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RESUMO

A producéo de lodo de esgoto nas estacGes de tratamento ocorre em ritmo crescente a medida
que os centros urbanos expandem, se fazendo necessaria a reestruturacdo da cadeia a fim de
garantir a recuperacao e reprocessamento destes residuos. Uma possibilidade para reutilizagdo
do lodo, é seu uso na agricultura. Por possuir uma alta concentracdo de matéria organica e
nutrientes, é considerado uma alternativa aos fertilizantes quimicos, e ainda contribui para
reducdo de custos de producéo. Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da utilizacdo
de substancias humicas (SH) extraidas do lodo de esgoto em duas condi¢Ges experimentais:
lodo de esgoto nao esterilizado (“in natura”) e esterilizado; sob o crescimento ¢ atividades de
enzimas relacionadas ao estresse oxidativo de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). O
experimento foi desenvolvido no municipio de Unai-MG, nas dependéncias da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. Foram coletadas amostras de lodo depositadas
no fundo da lagoa de sedimentacdo em local apropriado sugerido pelos técnicos do Servigo
Auténomo de Agua e Esgoto (SAAE). Ap6s a obtencdo das melhores doses das SH in natura e
esterilizada, foi realizado a aplicacdo da melhor dosagem em estagios fisioldgicos importantes
do feijoeiro (V2; V4; R6 e R8). Apos 60 dias, as seguintes avaliacbes morfologicas foram
realizadas: altura média da parte aérea, area foliar, comprimento médio das raizes, area
radicular, massa seca da parte aérea; e massa seca das raizes. Foram determinadas a atividade
das enzimas superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT). As plantas
tratadas com substancias humicas nédo esterilizadas (SHNE) apresentaram maior area radicular
e massa seca de raiz.. Em comparagdo com o controle, tanto SHE quanto SHNE apresentaram
menores teores de CAT, APX e SOD conferindo as plantas tratadas, menor estresse oxidativo.
A reducéo do efeito positivo do lodo quando esterilizado, pode ser explicado pela diminuigéo
dos microrganismos benéficos que podem participar dessa interacdo. Pode-se concluir que tanto
as SHNE quanto as SHE, geram efeitos positivos para crescimento de raiz e minimizacgdo do
estresse oxidativo, porém, as SHNE trazem resultados melhores para ambas variaveis.

Palavras-chave: substancias-humicas, lodo-de-esgoto, poluicao.



ABSTRACT

The production of sewage sludge in treatment plants is increasing as urban centers expand,
necessitating the restructuring of the chain to ensure the recovery and reprocessing of these
residues. One possibility for sludge reuse is its use in agriculture. Due to its high concentration
of organic matter and nutrients, it is considered an alternative to chemical fertilizers and also
contributes to cost reduction in production. This study aims to evaluate the effects of using
humic substances (HS) extracted from sewage sludge under two experimental conditions:
untreated sewage sludge ("'in natura™) and sterilized sewage sludge on the growth and activities
of enzymes related to oxidative stress in bean plants (Phaseolus vulgaris L.). The experiment
was conducted in Unai-MG, within the premises of the Federal University of Vales do
Jequitinhonha and Mucuri. Samples of sludge deposited at the bottom of the sedimentation
pond were collected from a suitable location suggested by the technicians of the Autonomous
Water and Sewer Service (SAAE). After obtaining the best doses of both in natura and sterilized
HS, the best dosage was applied at important physiological stages of the bean plants (V2; V4;
R6 and R8). After 60 days, the following morphological evaluations were performed: average
shoot height, leaf area, average root length, root area, shoot dry weight, and root dry weight.
The activity of the enzymes superoxide (SOD), ascorbate peroxidase (APX), and catalase
(CAT) were also determined. Plants treated with non-sterilized humic substances (SHNE)
showed greater root area and root dry weight. Compared to the control, both sterilized humic
substances (SHE) and non-sterilized humic substances (SHNE) presented lower levels of CAT,
APX, and SOD, indicating less oxidative stress in the treated plants. The reduction in the
positive effect of the sterilized sludge can be explained by the decrease in beneficial
microorganisms that may participate in this interaction. It can be concluded that both SHNE
and SHE have positive effects on root growth and minimization of oxidative stress; however,
SHNE vyields better results for both variables.

Keywords: Humic substances, lewage sludge, pollution.
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1 INTRODUCAO

O lodo de esgoto tem sido um problema nas areas urbanas pois sua producdo nas
estacOes de tratamento ocorre em ritmo crescente concomitantemente a expansao dos centros
urbanos. Mesmo com o risco de poluigdo ambiental devido a destinacdo inadequadrada do
biossolido, seu principal destino ainda € o aterro sanitario (Abreu et al., 2017). Cada vez mais,
se faz necessario a restruturacdo dos centros urbanos, para garantir a recuperacao e reutilizacao
destes residuos. Uma das possibilidades de reprocessamento do lodo, € seu uso na agricultura,
contribuindo para o fechamento do ciclo ecoldgico natural. Para que isso se torne possivel, tém-
se uma série de critérios exigidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para
a realizacdo dos seus usos, visto o potencial contaminante existente na composicdo deste
residuo. (Montemurro et al., 2004).

A alta concentracdo de matéria organcia e nutrientes oriundo desse matérial tem
chamado a atencédo de pesquisadores e produtores rurais, podendo contribuir para a reducdo do
uso de fertilizantes quimicos de alto custo, que, se usados sem critérios agronémicos
especificos, podem apresentar efeitos adversos ao meio ambiente (Riaz et al., 2018; Guo et al.,
2019). De uma maneira geral, residuos organicos, como o lodo de esgoto, devido a grande
quantidade de matéria organica, devem sempre entrar em um plano de tratamento adequado que
vislumbre sua reciclagem visando a sustentabilidade dos sistemas agricolas (Perjessy, 2017).
O principal componente da matéria organica pertencente aos biossélidos sdo as substancias
himicas (SH) cujo sua origem e de seus grupos funcionais sdo diferenciados de acordo com a
fonte organica (Canellas et al.,, 2015). Diversas pesquisas contemplam os beneficios
agrondmicos da utilizacdo das SH em areas agricolas pela sua capacidade de incrementar a
captacdo de nutrientes e o crescimento de raizes laterais, isso principalmente pela inducéo das
H*- ATPases tanto de membrana plasmatica quanto de vacuolo (Jindo et al., 2020); Elas tém
sido relatadas como promotoras do crescimento vegetal, melhorando a qualidade do solo e
estimulando-o metabolismo das plantas (Caron, et al., 2017). Nesse contexto, substancias
himicas derivadas de lodo de esgoto tém despertado interesse na agricultura devido ao seu
potencial como fonte de nutrientes e estimulo ao crescimento das plantas. Essas substancias séo
compostas por uma mistura complexa de compostos organicos, incluindo &cidos humicos,
acidos fulvicos e huminas (Caron, et al., 2017).

No entanto, apesar do crescente interesse em substancias himicas oriundos de lodo
de esgoto, ha uma lacuna de conhecimento sobre os efeitos especificos dessas substancias

promovendo alterages morfologicas e enzimaticas nas plantas de feijoeiro. Compreender 0s



mecanismos envolvidos nessas alteragdes pode fornecer insights importantes para o
desenvolvimento de estratégias agricolas mais eficientes e sustentaveis.

De acordo com o exposto, a hipotese deste trabalho é de que as SH isoladas de lodo
de esgoto in natura e do esterilizado, podem promover alteracdes benéficas as caracteristicas

morfolégicas, nutricionais e enziméticas de plantas de feijoeiro.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos da utilizacdo de substancias himicas (SH) extraidas do lodo de
esgoto ndo esterilizado (“in natura”) e esterilizado; sob o crescimento e atividades de enzimas

a antioxidantes nas plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.).

2.2 Especificos:

Coletar o lodo biologico anaerdbio (estabilizado) na Estacdo de Tratamento de
Esgoto - ETE de Unai-MG regulada pelo Servico Autdnomo de Agua e Esgoto (SAAE) e obtido
pelo sistema de lagoas de estabilizag&o.

Extrair e purificar as SH extraidas do lodo nas condi¢des in natura e esterilizado.
Caracterizar as SHNE e SHE quimicamente e espectroscopicamente.

Realizar ensaio com diferentes concentraces de SH para obter aquela que melhor
estimula o crescimento do feijoeiro.

Testar as doses Otimas nas SHNE e SHE obtidas no ensaio preliminar de
concentracdo-resposta avaliando-se mudangas sobre a morfologia de plantas de feijoeiro (altura
média da parte aérea, area foliar, area radicular, diametro radicular), massa seca da parte aérea
e massa seca radicular.

Avaliar o efeito dos diferentes tratamentos (diferentes SH) sobre a atividade da e

Catalase, Peroxidase do Ascorbato e superoxido em plantas de feijoeiro.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa de grande
importancia para os seres humanos e animais, devido seu alto valor nutritivo e propriedades
funcionais (carboidratos, vitaminas, fitatos, lectinas, fibras solGveis e fendlicos) (Garcia-
Lafuente et al., 2014). Essa cultura, muitas vezes ¢ denominada como o “grao da esperanga”
pelo fato dos seus compostos fito quimicos, como polifenélicos, poderem auxiliar na prevencdo
de doengas cardiovasculares, glicemia, obesidade, cancer do cdlon entre outras doencas (Hayat
etal., 2014; Zargar et al., 2017).

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores do mundo junto com Myanmar,
india, Estrados Unidos, México e Tanzania, no qual correspondem a 57% do total produzido
ou 15,3 milhdes de tonelada (Coélho, 2019). De acordo com a CONAB (2020), em seu tltimo
levantamento, a safra 2019/20 o Brasil obteve &rea plantada de 2927 mil ha, producdo 3230 mil
toneladas e produtividade de 1.104 kg ha™.

Além de suas caracteristicas nutricionais esta leguminosa contém beneficios
agrondmicos através de sua capacidade de fixacdo de nitrogénio, reducdo no uso de
fertilizantes, assim gerando menor impacto ambiental na agricultura (Reay et al., 2012;
Andrews & Andrews, 2017). Na historia, a cultura do feijoeiro apresenta baixas produtividades
no Brasil, seja por efeitos climaticos ou sanidade da cultura; existem cultivares com alto
potencial produtivo, mas em funcdo do alto risco da cultura, os produtores se sentem
desencorajados a realizarem grandes investimentos (Rosolem & Marubayashi, 1994).

Devido o seu superficial sistema radicular e menor ciclo, o feijoeiro é considerado
uma planta exigente em nutrientes; a quantidade média de nutrientes exportado por 1.000 kg de
gréos sdo: 35,5 kg de N, 4,0 kg de P, 15,3 kg de K, 3,1 kg de Ca, 2,6 kg de Mg e 5,4 kg de S
(Rosolem & Marubayashi, 1994). O uso inadequado de fertilizantes quimicos no solo podem
acarretar em problemas sociais e ambientais, sendo necessario a implementacao de praticas
agricolas mais sustentaveis; os bioestimulantes podem promover o equilibrio fisioldgico das

plantas, favorecendo o potencial genético e produvidade (Hurtado, et al., 2019) .



3.2 As substancias himicas

As substancias hdimicas (SH) sdo consideradas um indicador de maturacdo de
compostos organicos, no qual posteriormente podem vir a ser utilizados como biofertilizante
(Zhou et al., 2014). As caracteristicas da SH, estdo relacionadas diretamente a sua matéria-
prima, devido a possiveis aditivos incorporados as fontes de matéria organica, atividade
microbiana, temperatura, pH, relacdo C/N, teor de umidade, teor de oxigénio e tamanho de
particulas, possuindo assim uma formacéo e estrutura muito complexas (Petric et al., 2012;
Silva et al., 2014).

A SH promovem beneficios agronémicos ao solo, podendo contribuir na formacao
de agregados, aumento da porosidade do solo, melhoria na capacidade de troca de cations e
aumento da capacidade de retencdo de agua (Guo et al., 2019). Contém ainda propriedades
capazes de atuar como pesticidas naturais atuando em varios fitopatégenos do solo e também
minimiza a toxicidade de produtos quimicos estando atribuidos estes beneficios a diversos
grupos funcionais existentes nas SH, como carboxilico, fendlico, hidroxilico e quinonil (Guo,
et al. 2016; Loffredo & Senesi, 2019; Mehta et al., et al., 2014).

Estas substancias podem aumentar o didmetro de agregados, promovendo maior
aeracdo e capacidade de retencdo de agua, podem reduzir a plasticidade de solos argilosos, e
amenizam variacdes de temperatura no solo (Caron, 2015). Em razdo da sua alta capacidade de
troca de cations, podem disponibilizar micronutrientes as plantas; alguns estudos provam 0s
efeitos positivos das SH na germinacdo de sementes, crescimento de raizes, acumulo de
biomassa e defesa da planta contra estresse oxidativo (Caron, 2015). As SH podem interagir
com aluminio em solos acidos, reduzindo a toxidez do aluminio as raizes, e disponibilizando
fosforo (Weil & Magdoff, 2004). Em solos alcalinos, formam complexos com calcio, e
diminuem a fixacdo do fosforo; também formam complexos estaveis com cétions bivalentes
como o cobre, manganés e zinco, aumentando a disponibilidade destes microrganismos para as
plantas (Chen et al., 2004).

ainda atenuam as variac0es de temperatura no solo.

3.2.1 Formagéo e composi¢ao das substancias humicas

A composicao elementar através da ordem de grandeza na SH, trazem a relacéo de
C> O>H> N>S>P, sendo estad composic¢do elementar a mais estavel e fundamental das SH



(Canellas et al., 2005). Existem duas teorias de formacdo da SH: a primeira de acordo com
Stevenson (1994), é a teoria da lignina, onde as SH sdo sintetizadas através de precursores
originarios da lignina, tornado assim a lignina matéria-prima da estruturacdo dos percursores
de SH. Kulikowska (2016), considera que na degradacdo parcial da lignina pode ter a formagéo
de fragdes fenolicas e quinina que serviram como percussores das SH. Ja a segunda teoria, € a
dos polifendis, onde a formacdo das SH e originada através de produtos de condensacdo de
inimeras moléculas, podendo ser polissacarideos e proteinas. Aparentemente estas vias

ocorrem em interacdo umas com as outras (Kulikowska, 2016).

3.3 O lodo de esgoto

No Brasil 54,1% da populacdo tem atendimento com rede esgoto, apenas 49,1% do
coletado é tratado (SNIS, 2021). Mesmo existindo grande potencial de uso do logo de esgoto
na agricultura, a sua principal forma de descarte é através de aterros sanitarios (Abreu et al.,
2017), também existe a possibilidade de descarte por meio de incineracdo (Babatunde & Zhao,
2007).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece critérios através
da Resolugdo n° 375, de 29 de agosto de 2006, para o uso desse biossolido na agricultura, isso
porgue esses podem apresentar riscos ambientais, uma vez que em sua constituicao apresentam
altos niveis de sal, concentracdes elevadas de metais pesados, presenca de e contaminantes
organicos (Zuloaga et al., 2012). Nos Estados Unidos, para a utilizagdo do lodo de esgoto é
exigido a minimizacdo de patdgenos humanos e contaminantes inorganicos, antes de ser
utilizado em areas agricolas (EPA, 1999).

O lodo de esgoto possui em sua constituicdo elementos que trazem beneficios ao
solo, como macronutrientes e micronutrientes que séo essenciais as plantas (Liu, 2016; Riaz et
al., 2018), alta concentracdo de matéria organica, reducdo de suscetibilidade a eroséo,
aumentando de estabilidade dos agregados do solo, e caracteristicas hidraulicas (Auerswald et
al., 2003; Tejada & Gonzalez, 2007). A disponibilidade de nutrientes e matéria organica
aumenta a atividade microbiana e de enzimas do solo, aléem de promover incremento da
biomassa vegetal (Singh & Agrawal, 2008).

Segundo Singh & Agrawal (2008), os nutrientes nitrogénio (N) e fésforo inorganico
se apresentam em maiores abundancias no lodo. Os nutrientes se tornam disponiveis atraves da
mineralizacdo da matéria organica, dependendo da cultura cultivada anteriormente, e do tipo de

solo no qual o lodo serd aplicado (mineralizacdo mais rapida em solos arenosos do que



argilosos). No primeiro ano de utilizagdo do lodo, 50% do nitrogénio é disponibilizado para
planta através de sua mineralizagdo, enquanto o fésforo apresenta uma variacdo entre 40% e
80% (Andreoli et al., 2007).

3.4 A importancia da reutilizacao de residuos organicos na agricultura

O gerenciamento dos residuos organicos produzidos, tornou-se um desafio mundial
no qual acomete principalmente os paises em desenvolvimento (Guo et al., 2019). A metade da
populacdo mundial esta residindo em cidades (United Nations, 2014), onde os insumos de alta
qualidade tem entrada e residuos de baixa qualidade saida (Wielemaker et al., 2018). Estima-
se que em 2025 tera 4,3 bilhdes de pessoas residindo na area urbana e a producao de residuos
alcancara 1,42 kg/dia/pessoa. Os custos para 0 gerenciamento deste residuo terdo aumento de
cinco vezes para paises de baixo rendimento e quatro vezes para paises de médio-baixo
rendimento (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; Hossain et al., 2017).

A tomada de deciséo dos procedimentos realizados com os residuos tende a seguir
uma hierarquia, no qual é adotado as seguintes ordens como prioridade operacional: prevencéo,
reutilizacdo, reciclagem, recuperacdo e descarte (Sun et al., 2018). Dependendo da operacéo
aplicada aos residuos, o produto gerado podera ter potencial de agregacdo na fertilidade de
solos, beneficios ao meio ambiente e aumento em seu valor econémico (Case et al., 2017).

A compostagem aer6bia, € um processo em que microrganismos transformam
residuos organicos em um material parcialmente humificado que pode ser utilizado como adubo
organico ou para a producdo de subprodutos, como os bioestimulantes (Bhatia et al., 2013;
Jurado et al., 2015).

Portanto, o desenvolvimento de bioestimulantes abre oportunidades de pesquisas
que podem contribuir para reciclagem e diminuicdo da carga orgéanica de residuos, trazendo
beneficios para produtores, industrias, empresas e consumidores (Xu & Geelen, 2018). Com
um crescimento anual de 12,5% de 2013 a 2018, os bioestimulantes obtiveram uma
movimentacdo no mercado mundial de U$ 2.241 milhGes em 2018, tendo uma relevancia
comercial significante, incluindo uma grande variedade de materiais himicos, com o objetivo
de impulsionar processos biolégicos com interagdo solo/planta (Calvo et al., 2014) em busca

de atender demandas e exigéncias maiores de producéo e qualidade de alimentos (Xu, 2018).
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3.5 A utilizacéo de lodo de esgoto na agricultura

A utilizagdo do lodo de esgoto na agricultura misturado ou ndo a adubos quimicos,
tem sido praticado devido ao seu potencial de atuar melhorando as qualidades fisicas, quimicas
e bioldgicas dos solos; principalmente pelo seu alto contetdo de matéria organica, nitrogénio,
fosforo, calcio e magnésio (Singh & Agrawal 2008), além da presenca de constituintes
essenciais para o aumento da atividade de organismos presentes na rizosfera e crescimento
microbiano (Rebah et al., 2007).

Na agricultura convencional e orgéanica tém-se aumentado o uso de fertilizantes
organicos (Quintern, 2006), onde estes podem agir restaurando a qualidade de solos degradados
através da adicdo de material organico provenientes de residuos reciclados (Zhang et al., 2014).
Estados da regido sudeste e do semiarido tém comprovado os beneficios na utilizacdo do lodo
de esgoto, mas mostraram ser indispensavel o tratamento prévio do biossolido para diminuicédo
de sua elevada carga organica (Bastida et al., 2019).

Weber et al. (2014), descreve os beneficios do lodo de esgoto nas propriedades do
solo, aumentando a producgédo de culturas; EID et al. (2017) considera o fornecimento de
fertilizante a base de lodo de esgoto apreciavel, apds seu processamento para reducdo nos niveis
de poluentes. Os processos de tratamento de residuos, tem o objetivo de remover contaminantes
organicos, mas estdo propensos a alterar padrGes temporais dos nutrientes (Katterer et al.,
2014), tornando dificil o controle de liberacdo conforme a necessidade das culturas, quando
aplicados em é&reas agricolas, devendo considerar uma liberacdo lenta e por longo prazo,
reduzindo problemas associados ao excesso de nutrientes disponiveis no solo (Gémez-Mufioz
et al., 2017). O valor comercial e qualidade agronémica do composto final ird depender da
quantidade e qualidade da matéria organica em termos de estabilidade e auséncia de toxicidade
(Brunetti et al., 2019).

Em 2013 na Unido Europeia 42% do lodo produzido foi utilizado em éreas agricolas
(Buckwell & Nadeu, 2016), na Dinamarca também se tem realizado o processamento de dguas
residudrias e, apés estabilizacdo, aplica-se em areas agricolas (Case et al., 2017). A utilizacao
de lodo de esgoto resultou no aumento de producdo do tomate cereja (Hossain et al., 2010) e
couve chinesa (Liu et al., 2014), sendo os resultados atribuidos ao fornecimento de N, P e a
reducéo da acidez no solo. A aplicagdo de lodo de esgoto na dose de 12 t/ha proporcionou
producdo de madeira igual a obtida nas plantas de Eucalyptus grandis que receberam adubacéo
mineral (Rocha et al., 2004).



11

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de estudo

O experimento foi desenvolvido no municipio de Unai, no estado de Minas
Gerais, nas dependéncias da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVJM), em estufa agricola parcialmente climatizada, localizada em latitude
16°26’28.0” sul e longitude 46°54’08.1 oeste, altitude de 575 metros.

4.2 Extracao do lodo e preparacao

Foram coletadas amostras de lodo depositadas no fundo da lagoa de sedimentagéo
em local apropriado sugerido pelos técnicos do Servico Autdnomo de Agua e Esgoto (SAAE),
na estacdo de tratamento de esgoto localizada em Latitude 16°21°44.8” sul e Longitude
46°52°27.4 oeste.

Para a amostragem foi utilizado um cano de PVVC 70 mm, com aproximadamente 3
metros de comprimento, para alcancar o fundo da lagoa onde fica concentrado o lodo. O
material foi transportado em baldes de plastico com capacidade para 20 litros até a estufa
agricola onde foi preparado.

Ap0s a coleta 0 material foi transportado para as dependéncias da UFVJIM Campus
Unai-MG, onde foi despejado em lona impermedavel para secagem ao ar livre, e posterior
moagem em moinho de facas. O material passou por peneira metalica de 2 mm, constituindo o
tratamento que sera utilizado no trabalho. Parte do lodo foi esterilizado em autoclave a 121° C
durante 60 minutos.

Extracdo dos acidos humicos de lodo de esgoto

Foi realizada uma extragdo bruta das SH com a utilizacdo da razéo solo: solvente
de 1:10 (m:v) (100 gramas de lodo: 1000 ml de naoh 0,5 mol L), sequido de agitacéo e
separacdo. Nessa primeira etapa o sobrenadante é conhecido como SH e o precipitado como
humina (fracéo insoltvel da MO).

Apo0s o processo de extragdo bruta da SH, foi aguardado a sedimentacdo por 24
horas para realizar sifonagem da SH e ajustado o valor do ph para 7 com o auxilio de uma
solucdo de HCI 6,0 mol L* e imediatamente transferidos para sacolas de papel celofane tipo PT
35 gr e submetidos a dialise com agua destilada em bandeja de 7 litros. A agua foi trocada duas
vezes por dia até que a condutividade elétrica fique proxima a 0 pus cm™. Posteriormente as SH

foram congeladas em congelador e secas em liofilizador modelo L101, marca Liotop.
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A composicdo elementar foi realizada em analisador elementar automatico Perkin
Elmer 2400 com amostras de 4 mg das diferentes SH. O teor de oxigénio foi obtido por
diferenca e o de cinzas pela incineracéo de 50 mg dos materiais humicos por 700° C durante 8
h.

As SH foram caracterizadas pelo quimicamente por intermédio de parametros
quimicos: acidez total, acidez carboxilica e acidez fendlica, que foram quantificadas de acordo
com método de Schnitzer & Gupta (1965):

1. Acidez total - determinacdo pelo método do hidréxido de bario (Ba(OH)2), com titulacdo
do excesso com hcl;

2. Acidez carboxilica - tratamento com Ca(oac)2 e determina¢do do Ac liberado com naoh;

3. Acidez fendlica - diferenca, i.e., acidez total — carboxilica.

As SH foram caracterizadas por meio dos métodos espectroscdpicos a seguir:

1. Intensidade de fluorescéncia — foi obtida utilizando-se um espectrofotdmetro Hitachi F-
4500 em solucdes aquosas da SH na concentracio de 50 mg Lt equilibrada a 25°% e pH =
8. As condicbes experimentais para excitacdo da fluorescéncia até 465 nm foram as
mesmas indicadas por Milori et al. (2002).

2. Os valores da relacdo E4/Es na regido do ultravioleta e visivel — foram feitas as leituras
de absorbéancia nos comprimentos de onda de 465 nm a 665 nm e apds feita a divisao dentre
as absorbéncias.

4.3 Preparacao dos meios de cultivo

Sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), foram desinfestadas por meio de
imersdo em uma solucdo de Nacl (1,0%), por 30 minutos e pré-germinadas em bandejas
contendo areia por sete dias. Apos este periodo, plantulas com o mesmo padréo de crescimento
foram transplantadas para para vasos de Leonard.

Foram utilizados os seguintes tratamentos: SH: 12,5 mg de SH L™; 25 mg de SH L
150 mg de SH L™; 100 mg SH L%; 200 mg SH L e 400 mg SH L. As plantulas foram
mantidas por 15 dias em vasos de Leonard confeccionados com garrafas pet de 1500 ml
contendo substrato numa proporcdo 1:1 de areia e vermiculita. Foram transplantadas trés
plantulas de feijoeiro e posteriormente feito desbastes para que cada unidade experimental (1
vaso) permaneca com duas plantas. Cada unidade recebeu um tratamento, sendo solugdes de
meio minimo (CaCl, 2 mm) contendo as seis concentra¢fes supracitadas e um controle
(contendo somente CaCl> 2 mm), com cinco repeti¢Ges por tratamento.

Apos a obtengdo das melhores doses das SH in natura e esterilizada, foi conduzido

um novo experimento onde foram utilizados vasos de 10 litros preenchidos com solo
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devidamente adubado contendo duas pléantulas de feijoeiro que cresceram em trés diferentes
tratamentos (SH in natura, SH esterilizada e Controle) por 90 dias. A aplicagdo das SH (em um
volume de 250 ml) foi realizada em estagios fisiologicos importantes do feijoeiro (V2; V4; R6

e R8). Apds 60 dias, as seguintes avaliacdes morfologicas foram realizadas:

1) Altura média da parte aérea com auxilio de uma trena,
2) Avrea foliar por intermédio de imagem fotografica pelo programa Delta T Scan;
3) Comprimento médio das raizes com auxilio de uma trena;
4) Area radicular por intermédio de imagem fotografica pelo programa Delta T Scan;
5) Massa seca da parte aérea por meio de secagem em estufa a 75°C por 48 horas;
6) Massa seca das raizes por meio de secagem em estufa a 75°C por 48 horas.
4.4 Analises bioquimicas
4.5 Obtencao do estrato enzimatico
Os extratos enziméticos foram obtidos pela maceracdo de aproximadamente 0,2 ¢
de tecido foliar em N2 liquido e, entdo, adicionado 2 ml de meio de homogeneizacao,
constituido de tampédo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0,1 mm, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mm e polivinilpolipirrolidona
(PVPP) 1% (p/v) (Peixoto, 1999). O homogeneizado, depois de filtrado através de quatro
camadas de gaze, foi centrifugado a 12.000 g por 15 min, a 4oc, e o sobrenadante utilizado
como extrato enzimatico bruto.
4.5.1 Catalase
A atividade da catalase foi determinada pela adicdo de 0,1 ml do extrato
enzimatico bruto a 2,9 ml de um meio de reacdo constituido de tampé&o de fosfato de potassio
50 mm, ph 7,0 e H202 12,5 mm (Havir & Mchale, 1987). O decréscimo na absorbancia, no
primeiro minuto de reacdo, foi medido a 240 nm a 25°. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 Mt cm™ (Anderson et al., 1995) e expressa
em pmoles de perdxido de hidrogénio min™ mg proteina.
4.5.2 Peroxidade do ascorbato
A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada de acordo com o0 método
de Nakano & Asada (1981), modificado por Koshiba (1993). Aliquotas de 100 ul do extrato
enzimatico foliar diluido 1:5, foram adicionados a 2,9 ml de um meio de reacdo constituido
de tampéo de fosfato de potassio 50 mm, ph 6,0, &cido ascorbico 0,8 mm e H202 1 mm. O
decréscimo na absorbancia a 290 nm, a temperatura de 25°c foi medido durante o primeiro

minuto de reacdo, sendo, a atividade da APX determinada com base na inclinacéo da reta nos
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primeiros segundos, apos o inicio da reacdo. A atividade enzimética foi calculada utilizando-
se o0 coeficiente de extingdo molar de 2,8 mm™ cm™ (Nakano & Asada, 1981) e o resultado

expresso em umol min mg* proteina.

4.5.3 Superodxido dismutase

Para a atividade da superoxido dismutase foi preparado um coquetel do meio de
reacao da enzima, composto de tampéo fosfato de sédio 100 mm (pH 7,5), metionina 50 mm,
riboflavina 0,1 mm, EDTA 5 mM e cloreto de tetrazolio-nitroazul (NBT) 1 mm. A metionina
e a riboflavina foram preparadas no escuro e mantidas em recipientes envolvidos em papel
aluminio para evitar fotoxidagcdo. O NBT foi o Gltimo reagente a ser preparado, na hora da
reacdo, com 0s mesmos cuidados para evitar fotoxidacdo. Em cada tubo de ensaio foram
adicionados: 1,5 mL de tampdo fosfato de sodio, 780 uL de metionina, 60 pl de riboflavina,
60 1 de EDTA, 320 pl de dgua e 225 pl de NBT. Tubos foram identificados como branco do
claro nos quais foram adicionados 50 ul de &gua em cada, e branco do escuro nos quais foram
adicionados 50 pl da amostra em cada. Nos demais tubos, todos em duplicata, foram
adicionados 50 pul da amostra em cada. Os tubos do branco do escuro ficaram protegidos da
luz (envolvidos com papel aluminio) por 10 minutos. Os tubos do branco do claro e os demais
tubos contendo as amostras foram levados a uma cdmara de fotorredugédo (uma caixa fechada,
contendo uma lampada) onde permaneceram por 10 minutos, até a identificacdo da reacdo. Os
tubos foram, entdo, levados para leitura espectrofotométrica a 560 nm.

A partir dos dados de absorbancia obtidos, a atividade da enzima foi dada em
unidades de SOD, ou seja, a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducédo do
NBT. O célculo foi feito da seguinte maneira: SOD = (A/(a-b)) -1, onde: A = média das
absorbancias dos tubos sem amostra (branco do claro); a = médias das absorbancias dos tubos
contendo as amostras; e b = média das absorbancias dos tubos contendo amostras, mantidos

no escuro (branco e escuro).

4.6 Delineamento experimental e analise estatistica
Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento em blocos casualizados.
Para o experimento de obtencdo das melhores concentracdes das SH foi realizada a analise
de regressdo onde suas significancias, e de seus coeficientes, foram verificadas pelo teste F
(p<0,05) e pelo teste t (p<0,05), respectivamente. O ajuste de regressdo foi efetuado pelo
coeficiente ajustado (R?). Todos os dados serdo analisados com o emprego do programa
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estatistico “R”, as diferengas entre as médias dos tratamentos serdo comparadas pelo teste de

Duncan a 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1. Caracterizacdo das substancias humicas

Com relacdo a composicdo elementar (Tabela 1) das SH extraidas do lodo de esgoto
estelizado e néo esterilizado observa-se que a concentracdo de todos os elementos (C, H, N e
0), além da umidade e teor de cinzas foram maiores na SH oriunda o lodo de esgoto nao
esterilizado. Esses maiores teores, por exemplo, podem contribuir para 0o aumento da
capacidade de troca catidnica associada as substancias himicas do lodo ndo esterilizdo em
relagdo ao esterilizado (Allison, 1965).

Tabela 1. Composicdo elementar das substancias humicas esterilizadas e nao esterilizadas
(Unai, MG, 2023).

C H N O Umidade Cinzas
SH

%

SHNE 24,38+1,06 (A) 5,06£0,10 (A) 3,97+0,24 (A) 64,14+1,02 (A) 8,27+0,60 (A)  10,03%0,51 (A)

SHE 20,25+0,54 (B) 3,63+0,73(B) 4,20+0,51 (A) 70,35+0,54 (B) 7,13+#0,15(B) 10,31%1,20 (A)

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05).

Tanto SHNE e SHE apresentaram razdo menor que 15 (Tabela 2), portanto, ndo
possuem potencial de alterar o equilibrio microbiolégico e ndo e ndo imobilizam nitrogéni
(Bernal et al, 1988). Para razdo O/C, a SHNE apresentou menor valor, indicando material

humificado menos oxidado e com maior grau de condensacdo (Miranda et al., 2007).

Tabela 2. Relag6es atdbmicas, acidezes e avaliacdo especrroscopica das substancias himicas
esterilizadas e nao esterilizadas (Unai, MG, 2023).

. . - Acidez
s CIN H/C o/C IF U Acidez total Acidez Carboxilica Fendlica Relagio
4=s COOH/Fenélica
Razdes atdmicas U.a. (mmol H*gY) (mmol H*gY) (mmol H*gY)
SHNE 7,17+0,14  2,49+0,06 1,97+0,05 396,17+2,03 4,46+0,29 21,46%1,41 2,23+0,24 19,74+1,04 0,11+0,01
A (") A A A GV (A (G »)
SHE 5,68+0,66  2,14+0,39 2,61+0,05 367,68+1,68 4,47+0,14 23,23+0,88 2,25+0,49 21,88+1,03 0,10+0,02

B) ) B) ) QY ") ") ) )

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05).
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N&o houve diferencas significativas para as acidez total, carboxilica e fenélica avaliadas
indicando que tanto as SHNE quanto a SHE possuem o mesmo nivel de reatividade (tendéncia
de uma reacéo quimica acontecer) (Mendonca & Rowell, 1996). Com relacdo aos parametros
espectroscopicos, observa-se que houve somente diferenca significativa o indice de
fluorescéncia (IF), onde as SHNE mostraram-se mais humificadas que as SHE (Milori et al.,
2002). Néo foi encontrada diferenca significativa para a relacdo E4/E6, geralmente esse
parametro decresce com o aumento da complexidade e heterogeneidade das amostras de SH,
indicando gue tanto a SHNE quanto a SHE possuem o0 mesmo grau de complexidade quimica
(Kononova, 1982).

5.2. Ensaios de concentracao resposta

A quantidade de raizes laterais € influenciada por uma diversidade de estimulos
hormonais e ambientais muito complexos (Sorin et al., 2005). Tanto as SHNE quanto a SHE
induziram mudancas ao numero de raizes laterais, area radicular didmetro e comprimento das
raizes quando comparadas com o tratamento controle dependentemente de uma concentracao
especifica (curvas de regressdo quadraticas) (Tabelas 3 e 4). Para a SHE ainda se observou
efeitos dependentes de concentragdo quando se avaliou a massa fresca e seca das raizes (Tabela
4). Estes resultados podem ser explicados pela estimulagdo da sintese de auxina, que promovem
0s crescimento e aumento das ramificagdes lateriais (Baldotto et al., 2009).

Tabela 3. EquagBes de regressio; coeficientes de determinacio da regressdo (R?); desvios
padrdo da regressdo (DP), niveis de significancia da regressdo (valores-p) e concentracoes
Otimas em plantulas de feijoeiro ap6s tratamento com diferentes cocnetragdes de substancias
humicas oriundas do lodo n&o esterilizado (SHNE) (Unai, MG, 2023).

CARACTERISTICAS Equagcdes de regressio , Doses 6timas
AVALIADAS NAS R DP P
] = 2
Area Y =-0,0016x7+ 04949+ 497 192 <0,0001 154,65
261,65
, Y =-0,0025%? + 0,8117x +
Numero 230,45 0,87 2,03 <0,0001 162,34
Diametro Y = -3E-06x? + 0,0009x + 0,7647 0,99 0,76 <0,0001 150,00
Y =-0,0065%? + 1,6278x +

Comprimento 0,92 1,93 <0,0001 125,21

1217,6
MEDIA 148,05
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A concentracdo 6tima obtida para as fracdes a SHNE foi de 148,05 mg de SH (Tabela
3). Enquanto para a SHE, a melhor concentragédo encontrada foi de 235,9 mg de SH (Tabela 4).

Tabela 4. EquagBes de regressio; coeficientes de determinacdo da regressdo (R?); desvios
padrdo da regressdo (DP), niveis de significancia da regressdo (valores-p) e concentracfes
Otimas em plantulas de feijoeiro apds tratamento com diferentes cocnetracdes de substancias
hdmicas oriundas do lodo esterilizado (SHE) (Unai, MG, 2023).

CARACTERISTICAS Equacdes de regressdo RZ DP b Doses 6timas

AVALIADAS (y = b2x2 + bix + b0) (dx/dy): b1 + 2(b2)x =0

Area Y =-0,0044x? + 1,8048x + 312,83 0,81 2,52 <0,0001 205,09

Numero Y =-0,0057x? + 2,2775x + 291,74 0,81 2,54 <0,0001 199,78

Diametro Y =-3E-06x? + 0,0014x + 0,8112 0,81 2,55 <0,0001 233,33

Comprimento Y =-0,029x% + 11,438x + 1646,4 0,74 2,83 <0,0001 197,20

MFR Y =-1E-05x? + 0,0056x + 1,8317 0,81 2,57 <0,0001 280,00

MSR Y =-2E-06x? + 0,0006x + 0,1603 0,94 1,97 <0,0001 300,00

MEDIA 235,9

5.3. Efeitos das melhores concentragdes sobre o crescimento das plantas de feijoeiro

A éarea radicular das plantas tratadas com SHNE se diferenciou estatisticamente dos
demais tratamentos (Figura 1), apresentando area de 416,5 mm?, enquanto o as plantas tratadas
com SH e controle, apresentaram area de 379,1 e 291,9, respectivamente. Martins et al. (2018)
encontrou resultado semelhante no cultivo de milho, onde a adi¢cdo de compostagem de lodo
de esgoto e residuos de poda urbana favoreceu o desenvolvimento radicular. Souza (2016),
verificou que a diferenca no desenvolvimento das plantas tratadas com SHNE e SH se deve
pelo aumento do pH do substrato apo6s a adicdo de SHE; klockmoore (1999) observou um
aumento linear nas alturas das plantas begonia e impatiens cultivadas em vaso, e tratadas com
substratos contendo composto de SHE, residuos de poda e célcario. Para Souza (2016), o efeito
positivo do lodo quando ndo esterilizado, pode sugerir a participagdo de microrganismos neste

efeito.

Estes resultados podem ser explicados pela inducédo da sintese de auxina, ocorrendo
surgimento de raizes laterais (Colodete, 2013; Baldotto et al., 2009). Canellas & Santos
(2005), comprovou que a utilizacdo de SH elevam a atividade das bombas de H* contribuindo
para 0 aumento na producdo de raizes, proporcionando maior capacidade de absorcdo de

nutrientes e agua no solo.
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Figura 1. Aspectos morfoldgicos de plantas de feijoeiro tratadas com Substancias Himicas

esterilizadas e ndo esterilizadas (Unai, MG, 2023).
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Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05).

O diametro radicular das plantas tratadas com SHNE e SH apresentaram menor
valor quando comparadas com o controle (Figura 1). Este resultado corrobora com o trabalho
de Tigueiro & Guerrini (2014), onde apds 180 dias da semeadura de aroeira-pimenteira, 0s
tratamentos com lodo esterilizado n&o superaram a testemunha em didmetro do colo. O mesmo
se repete para altura de planta (Figura 1), onde nenhum dos tratamentos superou a testemunha.
Souza (2020), mostrou que a utilizacdo do fertilizante organomineral a base de lodo de esgoto
na cana-de-agucar, sob diferentes percentuais de recomendacao de adubacéo 0, 60, 80, 100 e
120 % né&o diferiu da fonte mineral.

As plantas controle e tratadas apresentaram valor estatisticamente igual para massa
seca da parte aérea (Figura 2). Caldeira et al. (2013), encontrou resultado diferente ao do
presente estudo, onde verificou-se que a utilizacao de 20%, 40%, 60% e 80% de lodo de esgoto
em associacdo com vermiculita no substrato proporcionou incremento em massa seca da parte
aérea para mudas de Eucaliptus grandis. Mesmo as medias nao se diferindo estatisticamente,
as plantas tratadas com SHE, apresentaram maior peso de matéria seca da raiz (Figura 2).

Caldeira et al. (2013), observou que a producdo de massa seca da raiz de Eucaliptus grandis
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aumentou com a utilizacdo de apenas 20% de lodo de esgoto em associa¢cdo com vermiculita
no substrato. Para Trigueiro & Guerrini (2003), & medida em que se diminui a proporcao de

lodo de esgoto no substrato, se produz um efeito positivo no acimulo de massa seca da raiz.

Figura 2. Massa seca da parte aérea (g) de plantas de feijoeiro tratadas com Substancias

Humicas esterilizadas e ndo esterilizadas (Unai, MG, 2023).
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Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05).

Figura 3. Massa seca da raiz (g) de plantas de feijoeiro tratadas com Substancias Humicas

esterilizadas e ndo esterilizadas (Unai, MG, 2023).
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Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05).
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5.4. Efeitos das melhores concentragdes sobre a atividade de enzimas antioxidantes em
plantas de feijoeiro

CondigOes-de estresse o0s quais as plantas sdo expostas podem promover o aumento
da produgdo de ERO’s (espécies reativas de oxigénio), essas substancias em altas quantidades
interferem no ciclo de Calvin (inibindo a fixacdo de C) ndo permitindo a realizacdo da
fotossintese, devido a oxidacdo do aparato fotossintético (Scandalios, 2000). A a¢do conjunta
das enzimas: superdéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), tem
o0 poder de inativar este complexo; CAT também desempenha o papel de transformar moléculas
de H202 em &gua e oxigénio enquanto SOD podem dismutar radicais superoxido em moléculas
de hidrogénio e oxigénio (ROSSI, 2008).

Em comparacdo com o controle, tanto SHE quanto SHNE apresentaram menores
teores de CAT (Figura 4). Para APX, as plantas tratadas com SHNE apresentaram menores
teores da enzima, mas em ambos 0s tratamentos foi notado menores teores quando comparados
com o controle (Figura 4), o mesmo acontece para SOD (Figura 8). Rocha (2014), obteve
resultado semelhante quando aplicado acido himico em folhas e raizes de arroz, ha evidéncias
a respeito do &cido humico promover a atividade da SOD (Zhang et al.,2004), e outros estudos
mostraram estimulacdo da producdo da SOD por substancias humicas (Cordeiro et al., 2011),
conferindo as plantas tratadas, menor estresse oxidativo.

A reducéo do efeito positivo do lodo quando esterilizado, pode ser explicado pela
diminuicdo dos microrganismos benéficos que podem particidar deste efeito. Bonacina (2020),
verificou que a inoculacdo por fungos micorrizicos arbusculares estimulam a atividade da CAT
e APX em mais de 50% e 20%, respectivamente, o que conferem menor potencial de dano

oxidativo. Evelin & Kapoor (2014) encontraram resultados semelhantes para atividade da SOD.
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Figura 4. Atividade das enzimas antioxidantes (CAT, APX, SOD) em plantas de feijoeiro

tratadas com Substancias Humicas esterilizadas e ndo esterilizadas (Unai, MG, 2023).
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Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, foi possivel aceitar a hipotese
anteriormente delimitada, tantos as SH isoladas de lodo de esgoto in natura, quanto do lodo
esterilizado, sdo capazes de promover beneficios as caracteristicas morfoldgicas e enzimaticas
de plantas de feijoeiro.

A partir dos resultados as principais conclusdes obtidas foram:

1. Nao ha diferencas nas carateristicas quimicas e espectroscépicas das SH entre

0 lodo esterilizado e néo esterilizado.;

2. A substdncia himica ndo esterilizada apresentou melhores resultados de

incrementos na area radicular de plantas de feijoeiro;

3. As fracdo humica extraida do lofo esgoto in natura e esterilizado atuaram

minimizando o estresse oxidativo das plantas.
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