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RESUMO

Potencial de biodegradacao de residuos por Pleurotus spp.

O lodo gerado nas esta¢cOes de tratamento de agua (ETA) possui muitos
elementos quimicos provenientes dos solidos em suspensdo e dos produtos
adicionados durante o processo de tratamento da &gua. A vinhagca é um residuo
originado da destilacdo do alcool etilico que apresenta alta BDO, BQO, turbidez,
condutividade, alta concentracdo de sdlidos, acucares e compostos fendlicos.
Fungos do género Pleurotus sdo organismos decompositores que por meio de varios
mecanismos sd8o capazes de crescer e degradar compostos de composicao
complexa, presentes nos poluentes ambientais. O presente estudo objetiva avaliar
os efeitos proporcionados pelo tratamento por fungos do género Pleurotus em uma
mistura de lodo de ETA, vinhaca e bagaco de cana-de-aclUcar e posteriormente
aplicada como aditivo agricola no plantio de milho e girassol. Foram realizadas
analises fisicas e quimicas do lodo e da vinhaca assim como testes toxicoldgicos,
com organismos padronizados, dos residuos separadamente e da mistura antes e
depois do tratamento fungico. As plantas foram analisadas quanto as biomassas
frescas e secas, o comprimento radicular e da parte aérea e quantificados os
elementos quimicos por ICP OES. Os resultados caracterizaram o lodo como
argiloso, com alta concentracdo de Fe e Mn e a vinhaga com alta BDO, BQO,
turbidez, condutividade, alta concentracdo de solidos, acucares, sulfato, fosfato, K,
Ca e Mg. O desenvolvimento de Pleurotus na mistura de residuos incorporada ao
bagaco proporcionou um aumento nas variaveis: taxa germinativa dos cultivares,
biomassa fresca e desenvolvimento radicular e aéreo significativo e maiores que o
controle, em plantulas avaliadas aos de 30 dias de crescimento. Os elementos se
concentraram nas raizes de ambas as culturas com 30 dias de desenvolvimento em
misturas tratadas com P. ostreatus, sendo Al, Fe, Ca, K e SO4 0s mais
concentrados e na parte aérea foram K, Ca e SO, . Os testes de toxicidade mostram
gue a toxicidade da vinhaca e do lodo foi maior do que a toxicidade da mistura. A
toxicidade da mistura apds o crescimento de Pleurotus foi menor do que a toxicidade
da mistura sem o crescimento fungico.

Palavras-chave: Residuos; Fungos; Biodegradacéo; Toxicidade; Z. mays; H. annuus
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ABSTRACT

Potential of wastes biodegradation by Pleurotus spp.

The sludge generated in the water treatment plant (WTP) has many chemicals
from the suspended solids and from the products added during the water treatment
process. The vinasse is a waste originated from the distillation of ethyl alcohol
characterized by high values of BOD, COD, turbidity, conductivity, solids, sugars and
phenolic compounds. Fungi of the genus Pleurotus are decomposers organisms that
through various mechanisms are able to grow and degrade compounds of complex
composition, present in environmental pollutants. This study aims to evaluate the
effects given by the treatment by fungi of the genus Pleurotus to a mixture of water
treatment plant sludge, vinasse and bagasse from sugar cane and later applied as an
agriculture additive for corn and sunflower crops. Physical and chemical analysis of
the sludge and vinasse as well as standard toxicological tests concerning the waste
itself and of the mixed before and after fungal treatment were performed. Plants were
analyzed for fresh and dry biomass, root and shoot and chemical elements were
quantified by ICP OES. Results showed that the sludge is silty clayey with high
concentrations of Fe and Mn; vinasse, on the other way, was found to present high
levels of BOD, COD, turbidity, conductivity, solids, sugars, sulfate, phosphate, K, Ca
and Mg. Evaluating seedling at 30 days of growth, the development of Pleurotus
incorporated in the mixture of the crushed waste caused an increase on the following
parameters: cultivars germination rate, fresh biomass and the mean root and shoot
development larger than the control. On both cultures 30 days old and treated by P.
ostreatus, elements were shown to be concentrated on the roots being Al, Fe, Ca, K
and SO4- the most concentrated. On the shoots, the most common elements were K,
Ca and SO,4. The toxicity tests showed that the toxicity of the vinasse and of the
sludge, singly, was greater than the toxicity of the mixture. The toxicity of the mixture
after the growth of Pleurotus was lower than the toxicity of the mixture without fungal
growth.

Keywords: Wastes; Fungi; Biodegradation; Toxicity; Z. mays; H. annuus
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1 INTRODUCAO

O lodo é um residuo gerado durante o processo de tratamento da
agua. Esse processo envolve as etapas de floculagdo e decantacdo que sdo as
principais responsaveis pela geracdo do lodo. Durante a etapa de floculacdo séo
adicionados varios coagulantes que tem o papel de aderir as particulas presentes
em suspensdo na agua. De maneira geral, o lodo é formado por agua, produtos
quimicos, sodlidos, nutrientes, matéria organica, areia, argila, silte, organismos e
micro-organismos. Entretanto, as caracteristicas do lodo dependem das substancias
encontradas nos corpos d’agua, dos coagulantes adicionados no processo de
potabilidade da agua, sendo que esses fatores refletem a satde do manancial/ corpo
d’agua em questao. Atualmente a demanda por agua potavel esta aumentando e por
consequéncia ha o aumento da geracdo de lodo, gerando a necessidade de
tratamento e destinos adequados desse residuo.

A ETA Capim Fino do municipio de Piracicaba trata a agua do rio
Corumbatai e usa os coagulantes cloreto férrico e hidroxi-cloreto de polialuminio
(PAC). A geracdo de lodo nesta estacdo ndo é controlada, mas € estimado que
ocorra a geracdo de 1,2 toneladas por dia. Este lodo é caracterizado por alta
umidade, baixa relacdo C/N e a presenca de muitos elementos como Al, Fe e Mn. O
CONAMA 357 (2005) estabelece que o lodo pode ser descartado em corpos
hidricos, desde que obedeca as condi¢cdes e os parametros estabelecidos por essa
resolucdo. Entretanto, o lodo contem muitas moléculas que ndo sao analisadas ou
detectadas e que causam efeitos a saude ambiental e humana; sendo assim, o
descarte deste residuo nos rios causa um impacto ambiental. Alternativas viaveis e
ambientalmente vantajosas devem ser propostas levando em consideracdo as
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e ecotoxicolégicas do lodo. O lodo pode
ser utilizado como aditivo agricola desde que a concentracédo de elementos nao seja
elevada, ja4 que sua aplicacdo em solos pode aumentar a concentracdo de
micronutrientes e estabilizar o pH. Entretanto, para elevar a concentragdo de
macronutrientes o lodo deve estar associado a outros residuos, como palha, bagaco,
vinhaca e entre outros (TEIXEIRA; MELO; SILVA, 2005).

A vinhaca é um residuo gerado durante a destilacdo do alcool, sendo

que sua constituicdo basica é formada por dgua, matéria organica, K, Ca, Mn, SOy,
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melanoidinas e compostos fendlicos. O poder poluente da vinhaga é cerca de 100
vezes maior do que o esgoto devido a alta quantidade de matéria organica, baixo pH
e alta DBO e DQO. O despejo de vinhaca nos corpos hidricos provoca o aumento da
atividade microbiana, diminuicdo da concentracdo de O,, provoca a morte de
animais aquéticos e plantas e a contaminacdo dos corpos hidricos. Entretanto, a
adicdo de vinhaga nos solos proporciona o aumento da atividade microbiana,
aumento das condicdes fisicas do solo, estabilidade do pH e aumento da mobilidade
de nutrientes. Porém, a aplicacdo ndo deve ser maior do que a capacidade de
retencdo de ions no solo (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

Assim como a vinhaga, o bagaco de cana-de-acUcar € um residuo
agroindustrial, com producdo anual de mais 170 milhdes de toneladas no ano de
2013 (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB). O estado de Sao
Paulo possui a maior geracdo de bagaco, uma vez que é o maior produtor de cana-
de-acUcar do pais. Este residuo representa uma potencial matéria prima que pode
ser inserida em diversos setores como a fermentacdo e também pode ser utilizado
na incorporacdo de areas degradadas juntamente com outros residuos organicos. O
bagaco € formado por moléculas de lignina, celulose e hemicelulose; sendo assim,
micro-organismos que possuem enzimas capazes de quebrar essas moléculas
podem degradar esse residuo e liberar outros compostos que podem ser utilizados
por outros organismos. Os fungos apresentam caracteristicas interessantes que
podem ser utilizadas na degradacdo de residuos, uma vez que o modo de
crescimento permite a colonizacdo de grandes éareas. Os Basideomicetos sao
tolerantes a substancias e poluentes e a natureza ndo especifica das enzimas do
sistema ligninolitico permite que misturas complexas de poluentes sejam
degradadas. A acdo de enzimas como manganés peroxidase, peroxidase e lacase
produzidas por fungos do género Pleurotus podem degradar alguns poluentes e
residuos, como a vinhaca e o bagaco.

Tendo por bases essas caracteristicas, o presente trabalho tem o
intuito de utilizar uma mistura de residuos — como lodo de ETA e vinhaca acrescidos
de bagaco de cana-de-agucar — como substrato para o crescimento de fungos do
género Pleutotus e posteriormente avaliar a adicdo desta mistura tratada no

crescimento de culturas de milho e girassol.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho € avaliar os efeitos proporcionados
pelo crescimento de fungos do género Pleurotus na degradacao e desintoxicacédo de
uma mistura de residuos, como lodo de ETA e vinhaca, acrescidos de bagaco de

cana-de-acucar.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a toxicidade da mistura de residuos formada por lodo de ETA, vinhaca
e bagaco de cana-de-acUcar com e sem tratamento obtido pelo crescimento

de P. sajor- caju e P. ostreatus;

e Avaliar o potencial de utilizacdo da mistura de residuos tratada, para o
desenvolvimento de culturas, testando milho e girassol, aplicando a Norma
Associacdo Brasileiro de Normas Técnicas; International Organization
Standardization (ABNT NBR ISO 11269-2, 2009);

e Avaliar a presenca dos elementos quimicos nas diferentes partes das plantas,

como raiz e parte aérea;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Lodo
O lodo de Estagbes de Tratamento de Agua (ETA) é um residuo

proveniente do processo de potabilidade da agua. Esse processo envolve varias
etapas, mas as que estdo envolvidas com a geracdo de lodo sé&o
coagulacgao/floculacao e decantacédo (RICHTER, 2001) como mostra a Figura 1.

R flnfl ni

Dlatllbulcéo

-
-

Reaorvutério
Carvio dos Bairros

3 RO | LT 4 | Cloro
Flaor
Floculacao Decantacao Filtracdo

Figura 1 - Esquema de um sistema de producdo e distribuicdo de agua. Fluxo
operacional (1) Manancial de abastecimento (2) Aplicacdo de produtos
guimicos (3) Sistema de floculacdo (4) Sistema de decantacdo (5)
Sistema de filtracéo (6) Aplicacdo de cloro, flior e cal (7) Reservatério
da ETA (8) Reservatério elevado (9) CETESB, 2009

Na etapa de coagulacao/floculacdo sdo adicionados a agua sais de
aluminio e ferro na forma de sulfatos ou cloretos e polimeros catiénicos e anidnicos,
gue se juntam as particulas suspensas na agua e sao posteriormente decantadas e
separadas da agua (BAIRD, 2007). Os residuos gerados pelas ETAs refletem a
saude do manancial utilizado, uma vez que contem 0s compostos toxicos presentes
nas amostras brutas e as moléculas de sulfato férrico e de aluminio, adicionadas
como coagulantes (CORDEIRO, 1999; SARON; LEITE, 2001). No Brasil cerca de
80% das ETAs utilizam o processo convencional (com as etapas de
coagulacao/floculacdo/decantacaoffiltracdo) para tratamento da agua. A demanda

por agua potavel e a ma qualidade da agua esta exigindo maiores concentracdes de
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produtos quimicos nas ETAs, gerando maior quantidade de lodo (BOTERO et al.,
2009).

De modo geral, o lodo é constituido por agua, sélidos suspensos,
sélidos organicos e inorganicos (20 a 35%), matéria organica, micro € macro
nutrientes, metais potencialmente toxicos (BOTERO et al., 2009), organismos, micro-
organismos, coloides, areia, argila, silte e produtos quimicos provenientes dos
corpos d’agua ou que foram adicionados nas etapas do tratamento da agua
(KARVELAS; KATSOYIANNIS; SAMARA; 2003). Entretanto, as caracteristicas do
lodo gerado na ETA em cada estagdo estao relacionadas a qualidade da &gua bruta,
ao tipo e a quantidade dos produtos quimicos adicionados na estacdo e ao
desempenho do processo de tratamento (SUNDEFELD-JUNIOR, 2007). O lodo de
ETA de uma estacdo em Manaus/AM apresenta 68,90% de matéria organica devido
a alta quantidade de matéria organica presente na agua bruta captada proveniente
do Rio Negro/AM (BOTERO et al., 2009).

A ETA Capim Fino localizada no municipio de Piracicaba trata
aproximadamente 1.500 litros de agua por segundo captada do rio Corumbatai.
Esse volume de agua representa 90% do total de Agua destinada ao abastecimento
publico da cidade de Piracicaba. O tratamento € do tipo convencional completo,
envolvendo as etapas de oxidag&do, coagulacéo, floculacdo, decantacgéo, filtracao,
fluoretacdo, desinfeccédo e correcdo do pH final. No tratamento da agua, essa ETA
utiliza cloreto férrico ou hidroxi-cloreto (PAC) como coagulantes e cloro, cal, carvao e
fldor, os quais removem as impurezas e fazem a desinfeccdo da agua (DI
BERNARDO; DANTAS, 2005). A quantidade de lodo gerado por essa ETA nao é
controlada, mas é estimado que ocorra a producdo de 1,2 toneladas por dia, se a
guantidade de solidos suspensos presente nas aguas estiver entre 0,3 a 1,0% do
volume de agua tratada (MESSIAS, 2013).

Messias (2013) caracterizou o lodo de ETA retirado do floculador da
estacdo Capim Fino como uma amostra com particulas finas, alta umidade, baixa

relacédo C/N e a presenca dos seguintes elementos mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentracdo média dos elementos quimicos, em mg kg™, presentes em
lodo do floculador

Elementos Coleta 1 Coleta 2
Al - 76061
As 7,45 <LD

B - 183
Ba 405 832
Be 1,35 1,65
Ca 6152 12341
Cd 0,23 <LD
Co 19,50 59,20
Cr 28,40 162
Cu 37,00 57,60
Fe 42020 106760
Hg 0,15 <LD

K 3486 4589

Li - 30,30
Mg 4793 5650
Mn 4750 21218
Mo 1,10 466
Na 196 596
Ni 18,70 42,90
Pb 25,10 161
Se 0,39 3,04
Sr - 114
Ti 0,41 -

\Y 93,20 205
Zn 144 2015

U 2,22 -

<LD — Concentragdo menor que o limite de deteccdo do método
Fonte: MESSIAS (2013)

Segundo a NBR 10.004/871 e a Lei Estadual 12.493/992 o lodo é
classificado como residuo solido que deve ser minimizado, reutilizados e/ou
reciclado. O lancamento dos lodos nos corpos hidricos € regulado pela resolucao
CONAMA 357 (2005), desde que os descartes obedegam as condi¢des, padrbes e
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exigéncias estabelecidas por essa resolugcdo. Por isso, antes de realizar os
descartes dos residuos, os mesmos devem ser analisados fisica, quimica e
biologicamente e descartados de acordo com suas caracteristicas. Entretanto,
muitas moléculas toxicas presentes no ambiente aquatico, ndo sédo analisadas como
€ o0 caso dos contaminantes emergentes (drogas ilicitas, farmacos, produtos de
higiene pessoal, estrogénios, liquidos idnicos entre outros), 0s quais ndo constam
nas normas ambientais, mas podem causar efeitos negativos na saude ambiental e
humana (RICHARDSON, 2009; RICHARDSON; TERNES, 2011). Ha& muito tempo o
destino deste residuo sé@o os cursos d’agua préximo as estagdes, agregando a estes
elevadas cargas poluidoras. Sendo assim, é necessario buscar alternativas
econdbmica e tecnicamente viaveis, além de ambientalmente vantajosas para a
destinacéao final do lodo de ETA. Sua utilizacdo benéfica pode ser considerada uma
oportunidade para aumentar a receita das empresas de saneamento, mas também
reduzir custos e impactos ambientais associados a este residuo (HOPPEN et al.,
2006). De acordo com Januério e Ferreira Filho (2007), os custos de transporte e
disposicéo final de lodos tem se situado em torno de 100 a 150 reais por tonelada, o
gue tem justificado conduc¢des de pesquisas e estudos experimentais que permitiram
a reducao dos custos de tratamento com produtos quimicos, bem como a geracdo
de lodo. Atualmente, também ocorrem a disposi¢cdo do lodo em aterros sanitarios,
uso na formacao de biossélidos, emprego na construcao civil e aplicacdes industriais
diversas.

Na busca por métodos alternativos de descarte e/ou utilizacdo dos
lodos das ETAs, alguns parametros devem ser considerados como a quantidade e
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e ecotoxicolégicas, as vantagens e
desvantagens dos métodos escolhidos e o0s impactos ambientais envolvidos
(MESSIAS, 2013). Assim, para a reutilizagdo do lodo de ETA é de fundamental
importancia o estudo das caracteristicas do lodo a ser reciclado (BOTERO et al.,
2009).

No Brasil, atualmente ndo existe leis que regulamente a aplicagéo de
lodo da ETA na recuperacdo de areas degradadas ou em solos agricolas. O
CONAMA 375 (2006) faz referencia apenas ao uso agricola do lodo gerado pelas
estacOes de tratamento de esgoto ETE. A aplicagdo do lodo da ETA na agricultura
pode ser desinteressante devido as baixas concentracfes de matéria organica, alto

gasto com transporte do material, a necessidade de um efetivo acompanhamento do
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residuo, evitando impactos ambientais e a indisponibilidade do fosforo que pode ser
observada devido a presenca dos sais de aluminio (AMERICAN SOCIETY OF CIVIL
ENGENIEERS; AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION; SABOGAL-PAZ,
2007; DI BERNARDO; DANTAS, 2005). Mas segundo Teixeira, Silva e Melo (2005),
o lodo de ETA pode ser empregado como aditivo agricola e ser disposto em areas
degradadas, ja que tem a capacidade de elevar os teores dos micronutrientes e
estabilizar o pH do solo; porém em altas concentracdes pode ocasionar a salinidade
do solo. Alguns elementos sdo nutrientes essenciais aos vegetais, e como sao
absorvidos na nutricdo vegetal em pequenas quantidades sdo chamados de
micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Zn) (ALLOWAY; AYERS, 1997). Por isso, para fins de
recuperacdo das areas degradadas e a incorporacdao no solo, para o fornecimento
de macronutrientes, sua aplicacdo deve estar associada a um residuo organico,
como serragens, palha de cana-de-acucar, produtos de compostagens, esterco
bovinos, entre outros compostos. Teixeira; Melo; Silva (2005) avaliaram a disposi¢cao
de lodo de ETA em solos degradados, os quais indicaram aumento dos teores de
Ca’* e Mg?* ap6s adicéo de lodo.

Algumas espécies metalicas como cobre, zinco, niquel, chumbo,
cadmio, cromo, manganés, aluminio e ferro possuem ac¢bes toxicas, podendo
apresentar efeitos positivos ou negativos na reutilizacdo desse residuo (BOTERO et
al., 2009). Porém, dependendo da concentracdo dos elementos, a aplicacdo de lodo
pode melhorar a agregacédo do solo, aumentar o pH, a disponibilidade de nutrientes
para a plantas, a capacidade de retencdo e a aeracédo do solo (TEIXEIRA; MELO;
SILVA, 2005). Dessa forma, o lodo ainda pode ser aplicado como condicionante de
solo para germinacdo de sementes, grama comercial para campos de atividades
esportivas e na recuperacdo de areas erodidas. Para tanto estudos devem ser
realizados, considerando o acumulo de metais no solo e a absor¢cao de nutrientes

pelas plantas.

3.2 Vinhaca e bagaco

A vinhaca € um residuo proveniente da destilacdo do alcool etilico.
Estima-se que ocorra a geracdo de 8 a 18 litros de vinhaga por litro de &lcool
produzido, sendo que a composi¢cdo e caracteristicas especificas dependem da

cultura utilizada (cana-de-acucar, milho, beterraba), equipamentos e dos processos
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de producéo do alcool. De modo geral, a vinhaga possui em torno de 94-97% de
agua, grande quantidade de matéria organica e elementos/moléculas K, Ca, Mg e
SO, (FERREIRA et al.,, 2011). A coloracdo escura é devido a presenca de
melanoidinas de elevado peso molecular formado por compostos fendlicos. Estes
compostos sao altamente recalcitrantes e permanecem no ambiente, mantendo
propriedades antioxidantes (FERREIRA et al., 2010). O poder poluente € cerca de
cem vezes maior que o esgoto doméstico, sendo que isto ocorre devido a riqueza
em matéria organica, baixo pH, elevada corrosividade, elevada DQO e DBO (42.000
e 100.000 mg L™?, respectivamente) (FREIRE; CORTEZ, 2000).

Devido a todas as caracteristicas mencionadas, a vinhaca pode
promover o aumento da populacdo microbiana no solo. A matéria organica contida
na vinhaca € metabolizada por fungos que neutralizam a acidez permitindo a
proliferacdo bacteriana responsavel pela mineralizacao e imobilizacdo do nitrogénio,
nitrificacdo, desnitrificacdo e fixacdo bioldgica. A neutralizacdo da acidez do solo
também proporciona o0 aumento de outros micro-organismos participantes de outros
ciclos biogeoquimicos (SILVA; COELHO, 2006). A adicdo de vinhaca combinada
com matéria organica pode melhorar as condi¢des fisicas do solo e a mobilizacao de
nutriente (CHRISTOFOLETTI et al,, 2013). Com isso, 0 uso da vinhaca na
agricultura é viadvel, mas a quantidade aplicada no solo ndo pode ultrapassar a
capacidade de retencdo de ions, sendo a dosagem dependente das caracteristicas
do solo e da distancia de corpos d’agua (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Quando
usadas em proporcdes desbalanceadas, acarretam na lixiviagdo de ions, como
nitrato e potassio. Entretanto, quando usada em concentracdes adequadas a
vinhacga proporciona elevag¢do do pH, aumento na disponibilidade de ions, aumento
da CTC, retencdo de agua e estrutura fisica do solo, sendo usado como substituto
parcial ou total de fertilizantes (SILVA; COELHO, 2006).

Apesar de ser usada na agricultura, a vinhaca ainda é despejada em
rios e outros corpos d’agua. As consequéncias do descarte em ambientes aquéticos
sdo conhecidas ha muito tempo. A carga orgéanica da vinhaga provoca a proliferacao
de micro-organismos que deterioram o oxigénio dissolvido na agua, provoca a morte
de animais aquaticos e plantas e contamina os corpos d’agua, dificultando o uso
como fonte de 4gua potavel. Além disso, a descarga de vinhaga em corpos d’agua
libera odor desagradavel e contribui para a disseminacdo de doencas como a

malaria, amebiase e esquistossomose (LAIME et al., 2011).
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Assim como a vinhacga, o bagaco de cana-de-acUcar é um residuo
agroindustrial gerado em grandes quantidades no Brasil. O Brasil € o maior produtor
mundial de cana-de-acucar, com  aproximadamente 350 refinarias
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013). No ano de 2013 foram produzidos 595,13 milhdes
de toneladas de cana, sendo que a geracao de bagaco foi de aproximadamente 30%
do total de cana produzida (178,53 toneladas) (CONAB, 2013). No estado de Sé&o
Paulo, em virtude da proibicdo legal das queimadas nos canaviais até o ano de 2031
ha uma intensificacdo do uso da colheita de cana-crua mecanizada, que pode deixar
camadas de até 10 cm de palha ou 20 t ha™ de residuos na superficie do solo
(RAMOS et al., 2009).

Este residuo representa uma potencial matéria-prima que pode ser
inserida em diversos setores em vez de descarta-los, como a fermentacéo (SCCOL,;
VANDENBERGHE, 2003) e incorporacdo em solos e areas degradadas (TEIXEIRA;
SILVA; MELO, 2005). Grande parte do bagaco é destinada a producdo de energia
pela sua queima (PATTRA et al., 2008), porém a sobra de bagaco € preocupante,
pois toma espaco, polui e deve ser encontrada uma forma de utiliza-la. O bagaco de
cana contém de 25 a 40% de celulose, 20 a 35% de hemicelulose e lignina (15 a
35%), com pequenas quantidades de outros compostos classificados como
componentes estranhos (COWLING, 1961; KIRK; CROAN; TIEN, 1976). Entretanto,
sua constituicdo quimica depende do tipo do solo, variedade da cana, técnicas de
colheita e 0 manuseio empregado (RODRIGUES, 2008; CAMARGO et al., 2009).
Devido a sua constituicdo formada por carboidratos, micro-organismos que possuem
um sistema ligninolitico formado por enzimas capazes de desestabilizar a estrutura
da lignina podem crescer e degradar o bagaco, liberando outros
compostos/elementos que podem ser utilizados por outros organismos (BONONI,
1997; CLOETE; CELLIERS, 1999; CHAGAS; DURRANT, 2001).

3.3 Fungos e degradacao

Fungos séo organismos que atuam diretamente no processo de
decomposicdo, sendo os principais responsaveis pela reciclagem do carbono nos
ecossistemas. Eles degradam os componentes da madeira, celulose, hemicelulose e
lignina a partir dos quais obtém energia para seu crescimento e reproducdo. Fungos

da podriddo branca pertencentes ao filo Basidiomycotina e alguns organismos do filo
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Ascomycotina sdo 0s Unicos micro-organismos/organismos conhecidos com a
capacidade de metabolizar completamente a molécula de lignina a gas carbonico e
agua, sendo os maiores responsaveis pela degradacao dos tecidos vegetais (KIRK;
FARREL, 1987). A degradacédo da lignina por estes fungos € mais rapida do que a
causada por outros organismos (KIRK; FARELL, 1987; TUOMELA et al., 2000). Este
grupo € popularmente conhecido como cogumelos, orelhas de pau, bolores, bufa de
lobo, trufas, mofos, entre outros (MOREIRA NETO, 2006). No enfoque ecoldgico, 0s
basidiomicetos possuem papel fundamental na ciclagem de nutrientes e manutencao
dos ecossistemas, atuando na degradacdo da matéria organica. Sao saprdfitos,
parasitas e formam associagcdes com plantas. A conservacao in situ deste grupo de
organismos esta ligada a conservacao de florestas preservando, assim os habitats
onde eles ocorrem (HAWKSWORTH, 2001).

Os fungos apresentam uma série de caracteristicas que 0s tornam
interessantes para aplicacdo em sistemas de biodegradacéo. Eles sdo capazes de
crescer sob condicdes de estresse ambiental, sendo que o modo de crescimento
permite a colonizacdo de grandes éareas. Assim, o0 contato superficial com o
contaminante é otimizado, aumentando sua biodisponibilidade e, consequentemente
sua biodegradacéao (DUPONT et al., 1997).

Fungos basidiomicetos lignoliticos da podriddo branca séo versaveis e
tem um enorme potencial em degradar e mineralizar varios poluentes devido a alta
tolerdncia a substancias téxicas como: residuos industriais, pesticidas, poli clorados,
hidrocarbonetos arométicos, corantes, conservantes de madeira e xenobibticos. A
capacidade de degradacao de diferentes compostos por basidiomicetos lignoliticos
estd associada a natureza ndo especifica do sistema enzimatico lignolitico desses
organismos que permite que até mesmo misturas complexas de poluentes sejam
degradadas (BARR; AUST, 1994; MONTEIRO, 2001). A degradacgé&o da lignina e de
poluentes organicos por fungos basidiomicetos constitui um processo oxidativo
extracelular relativamente inespecifico que consiste em um processo resultante da
acdo coordenada de uma série de enzimas. Os fungos sdo reconhecidos por sua
habilidade em produzir uma ampla variedade de proteinas extracelulares, acidos
organicos e outros metabdlitos, além de sua capacidade para se adaptar a varios
contaminantes ambientais (COULIBALY; GERMAIN; SPIROS, 2003). Entretanto,
essa capacidade € variavel devido as diferencas fisiologicas, constituicdo genética e

0 padrdo de expressdo das enzimas (ASGHER et al., 2008). Mas sabe-se que o
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crescimento desses fungos diminui em condi¢des limitadas de nitrogénio e carbono,
e a atividade de enzimas lignoliticas aparece como forma de metabolismo
secundario (KIRK; FARELL, 1987; TUOMELA et al., 2000).

A maioria das pesquisas sobre o desempenho de fungos da podridao
branca foi conduzida em solos autoclavados, sendo que nessas condi¢cdes 0s
resultados mostram boa taxa de crescimento e desenvolvimento de forma eficiente
na degradacéo de poluentes toxicos. Entretanto, os resultados ndo séo significativos
guando esses fungos séo cultivados em ambiente natural com outros organismos no
solo e outras variaveis como pH e temperatura. A aplicacdo de fungos da podriddo
branca no ambiente natural € um desafio, pois o crescimento de bactérias é mais
rapido do que o crescimento fungico e ambos competem por fontes de nutrientes
(HEINFLING et al., 1998).

3.3.1 Pleurotus

Fungos do género Pleurotus sdo pertencentes a divisdo Basidiomycota,
a classe Homobasidiomycetes e a ordem Agaricales (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Este género é cosmopolita, (MODA, 2003; FELINTO, 1999), possui alto
valor nutricional, rico em proteinas, fibras, hidratos de carbono, vitaminas e minerais
e ocupa a terceira posicdo na producdo comercial de cogumelos no mundo
(OBODAI; CLELAND-OKINE; VOWOTOR, 2003). Esses fungos também exibem
propriedades terapéuticas como antiviral, antitumoral, inducdo de atividades
imunoldgica, atividade antioxidante, antimicrobiana e antiproliferativa (NGAI; NG,
2004).

Pleurotus, assim como outros basidiomicetos da podriddo branca, séo
caracterizados pela habilidade de degradar polimeros da lignina em tecidos
vegetais. A lignina é um polimero aromatico da parede celular vegetal que
proporciona a célula rigidez, impermeabilidade, resisténcia microbiana e possuem
uma biodegrabilidade restrita. Devido a essas caracteristicas o ataque inicial do
fungo precisa ser extracelular, ndo especifico e oxidativo (KIRK; CROAN; TIEN,
1986; KLYOSOV, 1990). A biodegradacao lignolitica envolve a acdo de enzimas
como lignina peroxidase, manganés-peroxidase, peroxidases e lacases (ERIKSSON,
1990; KIRK, CROAN; TIEN, 1986; HATAKKA, 1994; LEE, MOON, 2003; FERRAZ,
2004; JORGENSES et al.,, 2005), entretanto Pleurotus spp. apenas produzem
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manganés peroxidases (MnP), peroxidases, lacases (COHEN; PERSKY; HADAR,
2002). Eles sdo encontrados naturalmente em materiais lignoceluloliticos (OBODAI,
CLELAND-OKINE; VOWOTOR, 2003), sendo que varios substratos que contém
lignina e celulose podem ser utilizados para o cultivo como madeira, palha de arroz,
hastes de algod&o e outros residuos agricolas que podem ser reciclados e usados
como ragao animal ou na preparagdo de outros produtos (COHEN; PERSKY;
HADAR, 2002).

Assim como os demais fungos basidiomicetos da podriddo branca,
Pleurotus spp. sdo biologicamente versateis quando a biodegradacdo de materiais
contaminantes. E relatado que o fungo P. ostreatus é capaz de degradar e
mineralizar compostos xenobidticos, como PAHs, corantes industriais e outros
poluentes do solo, como atrazina (MENEZES, 1997; DELLAMATRICE et al., 2005) e
que esse processo deve-se a acao de enzimas lignoliticas. Da mesma forma,
Pleurotus spp age na degradacéo de residuos como o bagaco por meio da hidrélise
enzimatica das ligacdes glicosidicas das cadeias de celulose e um ataque ao
polimero da lignina. Estas fibras de celulose geralmente fixam outros polimeros,
como hemicelulose. Durante o processo de degradacdo, o bagaco é convertido em
fibra e em muitos tipos de acglcares, que pode ser disponibilizados para as plantas e
outros organismos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Pleurotus ssp. pode promover a degradacdo e a descoloracdo da
vinhaca, diminuindo parametros como: turbidez, DQO, BDO, fendis, solidos
suspensos e dissolvidos e condutividade (FERREIRA, 2009). Autores relatam que o
mecanismo de descoloracdo envolve primeiramente a absor¢cdo de pigmentos pelo
micélio durante o crescimento fungico, e finalmente a acumulacéo intracelular no
citoplasma. Consequentemente, as enzimas intracelulares atuam na degradacao
e/ou absorcdo em células como macromoléculas (FERREIRA et al., 2011). Outros
estudos mostram que alguns fungos tém a capacidade de adsorcédo e fendis e

clorofenois presentes em residuos agroindustriais (DENIZLI et al., 2005).

3.4 Histoérico de trabalhos desenvolvidos

Diversos trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Ecologia
Aplicada utilizando os fungos Pleurotus ssp. Inicialmente, os estudos com esses

fungos foram desenvolvidos utilizando a vinhaga bruta como meio de crescimento
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para a producdo de biomassa e exopolissacaridios (WADT, 2008). Posteriormente,
houve o desenvolvimento de outros trabalhos com Pleurotus spp. crescidos em
vinhaca diluida e enriguecida com meio mineral e bagaco, com o foco na producéo
de enzimas lignoliticas (FERREIRA, 2009; SARTORI, 2011; SOUZA, 2012). Ferreira
(2009) iniciou o estudo da descoloracdo da vinhaca por esses fungos e observou
conjuntamente diminuicdo da DQO, DBO, turbidez e da cor. J& Souza (2012)
estudou a descoloracédo do corante indigo utilizando as enzimas produzidas durante
o cultivo dos fungos do mesmo género em vinhaca.

Em todos os estudos desenvolvidos, a linhagem Pleurotus sajor-caju
CCB 020 foi a que mais apresentou resultados promissores, inclusive de diminui¢cao
da toxicidade da vinhaca para Raphidocelis subcapitata - antes denominada de
Pseudokirchneriella subcapitata (KRIENITZ; BOCK, 2012) - Daphnias e Hydra
attenuata. Os dados mostraram que P. sajor-caju CCB 020 pode ser aplicado em
processos de remocéo da cor e na degradacdo de compostos da vinhaga, ocorrendo
desintoxicacdo e melhora na sua qualidade, podendo ser indicada como agua de
reuso e que a acao das enzimas do sistema lignolitico de P. sajor caju CCB 020

demostrou ser eficiente na descoloracdo do corante indigo.

3.5 Ecotoxicologia

Ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos das substancias
naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos, popula¢cfes, comunidades e 0 meio
ambiente na sua totalidade (PLAA, 1982; ADAMS, 1995). O objetivo dessa ciéncia é
compreender como 0S ecossistemas metabolizam, transformam, degradam,
eliminam, acumulam e sofrem a acdo da toxicidade das diversas substancias
quimicas neles introduzidas. Esta fundamentada no principio de que a resposta dos
organismos vivos depende da concentracdo do composto quimico a que foram
submetidos, do sinergismo e antagonismo das moléculas, do tempo de exposicao,
da idade e das condi¢des de saude dos organismos (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

No Brasil, o seu desenvolvimento comegou ap0s a participacdo da
CETESB, em um programa internacional de padronizacdo dos testes agudos
desenvolvidos com peixes, pela ISO em 1975. A padronizacao e o conhecimento da
capacidade de utilizagdo dos organismos testes, principalmente os aquaticos, nos

estudos dos efluentes liquidos complexos ou das interacbes entre 0s compostos
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toxicos presentes nos efluentes, acelerou o desenvolvimento dessa ciéncia (OGA,;
SIQUEIRA, 2003). Esses testes tém tido sucesso nas caracterizacbes dos agentes
toxicos, ja que detectam a contaminacao em diversos ambientes.

Os procedimentos quimicos ndo fornecem informacdes suficientes
sobre os potenciais efeitos nocivos dos poluentes no meio ambiente e sao incapazes
de prever o efeito sobre 0s organismos no ecossistema (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006). Por isso, € importante a realizacdo de testes toxicoldgicos para determinar os
efeitos dos efluentes aos organismos. Os testes podem ser realizados em um curto
espaco de tempo, com custos acessiveis e uma estrutura relativamente simples para
o desenvolvimento dos mesmos. Esses testes tém tido sucesso nas caracterizacdes
dos agentes téxicos, ja que detectam a contaminacdo em diversos ambientes. Os
resultados dos testes desenvolvidos com indicadores biolégicos de qualidade da
agua e do solo que sao padronizados mundialmente (MOREIRA-SANTOS;
SOARES; RIBEIRO, 2004), possibilitam a comparagao mundial da sensibilidade dos
organismos e a toxicidade das amostras nos diferentes niveis tréficos, ao longo da
cadeia alimentar (DIAZ-BAEZ et al., 2002; DAVOREN; FOGARTY, 2004,
OBERHOLTER; BOTHA; CLOETE, 2008).

Os critérios de avaliacdo do teste de toxicidade aguda e cronica séo a
mortalidade, imobilidade, alteracbes morfologicas e fisioldgicas, crescimento e
capacidade reprodutiva dos organismos-teste, em relacdo a uma curva de
dose/resposta que conduz ao calculo da CLsy (concentracdo letal), CEsg
(concentracao efetiva) e Clsp (concentracdo da inibicAo do crescimento). Esses
valores representam a concentragdo da substancia toxica necessaria para afetar
50% dos organismos testados. Essa concentracao é estimada pela exposicao dos
organismos a uma série de concentracdes das solucbes. Para os testes serem
considerados aceitaveis e validos, a sobrevivéncia no controle deve ser de no
minimo 90% (ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS - ABNT,
2004a).

Alguns organismos utilizados em testes ecotoxicolégicos sao:
Raphidocelis subcapitata, Daphnia magna, Daphnia similis, Hydra attenuata,
Chironomus xanthus, Danio rerio, Folsomia candida e Zea mays. Todas essas
espécies sao utilizadas para avaliar as amostras ambientais, residuos industrias,
produtos quimicos, fertilizantes, farmacos, entre outras substancias (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006; PADILHA, 2007; JARDIM; ARMAS; MONTEIRO, 2008).
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3.6 Determinagdes dos efeitos dos poluentes no solo na flora

Dentre as metodologias de avaliacdo de qualidade de um solo
contaminado, ha a possibilidade de avaliar os efeitos de poluentes na flora terrestre.
A Norma ABNT NBR ISO 11269-2 (2009), apresenta uma metodologia baseada na
ISO 11269-2 (2005) elaborada pelo Comité Técnico de Qualidade do Solo (ISO/TEC
190) e Subcomité de Métodos Bioldgicos.

Esta norma descreve como deve ser feitos os testes para avaliacéo
dos efeitos de emergéncia e crescimento das plantas exposta a um
produto/composto quimico conhecido ou desconhecido que foi incorporado ao solo.

Espécies monocotilédones e dicotiledéneas sdo muito comuns em testes
germinativos e de crescimento e desenvolvimento de biomassa radicular e aérea. O
milho é uma monocotiledénea, pertence a familia Poaceae, que apresenta caule
delgado, raizes fasciculadas, germinacdo e crescimento relativamente rapido
cultivado ao longo do ano. Essa espécie tem sido muito utilizada para avaliar o
indice germinativo, o melhoramento genético, absorcdo de nutrientes, adubacao e
crescimento vegetativo (PADILHA, 2007; MARTINES, 2009; PEDRINHO, 2009;
ZAVASCHI, 2010; MATA et al., 2011). O girassol € uma dicotiledbnea que possui
ampla adaptabilidade, alta tolerancia a seca e um sistema radicular pivotante com
um conjunto de raizes secundarias, além de ser pouco sensivel ao fotoperiodismo.
Devido a essas caracteristicas, o girassol vem sendo testado em estudos com
acumulacdo de substancias (RODACK et al., 2011), como Oleo lubrificante que
contem altas taxas de Al em sua composi¢ao (SOUZA, 2009).

3.7 Anédlises de Elementos Quimicos

Uma das técnicas de deteccdo de elementos quimicos em material
vegetal consiste primeiramente em uma etapa de digestdo das amostras e
posteriormente a detecgdo por espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Os fornos micro-ondas sao capazes de realizar
a decomposicao/digestdo de amostras organicas e inorganicas. Quando a radiacao
micro-ondas interage com a solucéo acido/acidos, fenbmenos como migracao iénica
(movimento eletroforético dos ions dissolvidos em solucédo) e rotacdo de dipolos

(efeito que o campo elétrico oscilante das micro-ondas causa as moléculas da
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amostra que possuem momento dipolar induzido ou permanente) podem surgem e
potencializar a decomposi¢do da amostra de interesse (NOGUEIRA et al., 2008). J&
o principio da técnica de espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) consiste em um gas ionizado em que a amostra
€ gqueimada a uma temperatura suficiente alta para fazer com que os atomos emitam
elétrons. A emissdo de cada ion de interesse ocorre em faixas especificas do

espectro, que € medida em sistema Optico (RAINONE, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta do Material

Amostras de lodo do floculador foram coletadas na ETA — Capim Fino,
localizada no bairro Guamium, saida 27 da rodovia Fausto Santo Mauro — SP 127,
no municipio de Piracicaba/SP. A coleta foi realizada com um coletor de sedimento e
sélidos, de aco-inox, no compartimento do floculador, quando este foi esvaziado
para lavagem e limpeza, pela empresa. O lodo foi colocado em sacos plasticos de
poliestireno e armazenado em camera fria a 4°C.

A vinhaca foi coletada na usina Iracema, localizada na Zona Rural s/n°®,
no municipio de Iracemapolis. A coleta foi feita na saida da dorna de fermentacao
sendo considerada livre de contaminantes. A amostra foi armazenada em galdes de
20 litros de polietileno em camera fria a 4°C.

As amostras de bagaco moido e seco de cana-de-acucar foram
cedidas pelo Laboratério de Radiobiologia e Ambiente do CENA/USP, sendo

armazenado em latdo de aco hermeticamente fechado.

4.2 Fungos

Foram selecionados os fungos Pleurotus sajor-caju CCB020 e
Pleurotus ostreatus para a degradacdo de uma mistura constituida de lodo, bagaco
e vinhaca. A selegdo dos fungos foi feita com base em trabalhos publicados na
literatura e pelos resultados de trabalhos realizados no Laboratério de Ecologia
Aplicada por Aguiar Filho (2008), Ferreira (2009) e Souza (2012). Os fungos
selecionados fazem parte do estoque de culturas do Laboratério de Ecologia
Aplicada do CENA/USP, Piracicaba — SP.

4.3 Armazenamento e cultivo dos fungos

De acordo com a metodologia de Rosolen (2004), os fungos foram
armazenados em graos de trigo previamente hidratados por 24 horas, na proporgao
de 2:1 (agualtrigo). Depois os graos foram lavados e cozidos por 30 minutos. Em
seguida, os graos foram tamponados com 0,2% de carbonato de calcio e 0,8% de
sulfato de calcio na propor¢cdo do peso do grédo. Logo apds, os graos foram

colocados em saquinhos de poliestireno (10 x 15 cm) com aproximadamente 60 g de
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gréo de trigo. Os saquinhos foram vedados com tampé&o de algod&o, amarrados com
barbante e autoclavados a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Apés a esterilizagdo, 0s
saquinhos foram mantidos a temperatura ambiente. Para estoque das culturas, os
graos de trigo foram inoculados com os fungos, crescidos em MEA (extrato de malte
e agar) por sete dias e mantidos a 28°C em estufa B.O.D. por 20 dias. Apos o
crescimento dos fungos, os saquinhos foram armazenados em refrigerador a 4°C e
renovados a cada seis meses.

As espécies armazenadas em graos de trigo foram utilizadas para
inoculacdo em placas de Petri contendo meio sélido de extrato de malte (MEA),
previamente esterilizados em autoclave a 121°C e latm por 15 minutos. Feito o
in6culo, as placas foram entdo incubadas em estufa B.O.D. a 28°C, para o
crescimento dos fungos. A cada sete dias foram realizados repicagens destes

fungos para novas placas contendo meio MEA para utilizagcdo nos experimentos.

4.4 Desenvolvimento de P. sajor-caju CCB020 e P. ostreatus em lodo de ETA,
vinhaca e bagac¢o de cana-de-acucar

Os experimentos foram realizados em sacos de poliestireno (40 X 60
cm) com capacidade para 20 kg. Foi colocada aos sacos uma mistura de:

7,5 L de lodo + 7,5 L de vinhaca diluida a 50% + 3 kg de bagaco

Os sacos foram vedados com tampédo de algodao e amarrados com
barbante. Em seguida, os sacos foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm
por 30 minutos. ApOs atingir a temperatura ambiente, a mistura foi inoculada com
discos de micélios com os fungos P. sajor-caju e P. ostreatus, separadamente, na
proporcdo de 5% do peso dos sacos e mantidos por 15 dias a 29°C = 2°C. O
controle consistiu na mistura dos residuos sem a inoculagdo dos fungos. Depois de
15 dias, a mistura foi incorporada em um substrato comercial (Basaplant),
constituido de turfa vegetal, vermiculita expandida e fibra de coco.

Todo o experimento foi feito com os residuos autoclavados levando em
consideracao que fungos da podriddo branca, como Pleurotus, ndo se desenvolvem

de modo eficaz quando outros organismos estdo presentes nos residuos
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(HEINFLING et al., 1998). Assim, para observar a agdo e modo como agem esses
fungos, optou-se por autoclavar os residuos antes da inoculacéo dos fungos.

A escolha da proporcdo de residuos foi feita com base em um
experimento anterior, onde foram testadas proporcdes diferentes de residuos. Este
experimento foi realizado em saquinhos de poliestireno (10 X15 cm) em trés réplicas,

com as seguintes proporgdes v/v de residuos:

e 100%: 50 mL de lodo + bagaco;
e 75%: 37,5 mL de lodo e 12,5 mL de vinhaca diluida a 50% + 10 g de bagaco;
e 50%: 25 mL de lodo e 25 mL de vinhaca diluida a 50% + 10 g de bagaco;

A forma de esterilizacdo dos saquinhos contendo os residuos foi a
mesma do experimento descrito anteriormente. Depois de esterilizados, o0s
saquinhos foram inoculados com P. sajor-caju e P. ostreatus, separadamente e
mantidos em estufa B.O.D. a 28°C. Depois de 15 dias, foi observado que o melhor
crescimento do fungo ocorreu na proporcéao de 50% vi/v.

A escolha desses residuos foi feita com o intuito de utilizar essa
mistura na agricultura apdés o crescimento fangico. Para isso, foi necesséario a
utilizacdo de residuos organico — como o bagaco e a vinhaca — visto que o lodo
possui baixa relacdo C/N, sendo que a vinha possui macro e micronutrientes e o

bagaco auxilia na aeracdo do solo e como fonte de carbono.

4.5 Determinacdes dos efeitos dos poluentes no solo na flora

4.5.1 Cultivo de Zea mays e Helianthus annuus em lodo de ETA, vinhaca,
bagaco em substrato comercial

Sementes de milho e girassol foram doadas pelo Departamento de
Sementes da ESALQ, sendo as sementes da variedade hibrida 20A78 e BRS 329,
respectivamente. As sementes doadas séo livres de produtos quimicos e
procedimentos fisicos. A escolha do milho foi baseada no trabalho de Messias
(2013), onde foi descrito o desenvolvimento de milho em uma mistura de substrato
comercial e lodo de ETA. J4, a escolha do girassol foi baseada no trabalho de Souza
(2009) em que descreve que esta cultura € tolerante a elementos inorganicos e
alguns metais (por exemplo, o aluminio) presentes em residuos, como Oleo

lubrificante.
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Depois de 15 dias de crescimento dos fungos na mistura de lodo,
vinhaca e bagago descrita no item 4.4, a mesma foi incorporada a um substrato
comercial (Basaplant), constituido de turfa vegetal, vermiculita expandida e fibra de
coco. A mistura foi distribuida em vasos plastico de polietilieno com capacidade de
dois kg e depois de 15 dias houve o plantio das sementes de milho e girassol, como
mostra a Figura 2.

Mistura de Mistura de Mistura de
Lodo + Bagaco +Vinhaca Lodo + Bagaco + Vinhaca + Lodo + Bagaco + Vinhaca
P. gaior-caju + P ostreatus
ABNT NBR IS0 11265-2 (200%) ABNT NBR IS0 11265-2 (2009) &
Y ¥
Incorporada ao Incorporada ao Incorporada ao
substrato comercial substrato comercial substrato comercial
15 dias 15 dias 15 dias
L ¥ Y
Plantio de milho (Z. mays) Plantio de milho (Z. mays) Plantio de milho (Z. mays)
e girassol (H. anaus) e girassol (H. anaus) e girassol (H. annus)
30 e 60 dias 308 B0 dias 30 e 60 dias

Comprimento dasraizes e parte aérea

¥
Massa fresca e seca dasraizes e parte aérea

|

Digestio dasraizes e parte aérea em micro-ondas

Y
Analise dos elementos por ICP
OES

Figura 2 - Esquema das etapas de incorporacdo da mistura e plantio de milho e
girassol

A incorporacdo da mistura ao substrato foi feita com base na
capacidade maxima de retencédo de agua (CMRA) para 100 g desse substrato de
referencia ABNT NBR ISO 11269-2 (2009), conforme o calculo:

CMRA (em % de massa seca) = (S-T-D/D)*100
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Onde: S = peso do solo escorrido + peso do frasco + peso do papel de filtro;
T = tara (peso do frasco + peso do papel de filtro);

D = massa seca do substrato

Ap6s 15 dias, foram plantadas sementes de milho e girassol nos vasos
com a mistura. O experimento foi feito com trés réplicas, sendo que os vasos foram
mantidos em casa de vegetacdo com fotoperiodo de 12 horas (claro: escuro) a
temperatura de 30°C = 2°C. Foram plantadas seis sementes de milho e cinco
sementes de girassol por vaso. A irrigacao foi feita com agua deionizada sempre que
necessario. Apés a germinacdo de 50% das sementes, foram deixadas em cada
vaso apenas duas plantulas de milho e uma plantula de girassol. Depois de 30 e 60
dias de crescimento ap0s a germinacao, foi determinado o comprimento e massa
seca e fresca das raizes e parte aérea do milho e do girassol. A massa fresca e
medidas de comprimento foram determinadas depois que as plantas foram lavadas.
Para a massa seca foram levadas em estufa a 65°C, com ventilacdo forcada, até
atingir massa constante. Posteriormente, as amostras foram moidas em moinho
criogénico e realizada a digestdo das mesmas em micro-ondas no Laboratorio de
Quimica Analitica do CENA/USP.

4.6 Digestdo das amostras e Anélise dos Elementos

A digestdo das amostras foi feita em frascos de micro-ondas, onde
foram pesadas 250 mg da amostra e adicionado seis mL de HNO3; (Merck purificado
1x a 20%) e dois mL de H,0,. O sistema de micro-ondas foi programado conforme
mostrado na Tabela 2. O experimento foi feito com micro-ondas Ethos 1600,
Milestone, sendo que a abertura dos frascos, transferéncias das amostras para
tubos falcon e afericdo do volume para 25 mL com agua Milli-Q foram realizados em
capela.

Apos a digestdo das amostras, foi realizada a andlise de ICP OES a fim
de determinar a concentracdo dos elementos nos vegetais. Esta analise foi feita no
Laboratério de Quimica Ambiental e Geoprocessamento do CENA/USP, em

aparelho Ultima 2.
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Tabela 2 - Programacao utilizada para digestdo de raizes e parte area de Z. mays e

H. annuus
T (min) P (W) T.°C T-,°C
3 1000 160 106
2 1000 160 106
5 1000 210 140
15 1000 210 140

4.7 Testes toxicoldgicos

Os testes foram realizados com o elutriato da mistura antes e depois do
crescimento dos fungos e antes da incorporacdo da mistura ao substrato,
obedecendo a proporcdo de 1:4 (mistura: 4gua destilada) (UNITED STATED
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1998; MESSIAS, 2013). Para isso, a
mistura foi agitada manualmente por 10 minutos e em seguida foi levada a mesa
agitadora por 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 8 minutos
em centrifuga FANEM com 8.000 G, sendo o sobrenadante coletado (UNITED
STATED ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1998; MESSIAS, 2013).

A escolha de organismos aquaticos para a realizacdo dos testes foi
feita levando em consideracdo que estes residuos podem atingir os corpos d’agua
por lixiviacdo, enxurradas ou serem descartados em ambientes aquaticos, com
excecdo do bagaco que foi usado apenas como um condicionante do lodo. Sendo
assim, foi determinada a concentracdo/porcentagem de inibicdo de 50% dos
organismos (Clsg) em Raphidocelis subcapitata, concentracédo/porcentagem de
mortalidade de 50% dos organismos (CLsog) em Daphnia simillis e Hydra attenuata

guando expostas a estes residuos.

4.7.1 Teste de sensibilidade

Antes da realizacdo dos testes com as amostras, testes de
sensibilidade foram feitos com todos os organismos. Os testes foram feitos com
controles negativo e positivo com NaCl como substancia referencia, conforme
Santos, Vicensotti e Monteiro (2007).

Teste de sensibilidade com determinada substancia de referencia

permitem maior precisdo e confiabilidade nos resultados obtidos, pois eles
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estabelecem a faixa de aceitagdo dos resultados da sensibilidade dos organismos
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

4.7.2 Raphidocelis subcapitata

Os testes foram realizados com base na metodologia descrita por
Blaise, Forget e Trottier (2000). O meio de cultivo foi preparado com macro e micro
nutrientes essenciais ao crescimento deste organismo. As solucdes destes
nutrientes estdo na forma de solug¢des-estoque, como mostra a Tabela 3. O meio de
cultura foi distribuido em frascos Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio de
cultura, sendo o pH ajustado para 7,00 £ 0,001. Em seguida, o meio foi autoclavado
por 20 minutos a 121°C e 1 atm. Para que a cultura mantivesse um crescimento
exponencial ideal para os testes, as culturas foram repicadas semanalmente em
camara de fluxo laminar e encubadas em iluminacao continua de 4.000 + 10°% luz e
temperatura de 24°C + 1°C e agitadas em mesa agitadora e manualmente trés

vezes ao dia.

Tabela 3 - Meio de cultivo para R. subcapitata

Sol-estoque Compostos mg L™ Sol-estoque mL L™*/meio
MgCl,.6H,0 12160
CaCl,.2H,0 4400
H3:BO3 185,6
MnCl,.4H,0 416
1 ZnCl, 3,28 18
FeCl3.6H,0 159,8
CoCl,.6H,0 1,43
Na;Mo00,4.2H,0 7,26
CuCl,.2H,0 0,012
Sol-estoque Reagentes gL Sol-estoque mL L™Y/meio
2 NaNO3 25,5 18
3 MgSO,.7H,0 14,7 18
4 KoHPO4 1,04 18
5 NaHCO3; 15 18
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Em frascos de cintilacdo transparentes, populacées de 10* células mL™
de R. subcapitata foram expostas em amostras puras e diluidas do elutriato,
contendo as diluicbes em trés réplicas de 100, 75, 50, 25, 12,5% e um controle (meio
de cultivo). Os frascos foram vedados com filme plastico transparente,
permaneceram incubados sob luz continua (4.000 % luz), a 24 + 1°C em placa
agitadora por 72 h, sendo realizada agitacdo em mesa agitadora e manual trés
vezes ao dia. Apés esse periodo, as células foram preservadas em solucéo de lugol
com concentracdo de 1,25 g L™ de iodo, 2,5 g L™ de iodeto de potassio e 0,25% de
acido aceético. Esta preservacéao foi feita para que as células pudessem ser contadas
dias depois ap0s o fim da exposicao desses organismos.

As células foram contadas na camara de Neubauer, com o auxilio de
um microscopio 6ptico. Posteriormente, foi calculada a porcentagem de inibigcdo do

crescimento em relacdo a média dos controles, utilizando a férmula:

% inibicdo = 100 — [(amostra / x controle) * 100]

4.7.3 Daphnia similis

A metodologia usada para o cultivo de D. similis foi a ABNT NBR
12.713 (2004a). Os organismos foram mantidos em cristalizadores de vidro com
capacidade de um litro, contendo aproximadamente 30 fémeas em 700 mL de meio
de cultivo (ou agua reconstituida) preparado conforme a férmula abaixo e as

solucdes da Tabela 4:

Volume a preparar x (DJ — DAD) x 0,5 = solucdo em mL

Onde: DAD = dureza da agua destilada =0
Constante = 0,5
DJ = dureza desejada = 44

Volume de meio a preparar (em litros) = 20
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Tabela 4 - Meio de cultivo de D. similis

Sol-estoque Reagentes glL?
Solugéo 1 CaS0,.2H,0 15
Solucéo 2 KCI 0,2

NaHCO; 4,8
MgS0,4.7H,0 6,1

O pH do meio de cultivo foi ajustado com solu¢cdes de HCI e NaOH
apos aeracdo de 48 h, permanecendo entre 7,0 e 7,5. Este meio foi trocado trés
vezes por semana, sendo que a cada troca eram retirados os filhotes e restos de
alimentacdo. A alimentacdo foi feita também trés vezes por semana com uma
suspensdo de alga R. subcapitata de 5 x 10° células por organismo e mais uma
solucdo de fermento biolégico (5 g L™) e racdo para trutas (5 g L™), dissolvidos em
agua destilada, aerados por sete dias e filtrados em peneira de 45 um.

Para a realizacdo dos testes, grupos de cinco neonatos com até 24 h
de idade foram colocados em copos de polietileno, contendo 28 mL da amostra pura
(100%) e diluidas com agua reconstituida a 100, 75, 50 e 25% por um periodo de
48h. O teste foi feito em triplicata, sendo realizado também um controle (meio de
cultivo). Apos 48 h, foi observado e anotado o niumero de organismos mortos e vivos

em cada diluigéao.

4.7.4 Hydra attenuata

A metodologia usada para o cultivo destes organismos foi segundo
Trottier et al., (1997). Foram usados cristalizadores de vidro com capacidade de um
litro, contendo aproximadamente 700 mL do meio de cultivo preparado com agua

destilada, conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - Meio de cultivo de H. attenuata

Reagentes glL?

CaCp.2H>0 0,147

N-tris (hidroximetil) metil 1-2 aminoetanosulfonico (Tampéao TES) 0,11

As culturas foram mantidas em estuda B.O.D. a temperatura de 22°C +
1°C, com fotoperiodo de 12 h e alimentadas trés vezes por semana com Arthemia



48

salina eclodidas em solucdo salina de 14 g L™ de NaCl sob aeracéo e iluminacao
continua por 24 h. Depois o periodo de 2 h ap6s o fornecimento de alimento, o meio
de cultivo foi trocado para a retirada do excesso de alimento e dos exoesqueletos
regurgitados.

Para o teste, o elutriato foi preparado com CaCl,.H,0O, tampé&o TES, pH
ajustado para 7,00 £ 0,1 e, diluidas com meio de cultivo a 100, 75, 50, 25, 12,5%.
Foram inseridos trés organismos saudaveis e sem brotos em placas de poliestireno
contendo quatro mL da amostra. Cada diluicho com trés réplicas, com a insercéao
nove organismos expostos por amostra/diluicdo, por periodo de 96 h, com
observacbes a cada 24 h.

Os efeitos observados foram: mortalidade e o surgimento de danos
morfologicos (efeitos subletais), 0os quais em estagios progressivos foram: formacao
dos bulbos na extremidade dos tentdculos dos organismos, encurtamento dos
tentaculos, degeneracdo dos tentaculos e finalmente a morte do organismo, como
mostra a Figura 3. As estimativas de CLso foram calculadas baseadas no niamero de

individuos mortos e no estagio tulipa.

Bulbos nos Tentaculos
Normal tentaculos encurtados

0.'.2. g
' “Tulipa" :’z‘.'-. Desintegrado

Figura 3 - Estagios progressivos de intoxicag¢do e degeneracdo de H. attenuata
(Fonte: Trottier et al. (1997) modificada pelo autor)

4.7.5 Andlises estatisticas

Os dados de germinacéo, crescimento, massa fresca e seca das raizes
e parte aérea do milho e do girassol foram analisados com o auxilio do programa
Statistica versdo sete, onde foi feito o teste de Dunnett. J& os dados dos testes
toxicoldgicos foram analisados com o programa PriProbit, onde foi calculado a CLsg

e a Clsp dos organismos usados no teste.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Anélise do lodo

As analises fisica, quimica e granulométrica do lodo do floculador
foram realizadas no Departamento de Solos da ESALQ/USP. A andlise
granulométrica do lodo da ETA Capim Fino, Piracicaba SP, resultou na
caracterizacdo da amostra como: argilosa, tendo 410 g kg™ de argila disponivel e
233 g kg* de silte. A umidade total da amostra foi de 54,11%, sendo que as
concentragbes de alguns elementos sdo apresentadas na Tabela 6. Outras

caracteristicas do lodo também se encontram na Tabela 6.
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Tabela 6 - Caracteristicas do lodo do floculador da ETA Capim Fino

Determinacdes

Lodo do Floculador

pH CacCl,
Densidade (g cm™)
MO total — combustao (%)

MO compostavel (%)

MO resistente a compostagem (%)

Carbono total (%)
Carbono total orgéanico (%)

Residuo mineral total (%)

Residuo mineral insolavel (%)

Residuo mineral solavel (%)
Nitrogénio total (%)
Fosforo (P,0Os) total (%)
Potéssio (K,0) total (%)
Célcio (Ca) total (%)
Magnésio (Mg) total (%)
Enxofre (S) total (%)
Relac&o C/N total (%)
Relacéo C/N organico (%)
Cobre (mg kg™)
Manganés (mg kg™)
Zinco (mg kg™)
Ferro (mg kg™)

Boro (mg kg™)
Sédio (mg kg ™)

7,0
1,23
1,49
1,24
0,25
0,83
0,69

44,40
37,16
7,24
0,16
0,09
0,07
0,45
0,13
0,02

5/1

4/1
12,0

246,0
35,0
10424,0

1,0

161,0

MO = matéria organica

Os lodos provenientes das ETAs séo caracterizados por serem
argilosos e por terem grande quantidade de umidade, apesar de serem classificados
como um residuo soélido (ABNT NBR 10.004, 2004b). As caracteristicas podem
oscilar dependendo da época de amostragem, pois fatores climatolégicos,
caracteristicas especificas dos copos d’agua e mudangas fisicas e quimicas dos

mesmos as quais as estacdes recebem podem ocorrer, afetando o resultado de

algumas analises.
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Dois anos antes do presente estudo, o lodo do floculador coletado na
mesma estacdo continha 63% de argila, 54 g dm™ de matéria organica e 80,4% de
umidade total (MESSIAS, 2013). Botero et al. (2009) caracterizou trés ETAs as quais
a matéria organica variou de 20,5 a 68,9% e umidade de 82 a 91%. Ja Tartari et al.
(2011) obtiveram umidade de 74% e 73% de areia no lodo de ETA estudado.

A relacdo C/N encontrada nesta amostra de lodo foi baixa se
comparada com amostras de Botero et al. (2009) em que a relacdo oscilou de 8,40 a
26,60. Entretanto, esta relacdo para amostras de lodo coletadas dois anos antes
desse estudo também foi baixa com razéo de 10/1 (MESSIAS, 2013). A baixa razéo
C/N (<30) indica que o uso deste residuo ndo é recomendado na agricultura, uma
vez que ha baixa disponibilidade de carbono que serve de fonte de energia para os
micro-organismos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2009). Entretanto, nos Estados Unidos
(Atlanta e Nova Jersey) e Portugal, este lodo ja € aplicado em solos agricolas. Em
solos deficientes em ferro, o lodo promove o aumento da concentracdo desse
elemento, como tem sido observado nos Estados Unidos, no cultivo da laranja e do
liméo, os quais consideram eficientes na aplicacdo de lodos (AMERICAN SOCIETY
OF CIVIL ENGENIEERS; AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION, 1996;
SABOGAL-PAZ, 2007; DI BERNARDO; DANTAS, 2005). Porém, dados sobre a
aplicacdo deste residuo no Brasil ainda sdo escassos, sendo necessarias mais
pesquisas sobre as vantagens e 0s riscos desta pratica (TEIXEIRA; MELO; SILVA,
2005).

Além da baixa razdo C/N, o lodo de ETAs apresenta algumas espécies
metélicas como Cu, Zn, Ni, Pb, Cd, Cr, Mn, Al e Fe - provenientes dos rios e da
adicao de coagulantes adicionados no tratamento da agua - que podem ser téxicos e
apresentar efeitos positivos ou negativos na disposicéo final e na reutilizacdo desses
residuos (BOTERO et al., 2009). Na amostra de lodo em questdo, h4 uma grande
guantidade de Mn e Fe. Messias (2013) observou a presenca de mais de 20
elementos quimicos em amostra de lodo do floculador da ETA em estudo. Desses
20 elementos, Al, Fe, Ca, K, Mg e Mn estavam em maior concentracdo (acima de
1000 mg kg™). As concentracdes elevadas desses elementos devem-se em grande
parte aos coagulantes adicionados na estacdo que sdo a base de hidroxidos de
aluminio e ferro, (alguns apresentam Mn na composi¢do) que durante o processo de
coagulacdo e decantagcdao permanecem no lodo. A concentracdo de K e Mg

provavelmente esta associada aos fertilizantes presentes na bacia do rio Corumbatai
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que podem ter sido lixiviados. Ja a presenca de Ca estd ligada ao fator de correcéo
do pH da &gua.

O lodo € um residuo de granulometria fina e possui maior capacidade
de retencédo e absorcdo de elementos quimicos. Desse modo, para que os lodos de
ETAs sejam utilizados na agricultura é necessaria a retirada de espécies metalicas e
compostos/poluentes potencialmente toxicas. E necessario também realizar o
enriguecimento do lodo com micro e macronutrientes que podem ser
disponibilizados para as plantas (BOTERO et al., 2009). Por ser um residuo de
granulometria fina, quando estd parcialmente desidratado, apresenta aspecto
pastoso que dificulta a difusdo de ar. Por essa razao, o lodo devera ser misturado a
outro residuo capaz de atuar como agente estruturante na mistura, permitindo assim
a criacdo de espacos vazios necessarios a difusdo do ar (FERNANDES, 2000),

como o bagaco de cana-de-acUcar.

5.2 Analise da vinhaca

A Tabela 7 mostra os valores dos parametros e alguns elementos

encontrados na vinhaga utilizada.



Tabela 7 - Elementos presente na vinhaca bruta
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Parametros Vinhaca Bruta
pH (a 20°C) 3,95
DQO (mg L™ 422000
DBO (mg L™ 11310
Sélidos Suspensos totais (mg L™) 5969
Condutividade (uS/cm) 8630
Solidos Totais Dissolvidos (ppm) 152126
Acucares Redutores (mg L™Y) 962
Nitrogénio Tital Kjeldahl (mg L™) 70
Potéssio (mg L™ 2272
Fosfatos (mg L™ 200
Magnésio (mg L™) 290
Sédio (mg L™) <50
Célcio (mg L™) 460
Sulfatos (mg L™) 1320
indice de fenéis (mg L™) 1,1

A Tabela 8 mostra o valor do pH de acordo com a concentracdo

utilizada para a realizacéo dos testes e experimentos com a vinhaca.

Tabela 8 - Valor de pH da vinhaca de acordo com a concentracao

Concentracao pH (a 25°C)
100% 5,96
75% 5,00
50% 5,05

De modo geral, a DQO e a DBO da vinhaca séo altos com média entre
10-210 g L™ e 42-100 g L™, respectivamente (FREIRE; CORTEZ). Esses parametros

também s&o altos na vinhaca amostrada, entretanto estdo acima da meédia

encontrada na literatura (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). O pH da vinhaca € acido e

a condutividade é elevada quando comparados a outros residuos, como 0 esgoto,

devido a grande concentracdo de matéria organica e elementos minerais (FREIRE;

CORTEZ, 2000). Além disso, a vinhaca pode conter melanoidinas e compostos
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fendlicos, celulose e hemicelulose (FITZGIBBON et al.,, 1995; BENKE; MERMUT;
CHATSON, 1998).

A composicdo quimica da vinhaca depende do tipo de planta usada
para a producdo do etanol e o processo de destilagio (ESPANA-GAMBOA et al.,
2011). Por exemplo, a concentracao de ions sédio na vinhaca de cana-de-aglcar €
menor do que a vinhaga de beterraba (GEMTOS; CHOULIARAS; MARAKIS, 1999).
Mas de maneira geral, a vinhaca consiste basicamente em 93% de agua e 7% de
sélidos organicos e minerais, sendo que os altos indices de matéria organica podem
estar na forma de acidos e cétions K, Ca e Mg, mas baixa concentracdo de N e P
(LAIME et al., 2011; GIANCHINI; FERRAZ, 2009).

A vinhaca pode ser uma fonte de nutrientes para micro-organismos na
degradacéao de residuos (CRIVELARO et al., 20010; PRATA et al., 2001) e utilizada
no enriquecimento do lodo, j& que ela contem micro e macronutrientes que podem
ser disponibilizados para as plantas. A matéria organica a partir da vinhaga € uma
fonte importante de carbono solavel prontamente disponivel para o0s micro-
organismos (PRATA et al., 2001). Prata et al. (2001) observou que a adicdo de
vinhaca em solos contendo o herbicida ametrina proporcionou um aumento
significativo da taxa de desprendimento de CO,, contribuindo para a maior
mineralizacdo do herbicida. Lourencetti, Marchi e Ribeiro (2008) também mostrou
gue a adicdo de vinhaca em solos argilosos aumentou a degradacao dos herbicidas
diurom e tebutiurom, reduzindo a meia vida de 80 para 7 dias e 128 para 73 dias,
respectivamente. A degradacao pode ocorrer pelo aumento da atividade microbiana
proporcionado pela adicdo da vinhaca, que fornece energia na forma de carbono aos
micro-organismos. A maior parte do carbono da vinhaca pode estar também na
forma de glicerol, provenientes de rotas alternativas durante a fermentacao do alcool
(RODELLA; ZAMBELLO JUNIOR; ORLANDO FILLHO, 1983). Na célula microbiana,
o glicerol pode passar a diidroxicetona, que pode ser incorporada a via glicolitica do
metabolismo microbiano (LEHNINGER, 1986).

5.3 Desenvolvimento de P. sajor-caju CCB020 e P. ostreatus em lodo de ETA,
vinhaca e bagaco de cana-de-agucar
A Figura 4 mostra o crescimento de P. sajor-caju e P. ostreatus nos

sacos contendo a mistura de lodo, vinhaga e bagaco apés 15 dias de crescimento, a
29°C = 2°C.
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Figura 4 - Crescimento de P. sajor-caju e P. ostreatus em lodo, bagaco e vinhaca
apos 15 dias de crescimento

O lodo de ETA apresenta diversos elementos em sua composic¢ao.
Messias (2013) verificou que o lodo do floculador ETA obtido na estacdo Capim Fino
continha mais de 20 elementos, quando analisada por ICP OES. Entre esses, 0s que
estavam em maior concentragdo em mg kg™t eram: Al, Ca, Fe, Ba, Cu, K, Mg, Mn,
Na, Pb e Zn.

O crescimento fangico em residuos estd relacionado com a
homeostase, que envolve a absor¢cdo de elementos essenciais suficientes para o
funcionamento ideal dos processos metabdlicos enquanto promove prote¢do contra
0 excesso de outros elementos e metais presentes nos residuos (THOMSETT,
1993). Alguns elementos sdo essenciais para o metabolismo dos fungos devido a
sua localizacdo em sitios ativos ou porgue atuam como moduladores de enzimas;
em concentracdes toleraveis podem agir como modulador de enzimas ligninoliticas
em fungos da podriddo branca (STAJIC et al, 2013). Entretanto, em altas
concentracbes, esses elementos podem ser téxicos. Cu e Mn participam dos
processos de degradacéo da lignina; Mn integra os ciclo de rea¢cdes da manganés
peroxidase (MnP) e o Cu atua como cofator no centro catalitico da lacase
(BALDRIAN; GABRIEL 2002a; BALDRIAN, 2003). Entretanto, em altas

concentracdes, esses elementos podem ser toxicos.
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Segundo Stajic et al. (2013), a presenca de sais de Fe e Zn e apenas
Zn em meio de cultivo proporcionou um aumento de 0,7% e de trés vezes da
atividade da lacase em P. ostreatus em relacdo ao controle, respectivamente. A
presenca de Na,SeO, em meio de cultura como fonte de selénio também
proporcionou aumento de cinco vezes da lacase em P. ostreatus. Ja para MnP
ocorreu um aumento de 25% da atividade quando SeO, foi adicionado em meio de
cultura. Devido a esta capacidade de crescer e produzir enzimas em meios que
contem varios elementos, os residuos se apresentam como potenciais substratos
para o crescimento fungico (BALDRIAN; GABRIEL 2002b; BALDRIAN 2003).

A protecdo contra 0 excesso de elementos e metais presentes em
residuos é feito por meio dos processos chamados de “avoidance” e “sequestration”
gue envolvem restricdo na entrada de metais na célula e formacdo de outros
compostos (THOMSETT, 1993). E com base nesses mecanismos que Pleurotus
sajor-caju € mais tolerante a monémeros fendlico relacionados com lignina e tanino
(CAI; BUSWELL; CHANG, 1993). Sanglimsuwan et al. (1993) mostraram que o
género Pleurotus apresentou resisténcia a metais pesados quando crescidos em
meio aquoso de solucdo de metais a 28°C por uma semana. A quantidade média
para a inibicdo do crescimento do género Pleurotus foi de 5,88 mM para 0s metais
analisados, como cobre, cadmio, zinco, niquel, cobalto e mercurio. Ja a espécie P.
ostreatus mostrou uma concentracdo de inibicao de 8,41 mM, sendo a espécie que
exibiu a mais alta resisténcia a todos os metais.

E descrito na literatura que compostos fendlicos e ndo fendlicos podem
despolimerizar Cu?* na presenca de alguns metabolitos fingicos em meio aquoso.
Entretanto, ndo se sabe em quais condicfes esta despolimerizacdo pode ocorrer
(WATABABE; KOLLER; MESSENER, 1998). Este processo permite uma nova
estratégia na despolimerizacdo de metais presentes no lodo de ETA, como o Cu e
na decomposicédo de compostos fenadlicos e n&o fendlicos encontrados na vinhaca e
no bagaco, ja que fungos da podriddo branca também sdo capazes de metabolizar
alguns compostos derivados do fenol e reduzir ions Fe** a Fe?" e Cu®*" a Cu*
(AGUIAR; FERRAZ, 2007).

O crescimento de ambos os fungos na mistura de residuos também se
deve a presencga de materiais lignoliticos, como o bagaco e a vinhaga. A presenca
de materiais lignocelulésico pode induzir a producdo de enzimas lignoceluloliticas

produzidas por fungos, como lacase, MnP e peroxidadase que agem em sinergismo
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na degradacgéo de efluentes industriais (FERREIRA et al., 2011). Essa degradacao
ocorre, pois algumas enzimas sdo capazes de quebrar estruturas fendlicas de
compostos presentes nestes residuos. A MnP é capaz de oxidar compostos
fendlicos da estrutura da lignina (NOVIKOVA et al., 2002; SZKLARZ, 1989; TIEN;
KIRK, 1984) e a lacase atua principalmente na quebra de compostos fendlicos,
aminofenais, difendis e polifendis (SALIS et al., 2009). Desse modo, a lacase e a MP
atuam na quebra da molécula de lignina, uma vez que em sua estrutura ha
estruturas fendlicas.

Aguiar Filho et al. (2008) verificou o crescimento e o desenvolvimento
de fungos do género Pleurotus em bagaco de cana-de-acUcar suplementado com
meio mineral e vinhaca em diferentes temperaturas. Neste estudo, foi observado que
os fungos P. sajor-caju e P. ostreatus tiveram maior massa de micélio seco em meio
suplementado com vinhaca a 30°C, sendo que a massa de P. sajor-caju foi 4,71%
maior do que a de P. ostreatus. Quanto a producdo de enzimas, foi observado que a
maior producao ocorreu em P. sajor-caju crescido em bagaco quimicamente tratado
e vinhaca em 15 dias a 30°C. Ja P. ostreatus ndo apresentou producédo de lacase,
sendo que a producdo de MnP e peroxidases foram 27,11 e 30,05% menores,
respectivamente para 0 mesmo tratamento. Souza (2012) obteve atividade
enzimatica de lacase e peroxidase produzidas por P. sajor-caju maior do que P.
ostreatus em 15 dias a 28°C; cerca de 90 e 45,75%, respectivamente. Ja a producao
de MnP por P. ostreatus néo foi significativa. Esses dados mostram que os fungos
do género Pleurotus podem crescer em residuos da industria alcooleira e que seu
crescimento proporciona a degradacdo de certos compostos pela producdo de
enzimas como lacase, peroxidase e MnP.

E notado também na literatura que a vinhaca pode provocar uma maior
producdo de micélio de Pleurotus. Wadt (2008) observou que P. sajor-caju crescido
em meio mineral e vinhaca obteve biomassa de 27,5 g L™, ja a massa do micélio em
P. ostreatus foi de 7,7 g L™. Neste estudo, os fungos crescidos somente em vinhaca
proporcionaram melhor producéo de biomassa com teor alto de proteinas. A vinhaca
bruta foi a que melhor proporcionou melhor producéo proteica com valores de 13,64
a 20,28%, sendo a producéo de P. sajor-caju foi de 18,56%. Entretanto, P. ostreatus
mostrou melhor producdo proteica em vinhaga enriquecida com meio mineral com

producédo 21% maior.
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Os principais residuos agroindustriais contem fibras e baixa
disponibilidade de proteinas e vitaminas. A coloniza¢do por fungos nestes residuos
aumenta a disponibilidade de nutrientes e o valor nutricional dos residuos (LUZ et
al., 2013). Nesse sentido, a degradacdo desses residuos por fungos da podridédo
branca tem um papel importante no ciclo do carbono, pois ha liberagcdo de CO,,
agua, biomassa e acidos orgéanicos que sao incorporados ao material humico e
disponibilizados para outros organismos. Neste contexto, fungos do género
Pleurotus poderiam degradar residuos como lodo de ETA, bagaco e vinhacga, sendo
que os elementos destes residuos poderiam favorecer o crescimento de algumas

culturas.

5.4 Analise de Zea mays e Helianthus annuus em lodo de ETA, vinhaca, bagaco
de cana-de-aclcar e substrato comercial

Os dados médios de germinacdo de Z. mays e H. annuus sao

mostrados nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5 — Porcentagem germinativa de Z. mays
A. Porcentagem germinativa de Z. mays colhidos com 30 dias de plantio
B. Porcentagem germinativa de Z. mays colhidos com 60 dias de plantio
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Figura 6 — Porcentagem germinativa de H. annuus
A. Porcentagem germinativa de H. annuus colhidos com 30 dias de plantio
B. Porcentagem germinativa de H. annuus colhidos com 60 dias de plantio

A germinacéo de pelo menos 50% das sementes de milho ocorreu no
5° dia ap0s o plantio, ja a germinacao de 50% das sementes de girassol ocorreu no
7° dia. A porcentagem germinativa das sementes de milho e girassol - submetidas
ao plantio com misturas com o crescimento de P. sajor-caju e P. ostreatus - foram
maiores que o controle para o cultivo de 30 e 60 dias. Entretanto, as maiores
porcentagens foram obtidas com sementes de girasséis em misturas de P. sajor-caju
(93,33 e 100%). A porcentagem germinativa foi maior do que outros trabalhos em
que as sementes foram submetidas ao plantio com compostos téxicos. Mata et al.
(2011) observaram a ocorréncia de 100% da germinacdo do milho, quando as
sementes foram cultivadas em solos que receberam adubacdo com esterco bovino.
Mas quando as sementes foram expostas a agroquimicos e residuos que contem
altas concentracbes de elementos quimicos, a porcentagem de germinacao foi
menor. Finoto et al. (2011) analisaram a porcentagem de Z. mays quando foram
expostas a agroquimicos formulados. Estes autores observaram a inibicdo de 38%
do indice germinativo das sementes quando foram expostas ao imazipac, na dose
de 140 g ha™. Machado et al. (2012) encontraram resultados semelhantes, quando
expuseram as sementes de Z. mays ao imazamoxi e glifosato e observaram que
esses produtos causaram inibicdo de 33,3% e 13,3% da germinacdo das sementes
expostas, respectivamente. Souza (2009) estudou a germinagdo de girassois em
solos com contaminacdo de Oleo lubrificante e observou que em contaminagcdes
acima de 4% a germinacédo foi menor que 26%. Ja Vaz (2010) fez a analise de lama
de uma estacéo de tratamento de dgua residual de uma industria de revestimento de

Agueda, Portugal, a qual continha Cr, Cu, Ni e Zn em sua composi¢éo. Essa lama
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guando incorporada ao solo inibiu até 100% a germinacao das plantulas de Brassica
rapa e Avena sativa, nas aplicacbes de 1250 g kg™ de solo. No presente estudo, a
germinacao de ambas as culturas foi maior nos tratamentos submetidos a misturas
de residuos crescidos com P. sajor caju e P. ostreatus. Esta taxa germinativa pode
ter ocorrido devido a degradacédo/transformacdo dos elementos presentes nos
residuos em outras formas que ndo afetaram a germinacgdo, jA que 0s metais
pesados podem interferir negativamente e significamente na germinacdo de
sementes de monocotileddneas e dicotiliedéneas, dependendo de suas
concentracoes (VAZ, 2010).

As Figuras 7 e 8 mostram os dados médios de crescimento radicular e
aéreo de Z. mays com 30 e 60 dias de crescimento.
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Figura 7 - Dados médios do crescimento radicular e aéreo de Z. mays com 30 dias
*Dunnett (p< 0,05)
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Figura 8 - Dados médios do crescimento radicular e aéreo de Z. mays com 60 dias
*Dunnett (p< 0,05)

Com 30 dias de crescimento, o milho apresentou maior crescimento
radicular total e parcial (comprimento meédio das raizes) em misturas com o
crescimento de P. ostreatus. Esse crescimento foi significativo e diferente do
controle pelo teste de Dunnett (p<0,05). Entretanto, o crescimento aéreo total e
parcial (crescimento do caule) foi maior em misturas crescidas com P. sajor-caju,
sendo que a parte aérea total foi significativamente diferente do controle (Dunnett
<0,05). Com 60 dias de crescimento, o comprimento radicular total foi maior em
misturas crescidas com P. ostreatus, ja a raiz parcial foi maior em P. sajor-caju. Em
ambos os cultivos, as raizes crescidas em misturas com P. osteatus foram mais
grossas que o controle, o que pode indicar fitotoxicidade. O crescimento aéreo total
e parcial do controle e de P. sajor-caju foram proximos e maiores que o de P.
ostreatus, sendo que o crescimento deste foi significamente diferente (Dunnett
<0,05).

As Figuras 9 e 10 mostram os dados médios de crescimento radicular e

aéreo de Z. mays com 30 e 60 dias de crescimento.
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Figura 9 - Dados médios do crescimento radicular e aéreo de H. annuus com 30
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Figura 10 - Dados médios do crescimento radicular e aéreo de H. annuus com 60
dias

O comprimento aéreo e das raizes de girassbéis com 30 dias de
crescimento foi maior em misturas de P. ostreatus, sendo em ambos diferentes do
controle. Com 60 dias de crescimento, a raiz e a parte aérea foram maiores com
misturas de P. sajor-caju.

Messias (2013) verificou que a mistura de lodo de ETA e substrato
comercial na concentragdo de 50% estimulou o desenvolvimento parcial e total das

raizes de milho. Finoto et al. (2011) observaram reducéo de 81,35% da parte aérea
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do milho em solo com a aplicacdo recente de imazapic. J& Machado et al. (2012)
obteve reducéo de 75,8%; 70,9%; e 80% da altura da planta, comprimento do caule
e comprimento da raiz quando aplicado imazamoxi 100 mg kg™ no solo. Em solo
com aplicacao de glifosato 100 mg kg™ houve reducado de 92,53%; 73,39% e 96,92%
da altura da planta, comprimento do caule e comprimento da raiz. Os efeitos dos
compostos toxicos afetam, na maioria dos casos, primeiramente a germinacdo e o
desenvolvimento das raizes. A funcédo das raizes é realizar a absorcdo de agua e
nutrientes presentes na mistura/solucdo. Consequentemente, poluentes, elementos
quimicos e agrotoxicos em excesso presentes nessas amostras, 0S quais
dependendo de suas concentragcées podem interferir positiva ou negativamente no
desenvolvimento das plantulas (MATA et al., 2011), sendo que a toxicidade destes
compostos pode estar relacionada aos tratamentos e a maneira de disposi¢cao do
residuo.

O desenvolvimento das culturas com misturas de residuos com o
crescimento de P. sajor-caju foi melhor do que P. ostreatus. A parte aérea das
culturas foi maior apesar do crescimento radicular ser menor. Entretanto, as raizes
foram mais grossas em P. ostreatus, principalmente no desenvolvimento do milho.
Zhou et al. (2009) observaram que o didmetro das raizes de milho aumentou quando
submetidas ao imazethapyr, indicando um efeito fitotoxico a este herbicida. Esses
dados podem indicar que P. sajor-caju foi mais eficiente na degradacao/
transformacao de elementos, ja que o crescimento das culturas foi melhor do que o
crescimento em mistura de residuos com P. ostreatus.

As Figuras 11 e 12 mostram os dados médios de massa fresca e seca

com 30 e 60 dias de crescimento de milho, respectivamente.
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Figura 11 - Dados meédios de biomassa radicular e aérea de Z. mays com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 12 - Dados médios de biomassa radicular e aérea de Z. mays com 60 dias
*Dunnett (p<0,05)

De maneira geral, a biomassa do milho foi maior nos tratamentos do
gue no controle com 30 e 60 dias de crescimento. Entretanto, estatisticamente,
apenas a massa fresca foi diferente do controle pelo teste de Dunnett. A massa
fresca e seca das raizes do milho cultivada em mistura de P. ostreatus foi 41,85% e
guase trés vezes maior do que o controle, respectivamente. Ja4 a massa fresca e
seca da parte aérea do milho cultivada em mistura de P. sajor-caju foi 75,41 e

48,46% maior do que o controle com 30 dias de crescimento, respectivamente.
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Assim como a biomassa fresca e seca do milho, os dados de biomassa com 60 dias
também apresentaram massa fresca e seca das raizes maiores do que o controle
em P. ostreatus (9,75 e 56,40%) e massa fresca e seca da parte aérea maiores que
o controle em P. sajor-caju (21,23 e 62,02%) Esses dados j& eram esperados, pois 0
maior comprimento das raizes e parte aérea foi obtido com o milho crescido em
misturas crescidas em P. ostreatus e P. sajor-caju, respectivamente.

As Figuras 13 e 14 mostram os dados médios de massa fresca e seca

com 30 e 60 dias de crescimento de girassol, respectivamente.
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Figura 13 - Dados médios de biomassa radicular e aérea de H. annuus com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 14 - Dados médios de biomassa radicular e aérea de H. annuus com 60 dias
*Dunnett (p<0,05)

Tabela 9 - Dados médios de biomassa das flores de H. annuus

Massa fresca (Q) Massa seca (g)
P. sajor-caju 4,90 0,80
P. ostreatus 2,70 0,36
Controle 3,52 0,44

Assim como a biomassa do milho, a biomassa do girassol cultivado
com a mistura tratada com os fungos também foi maior do que o controle.
Estatisticamente os dados de massa fresca e seca da parte aérea com 60 dias e
massa fresca das raizes e parte aérea foram diferentes do controle pelo teste de
Dunnett. A massa fresca e seca das raizes foi maior quatro vezes e 88,37%,
respectivamente, maior do que o controle com o girassol cultivado em mistura de P.
ostreatus com 30 dias de crescimento. A massa fresca e seca da parte aérea
também foi quase quatro vezes e 27,98% maior do que o controle com o girassol
cultivado em mistura de P. ostreatus. Com 60 dias de crescimento, o girassol teve
71,96 e 66,82% de massa fresca e seca das raizes maior do que o controle quando
cultivados em mistura de P. sajor-caju. Entretanto, a massa fresca e seca da parte
aérea foi maior que o controle em cultivo com misturas de P. sajor-caju (quase
guatro e cinco vezes maior). Nas flores dos girassois, o tratamento com P. sajor-caju
apresentou biomassa (massa fresca e seca) maiores que o controle; porém a

biomassa do tratamento com P. ostreatus foi menor que o controle. Entretanto,



67

ambos os tratamentos n&o diferiram estatisticamente do controle. As flores ndo
tiveram um bom desenvolvimento, permaneceram pequenas até o envelhecimento
da planta, provavelmente pela insuficiéncia de luz proporcionada na casa de
vegetacao.

Segundo Messias (2013), a massa seca das raizes de milho teve efeito
negativo de 8,2%, sendo que o efeito positivo chegou a 42%, comparadas com o
controle a 50% de lodo de ETA em substrato comercial. Ja a biomassa fresca e seca
da parte aérea foi 15% maior que o controle. Machado et al. (2012) obteve reducédo
de 90,87% da biomassa fresca de milho (parte aérea e raiz) em solo com aplicacao
de 100 mg kg™ de glifosato. Os dados obtidos foram um pouco mais relevantes do
gue os dados de Ramos et al. (2008). Estes autores verificaram que o crescimento
da parte aérea de H. annuus foi 10,52% menor do que o controle em solo que
recebeu 5t ha™ de palha de cana-de-actcar. Quanto a biomassa, somente a média
da massa fresca das raizes foi maior do que o controle (1,33%). A biomassa seca da
parte aérea foi 22,33% menor do que o controle. Ramos et al. (2008) verificou
biomassa seca da parte aérea 41,17% e 52,94% menores em solo com aplicacdo de
5 t ha! de palha da cana e 150 m® de vinhaca aplicados separadamente,
respectivamente.

Ullah et al. (2011) estudaram a biomassa de girassois cultivados em
seis concentracdes de Pb, Cr e Cd. Os efeitos mais evidentes foram com 50 e 100
mg kg™ de Pb, em que a massa da parte aérea foi de 10,97 g e 9,27 g. O peso seco
foi mais notado em solos com 150 mg kg™ de Cr e 20 mg kg™ de Cd com 1,0g e
0,98, respectivamente. Ja na massa fresca das raizes, o efeitos foram de 1,16 g
para solo com Cr 50 mg kg™ e 0,85 g para Cd 10 mg kg™. A massa seca também
ocorreu em Cr (0,19 g), mas com 100 mg kg™ e 10 e 40 mg kg™ de Cd (0,12 e 0,18
g, respectivamente).

A biomassa fresca e seca das flores foi maior na mistura tratada com
P. sajor-caju, sendo estas 2,2 e 1,8 vezes maior e 1,4 e 1,8 vezes maior que o
controle e P. ostreatus, respectivamente (Tabela 9). Observando visualmente na
casa de vegetacdo a diferenca entre as flores dos diferentes tratamentos era

bastante perceptivel.
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5.5 Concentracédo de elementos em Zea mays e Helianthus annuus

As quantificacdes dos elementos quimicos presentes nas raizes e parte
aérea de milho e girassol foram realizadas para determinar em qual parte das
culturas (raiz ou parte aérea) podera ocorrer 0 acumulo dos elementos quimicos. As

Figuras 15 a 22 mostram os resultados das andlises realizadas no milho.
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Figura 15 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes de Z. mays com
30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 16 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes menores que
10 mg kg de Z. mays com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 17 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes de Z. mays com

60 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 18 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes menores que

10 mg kg de Z. mays com 60 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 19 - Dados médios de concentracdo de elementos na parte aérea de Z. mays

com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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que 10 mg kg™ de Z. mays com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 21 - Dados médios de concentracdo de elementos na parte aérea de Z. mays

com 60 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 22 - Dados médios de concentracdo de elementos na parte aérea menores

que 10 mg kg™ de Z. mays com 60 dias

*Dunnett (p<0,05)

Nos cultivos de 30 e 60 dias, as raizes submetidas ao tratamento com

P. ostreatus apresentaram maiores concentracdes significamente diferentes do
controle. Entretanto, no cultivo com 60 dias, a parte aérea do tratamento com P.
sajor-caju apresentaram maiores concentracdes significamente diferentes do
controle seguidos do cultivo de 30 dias.

As Figuras 23 a 32 mostram as analises realizadas no girassol.
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Figura 23 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes de H. annuus
com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 24 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes menores que

10 mg kg™ de H. annuus com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 25 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes de H. annuus
com 60 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 26 - Dados médios de concentracdo de elementos nas raizes menores que
10 mg kg™ de H. annuus com 60 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 27 - Dados médios de concentracdo de elementos na parte aérea de H.
annuus com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 28 - Dados médios de concentracdo de elementos na parte aérea menores
que 10 mg kg™ de H. annuus com 30 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 29 - Dados médios de concentracdo de elementos na parte aérea de

annuus com 60 dias
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 31 - Dados médios de concentracdo de elementos nas flores de H. annuus
*Dunnett (p<0,05)
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Figura 32 - Dados médios de concentracdo de elementos nas flores menores que 10
mg kg™ de H. annuus
*Dunnett (p<0,05)

Assim como no milho, as raizes de girassois as raizes submetidas ao
tratamento com P. ostreatus apresentaram maiores concentracdes significamente

diferentes do controle. No cultivo de 60 dias, a parte aérea apresentou maiores
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concentragbes significamente diferente do controle para o mesmo tratamento,
seguido do cultivo de 30 dias.

De modo geral, os elementos que se apresentaram em maior
concentracdo e que foram significamente diferentes do controle (Dunnett < 0,05) nas
culturas de milho e girassol foram K, S (ha forma de SO4). Outros elementos em
guantidades significativas foram Si, Al, Ca, Mg, Na e Fe. Os demais elementos
apresentaram uma concentracdo menor do que 10 mg kg™.

Os dados ainda mostram que a concentracdo de elementos foi maior
nas raizes do que na parte aérea em ambas as culturas com cultivo de 30 dias. Nas
raizes, a maior concentracdo foram de K, S, Si, Al, Ca, Mg, Na e Fe, ja na parte
aérea 0s elementos em maior quantidade sdo K, S, Si, Ca e Mg. Nas flores de
girassois, os elementos em maior concentracdo foram de Ca, K, Mg e SOg.
Entretanto, as andlises estatisticas mostram que ndo houve relagdo entre
concentracéo de elementos com o tempo de cultivo e com os tratamentos. Sendo
assim, as culturas com 60 dias ndo diferiram estatisticamente quanto a concentracéo
de elementos das culturas com 30 dias.

Em ambas as culturas, houve acimulo de Al, Fe e SO, nas raizes, 0
gue pode justificar o desenvolvimento de algumas raizes grossas, ja que este
sintoma pode ocorrer devido ao acimulo desses elementos/moléculas (ANDRADA,
TAVARES; MAHLER, 2007). Apesar do desenvolvimento de raizes grossas, ha parte
aérea das culturas nédo foi observado efeitos de clorose ou outros sintomas de
fitotoxicidade ou falta de nutriente; exceto nos controles, onde ocorreu o
desenvolvimento de folhas amareladas. Alguns autores sugerem que os efeitos que
ocorrem durante o desenvolvimento vegetal, como sinergismo e antagonismo,
dependem da concentracdo e do numero de contaminantes (RIVELLI et al., 2012). O
lodo de ETA contém grandes quantidades de Al e Fe provenientes da adicao de
sulfato de ferro e de aluminio que sao adicionados durante o processo de
potabilidade da agua, sendo que na presente amostra foi quantificada grandes
quantidades de Fe. Assim, as altas concentra¢cbes desses elementos/moléculas nas
culturas ja eram esperadas. Os elementos Mg e Ca geralmente se apresentam em
grandes quantidades, pois sédo constituintes da molécula de clorofila e do esqueleto
celulésico das plantas, respectivamente (ANDRADA; TAVARES; MAHLER, 2007).

Messias (2013) observou altas concentracdes de elementos nas raizes,

tais como Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn e Na e Ca, K, Na e Mg na parte aérea de milho
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crescido em lodo de ETA em quantidades maiores do que as concentracdes
observadas neste estudo. As concentra¢gfes nas raizes foram maiores que 45 vezes
de Al e 25 vezes de Fe e trés vezes maiores de K na parte aérea. Assim como
Messias (2013), neste estudo também houve maior concentracdo de K na parte
aérea no cultivo de milho, entretanto no cultivo de girassol as concentragdes foram
homogéneas nas raizes e parte aérea. O acumulo de potassio pode ser devido a
altas concentracbes de K presente na vinhaca. Baran et al. (2001) notaram o
acumulo de K nas raizes e parte aérea de Hypostases phyllostagya cultivada em
bagaco de uva e turfa, quanto maior a concentracdo de bagaco maior o K
acumulado.

A literatura mostra que, assim como os dados obtidos, ha maior
concentracdo de elementos provenientes de diversos contaminantes/fonte
poluidoras nas raizes do que caule e folhas. Singh et al. (2004) encontraram um
efetivo acumulo de metais principalmente nas raizes seguido por parte aérea e
folhas em girassois crescidos em varias concentracdes de lodo de curtume, durante
60 dias. Houve maior absorcdo de Fe (476,18 ug g*) no tratamento com 100% de
lodo, em comparacdo ao Cr (426,33 ug g), Zn (103,74 ug g*) e Mn (242,46 nug gb).
Esse acumulo de metais nas raizes pode ser devido a absorcdo de metais pelas
raizes na presenca de solu¢cdes que contenham metais (na forma de ions) e a
presenca de metais complexados, resultando em menos translocacdo de metais
para outras partes da planta (SINGH et al., 2004; CARBONELL et al., 2011).

Em solos que foram incorporados residuos urbanos com concentracao
de Cu e Pb de 16,14 e 35,61 mg kg™, houve absorcéo de 20 e 7 mg kg™ pelas raizes
de milho, respectivamente; ja a concentracao de Cd e Zn nas folhas foi de 0,6 e 119
mg kg®, sendo que a concentracdo nos residuos eram de 0,21 e 66,43 mg kg™
(CARBONELL et al., 2011). Outro estudo mostra que a concentracdo de Ni na parte
aérea de milhos cultivados préximo a area mineradora foi de 2,73 a 8,14 mg kg™ em
solos contaminados com Ni a taxas de 2,4 a 42 mg kg™. Todos esses dados indicam
gue a absorcao de elementos pelas plantas nem sempre reflete a concentracao dos
elementos no solo (MARWA; MEHARGA; RICE, 2012), mostrando que ha uma
complexidade nos mecanismos de absorcdo e fatores ambientais (SINGH et al.,
2004; RIVELLI et al., 2011).

Marchiol et al. (2007) estudaram a acumulacdo de alguns metais em

girassdis crescidos em solo com 1527; 233 e 980 mg kg* de Cu, Pb e Zn,
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respectivamente. Depois de 112 dias de crescimento, foi observado uma
concentracdo media de 45,13% da taxa inicial desses elementos na raiz, sendo que
na parte aérea a meédia foi de 31,32%. Assim como em girassois, Dresler et al.
(2014) mostraram que Cu e Cd se acumularam na raiz de milho crescidos em
solucdo iénica durante oito dias (4800 e 3700 ug g raizes e 105 e 300 ug g™ na
parte aérea). Ja em milhos crescidos em areas que recebem &aguas residuarias
urbanas, foi observado um aumento de Mg, K e Mn de 25,7, 12,5, 22,4% em relacdo
ao controle, respectivamente (TAMOUTSIDIS et al., 2009). Outros dados mostram
que o Zn foi o elemento que concentrou mais nas raizes (250 mg kg™) e folhas (79,8
mg kg™) de girasséis crescidos em solos com adi¢do de Zn (300 mg kg™), Cd (5 mg
kg™) e Cu (400 mg kg™) (RIVELLI et al., 2012).

Todos os dados de estudos citados mostram que ndo ha uma relacao
direta entre a absorcdo e a concentragdo de elementos nos vegetais compativeis
com os elementos encontrados nos solo ou em contaminante/fonte poluidora. A
auséncia de uma relacdo pode ser devido ao mecanismo de bioacumulacdo de
elementos, que € governado por fatores ambientais como a presenca de substancias
hamicas, cloradas, metais, salinidade e entre outros. Por consequéncia desses
fatores, a diferenca de concentracdo de elementos observada em diferentes partes
vegetais sugere diferentes mecanismos celulares de bioacumulacdo e translocacdo
de elementos (SINGH et al.,, 2004). Outros dados mostram que para alguns
elementos, as raizes agem como uma barreira, assim o0 acimulo nas plantas € baixa

e ocorre menos translocacao para a parte aérea (CARBONELL et al., 2011).

5.6 Testes Toxicoldgicos

Os resultados dos controles positivos e negativos dos testes de
sensibilidade com os organismos Hydra attenuata, Daphnia similis e Raphidocelis
subcapitata foram satisfatério, pois estiveram dentro da faixa de sensibilidade
observada por Santos, Vicensotti e Monteiro (2007), os quais também foram

realizados no laborat6rio de Ecologia Aplicada (Tabela 10).
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Tabela 10 - Concentracédo de inibicdo (Clsp) para R. subcapitata e concentracéo letal
(CLso) para D. similis e H. attenuatta expostas a NaCl em g L™

Organismos Clso e Clsg
R. subcapicata 1,22
D. similis 3,72
H. attenuata 2,11

Os testes de sensibilidade com substancias de referencia, aliados aos
dados das condicdes de cultivo dos organismos, sdo capazes de fornecer
informacdes prévias quanto a saude dos organismos utilizados. O NacCl foi escolhido
como substancia referencia, pois é um contaminante para organismos de agua doce,
apresenta pureza consistente e é solivel em agua. Dessa maneira, 0 controle de
sensibilidade dos organismos € um procedimento que permite maior precisdo e
confiabilidade dos resultados obtidos ao longo do tempo por um mesmo laboratério
ou entre laboratérios diferentes (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Em testes toxicologicos, € importante 0 uso de mais uma espécies,
pois é fundamentado que nenhuma espécie € sensivel a todas as substancias e que
a sensibilidade varia com o agente toxico e as condicdes ambientais (ZAGATTO,;
BERTOLETTI, 2006; MESSIAS, 2008). Também € importante o uso de espécies de
niveis tréficos diferentes para mostrar a acdo dos poluentes (TIGINI at al., 2011).
Além disso, o uso de uma espécie ndo leva em conta as interacdes com outros
organismos que ocorrem no ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). Nesse
sentido, bioensaios com H. attenuatta, R. subcapitata e D. similis constituem uma
ferramenta efetiva na avaliacdo de poluentes ambientais (MESSIAS, 2008), pois eles
sdo sensiveis a amplos agentes quimicos com resultados precisos (FERREIRA et
al., 2011).

As Tabelas abaixo mostram o0s resultados da porcentagem de
sensibilidade (Clsp, Clyp, CLsp ¢ Clsg) dos organismos expostos aos residuos,
separadamente — utilizados na mistura para o crescimento fungico — e na mistura de
residuos antes e depois do crescimento dos fungos. Os testes foram feitos dessa
maneira, pois a exposicdo a biota a mistura de contaminantes pode levar a
interacdes toxicoldgicas resultantes da exposicdo de dois contaminantes,
acarretando em uma resposta biolégica quanti e qualitativamente diferente da
esperada pela acdo dos contaminantes sozinhos (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Os testes realizados com a mistura de residuos com o cultivo fangico foram feitos
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para saber se o metabolismo dos fungos proporcionaria um acréscimo ou
decréscimo na toxicidade da mistura.

A toxicidade da vinhaca aos organismos D. similis e H. attenuata € alta,
sendo que a concentracdo da vinhaca diluida a 50% que elimina 50% dos
organismos foi ao redor de 2 e de 4,4% para D. similis e H. attenuata,
respectivamente (Tabela 11). J& a exposicéo ao elutriato do lodo, mostrou toxicidade
alta para H. attenuata, média para R. subcapitata e baixa para D. similis (Tabela 12).

Tabela 11 - Concentragéao letal (CLsp) para D. similis e H. attenuata expostas a
vinhaca diluida a 50%

Organismos Porcentagem de sensibilidade
D. similis 1,99 (CLso—48h) 1,22 (CLyo— 96 h)
H. attenuata 4,41 (ClLsp— 96 h) 4,20 (CLyo— 96 h)

Tabela 12 - Concentracao de inibicdo (Clsg) para R. subcaptata e concentracao letal
(CLsp) para D. similis e H. attenuata expostas ao elutriato do lodo, 1:4

vIv
Organismos Porcentagem de sensibilidade
R. subcapitata 49,46 (Clso— 72 h) 13,42 (Clyp—72 h)
D. similis 75,48 (CLso— 48 h) 56,11 (CLyo— 48 h)
H. attenuata 8,12 (CLsp— 96 h) 5,61 (CLyo— 96 h)

Na interpretacdo dos resultados dos testes de toxicidade, deve-se
lembrar de que quanto menor forem os valores obtidos, maior sera a toxicidade da
amostra, uma vez que o0s resultados encontrados se referem a concentracdo da
amostra necessaria para afetar 50% dos organismos utilizados nos testes
(MESSIAS, 2008).

Comparando os resultados da vinhaca e do lodo, é possivel notar que
a vinhaca apresentou maior toxicidade do que o lodo, e que D. similis foi organismo
mais sensivel. A CLso de D. similis e H. attenuata expostas a vinhaca foi cerca de 37
vezes e 1,84 vezes menor do que a Clsp do lodo para esses organismos,
respectivamente. Ferreira et al. (2011) também observaram que D. similis foi o
organismo mais sensivel quando foi exposta a vinhaga bruta (CLso de 2,2%) e que
sua sensibilidade foi maior quando comparado a D. magna. Ja, em estudos com a
concentracéo letal de D. similis com lodo de esgoto e chorume Mannarino et al.

(2010) detectaram CLspde 5 e 12% em amostras de esgoto e esgoto mais chorume,
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respectivamente. A CLso de H. attenuata foi menor do que a toxicidade de D. similis,
assim como os dados de Ferreira et al. (2011) para este organismos. Geralmente H.
attenuata é muito usado em testes com efluentes e sua sensibilidade/resposta é
mais notada em amostras que contenha metais pesados (QUINN; GAGNE; BLAISE,
2009). Dessa forma, a toxicidade deste cnidario ndo foi tdo alta quanto a de D.
similis, pois a vinhaca € caracterizada pela elevada DBO e DQO e ndo por metais
pesados.

Neste estudo, ndo foi possivel calcular a Clsp de R. subcapitata
expostas a vinhaga, pois ndo houve crescimento suficiente que permitisse o calculo
da concentragdo de inibicdo. O baixo crescimento deste organismo pode estar
relacionado a turbidez da vinhaca, uma vez que particulas suspensas na agua
podem interferir no processo de fotossintese que é essencial ao crescimento das
algas (DEBENEST et al., 2012). Outros fatores como a presenc¢a de compostos com
alto peso molecular e melanoidinas podem ter contribuido para o baixo crescimento,
uma vez que esses compostos constituem cerca de 70-80% de todos 0s compostos
da vinhaca e gque frequentemente sdo toxicos para oS organismos. Entretanto,
Ferreira et al. (2011) obtiveram Clso de 1,6% para R. subcapitata expostas a vinhaca
bruta. As algas respondem diretamente a presenca de herbicidas e elementos
quimicos presentes nas amostras de agua, sedimento e residuos industriais
(MESSIAS, 2008), como a vinhaca pode conter residuos de herbicidas que séo
aplicados a cana-de-acucar, pode também justificar a alta toxicidade e sensibilidade
destes organismos.

Para a amostra de lodo, o organismo que apresentou maior
sensibilidade toxicidade. Messias (2013) obteve porcentagem de sensibilidade de
7,6% deste organismo quando exposto a concentracdao de agua filtrada do lodo do
floculador da mesma estacéo de 4gua estudada. Esses dados se correlacionam com
a sensibilidade/resposta das hidras, pois segundo Quinn, Gagné e Blaise (2009) elas
respondem mais a amostras que contenha elementos quimicos e metais pesados
normalmente estdo presentes no lodo de ETA.

A Clsp e a CLsp de R. subcapitata e D. similis mostram média baixa de
toxicidade. Barbosa (2000) e Bretano (2006) também ndo observaram toxicidade
aguda do lodo para D. similis, no periodo de 48 h. Entretanto, em teste que
avaliaram os efeitos cronicos dessas amostras a D. similis, esses autores

constataram a mortalidade de até 60% dos organismos expostos, no periodo de 21
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dias do teste. Em efluentes de estagéo de tratamento de esgoto, durante 21 dias de
teste ndo foram observada a mortalidade dos individuos, mostrando que o0s
individuos ndo foram sensiveis a presenca da alta carga organica encontrada nos
efluentes das estacdes de tratamento de esgoto. Messias (2013) encontrou CLso de
54,20% quando D. similis foram expostas a agua filtrada de lodo do floculador,
entretanto ndo encontrou tal concentragéo para o eleutriato do mesmo lodo, porque
obteve numero insuficiente de efeitos nos organismos. As Daphnias tem sua
sensibilidade relacionada a mistura de agroquimicos ou agroquimicos puros e a
produtos quimicos puros e ndo apresentam toxicidade aos residuos ricos em
nutrientes, como lodo de ETA (BARATA et al., 2008). Porém, R. subcapitata quando
expostas as amostras ambientais tendem a apresentar alta variacao dos resultados,
0s quais dependem das amostras coletadas e dos periodos de coleta (MESSIAS,
2008), o que pode justificar estes resultados, uma vez que este organismo é sensivel
a elementos quimicos presentes na amostra de lodo. Chelinho et al. (2010)
avaliaram a taxa de crescimento diario de R. subcapitata, expostas a solos
contaminados com atrazina, em diferentes amostras de elutriato e lixiviados do solo,
sendo que a taxa de crescimento diario variou de 0,10 a 1,40 para as amostras de
elutriato e de 0,13 a 1,60 para amostras de lixiviados. Tigini et al. (2011)
encontraram Clso desta mesma alga de 2,20 a 18,80% quando expostas a lodo de
industrias téxtis provenientes de trés estacdes de tratamento de efluentes.

O elutriato das misturas de residuos sem tratamento (Tabela 13)
mostrou maior toxicidade do que as misturas tratadas com os fungos. A mistura
tratada com P. sajor-caju mostrou ser a menos toxicas para os trés organismos
testados (Tabela 14), e P. ostreatus, mostrou que ocorreu desintoxicagdo em

comparacao com o controle (Tabelals).

Tabela 13 - Concentracao de inibicdo (Clsp) para R. subcaptata e concentracéo letal
(CLso) para D. similis e H. attenuata expostas ao elutriato da mistura de

residuos
Organismos Porcentagem de sensibilidade
R. subcapitata 74,61 (Clsp— 72 h) 7,78 (Clyp— 72 h)
D. similis 34,08 (CLso— 48 h) 23,85 (CLyo— 48 h)

H. attenuata 18,79 (CLsp— 96 h) 12,68 (CL2o— 96 h)
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Tabela 14 - Concentragao de inibicado (Clsp) para R. subcaptata e concentracao letal
(CLsp) para D. similis e H. attenuata expostas ao elutriato da mistura
tratada com P. sajor-caju

Organismos Porcentagem de sensibilidade
R. subcapitata 95,70 (Clsop— 72 h) 27,40(Clyo— 72 h)
D. similis 53,85 (CLsp— 48 h) 34,35 (CLyo— 48 h)
H. attenuata 40,92 (CLsp— 96 h) 28,27 (CL2o— 96 h)

Tabela 15 - Concentragéo de inibicdo (Clsg) para R. subcaptata e concentracao letal
(CLsp) para D. similis e H. attenuata expostas ao elutriato da mistura
tratada com P. ostreatus

Organismos Porcentagem de sensibilidade
P. subcapitata 83,07 (Clsp— 72 h) 31,14(Clyo— 72 h)
D. similis 51,76 (CLsp— 48 h) 26,70 (CLy— 48 h)
H. attenuata 30,53 (CLso— 96 h) 18,55 (CL2o— 96 h)

Estudos com misturas de mais de um residuo e poluente junto
proveniente do setor agricola e efluente sdo escassos na literatura. Os poucos
trabalhos que estao disponiveis sdo com estudos de farmacos ou drogas usadas na
medicina. Entretanto, alguns autores sugerem que € necessario avaliar a toxicidade
de misturas de residuos, a fim de investigar qual o efeito no ambiente. O efeito de
um composto no ambiente pode ser pequeno, mas quando agem e interagem com
outros compostos, podem representar perigo a uma ou varias espécies de um
ecossistema (KOLPIN et al.,, 2002). Apesar disso, dada a complexidade das
guestdes envolvidas, ndo se dispdem ainda de explicacdes claras sobre os efeitos
causados por tais interacdes (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Comparando a toxicidade dos residuos e da mistura deles pode se
observar que a mistura apresentou menor toxidade, embora as concentracées sejam
diferentes e foram incorporadas ao bagaco de cana-de-acUcar. Esses dados
reforcam as afirmacdes de Zagatto e Bertoletti (2006) que diz que a exposicao a
biota a mistura de contaminantes pode levar a interagdes toxicoldgicas resultantes
da exposicado de dois contaminantes, acarretando em uma resposta biolégica quanti
e qualitativamente diferente da esperada pela agcdo dos contaminantes sozinhos.
Quinn, Gagné e Blaise (2009) estudaram os efeitos toxicologicos de 11 farmacos
encontrados em efluentes municipais em H. attenuata. Os resultados mostram que a

CLso foi acima de 20%, mas quando misturas de farmacos foram testadas a CEsg da
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mistura foi de duas a trés vezes menor do que os farmacos individuais, sendo
portanto muito mais toxicos. Os resultados indicam ainda que os farmacos atuam de
forma aditiva quando presentes em misturas, possuindo efeitos em concentracdes
ambientalmente relevantes e que a sua concentracdo combinada poderia ser
significantes para hidra e outros organismos aquaticos. Kim et al. (2009) estudaram
o efeito de trés antibidticos — tetraciclina, lincomicina e sulfametazina - em R.
subcapitata, sendo que a Clsp foi de 0,167; 0,439 e 1,246% respectivamente.
Entretanto, poucas mudancas na taxa de inibicdo foram notadas quando os trés
antibidticos estavam juntos. Porém, esta alga foi mais sensivel quando exposta a
farmacos aplicados no tratamento de cancer, com Clsy de 13, mg L ™ (BREZOVSEK;
ELERSEK; FILIPIC, 2014).

As porcentagens de sensibilidade (CLsp e Clsg) da mistura apds o
crescimento dos fungos P. sajor-caju e P. ostreatus foram acima de 30% para todos
0s organismos. A toxicidade da mistura inicial ficou entre 18 e 74%, enquanto que a
porcentagem da mistura crescida com P. sajor-caju permaneceu entre 40 e 95% e P.
ostreatus entre 30 e 83%.

A maior toxicidade da mistura de P. ostreatus em relacdo a P. sajor-
caju pode ter levado ao menor crescimento do milho e do girassol. Alguns elementos
ou compostos presentes na mistura levaram a um crescimento menor a estas
culturas e alguns efeitos toxicolégicos, como raizes grossas e vice-versa.

Dellamatrice et al. (2005) verificou a descoloracdo e a toxicidade de
lodo téxtil tratados com P. sajor-caju e P. ostreatus. A descoloracéo foi maior para o
lodo tratado com P. sajor-caju e a toxicidade de H. attenuata foi menor para o lodo

tratado com o mesmo fungo.
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6 CONCLUSOES

A amostra de lodo do floculador da ETA foi argilosa com baixa relacao
C/IN e elevada concentragéo de Fe e Mn. A vinhaca foi caracterizada por alta BDO,
DQO, condutividade, turbidez, grandes quantidades de soélidos, acucares, K, Mg, Ca,
fosfato, sulfato e pela presenca de fendis.

Pleurotus sajor-caju e Pleurotus ostreatus cresceram em uma mistura
de lodo de ETA, vinhacga e bagaco de cana-de-agucar, proporcionando o tratamento
dos residuos.

A porcentagem germinativa de milho e girassol foi maior em misturas
tratadas pelos fungos Pleurotus. Plantulas de milho e girassol cultivadas por 30 dias
na mistura tratadas com P. ostreatus apresentam crescimento radicular significativo,
acima de 50 e 30% para raiz total e parcial de milho e de 75% da raiz de girassol e
55% da parte aérea, em relacdo ao controle. O crescimento aéreo total foi
significativo quando as plantulas foram desenvolvidas por 30 dias na mistura com P.
sajor-caju (acima de 40% em relacao ao controle).

A massa fresca das raizes do milho e girassol com 30 dias foram
maiores significativamente na mistura tratada com P. ostreatus. A massa fresca da
parte aérea de ambas as culturas foi maior com o tratamento de P. sajor-caju com
30 e 60 dias, sendo que a massa seca da parte aérea do girassol com 60 dias
também foram significativos.

A concentracdo de elementos foi maior e significativa nas raizes de
ambas as plantulas desenvolvidas em misturas crescidas com P. ostreatus com 30
dias. Nas raizes ocorreu o acumulo de Al, Fe, K, SO4 e Ca, enquanto na parte aérea
houve maior concentragdo somente de K, Ca e SO, para as duas culturas
estudadas.

A vinhaca apresentou alta toxicidade para os organismos.D. similis, H.
attenuata e o lodo apresentou toxicidade média. A mistura tratada por P. sajor-caju
apresentou a menor toxicidade para todos organismos, mostrando que em 15 dias
foi capaz de degradar os compostos que apresentavam toxicidade.

A toxicidade da vinhaca foi maior do que a do lodo de ETA para os
organismos expostos a esses poluentes, entretanto a toxicidade da mistura de

poluentes foi menor do que os poluentes individuais. Depois de 15 dias de
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tratamento com o fungo Pleurotus, a mistura de residuos apresentou diminuicdo da
toxicidade em relacdo a mistura sem o tratamento fungico para todos os organismos
expostos, sendo 0 que mostrou menor toxicidade foi a mistura com o crescimento de
P. sajor-caju. Estes dados indicam que em 15 dias, Pleurotus foi capaz de crescer e
degradar/transformar compostos/elementos que antes faziam com que a toxicidade
da mistura fosse maior.

Com base neste trabalho, € recomendavel a realizacdo de outros
trabalhos para avaliar mais efeitos na utilizacdo de residuos/poluentes usados como

substrato para o tratamento com Pleurotus para posterior uso na agricultura.
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Anexo A - Massa fresca e seca do milho com 30 e 60 dias de crescimento

105

Massa fresca (Q) Massa seca (g)
Tratamento Raizes Aéreo Raizes Aéreo
P. sajor-caju 10,76 10,63* 1,31 1,06
30 dias P. ostreatus 12,97* 6,26 1,74 0,77
Controle 9,14 6,06 0,60 0,71
P. sajor-caju 15,32 22,05 2,28 5,12
60 dias P. ostreatus 24,24 5,32* 4,78 1,68
Controle 22,08 18,19 3,08 3,16
*Dunnett (p<0,05)
Anexo B - Massa fresca e seca do girassol com 30 e 60 dias de crescimento
Massa fresca (Q) Massa seca (g)
Tratamento Raizes Aéreo Raizes Aéreo
P. sajor-caju 1,45 3,98* 0,60 0,44
30 dias P. ostreatus 2,35* 4,40* 0,81 0,50
Controle 0,52 1,22 0,43 0,39
P. sajor-caju 3,34 7,70* 1,08 2,26*
60 dias P. ostreatus 2,65 4,28 0,86 1,16
Controle 1,94 2,13 0,65 0,5
*Dunnett (p<0,05)
Anexo C - Massa fresca e seca das flores de girassol com 60 dias
Tratamento Massa fresca (Q) Massa seca (g)
P. sajor-caju 4,90 0,80
P. ostreatus 2,70 0,36
Controle 3,52 0,44

*Dunnett (p<0,05)
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Anexo D - Concentracéo de elementos em mg kg™ nas raizes de Z. mays

30 dias 60 dias

P. ostreatus P. sajor-caju Controle P. ostreatus P. sajor-caju Controle

Al 1,456* 51,100* 67,010 55,417* 49,305* 73,375
Ca 40,243 57,363* 42,225 22,634* 54,035* 40,847
Fe 0,743* 18,006* 24,758 14,577* 15,971* 26,489
K 476,587* 346,609 350,868 322,817* 368,521* 203,512
Mg 21,316 37,899% 25,019 10,831 29,852* 17,586
Na 0,922* 28,218 25,809 10,617 14,079 15,271
SO, 38,609* 236,173 257,019 220,435 170,491 159,410
Si 48,893* 56,087* 69,232 59,764* 72,632 71,663
As 0,006* 0,010 0,010 0,005* 0,009* 0,014
B 0,509* 0,105 0,110 0,113 0,145 0,102
Ba 0,075* 0,267* 0,328 0,1235 0,174 0,3370
Cd 0,001* 0,001 0,002 0,002 0,001 0,001
Cr 0,033* 0,226 0,221 0,176 0,316* 0,212
Cu 0,025* 0,089 0,099 0,077 0,059* 0,094
Mn 1,875* 1,176 1,125 0,779 1,433 1,068
Ni 0,015* 0,044* 0,062 0,031* 0,044* 0,076
Pb 0,042* 0,044 0,049 0,042 0,031* 0,049
Se <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
Sr 0,299* 0,473* 0,346 0,220* 0,449* 0,331
Zn 0,247* 0,576 0,549 0,423 0,419 0,366

*Dunnett (p<0,05)
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Anexo E - Concentracdo de elementos em mg kg™ na parte aérea de Z. mays

30 dias 60 dias
P. ostreatus P. sajor-caju Controle P. ostreatus P. sajor-caju Controle
Al 1,978* 1,115* 1,473 3,228* 1,799* 1,492
Ca 42,483* 33,870 54,082 50,310* 45,076 37,745
Fe 0,914 1,150 1,145 1,729 52,598* 0,838
K 480,892* 664,664 619,249 443,038 402,271 465,809
Mg 19,214* 32,047 31,015 21,005 19,401 20,747
Na 1,925% 3,5699* 3,049 1,159* 1,244* 0,710
SO, 51,914* 112,882* 99,606 47,979* 43,573 43,884
Si 62,691 40,014* 60,361 70,531* 43,910 41,528
As 0,002* 0,010* 0,013 0,003* 0,011 0,007
B 0,184* 0,945* 1,381 0,232* 0,447* 0,492
Ba 0,036* 0,041 0,047 0,055* 0,045* 0,071
Cd 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Cr 0,035* 0,023* 0,044 0,127 8,678* 0,034
Cu 0,031 0,054* 0,038 0,037 0,117 0,026
Mn 1,505* 1,509* 1,681 2,256 2,294* 2,099
Ni 0,014* 0,012* 0,022 0,016 0,141* 0,016
Pb 0,012 0,019 0,018 0,018 0,024 0,013
Se <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 0,002
Sr 0,392 0,396 0,410 0,458* 0,266* 0,298
Zn 0,397 0,551* 0,432 0,328 0,298 0,286

*Dunnett (p<0,05)
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Anexo F - Concentracdo de elementos em mg kg™ nas raizes de H. annuus

30 dias 60 dias

P. ostreatus P. sajor-caju Controle P. ostreatus P. sajor-caju Controle

Al 129,145 104,311 100,086 76,306 72,447 102,086
Ca 60,750 51,094 46,413 47,987 57,628 48,493
Fe 48,182 45,921 34,521 28,874 25,890 36,868
K 461,046 486,231 433,206 447,573 549,638 427,658
Mg 43,915 33,258 23,159 17,905 27,425 19,045
Na 17,390 17,318 34,576 20,264 21,182 24,847
SO, 161,015 172,170 260,375 179,841 137,457 163,259
Si 54,791 86,018 95,813 25,471 70,840 94,468
As 0,046 0,046 0,022 0,031 0,037 0,028
B 0,197 0,187 0,217 0,212 0,198 0,209
Ba 0,538 0,487 0,492 0,492 0,463 0,491
Cd 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
Cr 1,048 2,354 0,667 0,956 0,317 0,654
Cu 0,168 0,156 0,124 0,130 0,107 0,109
Mn 1,171 1,643 0,853 1,103 0,936 0,897
Ni 0,154 0,162 0,075 0,070 0,058 0,072
Pb 0,074 0,070 0,073 0,060 0,533 0,073
Se <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
Sr 0,601 0,562 0,592 0,647* 0,602 0,595
Zn 0,503 0,361 0,448 0,339 0,316 0,331

*Dunnett (p<0,05)



Anexo G - Concentracdo de elementos em mg kg™ na parte aérea de H. annuus

30 dias 60 dias
P. ostreatus P. sajor-caju Controle P. ostreatus P. sajor-caju Controle
Al 0,990 2,119 2,409 1,039 1,202 1,249
Ca 131,73 105,988 105,402 136,595 115,181 89,680
Fe 1,094 1,422 1,906 1,118 1,195 1,274
K 430,200 561,951 477,036 423,080 397,420 338,877
Mg 38,862 43,108 35,641 42,665 33,750 31,711
Na 0,505 2,072 2,201 1,003 0,767 0,607
SO, 78,469 119,569 103,838 74,102 21,459 72,457
Si 32,210 30,992 33,777 40,330 37,021 31,572
As 0,004 0,003 0,004 0,004 0,003 0,004
B 0,813 0,995 0,754 0,830 0,684 0,665
Ba 0,301 0,071 0,112 0,320 0,233 0,139
Cd 0,007 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Cr 0,112 0,003 0,084 0,022 0,026 0,079
Cu 0,044 0,057 0,072 0,045 0,045 0,052
Mn 2,126 2,266 1,862 2,283 3,250 1,688
Ni 0,008 0,013 0,015 0,010 0,011 0,012
Pb 0,105 0,012 0,029 0,014 0,024 0,015
Se <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
Sr 0,397 0,804 0,792 0,792 0,919 0,837
Zn 0,781 0,767 0,709 0,710 0,846 0,580

*Dunnett (p<0,05)
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Anexo H - Concentracéo de elementos em mg kg™ nas flores de H.

annuus em 60 dias de cultivo

P. ostreatus P. sajor-caju Controle
Al 0,771 0,876 0,491
Ca 51,654 52,827 38,776
Fe 0,793 0,813 0,794
K 285,016 303,983 317,679
Mg 34,323 32,474 31,034
Na 0,306 0,116 0,247
SO, 79,834* 84,018 70,102
Si 9,196 8,792 7,890
As 0,001 0,002 0,002
B 0,401 0,454* 0,394
Ba 0,050 0,055 0,030
Cd 0,001 0,001 0,001
Cr 0,058 0,020 0,053
Cu 0,084 0,088 0,096
Mn 0,681 1,121 0,605
Ni 0,016 0,011 0,014
Pb 0,013 0,013 0,017
Se <0,002 <0,002 <0,002
Sr 0,321 0,336 0,195
Zn 0,277 0,384 0,345

*Dunnett (p<0,05)



