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RESUMO 

 

A produção de lodo de esgoto nas estações de tratamento ocorre em ritmo crescente à medida 

que os centros urbanos expandem, se fazendo necessária a reestruturação da cadeia a fim de 

garantir a recuperação e reprocessamento destes resíduos. Uma possibilidade para reutilização 

do lodo, é seu uso na agricultura. Por possuir uma alta concentração de matéria orgânica e 

nutrientes, é considerado uma alternativa aos fertilizantes químicos, e ainda contribui para 

redução de custos de produção. Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos  da utilização 

de substâncias húmicas (SH) extraídas do lodo de esgoto em duas condições experimentais: 

lodo de esgoto não esterilizado (“in natura”) e esterilizado; sob o crescimento e atividades de 

enzimas relacionadas ao estresse oxidativo de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). O 

experimento foi desenvolvido no município de Unaí-MG, nas dependências da Universidade 

Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. Foram coletadas amostras de lodo depositadas 

no fundo da lagoa de sedimentação em local apropriado sugerido pelos técnicos do Serviço 

Autônomo de Água e Esgoto (SAAE). Após a obtenção das melhores doses das SH in natura e 

esterilizada, foi realizado a aplicação da melhor dosagem em estágios fisiológicos importantes 

do feijoeiro (V2; V4; R6 e R8). Após 60 dias, as seguintes avaliações morfológicas foram 

realizadas: altura média da parte aérea, área foliar, comprimento médio das raízes, área 

radicular, massa seca da parte aérea, e massa seca das raízes. Foram determinadas a atividade 

das enzimas superóxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX),  catalase (CAT). As plantas 

tratadas com substâncias húmicas não esterilizadas (SHNE) apresentaram maior área radicular 

e massa seca de raiz.. Em comparação com o controle, tanto SHE quanto SHNE apresentaram 

menores teores de CAT, APX e SOD conferindo às plantas tratadas, menor estresse oxidativo. 

A redução do efeito positivo do lodo quando esterilizado, pode ser explicado pela diminuição 

dos microrganismos benéficos que podem participar dessa interação. Pode-se concluir que tanto 

as SHNE quanto as SHE, geram efeitos positivos para crescimento de raiz e minimização do 

estresse oxidativo, porém, as SHNE trazem resultados melhores para ambas variáveis. 

 

Palavras-chave: substâncias-húmicas, lodo-de-esgoto, poluição. 

 

 

 

 



 

 

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 Unaí-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 yields better results for both variables. 

 

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

 

O lodo de esgoto tem sido um problema nas áreas urbanas pois sua produção nas 

estações de tratamento ocorre em ritmo crescente concomitantemente a expansão dos centros 

urbanos. Mesmo com o risco de poluição ambiental devido a destinação inadequadrada do 

biossólido, seu principal destino ainda é o aterro sanitário (Abreu et al., 2017). Cada vez mais, 

se faz necessário a restruturação dos centros urbanos, para garantir a recuperação e reutilização 

destes resíduos. Uma das possibilidades de reprocessamento do lodo,  é seu uso na agricultura, 

contribuindo para o fechamento do ciclo ecológico natural. Para que isso se torne possivel, têm-

se uma série de critérios exigidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para 

a realização dos seus usos, visto o potencial contaminante existente na composição deste 

resíduo. (Montemurro et al., 2004).  

A alta concentração de matéria orgância e nutrientes oriundo desse matérial tem 

chamado a atenção de pesquisadores e produtores rurais, podendo contribuir para a redução do 

uso de fertilizantes químicos de alto custo, que, se usados sem critérios agronômicos 

específicos, podem apresentar efeitos adversos ao meio ambiente (Riaz et al., 2018; Guo et al., 

2019). De uma maneira geral, resíduos orgânicos, como o lodo de esgoto, devido a grande 

quantidade de matéria orgânica, devem sempre entrar em um plano de tratamento adequado que 

vislumbre sua reciclagem visando a sustentabilidade dos sistemas agrícolas (Perjessy, 2017).  

O principal componente da matéria orgânica pertencente aos biossólidos são as substâncias 

húmicas (SH) cujo sua origem e de seus grupos funcionais são diferenciados de acordo com a 

fonte orgânica (Canellas et al., 2015). Diversas pesquisas contemplam os benefícios 

agronômicos da utilização das SH em áreas agrícolas pela sua capacidade de incrementar a 

captação de nutrientes e o crescimento de raízes laterais, isso principalmente pela indução das 

H+- ATPases tanto de membrana plasmática quanto de vacúolo (Jindo et al., 2020); Elas têm 

sido relatadas como promotoras do crescimento vegetal, melhorando a qualidade do solo e 

estimulando o metabolismo das plantas (Caron, et al., 2017). Nesse contexto, substâncias 

húmicas derivadas de lodo de esgoto têm despertado interesse na agricultura devido ao seu 

potencial como fonte de nutrientes e estímulo ao crescimento das plantas. Essas substâncias são 

compostas por uma mistura complexa de compostos orgânicos, incluindo ácidos húmicos, 

ácidos fúlvicos e huminas (Caron, et al., 2017).    

No entanto, apesar do crescente interesse em substâncias húmicas oriundos de lodo 

de esgoto, há uma lacuna de conhecimento sobre os efeitos específicos dessas substâncias 

promovendo alterações morfológicas e enzimáticas nas plantas de feijoeiro. Compreender os 



4 

 

mecanismos envolvidos nessas alterações pode fornecer insights importantes para o 

desenvolvimento de estratégias agrícolas mais eficientes e sustentáveis.  

De acordo com o exposto, a hipótese deste trabalho é de que as SH isoladas de lodo 

de esgoto in natura e do esterilizado, podem promover alterações benéficas as características 

morfológicas, nutricionais e enzimáticas de plantas de feijoeiro.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral: 

 

Avaliar os efeitos da utilização de substâncias húmicas (SH) extraídas do lodo de 

esgoto não esterilizado (“in natura”) e esterilizado; sob o crescimento e atividades de enzimas 

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

 

2.2 Específicos: 

 

Coletar o lodo biológico anaeróbio (estabilizado) na Estação de Tratamento de 

Esgoto - ETE de Unaí-MG regulada pelo Serviço Autônomo de Água e Esgoto (SAAE) e obtido 

pelo sistema de lagoas de estabilização. 

Extrair e purificar as SH extraídas do lodo nas condições in natura e esterilizado. 

Caracterizar as SHNE e SHE químicamente e espectroscopicamente.   

Realizar ensaio com diferentes concentrações de SH para obter aquela que melhor 

estimula o crescimento do feijoeiro. 

Testar as doses ótimas nas SHNE e SHE obtidas no ensaio preliminar de 

concentração-resposta avaliando-se mudanças sobre a morfologia de plantas de feijoeiro (altura 

média da parte aérea, área foliar, área radicular, diâmetro 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 superóxido em plantas de feijoeiro. 

. 
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3  REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 O feijoeiro 

 

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa de grande 

importância para os seres humanos e animais, devido seu alto valor nutritivo e propriedades 

funcionais (carboidratos, vitaminas, fitatos, lectinas, fibras solúveis e fenólicos) (García-

Lafuente et al., 2014). Essa cultura, muitas vezes é denominada como o “grão da esperança” 

pelo fato dos seus compostos fito químicos, como polifenólicos, poderem auxiliar na prevenção 

de doenças cardiovasculares, glicemia, obesidade, câncer do cólon entre outras doenças (Hayat 

et al., 2014; Zargar et al., 2017). 

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores do mundo junto com Myanmar, 

Índia, Estrados Unidos, México e Tanzânia, no qual correspondem a 57% do total produzido 

ou 15,3 milhões de tonelada (Coêlho, 2019). De acordo com a CONAB (2020), em seu último 

levantamento, a safra 2019/20 o Brasil obteve área plantada de 2927 mil ha, produção 3230 mil 

toneladas e produtividade de 1.104 kg ha-1. 

 

Além de suas características nutricionais esta leguminosa contém benefícios 

agronômicos através de sua capacidade de fixação de nitrogênio, redução no uso de 

fertilizantes, assim gerando menor impacto ambiental na agricultura (Reay et al., 2012; 

Andrews & Andrews, 2017). Na história, a cultura do feijoeiro apresenta baixas produtividades 

no Brasil, seja por efeitos climáticos ou sanidade da cultura; existem cultivares com alto 

potencial produtivo, mas em função 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 

grãos são: 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 químicos no solo podem 

acarretar em problemas sociais e ambientais, sendo necessário a implementação de práticas 

agrícolas mais sustentáveis; os bioestimulantes podem promover o equilíbrio fisiológico das 

plantas, favorecendo o potencial genético e produvidade (Hurtado, et al., 2019) .  
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3.2 As substâncias húmicas 

 

As substâncias húmicas (SH) são consideradas um indicador de maturação de 

compostos orgânicos, no qual posteriormente podem vir a ser utilizados como biofertilizante 

(Zhou et al., 2014). As características da SH, estão relacionadas diretamente a sua matéria-

prima, devido a possíveis aditivos incorporados às fontes de matéria orgânica, atividade 

microbiana, temperatura, pH, relação C/N, teor de umidade, teor de oxigênio e tamanho de 

partículas, possuindo assim uma formação e estrutura muito complexas (Petric et al., 2012; 

Silva et al., 2014). 

A SH promovem benefícios agronômicos ao solo, podendo contribuir na formação 

de agregados, aumento da porosidade do solo, melhoria na capacidade de troca de cátions e 

aumento da capacidade de retenção de água (Guo et al., 2019). Contém ainda propriedades 

capazes de atuar como pesticidas naturais atuando em vários fitopatógenos do solo e também 

minimiza a toxicidade de produtos químicos estando atribuídos estes benefícios a diversos 

grupos funcionais existentes nas SH, como carboxílico, fenólico, hidroxílico e quinonil (Guo, 

et al. 2016; Loffredo & Senesi, 2019; Mehta et al., et al., 2014). 

Estas substâncias podem aumentar o diâmetro de agregados, promovendo maior 

aeração e capacidade de retenção de água, podem reduzir a plasticidade de solos argilosos, e 

amenizam variações de temperatura no solo (Caron, 2015). Em razão da sua alta capacidade de 

troca de cátions, podem disponibilizar micronutrientes às plantas; alguns estudos provam os 

efeitos positivos das SH na germinação de sementes, crescimento de raízes, acumulo de 

biomassa e defesa da planta contra estresse oxidativo (Caron, 2015). As SH podem interagir 

com alumínio em solos ácidos, reduzindo a toxidez do alumínio às raízes, e disponibilizando 

fosfóro (Weil & Magdoff, 2004). Em solos alcalinos, formam complexos com cálcio, e 

diminuem a fixação do fósforo; também formam complexos estáveis com cátions bivalentes 

como o cobre, manganês e zinco, aumentando a disponibilidade destes microrganismos para as 

plantas (Chen et al., 2004). 

.  

ainda atenuam as variações de temperatura no solo. 

3.2.1 Formação e composição das substâncias húmicas 

 

A composição elementar através da ordem de grandeza na SH, trazem a relação de 

C> O>H> N>S>P, sendo está composição elementar a mais estável e fundamental das SH 
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(Canellas et al., 2005). Existem duas teorias de formação da SH: a primeira de acordo com 

Stevenson (1994), é a teoria da lignina, onde as SH são sintetizadas através de precursores 

originários da lignina, tornado assim a lignina matéria-prima da estruturação dos percursores 

de SH. Kulikowska (2016), considera que na degradação parcial da lignina pode ter a formação 

de frações fenólicas e quinina que serviram como percussores das SH. Já a segunda teoria, é a 

dos polifenóis, onde a formação das SH e originada através de produtos de condensação de 

inúmeras moléculas, podendo ser polissacarídeos e proteínas. Aparentemente estas vias 

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

 

3.3 O lodo de esgoto 

 

No Brasil 54,1% da população 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 sanitários (Abreu et al., 

2017), também existe a possibilidade de descarte por meio de incineração (Babatunde & Zhao, 

2007).  

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece critérios através 

da Resolução n° 375, de 29 de agosto de 2006, para o uso desse biossólido na agricultura, isso 

porque esses podem apresentar riscos ambientais, uma vez que em sua constituição apresentam 

altos níveis de sal, concentrações elevadas de metais pesados, presença de e contaminantes 

orgânicos (Zuloaga et al., 2012). Nos Estados Unidos, para a utilização do lodo de esgoto é 

exigido a minimização de patógenos humanos e contaminantes inorgânicos, antes de ser 

utilizado em áreas agrícolas (EPA, 1999). 

O lodo de esgoto possui em sua constituição elementos que trazem beneficios ao 

solo, como macronutrientes e micronutrientes que são essenciais às plantas (Liu, 2016; Riaz et 

al., 2018), alta concentração de matéria orgânica, redução de suscetibilidade à erosão, 

aumentando de estabilidade dos agregados do solo, e características hidráulicas (Auerswald et 

al., 2003; Tejada & Gonzalez, 2007). A disponibilidade de nutrientes e matéria orgânica 

aumenta a atividade microbiana e de enzimas do solo, além de promover incremento da 

biomassa vegetal (Singh & Agrawal, 2008). 

Segundo Singh & Agrawal (2008), os nutrientes nitrogênio (N) e fósforo inorgânico 

se apresentam em maiores abundâncias no lodo. Os nutrientes se tornam disponíveis através da 

mineralização da matéria orgânica, dependendo da cultura cultivada anteriormente, e do tipo de 

solo no qual o lodo será aplicado (mineralização mais rápida em solos arenosos do que 



9 

 

argilosos). No primeiro ano de utilização do lodo, 50% do nitrogênio é disponibilizado para 

planta através de sua mineralização, enquanto o fósforo apresenta uma variação entre 40% e 

80% (Andreoli et al., 2007). 

 

3.4 A importância da reutilização de resíduos orgânicos na agricultura 

 

O gerenciamento dos resíduos orgânicos produzidos, tornou-se um desafio mundial 

no qual acomete principalmente os países em desenvolvimento (Guo et al., 2019). A metade da 

população mundial está residindo em cidades (United Nations, 2014), onde os insumos de alta 

qualidade tem entrada e resíduos de baixa qualidade saída (Wielemaker et al., 2018). Estima-

se que em 2025 terá 4,3 bilhões de pessoas residindo na área urbana e a produção de resíduos 

alcançará 1,42 kg/dia/pessoa. Os custos para o gerenciamento deste resíduo terão aumento de 

cinco vezes para países de baixo rendimento e quatro vezes para países de médio-baixo 

rendimento (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; Hossain et al., 2017). 

A tomada de decisão dos procedimentos realizados com os resíduos tende a seguir 

uma hierarquia, no qual é adotado as seguintes ordens como prioridade operacional: prevenção, 

reutilização, reciclagem, recuperação e descarte (Sun et al., 2018). Dependendo da operação 

aplicada aos resíduos, o produto gerado poderá ter potencial de agregação na fertilidade de 

solos, benefícios ao meio ambiente e aumento em seu valor econômico (Case et al., 2017). 

A compostagem aeróbia, é um processo em que microrganismos transformam 

resíduos orgânicos em um material parcialmente humificado que pode ser utilizado como adubo 

orgânico ou para a produção 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 diminuição da carga orgânica de resíduos, trazendo 

benefícios para produtores, indústrias, empresas e consumidores (Xu & Geelen, 2018). Com 

um crescimento anual de 12,5% de 2013 a 2018, os bioestimulantes obtiveram uma 

movimentação no mercado mundial de U$ 2.241 milhões em 2018, tendo uma relevância 

comercial significante, incluindo uma grande variedade de materiais húmicos, com o objetivo 

de impulsionar processos biológicos com interação solo/planta (Calvo et al., 2014) em busca 

de atender demandas e exigências maiores de produção e qualidade de alimentos (Xu, 2018). 
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3.5 A utilização de lodo de esgoto na agricultura 

 

A utilização do lodo de esgoto na agricultura misturado ou não a adubos químicos, 

tem sido praticado devido ao seu potencial de atuar melhorando as qualidades físicas, químicas 

e biológicas dos solos; principalmente pelo seu alto conteúdo de matéria orgânica, nitrogênio, 

fósforo, cálcio e magnésio (Singh & Agrawal 2008), além da presença de constituintes 

essenciais para o aumento da atividade de organismos presentes na rizosfera e crescimento 

microbiano (Rebah et al., 2007). 

Na agricultura convencional e orgânica têm-se aumentado o uso de fertilizantes 

orgânicos (Quintern, 2006), onde estes podem agir restaurando a qualidade de solos degradados 

através da adição de material orgânico provenientes de resíduos reciclados (Zhang et al., 2014). 

Estados da região sudeste e do semiárido têm comprovado os benefícios na utilização do lodo 

de esgoto, mas mostraram ser indispensável o tratamento prévio do biossólido para diminuição 

de sua elevada carga orgânica (Bastida et al., 2019). 

Weber et al. (2014), descreve os benefícios do lodo de esgoto nas propriedades do 

solo, aumentando a produção de culturas, EID et al. (2017) considera o fornecimento de 

fertilizante a base de lodo de esgoto apreciável, após seu processamento para redução nos níveis 

de poluentes. Os processos de tratamento de resíduos, tem o objetivo de remover contaminantes 

orgânicos, mas estão propensos a alterar padrões temporais dos nutrientes (Kätterer et al., 

2014), tornando difícil o controle de liberação conforme a necessidade das culturas, quando 

aplicados em áreas agrícolas, devendo considerar uma liberação lenta e por longo prazo, 

reduzindo problemas associados ao excesso de nutrientes disponíveis no solo (Gómez-Muñoz 

et al., 2017). O valor comercial e qualidade agronômica do composto final irá depender da 

quantidade e qualidade da matéria orgânica em termos de estabilidade e ausência de toxicidade 

(Brunetti et al., 2019).  

Em 2013 na União Europeia 42% do lodo produzido foi utilizado em áreas agrícolas 

(Buckwell & Nadeu, 2016), na Dinamarca também se tem realizado o processamento de águas 

residuárias e, após estabilização, aplica-se em áreas agrícolas (Case et al., 2017). A utilização 

de lodo de esgoto resultou no aumento de produção do tomate cereja (Hossain et al., 2010) e 

couve chinesa (Liu et al., 2014), sendo os resultados atribuídos ao fornecimento de N, P e a 

redução da acidez no solo. A aplicação de lodo de esgoto na dose de 12 t/ha-1  proporcionou 

produção de madeira igual à obtida nas plantas de Eucalyptus grandis que receberam adubação 

mineral (Rocha et al., 2004). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Local de estudo  

O experimento foi desenvolvido no município de Unaí, no estado de Minas 

Gerais, nas dependências da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e 

Mucuri (UFVJM), em estufa agrícola parcialmente climatizada, localizada em latitude 

16°26’28.0” sul e longitude 46°54’08.1 oeste, altitude de 575 metros. 

 

4.2 Extração do lodo e preparação 

 

Foram coletadas amostras de lodo depositadas no fundo da lagoa de sedimentação 

em local apropriado sugerido pelos técnicos do Serviço Autônomo de Água e Esgoto (SAAE), 

na estação 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 PVC 70 mm, com aproximadamente 3 

metros de comprimento, para alcançar o fundo da lagoa onde fica concentrado o lodo. O 

material foi transportado em baldes de plástico com capacidade para 20 litros até a estufa 

agrícola onde foi preparado. 

Após a coleta o material foi transportado para as dependências da UFVJM Campus 

Unaí-MG, onde foi despejado em lona impermeável para secagem ao ar livre, e posterior 

moagem em moinho de facas. O material passou por peneira metálica de 2 mm, constituindo o 

tratamento que será utilizado no trabalho. Parte do lodo foi esterilizado em autoclave a 121º C 

durante 60 minutos. 

Extração dos ácidos húmicos de lodo de esgoto  

Foi realizada uma extração bruta das SH com a utilização da razão solo: solvente 

de 1:10 (m:v) (100 gramas de lodo: 1000 ml de naoh 0,5 mol L-1), seguido de agitação e 

separação. Nessa primeira etapa o sobrenadante é conhecido como SH e o precipitado como 

humina (fração insolúvel da MO). 

Após o processo de extração bruta da SH, foi aguardado a sedimentação por 24 

horas para realizar sifonagem da SH e ajustado o valor do ph para 7 com o auxílio de uma 

solução de HCl 6,0 mol L-1 e imediatamente transferidos para sacolas de papel celofane tipo PT 

35 gr e submetidos à diálise com água destilada em bandeja de 7 litros. A água foi trocada duas 

vezes por dia até que a condutividade elétrica fique próxima a 0 µs cm-1. Posteriormente as SH 

foram congeladas em congelador e secas em liofilizador modelo L101, marca Liotop. 
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A composição elementar foi realizada em analisador elementar automático Perkin 

Elmer 2400 com amostras de 4 mg das diferentes SH. O teor de oxigênio foi obtido por 

diferença e o de cinzas pela incineração de 50 mg dos materiais húmicos por 700o C durante 8 

h. 

As SH foram caracterizadas pelo quimicamente por intermédio de parametros 

químicos: acidez total, acidez carboxílica e acidez fenólica, que foram quantificadas de acordo 

com método de Schnitzer & Gupta (1965): 

1. Acidez total - determinação pelo método do hidróxido de bário (Ba(OH)2), com titulação 

do excesso com hcl; 

2.  Acidez carboxílica - tratamento com Ca(oac)2 e determinação do Ac liberado com naoh; 

3. Acidez fenólica - diferença, i.e., acidez total – carboxílica. 

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

1. Intensidade de fluorescência – foi obtida utilizando-se um espectrofotômetro Hitachi F-

4500 em soluções aquosas da SH na concentração de 50 mg L-1 equilibrada a 25ºc e pH = 

8. As condições experimentais para excitação da fluorescência até 465 nm foram as 

mesmas indicadas por Milori et al. (2002).  

2. Os valores da relação E4/E6 na região do ultravioleta e visível – foram feitas as leituras 

de absorbância nos comprimentos de onda de 465 nm a 665 nm e após feita a divisão dentre 

as absorbâncias. 

4.3 Preparação dos meios de cultivo  

Sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), foram desinfestadas por meio de 

imersão em uma solução de Nacl (1,0%), por 30 minutos e pré-germinadas em bandejas 

contendo areia por sete dias. Após este período, plântulas com o mesmo padrão de crescimento 

foram transplantadas para para vasos de Leonard. 

Foram utilizados os seguintes tratamentos: SH: 12,5 mg de SH L-1; 25 mg de SH L-

1; 50 mg de SH L-1; 100 mg SH L-1; 200 mg SH L-1 e 400 mg SH L-1. As plântulas foram 

mantidas por 15 dias em vasos de Leonard confeccionados com garrafas pet de 1500 ml 

contendo substrato numa proporção 1:1 de areia e vermiculita. Foram transplantadas três 

plântulas de feijoeiro e posteriormente feito desbastes para que cada unidade experimental (1 

vaso) permaneça com duas plantas. Cada unidade recebeu um tratamento, sendo soluções de 

meio mínimo (CaCl2 2 mm) contendo as seis concentrações supracitadas e um controle 

(contendo somente CaCl2 2 mm), com cinco repetições por tratamento.  

Após a obtenção 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 plântulas de feijoeiro que cresceram em três diferentes 

tratamentos (SH in natura, SH esterilizada e Controle) por 90 dias. A aplicação das SH (em um 

volume de 250 ml) foi realizada em estágios fisiológicos importantes do feijoeiro (V2; V4; R6 

e R8). Após 60 dias, as seguintes avaliações morfológicas foram realizadas:  

 

1) Altura média da parte aérea com auxílio de uma trena, 

2) Área foliar por intermédio de imagem fotográfica pelo programa Delta T Scan; 

3) Comprimento médio das raízes com auxílio de uma trena; 

4) Área radicular por intermédio de imagem fotográfica pelo programa Delta T Scan; 

5) Massa seca da parte aérea por meio de secagem em estufa à 75ocC por 48 horas; 

6) Massa seca das raízes por meio de secagem em estufa à 75ocC por 48 horas. 

4.4 Analises bioquímicas 

4.5 Obtenção do estrato enzimático  

Os extratos enzimáticos foram obtidos pela maceração de aproximadamente 0,2 g 

de tecido foliar em N2 líquido e, então, adicionado 2 ml de meio de homogeneização, 

constituído de tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,8, ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA) 0,1 mm, fluoreto de fenilmetilsulfônico (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 enzimático bruto.  

4.5.1 Catalase 

A atividade da catalase foi determinada pela adição de 0,1 ml do extrato 

enzimático bruto a 2,9 ml de um meio de reação constituído de tampão de fosfato de potássio 

50 mm, ph 7,0 e H2O2 12,5 mm (Havir & Mchale, 1987). O decréscimo na absorbância, no 

primeiro minuto de reação, foi medido a 240 nm a 25ºc. A atividade enzimática foi calculada 

utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 36 M-1 cm-1 (Anderson et al., 1995) e expressa 

em µmoles de peróxido de hidrogênio min-1 mg-1 proteína. 

4.5.2 Peroxidade do ascorbato 

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada de acordo com o método 

de Nakano & Asada (1981), modificado por Koshiba (1993). Alíquotas de 100 μl do extrato 

enzimático foliar diluído 1:5, foram adicionados a 2,9 ml de um meio de reação constituído 

de tampão de fosfato de potássio 50 mm, ph 6,0, ácido ascórbico 0,8 mm e H2O2 1 mm. O 

decréscimo na absorbância a 290 nm, à temperatura de 25ºc foi medido durante o primeiro 

minuto de reação, sendo, a atividade da APX determinada com base na inclinação da reta nos 
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primeiros segundos, após o início da reação. A atividade enzimática foi calculada utilizando-

se o coeficiente de extinção molar de 2,8 mm-1 cm-1 (Nakano & Asada, 1981) e o resultado 

expresso em μmol min-1 mg-1 proteína. 

 

4.5.3 Superóxido dismutase  

Para a atividade da superóxido dismutase foi preparado um coquetel do meio de 

reação da enzima, composto de tampão fosfato de sódio 100 mm (pH 7,5), metionina 50 mm, 

riboflavina 0,1 mm, EDTA 5 mM e cloreto de tetrazólio-nitroazul (NBT) 1 mm. A metionina 

e a riboflavina foram preparadas no escuro e mantidas em recipientes envolvidos em papel 

alumínio para evitar fotoxidação. O NBT foi o último reagente a ser preparado, na hora da 

reação, com os mesmos cuidados para evitar fotoxidação. Em cada tubo de ensaio foram 

adicionados: 1,5 mL de tampão fosfato de sódio, 780 µL de metionina, 60 µl de riboflavina, 

60 µ de EDTA, 320 µl de água e 225 µl de NBT. Tubos foram identificados como branco do 

claro nos quais foram adicionados 50 µl de água em cada, e branco do escuro nos quais foram 

adicionados 50 µl da amostra em cada. Nos demais tubos, todos em duplicata, foram 

adicionados 50 µl da amostra em cada. Os tubos do branco do escuro ficaram protegidos da 

luz (envolvidos com papel alumínio) por 10 minutos. Os tubos do branco do claro e os demais 

tubos contendo as amostras foram levados a uma câmara de fotorredução (uma caixa fechada, 

contendo uma lâmpada) onde permaneceram por 10 minutos, até a identificação da reação. Os 

tubos foram, então, levados para leitura espectrofotométrica a 560 nm. 

 A partir dos dados de absorbância obtidos, a atividade da enzima foi dada em 

unidades de SOD, ou seja, a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredução do 

NBT. O cálculo foi feito da seguinte maneira: SOD = (A/(a-b)) -1, onde: A = média das 

absorbâncias dos tubos sem amostra (branco do claro); a = médias das absorbâncias dos tubos 

contendo as amostras; e b = média das absorbâncias dos tubos contendo amostras, mantidos 

no escuro (branco e escuro). 

 

4.6 Delineamento experimental e análise estatística  

Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento em blocos casualizados. 

Para o experimento de obtenção das melhores concentrações das SH  foi realizada a análise 

de regressão onde suas significâncias, e de seus coeficientes, foram verificadas pelo teste F 

(p<0,05) e pelo teste t (p<0,05), respectivamente. O ajuste de regressão foi efetuado pelo 

coeficiente ajustado (R2). Todos os dados serão analisados com o emprego do programa 
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estatístico “R”, as diferenças entre as médias dos tratamentos serão comparadas pelo teste de 

Duncan a 5%. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO. 

 

5.1. Caracterização das substâncias húmicas 

 

Com relação a composição elementar (Tabela 1) das SH extraídas do lodo de esgoto 

estelizado e não esterilizado observa-se que a concentração de todos os elementos (C, H, N e 

O), além da umidade e teor de cinzas foram maiores na SH oriunda o lodo de esgoto não 

esterilizado. Esses maiores teores, por exemplo, podem contribuir para o aumento da 

capacidade de troca catiônica associada às substâncias húmicas do lodo não esterilizdo em 

relação ao esterilizado (Allison, 1965).  

 

Tabela 1. Composição elementar das substâncias húmicas esterilizadas e não esterilizadas 

(Unaí, MG, 2023). 

SH 
C H N O Umidade Cinzas 

% 

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, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05). 

 

Tanto SHNE e SHE apresentaram razão menor que 15 (Tabela 2), portanto, não 

possuem potencial de alterar o equilíbrio microbiológico e não e não imobilizam nitrogêni  

(Bernal et al, 1988). Para razão O/C, a SHNE apresentou menor valor, indicando material 

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

Tabela 2. Relações atômicas, acidezes e avaliação especrroscópica das substâncias húmicas 

esterilizadas e não esterilizadas (Unaí, MG, 2023). 

SH 

C/N H/C O/C IF 

E4/E6 

Acidez total  Acidez Carboxilíca 
Acidez 

Fenólica  Relação 

COOH/Fenólica 
Razões atômicas U.a. (mmol H+ g-1)  (mmol H+ g-1) (mmol H+ g-1) 

SHNE 
7,17±0,14 

(A) 

2,49±0,06 

(A) 

1,97±0,05 

(A) 

396,17±2,03 

(A) 

4,46±0,29 

(A) 

21,46±1,41 

(A) 

2,23±0,24 

(A) 

19,74±1,04  

(A) 

0,11±0,01  

(A) 

SHE 
5,68±0,66 

(B) 

2,14±0,39 

(A) 

2,61±0,05 

(B) 

367,68±1,68 

(B) 

4,47±0,14 

(A) 

23,23±0,88 

(A) 

2,25±0,49 

(A) 

21,88±1,03 

 (A) 

0,10±0,02  

(A) 

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05). 
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 Não houve diferenças significativas para as acidez total, carboxílica e fenólica avaliadas 

indicando que tanto as SHNE quanto a SHE possuem o mesmo nível de reatividade (tendência 

de uma reação química acontecer) (Mendonça & Rowell, 1996). Com relação aos parâmetros 

espectroscópicos, observa-se que houve somente diferença significativa o índice de 

fluorescência (IF), onde as SHNE mostraram-se mais humificadas que as SHE (Milori et al., 

2002). Não foi encontrada diferença significativa para a relação E4/E6, geralmente esse 

parâmetro decresce com o aumento da complexidade e heterogeneidade das amostras de SH, 

indicando que tanto a SHNE quanto a SHE possuem o mesmo grau de complexidade química 

(Kononova, 1982). 

 

5.2. Ensaios de concentração resposta 

A quantidade de raízes laterais é influenciada por uma diversidade de estímulos 

hormonais e ambientais muito complexos (Sorin et al., 2005). Tanto as SHNE quanto a SHE 

induziram mudanças ao número de raízes laterais, área radicular diâmetro e comprimento das 

raízes quando comparadas com o tratamento controle dependentemente de uma concentração 

específica (curvas de regressão quadráticas) (Tabelas 3 e 4). Para a SHE ainda se observou 

efeitos dependentes de concentração quando se avaliou a massa fresca e seca das raízes (Tabela 

4). Estes resultados podem ser explicados pela estimulação da síntese de auxina, que promovem 

os crescimento e aumento das ramificações lateriais (Baldotto et al., 2009).  

Tabela 3. Equações de regressão; coeficientes de determinação da regressão (R2); desvios 

padrão da regressão (DP), níveis de significância da regressão (valores-p) e concentrações 

ótimas em plântulas de feijoeiro após tratamento com diferentes cocnetrações de substâncias 

húmicas oriundas do lodo não esterilizado (SHNE) (Unaí, MG, 2023). 

CARACTERÍSTICAS 

AVALIADAS NAS 

RAÍZES 

Equações de regressão 
R2 DP P 

Doses ótimas 

(y = b2x2 + b1x + b0) (dx/dy): b1 + 2(b2)x = 0 

Área 
Y = -0,0016x2 + 0,4949x + 

261,65 
0,92 1,92 <0,0001 154,65 

Número 
Y = -0,0025x2 + 0,8117x + 

230,45 
0,87 2,03 <0,0001 162,34 

Diâmetro Y = -3E-06x2 + 0,0009x + 0,7647 0,99 0,76 <0,0001 150,00 

Comprimento 
Y = -0,0065x2 + 1,6278x + 

1217,6 
0,92 1,93 <0,0001 125,21 

    MÉDIA 148,05 

 



18 

 

 A concentração ótima obtida para as frações a SHNE foi de 148,05 mg de SH (Tabela 

3). Enquanto para a SHE, a melhor concentração encontrada foi de 235,9 mg de SH (Tabela 4).  

Tabela 4. Equações de regressão; coeficientes de determinação da regressão (R2); desvios 

padrão da regressão (DP), níveis de significância da regressão (valores-p) e concentrações 

ótimas em plântulas de feijoeiro após tratamento com diferentes cocnetrações de substâncias 

húmicas oriundas do lodo esterilizado (SHE) (Unaí, MG, 2023). 

CARACTERÍSTICAS 

AVALIADAS 

Equações de regressão 
R2 DP P 

Doses ótimas 

(y = b2x2 + b1x + b0) (dx/dy): b1 + 2(b2)x = 0 

Área Y = -0,0044x2 + 1,8048x + 312,83 0,81 2,52 <0,0001 205,09 

Número Y = -0,0057x2 + 2,2775x + 291,74 0,81 2,54 <0,0001 199,78 

Diâmetro Y = -3E-06x2 + 0,0014x + 0,8112 0,81 2,55 <0,0001 233,33 

Comprimento Y = -0,029x2 + 11,438x + 1646,4 0,74 2,83 <0,0001 197,20 

MFR Y = -1E-05x2 + 0,0056x + 1,8317 0,81 2,57 <0,0001 280,00 

MSR Y = -2E-06x2 + 0,0006x + 0,1603 0,94 1,97 <0,0001 300,00 

    MÉDIA 235,9 

 

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

A área radicular das plantas tratadas com SHNE se diferenciou estatisticamente dos 

demais tratamentos (Figura 1), apresentando área de 416,5 mm2, enquanto o as plantas tratadas 

com SH e controle, apresentaram área de 379,1 e 291,9, respectivamente. Martins et al. (2018) 

encontrou resultado semelhante no cultivo de milho, onde a adição de compostagem  de  lodo  

de  esgoto  e  resíduos  de  poda  urbana  favoreceu  o  desenvolvimento  radicular. Souza (2016), 

verificou que a diferença no desenvolvimento das plantas tratadas com SHNE e SH se deve 

pelo aumento do pH do substrato após a adição de SHE; klockmoore (1999) observou um 

aumento linear nas  alturas das plantas begônia e impatiens cultivadas em vaso, e tratadas com 

substratos contendo composto de SHE, resíduos de poda e cálcario. Para Souza (2016), o efeito 

positivo do lodo quando não esterilizado, pode sugerir a participação de microrganismos neste 

efeito. 

Estes resultados podem ser explicados pela indução da síntese de auxina, ocorrendo 

surgimento de raízes laterais  (Colodete,  2013;  Baldotto  et  al.,  2009). Canellas & Santos 

(2005), comprovou que a utilização de SH elevam a atividade das bombas de H+ contribuindo 

para o aumento na produção de raízes, proporcionando maior capacidade de absorção de 

nutrientes e água no solo. 
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 Figura 1. Aspectos morfológicos de plantas de feijoeiro tratadas com Substâncias Húmicas 

esterilizadas e não esterilizadas (Unaí, MG, 2023). 

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

 

O diâmetro 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 após 180 dias da semeadura de aroeira-pimenteira, os 

tratamentos com lodo esterilizado não superaram a testemunha em diâmetro do colo. O mesmo 

se repete para altura de planta (Figura 1), onde nenhum dos tratamentos superou a testemunha. 

Souza (2020), mostrou que a utilização do fertilizante organomineral a base de lodo de esgoto 

na cana-de-açúcar, sob diferentes percentuais de recomendação de adubação 0, 60, 80, 100 e 

120 % não 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 utilização de 20%, 40%, 60% e 80% de lodo de esgoto 

em associação com vermiculita no substrato proporcionou incremento em massa seca da parte 

aérea para mudas de Eucaliptus grandis. Mesmo as médias não 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 produção de massa seca da raiz de Eucaliptus grandis  
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aumentou com a utilização de apenas 20% de lodo de esgoto em associação com vermiculita 

no substrato. Para Trigueiro & Guerrini (2003), à medida em que se diminui a proporção de 

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

 

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

Húmicas esterilizadas e não esterilizadas (Unaí, MG, 2023).  

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

 

Figura 3. Massa seca da raiz (g) de plantas de feijoeiro tratadas com Substâncias Húmicas 

esterilizadas e não esterilizadas (Unaí, MG, 2023). 

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste Duncan (p > 0,05). 
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5.4. Efeitos das melhores concentrações sobre a atividade de enzimas antioxidantes em 

plantas de feijoeiro 

Condições de estresse os quais as plantas são expostas podem promover o aumento 

da produção de ERO’s (espécies reativas de oxigênio), essas substâncias em altas quantidades 

interferem no ciclo de Calvin (inibindo a fixação de C) não permitindo a realização da 

fotossíntese, devido à oxidação do aparato fotossintético (Scandalios, 2000). A ação conjunta 

das enzimas: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), tem 

o poder de inativar este complexo; CAT também desempenha o papel de transformar moléculas 

de H2O2 em água e oxigênio enquanto SOD podem dismutar radicais superóxido em moléculas 

de hidrogênio e oxigênio (ROSSI, 2008).    

Em comparação 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 os 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 ácido húmico em folhas e raízes de arroz, há evidências 

a respeito do ácido húmico promover a atividade da SOD (Zhang et al.,2004), e outros estudos 

mostraram estimulação da produção da SOD por substâncias húmicas (Cordeiro et al., 2011), 

conferindo as plantas tratadas, menor estresse oxidativo.  

A redução do efeito positivo do lodo quando esterilizado, pode ser explicado pela 

diminuição dos microrganismos benéficos que podem particidar deste efeito. Bonacina (2020), 

verificou que a inoculação por fungos micorrízicos 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 Substâncias Húmicas esterilizadas e não esterilizadas (Unaí, MG, 2023). 

 

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

 

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, foi possível aceitar a hipótese 

anteriormente delimitada,  tantos as SH isoladas de lodo de esgoto in natura, quanto do lodo 

esterilizado, são capazes de promover benefícios as características morfológicas e enzimáticas 

de plantas de feijoeiro.  

A partir dos resultados as principais conclusões obtidas foram: 

1. Não há diferenças nas caraterísticas químicas e espectroscópicas das SH entre 

o lodo esterilizado e não esterilizado.; 

2. A substância húmica não esterilizada apresentou melhores resultados de 

incrementos na área radicular de plantas de feijoeiro;  

3. As fração húmica extraída do lofo esgoto in natura e esterilizado atuaram 

minimizando o estresse oxidativo das plantas. 
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