativamente em crescimento aéreo e que todos os fungos em estudos que
possuiam pigmentagdo escura apresentaram a formagao do halo caracteristico da
reacao de Bavendamm.

Os fungos de pigmentacdo negra sao efetivamente degradadores de
compostos de cadeia complexa (VASSILEV et al., 1994; LEONOWICZ et al., 1999;
TUOMELA et al., 2000). Na literatura os géneros Scedosporium sp, Chrysosporium
sp e Monotospora sp nao foram citados como produtores de fenoloxidases.

Segundo Conceicéao et al. (2005), em um trabalho com atividade fenolitica de
257 amostras de fungos isolados de uma refinaria de petrdleo, desses, 43%
apresentaram formacao do halo, indicando a presenca de fenoloxidase. Entre eles
estdo Cladosporium, Fusarium, Phoma e Penicillium, corroborando, assim, os
resultados obtidos nesta pesquisa.

Os fungos que apresentaram reacdo positiva para a produgdao de
fenoloxidases sdo considerados importantes, pois demonstraram potencial
significativo para serem introduzidos em processos de biorremediacdo, com
perspectivas de resultados promissores para tratamento de residuos e efluentes
fendlicos, reforcando a ideia de que numerosas espécies com potencial para
degradar e/ou reciclar compostos toxicos podem ser isoladas de ambientes

alterados pela poluigao.

Compostos Presentes no Lodo de Esgoto: Carbono Orgéanico Total, Metais Pesados

e Fenois Totais

Carbono orgéanico total (COT): O valor obtido de carbono organico foi de 14.7833
mg/100 mg de lodo e para carbdnico inorganico foi zero, conforme descrito na tabela

2. A mostra de LE para parametro organico e inorganico € regulamentada conforme
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o anexo IV da Resolugao Conama n° 375/2006. Os valores do carbono encontrados
foram muito baixos. Uma vez que o lodo usado nesta pesquisa foi processado de
forma anaerdbia, o baixo valor do COT é apresentado por Andreoli (2001), para
quem o processo de digestdo do lodo na ETE do tipo anaerdbio envolve um maior
tempo de biodegradacdo da matéria organica do lodo, reduzindo assim a fragéo

organica.

Analise de metais: Os resultados referentes aos teores de metais e os respectivos
valores-limite pela legislacéo estdo apresentados na tabela 3. Todos os valores dos
metais encontrados para a amostra do LE estdo dentro do limite estimado pela
resolugdo do Conama (2006), porém o unico metal que apresenta um valor acima do
limite € o manganés, com um valor 3,78 vezes acima do considerado aceitavel.

A preocupacao com metais pesados em solos cultivaveis e os possiveis
efeitos prejudiciais a eles associados teve inicio a partir do uso do lodo em solos
agricolas. Entretanto, a presenca desses metais ndo é exclusiva desses residuos,
uma vez que fertilizantes, corretivos, defensivos e outros materiais usados na
agricultura também podem conté-los (KUTUK, 2000). O lodo gerado no tratamento
de esgoto urbano geralmente possui uma baixa concentracdo de metais pesados.
No entanto, mesmo para essa condi¢ao, a absor¢cdo de metais por plantas cultivadas
em solos adubados com lodo deve ser monitorada, visando a aplicagao
ambientalmente segura do residuo, visto que o efeito de biomagnificagdo de metais
pode ser uma via de contaminagao importante (WINDER et al., 1999; ANJOS et al.,
2000). Segundo Assuncao (1997), existem 38 elementos classificados como metais
pesados do ponto de vista quimico, porém do ponto de vista ambiental sao
considerados como elementos passiveis de causar impactos negativos ao meio
ambiente. Alguns, como Ag, As, B, Ba, Co, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se,
Sn e Zn, podem estar presentes em lodos residuais de ETEs, dependendo
basicamente das fontes contribuidoras de formagao do esgoto.

Os valores-limite para os elementos Ca, Mg, Al e Fe ndo sdo quantificadas
pela resolucéo. E importante ressaltar que o método empregado nas analises deve
seguir o que esta estabelecido pela U.S. EPA SW — 846 métodos 3050 e 3051 e

pelo Conama (Resolugéo n°® 375/2006), para que as analises possam ser validadas.
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Outros metais, como Fe, Ca, Mg e Al, ndo apresentam toxicidade nas
concentragdes encontradas. Fazem-se necessarios o controle rigoroso da presenca
de manganés no lodo e a disposicao dele, pois 0 excesso de manganés é
acumulado no figado e no sistema nervoso central, decorrente das exposi¢cdes
prolongadas por inalagdo, provocando sintomas do tipo “Parkinson’ (doenga
degenerativa). Por esses e outros efeitos prejudiciais € que o manganés é
considerado téxico e esta na lista dos metais pesados. A toxidez devido ao metal
pesado para a planta deve ser acompanhada, pois pode acontecer diminuicdo no
crescimento ou reducdo na colheita, alteracdo em nivel molecular, subcelular e
finalmente no tecido da planta (BECKETT, 1999).

Analise dos fendis totais: Os resultados dos fendis totais do (LE) estdo na Tabela 4,
considerando que os teores desse poluente. Veeresh et al. (2005) citaram que o
conteudo de compostos fendlicos em aguas residuarias pode variar de 10 a 17.000
mg L™, sendo normalmente mais alto que o limite padrdo de 0,5 mg L™, estabelecido
no Brasil (Brasil, 2005) para o seu lancamento no meio aquatico. Diante da
necessidade cada vez maior de preservagao dos recursos naturais. Por fim, todos os
valores analisados nas amostras do LE estdo dentro do limite da legislagao vigente
do CONAMA (2006).

Teste de Toxicidade do Lodo de Esgoto

Testes de toxicidade sdo importantes para avaliar os efeitos danosos de
substancias toxicas sobre o meio ambiente, tendo em vista que os testes fisico-
quimicos n&o sao capazes de detectar efeitos deletérios que podem ser causados a
biota. Por isso, sdo usados como ferramenta confiavel para estimar as
concentracbes de compostos que possam provocar efeitos maléficos sobre os
organismos (BARBIERI, 2002).

Sabe-se ainda que praticas agricolas que levam a contaminagao dos recursos
hidricos impactam diretamente a vida das comunidades aquaticas. Logo, os testes
de toxicidade com o microcrustaceo Artemia salina sdo capazes de detectar
compostos bioativos (RUIZ, 2005).
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Os resultados obtidos nos testes de toxicidade com Artemia salina s&o
apresentados na tabela 5. Os calculos realizados com o LE para obtencdo da
concentragao letal (LCso) foram correspondentes a 32,44%. Esse resultado mostra
que o LE, uma vez jogado em corpos d’agua nessa mesma concentragao,
compromete a microbiota aquatica, pertencente ao mesmo nivel trofico da A. salina.
Essas afirmagdes sdo apoiadas pelas investigacdes de Jonsson (2007) e Tsakou,
(2001), cujos dados revelam que, de acordo com a procedéncia do LE, ele pode
conter fonte de contaminagcdo como metal e oferecer riscos adversos a biota

aquatica.

2.6 CONCLUSOES

Os estudos demonstram o potencial biotecnologico do lodo de esgoto na
agricultura, considerando a microbiota presente com habilidade de degradar os
compostos fendlicos que possam existir, mesmo aqueles com estruturas aromaticas
mais complexas.

Portanto, o lodo da Estacdo Mangueira, Pernambuco, se mostra com
composi¢cao adequada e sem riscos para 0 meio ambiente, com excecdo do metal
manganés, pois, uma vez feita correcdo do Mn, poderd ser empregado na

agricultura sem maiores problemas.
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CONCLUSOES GERAIS

Na microbiota do lodo de esgoto existem fungos filamentosos que apresentam a
habilidade de degradar substancias téxicas do lodo, mesmo aquelas com estruturas
aromaticas mais complexas.

O lodo da Estacdo Mangueira se mostra com niveis de metais pesados e de
patogenos (coliformes fecais) abaixo dos limites determinados pelo Conama e Cetesb, com
excecdo do metal manganés. Os demais metais ndo apresentam riscos para o meio
ambiente.

Os estudos endossam o potencial biotecnolégico do lodo de esgoto e sua utilizagao
na agricultura, contribuindo assim para minimizar os impactos ambientais causados por este

residuo solido.
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Tabela 1. Identificagcdo das col6nias e formag&o do halo (Reacdo de Bavendamm)

Cddigo da Cultura/

Halo (cm) / Tempo (dias)

P Reacéo de
Identif
entiiicagao 10 20 3 4 5 Média Baverdamm

(4) Monotospora sp. 0 170 19 26 3,6 1,82 +
(5) Scedosporium sp. 07 09 1,7 24 3,3 1,8 +++
(8) Scedosporim sp. 0 0 0 0 0,7 0,14 +
(1) Crysosporium sp. 0 0 0 0 1,3 0,26 +
(6) Crysosporium sp. 0 0 0 0 1,5 0,3 ++
(2) Crysosporium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(3) Crysosporium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(2) Aspergillus sp. 0 0 0 0 0 0 -
(3) Aspergillus sp. 0 0 0 0 0 0 -
(4) Aspergillus sp. 0 0 0 0 0 0 -
(5) Aspergillus sp. 0 0 0 0 0 0 -
(2) Scedosporium sp. 0 0 0 0 1,8 0,36 +
(3) Scedosporium sp. 1,00 28 24 29 3,2 246 +++
(8) Scedosporium sp. 6 06 06 07 15 0,8 +
(9) Scedosporium sp. 0 02 07 1,2 1,9 0,8 ++
(6) Scedosporium sp. 09 13 15 24 25 0,8 ++
(10) Penicillium sp. 0 0,2 09 17 27 1,1 +
(1) Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(7) Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(1) Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(4) Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(5) Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(7) Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 -
(1) Penicillium sp. 0 0 0 0 0 0 -

(-): Negativo para reacéao; (+): Reacéo fraca; (++): Reagdo moderada; (+++) ; Reagao intensa

(0) Auséncia de Halo
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ANEXO 2

Tabela 2. Valores encontrados na analise de determinacao de carbono Organico total trés
amostras do lodo de esgoto seco

Analise de carbono Amostras (mg/100mg de lodo) Média(mg/100mg de lodo)
Amostras 1 2 3
Carbono Orgénico 15,71 13,10 15,54 14, 7833

Carbono Inorgénico 0 0 0 0
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Tabela 3. Teor de metais encontrados no Lodo de Esgoto e seus respectivos limites de
concentracao para uso agricola segundo CONAMA Resolugao n° 375/ 2006.

METAIS AVALIADOS TEOR ENCONTRADO VALOR LIMITE
(mg/kg, base seca) (mg/Kg)
Ca 1180 + 0,02 -
Mg 755 £ 0,004 -
Al 14600 +0,3 -
Zn 600 £ 0.01 2800
Cu 909.8 +0.001 1500
Ni 10 10,01 420
Cd 2,2 +0.0004 39
Fe 2390 +0,2 -
Mn 189 + 0,003 50
Cr 22 +0,001 1000
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Tabela 4. Resultado das analises de fendis totais do lodo do lodo de esgoto
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Aliquotas Valores de fendis totais em mg/L
1 0,211
2 0,176
3 0,209

Média 0,198
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ANEXO 5

Tabela 5. Percentual de toxicidade das amostras de lodo de esgoto com Artemia salina.

Concentragao do lodo Média de A. salinas vivas Percentual de toxicidade
0% - solucéao salina 10 0%
10% 8,6 14%
25% 4 60%
50% 1 90%

75% 0 100%
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Scedosporium sp.

Asperaillus so.

Penicillium sp.

Figura 1. Caracteristicas microscépicas dos fungos filamentosos isolados do lodo de
esgoto.da Estagdo Mangueira, Pernambuco, Brasil (aumento de 400x)
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Tocixidade %

100 o [ ]
[]
80
60 ]
Y=B*X
40
Parameter  Value Error
B 1,54124 0,18138
20
R Bl N P
0,9305 17,06308 4 0,03904
0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentragdo da amostra %

Figura 2. Percentual de toxicidade do lodo com A. salina
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Figura 3. Eclosao da Artemia salina em NaCl a 37%, por 24 h a temperatura de 37°C.
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ANEXO 9

Normas da Revista
http://www.springerlink.com/content/p1316r577k48g625/
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