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Resumo

TORRES, D. L. F. F.; Avaliacao da toxicidade de efluente sanitario tratado e
condicionado para aplicacao na agricultura, utilizando Allium cepa, Daphnia similis e
Vibrio fischeri, como organismos-teste. Campinas: Faculdade de Engenharia Civil,
Arquitetura e Urbanismo- UNICAMP, 2012. 166f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
Civil). Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo, UNICAMP, Campinas,
2012.

O uso de efluente tratado na agricultura irrigada constitui uma alternativa adequada para a
preservacdo de mananciais, além de ser uma importante fonte de nutrientes. No entanto, os
riscos de toxicidade devem ser avaliados. Testes ecotoxicoldégicos apresentam-se como uma
ferramenta apropriada, devido a sensibilidade dos organismos e sua ampla aceitagdo por
orgdos governamentais e cientificos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a toxicidade
aguda na fotobactéria marinha Vibrio fischeri e no microcrusticeo Daphnia similis (CE50) e
do potencial citotéxico, genotdxico e mutagénico em Allium cepa (cebola) de um efluente
sanitdrio tratado usado para irrigacdo. Os ensaios foram realizados no efluente bruto e nos
tratados utilizados para irrigagdo: anaerdbio e pos-tratamento anaerdbio (nitrificado). Os
resultados evidenciaram que o efluente bruto, apresentou uma maior variacao dos valores de
CES50 para ambos os organismos. O efluente anaerébio apresentou um efeito téxico agudo
maior para V. fischeri que para D. similis. Ja o nitrificado (pos-tratamento anaerdbio)
apresentou uma toxicidade aguda menor para ambos os organismos testados. Na avaliacdo
das aberragdes cromossOmicas em A. cepa, os efluentes tratados apresentaram uma reduc¢do
do potencial citotéxico (p<0,05) em relagdo ao efluente bruto. Pode-se concluir que os testes
escolhidos foram adequados para o monitoramento do efluente. Recomenda-se que o uso de
efluente tratado na agricultura seja realizado de forma regrada, atentando para os padrdes de
Boas Praticas Agricolas (GAP) e de toxicidade. Além disso, em escala real é necessario um
estudo de monitoramento periédico que avalie impactos a longo prazo, incluindo testes de
toxicidade cronica.

Palavras-chave: Efluente sanitdrio; redso de 4gua; irrigacdo; ecotoxicologia; CESO0,
aberragdes cromossOmicas.
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Abstract

TORRES, D. L. F. F. Toxicity assessment of treated sanitary effluent for application in
agriculture, using Allium cepa, Vibrio fischeri and Daphnia similis as test organisms.
Campinas: Civil Engineering, Architecture and Urbanism College - UNICAMP, 2012. 166p.
Essay (Master at Civil Engineering, Architecture and Urbanism College), UNICAMP,
Campinas, 2012.

The use of the treated effluent in agriculture has proven to be an important alternative, since
its preservation of water and its potential as source of nutrients, with low potential for
negative impact on the environment. However, toxicity remains an important issue.
Ecotoxicological tests are appropriate tools to evaluate the toxicity of effluents. The aim of
this study was to evaluate acute toxicity on marine bacteria Vibrio fischeri, on micro
crustacean Daphnia similis (EC50) and on Allium cepa (onion) (assessment of cytotoxic,
mutagenic and genotoxic potencial) in treated sanitary effluent used for irrigation. We tested
the raw effluent, and in its treatments, used for irrigation: anaerobic and anaerobic post-
treatment (nitrified). Our results showed that the raw effluent had a greater variation of EC50
for both organisms, due to an intrinsic variability of its composition. The anaerobic effluent
had a greater acute toxic effect on V. fischeri than for D. similis. Yet, the nitrified (anaerobic
post-treatment stage) showed a lower toxicity for both tested organisms. We found a
reduction in the citotoxical potential in A. cepa as compared to the raw efluente. We
concluded that the tests chosen were adequate for monitoring the effluent since the organisms
showed adequate sensitivity. It is therefore suggested that the use of treated wastewater in
agriculture should be standardized, noting Good Agricultural Practices (GAP) and toxicity
stardards. Furthermore for larger scale assumption it is necessary a periodic monitoring study
to assess long term impacts, including chronic toxicity tests.

Keywords: Sanitary effluent, water reuse, irrigation, ecotoxicology, EC50, chromosomal
aberrations.
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1. Introducao

A distribuicdo da 4gua em nosso planeta retine mais de 97% dela na forma salgada, e
menos de 1% na forma doce, para uso, seja na industria, agricultura, ou para o consumo
humano e para a dessedentagdo de animais (VON SPERLING, 2005). No entanto, a ma
distribui¢do deste recurso em relacdo a concentragdo populacional, somado a um sistema de
gestao muitas vezes inadequado, potencializa os problemas referentes a escassez de dgua

(COSTA, 2007).

O abastecimento de dgua deve ser pensado sob os aspectos sanitdrio e econdmico,
pois o homem tem necessidade de dgua de qualidade adequada e em quantidade suficiente
para todas as suas necessidades, ndo apenas para protecdo de sua satide, como também para o
seu desenvolvimento econdmico. Dessa forma, os usos da dgua implicam em sua retirada de
mananciais, e ainda, exigem um tratamento prévio na maioria dos casos, ji que 0s seus

destinos solicitam requisitos de qualidade mais adequados (VON SPERLING, 2005).

Portanto, o acesso a dgua de qualidade adequada e em quantidade suficiente para
seus multiplos fins constitui fundamental importancia para a saide e progresso de toda a
populacdo e torna necessdria a existéncia de um sistema de gestdo adequado para a utilizagdo
dos recursos hidricos, de modo a satisfazer seus usos e finalidades, sem com isso

comprometer a qualidade do recurso hidrico de onde a 4gua é retirada.
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Considerando os destinos da dgua, a agricultura irrigada merece especial atenc¢do, ja
que demanda de uma grande quantidade desse recurso, sendo responsdvel no Brasil pela
retirada de 56% da dgua (TELLES; DOMINGUES, 2002). Deste modo, a disponibilidade
deste recurso muitas vezes atua como um fator limitante ao aumento da produtividade
agricola. Como alternativa a agricultura pode fazer uso de técnicas que reutilizem a 4gua,
entretanto essa acdo deve ser fundamentada dentro de um plano de gestdao adequado, pelos

tomadores de decisdo (HESPANHOL, 2003).

Segundo a World Health Organization (WHO, 2006), o uso de dguas residudrias na
agricultura é potencializado quando ocorrem fatores como a escassez dos recursos hidricos,
seja devida a degradacdo do corpo hidrico, ou a um aumento populacional que demanda uma
maior producdo de alimento. Além disso, seu uso pode contribuir para a agricultura, pois a
adicao de matéria organica e a presenca de nutrientes contidos nos efluentes tratados podem
funcionar como fertilizante, bem como contribuir para um bom condicionamento do solo,
aumentando sua capacidade de reter dgua (WHO, 1989; HESPANHOL, 2003). Esse aspecto
apresenta consequéncias ambientais positivas, como o menor gasto de energia para produzir

fertilizantes (SALA; SERRA, 2004).

A presenca de matéria organica, macro e micronutrientes (BASTOS et al., 2003)
geralmente presente nos efluentes sanitdrios promove a melhoria da fertilidade do solo, além
de melhorar a estruturacdo dos seus agregados (HESPANHOL, 2003). Ademais, o solo pode
funcionar como um poés-tratamento devido a sua capacidade intrinseca de adsorver os
contaminantes. Tanto assim, que o reuso planejado de dgua faz parte da Estratégia Global
para Administracdo da qualidade das Aguas, proposta pelo Programa das Nac¢des Unidas para
o Meio Ambiente (PNUMA) e pela Organizacio Mundial da Saide (WHO) (CORCORAN,
2010).

Nos vegetais, os macronutrientes (nitrogénio, fésforo, potdssio, enxofre, magnésio e
cdlcio) sdo geralmente encontrados em concentracdoes mil vezes maiores que a dos
micronutrientes (boro, cloro, cobre, ferro, manganés, molibdénio e zinco). No entanto, além

dessas substancias essenciais aos vegetais, pode ocorrer a presenca de uma gama de outros
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elementos, como niquel, silicio, s6dio e outras substancias inorganicas que dependendo de

suas concentracdes podem ser toxicas (KELLY; UNKOVICH ; STEVENS, 2006).

Isso posto, o redso de dgua na agricultura, quando realizado de forma planejada,
apresenta-se positivo tanto no aspecto da preservacdo dos mananciais quanto na melhoria da
produtividade da cultura irrigada. No entanto, algumas desvantagens na sua utilizacdo ndo
podem ser desconsideradas. O excesso de aplicacdo de dgua ou esgoto durante a irrigacao,
acima da capacidade de absor¢do da planta e da capacidade de retencdo do solo, pode levar a
infiltragdo e provocar a salinizagdo do solo. Por isso, se ndo for tracado um planejamento
adequado, uma consequéncia pode ser a recarga do aquifero com possiveis contaminantes
como os Produtos Organicos Persistentes (POPs) (BASTOS, et al.,, 2003; KELLY;
UNKOVICH; STEVENS, 2006), que sao potencialmente t6xicos mesmo em concentragdes

baixas.

Além das dguas subterraneas, as dguas superficiais também podem ser negativamente
impactadas caso as dguas residudrias as atinjam. A presenga da contaminacdo por patégenos
presentes nas dguas residudrias podem promover impactos negativos a saude, se for utilizada
para consumo humano, recreacdo e utilizacdo em industrias alimenticias (WHO, 2006). A
presenca de matéria orginica também pode causar impactos negativos, pois pode ocorrer a
oxidacdo dessa matéria pelo oxigénio dissolvido na 4dgua, prejudicando os organismos que

vivem nesse ecossistema (BOND, 1998).

Dessa forma, o planejamento deve abranger fatores como: taxa de irrigagdo adequada
ao tipo de cultura; qualidade da dgua residudria; tratamento do esgoto; vulnerabilidade do
aquifero; método utilizado na irrigacdo; taxa de recarga artificial e natural; qualidade da dgua

presente no aquifero; tempo de irrigacdo e o tipo de cultura (FOSTER et al, 2003).

Neste sentido, para compreender os niveis de toxicidade de efluentes, ensaios
ecotoxicoldgicos podem ser empregados para avaliagdo de possiveis impactos ambientais e
ainda avaliar a efici€ncia de estacdes de tratamento de esgoto quanto a diminuicdo da

toxicidade. Com esse intuito, o presente trabalho tomou como modelo de estudo, o uso de
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efluentes sanitdrio, tratados e condicionados, para a irrigacdo de uma cultura de rosas (Rosa

sp).

Os ensaios ecotoxicoldgicos utilizaram como organismos-teste, a bactéria
luminescente marinha Vibrio fischeri, o microcrusticeo de dgua doce, Daphnia similis
(Crustacea, Cladocera), e sementes de Allium cepa (cebola). Os organismos-teste escolhidos
constituem-se organismos adequados para a avaliacdo de toxicidade de efluentes, sendo
recomendados por associagdes normativas nacionais e internacionais como ABNT, ASTM,
CETESB, EPA, entre outras. A drea de estudo localiza-se em drea experimental da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas/SP que recebe na estacdo de

tratamento piloto um efluente hospitalar.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo da toxicidade aguda dos efluentes sanitdrios tratados: anaerébio e pds-

tratamento anaerdbio (nitrificado), para aplicacdo em uma cultura de rosas (Rosa sp.)

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliacdo da toxicidade aguda dos efluentes tratados para V. fischeri por meio do sistema

Microtox™, observada pelo efeito do decaimento da luminescéncia da bactéria;

- Avaliacdo da toxicidade aguda dos efluentes tratados para D. similis, observada pelo

efeito de imobilidade dos organismos expostos;

- Avaliacdo da citotoxicidade, getotoxicidade e mutagenicidade dos efluentes tratados para
células meristematicas de A. cepa, germinadas nos efluentes tratados, em tratamento

continuo.

- Monitoramento da toxicidade dos efluentes tratados em comparacdo com o efluente bruto

para avaliar a eficiéncia do tratamento realizado;
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3. Revisao da Literatura

3.1 A agua e o seu uso na agricultura

A vital importancia que se dd a dgua deve-se a sua relagdo intima com indmeras
reacdes fisicas, quimicas e fisioldgicas responsdveis pela manutencdo da vida animal e
vegetal. Portanto, esse bem finito, merece ser quantitativa e qualitativamente cuidado para
que seu uso previsto ndo traga prejuizos a vida. Uma vez que sdo finitos e a demanda pelo seu
uso aumenta proporcionalmente com o aumento populacional e industrial, € crescente a

necessidade de se conservar, reciclar e reutilizar os recursos hidricos de forma adequada

(SHUVALL, 1977; MILLER, 1990).

Ademais, sua distribuicdo, nao coincide com a concentracdo populacional que se
adensa em dreas de pouca disponibilidade hidrica e ocupam o territério de forma
desordenada, o que pode contribuir para os eventos de secas e enchentes e assim
comprometer as atividades economicas da populagdo (COSTA, 2007). Ha de se destacar
ainda a existéncia de regides onde a escassez € a md distribuicdo da dgua tornam-se fatores
limitantes ao seu processo de desenvolvimento econdmico (PHILIPPI JUNIOR; BORANGA,
2003).

No Brasil, a vazdo de retirada para usos consuntivos no pais, no ano de referéncia de

2000, foi de 1.592 m’s-'(ANA, 2005). Essa vazdo correspondente 2 irrigacio representou
aproximadamente 56% do total da dgua retirado, ou seja, captado (ANA, 2005).
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No entanto, € importante considerar a vazdo de retorno e a vazdo de consumo, para
se dimensionar o volume de dgua efetivamente consumido. As vazdes de retorno podem ser
obtidas a partir da vazdo de retirada multiplicando-se pelo coeficiente de retorno,
determinado para cada tipo de consumo, e vazdo de consumo é calculada pela diferenga entre
a vazdo de retirada e a vazdo de retorno (ANA, 2005). Assim, em referéncia ao consumo
propriamente dito, o percentual para irrigacdo apresenta-se aumentado, atingindo 69%

segundo a ANA (2005).

Ante ao exposto, para que a d4gua ndo se torne um fator limitante ao desenvolvimento
agricola do pais, é necessdrio que se invista em novas tecnologias que busquem aumentar a

efici€ncia da irrigacdo, e assim reduzir o montante que € captado dos corpos de dgua.

No entanto, os lentos progressos na gestdo dos recursos hidricos, saneamento e
higiene, e planejamento familiar agravam as condi¢des ja existentes em muitas dreas
(FALKENMARK; WIDSTRAND, 1992), mesmo com a edi¢do de leis que regram o uso dos
recursos hidricos, como é o caso da Politica Nacional de Recursos Hidricos (Lei 9344), de
1997. E perceptivo o atraso de paises em desenvolvimento em relagdo a aplicacio de
alternativas quanto ao uso consciente de &4gua, o que torna claro a importancia do
comprometimento de autoridades com o assunto, para a conservagdo da dgua, principalmente

a longo prazo.

Dessa forma, o uso abundante dos recursos hidricos pode contribuir para a
degradacdo dos mesmos e do ambiente, quando seu uso se faz de forma ndo planejada, ou
seja, ndo vinculada a um sistema de abastecimento adequado de dgua e esgoto. Seu uso
inadequado pode assim comprometer significantemente a qualidade do recurso. O uso de
dgua para atividades industriais, domésticas podem resultar em alteracdes em sua qualidade,
pois os produtos residuais transportados por ela podem ser toxicos, e consequentemente sua
presenca pode contribuir para a degradacdo do ambiente (WHITE; RASMUSSEN, 1998),
principalmente quando se considera sua propriedade solvente, que a torna capaz de

transportar substincias, e incorporar a si diversas impurezas (VON SPERLING, 2005).
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Estima-se que ocorra 46 milhdes de substancias quimicas sendo que 26 milhdes estdo em uso

(CAS, 2010).

Assim, a quantidade de um recurso hidrico define a estrutura e as funcdes de um
ambiente participando desde a assimilicio de nutrientes pelas raizes das plantas até a
reproducdo e a protecdo dos organismos (BRANCO, 1999). Por sua vez, sua qualidade é
conferida pelo ambiente de origem, por onde circulam percolam ou por onde sdo armazenadas
(REBOUCAS, 2006), bem como resulta da combinacdo de fendmenos naturais e antrépicos
em relacdo as condigdes naturais e ao uso e ocupacdo do solo das bacias hidrogréficas (VON

SPERLING, 2005).

Para que seja possivel atingir um equilibrio entre a demanda de 4gua e a conservagio
de sua qualidade e quantidade, fica claro que a pratica do retdso da dgua torna-se uma
alternativa importante, devido principalmente as incoeréncias entre sua demanda e sua

disponibilidade.

3.2 O retso da agua

Segundo Brega Filho e Mancuso (2003) e Costa (2007) subentende-se ao retiso uma
tecnologia de maior ou menor grau dependendo dos fins a que se destina e de seu uso
anterior. Para Lavrador Filho (1987) o reuso € ainda uma estratégia eficaz para a conservagao
dos recursos hidricos com consequentes beneficios econdmicos e ambientais. Considerando
os destinos da 4gua, a agricultura irrigada € responsavel no Brasil por 56% de todo o volume
retirado do recurso (ANA, 2005; TELLES; DOMINGUES, 2002), sendo seguida pelo setor
industrial, responsavel por 25% (SANTOS; MANCUSO, 2003). Esse panorama aponta a
necessidade de se explorar um novo uso para a dgua, mediante tratamento adequado, que
possibilite o seu retso (SANTOS; MANCUSO, 2003; HESPANHOL, 2003), que deve ser
estimulado, dentro de um plano de gestdo adequado (HESPANHOL, 2003), para niao

comprometer a saide ambiental.
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De acordo com a publicagdo da WHO (1973), o retdiso de dgua pode ocorrer de maneira
direta ou indireta. O redso indireto ocorre quando uma 4dgua, previamente utilizada em
domicilios ou industrias, é descarregada nas dguas superficiais ou subterraneas e é novamente
utilizada a jusante, de forma diluida. Ja o redso direto ocorre quando hd um planejamento da
acdo para determinadas atividades como irrigacdo, uso industrial, recarga de aquifero ou dgua
potavel. Por fim, a reciclagem de dgua refere-se ao seu redso internamente as instalagdes

industriais, objetivando a economia de 4gua e o controle de poluigdo.

Sumarizando, o redso pode ocorrer de forma intencional ou ndo intencional, ou, como
mais tarde conceituado, de forma planejada ou ndo planejada. Além disso, o conceito de

reciclagem estende-se para outros usos (BREGA FILHO; MANCUSO, 2003).

Lavrador Filho (1987), em seu estudo sobre redso planejado de dgua, para efeito de
uniformiza¢do de linguagem, define o redso de dgua como o aproveitamento de dgua
previamente utilizada, uma ou mais vezes, que supre as necessidades de outros usos
benéficos, inclusive o original, podendo ser direto ou indireto, bem como decorrer de ag¢des

planejadas ou nao.

Por um lado, o retso indireto ndo planejado é aquele em que a reutilizagdo da dgua a
jusante, diluida, ocorre de forma ndo planejada. Nesse caso, o redso da 4gua é um subproduto
ndo intencional da descarga a montante. Dessa forma, o efluente, apds sua descarga no meio
ambiente, serd diluido e sujeito a processos como autodepuracdo, sedimentacdo, entre outros.
Por outro lado, o redso indireto planejado refere-se aquele em que o efluente €
convenientemente tratado e descarregado, de forma planejada, em corpos de dgua para ser
posteriormente utilizado a jusante, em forma diluida, e de modo controlado, com algum

intuito prévio.

Por fim, o redso direto planejado ocorre quando o efluente, apds tratamento adequado,
€ direcionado diretamente a seu ponto de descarga até o local do reuso, caso do presente

estudo. Ja a reciclagem de dgua € um caso particular de redso direto, em que o reuso, antes de
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sua descarga em um sistema de tratamento ou outro local de disposi¢ao, serve como fonte de

suplemento do uso original (LAVRADOR FILHO, 1987).

Em 1992, a Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitiria e Ambiental (ABES)
publicou o “Caderno de Engenharia Sanitaria e Ambiental”, em que classifica o retiso da dgua
em duas categorias: potdvel e ndo potdvel, de acordo com a classificacdo de Westernoff
(1984), que considera o retso para fins potdveis em direto e indireto (PHILIPPI JUNIOR;
BORANGA, 2003). Segundo Westernoff (1984), o retiso potdvel direto ocorre por meio de
tratamento avancado sendo diretamente utilizado no sistema de dgua potdvel. J4 o reudso
potédvel indireto ocorre quando o esgoto tratado € disposto na dgua para dilui¢ao, purificagdo
natural e consequente captacdo, tratamento e, por fim, utilizacio (LAVRADOR FILHO;
1987; BREGA FILHO; MANCUSO, 2003).

O retiso ndo potével, de acordo com os critérios adotados pela ABES em 1992, pode

ser distintos em sete praticas diferentes, tais como:

- para usos agricolas e suas finalidades, em que o objetivo é a irrigacdo de

cultivares alimenticios ou nao;

- para usos industriais, incluindo processos de refrigeracdo, utilizagdo em

caldeiras, entre outros;

- para usos recreacionais, reservada a irrigacdo de plantas ornamentais, parques,

entre outros usos similares;
- para usos domésticos, em rega de jardins, descargas sanitérias;
- para manuten¢do de vazdes com o uso planejado de efluentes tratados;

- para aquicultura, na pratica de producdo de peixes e plantas aqudticas em que

se utiliza o efluente tratado como fonte nutricional;

- pararecarga de aquiferos subterraneos, que pode ser de forma direta ou indireta

(ABES, 1992).
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3.3 Retiso de agua para fins agricolas, suas vantagens e limitacoes

Inquestionavelmente obter uma producdo agricola com qualidade e quantidade
compativel ao mercado € o principal objetivo dos produtores, e esse cardter competitivo pode
justificar o excessivo uso de agrotoxicos, farmacos, fertilizantes, antibidticos e terapéuticos.
Esses produtos sdo rotineiramente aplicados nas produgdes agropecudrias com objetivo de

aumentar a eficiéncia da produtividade, bem como o bem estar do animal (GESAMP, 1997).

Todavia, uma mesma produgdo agricola pode ser conseguida por meio de técnicas
alternativas, como o reuso direto planejado de dgua ja que o uso de efluentes pode constituir
uma importante fonte de nutrientes, o que ajuda na reciclagem de nutrientes, diminui os
custos com fertilizantes e os gastos de energia para a producdo (SALA; SERRA, 2004;
TELLLES; DOMINGUES, 2006). Ademais a matéria orgéanica presente nos efluentes pode
atuar como um condicionador de solo, aumentando sua capacidade de reter &4gua

(HESPANHOL, 1994, 1997; COSTA, 2007).

Quando o objetivo do retiso € a irrigacdo visando um aumento da produtividade, as
taxas de aplicacdo de esgoto devem ocorrer de acordo com as Boas Préticas Agricolas (GAP)
considerando também as caracteristicas do solo e da d4gua, das condi¢des climdticas, o tipo de

cultura irrigada, e o tipo de irrigacdo (BASTOS et al., 2003).

O conceito de Boas Praticas Agricolas (GAP) refere-se as praticas de producdo de
alimentos com seguranca alimentar, qualidade, e sustentabilidade ambiental. Pilares que tem
evoluido nos ultimos anos no contexto de uma economia alimentar em rdpida mudanca.
Atualmente a GAP € formalmente reconhecida no ambito regulamentar internacional para
reduzir os riscos associados ao uso de pesticidas, tendo em conta a saude publica e
ocupacional, as consideracdes ambientais e de seguranca. No Brasil, a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), em colaboracio com a FAO, tem apresentado
orientacdes especificas para cultivo de alimentos, como meldo, manga, legumes, laticinios e

carnes com base no GAP, para pequenos, médios e grandes produtores (FAO, 2003).
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Portanto, para que a prética do redso seja benéfica a cultura irrigada e ndo traga
prejuizos ao meio ambiente, alguns fatores devem ser considerados. E importante que se
estime de forma adequada a demanda de dgua necessdria a irrigacdo, avaliando para isso
parametros como evapotranspiracdo, perdas por percolacdo e escoamento superficial (EPA,
2004). Segundo Von Sperling (2005) a dgua para irrigacdo deve ser isenta de substancias
quimicas ou organismos prejudiciais a sadde, além de ndao poder ter salinidade excessiva,

entre outros aspectos importantes que serdo posteriormente apresentados.

Em referéncia ao redso agricola, paises da Europa e Oceania tém demonstrado um
crescente avanco na aplicacdo desses sistemas. Na Austrdlia, por exemplo, para superar a
demanda de dgua e a poluicdo, o redso de dgua para a agricultura integra o sistema de gestao
de recursos hidricos nos estados como Austrdlia do Sul e Tasmania (DINESH;

SICKERDICK; LISTON, 2006).

No Brasil, por sua vez, estudos desenvolvidos pelo Programa de Saneamento Bésico
(PROSAB) financiado com os recursos da Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP),
(CAMPOS, 1999; BASTOS, 2003; MOTA; VON SPERLING, 2006) trazem consideracodes
importantes sobre a aplicagdo de esgoto em sistemas de irrigacdo. Esse aumento observado
pode ser potencializado pela dificuldade crescente de se identificar fontes alternativas de dgua

para irrigacdo; pelo custo elevado de fertilizantes; baixo risco de contaminacao do solo, entre

outros (HESPANHOL, 2003; WHO, 2006).

3.3.1 Vantagens do reuaso de agua para fins agricolas

O reuso para fins agricolas, quando bem projetado, apresenta vantagens tanto
econdmicas, como ambientais (GALLEGOS et al., 1999; HESPANHOL, 2003; SALA;
SERRA, 2004; TOZE, 2006; COSTA, 2007, PIVELI, 2008; BAKOPOULOU;
EMMANOUIL; KUNGOLOS, 2011), uma vez que uma gestdo adequada pomove uma
melhora na produtividade das plantas e na fertilidade do solo (RUSANA; HINAAWI;
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ROUSAN, 2007). O uso de efluentes de sistemas convencionais de tratamento apresenta uma

concentracdo de nitrogénio e fésforo total que reduz ou elimina a necessidade do uso de

fertilizantes comerciais (HESPANHOL, 2003; SALA e SERRA, 2004).

O retiso de 4dgua na agricultura contribui para a racionalizacdo do uso da dgua bruta,
principalmente em dreas dependentes apenas de irrigacdo natural, pois sua captacdo em
mananciais € reduzida. Consequentemente ao retiso pode ocorrer uma minimizacdo das
descargas de esgoto em corpos de dgua devido a reciclagem de efluentes. No solo, a presenca
de matéria organica pode favorecer a conservacdo do solo, aumentando sua capacidade de

reter dgua (HESPANHOL, 1994, 1997; COSTA, 2007).

3.3.2 Limitac¢oes do redso de agua para fins agricolas

Apesar dos beneficios os fatores de risco devem ser considerados (TOZE, 2006). Em
curto prazo, dependendo do potencial de contato humano, animal ou ambiental pode ocorrer
uma contaminacdo por patégenos. A longo prazo pode ocorrer a sodificacdo do solo (TOZE,
2006) e o aumento na concentracdo de nitrato (GALLEGO et al. 1999), compostos téxicos
(FOSTER et al, 2003; PAGANINI, 2003; KUMMERER, 2009), e um prejuizo dos padrdes de
qualidade do solo e da cultura irrigada (RUSAN; HINAAWI; ROUSAN 2007).

Dentre os aspectos limitantes que podem ocorrer como resultados de uma pratica de
redaso mal planejada, alguns merecem especial atengdo por serem de interesse agricola e
sanitdrio: os riscos de salinidade; de contaminagdo biolégica ou por metais pesados e a
possivel contaminacdo dos lencdis fredticos. Tais aspectos sdo classificados, segundo
Paganini (2003), como aspectos notdveis no reuso agricola, e podem ser considerados a

médio ou longo prazo.

Pode-se dessa forma compreender que o reuso direto da dgua em solos agricolas

pode causar problemas de contamina¢do do solo com metais pesados, como o cobre e zinco,
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além do sédio, e ainda ocasionar uma contaminacdo da 4gua subterrdnea com nitrato e
patégenos (GALLEGO et al. 1999; BERTONCINI, 2008), principalmente quando ocorre a
lixiviagdo de compostos presentes na dgua niao assimilados pela cultura irrigada (BOND;

SMITH, 2006).

A quantidade de nutrientes necessarios para a cultura irrigada pode ser calculada pela
demanda do vegetal em relacdo a habilidade do solo em disponibilizar nutrientes. Assim,
quando a quantidade de nutrientes disponivel na dgua ndo corresponde a necessidade do
vegetal pode ocorrer uma fertilizacdo excessiva (KELLY; UNKOVICH; STEVENS, 2006),
uma possivel contaminacdo do solo, um comprometimento na produtividade da cultura e
ainda a lixiviacdo de substincias como o nitrato, e a subsequente contaminag¢ido de lengdis

freaticos (BASTOS, et al., 2003).

3.3.2.1 Salinidade e Sodicidade

Uma alta salinidade pode ocasionar danos ao solo e vegetacdo irrigada. Isso se deve
a salinidade estar diretamente relacionada ao potencial osmético do solo, que por sua vez
interfere na fisiologia do vegetal. Uma diminuicdo deste potencial pode diminuir o
desenvolvimento da planta devido a um excesso de gasto energético do vegetal em busca do

equilibrio osmético.

Um dos principais impactos negativos sobre o solo € a reducdo da capacidade de
infiltragdo de dgua no perfil do solo, que pode causar uma deficiéncia na condutividade
hidrdulica e consequentemente reduzir a disponibilidade de 4dgua para a cultura (TOZE,
2006). Concomitantemente, isso pode contribuir para uma perda no crescimento do vegetal,
pois o acimulo de sais dentro do sistema radicular das plantas inibe a sua germinacdo e o seu
crescimento (PAGANINI, 2003). Os efeitos dos sais relacionam-se ainda com fatores, como

tipo de solo, condi¢cdes de climdticas, espécie vegetal, estidgio fenolégico, tipo de sais,
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intensidade e duracdo do estresse salino, manejo da cultura e da irrigacdo e (MUNNS, 2005;

TAIZ; ZEIGER, 2009).

O excesso de sal na dgua ndo € benéfico, pois pode provocar a diminuicdo de
absor¢do de 4gua pela planta, degradar as caracteristicas fisicas do solo (VARALLO et al.,
2010) e ainda contribuir para a precipitacdo de residuos, principalmente quando a irrigacdo €
praticada em dutos pressurizados e hd o uso de fertilizantes (BURT; O’CONNOR; RUEHR,

1995). Por isso, esses parametros devem ser monitorados e avaliados rotineiramente.

Uma dificuldade apontada por Halliwell e colaboradores (2001) quanto a mensuragao
da salinidade do solo refere-se a diferenca entre sistemas laboratoriais e de escala real. Em
sistemas ideais, tais como aqueles empregados em muitas investigagdes laboratoriais, pode-se
facilmente prever como o sistema argila-dgua vai reagir. No entanto, tais sistemas raramente
se comportam igualmente em condi¢des de campo. Pode-se dizer que os efeitos de sédio a
partir de irrigacao de dguas residuais s@o muitas vezes latentes. Como nado é facil predizer a
taxa de salinizacdo, a Organizacdo Mundial da Saide recomenda que se monitore

periodicamente a salinidade da dgua de irrigagao, bem como do solo (WHO, 2006).

Com o aumento da concentra¢do de sédio no solo, a mobilidade eletroforética das
particulas de argila aumentam, proporcionando um inchago na dispersdo dessas pequenas
particulas, o que pode contribuir para uma impermeabilizacdo do solo (HALLIWELL et al.,
2001; PAGANINI, 2003). Em alguns casos ocorre o aumento da salinidade do solo
(SURAPANENTI; OLSSON, 2002). Quando isso ocorre sugere-se que se realize um manejo
do solo para remoc¢ao desses sais excedentes, por exemplo, pela lixiviagdo do sddio a partir da
estrutura do solo por irrigagdo periddica com dgua com menor salinidade (SURAPANENTI;

OLSSON, 2002).

A salinidade da 4gua de irrigagdo é um importante parametro a ser considerado, no
entanto, de acordo com Paganini (2003), ndo deve ser observada isoladamente, pois alguns

fatores referentes ao tipo de solo ou de cultura podem atenuar ou acentuar aparentes niveis de
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salinidade. Por isso deve-se considerar também a presenca de sodio, cdlcio e magnésio, além

da condutividade elétrica e a alcalinidade de carbonato e bicarbonato (PAGANINI, 2003).

A qualidade da dgua pode ser classificada de acordo com a categorizagdo proposta
pelo Laboratério de Salinidade dos Estados Unidos, publicada em 1954 e também
recomendada pela EMBRAPA e pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos-
USDA. Tal classificagdo apresenta um diagrama que considera a RAS e a concentragdo total
de sais relacionando-as em duas categorias: quanto aos perigos salinidade, representada pela
letra C e quanto aos perigos de sodificacdo, representada pela letra S. Por sua vez, cada uma
dessas duas categorias apresentam quatros niveis de intensidade: baixo (1), médio (2), alto (3)
e muito alto (4). Dessa forma, as classes podem ser definidas quanto ao perigo de salinidade,

e quando ao perigo de sodificacdo (alcalinizacao) (Figura 5.7).

Tomando como base os perigos de salinidade, as dguas se dividem em quatro classes:
salinidade baixa, salinidade média, salinidade alta e salinidade muito alta, sendo os pontos

divisorios entre classes 250, 750 ¢ 2.250 uScm’".

- Cl- Agua de baixa salinidade (< 250 pScm™ de CE): pode ser usada para irrigacdo na
maior parte dos cultivos em quase todos os tipos de solo, com pouca probabilidade de

desenvolver problemas de salinidade;

It .. L q- L, . -1
- C2 - Agua de salinidade média, com conteudo de sais entre 250 e 750 uScm : pode
ser usada sempre que houver um grau moderado de lixiviacdo. Plantas com moderada
tolerancia aos sais podem ser cultivadas, em muitos casos, sem necessidade de

praticas especiais de controle da salinidade;

¢ .. , . d o~
- C3 - Agua com alta salinidade, com conteudo de sais de 700 a 2.250 uScm ™ : ndo pode
ser usada em solos com drenagem deficiente e mesmo com drenagem adequada,
podem ser necessdrias praticas especiais para controle de salinidade e s6 deve ser

aplicada para irrigacdo de plantas tolerantes aos sais;
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£ .. . . -1 ~
- C4 - Agua com salinidade muito alta, com mais de 2.250 pScm : ndo pode ser usada
em condi¢Oes normais, apenas ocasionalmente, em circunstancias muito especiais, tais

como em solos muito permedveis e plantas altamente tolerantes aos sais.

Quanto ao Perigo de Sodificacdo (Alcalinizacdo) que expressa a atividade relativa
dos fons de s6dio em reagcdes de intercambio catidonico com o solo, as dguas também se
classificam em quatro classes: baixo, médio, alto e muito alto, a depender dos valores da RAS
e da CE, para valor de CE de 100 uScm™. Os pontos de divisdo se encontram em valores para
RAS de 10,18 e 26, entretanto, com uma maior salinidade, os valores para RAS diminuem
progressivamente até 2.250 pScm™ em que os pontos divisérios se encontram para valores de

RAS de, aproximadamente, 4, 9 e 14 (AALISON, 1966).

S1 - Agua com baixo teor de sédio: pode ser usada para irriga¢io em quase todos os

solos, com pouco perigo de desenvolvimento de problemas de sodificacdo;

- S2 - Agua com teor médio de so6dio: devem ser usadas apenas em solos de textura
arenosa ou em solos organicos de boa permeabilidade, uma vez que em solos de

textura fina (argilosos) o sddio representa perigo;

- S3 - Agua com alto teor de sédio: pode produzir niveis téxicos de sédio trocdvel na
maior parte dos solos, necessitando assim de préticas especiais de manejo tais como:

drenagem, facil lavagem, aplicacdo de matéria organica;

-S4 - Agua com teor muito alto de s6dio: geralmente inadequada para irrigacdo exceto
quando a salinidade for baixa ou média ou o uso de gesso ou outro corretivo torne

possivel o uso dessa dgua.

Ainda que os métodos propostos para classificacdo das dguas para irrigacdo
apresentem certas diferencas, praticamente todos concordam, de forma razodvel com os

critérios de classificacdo e os limites para essa classificacdo (CORDEIRO, 2001).
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Dessa forma, os limites que tornam vidvel o tratamento por disposi¢do sdo fixados

com base RAS, (eq. 3.1).

Na*
Ca’t + Mg™*
2

RAS =
(3.1)

, em que as concentracdes de fons sdo expressas em miliquivalentes/litro (meq/L).

Como a préatica do retdso necessita cuidado para que seja benéfica, recomenda-se,
entdo, cuidados especiais com a operacdo e manutengdo, pois, quando bem concebido,
construido e, principalmente bem operado e mantido adequadamente, um sistema de reudso
por disposicdo no solo pode transformar potenciais fortes de poluicio em fontes de
produtividade agricola, com seus “efeitos colaterais” perfeitamente mantidos sob controle

(PAGANINI, 2003).

No entanto, os riscos a saide humana e ao ambiente, associados ao retso da dgua
preocupam a sociedade pela polui¢do dos recursos hidricos e pelas limitagdes das técnicas de
tratamento de dgua, que nido removem todas as substdncias indesejdveis da dgua. Dessa

forma, € preciso tracar relagdes de equilibrio de risco/beneficio e custo/eficicia

(NARDOCKCI, 2003).

Dessa maneira, o planejamento adequado permite sem duvidas, que a prética do redso
seja realizada de modo ndo prejudicial a0 meio ambiente nem a saide publica. Para isso, o
planejamento deve seguir as recomendagdes de cardter normativas, bem como a legislagcdo
pertinente, além de regrar-se dentro de um sistema que avalie parametros fisico-quimicos do
efluente a ser utilizado. Isso significa que € necessdrio um monitoramento continuo durante a
pratica do redso. No entanto, todo esse cuidado pode ser tornar falho, se ndo houver uma

preocupacgdo quanto a sua toxicidade em relacdo a um organismo-teste adequado.
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3.3.2.2 Presenca de compostos toxicos

A matéria organica natural, geralmente encontra-se na 4gua de consumo, ou pode ser
formada durante o processo de tratamento, como os dcidos organicos simples e esterdis. Os
subprodutos formados pela desinfec¢do por cloracdo sido principalmente os trihalometanos e
acidos haloacéticos, que podem apresentar acdo toxica, mutagénica, carcinogénica ou ainda

causar efeitos teratogénicos (MORRIS et al.,1992; SIMPSON; HAYER, 1993).

Os compostos organicos sintéticos que se originam pela adi¢do de substancias de
efluentes industriais, hospitalares e residenciais muitas vezes nao podem ser removidos
durante o processo de tratamento convencional (DREWES; JEKWL, 1998). Esses compostos
incluem pesticidas, compostos aromadticos, ftalatos, surfactantes, hormonios, disruptores
enddcrinos farmacos, produtos de cuidado pessoal — PCP, entre outros (YING G., 2006;

WHO, 2006).

Acerca da presenca de farmacos nas dguas de abastecimento, segundo Tambosi
(2008) alguns dos efeitos adversos incluem toxicidade aqudtica, desenvolvimento de

resisténcia em bactérias, genotoxicidade, e desregulacdo enddcrina.

A presenca de disruptores enddcrinos em dguas residudrias e no ambiente podem
alterar a estrutura ou func¢do(s) do sistema enddcrino e causar efeitos adversos aos
organismos, as populagdes ou subpopulagdes de organismos (EPA, 1998). Sua presenca
decorre de substancias que contenham etinilestradiol, comumente encontrados em pilulas
contraceptivas € em tratamento de pds-menopausa, estrogénios, fitoestrogénios, pesticidas e
produtos quimicos como o bisfenol A, nonilfenol e metais pesados (LINTELMANN et al.,
2003). Estudos apontam que até mesmo compostos encontrados em partes por trilhdo (ppt),
como o etinil estradiol e os estrégenos naturais podem perturbar o sistema hormonal de

organismos aquaticos (de MES; ZEEMAN; LETTINGA, 2005).
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Concentagdo de antibidticos presentes em esgoto, mesmo em niveis baixos, podem
promover a resisténcia de microrganismos (MATHAI; JONES; PFALLER, 2001;
BUJDAKOVA et al., 2003; TAMBOSI, 2008), ou a diminui¢do da microbiota (KUMMERER
et al., 2000), o que tem direta relacdo com a eficiéncia da degradacdo da matéria organica nos
processos de tratamento de efluentes (KUMMERER, 2009). Kiimmerer (2009) ainda destaca
que muitos desses efeitos s6 sdo notados em tempos maiores de exposi¢cdo, e que além disso, os
efeitos variam de acordo com o tipo de bactéria (gram-negativa ou gram-positiva) e com o tipo de

tratamento (anaerdbio ou nitrificaco).

Por isso, pesquisar formas mais eficientes de remocdo desses compostos é muito
importante, uma vez que mesmos em concentracdes muitos baixas, seus efeitos potenciais a
longo prazo nido devem ser desprezados (AGA, 2008). Ao mesmo tempo, estudos recentes
demonstram que alguns subprodutos gerados a partir da biodegradagcdo de firmacos ndo sio
muito diferentes de seus compostos iniciais (INGERSLEV; HALLING-SORENSEN, 2000), e
por isso ha uma necessidade de investigacdo quanto aos problemas relacionados com esses

subprodutos, para que os riscos ndo sejam negligenciados (AGA, 2008).

Basicamente ocorrem dois processos importantes durante o tratamento de esgoto que
atingem os farmacos: a adsorcdo em sélidos suspensos (lodo de esgoto) e posteriormente a
biodegradacdo (TAMBOSI, 2009). Apds a adsorcdo, que € diretamente dependente das
caracteristicas do farmaco (hidrofobicidade e interagdes eletrostaticas), o processo de
biodegradacdo € sugerido para eliminagcdo de firmacos durante o tratamento de esgoto, que

pode ocorrer de forma aerdbia ou anaerdbia.

Wang e colaboradores (2003) apresentaram resultados significativos quanto a
mineralizacdo de ftalato em um sistema de tratamento de efluente que utilizou cepas puras de
bactérias. J4 de Més; Zeeman; Lettinga (2005) encontraram dificuldade na degradagdo de

alguns estrégenos.

Apesar de alguns farmacos como analgésico serem removidos por sistemas de

tratamento com elevado tempo de detencdo hidraulica, associados a processos de nitrificagdo
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e desnitrificacdo, outros como a carbamazepina e primidona podem persistir ao tratamento
secunddrio ou tercidrio, ndo apresentando reducdes significativas (DREWES; HEBERER;
REDDERSEN, 2002). De uma forma geral, processos de tratamento convencionais de
efluentes ndo se mostram capazes de remover contaminantes farmac€uticos em condicdes
normais de funcionamento (SILVEIRA, 2004; AGA, 2008; SILVA; TAVARES; ABREU,
2009).

No entanto, vale ressaltar que apesar dos estudos sobre eficiéncia de eliminacdo
durante o tratamento em ETEs ocorrem variagdes conforme a planta, tecnologia de
tratamento, tempo de detencdo hidrdulica, estagdes do ano e desempenho da ETE, o que
demonstra que as eficiéncias de remoc¢do sdo varidveis, até mesmo para 0 mesmo composto
em diferentes ETEs (TAMBOSI, 2008). Perez, Eichhorn e Aga (2005) observaram uma
biodegradagcdo significativamente mais elevada em antibidticos como iopromida e

trimetoprim em reatores onde a nitrificacdo nao foi inibida.

Alguns sistemas de tratamento que utilizam processos de oxida¢do avancada (POA)
(TAMBOSI, 2008; SILVA; TAVARES; ABREU, 2009), processos de filtracdo ou osmose
reversa apresentam resultados mais significativos quanto a remocdo de farmacos ou de
produtos utilizados na limpeza de unidades hospitalares, como derivados clorados, fendlicos e
sintéticos (SILVEIRA, 2004). No entanto, a tecnologia de processos de tratamento como
lodos ativados, carvao ativado, ozOnio, biorreatores com membranas, nido € facilmente

acessivel as redes de esgoto municipais (TERNES et al., 2004; TAMBOSI, 2008).

Nutrientes em excesso, especialmente o nitrogénio, podem comprometer a
produtividade da cultura e resultar em problemas ambientais, principalmente a lixiviacao de
nitratos, e a subsequente contaminacio de lencdis fredticos haja vista sua alta mobilidade no

solo (BASTOS et al., 2003; MARQUES et al., 2003; BALKS; BOND, SMITH, 2006).

O nitrogénio ocorre em trés formas na dgua tratada: nitrogénio organico, amonio e
nitrato (KELLY; UNKOVICH; STEVENS, 2003). Apesar de ser um dos elementos mais

abundantes na atmosfera terrestre, no solo ¢ um elemento muito dindmico, cuja demanda se
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relaciona com a fase de desenvolvimento e o tipo de vegetal (MARQUES, et al., 2003). Os
processos de mineralizacdo, nitrificagdo e desnitrificacdo ocorrer tanto no tratamento do

efluente quanto no solo (ADIN, 1998).

Além disso, o nitrato pode contribuir para os riscos de eutrofizacdo em corpos de
dgua e ocasionar danos a saide de animais e a humana (KELLY; UNKOVICH; STEVENS,
2003). Quando transformados em nitrito pode ocorrer uma mal formacgdo fetal em gestantes e
ainda provocar a metahemoglobinemia, que afeta a absor¢cdo de oxigénio pelo sangue

(TELLES; DOMINGUES, 2006).

O uso de agrotoxicos e pesticidas em culturas agricolas aumenta a concentracao de
metais pesados totais no solo, uma vez que esses elementos fazem parte da composicao dos
defensivos (RAMALHO et al., 2000). Além disso, seu uso pode ser um agravo a problemas
de saude publica, tais como: irritacdes na pele e nos olhos, problemas respiratorios, cancer

em vdarios 6rgdos e distirbios sexuais, como a impoténcia e a esterilidade (ANVISA, 2008).

A emissdo de agentes quimicos pelo homem provoca um acréscimo da sua
concentracao nos recursos naturais, o que dificulta a resolucdo desse problema considerando
que apenas dois mil desses agentes quimicos possuem seus efeitos téxicos conhecidos
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). Além disso, instrumentos, mecanismos € tecnologias
empregados para essa questdo carecem ainda de estudos que contribuam para produzir um

melhor resultado sanitario, ambiental e economico (PHILIPPI JUNIOR; BORANGA, 2003).

A reduc¢do do consumo de agrotoxicos, bem como a proibi¢do do uso de produtos que
comprovadamente ameacam a seguranca alimentar e ocupacional, e a reducdo da toxicidade
dos produtos usados contribuem para melhorias na saude da populacdo e na qualidade do
meio ambiente, sendo, portanto, metas do desenvolvimento sustentdvel. Contudo, atingir esse
cendrio mantendo ou aumentando a produtividade agricola, muito dependente de insumos,

constitui um grande desafio (IBGE, 2010).
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Sem didvidas conhecer o potencial efeito téxico de cada substdncia apresenta
considerdvel importincia para a proposi¢cdo de correcdes quanto a possiveis danos. No
entanto, em escala real, muitas vezes o efeito toxico presente ndo se relaciona com apenas
uma substancia, mas sim com um conjunto delas. Por isso, mais importante que os possiveis
efeitos de cada substancia é considerar o potencial téxico aditivo. Além disso, niveis de
concentracdao das subtancias presentes e a interacdo entre elas, bem como caracteristicas
fisicas do local, mudancas climdticas, acdes antropicas envolvidas, além de outras
caracteristicas tornam cada ambiente peculiar, ou seja, responsdvel por suas préprias

caracteristicas.

3.4 Sistemas de tratamento de esgoto

Devido aos inimeros tipos de sistemas de tratamento de esgoto, serdo enfatizados no
presente estudo apenas os tratamentos que foram realizados em questdo, que foram
concebidos visando posterior aplicacdo no solo, para agricultura: sistema de tratamento
anaerobio e pos-tratamento anaerébio em filtros de areia. Vale ressaltar que a escolha
adequada deve considerar o impacto ambiental do langamento no corpo receptor, o objetivo
do tratamento, a efici€éncia de remocdo desejada, o nivel do tratamento (preliminar, primario,
secunddrio e tercidrio) (VON SPERLING, 2005), as tecnologias a serem utilizadas (que
devem ser compativeis com a necessidade), a possibilidade da constru¢do e operacdo do

sistema (BAHGAT et al., 1999).

3.4.1 Sistema de tratamento anaerobio de esgoto

O sistema de tratamento anaerdbio de esgotos ocorre em condi¢des andxicas, e desse
modo as reacdes que removem a matéria organica dependem da acdo metabdlica dos

microorganismos anaerobios. Assim, as reagdes de compostos organicos complexos presentes
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no esgoto resultam em produtos mais simplificados, tais como: gases metano, carbonico e a

dgua (METCALF & EDDY Inc., 2003).

A compreensdo tedrica do funcionamento do tratamento anaerébio de esgoto
sanitdrio foi um processo relativamente longo, dado que as primeiras experi€éncias com esse
sistema de tratamento datam de 1882, na Franca, com o desenvolvimento da Fossa
Automdtica Mouras, que liquefazia o material em suspensdo, sendo funcional apenas para

materiais bem particularizados ou concentrados (McCARTY, 1982).

Foram inimeras as contribui¢cdes posteriores, mas somente em 1960 o processo
anaerobio ampliou suas fronteiras de aplicacdo a partir da utilizacdo de filtros de fluxo
ascendente (YOUNG; McCARTY, 1969). No entando o desenvolvimento dessa tecnoldgica
s6 foi possivel em conjunto com a compreensao dos processos microbiolégicos, bioquimicos,

termodindmicos e cinéticos envolvidos (FORESTI et al., 1999).

A digestao anaerdbia ocorre principalmente pela acdo de bactérias heterotréficas por
meio de duas vias metabdlicas: anabdlica, em que ocorre a sintese de material celular e
catabdlica, em que ocorre a conversdo do material orgdnico em produtos estdveis e a

liberagdo de energia necessdria para o mecanismo anabdlico (FORESTI et al, 1999).

A remocdo da matéria orgénica € facilitada nesse processo pela formacao do metano,
pois sua baixa solubilidade na 4gua facilita a remo¢ao do material organico na fase liquida,
embora o material orgdnico ndo seja mineralizado como nos tratamentos aerébios. No
entanto, podem ocorrer a presenca de alguns oxidantes alternativos, que permitam o
desenvolvimento de bactérias que usam o catabolismos oxidativo, como o nitrato, que pode
ser reduzido a nitrogénio molecular pelo processo de desnitrificacdo, e o sulfato, que pode ser
reduzido a sulfeto. O primeiro processo € mais incomum uma vez que a concentracdo de

nitrato em efluente sanitario é baixa (FORESTI et al, 1999).

z

Para aperfeicoar ainda mais a digestdo anaerdbia € muito importante a criagdo de

condicdes favordveis aos microganismos envolvidos, uma vez que sdo eles os responsaveis
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pelo processo. Dessa forma, os sistemas de tratamento devem ser capazes de manter uma
grande biomassa de bactérias ativas e também facilitar o contato do material orgéinico
presente com a biomassa bacteriana. Além disso, fatores como temperatura, pH, presenca de
nutrientes e auséncia de materiais toxicos devem ser constantemente monitorado (FORESTI
et al.,, 1999). Uma vantagem desse sistema de tratamento é a reduzida producdo de lodo, o
que contribui para uma economia com gastos para o tratamento de esgoto e disposi¢ao final
do lodo. No tratamento ocorre elevada remocdo de material orgdnico suspenso e solivel,

inclusive substancias téxicas, como os fendis, porém a remocdo de nutrientes € baixa

(SPEECE, 1996; METCALF & EDDY Inc., 2003; CHERNICHARO, 2007).

Além disso, os sistemas de tratamento anaerdbio apresentam custo reduzido de
energia, pequena area requerida, menor custo de implantacdo e possibilidade de recuperagio
de energia pela reutilizacdo do gas metano (SPEECE, 1996; CHERNICHARO, 1997;
FORESTI et al., 1999), que € resultado da a¢do microbioldgica. Tal acdo é potencializada em
temperaturas mais elevadas, o que torna a escolha desse sistema um fator favoravel em nosso

pais (PIMENTA et al., 2005).

No entanto, uma desvantagem da adocdo desse sistema em escala real pode ser o
custo do material de preenchimento dos reatores, que pode ser tdo custoso quanto o proprio
sistema de tratamento (VAN HAANDEL; LETTINGA, 2008), uma deficiéncia na remoc¢ao de
bactérias do grupo coliformes (CAVALCANTE, 2007), além da sensibilidade do sistema a
mudancas ambientais, possivel geracdo de odores (CHERNICHARO, 1997; FORESTI et al.,
1999) e susceptibilidade a inibicdo das bactérias por um grande numero de compostos

(CHERNICHARO, 1997).

Como nido ocorre o processo de nitrificacdo em processos anaerdbios, a utilizacdo de
unidades de pés-tratamento podem possibilitar a nitrificagdo, uma vez que os limites das
diferentes formas de nitrogénio devem ser obedecidos (CHERNICHARO et al., 2007). Por
isso, muitas vezes um sistema de um pds-tratamento se faz necessario, principalmente para
adequar os padrdoes de lancamento do efluente tratado as normas estabelecidas pela

CONAMA 430/11. Pensando nisso, os reatores anaerdbios podem ser compreendidos como
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sendo constituintes de uma etapa do tratamento de efluentes, principalmente na remocdo de
matéria organica e s6lidos em suspensdo bem como de constituintes pouco afetados no
tratamento anaerdbio, como os nutrientes (N e P) e os organismos patogénicos (virus,
bactérias, protozodrios e helmintos) (CHERNICHARO, 2007). Dessa forma, € possivel
garanir que o efluente tenha uma melhor qualidade para a préxima etapa do processo de

tratamento, caso necessario.

Em aspectos praticos, uma alternativa seria a combinacdo de um reator anaerébio
com um pos-tratamento aerébio (SANCHES et al. 2000) na qual a maior reducdo da matéria
orginica ocorreria no processo anaerobio e a porcdo remanescente seria removida
aerobiamente. Vale ressaltar que a escolha desse processo deve ser avaliada caso a caso,
considerando principalmente as relacdes N/DQO e P/DQO do efluente, e a remogdo de
matéria organica biodegraddvel no sistema anaerdbio. Segundo Sobrinho e Jorddo (2001)
dependendo do indice de remocdo de matéria organica pode ocorrer a inviabilizagdo da
remoc¢do de nutrientes no tratamento biolégico complementar. Além disso, pode ocorrer um

efeito inibitério nas bactérias nitrificantes pela presenca de sulfetos.

3.4.2 Sistema de pés-tratamento anaerobio em filtros de areia

Esse sistema € considerado simples, de facil operacdo e custo reduzido, podendo ser
considerado vidvel para pequenas comunidades ou populagdes isoladas (PELL; NYBERG,

1989).

Os filtros de areia podem ser utilizados como pds-tratamento de reatores anaerdbios
a partir da aplicacdo de altas taxas hidraulicas. O pds-tratamento em filtros de areia € regrado
pela NBR 13969 (1997), que recomenda seu uso combinado com filtros anaerdbios ou
aerobios, valas de filtragdo ou infiltragdo, lodo ativado, sumidouro e desinfeccdo a uma taxa

de 100 L.m™dia"' como limite para a aplicacdo. No entanto, o valor taxa de aplicacio pode
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variar, podendo ser mais eficiente em taxas mais altas de aplicacdo (TONETTI, 2004, 2005;

TONON, 2011).

Seu funcionamento baseia-se na aplicacdo intermitente de efluente anaerdbio sobre a
superficie de um leito de areia (MENORET et al., 2002), em que a areia atua como um meio
fisico filtrante onde as particulas maiores sdo retidas pelo leito, acarretando na remoc¢do de
solidos em suspensdao (PROCHASKA; ZOUBOULIS, 2003). Assim, os compostos sao
removidos por processos fisicos, quimicos e biolégicos sendo que, nos primeiros 20 cm da
camada superior, existe o biofilme onde ocorre a biodegradacdo. Se for bem dimensionado o
filtro pode reduzir cerca de 90 % da DBO e 80 % da DQO (SABBAH et al., 2003). Além
disso, ainda, é possivel que ocorra a nitrificacdo (STEVIK; AUSLAND; HANSSEN, 2004),
pois a purificacdo decorre principalmente da oxidagdo bioquimica resultante do processo

metabolico das bactérias nitrificantes em contato com o efluente.

O processo de nitrificagdo ocorre quando o fon amdnio € convertido em nitrito e este
em nitrato pela acdo das bactérias Nitrossomonas e Nitrobacter. As primeiras sao
responsaveis pela conversao dos fons amdnio ao ion nitrito, que por sua vez é convertido em

ifons nitrato pelas Nitrobacter.

Segundo Gerardi (2002) para que a nitrificagdo seja considerada completa, a

~ . As o -1 .
concentracdo de fons amonio e nitrito devem ser menores do que ImgL™ e a de nitrato a
maior possivel. Quando hd acimulo do fon nitrito, evidencia-se que o reator ndo esta

operando nas condi¢cdes mais adequadas para ocorrer o processo de nitrificagdo.

Os principais fatores fisico-quimicos que influenciam neste processo sdo: a
temperatura, o pH, e a concentracdo de oxigénio dissolvido. A temperatura € capaz de
influenciar diretamente o metabolismo das bactérias responsdveis pela degradagdo dos
compostos, em especial das bactérias nitrificantes, sendo considerada ideal na faixa de 28°C +
2. Vale ressaltar que o crescimento das bactérias € diretamente proporcional a temperatura,
isto é, se a temperatura aumentar, seu crescimento serd maior, o que, consequentemente,

aumentara a taxa de nitrificagdo. Desta maneira, quando a temperatura € reduzida, pode
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ocorrer uma queda na produgdo de nitrato e consequente acimulo do fon nitrito, evidenciando
uma ineficiéncia do reator (METCALF & EDDY Inc., 2005). Uma variacdo do pH e do OD
podem interferir na nitrificacdo (METCALF & EDDY Inc., 2005), sendo adequados a
manuten¢do do pH entre 6,5 e 8,0 (USEPA, 1993; METCALF & EDDY Inc., 2005) e do OD
na faixa de 2 a 3 mg L' (GERARDI, 2002).

A escolha de um sistema de desinfeccdo deve considerar as caracteristicas fisico-
quimicas do esgoto, concentracdo de organismos patogénicos, efetividade do desinfetante,
volume a ser tratado, nivel de tratamento anterior a desinfeccdo, formacdo de subprodutos
indesejaveis, seguranca ocupacional, persisténcia de residual, entre outros (VON SPERLING,

2005).

Vale ressaltar que a funcdo de desinfeccdo € a de inativar espécies de organismos
presentes no esgoto que possam causar prejuizos a saide humana (GONCALVES, 2003) pelo
seu contato direto ou indireto, € ndo tem como objetivo a esterilizacdo, ou seja, a eliminacdo
total de microrganismos como ocorre na medicina e na indudstria de alimentos (VON

SPERLING, 2005).

3.5 Regulamentacodes para o redso de agua

Os problemas relacionados a escassez da dgua, a degradagdo dos corpos hidricos e do
solo, e as questdes de saude publica confirmam a necessidade de uma maior aten¢cdo na sua
utilizacdo (COSTA; BARROS JUNIOR, 2005; BAKOPOULOU et al., 2010). Ao se definir
“agua”, esbarra-se em conceitos naturais fisicos, estudados pela geografia (CRETELLA Jr.,
1990) e por outros conceitos bioldgicos e quimicos, e, ainda juridicos, que interessam ao
direito, quando ocorre a incidéncia normativa. Assim, no mundo do direito, as dguas, quando
bens, sdo valoradas pelo direito, incluindo-se no patrimdnio privados ou publico

(CRETELLA Jr., 1990).
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No Brasil, a 4gua foi inicialmente considerada como um bem inesgotavel, passivel de
utilizacdo abundante e farta, no Decreto Federal n°. 24.643 de 10 de julho de 1934, que

instituiu o Cédigo de Aguas.

O Decreto, por considerar que o uso das dguas no Brasil regia-se por uma legislacao
obsoleta, em desacordo com as necessidades e interesse da coletividade nacional, modifica
esse estado de coisas, dotando o pais de uma legislacdo adequada que permitiu ao poder
publico controlar e incentivar o aproveitamento industrial das dguas. Particularmente,

enfatiza medidas que facilitam e garantam o aproveitamento da 4gua para energia hidraulica.

Declara que sao dominio da Unido os bens que a época lhe pertencem, tais como 0s
lagos e quaisquer correntes em terrenos do seu dominio, ou que banhem mais de um Estado,
sirvam de limites com outros paises ou se estendam a territério estrangeiro. Além disso,
enfatiza que o aproveitamento das dguas e da energia hidrdulica, ainda que de propriedade

privada, depende de autorizacdo ou concessao federal, na forma da lei (POMPEU, 2003).

Até a instituicdo da Constituicdo Federal em 1988 ndo havia o conceito de que os
recursos hidricos s@o finitos e, portanto, devem ser preservados e ter o seu uso regrado
(FINK; SANTOS, 2003). Desse novo pensamento forma-se um delineamento legal no tocante
das dguas. A Constituicdo de 1988 assegura, por exemplo, nos termos da lei, aos Estados, ao
Distrito Federal, aos Municipios e a Orgdos da Administrag¢io Direta da Unido, a participagio
no resultado da exploracdo de recursos hidricos para a produgdo de energia elétrica, no
respectivo territério, na plataforma continental, no mar territorial ou na zona econdmica

exclusiva, ou a compensacdo financeira por essa exploracdao (POMPEU, 2003).

Além disso, as dguas existentes em territério brasileiro sdo consideradas pela
Constituigdo como bem publico da Unido ou dos Estados. Dessa forma, cabe a Unido
administrar os recursos hidricos e fixar, por meio do Poder Executivo Federal, os critérios de

outorga de direitos do respectivo uso (CRETELLA Jr. 1990; FINK; SANTOS, 2003).
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Posteriormente, a Politica Nacional dos Recursos Hidricos (Lei Federal n°. 9433/97),
fundamenta a 4gua como um bem de dominio publico, limitado, dotado de valor econdmico.
Disciplina seu uso, e objetiva assegurar a atual e as futuras geracOes a necessdria
disponibilidade de dgua, em padrdes de qualidade adequados aos respectivos usos. Vale
ressaltar que, de acordo com Pompeu (2003), em muitas ocasides, o elemento liquido deve
ser referido como dgua e ndo como recurso hidrico. Por exemplo, o que se deve proteger e
preservar para as atuais e futuras geragdes € a 4gua, como um todo, e ndo apenas na condi¢ao

de recurso. O termo recurso é a consideracdo da dgua como bem econdmico passivel de

utilizacdo com tal fim (REBOUCAS, 2006).

A Politica Nacional de Recursos Hidricos cria, em seu artigo 32, o Sistema Nacional
de Gerenciamento de Recursos Hidricos com os objetivos de coordenar a gestdo integrada das
dguas, implementar a Politica Nacional de Recursos Hidricos, planejar, regular e controlar o
uso, a preservacao e a recuperacao dos recursos hidricos, entre outras coisas. Dessa forma,
fica estabelecido como unidade de gestdo a Bacia Hidrogréifica, e por meio do referido
Sistema de Gerenciamento organiza-se um plano de gestdo dos recursos hidricos que abrange
as esferas Federais, Estaduais e Municipais. No entanto, apesar da evolu¢do de pensamentos,
incentivando o uso racional da 4gua, essa lei ainda ndo conta com uma regulamentacdo

especifica para o caso do reuso.

Primeiramente, para compreender o funcionamento de permissao da pratica, entende-
se que se possa ceder o direito de uso a terceiros, para o reuso. Sendo o reuso de dgua o
aproveitamento de dguas ja utilizadas, a cessdo dos direitos de uso, quando realizadas de seu
titular a terceiros, serd direta, uma vez que ndo had etapa intermedidria entre oS usos
consistentes no lancamento em corpos de dgua ou no solo, ndo havendo portanto uma

necessidade de nova outorga pelo poder publico (FINK; SANTOS, 2003).

Para o retso, devido a auséncia de uma legislacdo especifica, adotam-se
procedimentos pautados em regulamentacdes normativas. Especificamente ao caso agricola,

OCOorre 0 mesmo.
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O Projeto de Lei n° 5296 de 2005, que instituiu a Politica Nacional de Saneamento
Basico, incentiva o redso de dgua em seu Artigo 10, Inciso III, além da reciclagem dos
demais constituientes do esgoto. Apesar de algumas leis que relacionam e incentivam o redso
da 4gua, ndo ha nada especifico para o caso do redso agricola. Considerando a demanda de
dgua no setor agricola, os governos estaduais e federais deveriam iniciar, imediatamente,
processos de gestdo para estabelecer bases politicas, legais e institucionais para o redso, tanto
em relacdo aos aspectos associados diretamente ao uso de efluentes, como aos planos
estaduais ou nacionais de recursos hidricos (HESPANHOL, 2003; FLORENCIO; BASTOS;
AISSE, 2006). O referido autor ainda complementa que para assegurar a sustentabilidade,
deve ser dada atencdo adequada aos aspectos organizacionais, institucionais e sécio-culturais

do reuso.

No municipio de Campinas, por exemplo, instituiu-se em 2006 a lei n. 12474 que
cria o programa municipal de conservagao, uso racional e reutilizacdo de dgua em edificacoes
e da outras providéncias. A lei apenas cita, em seu artigo 4°, o desenvolvimento de acdes

para:

III - Aproveitamento de dgua de chuva, que deverd ser entendido como
o conjunto de agdes que possibilitem a captacdo, preservagdo,
tratamento, monitoramento da qualidade e distribui¢do para o uso em
aplicagdes/atividades menos nobres: irrigacdo, lavagem de pisos, etc.
Neste caso os sistemas de preservacdo e distribuicdo deverdo ser
totalmente separados, de modo a impedir a mistura com agua da rede
publica, conforme legislagdes vigentes.

No entanto, apesar de sua existéncia desde 2006, ndo hd recomendacoes técnicas para
a realizacdo da citada irrigacdo. Fala-se apenas em utilizacdo de dgua da chuva, ndo citando
outras formas também passiveis de serem reutilizadas, como o esgoto doméstico. Nota-se a
falta um detalhamento técnico mesmo em municipios que consideram e estimulam, de alguma

forma, a reutilizacdo da dgua.

Dessa forma, os procedimentos adotados pautam se em regulamentagdes normativas

nacionais e internacionais, como a USEPA, WHO e PROSAB (Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3).

62



Tabela 3.1- Diretrizes da USEPA para o uso agricola de esgotos sanitdrios

Tipo de irrigacdo e cultura

Processo de tratamento

Qualidade de Efluente

Culturas alimenticias nao
processadas comercial-
mente(l);

Irrigacdo superficial ou por
aspersao de qualquer cultura,
incluindo culturas a serem

consumidas cruas.

Secunddrio +filtracao+
desinfec¢io @@

pH6a9

DBO < 10mgL"

Turbidez <2 uT @

CRT >1 mg L™

CTer ND

Organisms patogénicos ND

Culturas alimenticias
processadas comercial-
mente'"; Irrigacdo superficial
de pomares e vinhedos;
Silvicultura e Irrigagdo de
dreas com acesso restrito ao
publico.

Secunddrio + desinfec¢io ©

)

pH6a9

DBO < 30mgL"

SSR <30mgL™"®
CRT>1 mg L' ®
CTer 200 100mL ' @

Culturas nao alimenticias;
Pastagens para rebanhos de
leite 1%

Forrageiras, cereias, fibras e

Secunddrio + desinfeccdo

)

pH6a9

DBO < 30mgL"’
SSR < 30mgL™" ®
CRT>1 mg L' ®

grios. CTer 200 100 mL " ®

Fonte USEPA, 2004: Adaptado.

Notas: DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio; Nd: ndo detectdvel; CTer: coliformes termotolerantes; CRT:
cloro residual total. ‘" Culturas que recebem processamento fisico ou quimico, prévio a comercializacio,
suficiente para a destrui¢io de patégenos. ® Capaz de produzir efluente com DBO e SST < 30mgL'® A
coagulacdo quimica pré-filtragio pode ser necessdria para o atendimento da qualidade do efluente
recomendada. ¥ Turbidez pré-desinfeccio, média didria; nenhuma amostra > 5uT (ou 5mg SST L. © Cloro
Residual Total ap6s tempo de contato minimo de trinta minutos. © Residuais ou tempo de contato mais elevado
podem ser necessarios para a garantia de inativacio de virus e parasitas. "’ Média mével de sete dia; nenhuma
amosra > 14 CTer 100ml™". ® Um padrido mais exigente pode ser necessario no caso de irrigagio por aspersio.
© Média mével de sete dias; nenhuma amostra >800Cter 100mL™"; lagoas de estabiliza¢io podem alcancar o
critério de qualidade sem a necessidade de desinfeccdo. ' O consumo de culturas irrigadas nio deve ser
permitido antes de 15 dias apés a irrigacio; desinfec¢io mais rigorosa (< 14 CTer 100ml™) se o periodo de 15
dia ndo for observado.

Em 1990, a WHO estabeleceu algumas diretrizes sanitarias para o uso de efluentes
urbanos na irrigagdo, objetivando com isso alcancar resultados positivos propiciando o uso
sustentavel do recurso hidrico. Essas diretrizes objetivam ainda minimizar a polui¢ao hidrica

nos mananciais; estimular o uso racional de dguas de boa qualidade; evitar a erosiao do solo e
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controlar processos de desertificacdo por meio da irrigacdo e fertilizacdo de cinturdes verdes;
possibilitar a economia de dispéndios com fertilizantes e matéria orgdnica; aumentar a
produtividade agricola; e maximizar a utilizacdo mdltipla da dgua aduzida (WHO, 1990). A
primeira contribuicio da WHO deu-se em 1973 com a publicacio das primeiras
recomendagdes sobre o uso de dguas residudrias (WHO, 1973; WHO 2006). Anteriormente,
pode-se citar a emissdo da primeira regulamentacdo oficial sobre o uso de efluente sanitdrio

na agricultura, nos Estados Unidos (CROOK; OKUN, 1991).

Tabela 3.2 Diretrizes da WHO para o uso agricola de esgotos sanitdrios (1986-2005)

Catego- Tipo de Irrigacaoe  Helmintos Coliformes Processo de tratamento
ria Cultura (ovos L) P termo-
tolerantes (org
100 mL ") @

Culturas consumidas Lagoas de estabilizacdo

A cruas. <1 <1000 em.série, ou tratamenrto
equivalente em termos de
remoc¢do de patégenos

Culturas processa-das Lagoas de estabilizacdo
industrial-mente. com 8 -10 dias de tempo

B Cerealis, forragens, <1 SR@ de detencdo ou remocao

pasta-gens,  drvores equivalente de helmintos
3, e coliformes toletrantes

Irrigacdo  localizada Pré tratamento de acordo
de plantas da catego- com o métodos de

C ria B na auséncia de NA @ NA®W irrigacdo, com no minimo

riscos  para  agri- sedimentagdo primdria

cultores e populagio.

Fonte: WHO, 1989 (Adaptado).

Notas: ’Nematéides intestinais humanos: Ascaris, Tricuris, Necator e Ancylostoma; média aritmética durante o
periodo de irrigacdo. ¥ Média geométrica durante o periodo de irrigagdo. ® No caso de drvores frutiferas, a
irrigagdo deve terminar duas semanas antes da colheita e nenhum fruto deve ser apanhado do chdo; irrigacio
por aspersdo nio deve ser empregada. “’ SR: sem recomendacio; > NA: ndo de aplica.

No Brasil, o Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH), instituiu em 2005 a
Resolucdo n° 54 que estabelece modalidades, diretrizes e critérios gerais para a pratica de
reuso direito ndo potavel de dgua, e da outras providéncias. Tal resolucdo considerou o retso

como pratica de racionalizacdo e conservagcdo de recursos hidricos, conforme principios
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estabelecidos na Agenda 21. Além disso, em acordo com o Conselho Econdmico Social da
Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), considera que nenhuma dgua de boa qualidade
deverd ser utilizada em atividades que tolerem dguas de qualidade inferior. Entre outras
coisas, considera ainda que a pratica do redso de dgua reduz os custos associados a poluicao e

contribui para a prote¢do do meio ambiente e da saide publica.

Em seu artigo 3° define as modalidades a que o redso direto ndo potdvel de dgua é
abrangido, e dentre os incisos cita aplicacdo de dgua de redso para producdo agricola e

cultivo de florestas plantadas.

A Resolucao estimula dessa forma a prética do retiso, mas ainda nao define diretrizes
que estruturem essa pratica. Apenas estabelece que as diretrizes, critérios e parametros
especificos para as modalidades de redso, definidas nos incisos, serdo estabelecidos pelos

O0rgdos competentes.

A Resolu¢do do CONAMA 430/11, publicada em margo de 2011, dispde sobre as
condicoes e padroes de langcamento de efluentes, complementa e altera a Resolu¢ao no 357/05
do mesmo 6rgdo. Estabelece, entre outras coisas, os padrdoes de langcamento para dguas de
classe 2, destinadas a irrigacdo de hortalicas e plantas frutiferas. Resolve que os valores de
coliformes fecais e totais sejam iguais ou menores a 1000 CF/ 100 mL e 5000 CT /100 mL
respectivamente. Além disso, recomenda que testes de toxicidade sejam realizados a critério
do oOrgdo ambiental, que deverd também ser responsdvel por determinar quais
empreendimentos e atividades deverdo realizar os referidos ensaios, considerando as
caracteristicas dos efluentes gerados e do corpo receptor. Essa recomendagdo ja se faz
presente em diversos paises europeus e norte americanos (RODRIGUES; UMBUZEIRO,
2011).

Em Sao Paulo, a CETESB publicou um documento que orienta a prédtica do reuso de
dgua de uma estacdo de tratamento de esgoto doméstico na aplicagdo em culturas,
disciplinando-o. Esses critérios consideram informacdes sobre os efluentes, area, sistema e

taxa de aplicacdo, objetivando proteger o ambiente e a satide publica.
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Detalha os critérios da escolha da drea, que nio deve estar em Area de Protecdo
Permanente (APP), até um conteido minimo que deva estar presente na elaboracdo do plano
de aplicacdo do efluente das estacdes de tratamento de esgoto doméstico. De acordo com
Bertoncini (2008), o documento estabelece concentracdes médximas permitidas para virias
substancias, dentre elas, boro, cloreto e sdédio (0,5; 106,5 e 69 mg/L de efluente,
respectivamente), que sdo téxicas a plantas sensiveis, como as frutiferas. Quanto aos
parametros microbiologicos, estabelece os valores permitidos de coliformes fecais
termotolerantes e ovos de helmintos, utilizados pela WHO (2006), que recomenda densidades
de 103 a 106 de Escherichia coli em 100 mL de efluente, e iguais ou inferiores a um ovo de

helminto por litro de efluente, dependendo do tipo de cultura a ser irrigada.

Em 2010, o CNRH estabelece uma nova Resolug¢do, de n® 121, que considera a
Resolugdo n°54, e fixam diretrizes e critérios para a prética de redso direto ndo potdvel de
dgua na modalidade agricola e florestal, definida na Resolugdo CNRH n° 54, de 28 de
novembro de 2005. Estabelece em seu artigo 2° e 3° que as caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas, assim como a caracterizacdo e o monitoramento periédico da dgua de redso, em
todos os tipos de redso para fins agricolas e florestais, deverao atender os limites definidos na
legislacdo pertinente. O artigo 3° ainda recomenda a observacdo da natureza da dgua de
redso; tipologia do processo de tratamento; porte das instalacdes e vazdo tratada;

variabilidade dos insumos; variagdes nos fluxos envolvidos; e tipo de cultura.

O PROSAB sugere algus critérios de qualidade para a utilizacdo de esgoto sanitdrio
para uso agricola, pautado em critérios de protecdo a saide (qualidade microbioldgica), a

saber:

66



Tabela 3.3 Diretrizes do PROSAB para uso agricola de esgotos sanitdrios

Categoria CTer 100mL™"® Ovos de Observacoes
helmintos
L1©
Irrigacdo <1 x10* CTer 100mL™ no caso de

irrestrita ©’

irrigacdo por gotejamento de culturas que
se desenvolvem distantes do nivel do solo
ou técnicas hidropOnicas em que o
contato com a parte comestivel da planta

seja minimizado

<1x10° <1

Irrigacdo <1 x10° CTer 100mL"' no caso da
restrita 5 existéncia de barreiras adicionais de

<1x 10 <1 - (7 .~
protecdo ao trabalhador *"’. Associagdo de
irrigacdo subsuperficial®,

Fonte: PROSAB, 2006 (Adaptado).

Notas: Para uso agricola do esgoto tratado ndo hd restricdo de DBO, DQO e SST, sendo as concentragdes nos
efluentes uma consequéncia das técnicas de tratamento compativeis coma a qualidade microbiolégica
estipulada. Todavia, efluentes com concentracdes elevadas desses pardmetros podem favorecer a formagdo de
biofilmes e o entupimento de sistemas de irrigacdo. O padrdo de qualidade de efluentes expresso apenas em
termos de coliformes termotolerantes (CTer) e ovos de helmintos aplicam-se ao emprego de sistemas de
tratamento por lagoas. Nesses sistemas a remocdo de oocistos de protozodrias € indicada pela remog¢do de ovos
de helmintos. No caso de filtragdo tercidria a turbidez deve ser utilizada como pardmetro indicador da remocao
de protozodrios. Para a irrigagdo irrestrita recomenda-se um padréo de turbidez < 5uT. Além disso, em sistemas
que incluam adesinfec¢do deve-se recorrer aos parametros de controle da desinfec¢do (residual desinfetante e
tempo de contato necessrios ao alcance do padrio estipulado para coliformes termotolerantes. *Irrigacio
superficial ou por aspersdo de qualquer cultura, inclusive culturas alimenticias consumidas cruas. Inclui
também a hidroponia.® Irrigacio superficial ou por aspersio de qualquer cultura ingerida crua, inclui culturas
alimenticias e ndo alimenticias, forrageiras, pastagens e arvores e hidroponia ©’ Coliformes termotolerantes
(CTer); média geométrica durante o periodo de irrigacdo, alternativa e preferencialmente pode-se determinar E.
coli.®® Nematéides intestinais humanos; média aritmética durante o periodo de irrigacio.”’ Barreiras adicionais
de protecdo encontradas em agricultura de elevado nivel tecnoldégico, incluindoo emprego de irrigagdo
localizada e equipamentos de protecdo individual. Exclui-se dessa nota a irrigacdo de pastagens e forrageiras
destinadas 2 alimentacdo animal.® Neste caso ndo se aplicam os limites estipulados de coliformes e ovos de
helmintos, sendo a qualidade do efluente consequéncia das técnicas de tratamento empregadas.

E de extrema importincia que se atribua prioridade para institucionalizar, promover e
regulamentar o redso para fins agricolas em ambito nacional (HESPANHOL, 2003)
principalmente frente a auséncia de uma legislacdo especifica. Cabe ao responsavel pela
pratica do relso pautar-se em normas que o auxiliem para garantir dessa forma que ndo
ocorram prejuizos para a cultura irrigada e nem danos ao ambiente e a satde publica.

Recomenda-se entdo, que a execuc¢do siga um planejamento que considere todos os aspectos
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envolvidos da irrigacdo; desde a escolha dgua, avaliando padrdes sanitdrios e agricolas, de
acordo com a cultura escolhida, até a avaliacdo da toxicidade do efluente, para que ndo

ocorram danos sanitarios e ambientais.

Segundo Bond (1998), as questdes mais limitantes na irrigacdo com efluente sido a
lixiviagdo de nitratos em excesso, um manejo deficiente dos sais do solo e os efeitos do
aumento da sodicidade no solo, nos seus usos atuais ou futuros. Efluente doméstico tratado
utilizado para irrigacdo normalmente leva ao solo uma concentra¢io de nitrogénio maior que
a necessidade da cultura irrigada, assim como, com excessdo a algumas gramineas perenes
(FEIGIN; RAVINA; SHALHEVET, 1991; CRITES; REED; BASTIAN, 2000). Além desses
nutrientes, o uso de efluente na irrigacdo pode contribuir com uma contaminag¢do por metais

pesados, patégenos, fairmacos e disruptores enddcrinos (TOZE, 2005).

Ayers e Westcot (1991) resumem os problemas causados pela qualidade da dgua nos
seguintes efeitos principais: salinidade, permeabilidade do solo e toxidez as plantas
cultivadas. Efeitos os quais podem comprometer a qualidade do solo bem como a
produtividade da cultura. Essa avaliacao é fundamental para se determinar a produtividade da
cultura, pois relaciona a qualidade e quantidade de dgua a ser disposta, a salinidade do solo e
a tolerincia a esses sais pela vegetacdo a ser irrigada, clima, drenagem, além de permite a

escolha adequada do método de irrigagdo (RICHARDS, 1954; PAGANINI, 2003).

Dessa maneira, o planejamento adequado permite sem duvidas, que a prética do redso
seja realizada de modo ndo prejudicial a0 meio ambiente nem a saide publica. Para isso, o
planejamento deve seguir as recomendagdes de cardter normativas, bem como a legislagcdo
pertinente, além de regrar-se dentro de um sistema que avalie parametros fisico-quimicos do
efluente a ser utilizado. Isso significa que € necessdrio um monitoramento continuo durante a
pratica do reuso. No entanto, todo esse cuidado pode se tornar falho, se ndo houver uma

preocupacgdo quanto a sua toxicidade em relacdo a um organismo-teste adequado.
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3.6 Ecotoxicologia

Indubitavelmente, os primeiros impactos ambientais negativos percebidos pelo
homem foram os responsdveis por estimular os estudos de avaliacio ambiental. A publicacdo
do livro Primavera Silenciosa, pela norte-americana Rachel Carson (1962), que relacionou o
uso indiscriminado do inseticida DDT com a diminui¢do da populacdo de algumas aves e
outros animais, foi de grande importdncia para a toxicologia. A descricdo minuciosa de
diversos problemas ambientais ocorridos nos Estados Unidos durante o uso do DDT, fez com
que a comunidade cientifica se voltasse a estudos ambientais num sentido de criar estruturas e
padrdoes que permitissem uma avaliacdo ambiental coesa de monitoramento e previsdao de

risco.

Nas décadas de 1950 e 60, foram estabelecidos critérios e padroes que permitiam a
disposi¢do de agentes toxicos, paralelamente identificados em outros estudos, em quantidade
adequada a manuten¢do da qualidade dos recursos hidricos (ZAGATTO, 2006). No entanto,
tais critérios foram primeiramente estabelecidos baseados em padrdes de potabilidade, sendo
referidos como padrdes de protecdo a vida aqudtica apenas em 1967 pela WHO (ZAGATTO,
2006).

No Brasil, somente em 1976 foram estabelecidos padrdoes numéricos de substancias
visando assegurar a qualidade das dguas interiores no Decreto Estadual n° 8468 de 1976, que
regulamentou a Lei Estadual n°997 de 1976, que dispde sobre a Prevencdo e o Controle da
Poluicdo do Meio Ambiente. No entanto, segundo ressaltado por Bertoletti, Gherard-
Goldstein e Nipper (1989), tais padroes ndo contemplaram os necessdrios para preservagao

da vida aquética, por considerarem critérios norte-americanos de potabilidade da 4gua.

A respeito do retso de dgua, Shuvall (1977) destaca a importancia da realizacdo de
testes toxicolégicos para avaliacio de longo prazo de efeitos sobre propriedades
carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas dos esgotos tratados que se desejem recuperar.

Nota-se novamente que apesar do pensamento avangado quanto a preocupagdo dos riscos
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reais quanto a potabilidade, hd ainda uma auséncia quanto a preocupacdo com a biota

aquatica.

Nesse contexto, devido a importancia da toxicologia aqudtica para a saide humana, a
Ecotoxicologia desenvolveu-se. O conhecimento adquirido sobre as interagdes entre os
agentes toxicos presentes contribuiu para a formulacdo de parametros ecotoxicolégicos
relacionados a efeitos cronicos, biodegradacdo e bioacumulacdo e toxicidade das substancias

quimicas (ZAGATTO, 2006).

Tal desenvolvimento teve grande avanco na década de 1980 com os programas de
calibracdo de dados intra e interlaboratoriais, nos quais ocorreu a filiacdo de diversos paises,
inclusive do Brasil, como membros da International Organization for Standardization (ISO)

em 1975 (ZAGATTO, 2000).

O conceito de Ecotoxicologia, como uma ciéncia que integra a Ecologia e a
Toxicologia, por considerar aspectos comuns entre ambas as drea foi oficialmente difundido
em 1969, durante o Comitee of the International Council of Scientific Unions (ICUS), em

Estolcomo, pelo toxicologista René Truhaut (ZAGATTO, 2006).

A ecologia pode ser compreendida como a ciéncia que estuda as interacdes entre
organismos e seu ambiente em todos os niveis, a partir do organismo individual até o
ecossistema. Isto inclui fatores que regem a distribuicdo geogrifica das espécies, a
abundincia e outras caracteristicas das populagdes individuais (CHAPMAN, 2002). Seu
estudo foi iniciado com observagdes simples (historia natural e descri¢do), que foram, entdo,
complementadas por investigacdes planejadas, e mais tarde por manipulagdes experimentais
(CHAPMAN, 2002). A Toxicologia enfatiza os efeitos ao homem abrangendo um contexto
farmacolégico (CAIRNS JUNIOR; NIEDERLEHNER, 1995).

A Ecotoxicologia foi entdo primeiramente definida como a ciéncia que estuda os
efeitos das substancias naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos, populacdes e

comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera,
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incluindo assim a interacdo das substincias com o meio nos quais 0s organismos vivem num

contexto integrado (TRUHAUT, 1977; OKAMURA, et al., 1999).

Sua importancia deve-se principalmente por essa juncdo de conceitos que permite
que o estudo seja mais completo, considere mais pardmetros e assim diminua o risco de uma
conclusdao errdnea. Seu objetivo compreende e prevé efeitos de produtos quimicos em
comunidades naturais em condi¢des de exposi¢do realista (CHAPMAN, 2002). Para isso,

conhecimentos de diversas areas sdo somados.

Os bioensaios proporcionam uma mensuragdo ambiental mais direta e relevante dos
ambientes contaminados que andlises quimicas, pois 0s organismos vivos sdo capazes de
assimilar tanto efeitos positivos como negativos durante o seu desenvolvimento e assim
podem responder aos compostos biologicamente ativos no ambiente (OKAMURA et al.,

1999).

Weyer e Ellis (1994) consideraram trés principais aspectos positivos para se utilizar
organismos vivos para detectar a qualidade ambiental, tais como: uma resposta adequada dos
organismos vivos as mudancas da qualidade ambiental, diferentes respostas a diferentes

compostos e por fim, respostas dependentes da dose, concentragio e complexidade.

Assim, a toxicidade pode ser compreendida como uma capacidade intrinseca de uma
substancia causar um efeito adverso em um organismo vivo, sendo que qualquer efeito pode
ser considerado toxico, seja ele letal ou subletal (SPRAGUE; MCLEAY, 1992; WEYER;
ELLIS, 1994).

Para a realizacdo de testes ecotoxicoldogicos ha duas questdes-chave especificas que
devem ser consideradas: respostas agudas e crOnicas, e os critérios para as escolhas das
espécies (CHAPMAN, 2002), que devem ser representativos da coluna d’dgua ou do
sedimento de ambientes de 4gua doce, estuarina ou marinho (ARAGAO; ARAUJO, 20006).
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Anteriormente, vale ressaltar que atualmente, associagdes nacionais € internacionais,
tais como a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), Association Francaise de
Normalisation (AFNOR), American Society for Testing and Materials (ASTM), American
Water Work Association (AWWA), Deutsches Isntitut fur Normung (DIN), International
Standardization Organization (ISO) e Organization for Economic Co-Operation and
Development (OECD), sdo responsaveis por estabelecer normas e padroes de vérios testes de
toxicidade (ARAGAO; ARAUJO, 2006), o que contribui muito para a universaliza¢io desses
testes. Além da validacao dos testes, Rand e Petrocelli (1985) mencionam a importancia dos
mesmos apresentarem uma boa repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados, e serem
taxonomicamente representativos do ecossistema aquatico (DOMINGUES; BERTOLETTI,
2006).

Os ensaios de toxicidade podem entao ser classificados em agudos ou cronicos, dependendo
do tempo de exposicdo do organismo na amostra-teste. Segundo Birge, Black e Westerman
(1985) ensaios de toxicidade aguda avaliam efeitos severos e rdpidos, em um curto periodo de
tempo, geralmente de um a quatro dias. Avalia-se nesses testes a mortalidade ou a
imobilidade do organismo-teste (VAN LEEUWEN, 1988). No presente estudo serdo
avaliados os efeitos de imobilidade em Daphnia similis, pois em invertebrados este é o

critério mais significativo biologica e ecologicamente (VAN LEEUWEN, 1988).

J& os ensaios de toxicidade crdnica avaliam os distirbios fisioldgicos e/ou
comportamentais causados ao longo do tempo devido a presenca de contaminantes em doses
subletais, que ocorrem devido a fatores de diluicio no ambiente aqudtico (ARAGAO,

ARAUJO, 2006).

Quanto a escolha da espécie para a utilizac@o € preciso dar aten¢do a alguns aspectos
como a sensibilidade do organismo a uma diversidade de agentes quimicos, disponibilidade
do organismo, ampla distribuigdo geografica e estabilidade genética (DOMINGUES;
BERTOLETTI, 2006). Além disso, tornou-se senso comum que a ecotoxicologia moderna

deva combinar diferentes niveis de organizacdo bioldgica, andlises quimicas, limnoquimica
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convencional (TRIEBSKORN et al.,, 2001), com um conjunto de varidveis fisioldgicas

(HODSON, 2002), para tornar os resultados mais coesos.

Seguindo esses critérios, uma sensibilidade adequada do organismo é fundamental
para garantir uma boa repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados. Para isso, é
necessdrio que se conheca a biologia da espécie tanto para o cultivo quanto para a realizacio

dos testes (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006).

A disponibilidade do organismo ao longo do ano, bem como sua abundancia devem
também ser levadas em consideracdao. Domingues e Bertoletti (2006) ressaltam a importancia
de se optar por espécies autdctones ou representativas do ecossistema em estudo, ja que os

testes visam avaliar o efeito de determinada substancia no ambiente.

Finalmente, espécies com estabilidade genética devem ser priorizadas na escolha,
pois elas garantem uma uniformidade no lote (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006), e dessa
forma permitem um resposta final com menor risco de flutuabilidade devido a uma extensa

variabilidade genética.

Assim, quando a espécie apresenta condi¢des, ou possibilidade de manutengao, ou
existem técnicas disponiveis de cultivo em laboratério, seu uso se torna altamente
recomendado (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006). Tais condigdes sdao relevantes e de
extrema importincia para que organizacdes nacionais € internacionais consigam sumarizar
esses critérios, por meio de normatizacdes, principalmente para se criar um padrdo para a

realizacdo dos testes e tornar seus resultados compreendidos de forma global.

Para garantir uma consisténcia no resultado final de um estudo de ecotoxicologia, é
importante que se leve em consideracdo que organismos de diferentes niveis tréficos podem
responder diferentemente a uma mesma amostra. Dessa forma, a condugdo do teste com
representantes de diferentes niveis troficos torna a compreensdo dos efeitos toxicos mais
completa. Ademais, a toxicidade de um organismo cultivado em laboratério ndo pode ser

extrapolada com confianga em niveis mais complexos de organizacdo biologica (CAIRNS
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JUNIOR; PRATT, 1993). Por isso, recomenda-se sempre que se utilize mais de um
organismo, preferencialmente de diferentes niveis tréficos, para garantir uma maior

credibilidade no resultado (RAND, 1985; DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006)

Principalmente em se tratando de cultivo do organismo no laboratério, os cuidados
devem atender minuciosamente as necessidades do organismo quanto a qualidade do
ambiente de cultivo, alimentacdo, controle da temperatura, umidade relativa do ar,
luminosidade e isolamento de possiveis interferentes do meio externo (DOMINGUES;

BERTOLETTI, 2006).

Seguindo as recomendacdes normativas pertinentes, bem como as consideragdes
apresentadas, para o presente estudo, os ensaios ecotoxicoldgicos foram realizados com a
bactéria V. fischeri e com o crusticeo D. similis. Mesmo quando se objetiva estudar a
aplicacao de efluente tratado na agicultura a avaliacdo da toxicidade em organismos aqudticos
se faz necessdria, uma vez que podem ocorrer a lixiviagdo de contaminantes pelo solo até um
lengol freatico (OKAMURA et al, 1999). Por fim, foi realizado um ensaio com sementes de
A. cepa para verificagdo do potencial citotoxico, genotéxico e mutagénico em um

representante vegetal.

3.6.1 Teste de Toxicidade Aguda em V. fischeri

Dentre os diversos ensaios ecotoxicologicos desenvolvidos a partir dos anos 70,
Bullich (1979) desenvolveu um método para a avaliacdo da toxicidade de efluentes utilizando
a bactéria luminescente V. fischeri. Essa bactéria é encontrada nos oceanos, em vida livre ou

associada a outros organismos marinhos, como a lula Euprymna scolopes.

O bioensaio é baseado na verificagdo das variagdes na emissdo de luz por unidade de
tempo, em uma cultura de bactérias, utilizando um aparelho denominado luminémetro ou

fotoOmetro.
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Nessas bactérias, a emissao de luz é um resultado da interacdo da enzima luciferase
com o nucleotideo flavina, na presenca de oxigénio. A enzima luciferase utiliza a flavina, um
aldeido de cadeia longa em sua forma reduzida, e oxigénio para a produ¢do de luz. A energia
metabdlica gerada nessa reacdo € entdo convertida em energia quimica, e por meio do sistema
de transporte de elétrons, em luz visivel. Essa via metabdlica estd diretamente relacionada a
respiracdo celular do organismo, ja que a emissdo de luz € o resultado do processo metabdlico
celular (BULLICH, 1979). Por isso, qualquer disfuncdo no metabolismo celular é capaz de
inibir a producdo de energia e causar assim uma alteragdo na produtividade de luz

(HERNANDO, 2003; UMBUZEIRO; RODRIGUES, 2004).

Esse bioensaio tem sido muito utilizado para verificagdo da toxicidade aguda em um
grande nimero de quimicos (HERNANDO et al, 2007). De acordo com Umbuzeiro e
Rodrigues (2004) vérias sdo as substancias capazes de provocar inibicdo na produgdo de
luminescéncia, tais como: antibidticos (BACKHAUS; GRIMME, 1999; CHRISTENSEN;
INGERSLEV; BAUN, 2006; HERNANDO et al., 2003), metais pesados (MADONI et al,
1996; GAUBIN et al, 2000; FULLAROSA et al, 2005) fenol, benzeno e seus derivados
(HERNANDO et al., 2003), agrotéxicos (HERNANDO et al, 1997; 2007; AMOROS et al.,
2000; PALMA et al, 2008 ), entre outras como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, e

compostos clorados (UMBUZEIRO; RODRIGUES, 2004).

O teste é também uma ferramenta poderosa de triagem quando se tem um nimero
muito grande de amostras e uma necessidade de resposta em curto espaco de tempo

(UMBUZEIRO; RODRIGUES, 2004; RODRIGUES; UMBUZEIRO, 2011).

Além da sensibilidade adequada do organismo, o teste € bem aceito por ser
relativamente rapido, apresentar custo vidvel, boa reprodutibilidade (RUIZ et al., 1997; LIU
et al, 2001; UMBUZEIRO et al., 2009), necessitar de pouco volume de amostra (ZWART;
SLOOFF, 1983) além de ter um alto grau de correlacdo entre seus resultados e a de outros
bioensaios (WATERMODERN, 2010). Quando comparado com outros organismos, Bullich
observou uma boa correlagdo entre a toxicidade quando comparada com peixes (97,5%) e

Daphnia (96,1%), apesar da maior sensibilidade destas ultimas (BULLICH, 1989).
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3.6.2 Teste de Toxicidade Aguda em D. similis

Invertebrados sd@o amplamente utilizados na avaliacdo dos efeitos de poluentes em
ambientes aqudticos, sendo os microcustidceos de dgua doce, Daphnia magna os mais
utilizados para caracterizar dgua e efluente. D. similis, apesar de ndo ser um animal nativo, é
mais comumente utilizada no Brasil (CETESB, 1991; ABNT, 2009) e seus métodos se
assemelham aos da USEPA, (1991; 1993; 2002) e ISO (1996), em que se avalia a imobilidade

e reproducao dos organismos.

Os dafinideos, representantes do género Daphnia, sio uma importante fonte de
organismos para testes de toxicidade aguda, por serem bastante sensiveis a poluentes,
facilmente cultiviveis em laboratério e por apresentarem estabilidade genética (reproducao
partenogenética), o que proporciona a obtencdo de lotes bem uniformes de organismos
(HANAZATO, 1998; DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006), além de ocupar uma posi¢cdo
central na cadeia alimentar (HANAZATO, 1998).

Estudos realizados em crustdceos do gérero Daphnia demonstraram o efeito da
toxicidade de pesticidas e herbicidas para esses organismos (HERNANDO et al., 2003;
VILLARROEL et al., 2003; SOUZA, 2009). Além disso, apresentam uma sensibilidade que
pode ser comparada com animais aquaticos mais derivados, como peixes (MARTINS et al,

2007).

Essas espécies possuem entre 0,5 a 5,0 mm de comprimento € uma carapaga bivalve
transparente que encerra quase todo o corpo, com exce¢do da cabeca e das antenas. Sdo
organismos filtradores, na qual suas pernas repletas de cerdas atuam como peneiras, retendo
algas, bactérias e pequenas particulas de material organico (BUIKEMA JUNIOR;
SHEBERGER, 1977).

Em condi¢des favoraveis, os dafinideos produzem entre 4 a 65 neonatas antes de

cada muda, sendo a reproducdo predominantemente partenogenética, 0 que garante que a
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populacdo seja constituida inteiramente por fémeas com uma mesma consisténcia genética.
Em condi¢des laboratoriais a quantidade de ovos pode variar de seis a dez por organismos, ou

quinze a vinte em organismos mais velhos (APHA-AWWA-WEEF, 2005).

No entanto, em caso de estresse ambiental (superpopulacdo e subsequente actimulo
de excretas e falta de alimento), pode ocorrer o aparecimento de machos na populacdo. Essas
condicdes, juntamente com a exposicdo a temperaturas extremas podem induzir o
aparecimento de ovos de resisténcia (efipios). Quando tal fato ocorre todo o lote de
organismos deve ser descartado, pois isso indica que houve uma desuniformizacdo genética
do mesmo (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006) que pode interferir na interpretacao correta

dos resultados dos testes.

O teste de toxicidade aguda em D. similis (Crustacea, Cladocera) consiste na
exposicao do organismo jovem (neonatas), de 6 a 24 horas de vida, a diferentes diluicoes da
amostra. O teste permite avaliar a ocorréncia de efeitos agudos, quando ocorre a imobilidade

de nimero significativo de organismos, dentro de um periodo de 48 horas.

3.6.3 Bioensaio com A. cepa

O A. cepa € utilizado na avaliacdo de amostras ambientais, como esgotos industriais
e domésticos (GROVER; KAUR, 1999; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004) e solos
contaminados (COTELLE; MASFARAUD:; FERARD, 1999; SOUZA; SOUZA et al., 2009),
mostrando-se eficiente na avaliacdo de inseticidas (BIANCHI, 2008; PEDRO, 2008),
herbicidas (VENTURA, 2004; FERNANDES et al., 2007) e corantes (CARITA; MARIN-
MORALES, 2008).

Os testes biologicos em vegetais baseiam-se na avaliagdo da frequéncia de

micronucleos, aberracdes cromossdmicas e alteracdes no indice mitdtico (IM) das células

meristemdticas da rafz (FISKESJO, 1985; MELLO et al, 2004). As principais aberracdes
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cromossOdmicas observadas sdo C-metdfase, pontes cromossdmicas € cromossomos aderidos
(FISKESJO, 1985; MARCANO et al, 2004) que sdo consideradas indicadoras de
genotoxicidade, além da presenca de microndcleos, um indicador de mutagénicidade
(MARCANQO et al., 2004; CHANDRA et al, 2005). Uma alteracdo do IM significa uma
resposta citotéxica das células meristematicas da raiz da cebola (MARCANO et al., 2004;

CHANDRA et al, 2005).

As células meristemdticas da raiz de cebola foram inicialmente utilizadas por Levan,
em 1938, para estudos de clastogénese, quando o autor demonstrou que a colchicina poderia
causar distirbios no fuso mitético, levado a uma poliploidiza¢do das células nessa regido da
raiz (FISKESJO, 1985). Além disso, demonstrou que diferentes solu¢des de sais organicos

podem induzir diversos tipos de aberracdes cromossomicas (LEVAN, 1945).

Seu uso foi também disseminado devido a caracteristicas favoraveis, tais como:
conhecimento do seu ciclo celular; resposta a inimeros mutdgenos conhecidos; rapido
crescimento de suas raizes; grande nimero de células em divisdo; alta tolerancia as diversas
condicdes de cultivo; disponibilidade, facil manuseio e por possuir cromossomos em nimero
reduzido (2n=16) e de grande tamanho (FISKEJO, 1985; QUINZANI—JORDAO, 1987;
GRANT, 1994; EGITO et al.,, 2007), metodologia simples, baixo custo e facilidades de
aplicacio (GROVER; KAUR, 1999).

Segundo Chandra e colaboradores (2005) € possivel obter resultados significativos
de toxicidade de amostras mistas complexas por meio de testes de mutagenicidade com
vegetais. Outra vantagem seria a relativa rapidez do teste bem como sua adequada
sensibilidade e o seu baixo custo, que permite uma ampla aplicacdo no estudo da degradacao

de corpos de dgua, principalmente devido a crescente atividade industrial e agricola

(AMARAL et al, 2007).

Por fim, uma vez que efluentes hospitalares apresentam uma grande variedade de
compostos como fiarmacos, desinfetantes, produtos de cuidado pessoal, entre outros é

importante avaliar seu potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico (SILVEIRA, 2004).
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Além disso, € importante o estudo com representantes de plantas superiores principalmente
quando o objetivo € o redso agricola. Além de constituirem um sistema teste satisfatério para
monitorar a presenca de substancias mutagénicas (GRANT, 1994), suas raizes sdo muito tteis
em testes bioldgicos, pois sdo as primeiras a manterem contato com as variagdes quimicas da

dgua e do solo (FISKESJO, 1988).
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4. Materiais e Métodos

4.1 Caracterizacao da area de estudo

A darea de estudo, na qual o projeto foi realizado estd localizada nas proximidades do
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em drea
experimental do Departamento de Saneamento e Ambiente da Faculdade de Engenharia Civil,
Arquitetura e Urbanismo (FEC), nas dependéncias do Laboratério de Protdtipos ao
Tratamento de Aguas e Efluentes (LABPRO) da mesma Faculdade, no campus da
UNICAMP, Campinas/SP (22°49°29.20”’S; 47°03°48.25”W) (Figura 4.1).

Figura 4.1- Area experimental para a realizacio dos experimentos. HC: Hospital de Clinicas;
setas apontando para 1: Estacdo de Tratamento de Esgoto; 2: Area Experimental. Fonte:
GoogleMaps.
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Nessa drea foi instalado um ambiente de estufa (16,0 m de largura; 33,0 m de
comprimento e 4,5 m de altura maxima do pé-direito) do tipo Arco, com cobertura de
polietileno de baixa densidade, e laterais fechadas com telas de sombreamento (sombrite)
(Figura 4.2). A estufa foi equipada com dispositivo de controle de temperatura por um

sistema de nebulizagdo.

Figura 4.2- Estufa onde estdo localizados os canteiros com as rosas. Fonte: Torres, D.L.F.F.

No interior da estufa foram construidos 28 canteiros em alvenaria com dimensdes de
3x3 m de comprimento e 0,4 m de profundidade dispostos em sete linhas, sentido Norte-Sul
(Figura 4.3). Cada linha de canteiro recebe um sistema de irrigacdo correspondente a um tipo

de tratamento de efluente em uma ETE piloto representada na Figura 4.1.
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Figura 4.3 - Area interna da estufa mostrando a disposicdo dos canteiros. Fonte: Torres,
D.L.F.F.

4.2 Consideracoes sobre a estacao de tratamento do esgoto: Sistemas de

Tratamento e Sistemas de Operacao

A darea de estudo apresentada permitiu que uma diversidade de estudos ocorresse
simultaneamente integrando um projeto Unico. De uma forma geral, o projeto global
objetivou estudar o redso de dgua proveniente de um sistema de tratamento de esgoto, na
agricultura. Para isso, pesquisas pontuais foram realizadas a fim de contemplar cada etapa do
projeto. Por isso, € importante inserir uma breve consideragdo sobre o funcionamento da
estacdo de tratamento de esgoto ja que o efluente tratado, objeto de outras pesquisas, foi

utilizado como amostra para a realizacdo do estudo.

A estacdo de tratamento piloto foi constituida pela captagdo do efluente por um
sistema de gradeamento para remocdo de sélidos grosseiros, e sequencialmente por trés caixas de
armazenamento e distribui¢do de efluente, cinco filtros anaerdbios, quatro filtros de areia, e
duas caixas de armazenamento e distribuicdo de efluente tratado para a irrigagcdo

(MARINHO, 2010; TONON, 2011).
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Os tratamentos realizados foram objetivos de pesquisas que integraram o Edital 5 do
PROSAB da Finep (MOTA, 2009), o qual contemplou as pesquisas de Tonetti, 2004; Cruz,
2009; Marinho, 2010; Gabrielli, 2011 e Tonon, 2011.

O sistema de tratamento de esgoto gerou dois efluentes que foram aplicados na
irrigacdo das rosas. O efluente tratado por filtros anaerdbios: efluente anaerdbio, e o efluente

anaerobio tratado em filtros de areia: efluente nitrificado.

4.2.1 Efluente bruto: caracterizacao

O efluente bruto do complexo hospitalar é predominantemente proveniente de uma
regido da Universidade na qual circulam diariamente cerca de 10 mil pessoas e € conhecida
como Area da Satde, correspondendo ao Hospital de Clinicas da Unicamp, Creche da Area
de Saudde, Escola Estadual “Fisico Sérgio Pereira Porto”, Almoxarifado Central, Centro de
Engenharia Biomédica, Banco Santander, Centro de Assisténcia Integral a Saide da Mulher
(CAISM), Gastrocentro, Hemocentro, Ambulatério de Primeiro Atendimento, Centro

Integrado de Pesquisas na Infancia e Centro de Satide da Comunidade (CECOM).

4.2.2 Tratamento do efluente bruto: Tratamento anaerobio

O efluente bruto passou inicialmente por um sistema de gradeamento, em que
ocorreu o aprisionamento de sélidos grosseiros e materiais flutuantes. Posteriormente foi
captado por uma bomba submersa (Bomba Anauger 800) adaptada dentro de um recipiente

com capacidade para S0L. A bomba foi responsavel por transportar o efluente através de um
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tubo de 0,016 m de didmetro até as caixas de armazenamento e distribui-lo inicialmente a

uma caixa de armazenamento (Figura 4.4).

A caixa de armazenamento localizou-se no topo de uma torre de 4,50 m de altura,
onde foram instaladas duas caixas de armazenamento de capacidade igual a S00L. A primeira
caixa (C1) localizou-se a 4,50 m e a segunda caixa (C2) a 3,20 m do solo. Estas duas caixas

funcionaram como tanques sépticos.

Figura 4.4- Caixas de recepcdo do efluente bruto (C1; C2); caixa de armazenamento do
efluente anaerdbico; seta indicando a distribui¢do do efluente para o sistema. Fonte: TONON,
2011 (Adaptado).

O efluente da segunda caixa (C2) foi responsdvel pela manutenc¢do da carga hidrdulica
no sistema para alimentacdo dos reatores e posteriormente seguiu através de tubos de PVC

(0,032 m de diametro) para os filtros anaerdbios, construidos em ag¢o inox com formato
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cilindrico (500L), com altura de 1,68 m e didmetro interno de 0,75 m. Os filtros possuiam um
fundo conico preenchido por uma grade de bambu cujos espacos livres impediram a
passagem do meio suporte, feito com cascas de coco verde (Cocos nucifera), que foram
cortadas em quatro partes. Além disso, outra grade de bambu, localizada na superficie do
leito, impediu que o meio suporte se movimentasse. Tal delineamento permitiu a distribui¢io
homogénea do esgoto. Vale ressaltar que o preenchimento com diferentes meio suportes
deveu-se a realizacdo de pesquisa em que se objetivou estudar a eficiéncia de diferentes meio

suporte (TONETTI, 2004; CRUZ, 2009).

4.2.3 Pos-tratamento do efluente anaerobio: Filtros de areia

Na construgdo dos filtros de areia (FA1, FA2, FA3 e FA4), foram utilizadas caixas
cilindricas de fibra de vidro, de diametro interno igual a 1,00 m, aberta na parte superior e
com um pequeno orificio de 0,032 m na parte inferior, onde foi instalada a tubulag¢io de saida
do efluente. Trés camadas estratificadas foram empregadas para a composicdo do leito a
partir da base do reator (brita 2, brita 1 e areia) (TONON, 2011) com didmetro efetivo,
coeficiente de uniformidade e coeficiente de vazios mais adequado para o tratamento

(TONETTI, 2004; TONON, 2011).
No interior do reator, foi acoplada uma estrutura em forma de cruz, tendo sua

extensdo superior, inferior e laterais perfuradas com didmetro de 0,020 m espagadas por

0,020 m, para captacdo de ar. [sso permitiu que ocorresse a nitrificagdo.
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4.2.4 Sistema operacional: Filtros anaerdobios

Os filtros anaerébios operaram com fluxo ascendente e tempo de detencdo hidraulica
(TDH) nominal de 9 horas. A vazdo de 11,5 mL s™' foi controlada diariamente por meio de

registros.

4.2.5 Sistema Operacional: Filtros de areia

O efluente anaerdbio foi aplicado nos filtros de areia entre as segundas-feiras e as

. L . . . -2 2
sextas-feiras sobre a superficie dos leitos de areia em taxas de 700 a 800 Lm™, e apds a
passagem do efluente anaerdbio pelos filtros de areia, estes foram armazenados em caixas de

1000 L para a irrigag¢do da cultura de rosas (TONON, 2011).

Em continuidade ao estudo realizado por Cruz (2009), a automatizagdo do sistema
foi realizada por meio de quatro bombas (ASKO, Modelo 602247) conhecidas
comercialmente como “Bomba de Maquina de Lavar Roupas”, e quatro valvulas utilizadas

para a aplicagdo do sal carbonato de potéssio.

As bombas foram acionadas por um controlador programdvel em hordrios
determinados e permaneceram ligadas durante quatro minutos para que o efluente anaerdbico
fosse recalcado para os filtros de areia. Durante a aplicacdo, 100 mL do sal carbonato de
potéssio, K,COs3 (Concentracdo 100g/L) foram adicionados para controle do pH e da

alcalinidade.

O K,COs; foi escolhido principalmente por ndo ser prejudicial na utilizagdo como
agua de reuso. Além disso, apresenta solubilidade em 4gua e baixo valor comercial. Tonon
(2011), em seu estudo, adicionou em cada aplicagdo de 50 L m->, 100 mL de solucdo de

carbonato de potdssio com concentragdo de 100 g L™
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4.3 Sistema de irrigacao

A cultura escolhida foi a Rosa sp., variedade Ambiance enxertadas em porta-enxerto
Natal-Bryan. As mudas foram transplantadas nos canteiros em 2009 com espacamento entre
plantas de 0,15m e entre linhas 1,25 m, totalizando 16 plantas por linha e 48 plantas por

canteiro (MARINHO, 2010).

A irrigacao foi realizada por gotejamento, de acordo com a necessidade hidrica da
cultura, para manter o solo com leituras tensiométricas em torno de —10 kPa, conforme
recomendado por Casarini (2004). Adicionalmente, foram instalados micro-aspersores
distribuidos na estufa para garantir a umidade e temperaturas ideais para a cultura

(MARINHO, 2010).

O delineamento experimental foi casualizado, contendo quatro repeticdes e seis
tratamentos, sendo duas repeticdes com dgua, duas com efluente anaerébio e duas com

efluente nitrificado.

4.4 Analise dos efluentes

4.4.1 Coleta dos efluentes

Para a realizacdo do presente estudo, os efluentes foram coletados em frascos de
vidro e armazenados, segundo a norma ABNT 12713 (2009), sob refrigeragdo a cerca de 4°C,
até o dia da realizagdo do ensaio, por no maximo 48 horas. As coletas foram realizadas
sempre no periodo da manha, hordrio em que as temperaturas sao mais amenas, no periodo de
julho de 2010 a dezembro de 2011, para avaliagdo dos parametros fisico-quimicos e para os

testes de toxicidade. Vale ressaltar que no periodo de férias escolares (julho, janeiro e
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fevereiro) as coletas ndo foram realizadas, pois o fluxo de pessoas era muito baixo e a ETE

piloto permanecia em manutengao.

4.4.2 Analises fisico-quimicas do efluente

Apés a coleta, parametros fisico-quimicos dos efluentes, tais como: pH, Oxigénio
Dissolvido (OD), Condutividade Elétrica (CE) foram mensurados, para correta compreensao
dos testes de toxicidade realizados, pois esses parametros relacionam-se com as condi¢cdes de
sobrevivéncia dos organismos utilizados para os testes de toxicidade. Assim, quando ndo
adequados para os organismos-teste podem atuar como interferentes e prejudicar a andlise

final do resultado.

Andlises se parametros fisico-quimicos, como temperatura, turbidez, demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), carbono organico
dissolvido (COD), série do nitrogénio e coliformes totais, Escherichia coli (kit Colilert®), e

andlises microbiolégicas foram realizados pelo estudo de Tonon (2011).

4.5 Materiais Biologicos

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizados trés organismos-teste: a
fotobactéria marinha V. fischeri (NRRL B-11177, Biolux®Lyo), em formulagao liofilizada, o
crustaceo da espécie D. similis (Crustacea, Cladocera), popularmente conhecidas como pulga-
d’4agua, cultivadas em laboratério e sementes de A. cepa (Liliaceae), para andlise de

citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.
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4.5.1 Teste de toxicidade aguda em V. fischeri

Os testes de toxicidade aguda em V. fischeri foram realizadas no Laboratério de
Saneamento da FEAGRI, de acordo com a norma L5.227 da CETESB (2001), utilizando o
sistema-teste Microtox™ 500 Analyser (Figura 4.5). O equipamento que funciona como um
fotometro foi capaz de medir as variagdes da luminescéncia da bactéria, e manter uma
temperatura adequada as bactérias (4°C) e as amostras (15°C). Foi acoplado em um
computador no qual foi instalado o Software Microtox Omni, que gerou o procedimento do

teste e posteriormente calculou o resultado em tempo real.

Figura 4.5- Equipamento utilizado para a realizacdo do ensaio de toxicidade aguda em V.
fischeri: Analisador de toxicidade Microtox™500 Analyser. Fonte: TORRES, D.L.F.F.

Inicialmente desejou-se realizar testes mensalmente. No entanto, algumas
dificuldades encontradas tanto na manuten¢do da ETE piloto como na disponibilidade de
agenda do laboratério impossibilitaram tal delineamento. As andlises foram entdo realizadas
sempre que possivel. O periodo mais critico do estudo ocorreu entre marco € outubro de

2011, quando a ETE piloto permaneceu sem funcionamento devido a problemas técnicos.
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4.5.1.1 Avaliacao do organismo-teste

Anteriormente a realizacdo dos testes com as amostras, foi realizado um teste de
sensibilidade com sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H,0) p.a., (Zinc Test) de acordo
com os procedimentos do Software Microtox Omni®. O referido teste teve duracdo de 15
minutos, ¢ sua Concentracdo Efetiva Mediana (CES50) foi calculada. Segundo a norma

L.5.227 da CETESB (2001) a faixa ideal deve corresponder a faixa de 3,0 a 10,0 mgL ™.

4.5.1.2 Realizacao dos testes com as amostras

A andlise das amostras (efluente bruto e tratados) foi realizada de acordo com os
procedimentos do Basic Test 81,9%, que se refere a maior concentragdo da amostra em uma

série de dilui¢do de 1:2 (81,9%; 40,95%; 20,47%; 10,24% e 5,12%).

Primeiramente foi mensurada a salinidade das amostras segundo o método 2520 da
APHA-AWWA-WEEF (2005) que possibilitou a conversdo dos valores de CE em salinidade.
As amostras foram entao diluidas em diluente (solugdo de cloreto de sédio a 2%, previamente
preparada) e dispostas em cubetas de vidro no aparelho (Figura 4.6A). Posteriormente, foi
feito o ajuste osmoético das amostras com solucdo de cloreto de sédio a 22%, previamente

preparada e armazenada em geladeira.

As bactérias utilizadas, armazenadas a 18°C negativos em formulagdo liofilizada
(NRRL B-11177, Biolux®Lyo), foram reativadas em uma soluc¢do tampao de reativagdo em
que 1 mL da referida solucio foi vertida cuidadosamente dentro do recipiente da bactéria, e
em seguida retornado a uma cubeta que permaneceu em um local do aparelho que manteve
sua temperatura adequada, constituindo a suspensdo-mde. A bactéria foi utilizada por no
maximo 3 horas apds sua reativagdo, pois apds esse periodo a incidéncia de sua

luminescéncia decai e que pode prejudicar o resultado do teste.
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A suspensdo-mae das bactérias foi diluida em diluente, e apds 15 minutos, (periodo
de aclimatac@o das bactérias), 100uL desta solu¢do foram distribuidos nas cubetas (Cubetas
Série B, Figura 4.6B) e foi realizada uma leitura inicial (Io), em que se avaliou somente a

luminescéncia das bactérias (Figura 4.6B).

Apés a leitura do lo, as amostras previamente diluidas (Cubetas Séria A, Figura
4.6A), foram colocadas nas cubetas que receberam a suspensdo de bactérias reconstituidas
(Cubetas Série 4.6B, Figura 4.6B), e foi realizada nova leitura, apds cinco minutos (Figura

4.6C) e 15 minutos (Figura 4.6D) e calculou-se a CE 50.
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Figura 4.6 - Representacdo do procedimento do teste de toxicidade aguda com V. fischeri.
Fonte: CETESB, 2001 (Adaptado).
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4.5.1.3 Avaliacao dos resultados

A avaliacdo dos resultados foi feita por meio da Concentracdo Efetiva Mediana
(CES50) conjuntamente com valores do limite de confianca (95%FC) nos diferentes tempos de
exposicao. O cdlculo da CESO0 foi feito automaticamente pelo software, que gerou um gréfico
do efeito gama (razdo entre diminui¢cdo da luminescéncia da bactéria e a quantidade de luz
remanescente para cada diluicdo da amostra testada nos diferentes tempos de exposi¢do) e
outro da porcentagem de efeito (diferenca em porcentagem da quantidade de luz entre a

amostra testada e o controle).

O cdlculo da CESO0 foi feito por uma regressao linear obtida entre os logaritmos da
concentracao testada versus os logaritmos dos valores de gama obtidos para cada diluicao da
amostra testada. Além da CES0 foi também gerado seu valor correspondente em Unidade de

Toxicidade (UT).

A Reducao de Toxicidade, eq. (4.2) foi também calculada com o intuito de avaliar a

efici€ncia de reducao de toxicidade dos efluentes tratados em relacao ao efluente bruto.

4.2)

r

RT= l-."’LTT (Etratado)\| x 100
L UT (EBruto)

4.5.2 Teste de toxicidade aguda em D. similis

Os testes de toxicidade aguda em D. similis obedeceu o mesmo planejamento dos

testes realizados com V. fischeri.
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4.5.2.1 Manutencio dos organismos

Os organismos-teste foram mantidos no Laboratério de Saneamento da Faculdade de
Agricultura da Unicamp- FEAGRI em meio de cultura apropriada sob fotoperiodo de 16
horas/dia controlado por timer eletronico em recipientes de vidro inerte com até 25
organismos adultos L . Os organismos foram cultivados em 4gua de cultivo preparada: dgua
deionizada pelo sistema de purificacdo de dgua Millipore-Milli-Q com a adicdo de solucdes

determinadas (ABNT 12713, 2009).

Os organismos foram mantidos por aproximadamente 28 dias, sendo realizado o
descarte e renovacgdo dos lotes apds esse periodo. Duas vezes por semana foi realizada a troca
de dgua e uma avaliacdo tanto dos parametros da dgua de cultivo como dos organismos. A
cada preparo da 4gua de cultivo, os parametros como: pH, OD, Dureza, Condutividade
Elétrica- CE, e temperatura foram mensurados e tabelados para avaliar a qualidade do
organismo, e assim ndo ocasionar prejuizo a cultura e inviabilizar a realizacdo dos testes
(ABNT 12713, 2009). Em relagdo a avaliacdo dos organismos, a cada troca de dgua foi
realizada a observagao para verificagdo de uma redug¢dao numérica ou da presenca de efipios.
Quando ocorreu uma reducdo de 10% do total de organismos, ou quando houve a presenca de
efipios o lote foi descartado e as neonatas nao foram utilizadas para teste, pois tais fatores

podem comprometer a viabilidade do teste (ABNT 12713, 2009).

A alimentagdo foi realizada diariamente, com cultura de algas da espécie
Pseudokirchneriella subcaptata (anteriormente Selenastrum capricornutum), FEukaria,
Chloroficeae (1 a 5x10° células/ organismo), e alimento complementar a base de ragcdo de
truta (0,02mL/organismo). Os alimentos eram preparados e armazenados em geladeira por no

maximo 15 dias.
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4.5.2.2 Avaliacao dos organismos-teste

A avaliacdo da qualidade do organismo foi realizada seguindo o mesmo
procedimento dos testes com as amostras. A substincia escolhida foi o cloreto de sddio
(NaCl), substancia recomendada pela NBR 12713 (ABNT, 2009), de ficil obtencdo e baixo
risco ambiental. Os valores de CE50 encontrados foram tabelados com o objetivo inicial de
delinear uma carta-controle, ou seja, um grafico que contém 20 resultados consecutivos de
ensaio de toxicidade comparados com o valor da média e desvio padrdo destes ensaios. No
entando, como nao foi possivel a realizacao de 20 ensaios consecutivos, optou-se por calcular

uma média provisdria com relativo desvio-padrdo dos ensaios realizados.

Os testes de sensibilidades foram realizados paralelamente aos testes de toxicidade
aguda, como uma forma de conferir uma maior confiabilidade nos resultados dos testes com

as amostras.

4.5.2.3 Realizacao dos testes com as amostras

Para a avaliacdo da toxicidade aguda em D. similis, observou-se o nimero de
organismos iméveis expostos em diferentes diluicdes, apos 48h de exposicao. Primeiramente
realizou-se a coleta das amostras, que foram coletadas e mantidas sob refrigeracdo a 4°C até a

realizacio do teste, por no maximo 48 horas.

Posteriormente, foi preparada uma série de solucdes-teste intermedidrias de razdo de
diluicdo pré-definida de acordo com resultados obtidos em testes preliminares, que foram

realizados para estabelecer o intervalo de solu¢des-teste.

Utilizou-se um minimo de cinco solugdes-teste. A série de dilui¢cdes foi preparada em

tubos de ensaio e homogeneizada com o auxilio de agitador tipo vortex Fisatom-771.
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Posteriormente as neonatas (de 6 a 24 horas de vida) foram transferidas cuidadosamente e de
forma aleatéria para cada solucdo-teste e controle negativo (dgua de cultivo), utilizando-se
pipetas Pasteur, e tiveram os seus frascos cobertos. A transferéncia dos organismos foi
realizada cuidadosamente a fim de se evitar a alteracdo da concentracdo final da solugdo-

teste, bem como a entrada de ar sob a carapaca do organismo.

Para cada diluigdo foi utilizado um minimo de 20 organismos-testes distribuidos
igualmente em duas réplicas. Dessa forma, foi possivel determinar a menor solugdo-teste, que
causa imobilidade de 100% dos organismos, e a maior solu¢do-teste, em que nao se observa a
imobilidade. Foram consideradas imdveis as neonatas que permaneceram ao fundo do
recipiente da amostra, sem apresentarem movimento de natacdo durante 15 segundos de
observagdo. O teste foi mantido por 48 horas no escuro, em cdmara incubadora BOD a
temperatura de 20°C £ 2. Durante a realizacdo do teste, os organismos foram privados de

alimentagdo.

4.5.2.4 Avaliacao dos resultados

Os dados foram registrados em tabela em que foi anotado o nimero de organismos
iméveis observados em cada diluicdo, bem como dados referentes ao teste. A andlise
estatistica para a determinagdo da CE50 (%) foi realizada por meio do programa estatistico

Trimmed Spearman Karber.

Os valores da Unidade de Toxicidade (TU) foram calculados de acordo com o
manual da USEPA: eq.(4.3) como uma forma de padronizacdo dos resultados, uma vez que
expressa a toxicidade de uma forma direta, ou seja, quanto maior o valor numérico de UT

maior é a toxicidade.
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(4.3)
TU = 100

15minEC50

Da mesma forma que para os testes realizados com V. fischeri, a Reducdo de
Toxicidade, eq. (4.2) foi também calculada com o intuito de avaliar a eficiencia de reducdo de

toxicidade dos efluentes tratados em relacdo ao efluente bruto.

4.5.3 Bioensaio com A. cepa

Para a realizacdo do teste de aberracdo cromossdmica e micronicleo com A. cepa
(Liliaceae), foram utilizados sementes da marca TopSeed®, de mesmo lote e prazo de
validade, a fim de evitar diferentes respostas as diversas etapas dos testes. As sementes de A.
cepa foram submetidas a germinagdo nos efluentes, para controles positivos a solugdo de 10
pL/mL de metilmetanosulfonato® (CAS N°66-27-3), um conhecido clastogénico e a 0,84
ppm de trifluralina® (CAS N°1582-09-8 ), de acdo aneugénica e, 4gua ultra pura para

controle negativo.

Os ensaios foram realizados em placas de Petri, contendo papel filtro e 100 sementes
em cada placa. O papel filtro foi saturado com a solug¢do teste, e mantidos em BOD até que as
sementes atingissem dois centimetros de comprimento, em tratamento continuo.
Posteriormente, algumas raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes élcool
etilico PA : 1 parte de acido acético glacial PA) por seis horas, sendo, apds este periodo,
transferidas para um novo Carnoy, no qual foram conservadas em geladeira, até sua

utilizacao.
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Para realizar as andlises citolégicas, as raizes foram submetidos a uma hidrélise
acida em HCI IN a 60° C, durante 9 minutos, seguida de uma lavagem em &4gua destilada.
Logo apés, foram colocadas em reativo de Schiff, por duas horas. Na confeccdo das laminas,
utilizou-se carmim acético 2% como contra-corante, o que também facilitou o espalhamento
das células. Todas as ldminas foram obtidas, submetendo os meristemas radiculares a um
esmagamento suave entre ldmina e laminula. As laminulas foram extraidas em nitrogénio

liquido e as laminas foram montadas em Permount, para serem posteriormente analisadas.

Células em intérfase e em divisdo foram examinadas para observar a inducdo de
aberragdes cromossdmicas e nucleares, tais como: C-metafases, metafases polipldides e com
aderéncia cromossOmica, andfases (multipolares, com pontes e atraso cromossdomico,
fragmentos e perda cromossdmica), tel6fases anormais (com pontes, perda e atraso
cromossdmico) e brotos nucleares. Para a avaliacdo do potencial mutagénico as células
micronucleadas e portadoras de quebras cromossOmicas foram analisadas e contabilizadas

conjuntamente.

4.5.3.1 Avaliacao dos resultados

Foram analisadas 1000 células meristematicas de A. cepa por lamina, para se
determinar e comparar as frequéncias de células interfasicas, mitdticas e em processo de
morte celular. Para a avaliacdo das laminas por meio da técnica citogenética convencional, o
potencial citotéxico foi avaliado pelo indice mitdtico: (nimero de células em divisdo/ nimero
total observado) x 100. Considerou-se também a presenga de células em processo de morte

celular.
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A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo método de Mann-Whitney, em que a
os resultados obtidos nas amostras testadas e no controle positivo foram comparadas com as

do controle negativo.
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5. Resultados e Discussao

Serdo expostos primeiramente os resultados referentes as andlises fisico-quimicas, e
posteriormente os referentes as andlises de toxicidade com os organismos-teste (V. fischeri,

D. similis e A. cepa).

5.1 Analises fisico-quimicas dos efluentes

Durante o desenvolvimento do projeto foi realizada a mensuragdo de parametros
fisico-quimicos importantes para a avaliacdo do tratamento bioldgico dos efluentes e também
para a verificagdo da validagdo dos testes de toxicidade aguda, tais como: temperatura, pH,
oxigénio dissolvido - OD, condutividade elétrica — CE. Além disso, foram realizadas andlises
de Razdo de Adsorcdo de S6dio — RAS, Demanda Bioqumica de Oxigénio - DBO, Demanda
Quimica de Oxigénio - DQO, série de Nitrogénio (MARINHO, 2010; TONON, 2011).

5.1.1 Temperatura

A temperatura é um parametro importante uma vez que pode funcionar como um fator
limitante aos microrganismos responsaveis pelo processo de tratamento do efluente, e aos

organismos utilizados como teste.
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Para avaliacdo do tratamento biolégico dos efluentes, Tonon (2011) registrou as
temperaturas do periodo da manhd, que apresentaram médias de 24,2 + 5,1 °C para o
ambiente local do projeto, e 21,9 + 4,6 °C no interior do leito de areia. O registro no periodo
matutino foi escolhido para reduzir variacdes de temperatura uma vez que esse periodo

apresenta temperaturas mais amenas (TONON, 2011).

Segundo Gerardi (2002) as temperaturas observadas apresentaram-se dentro da faixa
adequada ao processo de nitrificacdo, o que confirma os resultados obtidos por Tonon (2011),
que demostraram que a temperatura apresentou-se adequada ao tratamento, uma vez que nao

funcionou como um limitante durante o processo.

Para os testes de toxicidade aguda em D. similis e V. fischeri, as amostras foram
previamente aclimatadas, de acordo com o organismo-teste para prevenir uma interferéncia
no desenvolvimento do teste. Assim, os testes foram realizados de acordo com a faixa de
temperatura toleravel: 15x1°C para V. fischeri (CETESB, 2001) e 20+ 2°C para D. similis
(ABNT, 2009).

5.1.2 pH

A mensuracdo do pH dos efluentes analisados precedeu a realizacdo dos testes de
toxicidade realizados. Imediatamente apos a coleta dos efluentes os mesmos foram levados ao

laboratorio para a mensuracdo dos parametros em pHmetro DM 20 Digimed®.

O valores das médias do pH do efluente bruto, anaerdbio e nitrificado (Tabela 5.4)
apresentaram-se adequados a faixa de pH ideal tanto para a realizagdo do tratamento
bioldgico do efluente (TONON, 2011), quanto para as exigéncias bioldgicas dos organismos-

teste (CETESB, 2009; DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006), como D. similis e V. fischeri.
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Considerando ainda que o efluente final € o nitrificado, vale ressaltar que tal valor de
pH esteve de acordo com os padrdes de lancamento fixados pela CONAMA 430/ 2011, que

define como padrdo o valor de pH de 5 a 9 para langcamento em corpos de dgua de classe 2.

N

Em relagdo a aplicacdo na agricultura, quando o pH se apresentou abaixo do
recomendado para o processo de nitrificagcdo, foi aplicado o carbonato de potédssio no efluente
anaerobio sob o leito dos filtros de areia, pois valores de pH muito abaixo de 6,5 podem
prejudicar o metabolismo das bactérias nitrificantes (METCALF & EDDY Inc., 2003), o que
pode ser observado pela elevacdo da concentracdo de Nitrogégio Total Kjeldahl - NTK no
efluente. A escolha do sal se deu pela sua natureza alcalina e por apresentar ions de potdssio

em sua composi¢ao, que podem ser benéficos a cultura irrigada (MARINHO, 2011).

Tabela 5.4- Média e Desvio Padrao dos Valores de pH mensurados durante o periodo de
julho de 2010 a dezembro de 2011

Efluente Bruto Efluente Anaerodbio Efluente Nitrificado
pH 6,92 +0,72 7,52 + 0,59 6,08 + 1,03

5.1.3 Oxigénio Dissolvido (OD)

Assim como o pH, o OD também foi mensurado anteriormente a realizacao dos testes

de toxicidade e imediatamente apos a coleta das amostras (Tabela 5.5).

Valores de OD inferiores a 0,5 ou 1 mgO,.L" podem interferir na interpretacio dos
resultados dos testes de toxicidade em V. fischeri e D. similis, respectivamente (ABNT, 2009;

CETESB, 2001).

Nos testes de toxicidade aguda em V. fischeri ndao houve nenhuma amostra com OD
menor 0,5 mg0,.L"'. A mensuragdo foi realizada somente na amostra a 100%, por uma

questdo de limitagdo de equipamento laboratorial.
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No teste de toxicidade aguda em D. similis, um valor inferior a 1 mgO,.L"" pode
comprometer a interpretacdo do resultado do testes. No entanto, foram poucas as amostras
que apresentaram esse limite tolerante de OD, que se restringiram ao efluente anaerdbio,
pelas condicdes andxicas do tratamento. Ademais, as amostras foram preparadas em
recipientes adequados em que se utilizou um ndmero reduzido de animais (cinco neonatas

para um volume de 10mL), o que contribuiu para diminuir o consumo de oxigénio.

Além disso, a estrutura delgada da parte interna das valvas da carapaca pode contribuir
para uma melhor eficiéncia respiratéria do animal conjuntamente com o formato afunilado do
rostro, que facilita o transporte de oxigénio ao sistema nervoso central, local importante para

a manutenc¢do das funcdes vitais de controle durante condi¢des hipéxicas (CLARE, 2002).

Para o efluente nitrificado, a concentracdo de OD permaneceu acima do limite para
todas as amostras. Segundo Tonon (2011), a aplicagdo intermitente de efluente sob o leito dos
filtros de areia, contribuiu para manter a capacidade de aeracdo nos leitos. Além disso, a
implantagdo da aeragdo natural superior, também contribuiu para a manutencdo da
concentracao de oxigénio dissolvido (TONON, 2011). Sendo assim, os valores de OD
também ficaram acima do limite minimo permitido para o enquadramento em um corpo de
Classe 2, podendo ser langado ainda, um corpo de Classe 1, em relagdo aos niveis de OD

(CONAMA, 430/2011).

Tabela 5.5- Média e Desvio Padrio dos Valores de Oxigénio Dissolvido mensurados durante
o periodo de julho de 2010 a dezembro de 2011

Efluente Bruto Efluente Anaerdbio Efluente Nitrificado
OD 1,29+ 0,14 1,25 + 0,60 4,08 + 1,65
(mg0,.L™
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5.1.4 Condutividade Elétrica (CE)

A condutividade elétrica foi também mensurada anteriormente a realizacdao dos testes
de toxicidade e imediatamente apds a coleta das amostras. Assim que coletados, os efluentes
foram levados ao laboratério para a mensuracdo em Condutivimetro DM31 Digimed®

(Tabela 5.6).

Para todos os valores mensurados, a CE do efluente anaerébio foi superior ao valor
alcancado pelo efluente bruto, o que pode ser explicado por uma possivel mineralizagdo de
parte da matéria orgdnica que consequentemente eleva a concentracdo de sais e
concomitantemente a CE (TONETTI, 2008). A degradacao de moléculas complexas em mais
simples, como &4cidos organicos e nitrogénio amoniacal acabam contribuindo para o aumento
dos valores de condutividade (TONETTI, 2008). Polglase e colaboradores (1995) também
observaram a mineralizagdo do nitrogénio e sua transformacdo em amodnia. Vale salientar
também que a CE aumentou a medida que o composto alcalino foi adicionado aos leitos de

areia, para corre¢do do pH (TONON, 2011).

Para os testes de toxicidade em V. fischeri, os valores de salinidade devem ser
considerados, uma vez o organismo-teste é de origem marinha. Por isso, anteriormente a
preparacdo da amostra testada o ajuste osmético foi realizado com solugdo de NaCl a 22%,

. . .. . . 1 .. .
pois os organismos apresentaram salinidade inferior a 20g L™, valor que solicita o ajuste

osmotico para a realizacio do teste (CETESB, 2001).

No entanto, para o uso na agricultura, os valores encontrados excederam os valores
maximos recomendados pela FAO (1994) e pela CETESB (2006), respectivamente 700 e
750uS.m™", mas ndo ultrapassaram o limite maximo de 3000uS.m” (FAO, 1994), o que
viabiliza a irriga¢do em solos bem drenados, com cultivo de espécies que tenham tolerancia

salina.
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Como a salinizagcdo e sodificagdo do solo podem comprometer a satide do solo e a
produtividade da cultura, a salinidade da dgua de irrigacdo, bem como a salinidade do solo
devem ser monitoradas frequentemente. Bastos e Marques (2003), em contribuicdo ao edital 3
do PROSAB (2003), ressaltam a importancia em se atentar aos riscos de salinidade e
respectivas consequéncias potenciais sobre solo e planta, para impedir que ocorra um
aumento da salinidade no solo e consequente diminui¢do da producdo vegetal (BALKS;

BOND; SMITH, 2006).

Tabela 5.6- Média e Desvio Padrio dos Valores de Condutividade Elétrica mensurados
durante o periodo de julho de 2010 a dezembro de 2011

Efluente Bruto Efluente Anaerdbio Efluente Nitrificado
Condutividade 949.42 + 178,89 1055,83 + 126,85 880,65 + 204,40
(uS.cm”)

5.1.5 Razao de Adsorc¢ao de Sodio (RAS)

Os valores da RAS dos efluentes utilizados no presente estudo foram monitorados
durante o estudo de Marinho (2010) e Tonon (2011) e representam um dado importante na
caracterizacao dos efluentes utilizados. A mensuracdo RAS tem significativa importancia para
avaliar a dgua utilizada para a irrigagcdo, pois uma concentragdo de sais soliveis inadequada
pode ser um fator limitante ao desenvolvimento de algumas culturas. O efeito destes sais
sobre as caracteristicas quimicas e fisicas de solos irrigados é de grande importancia para
manuten¢do da capacidade de producdo agricola (CORDEIRO, 2001), pois uma concentracao
salina elevada pode acarretar na diminuicdo da produtividade e em casos extremos, na

esterilizacdo dos solos (MELO et al., 2001).

RAS e salinidade devem ser analisadas conjuntamente para que se possa avaliar
corretamente o efeito da dgua de irrigacdo na reducdo da capacidade de infiltracdo de um
solo, pois essa capacidade cresce com o aumento de sua salinidade e decresce com o aumento

da RAS e, ou, decréscimo de sua salinidade (SALASSIER, 1995).
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A 4gua de irrigagdo utilizada no presente estudo abrangeu a classe C3S1
(MARINHO, 2010) (Tabela 5.8). As dguas classificadas como C3 sdo dguas com alta
salinidade, com contetido de sais de 700 a 2.250 pScm™, e sendo assim, ndo sdo
recomendadas para uso em solos com drenagem deficiente. Mesmo com drenagem adequada,
podem ser necessdrias praticas especiais para controle de salinidade e s6 deve ser aplicada
para irrigagdo de plantas tolerantes aos sais (USDA, 2006) (Figura 5.7). Dessa forma, a
classificacdo indica que a d4gua deve ser usada com cautela, pois necessita solos bem drenados
para ndo acarretarem nenhum prejuizo. Mesmo apresentando o valor alto de C3 os efluentes
apresentaram uma média de CE abaixo de 2900 uScm™ (25°C), como recomendado pela
Instrucdo Técnica nimero 31 da CETESB (2006). Vale salientar que efluentes que possuam
valores entre 750 e 2900 uScm™ somente podem ser utilizados para aplica¢do em solos bem

drenados no cultivo de espécies com alta tolerancia salina.

Com relacdo ao risco de sodificagdo (S1) a dgua mostra-se adequada para irrigacao,
na maioria dos solos, e apresenta pequena possibilidade de alcangar niveis perigosos de sédio
trocavel. Segundo a classificacdo, dguas classificadas como S1 apresentam baixo teor de
sodio, e dessa forma podem ser utilizadas para irrigacdo em quase todos os solos, com pouco

perigo de desenvolvimento de problemas de sodificacdo.

Tabela 5.7- Média dos valores de Razdo de Adsorcdo de Sdédio (RAS) e Condutividade
Elétrica (CE) dos efluentes: anaerdbio e nitrificado

Efluente Anaerdbio Efluente Nitrificado
RAS (meq™” L?”) 3,09 2,93
CE (uScm’l) 1.055 880,85

Fonte: TONON, 2011 (Adaptado).
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Figura 5.7- Classificagdo de 4dguas para irrigacdo com destaque para a classificacdo da dgua
utilizada no presente estudo. C= perigo da salinidade e S= perigo de sodificacdo. Fonte:
USDA, 1954.

Tabela 5.8 - Relacdo entre RAS e CE para aplicagdo de efluente no solo (CETESB, 2006)

RAS Condutividade Elétrica (dSm-1)
Minima Maxima

Oa3 0,2 2,9

3a6 1,2 2,9

6al2 1,9 2,9
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Apesar de ter diversos fons envolvidos no processo de salinizagdo do solo, tais como
anions como bicarbonatos e carbonatos (OLIVEIRA; MAIA, 1998) o s6dio é um dos
principais a serem estudados. Por isso é importante que se relacione a RAS com a CE da
solucdo do solo (VARALLO et al., 2010) para a avaliacdo dos perigos que a dgua oferece,
respectivamente, em termos de inducdo de salinidade e aumento dos teores de s6dio na
solucdo do solo (OLIVEIRA; MAIA, 1998). H4 de se considerar também as caracteristicas

fisico-quimicas do solo em questdo bem como a tolerancia da cultura a ser utilizada.

Tabela 5.9. Média dos valores de Razdo de Adsor¢do de Sédio- RAS e Condutividade
Elétrica - CE da soluc¢do de solo. Valores iniciais antes do cultivo das roseiras e 12 meses
apos o cultivo

Efluente Anaerdbio Efluente Nitrificado
RAS (meq”” L??) 0,9 1,3
CE (dSm-1) 2.4 4.3

Fonte: Marinho, 2010. Adaptada

Segundo o monitoramento realizado por Marinho (2010) ocorreu um aumento de
fons fosforo, potdssio, cdlcio, magnésio e s6dio no solo apds 12 meses de irrigacdao (Tabela
5.10). Esse aumento pode ser explicado pela prépria prética da irrigacdo, pois a dgua pode
atuar como fontes de sais, quando utilizada para a irrigacdo, ou seja, ela pode contribuir para
a adi¢do de sais ao solo. Somado a isso, deve-se considerar os sais soliveis constituidos
principalmente pelos ions calcio, magnésio, sodio, cloreto, sulfatos, bicarbonatos e, as vezes,
de potassio e nitrato, dependendo do pH do meio. As proporcdes e concentragdes destes ions
na solucdo do solo variam tanto horizontal como verticalmente, tendo acentuada influéncia
nesta distribuicdo a topografia, a textura do solo e as condicdes climaticas (AMARAL;

TAVARES, 2006).
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Tabela 5.10- Alteracdes quimicas do solo em resposta aos tratamentos empregados na
irrigacao

P K Ca Mg Na
(mg dm'3) (mmolc dm'3)
Solo inicial 1,0 0,4 17 5,0 <0,1
Anaeréobio* 174,25 3,2 55,5 11,5 5,5
Nitrificado* 112,75 6,1 64,0 14,5 8,4

Fonte: MARINHO (2011). Adaptada

Nota: *ap0ds 12 meses de aplicacao.

Segundo a andlise estatistica realizada por Marinho (2010), os tratamentos irrigados
com efluente ocasionaram um aumento maior na concentracdo de s6dio no solo de cultivo.
Comparando-se esses valores médios dos tratamentos com o efluente nitrificado e os
tratamentos irrigados com dgua houve um aumento de 60% na concentragdo de sédio no solo.
Em relagdo aos canteiros irrigados com 4dgua, o aumento na concentracdo de sédio atingiu
valores 45% maiores. Jnad e colaboradores (2001) também observaram um aumento na
elevacdo de s6dio no solo, em situagdes em que o teor inicial deste fon no efluente era alto

(305mg L-1) e no solo era baixo.

5.1.6 Demanda Bioquimica de Oxigénio - DBOs; e Demanda Quimica de
Oxigénio — DQO e Carbono Organico Dissolvido - COD

O efluente bruto, apesar de receber um aditivo hospitalar apresentou um valor médio
de DBOs (20°C: méaximo) correspondente a faixa caracteristica de um efluente doméstico,
entre 200 e 500 mgOzL'l (VON SPERLING, 1996; KUMMERER et al., 1999). A mesma
semelhanca foi descrita nos estudos de Kiimmerer et al. (1999); Silvera (2004) e Tambosi

(2008).
O valor médio da DBOs monitorado por Tonon (2011) durante o periodo da pesquisa

foi de 3854 + 1894 mgO,L" com remocio de 63% para o efluente anaerébio e de

aproximadamente 95 % apds o tratamento nos filtros de areia (efluente nitrificado) em
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relacdo ao bruto (Tabela 5.11). De acordo com o recomendado pela Resolugdo CONAMA
430/11, a DBO de 5 dias, (20°C: maximo) deve ser 120 mgL'l, ou apresentar uma efici€éncia
de remoc¢dao minima de 60% de DBO, ou apresentar um valor adequado mediante estudo de
autodepuracdo do corpo hidrico que comprove atendimento as metas do enquadramento do
corpo receptor. Dessa forma, verifica-se que os efluentes tratados obedecem aos valores
recomendados de remocdo, mas apresentaram valor acima de 120 mgL™ para o efluente
anaerobio, segundo os valores resolvidos pela CONAMA 430/11, ao que se refere aos

padrdes de lancamento.

Segundo dados do monitoramento realizado por Tonon (2011), em relacdo aos
valores médios obtidos para a DQO total (Tab 5.11), observa-se uma remoc¢do média de
60,3% no efluente anaerdbio. Para o esgoto bruto, von Sperling (1996) recomenda para dguas
residudrias de origem doméstica que os valores de DQO devem estar entre a faixa de 400 a
800 mgO, L portanto, nesse trabalho, a DQOtotal apresentou-se por algumas vezes um

pouco acima dessa faixa considerada 6tima.

No entanto, o tratamento apresentou bons resultados, atingindo aproximadamente
90% de remoc¢do para o efluente nitrificado. Assim, pode-se dizer que os filtros de areia
retiveram a matéria orgénica suspensa nos poros de areia e também realizaram a degradaragio

da matéria organica dissolvida (TONON, 2011).

Em relagdo aos valores do Carbono Total Dissolvido (COD), houve uma remocdo de
aproximadamente 59,9% do efluente bruto em relacdo ao efluente anaerdbio, valor proximo a
porcentagem de remocao de DQO e DBO. Para o efluente nitrificado a remocdo foi superior a

86% em relacdo ao efluente bruto, segundo dados obtidos por Tonon, (2011).
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Tabela 5.11. Média e desvio padrio (o) dos valores de remo¢do da matéria organica (DBO,
DQO e COD) e porcentagem de eficiéncia, em relagdo ao efluente bruto

DQO DBO COD
Média+c Remocdo | Médiat o Remocio Média+ o Remocio
(%) (%) (%)
Anaerébio  389+424.7 60,3 113,77+ 47 63 75,6+ 32,3 59,9
Nitrificado 54 + 32,8 91,8 12+£10 95,7 19,2+ 14,1 86,4

Fonte: Tonon, 2011 (Adaptado).

5.1.7 Série de nitrogénio

O nitrogénio é considerado um elemento quimico essencial as plantas vasculares,
fazendo parte da composicdo de aminodcidos, proteinas, nucleotideos, dacidos nucléicos,
clorofilas e coenzimas. Como sua demanda € alta é considerado um macronutriente. Assim,
sua deficiéncia pode ocasionar sintomas de defici€éncias ou anomalias de crescimento
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001), trazendo prejuizos considerdveis a produtividade de

culturas.

O nitrato € a forma na qual quase todo o nitrogénio necessdrio € absorvido pela
maioria das plantas vasculares terrestres. No entando, deve-se atentar para que os niveis de
nitrogénio disponibilizados ndo estejam em uma concentragdo que possa se tornar nociva ao

solo e a cultura irrigada.

A matéria nitrogenada pode ter natureza orginica, podendo ser inerte ou
biodegraddvel, e inorganica, representada pela amoOnia tanto em forma livre (NH3) quanto

ionizada (NH4") (VON SPERLING, 1996).

No efluente bruto e no efluente anaerébio Tonon (2011) notou que havia basicamente
a presenca de nitrogénio amoniacal e organico, enquanto que no efluente nitrificado

observou-se a presenca de nitrato e nitrito, formas mais oxidadas (Tabela 5.12).
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Nos esgotos, a matéria nitrogenada pode aparecer na forma organica ou inorgéanica
(amodnia, na forma livre e ionizada), sendo que nitrito e nitrato ocorrem em pequenas
quantidades (VON SPERLING, 1996), uma vez que o esgoto doméstico nido apresenta
quantidade de oxigénio dissolvido suficiente a acdo das bactérias nitrificantes (NAVAL;
COUTO, 2005). Dessa forma, o efluente bruto do presente estudo, apesar de também receber

efluente hospitalar, apresentou caracteristicas domésticas paras esses parametros.

Em relacdo ao Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK), segundo Tonon (2011), a maior
concentracdo de N-NTK no efluente anaerébio pode ter sido devido ao desprendimento de

biomassa dos reatores anaerébios, com elevado teor de nitrogénio.

Segundo Von Sperling (2005) efluentes tipicamente domésticos apresentam uma
faixa de concentracdo de 35 a 70mg L' para o Nitrogénio Total, o que enquadra o efluente do
presente estudo como tento caracteristicas domésticas para o parametro avaliado. No entanto,
o limite sugerido pela WHO (2006) como nao causador de problemas as culturas agricolas é
de 5 mgL™" para uso irrestrito e 30 mg L' como limite méximo de restricdo para uso agricola.
Dessa forma, faz-se necessdrio ou um tratamento para a desnitrificacdo para adequar o
efluente para a aplicagdo na agricultura, uma vez que o sistema anaerdbio tem baixa remog¢ao

de nitrogénio e fésforo (CORAUCCI FILHO et al., 2001).

Nas amostras, Tonon (2011) observou que a maior parte da concentracdo de N-NTK
¢ formada por nitrogénio amoniacal (N-NHj3), uma vez que durante a primeira parte do
tratamento do efluente, o nitrogénio organico € transformado em amoniacal pela acdo de
bactérias. A concentracdo de nitrogénio amoniacal (N—-NHj3) foi maior no efluente anaerdbio
que no efluente bruto. Nos filtros de areia (efluente nitrificado) ocorreu uma diminui¢do da
concentracdo de nitrogénio amoniacal (TONON, 2011). Naval e Couto (2005) em estudo
realizado com efluente proveniente de um filtro anaerébio também observaram uma baixa
eficiéncia de remocdo do nitrogénio amoniacal, demonstrando que tratamentos anaerdbios sdo
pouco eficientes para reduzirem a concentracdo do nitrogénio amoniacal (CHERNICHARO,

2007).
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Ademais, a maior concentracdo de nitrogénio amoniacal em comparacdo com
nitrogénio organico pode ser explicada pelo processo bacteriano ter iniciado antes do efluente
entrar no reator e, apos passar pelo filtro anaerdbio, esta caracteristica tende a aumentar visto

que, durante o processo anaerdbio, ainda ocorre esta conversao (GERARDI, 2002).

Apés a passagem do efluente pelos filtros de areia, Tonon (2011) observou que
ocorreu a nitrificacdo nos leitos de areia. Principalmente apds a implantacdo de um sistema de
aeracdo superior, visto que a oxigenacdo do leito favorece o crescimento das bactérias
nitrificantes o que resulta no aumento da transformac¢do do nitrogénio organico e amoniacal em
nitrato (BAHGAT et al., 1999). Segundo Tonon (2011), a solu¢do seria aumentar a altura do
leito de areia dos filtros, para que o efluente permaneca mais tempo em contato com as
bactérias capazes de realizar a nitrificacdo ou, entdo, fazer com os filtros de areia trabalhem

em série.

Com relacdo as concentracdes de N-NO", a concentracdo no efluente bruto foi de 2,8
+2,1 mg L, enquanto que para o efluente dos filtros anaerébios foi de 1,1 +2,7 mg L. J4
para as concentracdes de nitrito (N-NO%), tanto as concentracdes para o esgoto bruto quanto
para os filtros anaerdbios foram considerados abaixo do limite de detec¢do do aparelho

(TONON, 2011) (Tabela 5.12).

Tabela 5.12 Médias e desvio padrdo da concentracio de Nitrogénio Amoniacal, Nitrogénio
Organico, N — NTK, N-NOs", N-NO;, no efluente bruto e nos tratados: anaerdbio e nitrificado

Parametro Bruto Anaerdbio Nitrificado
(mg L) (mg L)

Nitrogénio Amoniacal 42,8+ 6,8 50,9+ 8,0 26,5 +9,7

Nitrogénio Organico 5,5+ 5,6 2,6+ 3,0 0,614

N - NTK 48,3 + 14,4 53,5+ 13,5 27,1 £10,1

N-NOj5 2,8+ 21 1,1+ 27 25,7+ 18,4

N-NOy ND ND ND

Nota: N-NOj3™ = nitrato; N-NO,™ = nitrito; ND= nado detectivel por estar em uma concentra¢io muito
baixa.

Fonte: Tonon, 2011 (Adaptado).
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5.2 Analise de toxicidade em organismos-teste

Em relacdo aos parametros fisico-quimicos dos efluentes, apesar de receberem
efluente hospitalar, todos apresentam caracteristicas semelhantes a de efluentes domésticos,
em analogia aos valores de DBO, DQO, metais e pH, como também observado por Kiimmerer
et al., 1999. No entanto, a presenca de substancias como drogas e desinfetantes apresentam-se
em elevadas concentra¢des em efluentes hospitalares (KUMMERER, et al. 1999) o que torna
importante o estudo dos efeitos téxicos em organismos-teste, mesmos que estas substancias

se encontrem em COHCGHU‘&(}()GS baixas.

Considerando isso, desejou-se inicialmente realizar um monitoramento mensal nos
efluentes bruto e tratados, entretanto, a agenda do Laboratério de Saneamento da FEAGRI
nao permitiu esse delineamento e a ETE piloto ndo manteve um funcionamento regular, tendo
que ser desligada algumas vezes para manutencdo. H4 de se considerar ainda que nos meses
de férias escolares (julho, janeiro e fevereiro) o fluxo de pessoas na Universidade tem um
nimero significantemente reduzido, o que reflete diretamente na quantidade e qualidade do
efluente produzido, e no funcionamento da ETE piloto. Por isso, nesse periodo as coletas nao

foram realizadas.

5.2.1 Teste de Toxicidade Aguda em V. fischeri

5.2.1.1 Avaliacao do organismo-teste

Para todos os testes de sensibilidade realizados, com solu¢cdo de sulfato de zinco
heptahidratado, a bactéria mostrou-se adequada, apresentando valores de CE50 dentro da
faixa recomendada, de 3 a 10mg/L (CESTESB, 2001), segundo dados obtidos pelo
Laboratério de Saneamento da FEAGRI (Figura 5.8).
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Figura 5.8 - Valores de CES0 dos testes de sensibilidade com Sulfato de zinco
heptahidratado realizados no periodo do estudo. Dados do Laboratério de Saneamento da
FEAGRI. Lim. Inf.= -2.desvio-padrdo; Lim. Sup.= +2.desvio-padrdo. Linha tracejada
indicando a média dos valores.

5.2.1.2 Avaliacao das amostras

As amostras apresentaram valores de pH, CE e OD adequados ao organismo-testes, e
0 que permitiu a validacdo do teste. Segundo normatizagdo da CETESB (2001) o pH deve
estar dentro da faixa de 6,0 a 8,5 e o OD s er superior a O,SmgL'l. Os valores de CE foram
convertidos em salinidade, por se tratar de um organismo marinho. Os resultados
demostraram valores abaixo de 2%, o que exigiu a corre¢do da salinidade com solucdo
osmotica de NaCl a 22%, de acordo com o recomendado pela CETESB (2001) e pelo

procedimento do sistema Microtox™ .

Durante o estudo foram coletadas amostras do efluente bruto e dos tratados, das
quais se obteve os valores de 15min-CES50, Fator de Confianca (95% FC), Unidade de
Toxicidade (UT) e por fim a Porcentagem de Reducdo de Toxicidade em relagdo ao efluente
bruto (%Red.Tox.) (Tabela 5.13), os quais foram gerados imediatamente apds a realizacdo do

teste, por meio do Software acoplado ao Sistema Microtox™.
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Para o efluente bruto, os valores da CE50 obtidos apresentaram uma variagdo
consideravel, sendo o menor valor obtido de CE50 igual a 0,0060, e o maior igual a 73,26%.
Essa variagdo pode ser avaliado como normal, uma vez que o efluente bruto caracteriza-se
por ser uma amostra complexa, com uma variagdo prépria (NIETO, 2005; BAKOPOULOU;
EMMANOUIL; KUNGOLOS, 2011)

A alta toxicidade encontrada na amostra de menor valor de CE50 apresentou um
fator de confianca mais elevado (95%FC= 11,92). Segundo a CETESB (2001) recomenda-se
que o valor do Fator de Confianca do teste seja menor ou igual a 15 (95% FC < 15),
entretanto, esse valor alto pode ter sido devido ao local da coleta, pois a ETE piloto estava
com problemas de bombeamento e o efluente bruto foi coletado diretamente na entrada do

sistema, apos o gradeamento, o que pode justificar o elevado efeito téxico da amostra.

Em relacdao aos efluentes tratados, o efluente anaerébio foi o que apresentou um
efeito téxico maior, em relagcdo ao efluente nitrificado, apresentando valores de CES5S0
menores que 5,02% (UT > 19). Houve apenas uma excec¢do, para o teste realizado em agosto
de 2010, que apresentou um valor de CE50 extrapolado. Como o fator de confianca do
referido teste apresentou-se acima do recomendado: 95%FC>15 (15,77) esse resultado nao

foi considerado valido.

A toxicidade mais elevada do efluente anaerébio, em relagao ao nitrificado, pode ser
justificada pela prépria etapa do tratamento do efluente, uma vez que a matéria orgénica é
mais elevada, e o nivel de oxigénio dissolvido, apesar de estar dentro do recomendado para
validacdo do teste, é mais baixo. Além disso, pode ocorrer a formacao de subprodutos que

atuem no metabolismo dos osganismos-testes inibindo a producdo de luminescéncia.

Apesar desta etapa do tratamento ter apresentado uma redugdo nos valores de DBO e
COD (Tabela 5.11), o efeito toxico nos organismos foi observado e ndo pode ser
desconsiderado. A mesma relagdo foi encontrada por Nieto et al. (2005) e Rodrigues e

Umbuzeiro (2011). Por isso, os autores relataram a importancia de se realizar testes com
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organismos para complementar a avaliacdo da eficiéncia do tratamento, e consideraram o V.

fisheri um organismo com sensibilidade adequada.

Ademais, em se tratando de um efluente hospitalar, a remocdo de
microcontaminantes, como produtos farmacéuticos e produtos de cuidados pessoais (PCPs),
em aguas residuais muitas vezes ndo ocorre em tratamento convencional (SEDLAK; GRAY;

PINKSTON, 2000), o que ndo € avaliado quando se mensura os valores de DBO e COD.

No entanto, Kiimmerer (2009) alertou para a importancia em se considerar o tempo de
exposicdo, pois testes de toxicidade aguda em bactérias podem subestimar a avaliacdo da
toxicidade para antibidticos, uma vez que os efeitos adversos relacionam-se com um maior
tempo de exposi¢do. Por isso, os resultados dos testes com V. fischeri devem ser analisados com
cautela, considerando a natureza do efluente e a dificuldade da inativacdo de farmacos,

antibidticos e desinfetantes em processos de tratamento convencionais (AGA, 2008).

O efluente nitrificado apresentou-se como uma amostra mais estdvel, o que ja era
esperado, uma vez que € a etapa final do tratamento do efluente. Apresentou valores de CE50
superiores a 78% (UT<S5), sendo que para as outras amostras os valores foram superiores a

81,9%, porcentagem maxima da concentragdo da amostra.

Em relacdo a remocao de toxicidade, em relacdo ao efluente bruto, o nitrificado foi o
que apresentou uma maior porcentagem de remocgao de toxicidade, superior a 89% para todas

as amostras tendo atingindo 99,99% de remocao.

Para o anaer6bio a remocdo de toxicidade foi baixa (1,79%) ou ainda apresentou um
valor negativo, indicando um aumento de toxicidade, apesar da reducdo de DBO, DQO e
COD ter sido superior a 60%. Estudos demonstram que parametros como COT (ou COD),
muitas vezes usados como padrido de eficiéncia de tratamento, nem sempre indicam baixa
toxicidade, o que sugerem a complementagdo com testes de toxicidade em V. fischeri

(NIETO, 2001; ARAUIJO et al., 2005; RODRIGUES; UMBUZEIRO, 2011) . Dessa forma,
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pode ter ocorrido uma degradaciao de moléculas complexas em mais simples que contribuiram

para um aumento da toxicidade.

Tabela 5.13 Valores CE50 (%) e 95%de Fator de Confianca (95% FC); Unidade de
Toxicidade (UT) dos efluentes Bruto e tratados: Anaerdbio e Nitrificado e % de Reducdo de
toxicidade em relacdo ao efluente bruto, obtidos por meio do teste de toxicidade aguda em V.
fischeri utilizando o sistema Microtox™

Ef. Bruto
Coleta Data 15min- 95% FC UT
CE50(%)
1 ago/2010 8,237 1,609 12,14 (9,31- 5,83)
2 ago/2010 12,121 1,810 8,243 (5,825 -11,67)
3 nov/2010 3,315 1,167 30,16 (28,19 - 32,27)
4 nov/2010 73,26 1,065 1,365 (1,266 - 1,472)
5 mar/2011 0,0060 11,92 16613 (9262- 29798)
6 out/2011 4,820 1,437 20,73 (16,10 - 26,69)
7 nov/2011 12,62 1,148 7,922 (6,869 - 9,137)
Ef. Anaerébio
Coleta Data 15min-CE50 95% FC UT %Red.Tox.
(%)
1 ago/2010 920,81 15,77 0,108 (0,0004-32,24) 98,68 %
3 nov/2010 3,37 1,824 29,62 (22,55-38,89) 1,79 %
5 mar/2011 Fator de confianga invélido'
6 out/2011 2,58 1,162 38,71(37,38 - 40,08) -86,73 %
7 nov/2011 5,02 1,981 19,91(10,19 - 38,89) -151,325
Ef. Nitrificado
Coleta Data 15min-CE50 95% FC UT
(%) % Red.Tox.
2 ago/2010 78,18 1,310 1,279(0,8172- 2,003) 89,46 %
3 nov/2010 825,76 4,211 0,121 (0,0041- 3,58) 91,12 %
5 mar/2011 618.,0 3,245 0,162 (0,0528-0,496) 99,99 %
6 out/2011 1126,00 4,102 0,089 (0,0332-0,237) 99,57 %
7 nov/2011 239,2 1,356 0,418 (0,312 - 0,559) 94,72 %

15min- CES50: concentra¢ido da amostra que provoca um efeito téxico agudo em 50% dos organismos expostos
em 15 minutos de exposi¢do 95% FC: Fator de Confianca (<15); UT: unidade de toxicidade; %Red.Tox: % de
Reducio de Toxicidade em relagdo ao efluente bruto.
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5.2.2 Teste de toxicidade Aguda em D. similis

5.2.2.1 Avaliacao do organismo-teste

Os resultados obtidos em todos os testes de sensibilidade, realizados com solugdo de
NaCl como substiancia de referéncia, demonstraram uma sensibilidade adequada dos
organismos (ABNT, 2009) (Figuras 5.9; 5.10), o que permitiu a valida¢do de todos os testes

realizados com as amostras.

Os resultados obtidos foram tabelados para controle de dados do laboratério, e os
valores encontraram-se de acordo com o recomendado pela ABNT (2009), assim como os
parametros fisico-quimicos da dgua de cultivo para o Laboratério de Saneamento, FEAGRI

(Tabela 5.14; Figura 5.9) e para o LABPRO, da FEC (Tabela 5.15; Figura 5.10).

Tabela 5.14 Médias dos parametros fisicos da dgua de cultivo do Laboratério de Saneamento
da FEAGRI, quando foi realizado o teste de sensibilidade em D. similis

Parametros pH oD Dureza Condutividade
Agua de Cultivo 7,99 5,6 mgL! 45 CaCO;L"! 236 uScm’

120



CE50 (48h)- NaCl

3,5
34
2,5 [tm=ti¥eagagesssesssssanseanng
3 >
2 ——CE 50 (g/L)
€15 )
z e Lim. Inf.
! w=Lim. Sup.
0,5
0

out/10
nov/10
nov/10
dez/10
dez/10
dez/10
jan/11
jan/11
fev/11
fev/11
mar/11

Figura 5.9 Valores de CES0 dos testes de sensibilidade com NaCl realizados no periodo do
estudo. Dados do Laboratério de Saneamento, FEAGRI. Lim. Inf.= -2.desvio-padrio; Lim.
Sup.= +2.desvio-padrio. Linha tracejada indicando a média dos valores.

Tabela 5.15. Médias dos parametros fisicos da dgua de Cultivo do Laboratério LABPRO,
FEC, quando foi realizado o teste de sensibilidade em D. similis

Parametros pH OD

Dureza Condutividade
Agua de Cultivo 6,7 6,6 mgL™'

45 CaCO;L" 224 uScm’
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Figura 5.10. Valores de CE50 dos testes de sensibilidade com
estudo. Dados do Laboratéorio LABPRO, FEC. Lim. Inf.=
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5.2.2.2 Avaliacao das amostras

Os testes de toxicidade aguda em D. similis foram realizados num primeiro momento
no laboratério de Saneamento da FEAGRI, e num segundo momento no Laboratério de
Saneamento da FEC, utilizando o mesmo procedimento. Ambos os laboratérios cultivaram
organismos de mesma origem e utilizaram os mesmos padrdes de cultivos dos organismos
(ABNT, 2009), o que foi essencial para manter a consisténcia e reprodutibilidade dos testes
realizados. Além disso, os testes de sensibilidade demonstraram a mesma faixa de
sensibilidade. Dessa forma, os resultados obtidos em um ou outro laboratério podem ser

considerados consistentes.

Foi observada uma variagdo dos valores de CES50 para o efluente bruto, do mesmo
modo que ocorreu para os testes em V. fischeri, que pode ser justificado pela inconstancia de
sua composicdo. A amostra com maior efeito toxico apresentou um valor de CE50 de 20,50%
(UT=4,88) e a com menor efeito toxico um valor de CES50 de 76,75% (UT= 1,30). Trés
amostras nio causaram efeito téxico a nenhum organismo exposto, enquanto em duas, o

efeito toxico foi observado em todos os organismos expostos para todas as concentragoes.

Em se tratando de um efluente bruto, a elevada concentracdo orgéinica pode conter
inimeros contaminantes com potencial toxico aos organismos expostos. No entanto, o curto
periodo de exposicdo (48h) pode ndo ter sido suficiente para causar o efeito imobilidade nas
daphnias. Estudos relacionam o efeito de alguns compostos toxicos a danos reprodutivos para
esses microcrustaceos, que s6 podem ser mensurados em testes cronicos (WOLLENBERGER

et al., 2000).

Bakopoulou; Emmanouli e Kungolos (2011) correlacionaram o efeito téxico em
daphnias com o aumento da concentragdo de carbono organico dissolvido (COD), uma vez
que a matéria organica pode conter compostos fendlicos voléteis que causam efeito téxico aos

microcrusticeos. Os autores relacionaram a toxicidade com concentragdes de acido galico,

122



um subprotudo da destilacdo da fabricacdo de grapa (bedida alc6olica a base de uva). Como o
acido gélico € também utilizado na industria farmacéutica para sintese de firmacos, pode
estar presente em efluentes de origem hospitalar, como encontrado no estudo de Silva;
Tavares; Abreu; (2009) que também detectatam a presenca de compostos fendlicos em
efluente hospitalar, tendo em vista que varios produtos farmacéuticos apresentam esta
molécula na sua estrutura. Isidori et al. (2004) observaram uma redugio de 83% de toxicidade
em crustidceos quando houve reducdo da concentracdo de 67% de fendis totais no tratamento
do efluente de uma industria de azeite de oliva por meio de reatores biol6gicos aerdbios

inoculados com culturas mistas de leveduras.

Em estudo realizado por Okamura e colaboradores (1999) nao foi possivel concluir
que a toxicidade observada para Daphnia resultou de uma Unica substancia, pois a toxicidade
das substancias detectadas foi relativamente fraca para Daphnia magna. Isso indica que
provavelmente houve um efeito sinérgico das substancias detectadas. Em segundo lugar,
substancias que ocorrem naturalmente como matéria organica dissolvida pode atuar
sinergicamente com tracos de produtos quimicos na dgua e assim reforcar possiveis efeitos

téxicos (CARY; McMAHON; KUC, 1987; LEE et al, 1993).

O efluente anaerébio foi a amostra que apresentou maior dificuldade na
determinacdo do valor da CES0. Isso pode ser ocasionado ao teor de matéria orgénica ainda

presente nesta etapa do tratamento, que pode conter possiveis contaminantes com potencial

aditivo (OKAMURA et al., 1999).

O efluente nitrificado foi o que apresentou o maior nimero de amostras com
determinacao da CES50, o que pode ser explicado pelo fato do efluente ser o resultado final de

tratamento, ou seja, mais estabilizado, em relacdo ao efluente bruto e ao anaerdbio.

Segundo a APHA-AWWA-WEF (1998), apesar da aplicacdo e interpretagdo dos
testes de toxicidade em programas de gestdo de qualidade aparentar ser mais dificeis que a
dos testes fisico-quimicos, eles oferecem algumas vantagens: os testes de toxicidade abordam

diretamente a biodisponibilidade e interacdo complexa dos quimicos presentes nas amostras.
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Ademais, produzem uma mensuracdo Unica e integrada da resposta dos organismos a uma
amostra ambiental complexa, além de apresentarem um custo reduzido e uma facilidade de

interpretacdo maior que a de uma série de medidas quimicas.

Dessa forma, fica clara a valiosa contribuicio que os testes de toxicidade
proporcionam, principalmente por permitirem a avaliagdo da resposta do organismo exposto
em amostras complexas, e ndo a apenas uma substancia. No entanto, muitas vezes ndo ¢é
possivel estabelecer estatisticamente o resultado em relagdo ao efeito pré-determinado, como
foi observado no presente estudo. Uma revisdo dos ultimos 248 testes de toxicidade aguda
em efluentes realizada pela divisdo de servigcos ambientais da USEPA demonstrou que em
apenas 2% dos testes realizados foi possivel determinar a LC50 em apenas uma concentragio
do teste. Na maioria das amostras testadas (54%) ocorreu uma mortalidade parcial em uma

concentracdo, ou mais de uma mortalidade parcial (16%).

Mesmo com a utilizagdo de programa estatistivo, como o Trimmed Spearman-Karber
Method, um teste ndo paramétrico, algumas vezes o software pode nao fornecer intervalos de
confiancga associados ao intervalo de 95%. Por isso € importante expressar juntamente com os
resultados o valor deste intervalo de confianca (95%FC). Esta situagdo pode surgir quando os
dados de teste ndo atendem os pressupostos especificos exigidos pelos métodos estatisticos,
quando estimativas pontuais estdo fora da faixa de concentracio de teste e quando limitagdes

especificas impostas pelo software sao encontradas (USEPA, 2007).

Entretanto, mesmo quando ndo se pdde determinar o valor da CES50, foi possivel
verificar uma diminui¢cdo do efeito téxico a medida que a concentracdo da amostra
apresentava-se mais diluida. Isso sugere que, apesar da inexisténcia estatistica da CESO0,

houve uma reducio do efeito toxico dos efluentes para os organismos expostos (ANEXO A,

Tabela 1).

Em relacdo a redugdo de toxicidade dos efluentes tratados em relagdo ao bruto,
houve um aumento nos valores de CE50 para ambos os tratamentos, o que indica uma

reducdo de toxicidade.
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Tabela 5.16- Valores CE50 (%) e Fator de Confianca (95% FC); Unidade de Toxicidade
(UT) dos efluentes Bruto e tratados: Anaerdbio e Nitrificado e % de Reducdo de toxicidade
em relacdo ao efluente bruto, obtidos por meio do teste de toxicidade aguda em D. similis

(Continua)
Ef. Bruto
Coleta Data 15min- 95% FC UT
CE50(%)
1 01/07/2010 34,50 25,36-46,96 2,89
2 09/07/2010 20.50 17,93-22,99 4,88
4 01/09/2010 TT NC TT
5 07/11/2010 NT NC 1
7 26/11/2010 33.97 29,61-38,97 2,94
9 31/03/2011 76.75 72,18-81,62 1,30
10 07/10/2011 NT NC 1
11 13/10/2011 NT NC 1
12 24/11/2011 TT NC TT
Ef. Anaerobio
Coleta 15min-CE50 95% FC UT %Red.Tox.
(%)

1 01/07/2010 NT NC 1 NC
2 09/07/2010 NT NC 1 NC
3 31/08/2010 NT NC 1 NC
6 11/11/2010 NT NC 1 NC
7 26/11/2010 97,93 (90.00-106,55) 1,021 NC
8 25/03/2011 NT NC 1 NC
9 31/03/2011 94.09 (88,38-100,17) 1,06 63,89
10 07/10/2011 NT NC 1,02 NC
11 13/10/2011 NT NC 1 NC
13 01/12/2011 82.45 (79,21-85,81) 1,21 NC
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Tabela 5.16- Valores CE50 (%) e Fator de Confianca (95% FC); Unidade de Toxicidade
(UT) dos efluentes Bruto e tratados: Anaerdbio e Nitrificado e % de Reducdo de toxicidade
em relacdo ao efluente bruto, obtidos por meio do teste de toxicidade aguda em D. similis

(Conclusao)
Ef. Nitrificado
Coleta 15min-CE50 95% FC UT
(%) % Red.Tox.
1 01/07/2010 NT NC 1 NC
2 09/07/2010 NT NC 1 NC
3 31/08/2010 61.40 (55.14-68.37) 1,64 NC
5 07/11/2010 90,48 (85,49-95,7) 1,10 NC
6 11/11/2010 74.09 (71,72-76,55) 1,35 NC
7 26/11/2010 95.58 (91,36-100,01) 1,05 NC
8 25/03/2011 71.65 (68,45-75,01) 1,39 52,58
9 31/03/2011 73.64 (71,21-76,16) 1,36 NC
10 07/10/2011 NT NC 1 NC
11 13/10/2011 NT NC 1 NC
12 24/11/2011 NT NC 1 NC
13 01/12/2011 NT NC 1 NC

Nota: Para efeito do cdlculo da UT, quando ndo foi observado efeito téxico considerou-se o valor da
CE50=100, e o valor da UT=1. NT-considerado ndo téxico por nio causar efeito de imobilidade em 100% da
amostra; NC= ndo calculdvel. TT= amostras que causaram efeito de imobilidade em todos os organismos
expostos
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5.2.3 Bioensaio com A. cepa

Na avaliacdo do potencial téxico, apenas o efluente bruto apresentou uma reducdo
significativa no indice de germinacao (IG) (p<0,05), quando comparado aos valores obtidos

no controle negativo (CN) (Tabela 5.17).

Tabela 5.17 — Média e desvio padrao dos valores obtidos para o indice de germinacdo (IG)
de sementes de Allium cepa, apds a exposicdo a dgua ultrapura (controle negativo), ao MMS
e a trifluralina (controles positivo) e aos efluentes bruto e tratados: anaerdbio e nitrificado

Tratamento IG
CN 80,34+8.62
Controles MMS 71,67+16,78
TRIF 31,67+13,62%
Bruto 42,0+7,0%
Amostras Anaerébio 60,67+14,01**
Nitrificado 67,0+6,24

Notas: CN: controle negativo; MMS: controle positivo; TRIF: Trifluralina, controle positivo; *valores
estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo, pelo método estatistico de Mann-Whitney, com
p<0,05. ** valores estatisticamente significativos, em relacdo ao bruto, pelo método estatistico de Mann-
Whitney, com p<0,05.

A reducgio germinativa pode estar relacionada tanto com compostos toxicos presentes
no efluente bruto, como com a elevada concentragdo de matéria organica. Em contrapartida, a
redugdo ndo significativa observada nos efluentes tratados podem indicar uma eficiéncia no

processo de tratamento do efluente.

Entre os efluentes tratados, foi observado que somente o nitrificado apresentou
aumento significativo para os valores do 1G (p<0,05) em relacdo ao efluente bruto, o que
pode indicar um menor efeito toxico para este efluente. Além disso, a elevada concentracdo

de matéria organica do efluente anaerébio pode ter contribuido para um menor indice de
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germinac¢do, uma vez que a elevada concentracdo de matéria organica pode conter uma maior
presenca de contaminantes. No entanto, a avaliacdo do presente resultado deve ser feita com
cautela uma vez que podem ocorrer variagdes tanto no efluente bruto quanto no processo do

tratamento.

Em relacdo ao indice mitético (IM), observou-se um aumento estatisticamente
significativo em relacdo ao controle negativo, para o efluente bruto (Tabela 5.18). Um
aumento ou uma diminui¢do do IM, segundo Caritd e Marin-Morales (2008) pode ser um
indicador adequado dos niveis de contaminantes presentes nas amostras. No entanto, quando
ocorre um aumento do IM, ele pode ndo ser benéfico, uma vez que pode contribuir para a
formacao de neoplasias devido a proliferacio aumentada das células (MATSUMOTO, 2004),
o que deve ser considerado principalmente pela natureza hospitalar do efluente. Apesar de o
efluente apresentar caracteristicas fisico-quimicas equivalentes a de um efluente doméstico ha
de se considerar a possivel presenca de compostos xenobidticos em sua composi¢io

(BAGATINI et al., 2009).

Apesar de Grisola e colaboradores (2005), também constatarem um aumento do IM
em estudo que avaliou um efluente doméstico, Bagatini et al., (2009) observaram uma
inibicdo mitdtica. Assim, nota-se que efluentes de origem hospitalar podem apresentar
diferentes comportamentos, dependendo principalmente dos firmacos e produtos utilizados

(AKINTONWA, 2009).

Ademais, a presenca de nitrogénio nos efluentes (Tabela 5.12) pode ter contribuido
para o aumento do IM nos efluentes, em relacdo ao CN, visto que dejetos ricos em nitrogénio

podem estimular a mitose (AMARAL et al., 2007).

Na avaliagdio do potencial genotoxico, as células portadoras aberracdes
cromossOmicas foram contabilizadas (Tabela 5.18) e os dados obtidos demonstraram que
ambos os efluentes tratados apresentaram valores estatisticamente significativos. As

anormalidades mais observadas foram: broto nuclear (Figura 5.11 D e G), C-metéafase (Figura
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5.11 F), metifase com aderéncia (Figura 5.11 C e I) e andfase com ponte cromossdmica

(Figura 5.11 E e H).

Niveis significativos de aberracdes cromossOmicas também foram encontrados por
Grover e Kaur (1999), na avaliacdo de um efluente doméstico e industrial e por Bagatini et
al., (2009) em efluente hospitalar. Bagatini et al. (2009) relacionaram a ocorréncia de pontes
cromossdmicas e de endpoints que indicam mutagenicidades, como quebras cromossdmicas e
células micronucleadas com a presenca de compostos téxicos presentes no efluente

hospitalar.

Tabela 5.18 — Porcentagem do indice mitético (IM) obtido, média e desvio padrdo dos
indices de aberragdes cromossdmicas (IAC) e do indice de mutagenicidade (IMt) em células
meristematicas de Allium cepa, apds a exposi¢cdo a dgua ultrapura (controle negativo), ao
MMS e a trifluralina (controles positivo) e aos efluentes bruto e tratados: anaerdbio e
nitrificado

Tratamento IM (%) IAC IMt
CN 34,87 1,6+ 1,94 0
Controles MMS 31,53 3,8+1,64* 34,8+25,46%
TRIF 45,76 9,242, 04** 1,8+1,3*
Bruto 67,26* 4,623 0,8+0,8
Amostras Anaerdbio 51,35 4,6+1,51%* 2,2+2.4
Nitrificado 45,17 4,6+0,89* 0

Nota: CN: controle negativo; MMS: controle positivo; TRIF: controle positivo; e tratamentos: * valores
estatisticamente significativos, em relagdo ao controle negativo, CN, pelo método estatistico de Mann-Whitney,
com p<0,05.
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Figura 5.11- Aberracdes cromossOmicas obtidas pelo sistema-teste de Allium cepa expostos
em Efluente Bruto (A,B,C), e tratados: anaerdbio (D,E,F) e nitrificado (G.H.I). Setas
apontando para: broto nuclear (A, D, G), ponte cromossdmica (B, E, H), C-metafase (F) e
aderéncia cromossdmica (C, I).

Contudo, as aberragdes cromossdmicas observadas merecem aten¢do, uma vez que
células portadoras de C-metéfase e aderéncia cromossdmica podem decorrer em outros danos
celulares, inviabilizando a célula (TURKOGLU, 2008). Alteragdes como pontes
cromossOmicas podem também posteriormente contribuir para a inducdo de perdas

cromossdmicas (GOMURGEN, 2005).

Nos testes conduzidos com células meristematicas de A. cepa nao foram observadas

quebras cromossOmicas em nenhum dos tratamentos avaliados. Células micronucleadas foram
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observadas e contabilizadas conjuntamente para a avaliacdo do potencial mutagénico; no

entanto, este endpoint ndo foi estatisticamente significativo (p> 0,05) para os tratamentos.

Assim, pode-se dizer que os efluentes apresentaram potencial genotdxico, uma vez
que induziram a formacdo de aberracdes cromossOmicas, entretanto, esses danos nado
decorreram em mutagenicidade, pois os valores obtidos para quebras e microntcleos nio

foram estatisticamente significativos.

Efluentes hospitalares sdo considerados fontes conhecidas de vdarios produtos
quimicos, residuos de remédios, desinfetantes e medicamentos antineopldsicos, considerados
potencialmente téxicos, podendo conter contaminantes com potencial carcinogénico e
mutagénico (DION; BRUCE, 1983; REDDY et al., 1985; HARTMANN; ALDER; KOLLER,
1998). Considerando esse contexto, fica clara a importancia da utilizacdo de um
representante vegetal para a avaliagdo da toxicidade de efluentes, ainda mais quando o

objetivo do tratamento € a agricultura.
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6. Conclusao

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que:

- O redso da dgua para fins agricolas consiste em uma alternativa adequada na economia

de 4gua;

- A implantagdo de um sistema de tratamento de efluente que vise o redso agricola deve
tracar um planejamento adequado, que considere aspectos sanitdrios, agricolas,

ambientais, econdmicos e legais;

- Andlises ecotoxicoldgicas devem ser realizadas como forma de se obter uma avaliagdo
dos efeitos toxicos, mesmo quando andlises fisico-quimicas demonstrarem uma

eficiéncia na remog¢do da matéria organica;

- Os organismos utilizados nos testes de toxicidade apresentaram uma sensibilidade
adequada nas amostras estudadas, uma vez que foi possivel avaliar o efeito causado.
Além disso, a escolha dos organismos apresentou-se coerente com os objetivos do
presente estudo, pois permitiu a avaliagdo dos efeitos toxicos em representantes de

diferentes niveis tréficos;
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Em relagdo aos testes de toxicidade com V. fischeri e D. similis, o sistema de
tratamento de esgoto apresentou maior eficiéncia de remocdo de toxicidade para o

efluente nitrificado que para o efluente anaerébio, em relagdo ao bruto;

Os testes de aberracdes cromossOmicas em células meristemdticas de A. cepa
mostraram-se adequados para a avaliacdo dos efeitos citotoxicos, genotdxicos e
mutagénicos dos efluentes, uma vez que foi possivel verificar os efeitos toxicos em um

representante Vegetal.
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7. Recomendacoes

- Tendo em vista a importancia do retso agricola, recomenda-se que sua realizacdo ocorra
de forma planejada, de modo a minimizar possiveis impactos negativos tanto para cultura

irrigada, quanto para o solo e lencol fredtico;

- Por isso, recomenda-se a continuidade de estudos que avaliem os aspectos toxicologicos
do sistema solo-planta, bem como da soluc@o de solo. Sugere-se, que a avaliacdo da solucao
do solo seja realizada em diferentes profundidades para avaliacdo do comportamento do
efluente no perfil do solo. Aconselha-se ainda que sejam realizados testes de toxicidade

cronica para um monitoramento do potencial téxico a longo prazo;

- Por fim, recomenda-se que o uso de efluente hospitalar seja utilizado com cautela na
agricultura, tendo em vista que farmacos, hormonios e produtos de cuidade pessoal, mesmo
em baixas concentracdes, podem ocasionar uma contaminacdo no solo e na cultura irrigada.
Além disso, para esse tipo de efluente, recomenda-se um tratamento especifico, que objetive

inativar seus componentes toxicos.
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Anexo A. Dados experimentais dos testes realizados em D. similis

Tabela 1- Resultados dos testes definitivos de toxicidade aguda em D. similis nos efluentes bruto, anaerébio e nitrificado. Cl=
menor concentracio e C5 100% da amostra. I0= tempo inicial; Unidades: OD= mg.L™'; Condutividade Elétrica: pus.cm™

(Continua)
Julho/2010 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis
Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con. | I0 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 - - - - - 20 1 - >1 - 20 3 - - -
C2 20 0 - - - - - 20 2 - >1 - 20 1 - - -
C3 20 0 - - - - - 20 2 - >1 - 20 0 - - -
C4 20 0 - - - - - 20 0 - >1 - 20 0 - - -
C5 maior 20 0 - - - - - 20 0 - >1 - 20 3 - - -
Julho/2010 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis
Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con. | I0 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 20 4 7.32 >1 124,5 | 20 2 7,82 >1 393 |20 6 - - -
C3 20 0 20 20 7.52 >1 292 20 2 7,89 >1 581 |20 3 - - -
C4 20 0 20 20 7.47 >1 450 20 1 7,85 >1 823 |20 5 - - -
C5 maior 20 0 20 20 7.26 >1 720 20 8 7,72 >1 1057 | 20 4 - - -
ago/2010 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis
Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con. | I0 Imov. pH OD  Con.
C1 menor 20 0 - - - - - 20 0 7,9  >2 - 20 1 8,25 >2 -
C2 20 0 - - - - - 20 0 8,03 >2 - 20 1 8,80 >2 -
C3 20 0 - - - - - 20 1 8,14 >2 - 20 2 8,76 >2 -
C4 20 0 - - - - - 20 0 8,23 >2 - 20 17 8,49 >2 -
C5 maior 20 0 - - - - - 20 5 8,31 >2 - 20 20 8,30 >2 -
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(Continuagao)

set/2010 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con. | 10 Imov. pH OD  Con.
C1 menor 20 0 20 20 7,5 >1 - - - - - - - - - -
C2 20 0 20 20 7,53 >1 - - - - - - - - - -
C3 20 0 20 20 7,17 >1 - - - - - - - - - -
C4 20 0 20 20 7,11 >1 - - - - - - - - - -
C5 maior 20 0 20 20 75 >1 - - - - - - - - - -
Setembro/2010  Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracdes 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con.|I0 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 20 O > - - - - - - 20 1 - >1 -
C2 20 0 20 1 >1 - - - - - - 20 1 - >1 -
C3 20 0 20 1 >1 - - - - - - 20 3 - >1 -
C4 20 0 20 1 >1 - - - - - - 20 10 - >1 -
C5 maior 20 0 20 0 6,91 >1 - - - - - - 20 15 49 3,49 743
Nov/2010 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis
Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado

Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |I0 Imov. pH OD Con. I0 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 - - - - - 20 0 8,14 >1 591 20 0 7,08 >3 453
C2 20 0 - - - - - 20 0 8,19 >1 649 20 4 6,82 >3 490
C3 20 0 - - - - - 20 0 8,21 >1 723 20 17 6,29 >3 538
C4 20 0 - - - - - 20 0 8,31 >1 780 20 20 5,22 >3 584
C5 maior 20 0 - - - - - 20 0 8,28 >1 838 20 20 4,22 3,49 636
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(Continuagao)
Nov/2010 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis
Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado

Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 20 1 7,45 >1 - 20 0 7,56 >1 - 20 1 6,01 >3
C2 20 0 20 13 747 >1 - 20 1 7,14 >1 - 20 0 5,74 >3
C3 20 0 20 19 7,44 >1 - 20 0 7,08 >1 - 20 5 5,54 >3
C4 20 0 20 20 7,42 >1 658 [20 O 7,09 >1 - 20 2 5,36 >3
CS5 maior 20 0 20 20 7,45 >1 - 20 11 7,08 >1 879 |20 3 5.05 >3
Marc¢o2011 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracoes 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. [I00 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 - - - - - 20 2 7,97 >1 20 1 6,98 >5
C2 20 0 - - - - - 20 1 8,00 >1 20 0 6,67 >5
C3 20 0 - - - - - 20 2 8,06 >1 20 2 6,35 >5
C4 20 0 - - - - - 20 0 7,99 >1 20 5 5,71 >5
CS5 maior 20 0 - - - - - 20 2 8,02 >1 20 20 5,01 >5
Marc¢o/2011 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |I0 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 20 0 7,92 >1 - 20 1 8,03 >1 - 20 2 6,47 >5 -
C2 20 0 20 5 - >1 - 20 0 8,05 - - 20 0 6,16 >5 -
C3 20 0 20 3 - > - 20 0 - - - 20 3 5,68 >5 -
C4 20 0 20 11 - >1 - 20 4 8,09 - - 20 20 4,65 >5 -
C5 maior 20 0 20 20 8,19 >1 - 20 13 7,78 >1 - 20 20 7,06 >5 -
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(Continua)

Outubro/2011  Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. [I0 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 20 0 - - - 20 0 - - - 20 0 - - -
C2 20 0 20 2 - - - 20 2 - - - 20 O - - -
C3 20 0 20 2 - - - 20 0 - - - 20 0 - - -
C4 20 0 20 4 - - 20 1 - - - 20 0 - - -
C5 maior 20 0 20 6 6,89 >1 1145120 3 6,8 >2 1167|120 O 6,85 >2 1072
Outubro/2011  Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. [I00 Imov. pH OD Con. |I0 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 20 1 - - - 20 0 - - - 20 O - - -
C2 20 0 20 0 - - - 20 1 - - - 20 0 - - -
C3 20 0 20 4 - - - 20 1 - - - 20 0 - - -
C4 20 0 20 3 - - - 20 1 - - - 20 O - - -
C5 maior 20 0 20 7 6,62 >1 1070 |20 2 6,52 >1 1229 |20 2 6,67 >2 1209
Nov/2011 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. Similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado

Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. [I00 Imov. pH OD Con. |I0 Imov. pH OD Con.
C1 menor 20 0 20 20 - - - - - - - - 20 0 - - -
C2 20 0 20 20 - - - - - - - - 20 0 - - -
C3 20 0 20 20 - - - - - - - - 20 0 - - -
C4 20 0 20 20 - - - - - - - - 20 0 - - -
C5 maior 20 0 20 20 - - - - - - - - 20 0 6,55 >5 889
Dez/2011 Controle Teste de Toxicidade Agudo em D. similis

Agua de cultivo Ef. Bruto Ef. Anaerdbio Ef. Nitrificado
Concentracées 10 Imov. 10 Imov. pH OD Con. |I00 Imov. pH OD Con. |10 Imov. pH OD Con.
C1 20 0 20 1 - - - 20 5 - - - 20 O - - -
C2 20 0 20 6 - - - 20 1 - - - 20 O - - -
C3 20 0 20 10 - - - 20 11 - - - 20 2 - - -
C4 20 0 20 12 - - 20 16 - - - 20 0 - - -
C5 maior 20 0 20 20 7,73 >1 1148 | 20 16 6,97 >1 1047 |20 2 6,83 >5 910







