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Abstract The impact on tilapia fish of combined
treatment of land(fill leachate and domestic sewage
was monitored in a waste treatment plant that
operated on a pilot scale using the activated sludge
process. Biomarkers of sub-lethal toxicity were used
to indicate the possibility of damage to organisms
due to interaction with pollutants. The concen-
tration of metallothioneins did not indicate the
increased presence of metals in fish exposed than
in control groups. Acetylcholinesterase enzyme
activity was inhibited in only one of the exposed
groups, indicating the possible presence of organo-
phosphate and/or carbamate pesticides in treated
effluent. The PAHs used as biomarkers (naphtha-
lene, pyrene, benzo(a)pyrene and I1-hydroxy-
pyrene) indicated that exposed fish had a greater
absorption of PAHs than control groups of fish,
indicating the likely presence of these compounds
in at least one of the combined treatment effluents.
The frequencies of micronuclei and other eryth-
rocytic nuclear abnormalities also indicate great-
er genotoxic damage in cells of organisms exposed
than in control groups. The use of biomarkers
proved to be important to permit an evaluation of
sub-lethal damage present in organisms exposed
to the pollution source studied.

Key words Leachate treatment, Ecotoxicity, Bi-
omarkers, Tilapia fish

Resumo Foi monitorado o impacto do tratamen-
to combinado de lixiviado e esgoto doméstico de
uma estagio de tratamento operando em escala
piloto por processo de lodos ativados, sobre peixes
do género Tilapia. Biomarcadores de toxicidade
(concentragdo de metalotioneinas, atividade da
acetilcolinesterase, metdbolitos de HPA e presenca
de microniicleos) foram utilizados na avaliagio
dos riscos de danos aos organismos aqudticos devi-
do a interagio com poluentes contidos nos efluen-
tes pés-tratamento. A concentragio de metalotio-
neinas nio apresentou variagio significativa en-
tre os grupos expostos e de controle. A atividade da
enzima acetilcolinesterase foi inibida em apenas
um dos grupos expostos, indicando possivel pre-
senga de agentes inibidores no efluente tratado. A
avaliacio dos metabdlitos dos HPA naftaleno, pi-
reno, benzo(a)pireno e 1-hidroxipireno sinalizou
a provdvel presenga desses compostos em ao menos
um dos afluentes do tratamento combinado. As
frequéncias de microniicleos e outras anormalida-
de nucleares eritrocitdrias também apontam para
maior incidéncia de danos genotoxicos em células
dos organismos expostos do que nos controles. O
uso de biomarcadores mostrou-se importante para
possibilitar uma avaliagio de danos subletais pre-
sentes em organismos expostos a fonte de poluigio
estudada.

Palavras-chave Tratamento de lixiviado, Ecoto-
xicidade, Biomarcadores, Peixes Tildpia
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Introducao

A geragdo de esgotos e residuos sélidos é inerente
as sociedades organizadas. Tais dejetos, bem
como seus subprodutos, precisam ser tratados
para minimizar os impactos de seus descartes a
saide ambiental"?. Geralmente, quanto maior a
cidade, maior a complexidade destes rejeitos e
mais oneroso se torna o tratamento desses resi-
duos das atividades humanas.

Esgotos domésticos sdo constituidos por
dgua, em percentuais superiores a 99% da com-
posi¢do total, contendo geralmente baixas con-
centragdes de material orgénico e inorganico, dis-
solvido ou em suspensao, que variam em quan-
tidade e em qualidade em func¢do dos usos aos
quais a dgua foi submetida. Dentre as principais
substancias orgénicas comumente encontradas
nos esgotos, podem ser citados carboidratos, lig-
nina, gorduras, saboes, detergentes, proteinas e
seus produtos de decomposicdo, além de varias
outras substancias naturais ou sintéticas, inclu-
sive residuos de medicamentos™*.

Organismos patogénicos, como virus (ente-
rovirus etc.), bactérias (salmonellas, coliformies,
shigella, vibrio cholerae etc.), protozodrios (ame-
bas etc.) e helmintos (ascaris, schistosoma, tae-
nia tricocefalus etc.) podem estar presentes nos
esgotos domésticos e causar transtornos sob o
ponto de vista da satde publica.

Um exemplo bem conhecido de transtornos
a saude publica que podem resultar da falta de
saneamento bdsico a é a epidemia de célera que
acometeu Londres no século XIX.

O lixiviado gerado em aterros sanitdrios é
decorrente da percolacdo, através das camadas
do aterro, de liquidos de origem externa (aguas
de chuva, escoamento superficial, d4guas subter-
raneas e fontes), da dgua gerada no processo de
decomposic¢do dos residuos orgéanicos e da umi-
dade inicial dos residuos. No processo de perco-
lacdo de liquidos através das camadas de residu-
os no aterro, ocorre a solubiliza¢do de substin-
cias organicas e inorganicas, formando um novo
liquido de composicio bastante varidvel®.

O potencial poluidor do lixiviado esta ligado
principalmente aos altos valores de carga orga-
nica que apresenta, prejudicando a fauna e a flo-
ra nesses meios. Pode ainda haver a incorpora-
¢do de substincias dissolvidas ou em suspensdo
cujas caracteristicas toxicas apresentem risco de
contaminagdo para os ecossistemas locais e a
saide humana’.

Dentre estas substincias pode-se citar aque-
las consideradas como potenciais ameagas para

a saiude humana, tais como o arsénico, as bifeni-
las, o di(2-etilhexil)ftalato, o diclorometano, o
etilbenzeno, os HPA, o nonilfenol, dentre outras®.

Com a finalidade de reduzir estes riscos, o tra-
tamento combinado de lixiviado de aterros de
residuos sélidos urbanos em estagdes de trata-
mento de esgoto domestico (ETE) tem sido utili-
zado em varios paises. Esta é uma forma de redu-
zir os custos de operacdo dos aterros e controlar
os efeitos da disposi¢ao ambiental destes residu-
os. Em geral, o custo de tratamento do lixiviado
quando feito isoladamente pode atingir valores
bastante elevados, por requerer conjuntos usual-
mente complexos de operacdes de tratamento e
por continuar a se fazer necessario mesmo ap6s
décadas de encerramento do aterro’'.

Entretanto, se, sob o aspecto da operagdo dos
aterros, o tratamento combinado pode ser uma
solucdo para as dificuldades encontradas para se
tratar o lixiviado, sob o das estacdes questiona-
se sobre os problemas que o lixiviado pode cau-
sar nos processos de tratamento e sobre a quali-
dade do efluente. Estes questionamentos tém
origem nas caracteristicas diferenciadas que o li-
xiviado apresenta em relagdo ao esgoto, dentre
as quais se encontram as elevadas concentragdes
de compostos orgénicos recalcitrantes, de nitro-
génio amoniacal e de salinidade.

As técnicas de tratamento de efluentes mais
comumente adotadas nas ETE nem sempre asse-
guram que o efluente seja totalmente desprovido
de toxicidade, uma vez que seu controle é feito
através de testes fisico-quimicos. Para evitar que
os efluentes descartados nos corpos hidricos cau-
sem efeitos toxicos a biota aqudtica e a satide hu-
mana, de natureza aguda ou cronica, é necessario
que o seu controle incorpore também a realizacio
de bioensaios, ou seja, a avaliacdo de biomarca-
dores de toxicidade e de controle da poluicao!**.

Os bioensaios buscam identificar interac¢oes
entre os poluentes presentes no ambiente e em
organismos vivos por meio do uso de biomarca-
dores'™'. Estes sdo capazes de detectar precoce-
mente efeitos possiveis da contamina¢do ambi-
ental sobre os organismos vivos antevendo pos-
siveis impactos sobre a saide humana. Obser-
vando alteracoes de fungdes vitais ou de compo-
sicdo quimica nos organismos, é possivel se co-
nhecer efeitos da exposi¢do a poluentes antes que
danos mais significativos possam ocorrer’.

O presente trabalho tem como objetivo apre-
sentar os resultados da avaliacdo do tratamento
combinado do lixiviado oriundo do Aterro de
residuos solidos urbanos do Morro do Céu, lo-
calizado na cidade de Niter6i (R]) e de esgotos



domésticos daquela cidade sobre alguns bioin-
dicadores.

Este trabalho foi realizado na ETE de Icarai,
em escala piloto, e utilizou-se como organismo-
teste, peixes do género Tildpia.

Materiais e métodos

A fim de possibilitar a avaliacdo do tratamento
combinado de lixiviado e esgoto doméstico por
meio de biomarcadores, peixes conhecidos como
Tildpia foram expostos ao efluente tratado de
uma estacdo de tratamento combinado de lixivi-
ado e esgoto operando em escala piloto.

A escolha de Tilapias como organismos-teste
para o estudo deveu-se a um conjunto de fatores,
quais sejam: sao organismos existentes em gran-
de parte dos corpos hidricos de 4gua doce no ter-
ritorio nacional, embora sejam exdticos, origind-
rios da Africa; apresentam grande importancia
comercial, pois tém lugar expressivo entre os pei-
xes de dgua doce cultivados para alimentacdo
humana; sdo organismos com boa capacidade de
adaptagdo a variagoes de qualidade de dgua, quan-
do comparados com outros peixes cultivados —
apresentam tolerancia a baixos niveis de oxigénio
dissolvido e a altas concentragdes de amonia; e
sdo capazes de se desenvolver em ampla faixa de

acidez e alcalinidade na dgua'®"®.

Estacao de Tratamento Combinado
em Escala Piloto

A estagdo de tratamento piloto foi implanta-
da na drea da Estagdo de Tratamento de Esgotos
(ETE) Icarai, localizada na cidade de Niteréi (R]).
A estagdo piloto operou por processo de lodos
ativados e foi projetada para tratar lixiviado de
forma conjunta com esgoto doméstico em regi-
me de aera¢do prolongada.

A estagdo de tratamento por lodos ativados
em escala piloto era composta de reator aerébio,
operado com volume de 1150 L, decantador e
sistema de reciclo de lodo. A estagdo piloto ope-
rou com vazdo média de 60 L/h e tempo de de-
ten¢do hidrdulica variando entre 17h e 19h, com
recirculagdo do lodo biolégico.

A alimenta¢do da estagdo de tratamento pi-
loto foi feita com afluente captado dentro da cai-
xa de areia da ETE Icarai, contendo uma mistura
de esgoto doméstico com lixiviado em propor-
¢oes que variaram entre 0,5% a 1%. O lixiviado
afluente & ETE Icarai é proveniente do Aterro do
Morro do Céu, também localizado em Niterdi.

O Aterro do Morro do Céu, a época da ela-
borac¢do do estudo, operava como um aterro
controlado, onde eram recebidas em torno de
750 toneladas de residuos solidos urbanos por
dia. A producdo de lixiviado no aterro era de
aproximadamente 150 m®/dia, os quais eram
encaminhados para tratamento na ETE Icarai.

Bioensaios

Foi construido um aquério destinado a rece-
ber o efluente tratado diretamente da estagdo de
tratamento combinado em escala piloto e a abri-
gar os peixes a serem avaliados. O aqudrio foi
implantado em uma caixa d’dgua de 1000L, fa-
bricada em PEAD.

Os peixes inseridos no aquario ndo recebe-
ram qualquer tipo de ragdo ou outro alimento
além do efluente tratado da estagdo de tratamento
piloto. Foram utilizados peixes machos com peso
em torno de 500g, adquiridos vivos em criadou-
ro, no sentido de tentar garantir a sua nao con-
taminagdo inicial. Quatro compressores de ar de
aqudrio realizaram a aera¢do na caixa d’agua.

Foram realizados quatro experimentos de
exposi¢do dos peixes no aquario ao efluente tra-
tado da estagdo piloto. O primeiro experimento
teve 14 peixes expostos e duracgdo de sete dias. O
segundo experimento teve seis peixes expostos e
duragdo de sete dias. O terceiro e quarto experi-
mentos tiveram oito peixes expostos e dura¢do
de 14 dias. Nos experimentos descritos, a pro-
por¢do da mistura de lixiviado na alimentacio
da estagdo piloto manteve-se entre 0,5% e 1%.
Todos os experimentos foram realizados entre
outubro e dezembro de 2008.

Os peixes controles, ndo submetidos a expo-
sicdo e utilizados para comparagdo, totalizaram
25 unidades. Estes peixes eram levados ao labo-
ratério para coleta de amostras bioldgicas no
mesmo dia da sua coleta no fornecedor. Nao foi
possivel realizar ensaios controle com esgoto puro
devido ao fato deste jd chegar a ETE Icarai mis-
turado com o lixiviado. Também nao foi possi-
vel manter os peixes controle em tanques alimen-
tados com dgua pelos mesmos tempos de expo-
sicdo em fungdo das limitagdes operacionais da
pesquisa.

Os biomarcadores avaliados abrangem ni-
veis de organizac¢do individual, molecular e celu-
lar. Em nivel individual, foram contabilizados o
tamanho e o peso dos peixes e calculado o Fator
de Condig¢do. Em nivel molecular, foram utiliza-
das a concentracio de metalotioneinas, como
biomarcadores de exposi¢do a metais toxicos, a
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atividade da enzima acetilcolinesterase, indicado-
ra de efeitos neurot6xicos decorrentes da exposi-
¢d0 a agentes inibidores tais como os agrotoxi-
cos organofosforados e carbamatos, e a concen-
tragdo de metabolitos de HPA (hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos) na bile, indicador de ex-
posicdo a HPA. Em nivel celular, foi realizada a
contagem de microntcleos e de outras anorma-
lidades nucleares, como indicativos de danos ao
material genético das células, representando efei-
tos genotdxicos aos organismos.

Os bioensaios foram realizados no Labora-
tério de Ecotoxicologia do Centro de Estudos
em Satude do Trabalhador e Ecologia Humana
da ENSP/Fiocruz.

Fator de Condigao (FC)

O Fator de Condi¢ao foi calculado por uma
relagdo entre a média dos pesos e a média dos
comprimentos dos peixes de determinado grupo
amostral, por meio da férmula FC = peso x 100 /
tamanho’. Os pesos dos peixes sdo indicados em
gramas e 0os comprimentos em centimetros'®?.

Metalotioneinas (MT)

As avaliacdes de concentra¢do de metalotio-
neinas foram realizadas em tecidos de figado de
peixes, seguindo o Método de Brdicka*. As amos-
tras foram homogeneizadas em solugdo Tam-
pdo Tris-Sacarose (Tris — 20 mM; Sacarose — 0,5
M, pH 8,6), narazdo 3:1 (volume de tampao:peso
de figado).

Para a determinagdo da MT, foram coloca-
dos 10 mL de Eletrélito (Cloreto de Hexamina
Cobalto — 6x10* M, Cloreto de Amodnio — 1 M,
Hidréxido de Amoénio — 1 M, pH 9,5) em cube-
tas, onde foram adicionados 100 pL de amostra.
A quantifica¢do da MT foi realizada polarografi-
camente.

Acetilcolinesterase (AChE)

As avaliagoes de inibi¢do da enzima acetilco-
linesterase foram realizadas em tecidos de mus-
culo de peixes, de acordo com Oliveira-Silva et
al.”? e Ellman et al.”>. Os musculos foram homo-
geneizados em solu¢do Tampido Fosfato de Sé-
dio (0,12 M, pH 7,6) na razdo 1:6 (peso de
musculo:volume de tampdo).

Para a determinagdo da atividade da AChE,
foram preparados tubos com 2 ml de tampao Fos-
fato de Sodio (0,12 M, pH 7,6) € 500 ul de DTNB (2
mM, preparado em tampao fosfato de sodio 0,12

M, pH 7,6), onde foram adicionados 500 pl de ace-
tiltiocolina e 50 pL de amostra. As absorvancias
foram deeterminadas em espectofotometro.

A atividade especifica da AChE, dada pela ra-
zao entre os valores de atividade enzimdtica de
AChE e a respectiva concentragdo de proteina na
amostra, foi expressa em umoles AChE/min/mg
de proteina.

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(HPA)

Foram determinadas as concentragdes de meta-
bélitos de naftaleno, pireno, benzo(a)pireno e tam-
bém o 1-hidroxipireno em bile de peixes, de acor-
do com os procedimentos descritos por Freire*.

Para estas determinagéo, as amostras foram
sonicadas por 15 minutos, diluidas em dgua/eta-
nol em propor¢do de 50:50 (volume:volume) e
determinadas espectrofluorometricamente.

A presenca dos metabolitos do naftaleno, pi-
reno e benzo(a)pireno foi analisada por método
de Fluorescéncia de Comprimento de Onda Fixo
— FF e do 1-hidroxipireno, por método de Espec-
trometria de Fluorescéncia Sincronizada (SFS)*.

Determinaram-se as proteinas biliares totais
e as suas concentragdes, a fim de proceder a nor-
malizac¢do pelo status alimentar.

Micronftcleos (MN)

O método para avaliacio de microntcleos
consiste na contagem de células que contenham
um ou mais micronucleos citoplasmadticos. Os
procedimentos de andlise seguiram a descrigao de
Sanchez-Galdn et al.®. As avaliacdes das conta-
gens de microntcleos foram realizadas em eritré-
citos, coletados junto as branquias dos peixes.

As laminas foram sequencialmente coradas
com corante de May-Griinwald por 2 minutos,
corante de May-Griinwald mais dgua destilada
em propor¢do de 1:1 por 3 minutos e corante
Giemsa mais dgua destilada em propor¢ao de 1:6
por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram
lavadas com dgua destilada e secas com Eukkit.

A frequéncia relativa de microntcleos foi ava-
liada em microscopio 6tico, com capacidade de
ampliacdo de 1000 vezes. Foram contados em
média 1000 eritrocitos mononucleados por la-
mina como referéncia.

Além de micronucleos, foi realizada a conta-
gem de outras anormalidades nucleares nas cé-
lulas analisadas, as quais foram agrupadas, para
avaliacdo dos resultados, como “anormalidades
nucleares eritrocitarias”



Anaélises Estatisticas

Verificou-se a normalidade da distribui¢do
dos dados amostrais para cada conjunto de da-
dos avaliado, utilizando-se os testes Anderson-
Darling, Ryan-Joiner e Kolmogorov-Smirnov.

De acordo com a normalidade ou néo da dis-
tribui¢do dos conjuntos de dados amostrais dos
grupos comparados, foram usados os testes de
andlise de varidncia One Way ANOVA (paramé-
trico) e Kruskal-Wallis Test (ndo paramétrico).
Na sequéncia, foram usados testes de compara-
¢oes multiplas (Post hoc Tests) Tukey’s Test (pa-
ramétrico) e Mann-Whitney Test (ndo paramé-
trico). Todos os testes foram realizados no pro-
grama Minitab 15, com nivel de confianga de 95%.

Resultados e discussao

A caracterizagdo do afluente e do efluente da esta-
¢do de tratamento combinado em escala piloto,
durante o periodo de realizacdo dos bioensaios, é
apresentada na Tabela 1. Percebe-se que a adi¢ao
de lixiviado ao afluente da estacdo de tratamento
ndo implicou em concentra¢des médias de maté-
ria organica maiores do que o previsto nas faixas
tipicas para esgoto doméstico, entre 250 e 400 mg/
L de DBO e 450 e 800 mg/L de DQO. A concentra-
¢do de nitrogénio amoniacal no afluente foi au-

Tabela 1. Caracterizacao do afluente e do efluente da
estacdo de tratamento piloto — valores médios.

Parametros Afluente a ETE Piloto Efluente da
(esgoto + lixiviado) ETE Piloto

pH 7,5 7,5
DQO (mg/L) 379 80
DBO (mg/L) 243 43
SST (mg/L) 208 70
N-NH, (mg/L) 36 3,2

mentada, deslocando o valor médio para um
pouco acima da faixa esperada para esgoto do-
méstico puro, 20 mg/L a 35 mg/L*.

Um resumo das condi¢des de operagio dos ex-
perimentos realizados é apresentado na Tabela 2.

Os peixes que morreram durante as exposi-
¢des foram descartados, sem serem considera-
dos neste estudo. O numero significativo de pei-
xes mortos nos experimentos realizados pode
estar associado ao estresse sofrido durante o
transporte entre o criadouro e o local de exposi-
¢do. Outro fator possivel de ter contribuido para
as mortes é a disputa por espaco pelos peixes
confinados no aquério. Como o foco do traba-
lho era a avaliagdo dos peixes vivos, ndo foram
feitas andlises no sentido de identificar sinais que
pudessem indicar as causas de suas mortes.

Durante todas as exposigdes realizadas, o pH
no aqudrio manteve-se entre 6,3 e 7,0 e a concen-
tragdo de oxigénio dissolvido, variando entre 4
mg/L e 6 mg/L. A temperatura da d4gua no aqua-
rio variou entre 22°C e 24°C.

Dados obtidos das exposi¢des que operaram
com a mesma faixa percentual de lixiviado na
mistura de alimenta¢do e mesmo tempo de ex-
posicdo foram agrupados para avaliagao. Dessa
forma, os resultados foram reunidos em trés
grupos: Controle; Exposto 7 dias — 0,5 a 1% lixi-
viado; Exposto 14 dias — 0,5 a 1% lixiviado.

Os resultados do monitoramento dos orga-
nismos-teste para todos os biomarcadores ava-
liados estdo apresentados na Tabela 3 e estdo ex-
pressos na forma de intervalos de variacdo, para
cada biomarcador e grupo avaliado. As letras
sobrescritas que acompanham cada intervalo de
variagdo indicam se houve ou nao diferenca sig-
nificativa (o = 0,05) entre os grupos, para deter-
minado biomarcador. Assim, letras iguais indi-
cam auséncia de diferenca significativa entre os
grupos e letras diferentes indicam diferenca sig-
nificativa entre os grupos.

Anlises de varidncia permitiram inferir que
0s pesos e os comprimentos médios dos peixes
ndo apresentam diferencas estatisticas entre gru-

Tabela 2. Resumo das condicdes de operacdo dos experimentos de bioensaios.

Experimento % de Lixiviado Duragao da Exposicao Peixes Peixes
no Afluente ao Tratamento (dias) Expostos  Sobreviventes
Exposicao I 0,5a 1% 7 14 5
Exposicao II 0,5a 1% 7 6 6
Exposi¢ao III 0,5a 1% 14 8 4
Exposigao IV 0,5a 1% 14 8 4

w
3]
w
o

€107 “€PTE-GETE(TT)8T BATIR[OD) 9PNES X BIUIID)



w
[\
g
(=)

Mannarino CF et al.

Tabela 3. Resultados do monitoramento dos organismos-teste para todos os biomarcadores avaliados.

Grupo Controle

Exp. 7 dias; 0,5 Exp. 14 dias; 0,5

Biomarcadores Unidade (N=27) a 1% lixiv. a 1% lixiv.
(N=11) (N=8)

Peso g 323,7 - 920,0 * 322,7 - 535,0 ° 318,0 - 549,4 °
Comprimento cm 24,6 - 31,0° 24,5 -29,7 " 27,1 - 340"
Fator de Condigao g/cm’ 1,51 - 2,42 ¢ 1,74 - 2,40 © 1,22 - 2,06 ¢
Acetilcolinesterase m moles AChE/min/mg PTN 0,104 - 0,578 ¢ 0,105 - 0,150 f 0,141 - 0,257 ¢
Metalotioneina mg MT/g de figado 0,399 - 1,678 & 0,474 - 1,454 & 0,518 - 0,893 &
Pireno mg Py /mg PTN 0,000079 - 0,001219 ™  0,000428 - 0,009728 ' 0,000082 - 0,006672
Benzo(a)pireno mg BaP /mg PTN 0,000052 - 0,0023067 0,000523 - 0,030001 * 0,000604 - 0,004719 &
Hidroxipireno mg ohpy /mg PTN 0,000007 - 0,000319 ' 0,000079 - 0,004646 ™  0,000037 - 0,001377 ™
Naftaleno mg Naf /mg PTN 0,002816 - 0,079359 »  0,009688 - 0,937635 ° 0,007163 - 0,171836 °
Microntcleos Frequéncia/1000 cel 0-1v 0-31 0-91
Anorm. nucl. eritroc.  Frequéncia/1000 cel 0-33r 2-172¢ 14 - 67°

N = ntimero de individuos avaliados. Para cada biomarcador, letras iguais ao lado dos intervalos de varia¢do indicam auséncia de diferenga significativa
entre os grupos e letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos.

pos. O Fator de Condigdo apresentou diferenga
estatistica apenas para o grupo Exposto 14 dias
- 0,5 a 1% lixiviado, em rela¢do aos demais. Este
grupo apresentou menor valor médio de Fator
de Condigdo, o que pode estar associado ao es-
tresse causado pelo efluente do tratamento com-
binado e também a deficiéncia de alimento em
um periodo mais longo de exposi¢do.

Testes de andlise de variancia para concentra-
¢do de metalotioneinas em tecidos de figado de
peixes permitem inferir que nao hé evidéncia esta-
tistica para afirmar que as médias amostrais dos
quatro grupos avaliados sao diferentes. Os testes
indicam que a concentra¢io média de Metalotio-
neinas por peso de figado é estatisticamente igual
nos grupos Controle; Exposto sete dias — 0,5 a 1%
lixiviado; Exposto 14 dias — 0,5 a 1% lixiviado.

Mantida a concentragdo dessas proteinas no
figado dos peixes controle e expostos a concen-
tragoes de lixiviados diferentes, pode-se concluir
que o lixiviado e o esgoto ndo contribuiram com
concentragdes significativas de metais a ponto de
aumentar a produ¢do de metalotioneinas nos
organismos expostos.

Os valores encontrados para as médias amos-
trais da atividade da enzima acetilcolinesterase
em tecidos de musculo de Tildpias nos grupos
Controle e Exposto 14 dias — 0,5 a 1% lixiviado
ndo apresentam evidéncia estatistica de serem
diferentes.

O tnico grupo que apresentou média amos-
tral significativamente diferente foi o exposto sete
dias — 0,5 a 1% lixiviado, onde o valor da ativida-

de da enzima acetilcolinesterase foi menor do que
nos demais grupos. As justificativas para o grupo
exposto que combina menor tempo de exposicdo
apresentar menor atividade da enzima devem
passar pela existéncia de maiores concentragdes
dos agentes inibidores de acetilcolinesterase no
efluente do tratamento combinado. Maiores con-
centragdes de agentes inibidores tais como os agro-
téxicos organofosforados e/ou carbamatos no
efluente tratado podem estar associadas a varia-
¢do na composi¢do do lixiviado ou do esgoto
durante o periodo de exposi¢do, induzida por al-
gum descarte tempordrio desses poluentes na rede
de esgotos ou no aterro de residuos.

Todos os HPA (naftaleno, Pireno, benzo(a)-
pireno e 1-hidroxipireno) utilizados como bio-
marcadores seguiram o mesmo padrdo de com-
portamento em relagdo as diferengas encontra-
das entre os grupos. A comparagdo entre as mé-
dias amostrais do grupo controle e os diferentes
grupos expostos para cada biomarcador permite
inferir que hd evidéncia estatistica de que as médi-
as sio diferentes. E possivel afirmar que as con-
centracdes médias de HPA na bile dos peixes con-
troles sio menores do que nos peixes expostos.

Ainda por meio de comparagdes estatisticas,
hé evidéncias para afirmar que as médias amos-
trais das concentragoes de HPA na bile dos peixes
expostos sdo iguais, para cada biomarcador, in-
dependentemente do tempo de exposi¢do, nas
condi¢des do estudo.

As analises indicam que os peixes expostos
tiveram maior absor¢do de HPA do que os con-



troles, sinalizando a provédvel presenca desses
compostos em ao menos um dos afluentes ao
tratamento combinado.

A presenca de HPA em residuos sélidos e lixi-
viados de aterros jéd havia sido constatada por
Sisinno™. No lixiviado do aterro do Morro do
Céu, que contribui para a estacdo de tratamento
combinado em avalia¢do, Sisinno™ identificou a
presenca de 17 HPA, incluindo Pireno e
Benzo(a)pireno. A origem dos HPA nos lixivia-
dos pode estar relacionada com a presencga des-
ses poluentes nos residuos descartados nos ater-
ros, com a queima de residuos na drea do aterro
e com a deposi¢do ou arraste de HPA presentes
na atmosfera'”.

Em aterros controlados e em lixdes, a pre-
senca de HPA pode ser significativa visto que nao
hé restri¢des aos residuos recebidos, sendo co-
mum nesses locais a presenca de residuos indus-
triais. Nesses locais, a queima de residuos tam-
bém é usual, liberando HPA de origem pirogéni-
ca, como pireno e benzo(a)pireno. Em todos os
locais de disposic¢do final de residuos, sobretudo
aqueles localizados em 4reas intensamente urba-
nizadas e/ou industrializadas, a deposigdao ou o
arraste de HPA presentes na atmosfera se faz
importante visto que normalmente possuem ex-
tensa drea superficial.

Por meio de andlise estatistica relativa a fre-
quéncia de microntcleos nas células de sangue
coletado junto a branquia das Tildpias, é possi-
vel inferir que a média amostral para esse bio-
marcador é menor nos peixes controles do que
nos expostos. Para os grupos expostos sete dias
—0,5a 1% lixiviado e 14 dias — 0,5 a 1% lixiviado,
as médias amostrais da frequéncia de micronad-
cleos mostram-se estatisticamente iguais.

As respostas de frequéncias de outras Anor-
malidades Nucleares Eritrocitdrias (excetuando-
se micronucleos) também apontam para maio-
res danos genotoxicos em células de organismos
expostos do que nos controles. Nos grupos ex-
postos, as médias de frequéncia dessas anorma-
lidades sdo estatisticamente iguais.

Maiores frequéncias de microntcleos e de
outras Anormalidades Nucleares Eritrocitdrias
nos peixes expostos do que nos controles podem
estar relacionadas a efeitos da exposigao a HPA
bem como a outras substancias lixiviadas. A ava-
liagao dos HPA neste estudo indicou maiores
concentragdes desses compostos nos peixes ex-
postos do que nos controles. Alguns dos HPA
identificados na bile dos peixes expostos sdo con-
siderados genotoxicos pelo International Agency
for Research on Cancer (IARC)?® sendo o

benzo(a)pireno classificado como carcinogénico
e o naftaleno como possivel carcinogénico para
humanos.

Conclusoes

O tratamento de lixiviado de aterros de residuo
solidos urbanos combinado com esgoto domés-
tico pode ser uma alternativa importante para a
minimiza¢do dos impactos causados pelos locais
de disposicdo final de residuos. O lixiviado gera-
do nesses locais muitas vezes nao recebe qual-
quer tratamento ou é submetido a tratamentos
ineficientes em remoc¢do de poluentes antes de
ser descartado no ambiente.

O tratamento de lixiviado em estacoes de tra-
tamento de esgotos apresenta vantagens opera-
cionais para a gestdo dos locais de destino final
de residuos, pois possui baixo custo operacional
se comparado a outros tratamentos aplicados a
lixiviados, permite o tratamento desse efluente
mesmo apds o encerramento do aterro e possi-
bilita, na maior parte dos casos, o atendimento a
legislagdo de descarte de efluentes.

Entretanto, para que essa alternativa de tra-
tamento seja considerada realmente adequada é
preciso avaliar os impactos do efluente do trata-
mento combinado nos ecossistemas. Ensaios de
ecotoxicidade subcronica e cronica permitem
conhecer os impactos do efluente nos organis-
mos ap6s longos periodos de exposi¢do, como
ocorre no ambiente.

Para avaliagdo da ecotoxicidade subcronica,
no estudo apresentado, foram avaliados nove
biomarcadores em peixes do tipo Tildpia expos-
tos ao efluente do tratamento combinado: Fator
de Condigdo; concentragdo de metalotioneinas;
atividade da acetilcolinesterase; concentracdo de
metabdlitos dos HPA: naftaleno, pireno,
benzo(a)pireno e de 1-hidroxipireno; contagem
de micronucleos; contagem de outras anormali-
dades nucleares.

Por meio da avaliacdo dos biomarcadores foi
possivel inferir a presenca de concentragdes mais
elevadas de HPA no efluente tratado, visto que
esses compostos foram encontrados na bile dos
peixes expostos em concentragdes maiores do que
naqueles controles. Da mesma forma, a frequ-
éncia de microntcleos e de outras anormalida-
des nucleares também foi maior nos peixes ex-
postos, indicando maior genotoxicidade nesses
organismos do que nos controles. Esses dois re-
sultados podem estar interligados visto que al-
guns HPA possuem capacidade de causar danos
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genotdxicos ou ainda a outras substancias geno-
téxicas presentes no lixiviado e ndo removidas.

O uso de um conjunto de biomarcadores,
com especificidades para identificagdo de danos
associados a poluentes distintos, mostrou-se
importante para minimizar possiveis erros de
interpretagdo decorrentes do uso de apenas um
indicador e para possibilitar uma avaliagdo mais
ampla de danos subletais presentes em organis-
mos expostos a fontes de poluigdo.

De modo geral, hd uma significativa dimi-
nuicdo da capacidade impactante do efluente do
tratamento combinado quando comparado com
o lixiviado bruto, mas o pequeno nimero de
amostras e a capacidade limitada de dilui¢do dos
efluentes tratados utilizados neste trabalho fa-
zem com que novos estudos sejam necessarios
para evidenciar os reais riscos a saide ambiental
resultantes e para a adogdo definitiva deste tipo
de tratamento.
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