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Epigrafe

“Vocés devem ensinar as suas criancas que o solo
a seus pés é a cinza de nossos avés. Para que
respeitem a terra, digam a seus filhos que foi
enriquecida com as vidas de nosso povo. Ensinem
as suas criangas 0 que ensinamos as nossas, que a
terra € nossa mae. Tudo que acontecer a terra
acontecera aos filhos da terra.”
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ATIVIDADE ENZIMATICA EM LODO DE ESGOTO CONTAMINADO COM
CADMIO E USO EM SOLO CULTIVADO COM SORGO.

RESUMO: O conhecimento de atributos bioquimicos dos residuos,
associado a disponibilidade de metais pesados em virtude da utilizagdo de lodo de
esgoto em solos agricultaveis, tem por objetivo fornecer ferramentas para
minimizar os riscos de poluicdes ambientais trazidos pela utilizacdo do lodo de
esgoto nos solos. Portanto, para avaliar o efeito do nivel de contaminacédo de
caddmio nas propriedades bioquimicas do lodo de esgoto e posterior
disponibilidade do metal no solo, foram incubadas amostras de 500g de lodo com
CdCl,, CdSO4, Cd(NOg3)2 e Cd metalico em casa de vegetacdo. Posteriormente,
lodo incubado e nado incubado, na dose de 10 Mg ha", foram adicionados a
amostras de Latossolo Vermelho distréfico e cultivado com sorgo granifero.
Determinaram-se as atividades enzimaticas de amilases, arilsulfatases,
desidrogenases e proteases nas amostras de lodo incubadas durante 58 dias.
Apods incubacao e cultivo de sorgo granifero com lodo incubado e ndo incubado,
avaliaram-se os teores de cadmio extraidos com Mehlich | e DTPA no lodo
incubado e a disponibilidade do metal em amostras de terra, coletadas aos 60 e
120 dias de cultivo, com os extratores DTPA, HNO3; e HF. As fontes de cadmio
adicionadas ao LE alteraram a atividade enzimatica de amilases, arilsulfatases,
desidrogenases e proteases. A producao de matéria seca e graos pela cultura do
sorgo granifero ndo foram influenciadas pelos tratamentos no lodo, assim como,
pelas fontes acrescidas de cadmio. A extragdo de cadmio do solo foi influenciada

pelo periodo de incubacao.

Palavras Chave: biossoélidos, bioquimica, enzimas de lodo, extratores, metais

pesados, residuos
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ENZYMATIC ACTIVITY IN SEWAGE SLUDGE CONTAMINATED WITH
CADMIUM AND UTILIZATION IN SOIL CULTIVATED WITH SORGHUM.

ABSTRACT: Knowing the biochemical attributes of residues,
associated with the heavy metals availability due to the use of sewage sludge in
cropped soils, aims to supply tools in order to minimize the risks of environmental
pollution brought by the use of that residue as a fertilizer. However, in order to
evaluate the effect of the contamination level by the addition of cadmium on the
biochemical properties of the sewage sludge and the posterior metal availability in
the soil, 500g of sludge were incubated with CdCl,, CdSO4, Cd(NO3) or metallic Cd
in a green house. Incubated and no-incubated sewage sludge was then added to a
Typic Haplorthox in the rate 10 mg/ha and sorghum was grown. Enzymatic activity
of amylases, arylsulphatases, dehydrogenases and proteases in the sewage
sludge samples incubated for 58 days were evaluated. Cadmium was evaluated in
the sewage sludge incubated for 58 days using the extractors Mehlich | and DTPA
and in soil samples obtained at the 60" and 120" days of sorghum cultivation
using the extractors DTPA, HNO3; and HF. The results demonstrated that the time
of incubation, as well as the cadmium sources, clearly influenced sewage sludge
enzymatic activities by increasing and decreasing the activities. Cadmium sources
did not alter significantly the amounts of metal extracted from incubated sewage
sludge with Mehlich | and DTPA extractors. Cadmium extraction from soil samples
treated with sewage sludge incubated with Cd was greater with DTPA and HNO3
extractors. The different Cd sources added to sewage sludge affected the activity
of amylases, arylsulphatases, dehydrogenases and proteases in the residue. Dry
matter and grain production by sorghum were not affected by the treatments
apppied to sewage sludge (incubation and no-incubation) and by the Cd sources.
Cd extracted from the soil was affected by the incubation of sewage sludge after

Cd contamination.
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1. INTRODUCAO

A disposicao inadequada de residuos contamina a agua e o solo, causando
poluicdo dos recursos naturais, riscos a boa qualidade do ambiente e,
consequentemente, da populacéo. As alteracées no ambiente edafico devido ao uso de
residuos envolvem processos ainda complexos e desconhecidos ao homem, pois as
contaminagdes influenciam os organismos dos residuos, seus diversos processos
metabdlicos e a dindmica microbioldgica. A disposicao de lodo de esgoto no solo pode
se tornar um grande problema ambiental, pois as vezes ele contém quantidades
consideraveis de metais pesados potencialmente tdxicos as plantas e, principalmente,
as comunidades microbianas do solo, alterando a dindmica de ciclagem de nutrientes. A
atividade enzimética é um componente critico de todos 0s ecossistemas naturais ou
manipulados pelo homem, sendo um agente regulador da taxa de decomposicao da
matéria organica e principalmente da ciclagem dos elementos nos solos.

Diversos trabalhos tém se preocupado com a avaliacao dos possiveis problemas
ambientais relacionados com a utilizagdo agricola do lodo de esgoto, principalmente
com a introducéo de metais pesados no sistema solo, porém sao raros os estudos que
avaliam as transformacdes que ocorrem nos residuos devido a presenca de metais
durante o processo de sua geracao.

O conhecimento do papel desses metais na microbiota do solo, assim como no
sistema solo-planta, quantificando as formas disponiveis que podem ser absorvidas
pelas raizes das plantas, € de suma importancia para que se possam estabelecer
normas e alternativas a fim de minimizar os riscos de contaminagées ambientais nos
solos. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi verificar se as fontes de Cd,
adicionadas ao lodo de esgoto oriundo da Regido Metropolitana de Sao Paulo, alteram
a atividade de enzimas nele presentes, influenciam a disponibilidade de cadmio no solo
e a producao de matéria seca e de graos pela cultura do sorgo granifero.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Residuos

Residuo, originada da palavra em latim residuu (MICHAELIS, 2002), significa o
que resta, resto, sobra ou remanescente de algum processo ou produto, podendo, em
casos especificos, se transformar novamente em produto ou subproduto, dependendo
da finalidade.

Da conscientizagdo do problema gerado pelo acumulo de residuos derivados da
atividade humana no meio urbano e rural, iniciada na década de 60 em varios paises,
surgiu, na década de 70, em nosso meio, a necessidade de adotar praticas adequadas
para a disposicdo de residuos produzidos pela agroindustria alcool-agucareira,
destacando-se entre eles a vinhacga. A partir desse problema, surgiu na década de 80 a
necessidade de remediar a producao de residuos urbanos industriais, com maior énfase
para o lodo de esgoto, lixo urbano e os residuos de curtume, devido aos problemas
gerados pela crescente populacdo e pelo acimulo de residuos no solo e aquiferos
(TEDESCO et al., 1999).

A medida que as cidades crescem, com o desenvolvimento econémico e
industrial, surgem simultaneamente problemas ambientais devido a geracao cada vez
maior de residuos. As consequUéncias causadas por esses residuos constituem uma
ameagca a qualidade de vida do homem e do ecossistema como um todo.

O uso do solo para descartes de residuos organicos comecgou a ser estudado e
avaliado criticamente quando, pela primeira vez, em 1991, no XXIl Congresso Brasileiro
de Ciéncia do Solo, em Porto Alegre, demonstrou-se a preocupagcao emergente do
setor industrial em resolver o problema de acumulo de residuos no ambiente. O
reaproveitamento nos solos surge como uma alternativa para o descarte de residuos da
atividade humana e, desta forma, sendo possivel transforma-la em subprodutos por
meio da capacidade cicladora do solo, proporcionados pela ampla diversidade de
espécies microbianas e de vias metabdlicas (NAHAS, 1993).

De acordo com a NBR 10004, ABTN (1987), que classifica os residuos sélidos
quanto aos riscos potenciais ao meio ambiente e a saude publica, para que possam ter



manuseio e destinagdo adequada, séo divididos em Classe | - PERIGOSOS, Classe Il -
NAO INERTES e Classe Ill - residuos INERTES. O residuo em estudo est4 enquadrado
na Classe |, perigosos.

No Brasil, 0 método de disposicdo mais comum é em aterro, muitas vezes
indevidamente projetado e operado. As Estagdes de Tratamento de Efluentes (ETE’s),
maiores e mais recentes, utilizam aterros corretamente dimensionados e operados. Em
diversos paises, muitos subprodutos industriais ou residuos contendo micronutrientes
sao comercializados como fertilizantes, sendo a maior parte deles como fonte de Zn e
Mn. Segundo MORTVEDT (1987), alguns subprodutos industriais podem conter
também metais pesados contaminantes, como cadmio, chumbo, niquel em
concentragdes muito variaveis, porém, em virtude das doses de micronutrientes usadas
serem baixas, com a adicdo do metal pesado seria ainda menor.

Os residuos tém despertado interesses de usos nas atividades agricolas de duas
formas, pela aplicagédo direta no solo, como fertilizante alternativo, ou pela recuperacao
de nutrientes contidos em sua constituicdo, porém a possibilidade da contaminagéao do
solo é um fator limitante, j& que estes, se absorvidos em niveis elevados pelas plantas
componentes da cadeia alimentar, podem causar efeitos deletérios a saide humana e
animal (NOGUEIRA, 1990). Quanto maior € o grau de industrializacdo de uma regiao,
maiores sdo as tendéncias de elevacdo dos teores de metais pesados nos residuos.
Nos processos de tratamento de efluentes essencialmente bioldgicos, a participagcao de
esgotos industriais promove quedas nos rendimentos, em decorréncia dos efeitos
toxicos exercidos pelos metais pesados sobre a populacdo atuante de microrganismos
(MARQUES et al., 2001).

Os efluentes residenciais sdo compostos por mais de 99,9% de agua, sendo o
restante (inferior a 0,1%) composto de matéria em suspensédo, dissolvida em estado
coloidal em solugéo, matéria organica e inorganica, bem como microrganismos, que em
contato com o solo possuem caracteristicas que alteram a dindmica dos organismos
dos solos, interferindo no equilibrio e nas fung¢des exercidas no ambiente edéfico. Os
residuos de origem organica podem ser incorporados ao solo diretamente ou apos a

compostagem, isto &, processo de oxidagao bioldgica aerdbia que transforma os lodos



em matéria humidificada. O humus € um bom condicionante de solos, pois aumenta a
porosidade e permite maior aeragao e atividade microbiana (FILHO & MACHT, 1998).
Dessa forma, ao se empregar residuos nos solos, deve-se considerar a concentragao
em micronutrientes metélicos e as possiveis relagdes no sistema solo - planta. O
conhecimento da composicdo quimica do residuo demonstrard como a aplicacao deve
ser definida em funcdo de se eliminar o perigo das contaminagbes (GLORIA, 1992).
Diante disso, a ciéncia busca solugbes para tais problemas, com o objetivo de contribuir
para o bem estar social da humanidade e, consequientemente, para a vida populacional

num ambiente sadio com um desenvolvimento tecnoldgico viavel (OLIVEIRA, 1995).

2.2 Lodo de esgoto

Lodo de esgoto (LE) é o nome dado para o residuo solido gerado pelos sistemas
de tratamento de aguas residuarias (FERNANDES & ANDREOLI, 1997). Trata-se de
um material heterogéneo, cuja composicao quimica varia em funcao do local de origem,
ou seja, se de uma area tipicamente residencial ou industrial, da época do ano e do
nivel social da comunidade (MELO et al., 2001).

A producdo de esgoto doméstico (residencial, comercial, publico e também o
esgoto de pequenas industrias), bem como as quantidades de dgua do subsolo que se
infiltram nas redes de esgoto, € muito importante para se estimar as caracteristicas do
esgoto sanitario. As quantidades de esgoto doméstico produzido, expresso em litros por
habitante por dia, sdo afetadas por diversos fatores, como clima, tamanho e condigbes
econdmicas da populagcdo, grau de industrializacdo da area, medi¢cdo do servico de
agua, oferta e custo da agua, entre outros (SOBRINHO, 2001).

O lodo de esgoto é o resultado do tratamento dos residuos liquidos urbanos por
bactérias e outros microrganismos, que quebram as moléculas organicas que servem
como fonte de energia para seu desenvolvimento, utilizando os nutrientes para
crescerem e se reproduzirem. Quando eles morrem, vao constituir a massa organica de
lodo. Segundo SANTOS et al. (1997), a produgdo de LE da SABESP, na Regido



Metropolitana de Sao Paulo (RMSP), passara de 100 toneladas/dia (base seca) para
784 toneladas/dia em 2015. Segundo este mesmo autor, o volume de LE produzido na
RMSP corresponde a 93% do total produzido no estado, sendo que o interior e o litoral
contribuem com 5 e 2%, respectivamente. Existem diversos tipos de residuos
produzidos, porém merece destaque o lodo das Estacdes de Tratamento de Esgoto,
pois este tipo de tratamento é o que mais produz lodo.

A gestao de residuos das ETE’s apresenta um alto grau de complexidade, uma
vez que extrapola os limites da estagao e possui custo elevado, que pode variar de 20 a
60% dos gastos totais de operacdo. Nao obstante, uma ma gestdo do residuo pode
comprometer os beneficios sanitarios e ambientais que sdo esperados do tratamento
dos esgotos (ANDREOLI, 2001).

Para a aplicacdo do LE em determinadas areas agricolas como uso benéfico,
devem-se respeitar certos limites de aplicacdo que garantam seguranga na utilizagao,
evitando possiveis problemas ambientais, como presenca de microrganismos
patogénicos, concentracdes elevadas de nitrato e metais pesados, atragdo de vetores,
dentre outros. No estado de Sao Paulo, foram elaboradas normas para regularizar a
utilizacdo do LE na agricultura e minimizar os possiveis impactos negativos causados
pela disposicao inadequada deste residuo nos solos (CETESB, 1999).

Ao longo do tratamento de esgotos, alguns componentes concentram-se em
propor¢cdes variaveis no lodo. Da mesma forma que alguns componentes organicos e
minerais conferem caracteristicas benéficas ao lodo, outros podem ser indesejaveis do
ponto de vista sanitario e ambiental, por conterem, em sua composi¢cdo, metais
pesados, microrganismos patogénicos e poluentes orgénicos. A presenga destes
componentes é funcédo da qualidade do esgoto bruto e do sistema de tratamento que,
por meio de diversos processos de higienizagdo, conforme a destinacao prevista,
podem desinfetar os lodos de maneira a reduzir os niveis de microrganismos
patogénicos. Ja os poluentes organicos e metais pesados requerem métodos de
remocgdes considerados economicamente inviaveis, sendo a melhor estratégia evitarem
tal contaminacao nos esgotos brutos (CESARIO SILVA et al., 2001).



Sob o ponto de vista nutricional agricola, o LE pode ndao ser um material bem
balanceado. Apesar do LE geralmente ser rico em matéria organica, N, P, Ca e
micronutrientes, a proporcao entre os nutrientes as vezes nédo € a adequada para a
espécie vegetal em determinados solos. A lenta mineralizagdo do biossélido também
pode ser prejudicial, sob o ponto de vista nutricional e produtivo, pois a conseqliente
liberagdo dos nutrientes pode n&do ocorrer no momento em que a cultura mais
necessite. Dessa maneira, em certos casos, torna-se necessaria uma complementacao
com fertilizantes minerais, para compensar esta lenta mineralizacao do LE e melhorar a
fertilidade dos solos e a nutricdo das plantas.

A utilizacdo do LE, aproveitando seu potencial fertilizante e condicionador de
solos para promover o crescimento de plantas, representa a possibilidade de associar
ganhos para o produtor, por meio do aumento da produtividade das culturas e redug¢ao
do uso de fertilizantes minerais. Varios trabalhos relatam ganhos na produtividade de
culturas agricolas, dentre eles, os de BOARETTO et al. (1992) e SIMONETE et al.
(2003).

O aumento da produtividade das culturas normalmente acontece
simultaneamente a melhoria da fertilidade do solo e do estado nutricional das plantas.
MELO et al. (2001) observaram que varios autores, trabalhando com diferentes
biossdlidos, em diferentes condigbes e culturas, também detectaram efeito positivo
sobre a fertilidade de solos e a nutricdo de plantas. Os beneficios, assim como os
efeitos adversos provocados pelo uso do LE, tém sido bastante discutidos pela
literatura, sendo que as principais limitacbes estdo relacionadas a organismos
patogénicos, compostos organicos persistentes, sais sollveis e metais pesados (MELO
et al.,, 1994). Segundo ADRIANO (1986) & ALOOWAY (1990b), a adicao de LE nos

solos pode contribuir para a poluigdo com metais pesados.

2.3 Atividade enzimatica em residuos



A revisdo bibliografica sobre a atividade enzimatica ou microbiana, especifica em
residuos, revelou uma lacuna na literatura, visto que, o foco dos trabalhos
desenvolvidos sobre efeitos de metais pesados em atividade microbiana estao voltados
para solos, ndo atentando para as caracteristicas microbioldgicas intrinsecas de cada
residuo. Sendo assim, a revisao esta fundamentada em atividade microbiana em solos
decorrente do uso de residuos.

O solo é um habitat extremamente complexo e dindmico devido a suas
caracteristicas heterogéneas. Tais caracteristicas permitem que 0os organismos com
metabolismos adversos possam conviver em conjunto, interagindo em estado de
equilibrio dindmico, muitas vezes com relacdes de dependéncias essenciais para sua
sobrevivéncia, proporcionando assim, condigbes ideais para uma biodiversidade
extremamente elevada e conseqUentemente de complexa compreensdo. Segundo
MOREIRA & SIQUEIRA (2006), estas mesmas caracteristicas sdo o0s principais
impedimentos para a introducdo de tecnologias de manejo bioldgico, cujo efeito no solo
€, em muitos casos, impossivel de prever. Os microrganismos dos solos se encontram
em populagdes mistas, muito heterogéneas, podendo ocorrer entre estas espécies
microbianas associacdes favoraveis, como a simbiose, e as desfavoraveis, como as
interacdes antagdnicas.

Os microambientes existentes no solo e que favorecem o desenvolvimento de
grupos especificos de microrganismos variam de acordo com os diversos fatores, como
a variacao de temperatura, umidade, pH, salinidade, concentracdo de humus, presenca
de poluentes, dentre outros. Os microrganismos do solo sao utilizados também para
avaliar os efeitos dos diferentes materiais no processo de mineralizagdo e
disponibilidade de nutrientes do solo.

A atividade microbiana € um fator critico de todos os ecossistemas naturais ou
manipulados pelo homem, nos quais a atividade € um agente regulador da taxa de
decomposicdo da matéria organica e principalmente da ciclagem dos elementos nos
solos (JENKINSON & LADD, 1981). Os processos de avaliagdo mais empregados sao a
liberagdo de CO,, biomassa de carbono, atividade enzimatica, contagem de

microrganismos fixadores de nitrogénio e mineralizacdo de nitrogénio (BROOKES,



1995). As desidrogenases sado consideradas enzimas que refletem a atividade
microbiana do meio, uma vez que fazem uso do NAD* como transportador de elétrons
(NANNIPIERI et al., 1980).

A deposicao de metais pesados no solo é de grande importancia para a ecologia
microbiana. Muitos metais como o zinco, cobre e ferro sdo essenciais aos
microrganismos, mas devido as suas caracteristicas podem se tornar extremamente
toxicos quando presentes em elevadas concentragdes no solo ou substratos organicos
em decomposicdao. ZAMANI et al. (1984) avaliaram a imobilizagdo do zinco pelos
microrganismos de um solo médio arenoso. O solo com microrganismos reteve 25%
mais zinco em 72 horas de incubacéo, sendo que a retencdo desse mineral devido a
presenga dos microrganismos no solo apresentou valores diferenciados em fung¢ao do
tipo de solo.

Varios processos bioldgicos sdao afetados diretamente pelos metais do solo,
como o estado de oxidacdo, substituicdo, dentre outros. As células microbianas podem
se beneficiar com o ganho de energia ou serem prejudicadas pela redugédo da energia
disponivel. Segundo LEITA et al. (1995), a atividade microbiana em solos contaminados
pode ser maior em decorréncia do elevado consumo energético dos microrganismos no
designio de garantir a sobrevivéncia. A toxicidade exercida pelos metais pesados pode,
além de reduzir e suprimir, até destruir fracées de comunidades microbianas e conduzir
a substituicdo da composicdo microbiana do solo (FLIEBBACH et al.,, 1994). As
propriedades dos metais sdo interativas, de modo que o metal soluvel pode se
apresentar como um composto de baixa ou sem toxicidade ou efeito nutriente na
comunidade biolégica. Como os microrganismos se desenvolvem alterando o meio, eles
podem oxidar ou reduzir, aumentando a disponibilidade e toxicidade.

Os processos de adaptacdo sao identificados no solo e a sobrevivéncia dos
microrganismos depende desta situacdo complexa que requer uma grande variedade
de mecanismos de adaptacdo. A capacidade de alterar o estado de oxidacdo dos
metais € amplamente utilizada pela microflora do solo. BAUTISTA & ALEXANDER
(1972) concluiram que a capacidade de reduzir selenato, vanadato, molibdato, arsenato

e clorato foi descoberta nos microrganismos do solo.



A associagdo do metal com um componente organico do solo, como os acidos
hdmicos, tende a diminuir a sua disponibilidade e toxicidade. Os impactos positivos e
negativos dos ions metalicos do solo nos processos bioldgicos e a adaptagcao geral do
sistema dependem inicialmente da distribuicdo destes ions no meio, na forma soluvel,
insoluvel ou em estado coloidal, e a cinética de reacao resultante da transferéncia do
metal entre os diferentes estados. Os efeitos biolégicos na mobilidade dos metais no
solo resultam da interacdo direta com o0s microrganismos (redugdo, alcalinizacéo,
incorporacdo na célula como um substituinte celular) através da solubilizagédo indireta
que ocorre pela reagao de um produto do metabolismo microbiolégico ou pela simples
alteracdo do ambiente do solo pelos microrganismos.

Segundo MOREIRA & SIQUEIRA (2006), os elementos metalicos, além de
sofrerem inUmeras transformacdes, estdo também sujeitos a mineralizacdo e a
imobilizacdo na biomassa microbiana. Essas transformacdes e outras maneiras de
interacdo com microrganismos metais envolvem adsorcdo e dessorcdao, oxidacao
autotrofica e enzimatica, absorcdo e bioacumulagdo na biomassa e transformagdes
indiretas resultantes da atividade dos organismos, que apesar de tais mecanismos
serem bem delineados, pouco se conhece a respeito da capacidade microbiana do solo
em acumular metais, especialmente daqueles sem funcao fisiolégica conhecida, como o
Cd e o Hg.

2.4 Cadmio

O cadmio, metal pesado em funcdo do peso especifico maior que 5g cm?®
(MALAVOLTA, 1994; MELO et al. 1997; BERTON, 2000), apresenta concentragdao na
crosta terrestre entre 0,15 e 0,20 mg kg, sendo o 672 metal em ordem de abundancia,
encontrado na natureza quase sempre associado com 0 zinco, em propor¢cées que
variam de 1:100 a 1:1000, como na maioria dos minérios e solos, e é obtido como
subproduto da refinacdo do zinco e de outros minérios. As maiores fontes de cadmio
sao a esfalerita e a wurtzita, dois minerais ZnS que apresentam teores médios entre 0,2
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e 0,4%. Também é encontrado em minérios de Cu — Zn e Pb — Zn (MATTIAZZO-
PREZOTTO, 1994). O Cd é fortemente associado ao Zn em relacado a geoquimica, mas
parece ter maior afinidade ao S que ao Zn, apresentando mobilidade superior que este
altimo em ambientes &cidos. Segundo ALLOWAY (1990b), a concentragdo média de
cadmio na crosta terrestre é de aproximadamente 0,1mg kg™, enquanto que na maioria
dos solos o seu contetido é menor que 1mg kg™

Os teores de metais pesados encontrados em solos sdo apresentados na Tabela
1 de autoria de ALLOWAY (1995). Os valores apresentados nestas tabelas sdo médias
para 0os mais diversos solos do mundo. No Brasil, os levantamentos sobre os teores e
formas dos metais pesados em solos cultivados e ndo cultivados sao ainda escassos.
Com relagao ao Cd, RAMALHO et al. (2000) obtiveram valores totais entre 0,53 e 0,80
mg kg™

Tabela 1 - Concentracéo total de alguns metais pesados em diversos solos do mundo.

Concentracao Pb cd Ni Cr Cu
em solos
mg kg
Normal 2,0-300,0 0,01-2,0 2,0-750,0 5,0-1500,0 2,0-250,0
Critica’ 100,0-400,0 3,0-8,0 100,0 75,0-100,0 60,0-125,0

Fonte: Extraido de ALLOWAY (1995) * valores acima ha possibilidade de toxidade as plantas.

Durante os processos biogeoquimicos, o Cd pode apresentar-se em solugdo na
forma catiénica Cd®*, podendo ainda formar varios complexos iénicos como: CdCI*,
CdOH*, CdHCOs*, CdCls", CdCl4%, Cd(OH)s e Cd(OH)4* e quelatos organicos, porém o
estado de valéncia mais comum do cadmio no ambiente € 2+, sendo o pH e o potencial
de oxidacdo os fatores mais importantes que controlam a mobilidade do Cd?* (MELO,
2002). Em ambientes de oxidacdo, o Cd forma minerais (CdO, CdCOs), sendo
prontamente acumulado na forma de fosfato (KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 1992).

Dentre os metais pesados, o Cadmio (Cd) é um dos elementos que tem
despertado crescente interesse quanto aos efeitos na atividade microbiana do solo
(HIROKI, 1992; FLIEBBACH et al., 1994; LAND et al., 2000; MORENO et al., 2002;
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MORENO et al., 2003; STUCZYNSKI, 2003; DAI et al., 2004), visto que a concentracao
desse metal é aumentada no ambiente devido a diversas atividades humanas, como a
adubacao com fontes de fésforo, lodo de esgoto e efluentes industriais, que alteram as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo.

O aumento anormal das concentracbes de metais pesados nos solos de
agricultura altamente técnica é resultado da deposi¢ao atmosférica e da aplicagcao de
agrotoxicos, residuos organicos e inorganicos urbanos industriais, fertilizantes e
corretivos (ALOOWAY, 1990b). Na lista dos metais pesados estdo com maior
freqUéncia os seguintes elementos: Cu, Fe, Mn, Mo, Zn, Co, Ni, V, Ag, Cd, Cr, Hg e Pb.
Entre os micronutrientes ndo essenciais ou toxicos apresentam-se o Cd, Cr, Hg, Pb,
entre outros, sendo elementos prejudiciais as plantas. Teores criticos de cadmio nos
solos considerados potencialmente téxicos sdo aqueles superiores a 3mg kg
(MALAVOLTA, 1994). Segundo MORTVEDT (1987), as rochas fosfatadas usadas na
producdo dos fertilizantes sdo as maiores fontes de contaminacao com Cd em solos
agricolas.

O Cd é mais mével em solos acidos na faixa de pH 5,0 a 6,0, enquanto em solos
alcalinos apresenta-se imovel. Em termos de mobilidade, é conhecido por ser o metal
mais movel sob diferentes condicdes e com o aumento da alcalinidade, a adsor¢ao de
cadmio diminui, podendo esta funcao ser atribuida & competicdo com ions Ca?* e Mg?*.
No perfil do solo, o Cd tende a estar presente em maiores concentragées no horizonte
superficial, refletindo as adi¢cdes provenientes de deposicao atmosférica, de fertilizantes
e reciclagem de plantas (ALLOWAY, 1990b).

A composigéo da solugéo do solo tem efeito marcante na adsorgéo e mobilidade
de Cd em solos com cargas variaveis. Em baixas forcas ibnicas, pequenos aumentos
na concentracdo do Ca do eletrdlito suporte aumentam significativamente a mobilidade
do Cd, sugerindo a adsorcao preferencial de Ca. Devido a este comportamento, o Cd é
altamente suscetivel a lixiviacao, sendo rapidamente deslocado ou dessorvido por
cations competidores (KOOKANA & NAIDU, 1997). Em solos sob clima umido, é mais
provavel que ocorra migracdo de Cd no perfil do solo do que o acumulo no horizonte

superficial. A contaminagdo do solo com Cd é considerada de grande risco para a
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saude. Contudo, devido ao grande acumulo de cadmio no solo, algumas alternativas de
manejos que visam aumentar o pH e CTC do solo vem sendo empregadas com
sucesso, como a calagem, promovendo o aumento do pH do solo e a diminui¢do da
disponibilidade de cadmio nos solos agricultaveis.

2.5 Metais pesados no solo

A avaliacao dos teores dos metais pesados no solo representa a quantificacao
desses elementos em formas passiveis de serem quantificados por meio de extratores
quimicos, sendo influenciada pelos atributos do solo, natureza do elemento, presenca
de outros elementos e suas interagdes e a natureza dos residuos organicos dispostos
no solo (MARQUES et al.,, 2001). No solo, os metais encontram-se associados as
particulas anidénicas que incluem uma grande variedade de argilas. Os componentes
minerais do solo podem reagir mais rapidamente com as argilas do que a matéria
organica.

Devido ao comportamento desses elementos, ainda existem duvidas no que diz
respeito a absorgcdo dos metais pesados pelas plantas e a possibilidade desses
elementos alcancarem concentragdes toxicas nos solos ou nas plantas e serem
absorvidos em quantidades fitotoxicas. A disponibilidade de metais pesados em
ambientes tratados com LE tem sido avaliada pela concentragao total desses metais no
solo. No entanto, o metal pesado pode estar presente, porém, nao significa que esteja
numa forma prontamente assimilavel pelas plantas, podendo permanecer no solo por
longos periodos sem ser absorvido em quantidades téxicas (SIMONETE & KIEHL,
2002).

Os metais pesados contidos no LE, quando adicionados ao solo, sofrem
inUmeras reacdes, que produzem diversos pares ibnicos. De maneira geral, essas
reacbes estdo associadas aos processos de precipitacdo e dissolugdo, complexagéo
com compostos organicos e ou inorganicos e adsorcao (ALLOWAY, 1990a). Esses

processos sao influenciados pelos atributos dos solos, como pH, textura e composicao
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mineral (teor e tipo de argilas, 6xidos de ferro, aluminio e manganés), teor de matéria
organica, troca de cations (CTC), potencial de oxi-redugdo, composicao do solo,
temperatura do ambiente e atividade microbiana (ALLOWAY, 1990a; BERTONCINI &
MATTIAZZO, 1999; OLIVEIRA & MATTIAZZO, 2001). A mobilidade de metais pesados
depende ndao somente da reatividade da fase sélida, mas também da natureza do metal
(CAMARGO et al., 2001).

Diante desses processos, a maior preocupagao, em relacao aos metais pesados,
ocorre quando se aplicam, em solos cultivados, residuos organicos contaminados
muitas vezes, sendo essa pratica repetida por anos (MARQUES et al., 2001). O balanco
adicao/extracao de metais em solos indica que as concentragdes desses elementos na
superficie do solo tendem a aumentar com o crescimento das atividades industriais e
agricolas. Os efeitos da aplicacao de biossélidos na composigcéao do solo sédo de grande
importancia ambiental, sendo o objeto de varios estudos, pois em alguns solos o0s niveis
limitantes de metais pesados j& foram atingidos pela contaminacdo de residuos
industriais ou por aplicacoes pesadas e repetidas de biossolidos (MELO, 2002). Os
niveis permitidos de metais pesados em areas agricolas podem ser avaliados, levando-
se em consideracdo alguns fatores importantes para a aceitacdo de sua aplicacao, tais
como: conteudo inicial de metais pesados no solo; quantidade total adicionada, carga
total cumulativa de elementos metalicos, toxicidade desses elementos para as plantas,
valores limites de concentragcdo de metais pesados no solo, como: interagcdo existente
entre os elementos, caracteristicas do solo (pH, carbonatos livres, matéria orgénica,
umidade, teor de argila, etc) e sensibilidade da planta (KABATA-PENDIAS & PENDIAS,
1992).

A obtencado de dados sobre o acumulo de metais pesados no solo, ao longo do
tempo, é realizada por meio de determinacdo dos teores totais desses elementos, a
qual, convencionalmente, é feita pela digestdo de solo com acido fluoridrico (HF),
juntamente com outros acidos. Porém, devido a dificultosa rotina de se trabalhar com
HF, existe a preferéncia pelo uso de acidos fortes, como HNO3; ou misturas de acidos,
tais como acido nitrico e perclérico (HNO3 + HCIO4), que sdo mais comuns (ABREU et
al., 1995).
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Em trabalhos realizados a campo, OLIVEIRA (2001) avaliou os efeitos causados
pela adicdo de lodo durante dois anos consecutivos, e constatou que, no final do
segundo ano, houve aumento de Cu, Cr, Ni e Zn na camada de 0-20 cm, enquanto o Cd
e Pb nao foram detectados pelo método empregado no estudo. Essa baixa
disponibilidade dos metais é atribuida ao LE (MARQUES et al., 2001), que atua como
fonte reguladora da disponibilidade, sendo que a capacidade de adsor¢ao do mesmo é
que define a disponibilidade do metal. ANDRE (1994), estudando a utilizagdo de LE
tratado com KCIl em doses crescentes para a cultura do sorgo granifero, ANDRADE
(1999), avaliando os efeitos de doses crescentes de LE em plantas de Eucalyptus
grandis e SIMONETE (2001), analisando propriedades quimicas em argissolo apos
aplicacao de LE cultivado com plantas de milho, tendo todos os residuos de cadmio em
sua composi¢do, ndo encontraram, ou quando encontraram eram em niveis abaixo do
limite de deteccao da metodologia analitica, esse elemento na composicao das plantas
cultivadas, indicando que, nas condi¢des em que foram conduzidos os experimentos, a
disponibilidade do cadmio foi minima.

Uma das maneiras praticas para se estimar a quantidade de metal disponivel
para as plantas em um determinado solo é o uso de extratores quimicos que se
assemelhem ao maximo possivel com a capacidade de extragdo da planta a ser
cultivada. A avaliacdo da disponibilidade de metais pesados por meio de extratores
quimicos € estudada por diversos autores inspirados no sucesso do extrator DTPA, pH
7,3, proposto por LINDSAY & NORVELL (1978) para estimar a disponibilidade de cobre,
ferro, manganés e zinco em solos de reagao proxima a neutralidade ou acima. XIU et al.
(1991), em estudo de extratores para metais presentes em solos tratados com LE por
cinco anos consecutivos, consideram que HCI, DTPA e Mehlich-3 tenham apresentado
alta correlagcdo com o conteudo de cadmio, cobre, niquel e zinco, presentes em plantas
de milho e sorgo.

MELO et al. (1998b) adicionaram a um Latossolo Vermelho-Amarelo, em
condigdes de vaso, o correspondente a 40,0 t ha' de um lodo de esgoto tratado com
CdCl,, de forma a obter concentragdes de Cd de 15; 60; 240 e 690 mg kg'. Os
resultados permitiram concluir que o DTPA é o extrator que apresentou melhor
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correlagdo com o teor de Cd presente nas plantas. A qualidade das previsdes de
disponibilidade por meio de um Unico extrator depende também da reagédo solo -
extrator, do tempo de extracdo e, em muitos casos, ha necessidade de se incluir pH,
CTC ou teor de argila na equacao de regressao, a fim de melhorar o coeficiente de
correlacdo entre o metal removido e a fitodisponibilidade (KIEKENS & COTTENIE,
1985; ABREU et al., 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo compreendeu dois experimentos sequenciais, o primeiro de
acréscimo de metal no LE por meio de solugbes contendo fontes de cadmio, incubado
por 58 dias, avaliando-se neste periodo a atividade enzimatica de amilases,
arilsulfatases, desidrogenases e proteases. No segundo experimento, utilizaram-se as
mesmas amostras de LE, acrescido de cadmio e incubado, no cultivo de Sorghum
bicolor (L.) Moench (sorgo) em casa de vegetacao, avaliando-se os teores de cadmio
no solo.

O experimento de incubacéo do LE serviu de base para a avaliacdo dos efeitos
da contaminagdo com fontes de cadmio no comportamento enzimatico em lodo, visto
que diversos autores focam as alteracbes microbiolégicas causadas por metais
pesados adicionados com lodo em solos, ndo atentando para as alteragdes causadas
por metais no préprio residuo. Posteriormente, foi feita extracdo de cadmio no solo

cultivado com sorgo por meio de trés extratores.

3.1 Local do experimento

Os experimentos de incubacao e o cultivo da planta teste foram realizados em
casa de vegetacdo (28+5 °C) do Departamento de Tecnologia na Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal, estado de Séo
Paulo, Brasil (21°15'20" S, 48°19'02" W).

3.2 Obtencao e caracterizacao do lodo de esgoto

O LE utilizado neste experimento foi obtido em 2005, na Estagdo de Tratamento
de Efluentes (ETE) de Barueri (SP), administrada pela Companhia de Saneamento

Béasico do Estado de Sdo Paulo (SABESP). Foram coletadas cinco sub-amostras do
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material, secas ao ar, destorroadas, moidas e passadas em peneira com abertura de

malha de 5 mm. A caracterizacao do material peneirado consta na tabela 2:

Tabela 2. Andlise em amostra de lodo de esgoto da ETE da SABESP, localizada no
municipio de Barueri — SP.

Umidade pHuo PHcace N ol P Ca Mg S
% 0,01M g kg™ ——  gkg"
79,8 6.4 6,2 25,0 18,7 21,3 3,8 6,8
Cd Ni Mn Zn Fe Cu Cr Bo
mg kg

8,70 299,08 206,10 2474,60 37514,00 997,94 799,30 75,15

Pb Mo Co As Se Hg Ba Sb
mg kg’
169,60 10,00 7,57 0,05 0,02 6,14 106,64 0,14

A umidade e retencao de agua das amostras de LE foram determinadas segundo
MELO et al. (1998a); o pH em H,O e em CaCl,, P, K, Ca, Mg e S, segundo SILVA
(1999), 0 Nioial, determinado pelo método microKjeldahl, segundo SARRUGE & HAAG
(1974), e os demais elementos determinados segundo United States Environmental
Protection Agency - USEPA (1995), método 3050b, quantificados em espectrofotometro
de absor¢ao atébmica marca GBC, modelo Avanta, sendo os elementos Hg, Se e As

quantificados com gerador de hidretos.

3.3 Fontes de cadmio para contaminar o lodo de esgoto

Para a contaminacao, foram utilizadas fontes de cadmio com padrdo analitico,
sendo CdCl, (cloreto de cadmio), CdSO, (sulfato de cadmio), Cd(NOs). (nitrato de
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cadmio) e Cd met. (cadmio metalico) produzidos pela Nuclear, Vetec, Vetec e Aldrich
Chemical, respectivamente.

O ion cadmio, dentro do par i6nico das fontes contaminantes, assim como na
amostra de Latossolo Vermelho distréfico (LVd), foi quantificado por meio da
metodologia proposta por USEPA (1995), método 3050b, adotado como metodologia de
referéncia neste experimento, e o elemento quantificado em espectrofotbmetro de
absorcao atébmica. Também foi quantificado o Cd total presente nas fontes e no solo por
meio de digestao fluoridrica, segundo JACKSON (1958), apresentando os resultados na
tabela 3:

Tabela 3. Solubilidade de Cd em H.0, Cd total e cadmio disponivel nas fontes dos
contaminantes, solo e lodo de esgoto.

Cd soluvel Cd total Cd disponivel
H.O Digestéao HF USEPA 3050b
mg kg
Lodo de Esgoto 0,12 79,30 8,70
Solo Lvd 0,03 1,25 0,40
gkg”
CdCl; 338,00 493,00 525,00
CdSO, 263,00 422,00 437,00
Cd (NO3) 182,00 327,00 363,00
Cd metalico 3,16 876,00 985,00

3.4 Preparo e contaminacao do lodo de esgoto

Cinco amostras de 500 g de LE (base seca) foram passadas em peneira de
abertura de malha de 5 mm e acrescidas de Cd por meio de solu¢gdes em agua, de
acordo com a quantidade do ion cadmio presente em cada fonte, adotando-se como
referéncia a quantidade de cadmio determinada pelo método 3050b, segundo USEPA

(1995), para alcangar a concentracao final de cAdmio nas amostras de lodo em 60 mg
1

kg .
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A concentragdo pré-existente de cadmio no LE, segundo metodologia de
referéncia, eram 8,70 mg Cd kg™ lodo, sendo adicionados 51,30 mg kg’ para atingir a
concentracdo desejada de 60,00 mg kg'. De acordo com a concentragdo de cadmio em
cada fonte contaminante, foram adicionadas solu¢gées com 270 mL na concentragao:
CdCl, = 48,90 mg kg, CdSO4= 58,70 mg kg', Cd(NO3),= 70,60 mg kg’ e Cd metéalico=
26,00 mg kg".

As amostras de LE foram acondicionadas em sacos de polietileno, adicionadas
agua destilada de modo a atingir 60% da capacidade de retengdo de agua do LE,

sendo posteriormente vedadas para evitar perdas de umidade.

3.5 Incubacao e delineamento experimental

Durante o periodo de 58 dias de incubagao, foram realizadas sete amostragens
no LE para determinacdo das atividades enziméticas: 0 (12 horas apds inicio da
incubacao), 7, 14, 21, 28, 43 e 58 dias apds o inicio da incubacao.

As amostras foram secas ao ar e a sombra por 24 horas, conservadas em sacos
de polietileno e armazenadas em camera seca para posterior analises. A determinacao
das atividades enzimaticas nas amostras de LE foi realizada entre 5 e 15 dias apés a
amostragem.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com o0s
resultados agrupados em parcelas subdivididas 5 x 7, sendo o tratamento principal as
quatro fontes de cadmio (CdCl,, CdSO4, Cd(NO3),, Cd metdlico) e uma testemunha
sem adicdo do metal; o tratamento secundario constituiu-se das sete épocas de
amostragem, com quatro repeticdes. Os resultados obtidos foram analisados por meio
do teste F que, se significativo, tiveram as médias comparadas pelo teste de tukey ao
nivel de probabilidade de 5% (PIMENTEL GOMES, 1978), utilizando-se para as
analises dos dados o programa estatistico estat (ESTAT, 1994).



20

3.6 Determinacao de atividades enzimaticas

As metodologias utilizadas para a determinacdo de atividades enzimaticas em
lodo foram adaptadas dos métodos de solos, alterando-se a quantidade de amostras a

ser avaliada.

3.6.1 Amilases

A atividade das amilases nas amostras de LE foi determinada de acordo com
MELO et al. (1983). O principio do método consiste na incubagcédo das amostras de solo
com o substrato da enzima, o amido, por um periodo de 24 horas em temperatura
constante de 30°C, avaliando-se entao a glicose produzida.

Em Erlenmeyer de 125 mL, contendo 5,0 g de lodo, adicionaram-se 2,5 mL de
toluol, que funciona como inibidor do crescimento de microrganismos, deixando em
repouso por 15 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se, em seguida, 20,0 mL de
solugdo tampao de acetato fosfato 0,5M pH 5,5 e 20,0 mL de uma solu¢ao de amido a
2% (Merk) somente na amostra. No branco colocou-se amido apés a incubagao. Vedou-
se o Erlenmeyer, colocaram-se as amostras em estufa tipo BOD a 30°C por um periodo
de 24 horas e incubaram-se as amostras e o branco. Apds o periodo de incubagéo,
filtrou-se o conteddo do Erlenmeyer em papel de filtro Watman n°1 ou similar e no
filtrado procedeu-se a determinacao do teor dos acucares redutores.

Para a determinacdo dos acucares redutores, transferiu-se 1 mL do extrato para
o tubo de ensaio e adicionou-se em seguida 1,0 mL do reagente de cobre A + B
(mistura 1:1). O tubo de ensaio foi vedado e aquecido em banho-maria em ebulicdo por
15 minutos. Retirou-se o tubo do banho-maria, deixando atingir a temperatura ambiente
e adicionaram-se 2,0 mL de acido fosfomolibidico. Agitaram-se bem as amostras até a
remogado de toda a efervescéncia, adicionaram-se 2,0 mL H>O deionizada, agitou-se

novamente, deixando em repouso por 15 minutos e procedeu-se a leitura da
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concentracdo em espectrofotdbmetro a 420 nm (coloragdo azul). A atividade enzimatica
de amilases no LE foi expressa em mg de glicose produzida por hora por quilograma de
lodo seco.

3.6.2 Arilsulfatases

A atividade das arilsulfatases nas amostras de LE foi determinada segundo
metodologia proposta por TABATABAI & BREMNER (1970). A metodologia consiste em
incubar as amostras de LE por um periodo de 1 hora a temperatura constante de 37°C,
com substrato p-nitrofenil sulfato de potassio, em presenca de tolueno. Apds a
incubacao, estimou-se colorimetricamente o teor de p-nitrofenil, liberado devido a agéao
da enzima.

Em Erlenmeyer de 125 mL, em amostra de 1,0 g de lodo, adicionou-se 2,5 mL de
toluol, 4,0 mL de solugcédo tampao de acetato de sédio anidro 0,5 M pH 5,8 e 1,0 mL de
uma solugéo p-nitrofenil sulfato de potassio 0,005 N somente na amostra. No branco
nao se colocou p-nitrofenil para a incubagdo, e sim apds a incubacdo. Vedou-se o
elemenmeyer, agitou-se, colocaram-se as amostras em estufa BOD a 37°C por um
periodo de 1 hora (+ ou — 10 amostras de cada vez) e incubaram-se a amostra € o
branco. Apds o periodo de incubagdo, adicionou-se p-nitrofenil no branco, 1,0 mL de
solucao cloreto de célcio 0,5 M e 4,0 mL solucédo de hidroxido de sodio 0,5 M. Agitou-
se, filtrou-se em papel de filtro Watman n°1 ou similar e procedeu-se a leitura em
espectrofotbmetro a 400 nm (Coloracdao amarela). A atividade enzimatica de
arilsulfatases no LE foi expressa em ug p-nitrofenol liberado por hora por grama de lodo

SecCo.

3.6.3 Desidrogenases

A atividade das desidrogenases nas amostras de LE foi determinada segundo
metodologia proposta por THALMANN (1968). A metodologia baseia-se na estimagao

da taxa de reducao do TTC (Tetrazolium) ao TPF (Trifenil Formazam) incubado na
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auséncia de luz, por um periodo de 24 horas a temperatura constante de 30 °C. Apés a
incubagao, estimou-se colorimetricamente o teor de TPF liberado devido a agdo da
enzima.

Em tubo de ensaio, na amostra de 2,5 g de lodo, adicionaram-se 5,0 mL de
solugdo de TTC somente na amostra. No branco ndo se colocou TTC, mesmo depois
da incubacgao. Vedou-se o tubo de ensaio, agitou-se e colocaram-se as amostras em
estufa BOD a 30°C por um periodo de 24 horas e incubaram-se a amostra € o branco.
Apbs o periodo de incubagao, foi adicionado 40,0 mL de acetona e agitou-se (Adicionar
20,0 mL de acetona, agitar, esperar 1 hora e colocar os outros 20,0 mL de acetona e
agitar). Filtrou-se em papel de filtro Watman n°1 ou similar e procedeu-se a leitura em
espectrofotbmetro a 546 nm. (Coloracdo Violeta). A atividade enzimatica de
desidrogenases no LE foi expressa em ug TPF por 24 horas por grama de lodo seco.

3.6.4 Proteases

A atividade das proteases nas amostras de LE foi determinada segundo
metodologia proposta por LADD & BUTLER (1972). A metodologia consiste em incubar
as amostras de LE por um periodo de 2 horas a temperatura constante de 50°C sob
agitacdo, em presenca de caseina, utilizando posteriormente o reagente de Folin, que
reage com aminodacidos, principalmente a tirosina, liberada pela hidrélise da caseina.

Em Erlenmeyer de 250 mL, na amostra de 1,0 g de lodo, adicionaram-se 5,0 mL
de tampéao TRIS 50 mM pH 8,1 e 5,0 mL de solugdo tampao de caseina somente na
amostra. No branco ndo se colocou caseina para incubacéo, e sim apés incubacao.
Vedou-se o Erlenmeyer, agitou-se e colocou-se a amostra em estufa BOD com agitador
constante a 50°C por um periodo de 2 horas, incubando-se a amostra e o branco. Apés
o periodo de incubagdo, adicionaram-se 5,0 mL TCA e agitaram-se. Passaram-se as
solugdes para tubos de centrifuga e centrifugou-se por 10 minutos a 10000 rpm.
Transferiu-se apenas o sobrenadante para os tubos de centrifuga, sem deixar passar

terra. Apds centrifugacao, tomaram-se 5 mL do sobrenadante e adicionaram-se 7,5 mL
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do reagente alcalino em béquer de vidro de 50 mL. Incubou-se por 15 minutos em
temperatura ambiente, adicionaram-se 5,0 mL do reagente de Folin, filtrou-se em papel
de filtro Watman n°1 ou similar e procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro a 700 nm
(coloracao azul). A atividade enzimatica de proteases no LE foi expressa em pg tirosina
por hora por grama de lodo seco.

3.7 Curva de calibracao para atividades enzimaticas

Os dados das atividades enzimaticas, obtidos em espectrofotdmetro, foram
plotados em equagdes de calibragdo especifica para cada atividade enzimatica, sendo y
=0,0032x, R? = 0,99; y = 0,0648x, R? = 0,99; y = 0,2529x, R = 0,99 e y = 1,909x, R? =
0,98 para amilases, arilsulfatases, desidrogenases e proteases, respectivamente.

3.8 Obtencao e caracterizacao do solo

A amostra de terra utilizada no segundo experimento, classificado como
Latossolo Vermelho distréfico (LVd), classe textural média, foi coletado a uma
profundidade de 0 - 0,20 m, na Fazenda Experimental de Ensino e Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal,
Estado de Sao Paulo, Brasil.

Uma amostra composta por trés subamostras de terra foi passada em peneira de
abertura de malha com 2 mm, obtendo-se TFSA, e submetida a analises no Laboratorio
de Andlise de Solo e Planta do Departamento de Solos da FCAV/UNESP para
avaliacao do nivel de fertilidade e composi¢do granulométrica, segundo CAMARGO et
al. (1986) e RAIJ et al. (1987), apresentando os resultados contido na Tabela 4 e 5,
respectivamente.



Tabela 4. Analise da terra do Latossolo Vermelho distréfico.

pH M.O. P K Ca Mg H + Al SB T Vv
CaCl, s Resina mmol, dm?® %
0,0lM 99 g dm?®

5,3 16 42 1,2 25,0 12,0 25,0 38,2 63,2 60

B Cu Fe Mn Zn S-S0, Al
mg dm™ mmol, dm™
0,2 1,4 21,0 8,0 0,6 4.0 0,0

Tabela 5. Andlise granulométrica da terra do Latossolo Vermelho distréfico.

Argila Limo Areia Classe
Fina Grossa Textural
gkg
310 40 280 370 Média

3.9 Preparo das amostras de terra

24

Quarenta e cinco amostras de 10 kg de terra foram secas ao ar, destorroadas,

passadas em peneira com 5 mm de abertura de malha, acondicionadas em sacos de

polietileno e submetidas a calagem com calcario PRNT= 131, para elevacdo da

saturacao de bases a 70%, segundo Boletim 100 (RAIJ et al. 1997). As amostras

submetidas a calagem foram mantidas a 60% da capacidade de retencdo de agua

durante 30 dias e posteriormente secas ao ar, destorroadas e passadas novamente em

peneira de 5 mm de abertura de malha. A capacidade de retencao de agua da terra foi

determinada segundo metodologia proposta por MELO et al. (1998a).
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3.10 Planta teste

A planta teste utilizada foi o sorgo granifero (Sorghum bicolor L. Moench), hibrido

BR 306, que pertence a familia Gramineae / Poaceae,

3.11 Instalacao e desenvolvimento do experimento

O experimento foi desenvolvido durante 120 dias, de 13/07/2006 a 10/11/2006.
Os vasos foram devidamente preenchidos com 10 kg de terra, com umidade corrigida.
No fundo de cada vaso, colocou-se uma folha de papel de filtro para evitar perdas de
terra. Utilizou-se semeadura direta em cada vaso, colocando-se 9 sementes por vaso,
na profundidade de 1,0 a 2,0 cm, dispostas em cruz no centro de cada vaso. Apds a
semeadura, cada vaso foi irrigado com agua suficiente para atingir 60% da capacidade
maxima de retencao, determinada segundo MELO et al. (1998a).

Durante os primeiros 10 dias, os vasos foram irrigados com agua desionizada, de
modo a repor a agua perdida por evaporacao. Apés 10 dias da semeadura do sorgo
granifero, as regas foram feitas trés vezes ao dia, mantendo-se a umidade constante de
60% da capacidade maxima de retencao de agua, monitorada por meio de pesagens.

Aos 20 dias apds a semeadura, as plantulas atingiram em média 15 a 20 cm de
altura, em que foi realizado desbaste, mantendo-se apenas uma planta vigorosa, na
regiao central do vaso, que foi cultivada por 120 dias. As plantulas podadas foram
depositadas no vaso e incorporadas ao solo. Aos 60 dias, uma planta teste, extra ao
experimento, foi retirada do vaso, pesada e seu peso descontado no valor da reposicéao
de agua, para garantir a constante umidade em 60% da capacidade méaxima de

retencéo de agua.

3.12 Delineamento experimental e tratamentos
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O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 2 x 4 x 4, com 2 tratamentos (formas de preparo de lodo, incubado e nao
incubado), 4 com fontes de cadmio (CdCl,, CdSQO4, Cd(NOs)2, Cd metalico) e 4
repeticoes. Instalou-se também um tratamento testemunha, que nao recebeu calcério e

nenhuma adi¢cédo de lodo de esgoto.

3.13 Avaliacao da producao

A producao de graos e de massa seca foi avaliada aos 120 dias por meio de
pesagens do material seco em estufa com ventilagcdo forcada entre 60 e 70°C até peso
constante. Os resultados obtidos foram analisados por meio de comparacdo das
médias, € no caso em que o teste F foi significativo, as médias foram comparadas pelo
teste de tukey ao nivel de probabilidade de 5%, segundo PIMENTEL GOMES (1978).

3.14 Avaliacao nas amostras de lodo

As amostras de LE incubadas foram analisadas quanto aos teores de cadmio
extraidos por DTPA-TEA pH 7,3 e Mehlich | apds 58 dias de incubacao.

3.15 Amostragem e preparo das amostras de terra

Aos 60 e 120 dias de cultivo do sorgo granifero, realizou-se uma amostragem de
terra, através de quatro subamostras feitas em cada vaso por meio de trado de rosca,
em que, as amostras foram secas ao ar, destorroadas, passadas em peneira com 2 mm
de abertura de malha e acondicionadas para posteriores analises em relagao ao
conteudo de cadmio .

3.16 Avaliacoes nas amostras de terra
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As amostras de terra foram analisadas quanto ao teor de cadmio total por meio
de digestao fluoridrica (HF), segundo JACKSON (1958), e cadmio disponivel aos
extratores HNOj3 e extrator DTPA-TEA pH 7,3, segundo USEPA (1995) e SILVA (1999),

respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade Enzimatica
4.1.1 Amilases

Observando-se os dados contidos na Tabela 6, verificam-se variagdes iniciais na
atividade enzimatica de amilases, influenciadas pelas fontes de cadmio, sendo que a
atividade do tratamento testemunha apresentou-se menor em relacao aos tratamentos
com o mesmo elemento. No tratamento acrescido de cadmio metalico foi que ocorreu a
maior atividade no tempo zero. O cadmio metalico, menos soluvel comparado as outras
fontes, possivelmente, foi menos téxico aos microrganismos (ja havia 12 horas de
incubacao) ou afetou menos as moléculas das amilases.

As fontes CdCl,, CdSO4 e Cd(NO3),, assim como a fonte Cd metalico, podem ter
estimulado a atividade enzimatica apds 12 horas de incubag¢ao. Porém, devido a maior
solubilidade e possivel aumento na toxidez, as fontes CdCl, e CdSO4 podem ter inibido
o metabolismo dos microrganismos ou mesmo complexado-se com as moléculas
enzimaticas, quando comparadas ao cadmio metalico menos soluvel e menos téxico as
comunidades microbianas, ou com menor potencial para reagir com as moléculas
enzimaticas. A utilizacao de LE no solo pode prejudicar a atividade de amilases em
fungdo da solubilidade e concentracdo de metais pesados e outros produtos com
potencial para a inibicdo de microrganismos e da atividade enzimatica (YAMAUTI et al.,
2004).

O tratamento testemunha apresentou menor atividade, sugerindo que o cadmio
pode ter provocado aumento no metabolismo dos microrganismos do solo (estresse),
levando a uma maior producao de moléculas de amilases para manter o estado vital.
Este estresse pode causar dizimagdo de populagbes inteiras de microrganismos,
antecipando o processo sucessorio (FLIEBBACH et al., 1994). Os resultados reforcam a
hipbtese de que, devido a concentragdo, solubilidade e toxidez, metais como o Cd
provocam aumento na atividade microbiana e inibicdo na atividade enzimatica para

garantir o equilibrio metabdlico dos microrganismos (LEITA et al., 1995).
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As atividades enziméticas tenderam a valores estaveis, evidenciando que os
organismos presentes no LE, influenciados pelas fontes de cadmio, podem adaptar-se
aos ambientes contaminados, permitindo a inferéncia de que ocorreram selecédo e
morte dos microrganismos e posterior disponibilizacdo de nutrientes a organismos mais
resistentes. A diminuicdo na atividade enzimatica apds sete dias de incubacao do LE
pode ser um indicador do desbalango energético que sofre a comunidade microbiana
por causa dos disturbios ambientais (ANDERSON e DOMSCH, 1993; CHANDER e
JOERGENSEN, 2001), nesse caso, causado pelos metais pesados.

Os tratamentos acrescidos de cadmio reduziram seus valores, tendendo a uma
diminuicdo na atividade enzimatica até 28 dias de incubagao, porém a partir de 21 dias,
nenhuma diferenca foi verificada entre os tratamentos. As atividades enzimaticas foram
crescentes e homogéneas até os 28 dias, demonstrando que apds um periodo de
estresse, pode ter ocorrido restabelecimento das comunidades microbianas e aumento
da atividade enzimatica de amilases, evidenciando que o cadmio tem um efeito téxico
inicial nas comunidades microbianas (OLIVER, 1997). Em solos poluidos com metais
pesados, a respiragdo dos organismos correlaciona-se negativamente com a
concentracdo de metais e esse efeito inibitério depende da concentracdo de matéria
organica do solo (OHYA et al., 1988). Em solos contaminados com Pb, DOELMAN e
HAANSTRA (1979) observaram reducdo na atividade enzimatica com aumento deste
elemento no solo.

O tempo de incubagao também influenciou a atividade enzimatica em todos os
tratamentos, ocorrendo menor atividade até os 28 dias, com posterior aumento,
evidenciando o restabelecimento da atividade microbiana decorrente de adaptagcdes ao
ambiente contaminado com o Cd.

As amilases, pertencentes ao grupo das hidrolases, e que estao ligadas ao ciclo
do carbono, catalisam a hidrélise do amido, que € um homopolissacarideo formado por
moléculas de glicose em ligagdes glicosidicas a 1,4 e a 1,6. Sendo assim, a
contaminacao por metais via LE pode comprometer a dindmica do carbono no solo,

visto que as amilases sao inibidas pelo Cd presente no residuo.
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A reducédo da eficiéncia de decomposi¢cdo de moléculas de glicose por células
microbianas foi relatada em solos contaminados com 20 pg™”' Cd g solo por CHANDER
& JOERGENSEN (2001). O aumento na atividade de amilases observada no LE apés
28 dias de incubacéo reflete os efeitos nocivos do Cd nas populagdes microbianas, no

periodo que sucede a adi¢cdo do metal pesado.

4.1.2 Arilsulfatases

Avaliando-se os resultados contidos na Tabela 7, verifica-se influéncia das fontes
de cadmio sobre a atividade enzimatica durante o periodo de incubacdo, assim como
do tempo de incubacéo.

Observaram-se, no periodo inicial de incubacao, alteragcbes na atividade
enzimatica, sendo que, aos sete dias, detectaram-se os maiores valores de atividade,
permitindo a inferéncia de que o aumento na atividade enzimatica da arilsulfatase pode
estar relacionado a maior toxicidade das fontes CdCl, e CdSO4 em fungédo da maior
solubilidade (BANERJEE et al., 1997), se comparadas com as fontes Cd(NO3). e Cd
metdlico. Os tratamentos acrescidos com CdCl, e CdSO, aumentaram a atividade
enzimatica no periodo, ao contrario dos demais tratamentos que diminuiram a atividade.
A diminuicdo na atividade pode ser atribuida aos efeitos nocivos dos metais sobre a
biomassa microbiana, diminuindo a sintese de novas moléculas enzimaticas
(KANDELER et al., 1997).

O aumento na atividade enzimatica pode ser consequiiéncia da elevacdo no
numero de biomoléculas ou pelas condi¢cdes favoraveis dos fatores que aumentam a
atividade, caso da concentragdo do substrato, faixa ideal de pH, temperatura, forga
ibnica, presenca de ativadores, como o caso do cloreto de sddio em relacao a atividade
de amilases (MELO, 1989). A elevacao de atividade enzimatica observada nos
tratamentos acrescidos de CdCl; e CdSO,4 pode estar relacionada a solubilidade e a
toxidez destes sais de Cd, principalmente o CdSO,, pois as arilsulfatases catalisam
ésteres de sulfato, forma de enxofre orgénico, sendo inibidas por fontes minerais do

elemento. Esta inibicdo exige maior consumo de energia pelos microrganismos e
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conseqlentemente maior atividade para garantir a sobrevivéncia das comunidades
microbianas (LEITA et al., 1995), podendo diminuir a disponibilidade de enxofre em
solos tratados com LE contaminado com cadmio e comprometer o desenvolvimento das
culturas. A solubilidade maior das fontes CdCl, e CdSO, em relagdo a fonte cadmio
metalico e Cd(NOs)., pode explicar a inibicdo e conseqlientemente o maior estimulo da
atividade microbiana. Com a fonte Cd(NO3)2, que apresenta solubilidade menor que as
fontes CdCl, e CdSO4, ndo observou-se aumento de atividade e sim reducéo,
demonstrando que a microbiota do lodo reage diferentemente em relacédo as fontes de
cadmio, assim como em relacdo a solubilidade dos contaminantes. Em solos tratados
com LE, a atividade enzimatica correlaciona-se negativamente com a solubilidade de
Cd (MORA et al., 2005).

As atividades enzimaticas a partir dos 14 dias de incubag¢do evidenciam as
adaptacgdes sofridas pelas comunidades microbianas com a morte de algumas espécies
e disponibilizacdo de substratos para organismos mais resistentes aos efeitos tdxicos
dos sais de Cd, favorecendo o restabelecimento da atividade enzimatica. A testemunha
apresentou comportamento semelhante aos tratamentos que receberam as fontes de
cadmio apés 14 dias de incubacado, evidenciando que nao apenas o acréscimo de
fontes de cadmio, como também o periodo de incubacgao interferiu na atividade das
arilsulfatases. As variacdes na atividade enzimatica ao longo do tempo podem ser
atribuidas a necessidade de adaptacdo dos microrganismos aos efeitos nocivos do
cadmio, havendo selecdo de individuos mais resistentes e, conseqientemente,
aumento da atividade em virtude da necessidade de manutengcdo do metabolismo

microbiano para a sobrevivéncia dos microrganismos.
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4.1.3 Desidrogenases

Quando se observa a atividade de desidrogenases (Tabela 8), verificam-se
influéncias das fontes de cadmio em datas distintas durante o periodo de incubacao,
sendo a atividade enzimatica alterada apés 7, 21, 28 e 58 dias, assim como houve
alteracdes pelo tempo de incubagéo.

O tratamento testemunha e o que recebeu CdSO4 apresentaram elevacdo na
atividade de desidrogenases, comparada aos demais tratamentos, permitindo inferir que
estes causaram maior toxicidade as enzimas, Em todos as tratamentos com cadmio
ocorreu reducao significativa na atividade enzimatica aos 21 dias, sendo a testemunha
o tratamento que apresentou maior atividade no periodo. Tal comportamento pode ser
atribuido a inibicdo da atividade em funcdo da contaminagdo de cadmio, ndo podendo
deixar de se considerar também, a possibilidade da sintese de novas moléculas
enzimaticas em funcao do crescimento da populacédo microbiana (MELO, 1989).

A reducéo da atividade aos 28 dias de incubacao pode ser devido a toxicidade
dos metais pesados que diminuiram a biomassa microbiana e, como conseqléncia, a
atividade enzimatica (KANDELER et al., 1997). Aos 43 dias ndo houve diferenca de
atividade entre os tratamentos, evidenciando nova estabilidade ao se comparar os
tratamentos que receberam Cd com a testemunha, podendo atribuir tal comportamento
a diminuicdo do Cd disponivel em fungdo da complexacdo com a matéria organica do
LE (FLIEBBACH et al., 1994).

A atividade enzimatica foi crescente e homogénea entre os tratamentos apds 28
dias de incubacao, demonstrando possiveis adaptacdes as contaminagbes causadas
pelos acréscimos de cadmio. A ineficiéncia dos organismos do solo em utilizar
substratos para a propria sobrevivéncia pode ser atribuida aos efeitos nocivos dos
metais pesados (CHANDER e JOERGENEN, 2001). Os efeitos negativos dos metais
podem ser mascarados pelos efeitos benéficos da matéria organica que atua como
substrato para os microrganismos presentes no LE e como agente de complexagéo de
metais pesados (MORENO et al., 1999), diminuindo a toxicidade sobre a atividade de

enzimas.
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As desidrogenases sdao enzimas que estdo envolvidas em processos oxidativos
de diversas células microbianas e representam a bioatividade geral dos organismos do
LE e dos solos. Neste trabalho, a atividade de desidrogenases diminuiu nos primeiros
30 dias de incubacdo, alertando que o cadmio adicionado ao solo via LE pode
comprometer a atividade dos microrganismos e diminuir a taxa de matéria organica do
solo e a disponibilidade de nutrientes para o crescimento das plantas. As alteragcbes na
atividade das desidrogenases, devido a presenca de fontes de cadmio, ocorreram em
periodos distintos da incubacao, ndo sendo possivel generalizar quanto ao efeito nocivo

do cadmio durante todo o periodo em estudo.

4.1.4 Proteases

A atividade de proteases foi maior nos primeiros 14 dias de incubacéo,
diminuindo aos 21 e em seguida sofreu aumentos e diminuicbes (Tabela 9). Houve
aumento nos primeiros sete dias de incubagao, exceto para o tratamento que recebeu
CdClz, que apresentou diminuigdo na atividade.

O aumento na atividade enzimatica pode estar relacionado a disponibilidade de
proteina disponivel (KANDELER et al., 1999) no LE e cuja presencga pode suplantar o
efeito inibitério do Cd sobre a populacdo microbiana (ALOOWAY, 1995). O aumento da
atividade de proteases pode também ser atribuido ao consumo de energia pelos
microrganismos que, em ambiente contaminado, podem precisar de maior consumo de
nitrogénio protéico, contribuindo para o aumento da atividade enzimatica. Verificou-se
reducao na atividade enzimatica ap6s 7 dias de incubacao, prolongando-se a queda até
os 21 dias, atribuida a elevacao no metabolismo dos microrganismos dos tratamentos
que receberam Cd em virtude da toxicidade das fontes no periodo anterior, com

demanda maior de nutrientes, incluindo material de natureza protéica.
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Esta toxicidade exige maior consumo de energia pelos microrganismos e
conseqlientemente maior atividade para garantir a sobrevivéncia das comunidades
microbianas (LEITA et al., 1995). Porém, mesmo com o aumento de atividade aos sete
dias, houve tendéncia de diminui-la nos tratamentos que receberam Cd, embora o Unico
que diferiu da testemunha foi o que recebeu CdCl,. As amostras acrescidas de CdSO4
demonstraram maior estabilidade ao efeito das fontes de Cd até os 58 dias.

A atividade de proteases decresceu em fungdo do tempo de incubagdo com
picos de maxima e minima atividade, sendo que apenas a fonte CdCl,, aos sete dias
apos o inicio da incubacao, alterou a atividade enzimatica. A reducdo da atividade em
funcédo do tempo de incubacéo pode ser atribuida a toxicidade dos metais pesados que
diminuiram a atividade enzimatica, ocasionando aos organismos do lodo ineficiéncia em
utilizar substratos, devido aos efeitos nocivos dos metais pesados (CHANDER e
JOERGENEN, 2001). Verificou-se, também, que a atividade foi decrescente ao longo
do tempo de incubacdo em todos os tratamentos, apresentando picos de maxima
atividade aos 7 e 28 dias e minima aos 21 e 43 dias. A atividade foi menor ao final do
periodo de incubacdo, ndo sendo detectadas diferencas significativas entre os
tratamentos e, possivelmente, quaisquer decréscimos foram dependentes da populacao

de microrganismos e do numero de moléculas ativas de proteases.

4.2 Producao de matéria seca e graos da planta

Observa-se (tabela 10) que ndo houve diferenga na producédo de graos e matéria
seca do sorgo granifero, quando se comparou a producéo entre os tratamentos com
lodo incubado e ndo incubado, assim como, quando se compararam as fontes de
cadmio. Estes resultados podem ser atribuidos aos baixos teores de cadmio
encontrados nas andlises de terra, apresentando valores entre 0,1 mg kg™’ para teores
extraidos por DTPA-TEA pH 7,3 e 1,5 mg Cd kg™ lodo para teores totais extraidos por
digestao fluoridrica. Constatou-se, com esses resultados, que a forma de preparo do
lodo, incubado e nao incubado, assim como as fontes acrescidas utilizadas, néo

alteraram a producéo de gréos e matéria seca das plantas.
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O acréscimo na producdo de grdaos e matéria seca pela cultura do sorgo
granifero deve-se aos beneficios agrondmicos do LE, assim como da calagem, como o
aumento na disponibilidade de nutrientes, elevacdo no teor de MO com aumento na
CTC (BATAGLIA et al., 1983; MELO et al., 1994; BERTON et al., 1997). Diversos
trabalhos comprovam aumento na producdo de matéria seca e graos pelas culturas que
receberam aplicacoes de LE.

Os dados encontrados neste trabalho corroboram com o0s resultados
encontrados por OLIVEIRA (1995) que, utilizando um Latossolo vermelho escuro
textura média, com doses acima de 4 Mg ha” apds 120 dias de cultivo, verificou
aumento na producdo de matéria seca total na cultura do sorgo. O mesmo autor
observou acréscimo na producédo de matéria seca por plantas de sorgo granifero com a
aplicacdo de doses de LE de até 20 Mg ha™.

Aumentos lineares na produgdo de matéria seca de milho cultivado em solos
tratados com doses crescentes de LE até 16Mg ha' foram relatados por BERTON et al.
(1997) que, utilizando biossélido associado ou ndo a calagem, verificaram aumento na
produgao de matéria seca da cultura. O uso de biossoélido de siderurgia incrementa a
producdo de matéria seca em plantas de sorgo em dois tipos de latossolos, LV
distréfico e LE distréfico (DEFELIPO et al., 1991). A utilizagdo de 64 Mg ha” de
biossolido da ETE SABESP - SP aumentou a producgéo de graos de sorgo em Latossolo
Vermelho-Escuro distréfico textura média (ANDRE, 1994).

Trabalhos com o LE obtido na ETE da SABESP em Barueri, regiao metropolitana
de Sao Paulo, também comprovam aumento na produgdo de colmos e agucar em
plantas de cana-de-agucar cultivadas em Terra Roxa Estruturada (SILVA et al., 1998). A
maior influéncia da por¢ao orgénica do LE nas propriedades quimicas do solo esta na
alteracdo do seu complexo coloidal e na capacidade de troca catiénica. O aumento do
pH do solo, diminuicdo da acidez potencial e do aluminio trocavel sao atributos que

influenciam uma maior producéo das culturas.
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Tabela 10. Producdo de matéria seca e graos de sorgo granifero, 120 dias apds o
cultivo em Lvd, tratado com lodo de esgoto e acrescido de fontes de cadmio.

Matéria seca Graos
Testemunha 19,87 20,63
Lodo de Esgoto
Incubado 29,65 a 39,57 a
N&o incubado 29,24 a 38,67 a
Fontes de Cadmio
CdCl, 28,69 a 38,89 a
CdSOq, 29,42 a 40,66 a
Cd(NO3)2 29.81 a 39,47 a
Cd Metalico 29,86 a 37,47 a
Média Geral 28,39 37,10
Desvio Padrao 1,88 3,50
CV (%) 6,63 9,43

Letras minusculas — comparagdao nas colunas. Médias seguidas de letras distintas
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A adicao de residuos nos solos promove o aumento da atividade bioquimica,
favorecendo a ciclagem de nutrientes, disponibilizando nutrientes essenciais para as
plantas e elevacdo da producdo de grdos e matéria seca das culturas (ANDRE, 1994;
VOLPE, 1995; BERTON et al.,1997; BANERJEE et al., 1997; MORENO et al., 1999;
PASSIANOTO et al., 2001).

O LE é um residuo que altera as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do
solo, melhora o nivel de fertilidade, aumenta o teor de MO, eleva a capacidade de troca
catibnica, fornecendo nutrientes as plantas e promove o crescimento de
microrganismos fundamentais a ciclagem de nutrientes, como as arilsulfatases e
proteases. Contudo, ndo ha duvidas de que o LE, utilizado de forma técnica e segura, é
um extraordinario fertilizante orgénico que incrementa a producdo das culturas

agricolas.
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4.3 Extracao de Cadmio

4.3.1 Teores do lodo de esgoto incubado

Os teores de cadmio extraidos por Mehlich | (figura 1) e DTPA-TEA pH 7,3
(figura 2) no LE, apéds 58 dias de incubacao, com fontes do metal, demonstram que néo
houve alteracdes entre os tratamentos com fontes de cadmio, extraidos com ambos
extratores, variando entre 38.7 (cadmio metalico) e 43.5 mg kg™ (CdCl,) com o extrator
Mehlich I, e 33,54 (cadmio metélico) e 33,12 mg kg™ com o extrator DTPA-TEA pH 7,3.

e - i N (7 = N
Extracao de Cd com Mehlich | Extracao de Cd com DTPA
50 1 43,492 50
42,28a 30,39 8713 oot
40 407 33123 @ 35,572 33,542
"o 30 "o 30
3 x
D 2 D 2
g% g%
10 4, zeb 10 4, 86b
0 0
CdCl2 Cdso4 Cd(NO3)2  CdMet. Testem CdCl2 CdsO4 Cd(NO3)2 CdMet. Testem
Fontes de cadmio Fontes de cadmio
- AN J

Figura 1. Teores de cadmio extraidos Figura 2. Teores de cadmio extraidos por
por Mehlich | em lodo de esgoto DTPA em lodo de esgoto incubado durante
incubado durante 58 dias com diferentes 58 dias com diferentes fontes do metal.
fontes do metal.

Os resultados apresentados permitem a inferéncia de que os extratores Mehlich |
e DTPA-TEA pH 7,3 sdo adequados para quantificar os teores de cadmio no residuo
nas condi¢des experimentais estudadas, visto que, do teor inicial no residuo de 8,70mg
kg de cadmio foram extraidos 4,26 mg kg™ com Mehlich |, o que representa 49 % do
total de cadmio presente no lodo incubado, ou seja, extraiu-se metade do cadmio
presente no residuo. Ao avaliar os teores apds o acréscimo das fontes, que aumentou
de 8,70mg kg’ para 60,00 mg kg™ de cadmio, o extrator Mehlich | extraiu o equivalente
a 73%, 71%, 67% e 65% do total de cadmio presente no residuo para as fontes CdCly,
CdSOq4, Cd(NO3)> e cadmio metalico, respectivamente, ndo havendo diferenca entre as
fontes nos teores de cadmio extraido.
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Para teores extraidos com DTPA-TEA pH 7,3, na testemunha, extraiu-se 56% do
total presente do metal, sendo mais da metade da quantidade deste existente no lodo
incubado. Avaliando os teores apds o acréscimo das fontes do metal, que acresceu de
8,70mg kg para 60,00 mg kg' de cadmio, o extrator DTPA-TEA pH 7,3 extraiu o
equivalente a 55%, 60%, 59% e 56% do total de cadmio presente no residuo para as
fontes CdCl,, CdSQO4, Cd(NO3). e cadmio metalico, respectivamente, ndo havendo
diferenca entre as fontes nos teores de cadmio extraido.

Quando comparados os teores de cadmio extraidos por Mehlich | e DTPA-TEA
pH 7,3, verifica-se que, na testemunha, sem acréscimo de fontes de cadmio, o extrator
DTPA-TEA pH 7,3 recuperou 56%, enquanto o extrator Mehlich | recuperou 49%, sendo
o DTPA-TEA pH 7,3 mais eficiente nas condi¢cbes estudadas. Porém, quando avaliamos
as extragdes em relacdo as fontes de cadmio adicionadas, verifica-se maior eficiéncia
do extrator Mehlich |, recuperando teores maiores que o extrator DTPA-TEA pH 7,3.

Ambos os extratores sdo recomendados para cadmio em solos, porém neste
trabalho com LE, o extrator que recuperou maiores teores de cadmio foi o Mehlich I,
que extraiu quantidades de cadmio superiores a metade do presente no LE.

4.3.2 Extracao do solo com DTPA

Os resultados obtidos nas analises realizadas, nas condigbes em que foi
desenvolvido o experimento, permitem fazer as observag¢des que seguem.

No tratamento principal, lodo incubado e néo incubado, os teores de cadmio
extraidos do solo pelo extrator DTPA-TEA pH 7,3 aos 60 dias de cultivo com sorgo
granifero (Tabela11) foram maiores com LE incubado comparado ao tratamento sem

incubacgao.
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Tabela 11. Teores de cadmio extraidos por DTPA, acido nitrico (HNO3) e é&cido
fluoridrico (HF), em LVd tratado com 10Mg kg lodo de esgoto, aos 60 dias de cultivo
do sorgo granifero.

EXTRATORES
Lodo de Esgoto DTPA HNO; HF
mg kg’
Incubado 0,11 a 0,72 a 1,48 a
N&o incubado 0,10 b 0,63 b 1,47 a
Fontes de Cadmio mg kg
CdCl, 0,12 a 0,67 a 1,58 a
CdSOq4 0,10 a 0,68 a 1,44 a
Cd(NOs3)2 0,10 a 0,65 a 1,44 a
Cd Metalico 0,11 a 0,70 a 1,46 a
Média Geral 0,09 0,63 1,45
Desvio Padréao 0,02 0,09 0,12
CV (%) 24,43 13,44 8,42

Letras minusculas — comparacdo nas colunas. Médias seguidas de letras distintas
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 12. Teores de cadmio extraidos por DTPA, acido nitrico (HNO3) e &cido
fluoridrico (HF), em LVd tratado com 10Mg kg™ lodo de esgoto, aos 120 dias de cultivo
do sorgo granifero.

EXTRATORES
Lodo de Esgoto DTPA HNO; HF
mg kg’
Incubado 0,13 a 0,66 a 1,37 a
N&o incubado 0,11 b 0,59b 1,37 a
Fontes de Cadmio mg kg™
CdCl, 0,13 a 0,61 a 1,32 a
CdSO, 0,12a 0,63 a 1,38 a
Cd(NOs)2 0,12a 0,61 a 1,40 a
Cd Metalico 0,12 a 0,65 a 1,40 a
Média Geral 0,11 0,60 1,35
Desvio Padrao 0,02 0,04 0,11
CV (%) 14,42 6,72 7,85

Letras minusculas — comparacdo nas colunas. Médias seguidas de letras distintas
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Estes resultados demonstram que o tratamento destinado ao LE ap6s a adi¢ao
de Cd influencia a disponibilidade do metal no solo e conseqientemente pode
influenciar a producdo das culturas, visto que o cddmio é um elemento téxico as
plantas. Durante o periodo de incubacdo podem te ocorrido transformagdes como
oxidacdo, formacdo de complexos soluveis, dentre outras, que podem afetar a
disponibilidade do metal (BAUTISTA & ALEXANDER, 1972).

Os elementos metdlicos podem ter sofrido inimeras transformagdes e estéo
sujeitos a mineralizacdo e a imobilizacdo na biomassa microbiana, ocorrendo
interferéncia direta nos teores extraidos dos metais, porém pouco se conhece a respeito
da capacidade dos organismos do solo em acumular metais, especialmente daqueles
sem funcao fisiol6gica conhecida, como o Cd (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Resultados semelhantes foram encontrados nas andlises de solos aos 120 dias
de cultivo do sorgo granifero (tabela 12), sendo o tratamento com LE incubado o que
disponibilizou maiores quantidades de cadmio, comparado com o tratamento sem
incubacao, comprovando que a incubacao interferiu na disponibilidade de cadmio.

Avaliando os tratamentos secundarios de fontes de cadmio, ndo houve diferenga
entre os tratamentos, sendo que todas as fontes disponibilizaram, independente do par
idnico, teores semelhantes do elemento metélico em estudo. Considera-se 0,5 mg kg
como valor de referéncia de cadmio em solos ndo contaminados. Sendo assim, 0s

teores extraidos por DTPA-TEA pH 7,3, apresentam-se abaixo do valor de referéncia.

4.3.3 Extracao do solo com HNO;

Ao avaliar os resultados obtidos (tabela 11 e 12), observa-se que as quantidades
de cadmio extraidas por digestdo nitrica, USEPA (1995), no tratamento com lodo
incubado e nao incubado, apresentaram maiores valores com o LE incubado, diferindo
do tratamento com lodo nao incubado. O extrator acido (HNO3) recuperou quantidades
superiores de cadmio presente no solo tratado com LE incubado, comparado com

valores de cadmio presente no solo com LE n&o incubado. Estes resultados
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apresentam mesma tendéncia de extracdo com referéncia ao tratamento principal,
sendo que os valores extraidos por DTPA-TEA pH 7,3 também apresentaram maiores
valores, quando avaliados no solo com LE incubado.

A baixa porcentagem de recuperacao do metal pode ser devido a formacao de
complexos insoluveis (OLIVEIRA, 1998). O efeito da adsor¢do da matéria organica
provavelmente substitui o efeito do pH no controle da biodisponibilidade dos metais no
solo (KING e DUNLOP, 1982). Qutras formas de insolubilizagdo também podem ter
ocorrido como precipitacdo e copreciptacao com o6xidos de ferro, aluminio e manganés.

Outro fator que pode condicionar a disponibilidade de metais nos solos € a
atividade de microrganismos, influenciada pelos tratamentos do residuo que interferiu
nos teores do metal. Os maiores valores verificados no tratamento com LE incubado
podem ser em funcédo da complexagdo dos metais, toxicidade e posterior liberacdo do
elemento no solo, por meio da decomposicdo da comunidade microbiana, pois a
biomassa microbiana € capaz de seqUestrar ions metalicos em solugdes aquosas
mesmo quando as células estdo mortas. Outro fator que governa a disponibilidade dos
elementos-traco é a sua concentracdo na solugcédo do solo, a qual, por sua vez, depende
da liberacao do elemento retido em seus componentes sélidos, por meio da dessorcao.
Estes processos de ligagdo dos elementos-traco podem ter resultado na formagéo de
complexos de esfera interna com microrganismos, que utilizam o metal e sdo de
liberacao mais lenta e dificil, podendo ocorrer apenas apds a morte e decomposi¢ao do
organismo no solo (OLIVEIRA, 2004).

Os teores disponiveis de cadmio nos tratamentos secundarios com fontes do
metal nao apresentaram diferenga entre o0s tratamentos, concluindo-se que,
independente do par ibnico presente, os teores do elemento disponivel no solo nao

sofreram alteragoes.

4.3.4 Extracao do solo com HF

Os teores totais de cadmio no solo, ao contrario dos teores extraidos com DTPA-
TEA pH 7,3 e HNOg3, ndo foram influenciados pelo tratamento de incubacao do lodo,
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nao sendo encontrada diferenca entre os tratamentos, assim como, entre as fontes de
cadmio acrescidas. Os valores superiores, comparados aos valores extraidos por
digestao nitrica (USEPA, 1995), comprovam a eficiéncia do acido fluoridrico em extrair
todos os metais presentes no solo. A maior fragéo recuperada pelo extrator HF deve-se
provavelmente a capacidade do mesmo em desestruturar 6xidos de ferro e aluminio
ndo cristalinos e cristalinos até fracées residuais, e também moléculas organicas,
tornando o metal disponivel a quantificagao.

Os valores totais de cadmio, superiores aos valores extraidos por DTPA — TEA
pH 7,3 e HNOg3, podem estar relacionados ao elemento complexado nas moléculas
organicas dos microrganismos e moléculas enzimaticas, quando comparadas ao
elemento livre em solucdo e adsorvido de forma nédo especifica as particulas do solo.
Sendo assim, teores extraidos por DTPA e HNO3 quantificam formas livres em solugé@o
e podem ser recuperados por extratores organicos com menor potencial de extragcao do
metal. Estes resultados eram esperados, visto que o HF tem grande potencial para
desestruturar silicatos nos solos e conseqlentemente moléculas organicas e
enzimaticas.

Considerando-se a grande importancia dos microrganismos na ciclagem de
carbono, nitrogénio e outros nutrientes por meio da decomposi¢cdo do material organico
do solo, formacdo de humus, fixagdo de nitrogénio e outros processos, a atividade
enzimatica em solos decorrente do uso de residuos pode ser afetada por metais nao
quantificados por extratores convencionais como DTPA, sendo necessaria a
quantificacao total desses contaminantes. A capacidade de sobrevivéncia a toxidez por
metais pode ser devido a caracteristicas inerentes ao organismo, especialmente de sua
parede celular ou de sua capacidade de interagir com 0s metais pesados que entram na
célula, por meio de sistemas de transporte modificado, ligagdes intracelulares e
compartimentizacdo ou transformacdo (GADD, 1993). Esses metais podem estar
disponiveis na solugéao do solo de forma livre ou complexados a matéria organica, e até
mesmo adsorvidos especificamente, e mesmo assim, tornarem-se toXxicos aos

microrganismos e causarem efeitos inibitérios na biomassa microbiana.
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Os teores de cadmio que podem ter causado reducao da atividade microbiana e,
até mesmo, provocado substituicdes de populacbes de microrganismos que habitam o
solo, podem nao ter sido quantificados pelos extratores DTPA-TEA pH7,3 e HNOg,
dificultando a elucidacdo dos processos de contaminagdo de microrganismos por
metais. Os valores totais de cadmio extraidos por HF demonstram que esse método de
extracdo é capaz de quantificar nos solos valores antes ndo elucidados por extratores
convencionais como DTPA e HNOj3. Poucos estudos relatam os efeitos especificos de
metais pesados em residuos e nas comunidades microbianas do lodo.

Contudo, teores totais de metais quantificados nos solos sdo de extrema
importancia para o entendimento dos processos de contaminacdo e toxidez de
microrganismos, disponibilizando indices necessarios para identificar problemas em
areas de producao, monitorar a mudancga na qualidade do solo relacionado ao manejo
de uma agricultura sustentavel, e a assisténcia na formulagdo e avaliacao do uso da
terra (SIQUEIRA et al., 1994). Este trabalho contribuiu, portanto, para uma melhor
compreensao da relacdo entre metais, residuos e microrganismos e seus diferentes
sistemas de manejo e mudancgas resultantes na ecologia microbiana do solo e suas
funcbes, sendo extremamente importante e necessario para o desenvolvimento de

sistemas de produgcao mais eficientes e sustentaveis.
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5. CONCLUSOES

= As fontes de cadmio adicionadas ao LE alteraram a atividade enzimatica de
amilases, arilsulfatases, desidrogenases e proteases.

= A producao de matéria seca e graos pela cultura do sorgo granifero nao foram
influenciadas pelos tratamentos no lodo, assim como, pelas fontes acrescidas de

cadmio.

= A extracdo de cadmio no solo foi influenciada pelo periodo de incubacéo.
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