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RESUMO

Avaliou-se o efeito de enzimas microbianas industriais em reduzir o volume de lodo
ativado da industria papeleira. Uma mistura de celulase, protease e lipase, em igual
proporc¢éo, reduziu o volume em 60%. Um aumento continuo na reducdo de volume
foi observado com enzimas em crescentes concentragcbes. O efeito das
combina¢cBes de tratamentos indicou que duas enzimas combinadas protease e
celulase produziram melhor efeito de reducéo de volume, do que enzimas individuais
e a lipase adicional melhorou este efeito. Nao se observou melhora dos resultados
com ajuste de pH do lodo tratado enzimaticamente. Avaliou-se também a producéo
da alface em solo tratado com doses de lodo ativado tratado enzimaticamente como
fonte de matéria organica. Os tratamentos foram conduzidos: solo sem adubacéo
(testemunha) e solo + lodo ativado em doses crescentes de 33,3; 66,6; 99,9 e 133,2
gdm™ em base seca. O crescimento da parte aérea e 0 aumento de matéria fresca
nas folhas das plantas foram estatisticamente superiores ao controle.

Palavras-chave: tratamento enzimatico, reducdo de solidos, lodo ativado,
celulase.



ABSTRACT

The effect of industrial microbial enzyme in reducing the disposable solid content of
sludge was investigated. A mixture of industrial cellulase, protease, and lipase, in
equal proportion by enzymatic activities, reduced the bulk of sludge on 60%. An
increase in bulk reduction was observed with increasing enzyme concentration. The
effect of combinations of enzyme treatments indicated that two-enzyme combinations
of protease and cellulose produced better bulk reduction than individual enzymes
and that lipase further augmented this effect. The lettuce production also was
evaluated in soil treated with enzymatically treated sludge as source of organic
matter. The treatment was conducted: soil mixture using sludge in increasing doses
of 0; 33,3; 66,6; 99,9 and 133,2 gdm™ . The development of lettuce plants in soil
treated with sludge differed significantly from the control.

Keywords: enzyme treatment; solids reduction; biosolid.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacdo do Problema

O setor de saneamento vem enfrentando grandes dificuldades no
gerenciamento de residuos gerados nos tratamento de esgoto, visando atender as
necessidades da sociedade pela preservacdo ambiental. Estes processos sao
complexos e de custo elevado e geralmente extrapolam os limites das estacdes de
tratamento de agua (ETA) e as estacOes de tratamento de efluentes (ETE). A
comunidade cientifica dentro desta tematica tem concentrado pesquisas em
encontrar alternativas de tratamento e valorizacdo de residuos. Embora de
composicdo bastante varidvel, apresentam em sua composicdo elementos de
grande valor, entre eles, elementos essenciais para o desenvolvimento de plantas e
matéria organica, fundamental para sustentabilidade de solos, entre outros. Embora
sua composicao apresente elementos de grande valor, outros componentes nestes
residuos séo perigosos e indesejaveis, como 0s metais pesados, 0os poluentes
organicos e os patodgenos, dificultando sua utilizacao e disposicao final (ANDREOLI,
2006).

O sistema de lodos ativados € amplamente utilizado, em nivel mundial, para o
tratamento de despejos domésticos e industriais, em situacdes em que € necessaria
a elevada qualidade do efluente e reduzidos requisitos de area (VON SPERLING,
1997). Consiste num processo de bio-oxidagcéo bastante econémico e efetivo, sendo
sua principal desvantagem a producéo excessiva de lodo (THOMSON e col. 2001).

Atualmente o tratamento que é dado ao lodo excedente geralmente é
composto por adensamento (reducdo de volume); estabilizacdo (reducdo de sélidos
volateis); condicionamento (preparacao para a desidratacdo); desidratacdo (reducdo
de volume) e disposicao final (destinacdo dos subprodutos finais) (VON SPERLING,
1997).

Varias dificuldades sdo encontradas ao longo deste processo, como por
exemplo, a pouca eficiéncia na retirada de agua do lodo (aproximadamente 30 %),
fator decisivo para a reducdo do volume de lodo, além de adequada disposicéo final.
Diversos estudos tém sido realizados para desenvolverem-se alternativas para a

disposicdo do lodo, no entanto, se concentram em sua maioria, nos de origem
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sanitaria, ndo sendo estendidos aos de origem industrial, ja que a problematica é
bastante diferente.

Diversos processos tém sido desenvolvidos com o intuito de reduzir o volume
de lodo gerado, que vao desde a introducdo de modificagbes no sistema
convencional (MAJONE e col, 1999) até o desenvolvimento de métodos alternativos
como o chamado “Low Sludge Production-LSP” proposto por Stuart e col, (2001),
que utiliza processos combinados que resultem num efeito sinergético.

Recentemente foi desenvolvido um processo chamado BIOSEP® que € uma
tecnologia para tratamento de rejeitos aquosos municipais e industriais, que visa a
reducdo de producdo de lodos além dos custos globais do processo (TAZI-PAIN e
col., 2002).E possivel ainda melhorar a qualidade do lodo durante a sua producéo,
de forma que o lodo gerado apresente um volume reduzido em funcdo da reducéo
da matéria organica seca, DQO, etc.

Liu e Tay (2001) tém avaliado as estratégias e a viabilidade de aplicacdo de
Novos processos na tentativa de minimizar o excesso de lodo produzido, uma vez
que este constitui um problema bastante grave e abrangente. Estratégias
desenvolvidas para minimizar o excesso de lodo produzido utilizaram modificagbes
no processo de lodo ativado tais como: oxi-clarificacdo-anaerobica, oxigénio
dissolvido, refrear processo de lodo ativado, processo combinado ozdénio lodo
ativado, controle para tempo de retencéo de lodo e biodegradacédo de lodo em reator
de membrana - auxiliar, podendo reduzir por 20% a 100% do excesso de lodo
produzido. A aplicacdo do sistema convencional seguido por um digestor utilizando
microrganismos termofilicos aerdbios (HASEGAWA e col. 1999; SAKAI e col. 2000;
HASEGAWA, 2001) também é capaz de reduzir consideravelmente o volume de
lodo produzido, além de o custo ser aproximadamente 40 a 50 % inferior em relagéo
ao sistema convencional. No entanto, todos estes processos apresentam tecnologia
sofisticada e custos elevados, inclusive o processo desenvolvido por Hasegawa
(2001), cuja reducdo de custos por ele sugerida consiste ainda num ponto em

discussao.
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1.2 Eliminacéo de agua presente no lodo (dewatering)

A metodologia aplicada para eliminacdo da agua presente no lodo deve ser
simples e de custo reduzido. Dentre as diversas metodologias existentes para o
tratamento do lodo produzido, o processo de eliminacdo de agua (dewatering) é
bastante complicado e de baixo rendimento (KENNY e col. 1997; LEE e WANG,
2000; GRIFFITH e RAYMOND, 2002). Segundo Richter (2001) a fracdo de agua no
lodo pode ser classificada em trés categorias: (a) agua livre, que ndo esta
intimamente ligada aos sdlidos do lodo; (b) &gua capilar e da camada aderida por
forcas de superficie; (c) agua de ligacao quimica e/ou hidratacao.

A desidratacdo de lodo tem sido dificultada, devido a sua alta
compressibilidade, sua afinidade e capacidade de retencdo de agua, estas
propriedades séo atribuidas a presenca de superficies carregadas, devido a
natureza bioldgica e a presenca de substancias poliméricas extra-celulares
fracamente carregadas. Um aumento controlado do tamanho da forca ibnica,
produzido pela adicdo de NaCl, pode na filtracdo e centrifugacdo, neutralizar a
relacdo do efeito da carga, produzindo um aumento no volume do soélido final sobre
a pressao constante da filtracdo ou centrifugacdo. (CURVERS, 2009).

A eliminacdo da agua consiste na extracdo dos polimeros extracelulares (que
representam 46 a 52 % dos solidos suspensos volateis - SSV), compostos humicos
(18-23 % do SSV) e carboidratos (17 % de SSV) por meio de resinas de troca
cationica (FROLUND e col. 1996). A extracdo de polimeros extracelulares pode ser
feita por ultrassom ou por uma combinacdo de ultrassom com resinas catibnicas
esta técnica revelou a predominante presenca de proteinas na composi¢cao quimica
dos polimeros extracelulares e tornou claro seu papel na estrutura do floco do lodo.
Proteinas sdo mais facilmente extraidas do que acgucares quando combinada com
ultrasom.

Certamente proteinas sdo mais envolvidas do que acucares na ligacao
eletrostatica com cations polivalentes. Ligacdes eletrostéticas sdo fundamentais para
a distribuicdo uniforme do floco e fechamento combinado com liga¢des hidrofobicas.
Proximo de 25% aminoacidos dos polimeros extracelulares sdo negativamente
carregados e 24% exibem propriedades hidrofobicas (DIGNAC e col. 1998). Lennart
e col. (1981) descreveram um processo para remocdo de metais pesados e

eliminagdo da agua do lodo por enzimas hidroliticas, sendo o lodo resultante deste
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tratamento apto a ser utilizado como fertilizante. Tratamentos com enzimas e
guelantes para eliminagdo de metais pesados foi descrito no trabalho de Landendorf
(1987).

Novak (2003) verificou em estudos da destruicdo do floco do lodo e a
alteracao das propriedades de condicionamento e desidratagédo em lodo que quando
sofre digestao aerdbica e anaerdbica, ocorre que sob ambas as condi¢des aerdbica
e anaerdbica houve liberacdo de biopolimeros em solucdo, sendo anaerdbica muito
maior, na ordem de 4 a 5 vezes mais proteinas liberadas em solucdo. Pouca
diferenca foi vista nas propriedades de desidratacdo em ambos o0s processos. A
liberacdo de polissacarideos degradados diminuiu atividade das enzimas para quase

zero em digestor aerobico.

1.5 Tratamento Enziméatico de Lodo

Estudos realizados por Jungschaft e col. (1988) usando uma mistura
enzimatica com alto teor de carbohidrolases, glicoproteinases e/ou lipases,
especialmente amilases, celulases e ou proteases elevou os valores de Tempo de
Succéo Capilar (TSC)' de 15 para 44 % com a utilizacdo conjunta de um floculante.
Hakulinen (1988) relatou o uso de celulase, lisozima (enzima bacteriana) ou
muramidase para eliminacdo de agua em lodos. A celulase foi usada juntamente
com a penicilina e os resultados obtidos ndo foram satisfatérios, enquanto que a
lisozima foi capaz de alterar a matriz dos flocos resultando num aumento na
velocidade de eliminacéo da agua.

Thomas e col. (1993) usaram um produto enzimatico contendo
carbohidralase, lipase e proteinase com o objetivo de melhorar o processo de
eliminacdo de agua do lodo doméstico e aperfeicoar processo de retirada de agua
por prensagem de forma a obter uma reducao real do volume. Assim, um aumento
no teor de sélidos secos num lodo cuja eliminacéo de agua € da ordem de 23 a 27 %
implica numa reducéo de 15 % do volume do lodo. A adi¢cdo da enzima faz com que
haja uma quebra da ligacdo entre a molécula de agua e as macromoléculas que

constituem o lodo. A aplicacdo do produto enzimatico em concentracdes de 2,5 a

! Tempo de Succéo Capilar (TSC) — Estima quantidade de agua eliminada no processo enzimatico.
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5,0 mg L™ resultou numa consideravel eficiéncia no processo de eliminacéo de agua.
Entretanto, um aumento da dose levou a formacdo de mais grupos hidrofilicos
capazes de afetar negativamente o processo de eliminacdo da agua. Ibuki (2000)
tratou lodos organicos provenientes de efluentes industriais e esgoto doméstico com
diferentes doses de enzimas produzidas por Pseudomonas sob pressdo e
temperatura controlada durante intervalos de tempo que variaram entre 10 e 200 h
com o objetivo de promover a decomposicdo dos compostos organicos. A seguir
tratou-se com um determinado polimero coagulante e posteriormente a agua foi
eliminada por centrifugacdo ou filtracdo sob pressdo. O método prevé a
contaminacéo secundaria’ e é capaz de reduzir a umidade das tortas de lodo.

Wickham (1996) propds um tratamento continuo para reduzir o volume de
agua do lodo, (A) misturando-se enzimas (amilases, lipase, protease e celulase),
bactérias como Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescence e uma fonte de
nutrientes cuja demanda quimica de oxigénio (DQO) era de aproximadamente
10000 mg/kg,; (B) adicionou-se a agua o produto obtido em (A) formando uma
mistura ativa; a seguir (C) adicionou-se a mistura ativa a uma porcao do lodo
(aquoso) promovendo sua aclimatacdo e finalmente (D) adicionou-se o lodo
aclimatado ao tanque de tratamento, no qual permaneceu durante 2 dias obtendo-se
uma efetiva reducéo de seu volume.

Recentemente tem sido discutido o processo de tratamento preliminar de
lodos utilizando-se enzimas que poderiam aumentar a eficiéncia de estabilizacdo e
/ou eliminacdo de agua além da reducdo de patégenos (LEE e MULLER, 2001).
Bactérias como Cellulomonas sp tém a habilidade de produzir enzimas, como a
hidroxilase, que sao efetivas na decomposicdo e na prevencdo da producao
excessiva de lodos (HATANAKA, 1996).

Outros estudos tém sido feitos utilizando-se enzimas juntamente com
bactérias. Ohsumi (2001) utilizou celulase na presenca de Trichoderma viride e
observou a reducdo do consumo de energia além de prevenir a contaminacao
secundaria. Este processo foi realizado numa temperatura de 60-70 °C, por 3 h (para
decompor os componentes da membrana celular) e posteriormente foi colocado em

fornos de alta temperatura para obtencado de um lodo moldado.

2 Contaminagdo Secundéaria — O solubilizado obtido do processo de desidratacéo de lodo, traz em
sua composicdo materiais indesejaveis, matéria organica da decomposicdo por enzimas e metais
pesados.
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Estudos de estabilizagdo do lodo ativado por meio de circulagdo de oxigénio
em diferentes zonas além da utilizacdo de enzimas cataliticas e quelantes (para
promover a estimulacdo metabodlica dos microrganismos) tem sido realizados. A
principal vantagem deste método € a estimulacdo do metabolismo dos
microrganismos, sendo que os rendimentos obtidos foram redugdes de DQO em 40
e 50 %, matéria seca em 30 e 35 % e matéria organica seca em 40 a 45 %. Além
disso, a quebra do material organico € intensificada e a remoc¢éo da agua do lodo
estabilizado é facilitada, sendo que a filtracdo é melhorada em até 100 % e se um
floculante também for usado a quantidade de agua pode ser reduzida em até 50 %
(FRIEDRICH e col., 1992).

Segundo Parmar (2001), o efeito de enzimas microbianas em reduzir IDL
utilizando uma mistura de enzimas, como celulase industrial protease e lipase séo
continuas em crescentes concentracdes de enzimas. O efeito das combinacfes de
duas enzimas protease e celulase foi melhor do que as enzimas aplicadas
individualmente. Entre as enzimas individuais a protease produziu maior
decantabilidade do lodo, que foi associado como a reducdo de volume e/ou
eliminagdo de agua. O ajuste de pH do lodo enzimaticamente tratado da escala
alcalina (pH 10-12) melhoraram a decantabilidade do lodo em até 80% de reducéo
de volume e 40% de reducao de sélidos do lodo em pH 2-4.

A estabilizacdo de sistemas de lodo ativado tem-se mostrado eficiente devido
a acdo de enzimas hidroliticas. Enzimas comerciais B — glucosidases, celulases e
proteases sob baixas condi¢cdes de sulfatos reduzido, em bioreator metanogénico e
sulfitogénico, atuam eficientemente no aumento da razado hidrolitica da matriz, no
aumento da razéo da quebra do floco e a reducao do floco em média de 40um para
23um (WATSON, 2004).

Aumentar a hidrélise de polimeros organicos em meio sulfitogenico mostrou-
se fundamental para a degradacdo e solubilizacdo das particulas de matéria
organica. Dentro da enzimologia € mostrado que processos com atividade da lipase
associada com particulas de lodo biolégico em pH e temperatura 6timo, ocorreu um
aumento da atividade da enzima, associada aos céations naturais do lodo. Verificou-
se extensa estabilidade para lipase em bioreator metanogénico. Embora o sulfato
apareca como interferente, suas espécies reduzidas aumentam a atividade da
enzima por estarem envolvidas diretamente no rompimento do floco do lodo pela

neutralizagédo acida dos componentes de superficie. (WHITELEY, 2002).
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Sulfito é chave para o aumento da atividade das enzimas e € proposto que
este Unico fator contribua para a aceleracdo da razdo e solubilizacdo do lodo. A
presenca da atividade da B-glucosidase e protease residem dentro do floco do lodo,
cuja composicao, em sua maior parte, de substancias poliméricas extracelular como
polissacarideos e proteinas. (WATSON, 2004)

Segundo Wawrzynczyk et al (2008) a obstrucdo estérico de volume é
responsavel pela diminuicdo da solubilidade enzimética no lodo e ions metalicos
polivalentes estdo diretamente envolvidos na adsor¢cdo da enzima por sélidos. O
tratamento enzimatico de lodo com pré-tratamento com sequestradores de cétions,
como o acido citrico, aumenta por volta de 40% a solubilidade do lodo. A hidrélise
enzimatica € melhorada 85%, empregando reduzidas doses de enzima e a adsorcao
€ significativamente diminuida.

Cadoret (2002) investigou a extensao da difusdo de compostos de alto peso
molecular através da matriz do exopolimero de lodo ativado agregado a sua reducéo
através de enzimas extracelulares como proteases, a-amilase e a-glucosidase,
associada a extracdo de substancias poliméricas extracelulares a partir do floco,
surpreendentemente, quando flocos de lodo ativado foram dispersos pelo uso
combinado de ultrasom e resina de troca catidnica a razdo da proteina ndo fez a
hidrélise aumentar enquanto que a razdo de polissacarideos aumentou a hidrélise

cerca de cinco vezes mais.

1.6 Aplicacéo e disposicao adequada do Lodo

Aplicacdo no solo é o destino mais comum de biossélidos no USA. Quando
tratados apropriadamente (de acordo com as regulamentagdes estaduais e federais)
e apresentam-se dentro dos padrbes estabelecidos, os biossélidos sdo considerados
livres de risco para o meio ambiente e saude publica. Aplicacdo de biossoélidos na
producdo de vegetais como um aditivo (corretor) organico ao solo pode aumentar o
crescimento de plantas e produzir rendimentos de cultivo com menos nutrientes
inorganicos que os programas padrdes de fertilizantes sintéticos comerciais.

A utilizagdo do lodo de esgoto em solos agricolas vem sendo pesquisada
desde 1925, nos Estados Unidos, Holanda, Reino Unido e Dinamarca. No Brasil,

recentes trabalhos desenvolvidos pelo Programa de Saneamento Basico do Estado
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do Paran& confirmam que a reciclagem agricola do lodo é uma técnica alternativa
para a disposicao desse residuo (ROCHA, 1998).

A utilizacdo do lodo domeéstico como fertilizante tem sido amplamente
estudada no Brasil pela Embrapa Meio Ambiente (EMBRAPA, 2002a), entretanto, o
uso agricola deve ser restringido aqueles que apresentam caracteristicas adequadas
(EMBRAPA, 2002b). Desta forma deve-se averiguar 0s potenciais riscos a saude
humana, através da avaliacdo toxicoldgica, tomando-se como base as Doses de
Referéncia (RfD), aplicada a poluentes patogénicos e o Fator de Carcinogénese
(CF) para poluentes carcinogénicos (UNICAMP, 2002). Alfalfa (Medicago sativa L.)
foi inoculada com Sinorhizobium meliloti e cultivada num solo selecionado. Estudou-
-se o0 efeito da aplicacdo de diferentes concentracbes de lodo sendo que os
resultados obtidos foram similares aos da aplicacdo da levedura manitol (YMB)
(BEM-REBAH e col., 2002a).

Estudos realizados com uma combinagéo de lodo proveniente de efluentes e
residuos de podas de arvores urbanas foram utilizados para melhorar as condicdes
de solo degradado restaurado por arvores e arbustos. A liberacdo de nitrogénio no
solo foi aumentada com esta combinacdo. Cerca de 187 kg N/ha de lodo e 200
m°/ha de residuos de madeira produziram em um ano a reducdo a 50% de
mineralizagao do nitrogénio (COGLIASTRO, 2001) .

A fracdo da mineralizacdo de N é utilizada nos calculos das taxas
agrondmicas de aplicacdo de lodos de esgotos em solos agricolas, considera-se a
quantidade de N organico que é transformada em formas inorganicas disponiveis as
plantas (BOEIRA, 2004). O mesmo resultado foi atingido em 2 anos com aplicagao
de 125 kg N/ha de lodo. Portanto a diferenca de nitrogénio do solo e o processo de
degradacédo organica induziram ao melhoramento pelo tratamento resultaram em um
aumento da sustentabilidade de espécies de arvores plantadas, embora foi
verificada a presenca indesejavel de metais no solo, particularmente Fe, Cd, Pb,
(COGLIASTRO, 2001).

Lopes e col., 2005 avaliou a producao de alface (Lactuca sativa L.) em solo
tratado com diferentes doses de lodo de esgoto como fonte de matéria organica. O
experimento foi conduzido em solo sem adubag&o como controle e solo + lodo de
esgoto com doses crescentes. Verificou-se um aumento da matéria fresca das
folhas, aumento da matéria seca da parte aérea, diminuicdo do numero de folhas em

funcdo de doses crescentes de lodo em relagdo ao controle. Anéalises de regressao
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indicaram a possibilidade da utilizacdo de doses maiores de lodo, uma vez que
doses menores de matéria organica fornecem menos nitrogénio que pode estar
associado ao menor peso da planta inteira, menor niamero de folhas e também a
diminuicdo da matéria seca. Os teores de metais pesados encontrados na analise
foliar estavam abaixo dos limites inferiores para uso agricola sendo entédo o lodo de
esgoto, dentro das condi¢cbes deste experimento, utilizavel como fertilizante agricola
para o cultivo da alface.

A dinamica da mineralizacdo de materiais organicos adicionados ao solo é
importante fator para predizer os efeitos das possiveis perdas de N para o ambiente.
Este fator foi determinado com doses crescentes de lodo de esgoto aplicadas ao
solo, as parcelas de lodo foram calculadas para fornecer a cultura a quantidade
recomendada de fertilizante nitrogenado. Os resultados demonstraram que nao foi
conclusiva a determinacdo da taxa de mineralizacéo e a imobilizagdo do N devido a
fatores climaticos. Deve-se considerar que as quantidades de N exigidas pelas
culturas e fornecidas pelos fertilizantes sdo aplicadas em periodos de maior
demanda da cultura o que ndo se observa quando se utiliza lodo de esgoto e por
isso podera ocorrer grandes perdas de N para o ambiente através de processos de
desnitrificacéo e lixiviagdo do nitrato, com consequéncias danosas para o ambiente
(VIEIRA e CARDOSO, 2003).

Pouco se tém estudado quanto a aplicacdo de lodos provenientes de
tratamentos industrias em solo, seja em culturas agricolas ou florestais. Alguns
estudos de aplicabilidade do lodo proveniente da industria papeleira como fertilizante
ja foram realizados. O pré-tratamento do lodo com NaOH aumenta o acumulo de
bactérias e consequientemente o efeito sobre o crescimento de rhizobia € positivo
(BEM-REBAH e col., 2002b).

Entretanto observou-se que a aplicacdo no solo de lodo desta origem
aumentou o valor médio de matéria organica presente e de fésforo. Observou-se um
efeito retardatario no processo de germinacdo de milho quando a semeadura foi
realizada, imediatamente apos a aplicagédo de lodo no solo, entretanto este efeito foi
eliminado quando a semeadura foi realizada apdés 21 dias de aplicacdo do lodo
(O’BRIEN e col., 2002).
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Figura 1: Lodo de Esgoto na Agricultura — Fonte VIEIRA (2004)

1.5 Testes de ecotoxicidade para biossoélidos

Os maiores obstaculos de aceitacdo publica para a aplicacdo de biossolidos
no solo estdo relacionados com a possivel contaminacdo da agua, os riscos de
doencas humanas e odor. Além disso, metais pesados € um fator de predisposi¢céao
de percepcao publica.

Para se ter seguranca do uso do biossolido para a producéo de vegetais a
razdo agrondmica (requerimento de nutrientes para o crescimento de cultivos
vegetais) deve ser calculada antes da aplicagcdo para um cultivo especifico
(OZORES-HAMPTON e PEACH, 2002).

Devido as colocacdes anteriores o interesse por efeitos ecoldgicos de
biossolidos tem crescido recentemente. Entretanto, ndo h4 métodos estabelecidos
para testar a toxicidade destes compostos. Apesar disto, 0s requerimentos
internacionais e nacionais definem que tais compostos ndo devem conter nenhuma
substancia ambientalmente perigosa e ainda atender aos requisitos necessarios

para o tipo de cultura a qual o lodo sera adicionado. Os métodos que séo utilizados
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sdo aqueles que utilizam micrébios, enzimas, fauna do solo e plantas (KAPANE e
ITAVAARA, 2001).

O lodo de esgoto, quando aplicado ao solo pode causar alteracbes na
estrutura e no funcionamento do agroecossistema, sendo a comunidade microbiana,
um dos componentes mais sensiveis, podendo ser utilizada como um indicador da
qualidade do solo, tanto para estimular, como para inibir, devido a presenca de
metais pesados e outros poluentes, a atividade microbiana. Bettiol e Fernandes,
2004, avaliaram a atividade microbiana na comunidade de Bacillus, de
Pseudonomas fluorescentes e de fungos em solo incorporado com lodo e com
plantio de milho. Embora tenha havido um aumento das comunidades de Bacillus de
Pseudonomas fluorescentes, ndo eram significativos, ocorrendo um aumento
significativamente diferente apenas para as comunidades de fungos. Estes
resultados n&o permitem a conclusdo sobre alteragbes nas diversidades de
microorganismos, indicando apenas uma adaptacdo as alteragbes causadas pelo
lodo de esgoto.

Rantala e col. (1999) determinou o potencial téxico dos compostos de lodo e
dos rejeitos da industria de polpa e papel usando uma bateria de testes previamente
ao uso agricola do material. O crescimento de plantas e testes de germinacdo séo
as técnicas mais comuns para se determinar a maturidade do composto e sua
toxicidade, sendo uma das plantas mais utilizadas neste teste o pinho branco
(MAYNARD, 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

O principal objetivo deste trabalho foi estudar os fatores envolvidos no
acondicionamento do lodo proveniente do tratamento de efluentes Kraft E;, para uso
de crescimento da alface (Alface mantega-Lactuca sativa) substituindo parcial ou
totalmente os nutrientes normalmente utilizados em seu cultivo. O processo de

eliminacao de agua do lodo (desidratacédo) também foi estudado.

2.2 Especificos

Os obijetivos especificos foram:

Eliminacdo de agua do lodo proveniente da industria papeleira, pela utilizacao
das enzimas, celulases, proteases e lipases.

Caracterizacao quimica e biolégica do lodo.

Determinacéo da toxicidade do lodo.

Aplicagéo do lodo (eliminada agua por tratamento com enzimas) controlado
no cultivo de alface (Alface mantega-Lactuca sativa), como por exemplo: montar um
piloto para o cultivo de alface, para verificar o desenvolvimento do mesmo.
Lembrando que a utilizacdo da alface se deve somente para estudos académicos,
sendo inviavel o plantio para consumo, devido a possiveis elementos contaminantes

que a alface pode absorver.
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3. METODO

3.1 Medidas de Atividade das Enzimas Industriais Utilizadas nesta Pesquisa.

3.1.1 Determinacédo da atividade de Protease

A atividade de protease foi determinada segundo DOSORETZ et al (1990). O
método baseia-se na reacdo da azocaseina com as proteases liberando o complexo
azo.

A solucéo estoque de azocaseina foi obtida através de dissolucdo de 250 mg
de azocaseina em 5 mL de bicarbonato de sédio 1% a 60°C. O pH foi ajustado para
8,3 e a solucgéo foi diluida a 10 mL com &gua destilada.

Em um tubo de ensaio foram colocados 1 mL de solucédo de azocaseina e 1
mL da solugcdo contendo o extrato enzimatico de protease savinase 16 L
(Novozyme) em diferentes concentra¢des. A mistura foi incubada a 38°C durante 30
minutos e a reacdo foi interrompida pela adicao de 1,8 mL de acido tricloroacético
5%. A solucdo obtida foi centrifugada a 7000 rpm durante 8 minutos e filtrada.
Misturou-se 1 mL desta solucdo com 1 mL de hidroxido de sodio 0,5 N e a
absorbéancia foi lida a 440 nm.

Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade desta que catalisa a
guebra do complexo azo causando mudanca de 0,001/min na absorbéncia da

solucéo.

3.1.2 Determinacédo da atividade de Celulase

A atividade é determinada incubando-se tiras de papel de filtro Watman n° 1 (
50 mg ) com 1mL de extrato enzimatico Celluclast 1.5 L (Novozyme) e 1 mL de
tampao citrato de sédio 50 mM, pH 4,8 a 50°C por 60 minutos. (Mandels et al. 1976).

A quantidade de agucares redutores € determinada pelo método de DNS.
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O reagente de DNS é preparado com 10,6 g de 3,5-dinitrosalicilico, 19,8 g de
hidréxido de sodio, 30,6 g de tartarato de sodio e potéassio, 7,5 mL de fenol, 8,3 ¢
bissulfito em um litro de agua até dissolucéo, completando o volume a 1,4 L.

Para a determinacéo de acucares redutores é adicionado a 3 mL do reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), 1,5 mL da amostra acima preparada com papel
Watman n° 1. A mistura é incubada num banho térmico a 100°C por 5 minutos.
Resfriou-se a amostra ate atingir a temperatura ambiente e a absorbancia a 550 nm
foi comparada com uma curva padréo de glicose.

A curva padréo é feita a partir de glicose (1 a 5 mM). Definiu-se como uma
unidade de atividade enzimatica a quantidade de enzima capaz de catalisar a

liberacdo de 1umol de glicose por minuto a 50°C.

3.1.3 Determinacéo da atividade de Lipase método titulométrico

Usando Oleo de oliva purificada como substrato e um titulador para titular os
acidos graxos liberados. A emulsao foi preparada com 3% de goma arabica e 3% de
Oleo de oliva, agitada no vortex a 150 rpm por 15 minutos. 25 mL do substrato serédo
incubados com 5mL do extrato enzimatico Lipolase 100 L bruto, a 37°C com
agitacdo. Os acidos graxos livres liberados pela hidrélise enzimética seréo titulados
com NaOH 25 mM ( STUER e JAEGER.1986). Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1umol de acido graxo livre
titulavel/min, nas condi¢des padrdes (37°C, pH 8,0).

3.1.4 Verificacdo da atividade das enzimas em funcédo do tempo

Ensaios enziméaticos nas mesmas condi¢cdes de aplicacdo no lodo foram
utilizados para, verificar as atividades das enzimas em funcdo do tempo. Nos
intervalos de 6 h foram determinadas a atividades das enzimas por método
espectrofotométrico e método titulomeétrico . As enzimas 500 pL foram adicionadas,
idéntico as concentracbes a serem utilizadas no tratamento do lodo primario e
secundario e verificada sua estabilidade a temperatura 6tima utilizada para cada
enzima deste experimento. Aliqguotas de 1000 pL foram extraidas do Erlenmeyer e

analisada sua atividade, celulase segundo Mandels et al. (1976), protease segundo
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Dosoretz et al (1990) e lipase segundo Stuer e Jarger (1986) como descrito

anteriormente.

3.2 Tratamento com enzimas de Lodo Primério

3.2.1 Lodo Primario sem ajuste de pH com uma Unica adicdo de enzima

Proveniente do processo de tratamento primério (material sedimentavel no
esgoto bruto) das Estacbes de Tratamento de Efluentes (ETE) é obtido por
sedimentacao ou flotagcdo, com 3% a 7% de sdlidos e contendo 60% a 80% de
matéria organica.

Para o tratamento enzimético do lodo primério foram utilizados amostras de
10 g do produto. As amostras misturadas a agua destilada completando o volume a
50 mL, foram colocadas em Erlenmeyer de 100 mL. Apds a adicdo de 500uL (2750
unidades de atividade enziméatica) em volume de enzima industrial (Novozyme). Os
frascos incubados em um “shaker” giratério (200 rpm), sem ajuste de pH a 40°C e 96
horas segundo Parmar et al. (2001). Outras concentragcdes em volume de enzimas
também foram testadas.

Nos intervalos de 24 h de cada experimento foi determinada a reducéo de
volume do lodo tratado com enzimas. A reducdo do volume foi determinada
colocando 50 mL de amostra de lodo tratado em uma proveta de 50 mL durante 2 h.
O volume de sélidos estabelecidos foi gravado e apresentaram-se como milimetros

de sélidos estabelecidos por amostra total de 50 mL.

3.2.2 Lodo priméario com e sem ajuste de pH e com reposicdo de enzima.

A celulase Celluclast 1.5 L (Novozyme) em concentracdes crescentes de
atividade enzimatica, 250 uL, 500 pL, 750 puL e 1000 pL em volume de enzima, com
pH 4,8 e temperatura de 50°C foi incubada com lodo primario em periodo de 24 h
com reposicdo da atividade enzimatica em 12 h. Sem ajuste de pH e em
temperatura de 50°C também foi realizado ensaio com reposicdo da atividade
enzimatica em 12 h. Apos a incubacéo de celulase Celluclast 1.5 L (Novozyme) pelo

periodo de 24 h, foi adicionado a pH 8,0 protease Savinase 16 L (Novozyme) e
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lipase Lipolase 100 L (Novozyme) com temperatura de 40°C no lodo primério.
Ambos os experimentos realizados em duplicata sendo verificado também a
influencia do sistema aberto e fechado.

O sistema aberto versus fechado foi utilizado para ver o efeito da formacgéo de
gases (fechado) e o sistema sem gases sobre a efetividade do processo de reducao

de volume do lodo na presenca das enzimas.

3.3 Lodo Secundario

O lodo secundéario € proveniente do incremento da atividade microbiana
aerdbica e anaerobica nas ETEs, de forma a converter os solidos dissolvidos em
sélidos suspensos (biomassa microbiana) e reduzir o contedo da matéria organica
por respiragdo. Posteriormente, a biomassa microbiana é precipitada junto com
outras particulas, contendo 0,5% a 2% de solidos e 50% a 60% de matéria organica.

Lodo secundario foi submetido ao tratamento enzimatico sob as mesmas
condicdes como descrito nos itens 2.2.1 — 2.2.3 repetindo 0S mesmos ensaios

aplicados ao lodo primario.

3.5 Caracterizacdo Quimica do Lodo

3.5.1 Determinacgado de Carbono Organico Total (COT)

As medidas da concentracdo de carbono organico total foram realizadas
seguindo-se a metodologia padrdao (APHA 5310, 1995), que se baseia na oxidacao
da matéria organica catalisada a alta temperatura, empregando-se um analisador de
carbono total, modelo TOC 5000A (Shimadzu). Neste método, uma pequena
amostra homogeneizada € injetada em uma camara de rea¢do aquecida, contendo
platina adsorvida sobre é6xido de aluminio. A agua € vaporizada e o carbono
organico € oxidado a CO,, sendo quantificado por meio de um analisador de
infravermelho ndo dispersivo. O carbono inorganico é medido pela passagem da
amostra em uma camara de reacdo que contém acido fosférico, na qual é convertido
a CO; e quantificado de maneira semelhante a descrita anteriormente. O carbono

organico total é entdo obtido pela diferenca entre o carbono total e o carbono
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inorganico. Foram submetidas para analises amostras de lodo primario antes e apos
tratamento com enzimas, assim como, material solubilizado. Mesmo procedimento

foi utilizado para o lodo secundario.

3.5.2 Determinacgéo da Taxa (%) de Umidade de Lodo

Solidos Totais sédo obtidos através da evaporacdo de uma amostra
homogénea em capsula de porcelana previamente tarada, secagem da amostra em
estufa a 105 +/- 5 °C e pesagem. A quantidade de solvente evaporada da amostra
durante o processo de secagem € a umidade contida na amostra. Levada a capsula
devidamente pesada com a amostra a estufa a 105 °C +/- 5 °C por no minimo 12
horas, apos esfriada foi pesada a capsula em balanca analitica e calculada a % de
umidade. Este procedimento foi realizado para amostra de Lodo primario e lodo
secundario antes e ap0s tratamento com enzimas, utilizando os melhores resultados

na decantabilidade e /ou reducao de volume.

3.5.3 Determinacao de metais por Absorgdo Atémica

3.5.3.1 Método de digestdo para amostras de lodo

Consiste na completa dissolugcdo da amostra sélida ou sua completa
solubilizacdo e tem por finalidade reduzir a interferéncia da matéria organica e
quebrar as ligacdes estaveis. A digestdo € realizada em duas etapas: na primeira 0
acido nitrico concentrado é adicionado para oxidar a matéria organica e para
solubilizar a amostra. Na segunda etapa € utilizada uma mistura de &cido nitrico e
acido cloridrico 1:1 e peroxido de sédio tornando 0 meio mais energético sob
aguecimento para facilitar a abertura da amostra e sua completa solubilizacéo.

Foram transferidos cerca de 10,00 g de lodo ativado sélido (lodo primério e
lodo secundario) seco para capsula de porcelana, deixado na estufa a 105 °C +/- 5
°C por no minimo de 24 horas. As amostras foram pulverizadas em almofariz e
passada em peneira com malha de nylon de 20 mesh e posteriormente de 80 mesh.

As amostras foram colocadas em estufa por no minimo 30 minutos e colocadas em
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dessecador até esfriarem. Pesados 0,2500 g de lodo pulverizado foram calcinados
a 550 °C por uma hora.

A amostra foi transferida para um béquer e diluida com agua
desmineralizada. Foi adicionado 10 mL de acido nitrico concentrado e deixado a
digerir em chapa térmica. Foi adicionado a amostra 10 mL de acido cloridrico e
deixado a solubilizar até o aparecimento de vapores. A amostra foi transferida para
um balédo volumeétrico de 100 mL e completado o volume com agua desmineralizada.
Amostras de lodo primério e lodo secundario solubilizado antes e apds tratamento
enzimatico contendo 100 mL de amostra também foram previamente digeridas com

10 mL de &acido nitrico concentrado.

3.4.3.2 Determinacado da concentracdo de metais por absor¢éo atbmica

Para determinagdo das concentracbes de metais por absorcdo atdomica, as
amostras solubilizadas sdo aspiradas e transformadas em goticulas que séo
decompostas na chama de ar-acetileno e/ou 6xido nitroso-acetileno, em condi¢des
especificas. A quantidade de energia radiante absorvida em comprimento de onda
especifico pelo elemento na chama € proporcional a concentragdo do elemento na
amostra. Todas as amostras foram submetidas as determinacées de metais totais

conforme condicdes descritas.

3.5.4 Determinacédo de Fendis Totais

A quantidade de fendis totais foi determinada espectofotometricamente pelo
4-aminoantipirina conforme método padrdo (APHA, 1998). Amostras de lodo foram
centrifugadas a 14000g a 4°C por 15 minutos e 5 mL do sobrenadante foram
retirados. Uma aliquota de 125 uL de Hidroxido de Amoénio (NH,OH) a 0,5 Molar de
concentracéo foi adicionado ao sobrenadante e o pH ajustado para 8,0 com fosfato
tampdao antes da adicéo de 50 pL de 4-aminoantipirina a 2% e 50 pL de ferrocianeto
de potassio KzFe(CN)s. Os contetudos sdo bem misturados e deixados deixados por
15 minutos antes da determinacdo da absorbéncia a 506 nm. A concentracdo de

fenol foi determinada com referéncia a curva padrdo na faixa de 1-5 mgN/L.
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3.5.5 Determinagé&o de Nitrogénio em Lodo

O Nitrogénio encontra-se presente em lodos de esgoto em parte nas formas
organicas, o que é potencialmente favoravel para a melhoria da qualidade do solo.
Essas espécies serdo mineralizadas tornando o nitrogénio disponivel as plantas.
Assim para aproveitar o lodo de esgoto para uso agricola deve-se considerar a
guantidade de Nitrogénio. A taxa de mineralizacdo € utilizada nos calculos
agrondmicos para aplicacéo de lodo de esgoto em solo agricola. O nitrogénio agrega
valor ao lodo de esgoto por ser um nutriente essencial as plantas, mas suas
dosagens sao restritas a aplicacdo em solos agricolas devido ao possivel risco de
contaminacao de aguas subsuperficiais por lixiviacado de nitrato. Por isso a aplicacéo
é limitada pela quantidade de nitrogénio potencialmente disponivel no material o que
deve se igualar a recomendacdo de adubacdo nitrogenada da espécie cultivada
(BOEIRA, 2004).

Para analise de nitrogénio Kjeldahl, todas as solu¢des foram preparadas com
reagentes de grau analitico e agua deionizada. As amostras de 1,000 g de lodo com
alto teor de umidade foram previamente digeridos com a adicdo de acido sulftrico,
sulfato de potassio e sulfato de cobre como catalisador, para transformar o
nitrogénio organico em amoniacal. Apos a adicdo da base, a amdnia destilada em
meio alcalino e absorvida em meio ao acido borico é determinada por titulacdo com
acido sulfarico 0,01 mol/L. Apés a digestdo, a destilacdo e a titulagdo, medem-se o
nitrogénio organico mais o amoniacal, que € chamado de nitrogénio Kjeldahl total
(NKT) (BREMNER & MULVANEY, 1982). Todos os dados obtidos foram corrigidos

guanto a umidade, e os teores de N foram expressos em base seca.

3.6 Caracterizacao Bioldgica do Lodo

3.6.1 Analise de Coliformes

A presenga de Coliforme foi determinada utilizando-se o método de
membrana filtrante para determinagdo de coliformes totais e de Escherichia coli
(CETESB — NT L5.214)

Um sistema de filtracdo devidamente estéril foi utilizado e foi filtrado 100 mL

de amostra em membrana de nitrato de celulose de 47 mm de didmetro e
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porosidade de 0,45 pm. Apoés a filtracdo transferiu-se a membrana contendo o
material filtrado para um meio de cultura do kit NKS 14053-47-N da Sartorius, o qual
foi previamente hidratado com agua deionizada estéril.

Apés a transferéncia a amostra da amostra para o meio de cultura foi
incubada em estufa a temperatura de 37 °C por 24 horas. ApOs incubacédo foi
realizada a contagem das colbnias tendo como critério, que coloracdo vermelhas
séo devidas as coliformes totais e col6nias verde metalica referem-se a Escherichia

coli.

3.7 Ensaio de toxidade com o micro-crustaceo Artemia salina

A toxidade frente ao microcrustaceo Artémia salina foi determinada apenas
pela porcentagem de morte dos organismos em relacdo ao seu numero total de 10
larvas, na presenca de diferentes concentracdes de lodo solubilizado antes e ap0s
tratamento enziméatico, ensaios foram realizados para lodo primario e para lodo
secundario pH ajustado para 7,0, por um periodo de 24 h ( MCLAUGHLIN e col.,
1995). O método consistiu em avaliar a morte das larvas de Artémia salina,
cultivando-os em frascos de 5 mL contendo diferentes quantidades do lodo
solubilizado e solucdo salina a 38 gL™ de sal marinho. Apés 24 horas, foi feita a

contagem dos organismos sobreviventes, determinando-se a dose de poluentes.
3.8 Aplicagéo de Lodo controlado no cultivo de alface
3.8.1 Parametros de cultivo
Plantio de sementes de alface (Alface - Sativa L.): Fornecedor Agristar do
Brasil Ltda. Caracteristicas do tipo de alface: Planta volumosa com excelente

uniformidade e padrao comercial. Apresenta de 30 a 35 folhas, com tamanho de 36

X 20 cm e peso médio de 4009 e ciclo de 55 a 60 dias .
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3.7.2 Metodologia para o plantio das sementes de Alface

O plantio foi determinado em solo virgem sem adubacdo em solo com
adubacao segundo Campos (2005). Para o meio, foi feito a seguinte segregacgéo: Os
tratamentos consistiram de parcelas sem aplicagéo de fertilizantes ou lodo, parcelas
com aplicacdo de N mineral, parcelas com doses de lodo calculado para fornecer a
cultura o mesmo teor de nitrogénio mineral (1N) e parcelas com duas doses (2N),
trés (3N), e quatro vezes (4N) a dose de lodo do tratamento 1N. Para o cultivo no
solo virgem, caracterizados pela baixa concentracdo de metais e baixo teor de
nutrientes, justificando dessa forma o emprego de lodo na expectativa de auxiliar
essa caréncia de nutrientes e matéria organica em solo virgem (CAMPOS, 2005)

Para o plantio em solo adubado, solo com fertilizante e solo + lodo em doses
crescentes (1IN, 2N, 3N e 4N), as sementes de alface foram cultivadas em
sementeiras de plastico com aproximadamente 4 cm de altura e 6 cm de diametro.
As sementes foram cultivadas da seguinte maneira: adicionou-se as sementes em
pequena quantidade aleatéria, com uma profundidade de +0,5 cm em todas as
segregacoes, logo apds o periodo de sete dias da adi¢ao do fertilizante comercial e
do lodo, regando as sementes com agua potavel.

Para a quantidade de lodo e de fertilizante comercial que foi adicionado ao
plantio foi utilizado um dos critérios da Norma da CETESB-Norma P 4.230 ago/99.
Onde se recomenda uma taxa de mineralizacdo do nitrogénio de aproximadamente
30% para cultura de hortalicas. A quantidade de Nitrogénio recomendado para
cultura de hortalicas foi consultada no Boletim Teécnico n°® 100 do Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), sendo 60 kg/ha.

Para a quantidade de Lodo primario e ou lodo secundario adicionado ao
plantio utilizou-se de um dos critérios da Norma da Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB) — Norma P 4230 ago/99 (CETESB, 1999), ou
seja, a Taxa de aplicacdo de lodo é em funcdo do nitrogénio disponivel, proveniente
da quantidade de nitrogénio total presente na amostra em questédo (Lodo primario e
Lodo secundario), portanto utilizou-se do seguinte procedimento:

Taxa de Aplicacao (ha) - Nitrogénio Recomendado (Kg/ha)

Nitrogénio Disponivel (kg/t)
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Para determinar o nitrogénio disponivel no lodo utilizou-se o seguinte
procedimento:

Nitrogénio disponivel = Taxa de Mineralizacéo x Teor de Nitrogénio Total

A taxa de mineralizacdo do nitrogénio esta na Norma da Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) — norma P4230 (CETESB, 1999),
gue recomenda uma porcentagem de 30% para cultura de hortalicas.

O teor de nitrogénio total foi obtido a partir das andlises das amostras em lodo

primario e lodo secundario.

3.7.2.3 Calculos — Quantidade de Lodo Primario para plantio de sementes

Quantidade de Nitrogénio recomendado = 60,0 kg/ha.
Taxa de mineralizacdo do nitrogénio = 30 %
Lado do vaso de plastico = 6,0 cm
Area do vaso de plastico = r* = 62 = 36,00 cm?
Analise das Amostras de Nitrogénio total do Lodo priméario em mg/kg:
Amostra 1 = 6.300,0
Amostra 2 = 6.100,0
Média = 6.200,0 mg/kg ou 6,2 g/kg
Nitrogénio Disponivel Lodo Primario:
Nitrogénio Disponivel = Taxa de mineralizacdo x Teor de Nitrogénio total
Nitrogénio Disponivel = 0,30 x 6,2 g/kg
Nitrogénio Disponivel = 1,806 g/kg ou 1,806 kg/t
Dose de Lodo Primario por hectare (ha):

Taxa de aplicacéo (t/ha) = Nitrogénio Recomendado (kag/ha)

Nitrogénio Disponivel (kg/t)
Taxa de aplicacéo (t/ha) = 60 ka/ha = 33,22 t/ha ou 33.220 kg/ha ou
1,806 kg/t  33.220.000 g/ha
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Dose de Lodo Primério por espa¢co na sementeira

33.220.000,0 g/ha 100.000.000 cm?

X 36 cm?

x=1,20g¢g

Umidade

0,3181 (teor de sélidos) 1,20 g (dose de lodo primario)
1 (base seca) X x = 3,809

3.7.2.4 Calculos — Quantidade de Lodo Secundério para plantio de sementes

Quantidade de Nitrogénio recomendado = 60,0 kg/ha.
Taxa de mineralizacdo do nitrogénio = 30 %
Lado do vaso de plastico = 6,0 cm
Area do vaso de plastico = r* = 62 = 36,00 cm?
Analise das Amostras de Nitrogénio total do Lodo Secundéario em mg/kg:
Amostra 1 = 4.400,0
Amostra 2 = 4.300,0
Média = 4.350,0 mg/kg
Nitrogénio Disponivel Lodo Secundario:

Nitrogénio Disponivel = Taxa de mineralizacdo x Teor de Nitrogénio total
Nitrogénio Disponivel = 0,30 x 4,35 g/kg
Nitrogénio Disponivel = 1,31 g/kg ou 1,31 kg/t

Dose de Lodo Secundario por hectare (ha):

Taxa de aplicacéo (t/ha) = Nitrogénio Recomendado (kg/ha)

Nitrogénio Disponivel (kg/t)
Taxa de aplicagao (t/ha) = 60 kg/ha = 45,80 t/ha ou 45.800 kg/ha ou
1,31 kg/t  45.800.000 g/ha
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Dose de Lodo Secundario por espaco na sementeira

45.800.000,0 g/ha 100.000.000 cm?

X 36 cm? x=1,64¢
Umidade

0,3740 (teor de sélidos) 1,64 g (dose de lodo primario)
1 (base seca) X X =4,38

3.7.3 Metodologia para o plantio de mudas de Alface

As sementes da alface foram plantadas em sementeiras (bandeja de isopor) e
transplantadas apos periodo 25 dias para vasos de plastico cujas dimensdes sédo de
12 cm de altura e 13,5 cm de diametro, onde cada vaso recebeu apenas uma muda
de alface. Para o plantio em solo adubado, solo com fertilizante e solo + lodo foi
utilizado uma profundidade de acordo com a raiz das proprias mudas de alface.
Seguido usou-se 0 mesmo procedimento anterior para as sementes. Todos 0s
ensaios acima citados foram realizados em duplicata uma vez que este estudo
analisou dois tipos de lodo: lodo primario e lodo secundario.

Portanto foi realizado o plantio das mudas, adicionado as devidas

guantidades de lodo primario e ou secundario e regado com agua potavel.

3.7.3.1 Céalculos - Quantidade de Lodo Primario para plantio de mudas de

Alface

Quantidade de Nitrogénio recomendado = 60,0 kg/ha.

Taxa de mineralizacdo do nitrogénio = 30 %

Diametro do vaso de plastico = 13,5 cm

Area do vaso de plastico = 1 . r? = 3,1416 . (6,75)% = 143,14 cm?
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Célculo Lodo Primério por Vaso

33.220.000,0 g/ha(calculos no item 3.7.2.1) 100.000.000 cm?
X 143,14 cm?
X = 4,75 glvaso

Umidade
0,3181 (teor de sélidos) 4,75 g (dose de lodo primério)
1 (base seca) X x = 15 g/vaso

3.7.3.2 Céalculos — Quantidade de Lodo Secundério para plantio de mudas de
Alface
Quantidade de Nitrogénio recomendado = 60,0 kg/ha.
Taxa de mineralizacdo do nitrogénio = 30 %
Diametro do vaso de plastico = 13,5 cm
Area do vaso de plastico = T . r? = 3,1416 . (6,75)% = 143,14 cm?

Dose de Lodo Secundario por vaso

45.800.000,0 g/ha(célculos no item 3.7.2.2) 100.000.000 cm?
X 143,14 cm?
X=6,55¢

Umidade

0,3740 (teor de solidos) 6,55 g (dose de lodo primario)

1 (base seca) X x=17,50¢
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As plantas foram colhidas aos 42 dias ap0s o transplante, cortadas rentes a
superficie dos substratos e determinada a massa seca da parte aérea e o namero
meédio de folha por planta. A matéria seca foi obtida por em estufa a temperatura de
60 °C, durante 72 h até atingir peso constante (LOPES e col. 2005).

Todos os dados foram submetidos a analise de varidncia e de regressao

utilizando o solfware Bioestat 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade das Enzimas

4.1.1 Atividade da Protease (Savinase 16L — Novozyme)

O monitoramento da atividade da enzima protease SAVINASE 16L Novozyme
foi determinado. Todos os aspectos de suas absorbancias e a representacéo gréafica
da atividade desta enzima foi apresentado no APENDICE A.

A unidade da atividade da enzima protease savinase 16 L(Novozyme) foi
determinada e calculada, sendo 76 U/uL/min de enzima.

4.1.2 Atividade da celulase (Celluclast 1.5L — Novozyme)

O monitoramento da atividade da enzima celulase Celluclast 1.5L Novozyme
foi determinado. Todos os aspectos de suas absorbancias e a representacéo gréafica
da atividade desta enzima foi apresentado no APENDICE B.

A unidade da atividade da enzima Celluclast 1.5 L (Novozyme) foi
determinada e calculada, sendo 5,5 pmol/pL/min de enzima.

4.1.3 Atividade da lipase (Lipolase 100L — Novozyme)

O monitoramento da atividade da enzima lipase — lipolase 100L Novozyme foi
determinado. Todos os aspectos das concentracbes de &cidos graxos e a
representacéo gréafica da atividade desta enzima foi apresentado no APENDICE C.

A unidade da atividade da enzima lipase Lipolase 100L (novozyme) foi

determinada e calculada, sendo 6,1 U/uL/min de enzima.
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4.1.4 Verificacéo da atividade das enzimas em funcao do tempo

Ao longo do processo de tratamento com enzima do lodo primario observou-

se queda da atividade enzimatica, como pode ser visto na Figura 2.

Enzima e Tempo
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Figura 2: Atividade enzimética em func¢éo do tempo das enzimas (¢) celulase, (m) protease

Celulase indicou perda substancial de 60% da atividade enzimética em 6 h,
70% em 12 h e 93% em 24 h de incubacdo. Protease indicou 20% de perda da
atividade em 6 h, mantendo em 12 h e 99% em 24 h de incubacé&o. Estes resultados
indicam gue tratamento enzimético do lodo ativado deve ser realizado no maximo
em 24 h de incubacdo com reposicao da atividade enzimatica em 12 h.

A atividade enzimatica depende de caracteristicas do meio, notadamente do
pH e da temperatura. A maioria das enzimas apresenta um valor de pH para o qual
sua atividade € otima.

Obedecendo a caracteristica de cada enzima foram realizados ensaios para
tratamento enzimatico do lodo primario, com ajuste de pH, temperatura controlada e

reposicéo de enzima para que a atividade enzimatica maxima fosse mantida.
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4.2 Tratamento Enziméatico do Lodo Priméario

4.4.1 Lodo Primario sem ajuste de pH com uma Unica adicao de enzima

Os resultados do tratamento enzimético do lodo primério sem ajuste de pH e
com uma Unica adicdo de enzima foram apresentados na forma da decantabilidade
do lodo primério apresentado sob a forma de reducao de volume conforme Tabela 1

e sob a porcentagem de reducado de volume conforme Figura 3.

Tabela 1: Efeito da enzima na reducgao de volume e decantabilidade de lodo primario.
Enzimas Decantabilidade (mL)

Tempo (h) 24 48 96

Controle 43 43 43
Protease 43 42 42
Lipase 43 43 43
Celulase 39 20 15
Celulase + Lipase 20 17 16
Celulase + Protease 34 27 25
Lipase + Protease 43 43 43

Lipase + Protease + Celulase 27 25 25
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Unidades de atividade de enzima, aqui representada como volume de enzima,
foram testadas e observou-se uma maior reducao de volume com 500 pL (2750
pmol/uL/min) de enzimas. Celulase apresentou significativa resposta ao tratamento,
reduzindo 65% do volume a 96 h (Fig. 3), certamente associado a degradacéo de
material lignoceluldésico. Enzimas combinadas como celulase/lipase apresentaram
63% de reducdo apds 96 h. Comparando celulase e celulase + lipase a 24 h
observa-se 10% e 53% de reducédo do volume; indicando que a lipase de alguma
maneira protege a celulase por apresentar junto com ions metalicos maiores
adsorcdo por sélidos (WAWRZYNCZYK, 2008) e um aumento da atividade
enzimatica (WHITELEY, 2002). Celulase + protease e a combinacdo celulase +
protease + lipase apresentaram reducao de 42% no volume do lodo tratado em 96 h.
Protease e lipase aplicadas individualmente e a combinacéo lipase + protease néo

apresentaram resposta ao tratamento para lodo priméario (ndo mostrado).

Reducédo de Volume - Lodo Primario
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Figura 3: Reducéo do lodo primério em funcdo do tempo

E consistente com a observacédo que a celulase é mais eficaz em reduzir
volume de lodo primario. Baseado em tratamento com enzimas conclui-se que o
lodo primario possui composicéo lignoceluldsico principal componente da membrana
celular dos vegetais. Apés 24 h de incubacédo observa-se também que ha uma

diminuicdo da reducéo de volume indicando perda da atividade enzimatica.
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4.4.2 Tratamento Lodo Primario com e sem ajuste de pH com reposi¢cdo da

atividade enzimética

Uma melhora na reducdo de volume foi observada com 250 pL(1375
pmol/puL/min) e 500 pL (2750 pmol/puL/min) de enzimas e 24 h de incubacdo com
reposicdo da atividade enzimética apos 12 h. Ao comparar celulase (2750
pmol/pL/min) a 40°C versus 50°C com reposicdo da enzima, um aumento
significativo foi observado de 10% ( Tabela 1) a 32% (Figura 4). Celulase sem ajuste
de pH a 50°C e posteriormente tratado com uma combinacgdo de protease/lipase a
pH 8,0 a 40°C apds tratamento com celulase apresentaram significativa resposta ao
tratamento, reduzindo 60% do volume do lodo em 24 h de incubacéo. A celulase
individualmente a pH 4,8 e temperatura de 50°C submetida para tratamento do lodo
primario, com reposi¢do da atividade enzimética em 12 h, ndo apresentou reducao
de volume. Em relagdo ao sistema aberto/fechado foram observados melhores

resultados em sistema fechado (Fig. 4).

Tratamento Enzimatico Lodo Priméario
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Figura 4: Tratamento Enzimatico de Lodo Primario
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45 Tratamento Lodo Secundério

4.5.1 Lodo Secundario sem ajuste de pH com uma Unica adicdo de enzima

O lodo secundario é proveniente do incremento da atividade microbiana
aerdbica e anaerobica nas ETEs, de forma a converter os solidos dissolvidos em
sélidos suspensos (biomassa microbiana) e reduzir o conteddo da matéria organica
por respiragdo. Posteriormente, a biomassa microbiana é precipitada junto com
outras particulas, contendo 0,5% a 2% de sdlidos e 50% a 60% de matéria organica.

O Lodo secundério foi submetido ao tratamento enzimatico sob as mesmas
condicbes como descrito nos itens 3.2.1 — 3.2.3 repetindo 0S mesmos ensaios

aplicados ao lodo primario. (vide concentracdes Tabela 1).

Tabela 2: Efeito da enzima na reducéo de volume e decantabilidade de lodo secundario.
Enzimas Decantabilidade (mL)
Tempo (h) 24 48 96
Controle 17 20 23
Protease 17 18 23
Lipase 15 17 23
Celulase 15 12 13
Celulase + Lipase 14 15 15
Celulase + Protease 15 13 14
Lipase + Protease 15 17 17

Lipase + Protease + Celulase 13 15 15
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Celulase respondeu ao tratamento, com 44% de redug&o no volume de lodo
secundéario Tabela 2. Para as demais enzimas aplicadas individualmente ou em
conjunto mostraram no maximo 25% de reducdo. Observa-se que ha um aumento
do volume apo6s 48 h e 96 h do controle e de amostras tratadas com enzimas,
supostamente devido a posterior hidratacdo do lodo e ao tipo de particulas
formadas. No caso da celulase e celulase+lipase observa-se a mesma tendéncia
observada e discutida no tratamento do lodo primario item 4.2.1, onde a lipase

adicionada a celulase aumenta o efeito na reducéao de volume.

4.5.2 Lodo Secundario com ajuste de pH com uma Unica adicdo de enzima

No tratamento aplicado ao lodo secundario por enzimas, com ajuste de pH e
temperatura, foi obtido resultado moderado sendo o uso de uma combinacdo de
celulase + lipase + protease o melhor resultado obtido, com 27% de reducédo de

volume, em 24 h de incubacéo Tabela 3.

Tabela 3: Efeito da enzima na reducgdo de volume e decantabilidade de lodo secundario com
ajuste de pH.
Enzimas Decantabilidade (mL)
Tempo (h)

24 48 96
Controle 15 15 15
Protease 14 19 15
Lipase 13 15 18
Celulase 13 17 16
Celulase + Lipase 14 16 16
Celulase + Protease 12 17 17
Lipase + Protease 12 15 15

Lipase + Protease + Celulase 11 12 13
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Quando comparado o tratamento do lodo secundario por enzimas (Figura 5),
com ajuste e sem ajuste de pH, com reposicdo da atividade enzimatica em 12h de
incubacdo, em geral, ndo apresentaram resultados expressivos, exceto quando foi
tratado sem ajuste de pH (Tabela 3) com celulase que atingiu valores de ao redor de
44% de reducdo de volume. Também foram realizados paralelamente ensaios com
sistema aberto/fechado, com reposicdo de enzima e n&o se verificou resultado

significativo na reducédo de volume.

reducédo de volume lodo secundario

45 -
401
35
301
251
201
151
101

O sem ajuste
B com ajuste

protease Lipase Celulase Cel. +Lip. Cel.+  Lip+Prot. CelHip.+
Prot. Prot.

enzimas

Figura 5: Reducéo de volume para lodo secundario, com ajuste e sem ajuste de pH



49

4.6 Caracterizacdo Quimica do Lodo

4.4.1 Determinacao de Carbono Organico Total (COT)

44.1.1 Determinagao de carbono orgénico total em material solubilizado

Tabela 4: Determinacao do Carbono Organico Total em amostras de material solubilizado.

Amostras Sem Tratamento Com Tratamento Aumento
mg/L mg/L %

Enzima/Controle 1796 -- --

Lodo Primario 2817 4279 51,8

Lodo Secundario 2482 4308 73,5

Na determinagéo da carga organica total em material solubilizado observou-
se significativo aumento da COT apds tratamento enzimatico (Tabela 4), para o lodo
primario verificou-se um aumento de 50% em relacdo a COT inicial e para o lodo
secundario verificou-se um aumento de aproximadamente 70% da COT, isto
significa que as enzimas produziram a decomposi¢cdo de componentes ndo soluveis,
liberando-os em meio solavel. O material solubilizado utilizado para esta analise
refere-se ao tratamento mais eficiente obtido nos teste com enzima. Para esta

analise utilizou-se lodo tratado com celulase.

4.4.1.3 Determinacéo de carbono orgéanico total em material sélido

Quando comparado as determinagdes de carbono organico total em material
solubilizado (Tabela 4) e os valores obtidos para carbono organico total em material
sélido (Tabela 5) é consistente a eficiéncia da enzima celulase para o tratamento de
lodo, observou-se uma reducdo de aproximadamente 50% da COT em material

sélido para ambas amostras de lodo. Os valores obtidos em lodo sélido indicaram
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também que o lodo proveniente da industria papeleira tem baixos teores de COT,
principalmente em lodo secundario, isto justifica o fato da enzima n&o ser téo

eficiente na reducédo de volume (decantabilidade) para este tipo de lodo.

Tabela 5: Determinagdo do carbono organico total em amostras sélidas

Amostras de Lodo Sem tratamento Tratado Reducéo
% % %

Primério 18,31 10,13 44,67

Secundario 12,56 6,50 48,25

4.4.4 Caracterizacdo Quimica do Lodo Primario

Como j& discutido anteriormente no item 4.2.3 o material obtido apos
tratamento enzimatico tem suas caracteristicas melhoradas quanto a sua
decantabilidade e/ou reducéo de volume e uma reducéo do teor de soélidos de 23%

como mostra Tabela 6.

Tabela 6: Caracterizacdo do Lodo Primario antes e apés tratamento enzimético

Amostras Umidade Teor Solidos Fenois
% % mg.L™
Lodo Solub. Bruto -- -- 0,96
Lodo Solub. Trat. - -- 5,10
Lodo Sol. Bruto 58,8 41,1 -
Lodo Sol. Trat. 68,2 31,8 -

O Fenol € um agente quimico desfavoravel que esta presente no lodo,
segundo Paraiba e col. 2007 demonstram que frutos raizes e caules podem
bioconcentrar este elemento restringindo o uso de lodo como fertilizante. No Brasil
este agente quimico é regulamentado pela norma P4230 (CETESB, 1999). A acéo

enzima combinada com a remoc¢ao de substancias poliméricas permitiu a liberacéo
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do Fenol para o material solubilizado aumentando sua concentracdo em 530% Tab.
11, indicando que o tratamento com enzimas pode remover este poluente do Lodo e

gerar uma contaminacéo secundaria no material em solucéo.

Tabela 7: Determinacdo de Metais do Lodo Primario material solubilizado antes e apds tratamento
enzimatico.

Metais Amostras Aumento
(mg/kg) %
Antes Tratamento Depois Tratamento
Manganés 14,82 23,29 57,1
Cadmio <0,038 <0,038 0
Cobre 0,19 0,81 326,3
Niquel 0,16 0,32 100
Zinco 2,33 7,45 219,7
Magnésio 177,4 156,1 -
Ferro 180,5 658,1 264,6
Célcio 887,1 324,9 --
Cromo 1,04 1,04 0

Os resultados demonstram a potencialidade da acdo enzimatica de
biodegradacdo de biomassa em lodo priméario da industria papeleira. A andlise de
metais sobre o solubilizado antes e apds o tratamento enzimético reforca esta idéia,
uma vez que, alguns metais aumentaram suas concentracdes apos a¢do enzimatica.
A concentragdo de Manganés aumentou de 57,1%, cobre aumentou de 326,3%, de
niquel aumentou del00%, de zinco aumentou de 219,7% e de ferro aumentou de
264,6% (Tabela 7) indicam a suscetibilidade do ataque da enzima ao material
polimérico liberando metais, antes ligados a estas estruturas, ao solubilizado e

gerando uma contaminacao secundaria.
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Tabela 8: Determinacdo de Metais do Lodo Priméario material sélido antes e apds tratamento

enzimatico.
Metais Amostras Reducao
(mg/kg) %
Antes Tratamento Depois Tratamento
Manganés 1,07 0,91 14,95
Cadmio <0,002 <0,002 0
Cobre 0,070 0,034 51,42
Niquel 0,014 0,014 0
Zinco 0,35 0,35 0
Magnésio 5,45 2,80 48,62
Ferro 35,2 37,5 --
Célcio 43,8 33,5 23,51
Cromo 0,077 0,077 0

O mesmo resultado se observa na andlise metais de material sélido do lodo

primario antes e apds tratamento enzimatico.

Diferentemente do material

solubilizado os metais diminuiram suas concentragcdes, uma vez que, foram

liberados ao solubilizado. Manganés diminuicdo de 14,95% cobre diminuicdo de
51,42%, magnésio diminuicdo de 48,62% e célcio 23,51% (Tabela 8). Pode-se

estimar que acdes enzimaticas microbiana em solos suplementados com lodo, com

tempo podem liberar metais ocasionando contaminacéo do solo por metais pesados.
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4.45 Caracterizagcdo Quimica do Lodo Secundario
O mesmo efeito observado no experimento com lodo primario foi observado

também no experimento com lodo secundario. O fenol foi liberado em 560% no

solubilizado (Tabela 9) ja discutido no item 4.4.2.

Tabela 9: Caracterizacdo do Lodo Secundario antes e apds tratamento enzimatico

Amostras Umidade Teor Sélidos Fenois
% % mg. L™
Lodo Solub. Bruto - - 1,50
Lodo Solub. Trat. - - 8,44
Lodo Sol. Bruto 60,9 39,0 --
Lodo Sol. Trat. 62,3 37,4 --

Teor de sélidos apresentou uma pequena reducdo de 5%.0s metais
aumentaram suas concentracfes no solubilizado apds o tratamento enzimatico.
Céadmio um aumento na concentragdo de 144,7% cobre aumento de 31,57% niquel
aumento de 100% magnésio aumento de 63,1% e ferro aumento de 17% (Tabela
10). Indicando desobstrucdo dos metais das estruturas poliméricas presentes no

lodo secundario liberando-os ao solubilizado.
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Tabela 10: Determinacao de Metais do Lodo Secundario material solubilizado antes e apds

tratamento enzimatico.

Metais Amostras Aumento
(mg/L) %
Antes Tratamento Depois Tratamento
Manganés 14,44 14,44 0
Cadmio <0,038 0,093 144,7
Cobre 0,19 0,25 31,57
Niquel 0,08 0,16 100
Zinco <0,174 <0,174 0
Magnésio 17,6 28,7 63,1
Ferro 225,2 263,3 17,0
Célcio 920,3 458,9 --
Cromo 1,16 1,52 31,0
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Tabela 11: Determinacdo de Metais do Lodo Secundario material sélido antes e apds tratamento

enzimatico.
Metais Amostras Reducao
(mg/q) %
Antes Tratamento Depois Tratamento
Manganés 0,98 0,82 16,3
Cadmio <0,002 <0,002 0
Cobre 0,11 0,10 91
Niquel 0,05 0,02 60
Zinco 1,42 0,65 54,2
Magnésio 2,83 1,54 45,6
Ferro 27,9 27,9 0
Célcio 39,1 19,5 50,1
Cromo 0,11 0,11 0

Assim como ocorrido anteriormente com o lodo primario sélido, também os
metais presentes no lodo secundario solido apdés o tratamento com enzimas
apresentaram reducado nas concentragdes de metais. Manganés reducao de 16,3%
da sua concentracdo cobre reducao de 9,1% niquel reducdo de 60% zinco reducao
de 54% magnésio reducado de 45,6% calcio reducdo de 50,1% da sua concentracao
(Tabela 11).

Pode-se observar uma potencialidade para reduzir a concentracdo de metais
pesados presentes em biossolidos, através de tratamento por enzimas,
principalmente quando o destino final € a utilizacdo na agricultura, uma vez que, 0s

metais sdo uma das restricdes a esta aplicacéo.
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4.5 Resultado da Caracterizacao Biolégica do Lodo

46 Resultado do Ensaio de toxidade com o micro crustaceo Artemia salina

Seré discutido no item 4.8.

4.8 Resultado da Aplicacéo controlado de Lodo no cultivo de Alface

4.8.1 Resultado da Aplicagdo de Lodo Primério no cultivo de Alface

Uma questdo importante da adubac¢do com lodo de esgoto como fertilizante é
0 modo como o residuo é aplicado ao solo a as taxas de mineralizagdo. Por
exemplo, a forma de aplicacdo, incorporado ou em superficie, pode resultar em
efeitos absolutamente diferentes quanto a disponibilidade de nitrogénio. As taxas de
mineralizacao apés a aplicacdo determinardo em que época e em que quantidade o
nutriente estara disponivel. A liberacdo do nutriente inicia-se no momento da
aplicacdo e estende-se por meses, diferentemente dos fertilizantes minerais
(BOEIRA, 2004). Com possibilidade de calibragéo de sistema para lodo de esgoto,
pode-se estimar a fracdo da mineralizacdo do nitrogénio durante sete dias da
aplicacdo do lodo de esgoto em solo (BOEIRA & MAXIMILIANO, 2004). Este
experimento foi realizado nestas condi¢cbes, segundo O’'BRIEN e col.,, (2002) a
aplicacdo de lodo e a semeadura simultdnea podem ocasionar problemas de

germinacao. Nao observado neste estudo como mostrado na Figura 6 e Figura 7.
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Figura 6: Germinacéo da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) ap0s 7 e 14 dias: 1 e 2 terra
adubada; 3 e 4 terra fertilizada; 5 e 6 tratamento 1N(33,2 g/L). *
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Figura 7: Germinagédo da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) ap0s 7 e 14 dias: 7 e 8
tratamento 2N (66,4 g/L); 9 e 10 tratamento 3N (99,6 g/L); 11 e12 tratamento 4N (132,8 g/L).

Todos os tratamentos germinaram entre 4 e 5 dias apos o plantio. Apds
periodo de 14 dias, como forma de acompanhamento, foi notado que todas as
mudas dos tratamentos apresentaram-se menos vigosas quando comparadas com o

plantio de referencia com terra fertilizada.

® Parcelas com doses de lodo calculado para fornecer a cultura a quantidade de N recomendado.
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LODO PRIMARIO LODO PRIMARIO

- Terra Adubada ¥ e Terra Fertilizada

LODO
PRIMARIO
4N

LODO PRIMARIO
3N

Figura 8: Plantio da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) apés 42 dias: 1 terra
adubada; 2 terra fertilizada; 3 tratamento 1N(33,2 g/L).; 4 tratamento 2N(66,4 g/L); 5 tratamento
3N(99,6 g/L); 6 tratamento 4N(132,8 g/L)..
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Nas Figuras 8, figura 9, figura 10, figura 11 e 12, apds um periodo de 42 dias
do plantio sdo possiveis visualizar que todos os tratamentos e as referéncias
apresentam aspecto vicoso, sendo os tratamentos 2N e 3N apresenta semelhante
aspecto com a referéncia terra fertilizada e um aspecto superior quando comparado

com a referéncia terra adubada.

Figura 9: Plantio da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) ap0s 42 dias: todos os tratamentos

e referéncia; A vista lateral.
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Figura 10: Plantio do alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) apds 42 dias: todos

tratamento e referencia; B vista lateral.

Figura 11: Plantio da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) apés 42 dias: todos os

tratamento e referéncia; C vista superior.
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Figura 12: Plantio da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) apds 42 dias (comparacdo

individual): 1 terra adubada; 2 terra fertilizada; 3 tratamento 1N; 4 tratamento 2N; 5 tratamento 3N; 6

tratamento 4N.
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4.8.1.1 Comparacdo do Numero de Folhas Lodo Primério

O numero de folhas tende a diminuir com o aumento da concentracao de lodo

primario Tabela 12, apesar da correlacdo positiva (R?=0,9542 e p= 0,0232) Fig. 13.

Tabela 12: Comparacéo do n° de folhas/vaso entre controle e tratamentos
Amostras  Solo Solo Solo + Lodo

Adubada Fert. IN 2N 3N 4N
1 8 40 34 65 45 48
2 35 39 24 54 44 48
3 24 50 107 57 66 31
4 25 51 65 60 46 32
5 26 47 26 67 56 35
6 26 52 64 52 59 34
7 38 32 82 53 37 44
8 32 53 41 42 41 44
9 39 76 30 53 44 42
10 28 61 75 35 39 48
11 29 32 74 52 55 53
12 23 39 81 21 50 52
Média 27,7 47,8 58,6 50,9 48,5 42,6
Desvio 8,2 11,8 26,9 12,8 8.8 7,8

Embora n&o haja diferenca significativa entre os tratamentos com diferentes
doses de lodo priméario e com o controle terra fertilizada. O numero de folhas dos
tratamentos sdo superiores apenas do controle terra adubada, exceto tratamento 4N
(Teste de Fisher, P< 0,01) Figura 14.
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4.8.1.2 Comparacado da Matéria Fresca Lodo Primario

Apesar da correlacdo positiva (R>= 0, 3571, p= 0,4023) a matéria fresca
diminui com o aumento das doses de lodo primario como mostram a Tabela 13 e
Figura 15. Todos os tratamentos diferem significativamente do controle terra
adubada exceto 4N. Todos os tratamentos tém média significativamente inferior ao
controle terra fertilizada, sendo os tratamentos 2N e 3N que apresentam as maiores
meédias Figura 16 (teste F, P< 0,01).

Tabela 13: Comparacao da matéria fresca parte aérea/vaso entre controle e tratamentos
Amostras  Solo Solo Solo + Lodo
Adub. Fert. IN 2N 3N 4N

1 2,44 8,41 4,07 8,90 7,56 2,68
2 1,52 9,09 4,27 8,29 5,43 1,72
3 2,21 6,98 8,12 8,12 7,12 2,27
4 2,81 11,22 6,01 7,46 6,01 2,94
5 2,51 9,47 2,55 7,23 7,92 2,95
6 2,47 6,93 6,20 5,92 5,23 2,14
7 2,54 9,13 7,30 8,18 5,47 2,96
8 2,45 12,00 4,02 5,64 5,69 2,74
9 3,02 11,54 1,79 8,64 7,88 1,93
10 3,83 10,87 4,75 5,69 6,05 2,46
11 2,37 7,96 4,70 6,26 5,51 4,11
12 2,05 8,25 6,37 6,31 6,07 3,07
Média 2,52 9,32 5,01 7,22 6,32 2,66

Desvio 0,55 1,74 1,86 1,21 1,01 0,63
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4.8.1.3 Comparacdo da Matéria Seca Lodo Primario

Com relacédo a matéria seca da parte aérea suplementada com lodo primario
pode-se observar que ha uma diminuicdo com o aumento das doses de lodo Tabela
14 e Figura 17. Todos os tratamentos tém médias significativamente inferiores ao
controle terra fertilizada. Os tratamentos 2N e 3N tém médias superiores ao controle
terra adubada. N&o ha diferenca significativa entre tratamentos, exceto 4N, cuja
meédia é inferior (teste F, P< 0,01) Fig. 18. O aumento da producédo da matéria seca
era esperado (NASCIMENTO e col. 2004), o que ndo ocorreu neste estudo, com
correlacdo positiva (R?= 0, 3054, p= 0,4474) verifica-se diminuicdo da matéria seca
com doses crescentes de lodo primario Fig. 17. No entanto comparando a producao
obtida com a fertilizacdo mineral completa, respectivamente, com os tratamentos 2N
e 3N, verifica-se que a producdo de matéria seca pode ser aumentada pela

suplementacao com fertilizantes minerais (NASCIMENTO e col., 2004).

Tabela 14: Comparacéo da matéria seca da parte aérea/vaso(g) entre controle e tratamentos
Amostras  Solo Solo Solo + Lodo
Adub. Fert. IN 2N 3N 4N

1 0,24 0,65 0,26 0,50 0,53 0,22
2 0,18 0,74 0,32 0,50 0,35 0,18
3 0,21 0,55 0,56 0,56 0,48 0,17
4 0,30 0,81 0,43 0,53 0,41 0,27
5 0,26 0,70 0,18 0,44 0,52 0,23
6 0,26 0,48 0,50 0,36 0,34 0,21
7 0,20 0,68 0,45 0,55 0,35 0,29
8 0,25 0,91 0,31 0,35 0,38 0,21
9 0,37 0,93 0,15 0,53 0,58 0,15
10 0,40 0,78 0,36 0,36 0,40 0,28
11 0,27 0,69 0,38 0,43 0,36 0,37
12 0,21 0,66 0,48 0,42 0,37 0,20
Média 0,26 0,71 0,36 0,46 0,42 0,23

Desvio 0,07 0,13 0,13 0,08 0,08 0,06
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Figura 18: Comparacao entre médias matéria seca lodo primario.

Apesar dos resultados do numero de folhas, matéria fresca e matéria seca da
alface suplementada com doses crescentes de lodo primario indicar uma correlagéo

positiva diminuem com o aumento das doses (Fig. 19). Isto demonstra que a
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aplicacdo de maiores quantidades de lodo priméario ndo implica em proporcional
aumento ou disponibilidade de nitrogénio para a cultura (VIEIRA, 2004), o que
poderia causar uma diminuicdo na fotossintese e menor crescimento (LOPES,

2005).

Suplementagdo de Lodo Primério na Alface
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Figura 19: Valores de altura (cm) massa fresca e massa seca da parte area da alface.

4.7.2 Resultado da Aplicacdo de Lodo Secundario no cultivo de Alface

Todos os tratamentos germinaram entre 4 e 5 dias ap6s o plantio Fig. 20.
Apos periodo de 14 dias, como forma de acompanhamento, foi notado que todas as
mudas dos tratamentos apresentaram-se maiores e mais Vvicosas quando

comparadas com o plantio de referéncia com terra fertilizada (ndo mostrado).
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Figura 20: Germinagdo da alface (Alface - sativa L.) suplementada com doses crescentes de

lodo secundério ap6s 7 dias: 1 terra adubada; 2 terra fertilizada; 3 tratamento 1N (45,8 g/L), 4
tratamento 2N (91,6 g/L); 5 tratamento 3N (137,4 g/L); 6 tratamento 4N(183,2 g/L).
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Figura 21: Plantio da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) com doses crescentes de
lodo secundario ap6s 60 dias de cultivo: 1 terra fertilizada; 2 tratamento 1N; 3 tratamento 2N; 4

tratamento 3N; 5 tratamento 4N.
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Figura 22: Plantio da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) com doses crescentes de lodo
secundario apo6s 60 dias de cultivo: 1 terra fertilizada; 2 tratamento 1N; 3 tratamento 2N; 4 tratamento
3N; 5 tratamento 4N.
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Figura 23: Plantio da alface (Alface Mimosa Salad Bowl - sativa L.) com doses crescentes de lodo

secundario apdés 60 dias de cultivo: Comparacéo entre Tratamentos.

Como demonstrado na figura 21, figura 22 e figura 23, apés um periodo de 60
dias do plantio com solo suplementado com doses crescentes de lodo secundario,
sdo possiveis visualizar que todos os tratamentos e as referéncias apresentam um
aspecto muito vicoso, sendo os tratamentos 1N e 2N apresenta semelhantes
aspectos com a referéncia terra fertilizada e um aspecto inferior quando comparado
com a 3N e 4N.
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4.7.2.1 Comparacdo do Numero de Folhas Lodo Secundario

O numero de folhas tende a aumentar com o aumento da concentracdo de
lodo secundario Tabela 15, com correlacéo positiva (R*=0,8429 e p= 0,0278) Fig. 24.
Nao hé& diferenca significativa entre as meédias dos tratamentos com diferentes doses
de lodo secundario e com o controle terra fertilizada Fig.25 (Teste de Fisher, P<
0,01).

Tabela 15: Comparacéo do n° de folhas entre controle e tratamentos
Amostras  Solo (Solo + Lodo)

Fert ON IN 2N 3N 4N
1 33 24 22 42 27 41
2 29 37 33 37 37 40
3 30 29 34 39 32 40
4 37 20 37 28 37 25
5 46 27 27 45 43 45
6 22 20 49 19 38 38
7 37 21 38 40 29 27
8 46 26 35 42 36 38
9 36 20 31 31 50 60
10 31 23 36 36 43 50
11 49 39 36 51 43 36
12 48 24 40 24 37 41
Média 37,0 25,8 34,8 36,2 37,7 40,1

Desvio 8,62 6,39 6,67 9,17 6,50 9,26
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4.7.2.2

Comparacédo da Matéria Fresca Lodo Secundario
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Com correlacao positiva (R*= 0,3034, p= 0,3359) a matéria fresca diminui com

0 aumento das doses de lodo secundario Tabela 16 e Figura 26. Os tratamentos 1N,

2N e 3N ndo tém médias significativamente diferentes, ao controle terra fertilizada,

sendo apenas o tratamento 4N que apresenta média inferior a referéncia terra

fertilizada Figura 27 (teste F, P< 0,01).

Tabela 16: Comparacdo da matéria fresca parte aérea/vaso (g) entre controle e tratamentos.
Amostras  Solo (Solo + Lodo)

Fert ON IN 2N 3N 4N
1 18,0 6,5 12,1 26,4 171 19,7
2 12,0 4,2 19,3 25,9 15,9 23,5
3 23,9 4,7 15,0 25,9 19,2 14,9
4 20,6 3,2 16,0 16,8 211 15,5
5 34,1 3,4 22,4 19,9 20,5 17,7
6 11,7 3,3 22,1 19,8 22,8 18,2
7 30,3 19 29,8 25,0 21,4 16,0
8 47,2 2,6 19,2 18,3 19,4 12,0
9 11,0 2,5 19,5 21,0 16,2 17,3
10 19,4 2,5 18,8 26,4 19,3 16,5
11 29,8 2,4 14,3 26,4 22,4 16,4
12 48,2 4,2 22,0 16,9 19,7 16,0
Média 25,5 3,5 19,2 22,4 19,6 17,0
Desvio 12,8 1,3 4,7 4,0 2,3 2,8
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Figura 26: Matéria fresca da parte area da alface suplementada com lodo secundario.
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4.7.2.3 Comparacdo da Matéria Seca Lodo Secundario

Com correlacgéo positiva (R?= 0, 3661, p= 0,2796) a matéria seca diminui com
o0 aumento das doses de lodo secundario Tabela 17 e Figura 28. Todos os
tratamentos apresentam meédias inferiores a referéncia terra fertilizada, estas néo
sdo significativas, exceto tratamento 4N que apresentou média significativamente
inferior (teste F, P< 0,05) Fig. 29.

Tabela 17: Comparacdo da matéria seca parte aérea/vaso (g) entre controle e tratamentos
Amostras  Solo (Solo + Lodo)
Fert ON IN 2N 3N 4N

1 1,32 0,70 1,18 1,96 1,45 1,60
2 1,23 0,55 1,41 2,08 1,25 2,19
3 2,23 0,55 1,39 2,14 1,90 1,31
4 1,62 0,40 1,19 1,64 1,93 1,31
5 2,88 0,37 1,77 1,85 1,84 1,34
6 0,98 0,35 1,62 1,52 1,94 1,46
7 1,96 0,25 2,31 2,17 1,80 1,27
8 3,94 0,26 1,49 1,62 1,79 1,19
9 0,95 0,26 1,50 1,78 1,65 1,27
10 1,19 0,34 1,32 1,88 1,59 1,27
11 2,27 0,26 1,17 2,45 1,92 1,43
12 3,28 0,42 1,85 1,56 1,75 1,34
Média 1,99 0,39 1,52 1,89 1,73 1,41

Desvio 0,97 0,14 0,33 0,28 0,21 0,27
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Figura 29: Gréfico - Comparacao entre médias da matéria seca lodo secundario.

Observa-se no plantio da alface suplementada com doses crescentes de lodo
secundario (Fig. 30) uma tendéncia semelhante aos resultados obtidos com o plantio

da alface suplementada com lodo primario, ja discutido no item 4.7.1.
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Figura 30: Alface suplementada com Lodo Secundario.

4.8 Toxicidade

A toxicidade dos lodos estudados pré-tratados com enzimas, se mostrou pouco
toxico, exceto as altas concentracées do lodo com respeito ao fertilizante. Como ja
visto na figura 19 e figura 30, a alface é um biomonitor de contaminacdo ambiental.
A alta condutividade elétrica, o pH e as altas concentracdes de metais presentes nas
doses mais elevadas de lodo prejudicaram o desenvolvimento e causaram
toxicidade as plantas (LOPES, 2004), logo, se fez desnecessario realizar

experiéncias com Artemia Salina como disposto no projeto original.
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5 CONCLUSAO E SUGESTOES

Os resultados obtidos confirmam a potencialidade de reduzir volume de lodo
bioldgico, utilizando enzimas industriais. Principalmente para lodo primario utilizando
celulase , os resultados mostram-se promissores na reducao de volume de lodos e
/ou eliminacdo de 4gua devendo ser aplicado antes dos processos convencionais.
Segundo Parmar et al (2001) o ajuste de pH melhora o processo de reducgéao de
volume em lodo biolégico, mas esta variavel precisa ser mais bem estudada, uma
vez que o lodo utilizado tem origem na industria papeleira. Quanto ao fato do
sistema ser aberto versus fechado € conclusivo que o sistema fechado se mostrou
mais eficiente.

A consisténcia dos resultados torna este trabalho bastante promissor, sendo
necessario realizar ainda alguns testes com lodo e enzimas, variando o pH,
tamponando o meio, alterando temperatura e concentracdes de enzimas. Os outros
parametros que foram estudados sdo os teores de metais, compostos organicos e
guantidade de teor de agua eliminada apds tratamento enzimatico. Uma reducao
substancial na concentracdo de metais e na concentracdo de fenol foi observada
tornando o tratamento enzimatico uma alternativa para estes fins, mas gerando uma
contaminacdo secundaria em material solubilizado, a baixa toxicidade também foi
observada em lodo tratado.

A disposicao final do lodo como suplemento agricola também se mostrou
muito promissor, podendo ser utilizado como fertilizante agricola desde que se
enquadre nas normas técnicas para aplicacdo em solo. Pode-se estimar que a acao
enzimatica da comunidade microbiana em solo suplementado com lodo pode com o

tempo liberar metais pesados ligados as macromoléculas contaminando o solo.
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APENDICE A - Determinacéo da atividade da enzima Protease
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Determinacéo da Atividade da enzima Protease — Savinase 16 L (Novozyme)

Tabela A: Dados da Absorbancia em funcao do Volume de Enzima.

Volume de Enzima Absorbancia 440 nm

pL Leituta 1 Leitura 2 Leitura 3
10 0,018 0,018 0,017
20 0,034 0,039 0,037
40 0,092 0,093 0,093
80 0,186 0,184 0,185
100 0,208 0,205 0,198
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Figura A: Curva da Atividade da Enzima Protease Savinase 16L (Novozyme)



APENDICE B - Determinacio da Atividade da enzima Celulase
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Determinacéo da Atividade da enzima Celulase - Celluclast 1.5L (Novozyme)

Tabela B;: Dados da Absorbéncia em func¢éo do Volume de Enzima.

Volume de Enzima Absorbancia 550 nm
pL Leituta 1 Leitura 2 Leitura 3

25 0,002 0,002 0,002
50 0,003 0,005 0,005
75 0,038 0,039 0,041
100 0,076 0,078 0,077
200 0,387 0,387 0,388
400 0,868 0,871 0,869
1000 2,078 2,082 2,076

Tabela B,: Curva Padrao de Glicose

Solucéo Glicose pL Absorbancia 550 nm
10 0,021
20 0,038
30 0,061
40 0,082

50 0,099
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Figura B;: Curva Padréo de Glicose
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Figura B,: Curva da Enzima Celulase Celluclast 1.5 L (Novozyme)
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APENDICE C - Determinagdo da Atividade da enzima Lipase
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Determinacéo da Atividade da enzima Lipase Lipolase 100L (Novozyme)

95

Tabela C: Dados da concentracao de acidos graxos em funcéo do volume de enzima.
Enzima (uL) Acidos Graxos (umol/L)

5 84

10 422

15 1097

20 2194

Atividade da Enzima Lipase

2500 -
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1000 A

500 -

Acido graxos pmol

25

(
-500 -
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Figura C: Curva da enzima Lipase Lipolase 100L (Novozyme)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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