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PLANTAS DANINHAS, ATRIBUTOS BIOLOGICOS E ELEMENTOS-TRACO EM
LATOSSOLO TRATADO COM LODO DE ESGOTO POR TREZE ANOS
CONSECUTIVOS

RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de doses
crescentes de lodo de esgoto (LE), aplicadas por treze anos em Latossolo
Vermelho eutroférrico, nos atributos biolégicos e bioquimicos, nos teores de
elementos-traco do solo e no acumulo destes pelas plantas daninhas. O
experimento foi conduzido em condicbes de campo, em Jaboticabal-SP,
utilizando-se delineamento em blocos casualizados com quatro doses de LE (O, 5,
10 e 20 Mg ha, base seca) e cinco repeticdes. As amostras de solo (0 a 10 cm),
plantas daninhas e residuos culturais foram coletadas em outubro de 2010, 130
dias apos a colheita do milho. Os valores do carbono da biomassa microbiana néo
variaram em funcdo das doses de LE, porém os valores de respiracdo basal e
quociente metabdlico foram maiores nas doses 10 e 20 Mg ha™. Para o quociente
microbiano, o menor valor foi observado na dose 0 Mg ha™* de LE. Os teores totais
de Cd e Cr no solo ndo variaram em funcgéo das doses de LE. De forma contraria,
os teores totais de Ni e Pb no solo aumentaram proporcionalmente até a dose 10
Mg ha™. A atividade das enzimas desidrogenase, arilsulfatase, celulase e urease
ndo variou. Porém a atividade hidrolitica do diacetato de fluoresceina (FDA) e da
fosfatase acida foram maiores na dose 20 Mg ha™. Em relacdo as plantas
daninhas e a palha do milho a adicdo de LE por longo periodo causou efeitos
semelhantes nos valores da produ¢édo de matéria seca e nos teores totais de Cd,
Cr, Ni e Pb. Entretanto, os teores acumulados de Cd, Ni e Pb na parte aérea dos
grupos de planta daninha aumentaram até a dose 10 Mg ha’ diferindo da
testemunha. O LE causou atividade biolégica negativa no solo nas doses 10 e 20
Mg ha™. A atividade foi indicada pelos aumentos na respiracéo basal, na atividade
hidrolitica do FDA e na atividade da fosfatase acida. Entretanto, o aumento do
quociente metabdlico e a diminuicdo do quociente microbiano indicaram estar

havendo estresse. A correlagdo significativa dos atributos biol6égicos com os



XV

elementos-traco Cd, Ni e Pb sugere que eles possam ter causado o0 estresse que
levou a atividade biologica negativa do solo. Apesar de, dentre estes, apenas o Cd
ter ultrapassado os valores de prevencédo conforme legislacéo brasileira. O LE nao
afetou o desenvolvimento de plantas daninhas na area. No entanto, os elementos-
traco que afetaram negativamente a atividade biolégica do solo, foram

encontrados na parte aérea destas plantas.

Palavras-Chave: atividade enzimatica do solo, atividade microbiana do solo,

metais pesados, residuo urbano, vegetacao espontanea
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WEED, BIOLOGICAL ATTRIBUTES AND TRACE ELEMENTS IN OXISOL
TREATED WITH SEWAGE SLUDGE FOR THIRTEEN CONSECUTIVE YEARS

SUMMARY - This study aimed to evaluate the effect of increasing doses of
sewage sludge (SS), applied for thirteen years in Oxisol in biological and
biochemical attributes, the levels of trace elements in soil and accumulation of
weed. The experiment was conducted under field conditions in Jaboticabal, using a
randomized block design with four doses of SS (0, 5, 10 and 20 Mg ha™*, dry basis)
and five replicates. Soil samples (0-10 cm), weeds and crop residues were
collected in October 2010, 130 days after the corn harvest. The values of microbial
biomass carbon did not vary with the doses of SS, but the values of basal
respiration and metabolic quotient were higher in doses 10 and 20 Mg ha™. For the
microbial quotient, the lowest value was observed at the dose 0 Mg ha™* SS. Total
concentrations of Cd and Cr in the soil did not vary with the doses of LE.
Conversely, the total concentration of Ni and Pb in soil increased proportionally to
the dose of 10 Mg ha™. The activity of enzymes dehydrogenase, arylsulfatase,
cellulase and urease did not change. However, the hydrolytic activity of the
fluorescein diacetate (FDA) and acid phosphatase were higher in the dose 20 Mg
ha’. In relation to weeds and straw corn, adding SS for a long period caused
similar effects on the values of dry matter production and total contents of Cd, Cr,
Ni and Pb. However, the accumulated contents of Cd, Ni and Pb in the aerial part
of the weed groups increased until the dose of 10 Mg ha™ differed from the control.
The SS has caused negative biological activity in soil at doses 10 and 20 Mg ha™.
The activity was indicated by increases in respiration, FDA hydrolytic activity and
acid phosphatase activity. However, the increase metabolic quotient and decrease
of the ratio having indicated that microbial stress. The significant correlation with
the biological attributes of trace elements Cd, Ni and Pb suggests that they may
have caused stress that led to negative soil biological activity. Although, among
these, only the Cd have exceeded the values of prevention as the Brazilian

legislation. The SS did not affect the development of weeds in the area. However,
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the trace elements that negatively affected soil biological activity, were found in the
shoots of these plants.

Keywords: enzymatic activity of soil, soil microbial activity, heavy metals,

municipal waste, spontaneous vegetation



l. INTRODUCAO

O numero de domicilios no pais com acesso a rede de esgoto subiu 39,5 %,
segundo a ultima Pesquisa Nacional de Saneamento Basico, realizada no periodo
de outubro de 2008 a fevereiro de 2009 (IBGE, 2010) como reflexo de politicas de
incentivo ao saneamento basico e da instalacdo de Estacdes de Tratamento de
Esgotos (ETEs). Consequentemente tem havido tendéncia de aumento na
producéo de lodo de esgoto (LE) e na preocupacdo com sua destinacgéo final.

Como forma de destina-lo, o LE tem sido utilizado na agricultura. O
beneficio trazido pelo uso agricola do LE, como a matéria organica e nutrientes, é
contrabalancado pela adicdo de elementos-traco ao solo. Esses elementos podem
alterar a dinamica da biomassa microbiana do solo, por isso torna-se importante
quantificar essas respostas, devido aos impactos potencialmente adversos sobre
0s ecossistemas e, particularmente, na cadeia alimentar humana.

Nesse aspecto, além da microbiota do solo, as plantas também podem ser
afetadas. A vegetacdo espontdnea ou plantas daninhas que ocorrem durante
periodos de pousio foram muito menos estudadas do que as plantas daninhas que
acompanham as culturas. As plantas daninhas representam um suporte para
biodiversidade em agroecossistemas, sendo importantes para outras espécies
como alimentos, locais de reproducdo. O seu potencial de alta producéo de
biomassa e capacidade de crescer em condi¢cdes desfavoraveis, como em solos
contaminados por elementos-traco, as torna de grande interesse no estudo sobre
0 acumulo desses elementos.

Assim, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de doses
crescentes de lodo de esgoto, aplicadas por treze anos em Latossolo Vermelho
eutroférrico nos atributos bioldgicos e bioquimicos, nos teores de elementos-traco

do solo e no acumulo destes pelas plantas daninhas.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lodo de esgoto e efeito residual/cumulativo

O lodo de esgoto (LE) é o residuo que se obtém apds o tratamento de
aguas servidas (esgotos), com a finalidade de torna-la menos poluida, de modo a
permitir seu retorno ao ambiente sem que seja agente de poluicdo (MELO &
MARQUES, 2000). O teor de matéria organica e de nutrientes importantes para
plantas no LE levou ao seu uso agricola e também a intensificacdo dos estudos no
sentido de descobrir o impacto trazido pelos metais pesados ou elementos-traco
que também fazem parte da sua composicao.

O termo “metal pesado” refere-se a elementos quimicos que possuem
densidade atémica maior do que 5 g cm™ ou que apresentam nimero atdmico
maior que 20 (MARQUES et al, 2002). Esses elementos também sao
denominados de “elementos-traco” devido as suas baixas concentracbes nas
rochas da crosta terrestre, normalmente abaixo de 100 mg kg™ (ALLOWAY, 1990).
O termo “elemento-traco” tem sido utilizado em publicacbes recentes que tratam
do tema (NIES, 1999; YANG et al., 2006; MARCHI et al., 2011), ao invés da
expressao “metal pesado”, a qual ndo tem definicdo em nenhum érgao oficial na
area de quimica, como por exemplo, a IUPAC (Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada). Por isso, elementos-traco sera o termo empregado neste
trabalho.

O LE pode conter grandes quantidades de elementos-traco potencialmente
téxicos, como o Cd, Hg, Pb, Ni, Zn e Cu (ANTONIADIS & ALLOWAY, 2003). Estes
persistem nas camadas cultivaveis do solo (McGRATH & LANE, 1989) durante
longos periodos de tempo, podendo causar efeitos toxicos nas plantas e nos
microrganismos do solo.

Duas teorias foram criadas para tentar explicar como se comportariam 0s
elementos-traco no solo: teoria do platdé (plateau theory) e teoria da bomba relégio
(sludge time bomb theory). Na primeira, segundo COREY et al. (1987), a partir de

uma determinada dose do residuo a taxa de absorcéo pelas plantas tende a se



estabilizar. Dessa forma, apdés a estabilizagdo do teor de elementos-traco nos
tecidos da plantas, mesmo apds cessar a aplicacdo de lodo, estes niveis
permanecerdo. Ja na segunda teoria, de acordo com McBRIDE (1995) e CHANG
et al. (1997), com os processos naturais de degradacdo que ocorrem no solo, 0s
elementos-traco que estivessem adsorvidos, e dessa forma indisponiveis, ficariam
livres na solucdo do solo e entdo disponiveis as plantas e aos microrganismos.

O efeito residual do LE no solo pode trazer diversos impactos sobre o solo,
dentre eles podem-se citar efeitos sobre: a produtividade (GODOI et al., 2008;
FRANCO et al., 2010), a deposicdo de elementos-traco (MANTOVI et al., 2005;
AMIN et al., 2009), o teor de carbono organico (MELO et al., 1994; VAZ &
GONCALVES, 2002), os atributos biologicos do solo (FERNANDEZ et al., 2009).

GODOI et al. (2008) observaram que dentre as doses de LE avaliadas (20,
40 e 60 Mg ha') aquela que proporcionou o maior efeito residual sobre a
produtividade de fitomassa de Stylosanthes guianensis foi 38,3 Mg ha™, indicando
gue maiores doses podem inibir o desenvolvimento da planta.

FRANCO et al. (2010) avaliando o LE em quatro doses (O, 3,6, 7,2 e 10,8
Mg ha™, base seca), como fonte de nitrogénio e fésforo observaram que houve
aumento da produtividade de colmos da primeira soqueira em até 12 % e a de
acucar em até 11 %, como efeito residual do lodo aplicado na cana-planta sobre o
cultivo da cana-soca.

Muitos estudos tém relatado que em baixas doses os efeitos de elementos-
traco no LE ndo séo prejudiciais (MANTOVI et al., 2005). Entretanto aplicacdes
repetidas durante muito tempo podem mostrar a dimensdo do impacto deste
residuo no solo.

MANTOVI et al. (2005) observaram em experimento de 12 anos na ltalia
gue aplicacdes sucessivas de trés tipos de LE (liquido, desidratado e compostado)
nas doses 5 e 10 Mg ha™ aumentaram os teores totais de Zn e Cu, entretanto a
concentracdo de outros elementos-traco (Cd, Cr, Ni, Pb) manteve-se abaixo dos
limites de risco. AMIN et al. (2009) avaliaram o efeito do lodo esgoto compostado
residual em doses crescentes (0, 10, 20, 30 e 40 Mg ha™) no teor de elementos-

trago no solo e observaram que o aumento do teor de Cu, Zn, Cd e Pb no solo foi



de acordo com o aumento da dose, tanto antes do plantio quanto apos a colheita
do milho.

O efeito residual do LE é dependente da dose que se aplica e do tempo.
MELO et al. (1994) observaram em Latossolo Vermelho-escuro submetido a doses
de LE (4, 8, 16 e 32 Mg ha) que a adicdo de LE de 4, 8 e 16 Mg ha™* afetou o teor
de carbono organico apenas até os 77 dias ap6s a aplicacdo, enquanto para a
dose de 32 Mg ha™ o efeito se prolongou até os 230 dias. Entretanto, com o
passar o tempo esse efeito tende a diminuir (BARCELAR et al., 2001) e até reduzir
o teor de C organico (VAZ & GONCALVES, 2002).

BARCELAR et al. (2001) observaram em Cambissolo humico distréfico que
trés anos ap6s a aplicacdo Unica do LE alcalinizado nas doses 32, 64 e 96 m*ha™,
nao houve efeito residual significativo para os teores de C organico.

VAZ & GONCALVES (2002) detectaram 13 meses apos a aplicacdo do LE
(5, 10, 15, 20 e 40 Mg ha™) em Latossolo Vermelho-Amarelo, reducées nos teores
de carbono organico para as maiores doses: 20 e 40 Mg ha™. Estes autores
atribuiram o resultado as maiores disponibilidades de fragbes de C facilmente
decomponiveis.

FERNANDEZ et al. (2009) observaram que aplicagbes cumulativas em trés
anos da maior dose de LE, 80 Mg ha™, em Luvissolo causaram uma diminui¢&o no
teor de carbono da biomassa microbiana. No entanto, a menor dose aplicada, 20
Mg ha™, causou aumento.

A avaliacdo de atributos biolégicos do solo pode ser uma ferramenta na
interpretacdo dos efeitos do LE como forma de monitoramento do ambiente
edafico. Estudos sobre o efeito do lodo nos atributos microbiolégicas do solo séao
importantes para a avaliagdo do impacto ambiental, principalmente considerando o
efeito residual do lodo em longo prazo. Um dos principais efeitos da matéria
organica sobre a biomassa microbiana do solo est4 associado a ciclagem de

nutrientes, que consequentemente, afeta sua atividade.



2.2. Atributos biologicos do solo

As alteracdes ocorridas na populacdo microbiana do solo e sua atividade
podem indicar que tipos de mudancas podem ocorrer no solo em funcdo do
manejo adotado na propriedade agricola, uma vez que sdo mais sensiveis que 0s
indicadores fisicos e quimicos em relacdo a rapida resposta (ARAUJO &
MONTEIRO, 2007) e sédo os responsaveis pela ciclagem dos elementos.

Vérios atributos da atividade biologica do solo, como biomassa microbiana
do solo, respiracédo basal, quociente metabdlico e quociente microbiano podem ser
usados como indicadores do aumento de concentracdes de elementos-traco no
solo (MIKANOVA, 2006). Dessa forma, podem ser potenciais indicadores de
estresse ecolégico (DICK & TABATABAI, 1992).

O componente biolégico do solo envolve raizes e organismos, incluindo os
invertebrados e 0s microrganismos. A biota do solo desempenha um papel
importante na mineralizacdo de nutrientes pela degradacdo da matéria organica e
na manutencao da estrutura do solo (STENBERG, 1999). Solos que mantém uma
alta concentracdo de biomassa microbiana sdo capazes ndao s6 de armazenar
como também de fazer a ciclagem de mais nutrientes (ANDERSON & DOMSCH,
1980).

A influéncia direta da aplicacdo do LE sobre atividade biolégica do solo, e
especialmente sobre a respiracdo basal, ocorre durante as primeiras semanas
apos a aplicacdo do residuo (TARRASON et al., 2010). SOUZA et al. (2009)
avaliaram o efeito residual da aplicacdo de doses de LE (1,5; 3,0; 4,5 e 6,0 Mg
ha') no periodo de dois anos em Latossolo Vermelho de Cerrado e observaram
que uma aplicacéo de até 6 Mg ha™ do LE da Caesb (Companhia de Saneamento
Ambiental do Distrito Federal) ndo causou efeitos significativos no carbono da
biomassa microbiana e na respiracéo.

A diminuicdo no teor de C da biomassa microbiana pode ser esperada por
causa da conhecida toxicidade de elementos-trago (NIES, 1999). Avaliando solos

na Nova Zelandia, SCHIPPER & LEE (2004) encontraram que concentracdes



crescentes de elementos-traco tiveram impacto direto sobre a biomassa e
respiracao.

ANDRES et al. (2011) avaliaram na Espanha trés tipos de LE (digerido,
compostado e termicamente seco) sob a dose 6 Mg ha™* e apés um ano de sua
aplicacdo em Argissolo Vermelho-amarelo, observaram que ndo houveram efeitos
significativos sobre a atividade microbiana do solo. Os autores sugeriram que a
microbiota geral do solo rapidamente se recuperou dos disturbios causados pelo
residuo.

Da mesma forma, TARRASON et al. (2010) compararam o efeito de trés
tipos de lodo: digerido, termicamente seco e compostado, na biomassa microbiana
e respiracdo basal de solos argiloso e arenoso, e observaram que 401 dias ap0ls a
aplicacdo da dose 10 Mg ha'de LE n&o foi detectado efeito sobre a atividade
microbiana dos solos.

A taxa de respiracdo basal reflete a atividade microbiana total, a
disponibilidade da matéria organica do solo e, indiretamente, a mineralizacdo de
nutrientes (STENBERG, 1999). A respiracdo basal, que é a oxidacao bioldgica da
matéria organica a CO; pelos microrganismos aerdbios, ocupa posi¢cdo chave no
ciclo do carbono nos ecossistemas terrestres (ALEF, 1995).

GIGLIOTTI & FARINI (2002) avaliaram a resposta dos microrganismos em
16 amostras de solo contaminado por variados (baixo, médio, alto) e
representativos teores de elementos-traco e observaram que quanto maiores 0s
teores maior foi taxa de respiracdo do solo. Isso foi atribuido ao estado de
estresse que a presenca de elementos-traco causou a biomassa microbiana do
solo que apresentou-se reduzida.

O qCO; ou a atividade respiratéria definida como a taxa da respiracao basal
por unidade de biomassa microbiana do solo é frequentemente usado como um
indicador da eficiéncia energética dos microrganismos do solo (INSAM, 2001).
Tem sido mostrado que valores de qCO, aumentam juntamente com 0 aumento
dos niveis de elementos-traco (FLIEBRBACH et al., 1994).



Para altos valores de qCO, tém sido atribuido baixa eficiéncia de utilizacdo
do substrato para o crescimento quando microrganismos estdo sob estresse
ambiental (CHANDER & BROOKES, 1991).

FLIERBACH et al. (1994) relataram que a maior eficiéncia da biomassa
microbiana ocorreu nas parcelas que receberam as doses 100 e 300 m® de LE
gue continham baixos teores de elementos-tracgo.

FRANCO-HERNANDEZ et al. (2010) investigaram a concentracido de
elementos-traco no solo sob rejeitos de minas na regido central do México e
encontraram maiores valores de qCO, em solos com altas concentracdes de As,
Cd, Cu, Pb e zZn.

A relagcdo C microbiano/C organico (qMIC) expressa quanto do carbono
organico do solo estd imobilizado na biomassa microbiana em funcdo da
qualidade nutricional da matéria organica (SPARLING, 1992). Em solo
contaminado com elementos-traco, a biomassa microbiana € menos eficiente na
utilizacdo de substratos para a propria sintese de constituintes celulares assim
como necessita de mais energia para sua prépria manutencdo (CHANDER et al.,
2001; MIKANOVA, 2006).

DAI et al. (2004) estudaram a influéncia de elementos-trago de residuos
industriais na biomassa microbiana e observaram valores para qMIC estaveis,
variando de 1,1 % para 1,8 %.

ANDERSON & DOMSCH (1989) mostraram para solos araveis poluidos que
C da biomassa geralmente representou 2-3 % de C orgéanico solo. Analisados em
trabalho de revisdo de LAVELLE & SPAIN (2001) a relagéo entre C da biomassa

para o solo C organico encontrada foi dentro da faixa de 1- 5 %.

2.3. Atributos bioquimicos do solo

Além dos atributos biologicos, também os atributos bioquimicos séo
indicadores sensiveis dos processos que ocorrem no solo. As principais reacdes
de transformacdo sdo mediadas, principalmente, pelas oxirredutases e hidrolases
que controlam os processos de decomposicdo dos materiais organicos e
transformacdes inorganicas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).



Na classe das oxirredutases estdo todas as enzimas que catalisam reacoes
de oxidorreducdo. O substrato que é oxidado € considerado como doador de
hidrogénio. A desidrogenase é uma oxidorredutase, estando presente somente
em células viaveis, e tem sido considerada um indicador sensivel da qualidade do
solo (NANNIPIERI, 1994), bem como um marcador capaz de indicar mudancas na
atividade microbiana total em resposta a mudancas impostas pelo uso ou manejo
do solo (CECCANTI et al., 1993).

A atividade da desidrogenase tem sido utilizada como indicador
microbiol6gico em solos com aplicacdes de longo prazo de fertilizantes organicos
e inorganicos (SIMEK et al., 1999; CHU et al., 2007), em diferentes praticas de
cultivo (OMIDI et al., 2008), em avaliacbes de tipos LE (FERNANDEZ et al., 2009;
TARRASON et al., 2010) e efeitos tdxicos da aplicacido de LE (CHAUDHURI et al.,
2003), na contaminacdo por elementos-traco em ecossistemas (OLIVEIRA &
PAMPULHA, 2006).

SIMEK et al. (1999) estudaram diferentes combinacbes de esterco,
fertilizantes inorganicos e calcario durante quatro anos e observaram que nas
maiores aplicacdes de fertilizantes a desidrogenase foi muito sensivel ao efeitos
inibitérios associados as altas adi¢es de fertilizantes.

CHU et al. (2007) estudando a atividade da desidrogenase em resposta a
aplicacdo de adubo organico durante 16 anos, encontraram que essa fertilizacdo
aumentou a atividade de desidrogenase.

OMIDI et al. (2008) observaram que a atividade da desidrogenase
aumentou sob praticas conservacionistas do solo e, por detectar efeitos para além
da camada superficial do solo, foi apontada como bom indicador de qualidade do
solo.

Na classe das hidrolases estdo as enzimas que catalisam a clivagem
hidrolitica de C-O, C-N, C-C e algumas outras ligacdes. As hidrolases do solo sédo
enzimas relacionadas com a mineralizacdo de nutrientes essenciais aos
ecossistemas terrestres, a exemplo do S, do C, do N e do P. Desse modo, a
avaliacdo da atividade das hidrolases em solos propicia uma indicacao precoce do
seu estado nutricional (CHAER & TOTOLA, 2007).



Arilsulfatase € uma enzima do solo que catalisa a hidrélise dos ésteres de
sulfato, uma forma de enxofre organico que ocorre em altas concentragfes na
superficie dos solos (DENG & TABATABAI, 1997). Esta enzima é responsavel
pela ciclagem de S nos solos, participando da mineralizagdo deste elemento para
formas disponiveis as plantas. Segundo MENDES et al. (2003) a deficiéncia de S
estimula a producéo e a atividade da arilsulfatase.

Sobre a presenca do enxofre no solo, NOGUEIRA & MELO (2003)
investigaram o efeito de doses de gesso agricola e a atividade da arilsulfatase no
solo e verificaram o decréscimo da atividade com a profundidade e com a
diminuicdo do teor de matéria organica, por constituir a principal reserva de
ésteres de sulfato, que sédo substratos da enzima.

SOUZA et al. (2009) encontraram que nao houve efeito significativo sobre
a atividade de vérias enzimas, dentre elas a arilsulfatase, sob aplicacdo de até 6

Mg ha® do LE da Caesb (Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito

Federal) no periodo de dois anos.

O LE no solo atua como fonte de energia para o desenvolvimento dos
microrganismos. Através deste estimulo, a atividade da celulase € aumentada e a
degradacdo dos carboidratos fornece o substrato prontamente disponivel. As
celulases estdo envolvidas na ciclagem do C pela e decomposicao e liberacdo de
fonte de energia como a glicose (DENG & TABATABAI, 1996).

BILGO et al. (2007) apés cinco anos de experimentos, encontraram alta
atividade de celulase nas parcelas que passaram por pousio do que nagquelas
cultivadas em estudo na Africa, o que atribuiu a sensibilidade da enzima ao
manejo do solo.

A urease € basicamente uma enzima exocelular de origem microbiana
(CECCANTI & GARCIA, 1994).

WALIA & GOYAL (2010) observaram que a atividade da urease, que é
responsavel pelas transformacdes de N, foi afetada pelas adi¢des de fertilizantes
organicos no solo. Neste estudo doses de LE ndo contaminado com elementos-

traco (10, 20, 40 e 80 Mg ha™) causaram efeito estimulante sobre a atividade da
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enzima, ao passo que as mesmas doses do LE contaminado mostrou um efeito
estimulante menor, afetando negativamente nas maiores doses.

FERNANDES et al. (2005) incorporaram o LE nas concentracbes 0, 1, 2, 4
e 8 vezes a dose recomendada para o milho, baseada no teor de N e observaram
que, comparados a testemunha a maior dose de LE apresentou aumento de 85 %
na camada de 0 a 10 cm. Os autores atribuiram isso a maior quantidade de
material organico disponivel na superficie do solo.

FERNANDEZ et al. (2009) em experimento de trés anos, observaram que
no primeiro ano da aplicacédo de doses de LE (20 e 80 Mg ha™) ndo houveram
diferengas entre os tratamentos para atividade da urease. Entretanto, as adigdes
repetidas estimularam a sintese desta enzima.

A fosfatase acida é uma das muitas fosfatases presentes nos solos e é
responsavel pela mineralizacdo do fosfato organico em solos acidos (DICK et al.,
1983; PANT & WARMAN, 2000). O melhor estado nutricional do solo podera
diminuir a dependéncia do sistema com relacdo a ciclagem do P orgéanico pela
atividade da fosfatase &cida, resultando em menores niveis de atividade dessa
enzima (MATSUOKA et al., 2003). Ao contrério, a alta atividade da fosfatase acida
no solo, pode indicar a limitagéo de P no solo (UHLIROVA et al., 2005).

SPIERS & McGILL (1979) observaram que a atividade da fosfatase acida
no solo pode ser influenciada pelo teor de matéria organica. SOUZA et al. (2009)
encontraram maior atividade dessa enzima na presenca do LE, em comparacao
ao fertilizante mineral, atribuindo seu aumento a presenca de P orgénico nesse
material.

NOVAIS & SMYTH (1999) explica que a sintese dessa enzima, induzida
pelo alto teor de C organico no solo, é consequéncia da neutralizacdo de sitios de
fixacdo de P em Oxidos de Fe e Al por acidos organicos. Autores de diversos
trabalhos verificaram aumentos no teor de P no solo ap6s a aplicacdo de LE
(MELO et al., 2002; VAZ & GONCALVES, 2002; MANTOVI et al., 2005; AHMED et
al., 2010), dada a mineralizacdo do P-organico contido neste residuo (TEDESCO
et al.,1999).
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MATSUOKA et al. (2003) demonstraram a importancia da fosfatase acida
na mineralizacdo do fésforo organico nas areas sob vegetacdo nativa, onde a
matéria organica € a principal fonte de nutrientes para o crescimento das plantas.

RABARY et al. (2008) avaliando efeito de coberturas do solo em
Madagascar concluiram que a atividade da fosfatase &cida foi significativamente
maior nos sistemas que utilizaram residuos de culturas do que para o sistema que
utilizou coberturas vivas.

Relacionada com vérias hidrolases do solo (lipases, proteases e esterases),
a hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA), tem sido utilizada para avaliar a
atividade microbiana nas amostras de solo (PEREIRA, 2010). A atividade
hidrolitica do FDA é um indicador da populacdo microbiana heterotréfica total
(SCHNURER & ROSSWALL, 1982).

SANCHEZ-MONEDERQO et al. (2008) identificaram a hidrélise do FDA como
um indicador s6 que em solos com aplicacéo recente de fertilizante organico.

FERNANDES et al. (2011) avaliaram a correlagéo entre atributos quimicos
e microbioldgicos relacionada a praticas agricolas e observaram que a biomassa
microbiana e FDA néo reproduziram todas as variacdes observadas nos atributos
quimicos do solo, uma vez que nao responderam a conversdo das areas de
cultivo para areas de pousio.

ASERI & TARAFDAR (2006) concluiram que a determinacédo da atividade
hidrolitica do FDA em solos aridos é um potencial indicador de qualidade do solo,
pois mostrou forte correlacdo com varios atributos do solo, tais como: biomassa
microbiana, popula¢des microbianas, atividade da desidrogenase, fosfatase acida
e alcalina, matéria organica do solo e teores de N e P do solo.

As atividades enzimaticas mostram diferentes respostas ao contetdo de
elementos-traco adicionados ao solo.

PAN & YU (2011) e HALASZ et al. (2008) relataram que a atividade da
urease, fosfatase 4cida e desidrogenase diminuiu com o aumento concentracdes
de Cd e Pb.

YANG et al. (2006) encontraram ap0s dois meses da adi¢cdo de elementos-

traco, que a atividade da urease e catalase foi inibida principalmente pelas
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combinacdes elementos-traco do que pelos elementos individualmente e tiveram
suas atividades reduzidas em aproximadamente 20 % - 40 %.

CHAUDHURI et al. (2003) estudaram a influéncia dos elementos-trago Cd,
Cr, Cu, Ni, Pb e Zn sobre a arilsulfatase, desidrogenase, urease e fosfatase acida
em solo lateritico que recebeu aplicacéo tnica de 52 Mg ha™ de LE e encontraram
efeito inibitorio das fracdes moveis de Cd e Ni sobre a atividade enzimatica, o que

foi atribuido a ligacdo com metais.

2.4. Plantas daninhas em solos contaminados

As plantas daninhas sdo plantas que conseguem se desenvolver nos mais
diversos locais. Sua ocorréncia é causada por diversos fatores, dentre eles:
revolvimento do solo (PYE & ANDERSSON, 2009), presenca de matéria organica,
cobertura do solo (KRUIDHOF et al. 2009), luz e temperatura (TEASDALE &
MOHLER, 1993), mudancas climaticas (CLEMENTS & DITOMMASO, 2011).

Mudancas na composicao floristica e estrutura de associagfes de plantas
daninhas s&@o constantes por causa da sua alta adaptabilidade (SARIC et al.,
2011). Comparando com as culturas, espécies de plantas daninhas, normalmente
tém propriedades inerentes tais como tolerancia em varios ambientes adversos,
resisténcia a seca e outros estresses, incluindo aqueles causados por elementos-
traco (WEI et al., 2008).

Os dois principais fatores que determinam a quantidade total de elementos-
traco extraida pelas plantas sédo: (a) a concentracdo dos poluentes na biomassa
seca, e (b) a biomassa total produzida pela planta. Plantas usadas para
fitoextracdo devem ser de crescimento rapido, raiz profunda, ser de facil
propagacao e acumular o elemento traco de interesse (GHOSH & SINGH, 2005).

Plantas com extremos niveis de tolerancia a elementos-traco sdo chamadas
hiperacumuladoras. Varias hiperacumuladoras conseguem acumular grandes
concentracdes de elementos-traco, mas devido a biomassa muito baixa a
quantidade de fitoextracdo é menor, por outro, plantas comparadas com

hiperacumuladoras, tém uma menor taxa de bioacumulagdo, mas tém pelo menos
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10 vezes a biomassa de producéo, de modo que a quantidade real de extracdo é
superior (GHOSH & SINGH, 2005).

CUI et al. (2007) pesquisando a acumulacéo potencial de Pb, Zn, Cu e Cd
em plantas distribuidas em uma fundigédo antiga no nordeste da China observaram
gue as plantas daninhas que cresceram neste local exibiram adaptabilidade alta
aos elementos-traco e absorveram uma quantidade variavel desses elementos
(Pb, Zn, Cu e Cd).

WEI et al. (2005) relataram que plantas daninhas podem ser muito eficazes
para serem utilizadas como hiperacumuladoras devido a seu crescimento
espontaneo e, sob ambiente favoravel, a sua producédo de matéria seca que pode
aumentar rapidamente.

GHOSH & SINGH (2005) comparando fitoextracdo de elementos-traco de
planta reconhecidamente fitoextratora com plantas daninhas observaram que o
excelente potencial de fitoextragdo das plantas daninhas foi devido a sua alta
producdo de biomassa apesar do seu fator de bioconcentracdo tenha sido menor
que o da espécie hiperacumuladora.

WEI et al. (2008) observaram como hiperacumuladora, plantas daninhas
gue mesmo se desenvolvendo em solos contaminados por elementos-traco nao
tiveram sua biomassa da parte aérea reduzida em comparacdo a solos nao
contaminados.

GHOSH & SINGH (2005) comparando espécies acumuladoras com plantas
daninhas em relacdo ao cadmio sob condi¢cdes controladas observaram que, trés
das cinco espécies de plantas daninhas estudadas foram as mais adequadas para
fitoextracdo de cadmio do solo.

Plantas com alta capacidade de acumulacdo de elementos-traco muitas
vezes tém lenta taxa de crescimento e producdo de quantidades limitadas de
biomassa em solo contaminado por elementos-traco. Por isso, 0 éxito do processo
de fitorremediacdo dependera da capacidade das plantas de absorver e acumular
elementos-traco em suas raizes (DENTON, 2007).

De acordo com MARQUES (1997), espécies tolerantes geralmente

acumulam maiores concentracdes de elementos-traco na raiz em relacdo a parte
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aérea, sendo que plantas que crescem em areas contaminadas por elementos-
traco ndo conseguem evitar a absorcdo destes elementos, mas limitam sua
translocacédo. CUI et al. (2007) relatam que essas plantas podem desempenhar
um papel importante na remocdo de elementos-traco pela imobilizacdo do
elemento nas raizes, o que seria adequado para a remediacdo de solos
contaminados.

FRANCO-HERNANDEZ et al. (2010) estudaram a acumulacdo de
elementos-traco na vegetacdo nativa em torno de residuos de mineracdo no
México, e descobriram que maior quantidade de elementos-traco, estava
concentrada nas raizes.

HADI & BANO (2009) consideraram em seu estudo sobre plantas daninhas
como acumuladoras, o0 uso de espécies ndo-comestiveis. Dessa forma, diminuindo
o risco de elementos-traco serem introduzidos na cadeia alimentar.

Em é&reas com planta daninha com historico de cultivo anterior, podera
haver residuos culturais que poderdo interferir na emergéncia das plantas
daninhas. Segundo CORREIA et al. (2006), a composicdo e a densidade
populacional de uma vegetacdo espontanea séo influenciadas pela presenca e
sistema de producgé&o de cobertura morta.

A permanéncia dos restos culturais apos a safra € uma alternativa para
protecdo do solo que ficara em pousio até o proximo cultivo. Além dos efeitos de
conservacao do solo, a cobertura morta também traz beneficios como o controle
de plantas daninhas, seja pela liberacdo de compostos alelopaticos ou ainda por
efeito fisicos.

Entretanto, a persisténcia da palhada no solo dependera nas regides de
clima tropical, das condicbes de elevada temperatura e umidade, que ira

influenciar na decomposicao de residuos vegetais (CRUSCIOL et al., 2008).
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lll. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacédo do experimento

O experimento foi instalado em condigbes de campo no ano agricola
1997/1998 na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal-SP, 21°15'22” S e 48°15’18” W, altitude 618m e clima
classificado como Aw segundo classificacado de Koppen (VOLPE, 2008).

3.2. Histdérico da area experimental

Para implantacdo do experimento foi utilizado delineamento experimental
em blocos casualizados (DBC), com quatro tratamentos e cinco repeticdes. Os
tratamentos do primeiro ano foram: T1= testemunha, sem lodo de esgoto (LE) e
sem fertilizacdo mineral, T2= 2,5 Mg ha™, T3= 5,0 Mg ha™, T4= 10 Mg ha' de LE,
base seca. A partir do segundo ano agricola (1998/1999), apds avaliagcdo dos
resultados obtidos, foi realizada adubagcao mineral no tratamento testemunha de
acordo com a andlise de fertilidade do solo e as indica¢des contidas em RAIJ et al.
(1997) (Tabela 1). No quarto ano agricola (2000/2001), avaliando os resultados
até entao obtidos, optou-se por alterar a dose 2,5 do tratamento T2 para 20 Mg ha

! base seca (Tabela 1), o que é mantido até o presente ano de experimentacéo.

Tabela 1. Evolucéo dos tratamentos (T) de doses de lodo de esgoto (LE) nos treze
anos do experimento.

Ano agricola

97/98 98/99 99/00 00/01 01/02 02/03 03/04 04/05 05/06 06/07 07/08 08/09 09/10

LE Mg hat -----

T1 o® 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T2 256 25 25 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
T3 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
T4 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

W Sem fertilizagao mineral
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Ao longo dos treze anos a cultura do milho (Zea mays L.) foi implantada em
dez anos, sendo substituida pelo girassol (Helianthus annuus L.) no 7° e no 12°
ano e pela crotalaria (Crotalaria juncea L.) no 8° ano, visando a rotacao de cultura.

O solo utilizado no experimento € um Latossolo Vermelho eutroférrico
(LVef), cujos atributos quimicos (0 a 20 cm) nos treze anos de experimentacdo

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Atributos quimicos (0 a 20 cm) do Latossolo Vermelho eutroférrico no
tratamento testemunha, antes da instalagdo de cultivos, nos treze anos
agricolas.

agﬁir(‘:‘c’)la pH MO. Pesna K Ca Mg H+Al SB CTC V

CaCl, gdm® mgdm?® - mmole dm™ —---eeeeee - %
1997/98 57 34 67 49 42 19 22 66 88 75
1998/99 5.4 32 62 47 38 17 26 60 86 70
1999/00 5,3 26 60 42 32 18 30 54 84 64
2000/01 5,3 28 61 45 39 14 34 58 92 63
2001/02 5,3 24 67 41 41 14 38 59 97 61
2002/03 4,9 32 60 41 42 22 38 68 106 64
2003/04 5,3 28 45 31 35 15 31 53 84 63
2004/05 5,7 29 31 1,7 25 20 22 47 69 68
2005/06 5,1 25 58 48 29 12 42 46 88 52
2006/07 5,3 28 57 61 41 12 31 59 90 66
2007/08 5,0 27 49 45 27 6 38 37 75 50
2008/09 5,0 22 47 41 21 4 29 29 58 50
2009/10 4,6 21 31 37 22 7 50 33 84 40

Ano agricola 1997/1998 a 2005/2006 (NOGUEIRA et al., 2010); Ano agricola 2006/2007 (LAZO,
2010); Ano agricola 2007/2008 (MACEDO, 2009); Ano agricola 2008/2009 (GUEDES et al., 2011);
Ano agricola 2009/2010 (ANDRADE, 2011)

O LE utilizado foi obtido nas Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES) da
Companhia de Saneamento Basico do Estado de S&o Paulo (SABESP) em
Barueri e em Franca. A caracterizagdo quimica do LE aplicado nos treze anos de

experimentagdo € apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica do lodo de esgoto (base seca), proveniente das
ETEs de Barueri-SP e Franca-SPY, utilizado nos treze anos de
experimentacao.

Ano N P K Cu Mn zZn ¢ cd N Pb
agricola Kjeldahl

-- - mg kg'l - - -

1997/98 32 17 4,8 664 228 1800 290 8 268 152
1998/99 37 11 1,7 551 294 3810 1190 12 595 371
1999/00 29 17 1,5 660 257 2.328 764 8 360 180
2000/01 29 15 18 719 263 1.745 699 10 354 171

2001/02 37 15 2,7 627 287 2354 778 9 350 155
2002/03 34 22 19 722 222 2159 808 11 231 186
2003/04 41 19 0,1 690 194 2930 736 10 297 173
2004/05 34 19 1,3 998 206 2.474 798 8 299 169
2005/06 34 19 13 998 206 2.474 798 8 299 169
2006/07Y 20 16 0,7 242 419 792 286 2 28 37
2007/08% 33 38 15 572 727 1.028 284 3 57 77
2008/09WY 29 19 04 194 90 979 389 2 188 39
2009/10 25 20 24 669 320 1.398 531 5 291 107

Limite @ - - - 1500 - 2.800 1.000 39 420 300

Ano agricola 1997/1998 a 2005/2006 (NOGUEIRA et al., 2010); Ano agricola 2006/2007 (LAZO,
2010); Ano agricola 2007/2008 (MACEDO, 2009); Ano agricola 2008/2009 (GUEDES et al., 2011);
Ano agricola 2009/2010 (ANDRADE, 2011)

@ Concentracdo méaxima permitida de elementos-traco no lodo de esgoto para uso na agricultura
conforme normas do CONAMA (2006)

Abaixo segue historico do estabelecimento do décimo terceiro ano de
experimentagdo (2009/2010) que esta descrito no trabalho de ANDRADE (2011).

A calagem foi realizada com doses de calcario que variaram de 2,5 a 4,0
Mg ha, visando saturac&o por bases de 70 %. O LE foi distribuido a lanco, em
dezembro de 2009, nas respectivas doses de cada tratamento e incorporado por
meio de gradagem em torno de 10 cm de profundidade. Em seguida, procedeu-se
também a aplicacdo do herbicida glifosato. A cultura do milho foi implantada,
utilizando-se espacamento de 90 cm entrelinhas, com 7-9 plantas por metro linear,
em parcela experimental com 60 m? (6 m x 10 m). Para a adubacdo da
testemunha as fontes dos nutrientes utilizadas foram: uréia (45 % N), superfosfato
simples (18 % P,0s) e cloreto de potassio (60 % K,0). As adubacdes de cobertura
foram realizadas aos 25 e aos 40 dias ap0s a emergéncia. As adubac¢des minerais

de semeadura e cobertura aplicadas ao Latossolo Vermelho eutroférrico nos treze



18

anos agricolas sdo apresentadas na Tabela 4. A colheita dos gréos de milho foi
realizada em junho de 2010, sendo que, 0s restos vegetais permaneceram na

superficie do solo.
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Tabela 4. Fertilizacdo mineral aplicada em Latossolo Vermelho eutroférrico
durante treze anos do experimento.

Lodo de N P20s K20
Ano agricola t
€sgolo Plantio Cobertura Plantio Plantio Cobertura
Mg ha™ kg ha™
0 . . . . .
2,5 - - 50 29 -
1997/98 . ] ] " e ]
10 - - 33 20 -
0 15 61 30 30 -
2,5 - - - 25 -
1998/99 . ] ] ) o ]
10 - - - 10 -
0 30 110 50 50 40
2,5 - - - 46 40
1999/00 . - - : ph 0
10 - - - 32 40
0 30 120 50 50 40
20 - - - 28 40
2000/01 5 - - 16 39 40
10 - - - 5 40
0 30 140 50 50 40
20 - - - 17 40
2001/02 . j J ) an P
10 - - - - 40
0 30 140 50 50 40
20 - - - 4 40
2002/03 . - - : a5 0
10 - - - 27 40
0 10 40 20 20 -
20 - - - - -
2003/04 . - - : : .
10 - - - -
0 - - 18 18 -
2004/05 2 j J ) - j
10 : : - - :
0 30 140 50 50 40
20 - - - - 40
2005/06 . ] ] ) on P
10 - - - - 40
0 30 140 50 50 40
20 - 48 - - 72
2006/07 . - o : : o
10 - 109 - - 81
0 30 140 50 50 40
20 - - - 14 40
2007/08 5 . 120 - 41 40
10 - 70 - 32 40
0 - - B B -
2008/09 2 ] ] ] ] ]
10 - - - - -
0 30 140 70 50 40
20 - - - - 20
2009/10 5 - 96 - 32,5 40
10 - 52 - 15 40

Ano agricola 1997/1998 a 2005/2006 (NOGUEIRA et al., 2008); Ano agricola 2006/2007 (LAZO, 2010); Ano agricola
2007/2008 (MACEDO, 2009); Ano agricola 2008/2009 (dados nao publicados); Ano agricola 2009/2010 (ANDRADE, 2011)
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3.3. Area experimental

Como descrito anteriormente (item 3.2.), no décimo terceiro ano de
experimentacao (2009/2010) havia sido cultivado o milho. A coleta dos dados foi
feita 130 dias apos a colheita dos gréos de milho (outubro de 2010) e dez meses
apos a aplicacdo do LE. Isso corresponde ao inicio do periodo chuvoso (Figura 1),
anterior ao plantio de verdao 2010/2011. Nessa ocasido, a area apresentava-se

coberta por plantas daninhas e residuos culturais.

. P —T {C

300 - (min) ") 30

250 - 25

2 200 - - 20

S 150 - 15
2

o 100 - - 10
[

50 -5

0 -0

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2010

Figura 1. Precipitacdo total (mm) e temperatura média mensal (°C), registrada
pela Estacao agroclimatologica - UNESP - Campus de Jaboticabal, no
periodo de janeiro a dezembro de 2010.

O solo foi coletado para avaliacdo dos atributos biolégicos e bioquimicos e
teor total de elementos-traco. A palha do milho que permaneceu na superficie do
solo e a vegetacdo que se desenvolveu no periodo também foram coletadas.
Avaliou-se a producdo de matéria seca, o teor e 0 acumulo de elementos-traco na

palha do milho e na planta daninha e frequéncia para planta daninha.

Temperatura (°C)
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3.4. Tratamentos
Os tratamentos avaliados no décimo terceiro ano foram doses de LE: O, 5,
10 e 20 Mg ha™, base seca (Tabela 1). Sob delineamento experimental em blocos

casualizados com cinco repeticdes, totalizando 20 unidades experimentais.

3.5. Lodo de esgoto

O LE do ano agricola (2009/2010) foi proveniente da Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) da Companhia de Saneamento Basico do Estado de
Séo Paulo (SABESP) em Barueri, Regido Metropolitana de Sao Paulo-SP e foi
analisado pelo método EPA 3051 (USEPA, 2007). A caracteriza¢do quimica do LE

aplicado € apresentada na Tabela 3.

3.6. Solo

Foi utilizado o Latossolo Vermelho eutroférrico, de textura argilosa. Na
Tabela 5 sdo apresentados os atributos quimicos do solo apés colheita dos graos
de milho. Para determinacdo desses atributos, utilizou-se a meédia dos

tratamentos.

Tabela 5. Atributos quimicos do Latossolo Vermelho eutroférrico (0 a 10 cm)
tratado com lodo de esgoto por treze anos consecutivos, 130 dias apés a
colheita do milho.

Lgsdg%tdoe pH MO. Pesna K Ca Mg H+Al SB CTC V
Mg ha™ CaCl, gdm® mgdm?® oo mmole dm™® —-----eeeeeeeees %
0 5,3 27 55 4,8 28 13 38 46 84 55
5 5,2 28 59 4,2 29 13 38 46 84 55
10 5,2 32 145 36 34 15 38 53 91 58
20 4,9 34 144 3,4 30 15 52 48 100 48

3.7. Amostragem, preparo e analise do solo

As amostras de solo foram retiradas na profundidade de 0 a 10 cm
(Tabela 5), coletando-se 20 amostras simples por parcela para formar uma
amostra composta. Foram destorroadas e peneiradas em malha de 2 mm de
abertura.
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Para avaliacdo biolégica (carbono da biomassa microbiana, respiragéo
basal e enzimas), as amostras foram mantidas a temperatura de 4 °C até o
momento das analises, determinados o teor de umidade e a capacidade de
retencdo de agua (MELO et al., 1998). Para avaliacdo do teor de elementos-traco
e carbono orgéanico, 0 mesmo solo foi seco a temperatura ambiente, obtendo-se

desta forma a Terra Fina Seca ao Ar (TFSA).

3.7.1. Carbono da biomassa microbiana

Para determinacéo do carbono da biomassa microbiana (CBM), foi utilizada
metodologia da fumigag&o-extragdo proposta por VANCE et al.(1987). Para cada
amostra de solo foram retiradas 2 subamostras de 12,5 g com a umidade corrigida
para 60 % da capacidade de retencdo de agua. A primeira subamostra foi
submetida a fumigacdo em dessecador com 50 mL cloroférmio e 0,25 mL de metil
butano. A outra subamostra ndo recebeu fumigacdo. Ambas as subamostras
foram incubadas em BOD a 25 °C por 24 h. As subamostras fumigadas e n&o
fumigadas foram adicionados 50 mL de soluc&o de sulfato de potéssio 0,5 mol L™
com pH 6,6 e colocadas por uma hora em um agitador horizontal. Em seguida, as
subamostras foram filtradas em papel de filtro. Do filtrado foram retirados 8 mL e
adicionados 2 mL de dicromato de potassio 0,066 mol L? 5 mL de &cido
ortofosforico concentrado e 10 mL de acido sulfurico concentrado, depois
colocados em banho-maria a 70 °C por uma hora, deixou-se esfriar e adicionaram-
se 40 mL de agua destilada. O carbono dos extratos das duas subamostras foi
determinado por titulagdo com sulfato ferroso amoniacal 0,03 mol L™, adicionou-se
1 mL do indicador difenilamina 1 %. Ao final da titulacdo, a coloragéo da solugéo
foi do purpura para o verde. O CBM foi obtido pela diferenca entre amostras
fumigadas e ndo fumigadas. O resultado expresso em ug C por grama de solo

SecCo.
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3.7.2. Respiracao basal

A respiracdao basal (RB) foi estimada como descrito em ALEF (1995).
Amostras de solo (50 g), em duas repeticbes, com umidade ajustada para 60 % da
capacidade de retencdo de agua, foram incubadas em recipientes herméticos de 1
litro, juntamente com 25 mL de hidréxido de sédio 0,05 mol L™, durante 3 dias em
BOD a 25 °C. O CO; liberado foi medido por titulagdo da solucdo de NaOH com
acido cloridrico 0,05 mol L™, apés precipitacdo do carbonato com 5,0 mL de
solugdo de cloreto de bario 0,5 mol L™, adicionando-se 3 gotas do indicador
fenolftaleina 0,1 %. Ao final da titulacéo, a coloracédo da solugéo foi do rosa para o

branco. O CO; liberado foi expresso em ug CO, por grama de solo seco por dia.

3.7.3. Arilsulfatase

A atividade da arilsulfatase foi avaliada pelo procedimento de TABATABAI
& BREMNER (1970). Pesou-se 1 g de solo umido em erlenmeyer de 125 mL e
adicionou-se 4 mL da solucéo tampé&o acetato pH 5,8. Em seguida, adicionou-se
0,25 mL de tolueno p.a. e 1 mL do substrato solugdo de p-nitrofenil sulfato de
potassio 5 mmol L. Para cada amostra fez-se um controle. Os erlenmeyers
vedados foram colocados em incubadora a 37 °C por 1 hora. Apoés incubacéo, foi
adicionado 1 mL de p-nitrofenil sulfato de potassio no controle. Adicionou-se 1 mL
da solucdo de cloreto de célcio 0,5 mol L* e 4 mL da solucdo de hidréxido de
s6dio 0,5 mol L™. Agitou-se o erlenmeyer por alguns segundos e filtrou-se em
papel filtro. A leitura da absorbéancia foi realizada em comprimento de onda de 400
nm. A curva foi determinada a partir de uma solucdo padrdo de 10 ug mL™ de p-
nitrofenol. Os resultados foram expressos em mg de p-nitrofenol por kg de solo

seco por hora.

3.7.4. Celulase
Para a avaliacdo da atividade da celulase (PANCHOLY & RICE,1973)
pesaram-se 10 g de solo tmido em erlenmeyer. Adicionou-se 1 mL de tolueno p.a.
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e deixou-se 15 minutos em repouso. Adicionaram-se 10 mL do substrato solucéo
de carboximetilcelulose a 1 % e 10 mL da solugédo tampéao acetato fosfato pH 5,5.
Os erlenmeyers foram vedados com papel aluminio e incubados 24 h a 30 °C.
Para cada amostra fez-se um controle, ao qual ndo adicionou-se o substrato. Apos
o periodo de incubacéo, adicionaram-se 20 mL de agua deionizada ao controle e
amostras. Transferiu-se o conteddo dos erlenmeyers para tubos de centrifuga.
Centrifugou-se a 5000 rotacdes por minuto (rpm) durante 20 minutos. Filtrou-se o
conteudo em papel de filtro. Pipetou-se 1 mL do filtrado para tubos de ensaio e
adicionou-se 1 mL do reativo de cobre (A+B). Os tubos foram vedados com
esferas de vidro e incubados em banho-maria, a 100 °C por 20 minutos. Apés
resfriamento, adicionado aos tubos 2 mL de &cido fosfomolibdico e 2 mL de agua
deionizada. Foram agitados e deixados em repouso por 15 minutos. Foi feita
leitura da absorbancia em espectrofotbmetro no comprimento de onda
correspondente a 420 nm. A curva foi determinada a partir de uma solucao padrao
de 100 pg mL™ de glicose. Os resultados foram expressos em mg glicose por litro

de solo seco por hora.

3.7.5. Desidrogenase

A atividade da desidrogenase no solo foi determinada segundo CASIDA et
al. (1964). Foram pesados 5 g de solo umido em tubos. Adicionaram-se 5 mL da
solucéo de cloreto de trifeniltetrazolio a 1 %. Os tubos foram agitados e incubados
a 30 °C por 24 horas. Para cada amostra, fez-se um controle, acrescentando-se 5
mL de solugcéo tampéao Tris-HCI pH 7,8. Apés a incubacéo, adicionaram-se 40 mL
de acetona p.a., adicionando-se primeiramente, 20 mL e apos 1 hora os 20 mL
restantes. Os tubos foram agitados. Filtrou-se o conteido em papel de filtro,
fazendo, em seguida, a leitura da absorbancia do filtrado em espectrofotbmetro no
comprimento de onda correspondente a 546 nm. A curva foi determinada a partir
de uma solucéo padrdo de 500 png mL™ de trifenilformazan. Os resultados foram

expressos em mg trifenilformazan por kg de solo seco por hora.
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3.7.6. Fosfatase acida

A atividade da fosfatase &cida foi determinada pela metodologia proposta
por TABATABAI & BREMNER (1969). Foram pesados 0,5 g de solo umido, em
recipiente plastico de 50 mL. Adicionaram-se 2 mL do tampao universal
modificado pH 6,5 e 0,5 mL do substrato de p-nitrofenil fosfato de sodio a 0,5 %.
Os recipientes foram vedados com papel aluminio e levados para incubacdo por
30 minutos a 37 °C. Em seguida, adicionaram-se ao meio 0,5 mL da solugcédo de
cloreto de célcio 0,5 mol L™ e 4 mL da solucéo de hidréxido de sédio 0,5 mol L™
Agitou-se. Filtrou-se o conteudo em papel de filtro. Para cada amostra, fez-se um
controle acrescentando-se a solugéo de p-nitrofenil fosfato de sddio, apds a adi¢éo
das solucdes de cloreto de calcio e hidréxido de sddio. Foi feita a diluicdo da
amostra em agua na proporcao filtrado:agua de 1:2. Em seguida, fez-se a leitura
da absorbancia do filtrado diluido em espectrofotdmetro no comprimento de onda
correspondente a 400 nm. A curva foi determinada a partir de uma solucao padrao
de 1000 ug mL™* de p-nitrofenol. O resultado foi expresso em mg de p-nitrofenol

por kg de solo seco por hora.

3.7.7. Hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA)

A atividade hidrolitica do FDA foi determinada conforme SCHNURER &
ROSSWALL (1988). Pesaram-se 2 g de solo Umido em recipiente plastico.
Adicionaram-se 25 mL de tampao fosfato de potassio pH 7,6 e 2,5 mL de solucdo
estoque de FDA, diluida na proporcdo 1:17. Cobriu-se com papel aluminio e
incubou-se a 24 °C por 3 horas. Apos incubacdo, acrescentaram-se 25 mL de
acetona p.a. Filtrou-se o contetdo em papel de filtro. Para cada amostra, fez-se
um controle acrescentando-se a solugcdo estoque de FDA diluida, apbés a
incubacgdo. Fez-se a leitura da absorbancia do filtrado em espectrofotémetro no
comprimento de onda correspondente a 490 nm. A curva foi determinada a partir
de uma solucdo padrdo de 100 pg mL™* de fluoresceina. Os dados foram

expressos em mg de fluoresceina por kg de solo seco por hora.
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3.7.8. Urease

A atividade da urease foi avaliada segundo o método de MAY & DOUGLAS
(1976). Pesaram-se 3 g de solo umido em erlenmeyer. Foram adicionados 0,5 mL
de tolueno p.a., que foi deixado em repouso por 10 minutos. Em seguida, foram
acrescentados 12 mL de 4gua deionizada e 3 mL de solucéo de uréia 3,3 g L™. Os
erlenmeyers foram levados para incubadora a 30 °C por 1 hora. Apés incubacéao,
adicionaram-se 15 mL de solucdo de cloreto de potassio 2 mol L™, com 5 mg de
acetato de fenilmercurio p.a. Para cada amostra, fez-se um controle, adicionando-
se a solugdo de uréia apds a solugdo de cloreto de potassio com acetato de fenil
mercurio. Em seguida foi determinada segundo BREMNER & KEENEY (1965). Do
conteudo filtrado, pipetaram-se 10 mL para a destilacdo a vapor com Oxido de
magnésio calcinado. Titulou-se com solu¢do padronizada de acido sulftrico 0,002
N, utilizando solucéo de &cido bérico com indicadores vermelho de metila e verde
de bromocresol. Ao final da titulacdo, a coloracdo da solucdo foi do verde para o

rosa. Os dados foram expressos em mg N-NH;" por kg de solo seco por hora.

3.7.9. Teor total de Cd, Cr, Ni e Pb

Para determinag&o do teor dos elementos-traco Cd, Cr, Ni e Pb no solo foi
feita digestdo em acido nitrico, agua oxigenada e &cido cloridrico em placa de
aquecimento, segundo o método 3050b descrito em USEPA (1996). Para este
procedimento pesaram-se 2 g de TFSA em béquer de 100 mL. Adicionaram-se 10
mL de &cido nitrico 1:1 e 5 mL de acido nitrico concentrado. O béquer foi fechado
com vidro de reldgio e levado para placa de aquecimento a 90-100 °C. Apés duas
horas, foram adicionados 10 mL de agua oxigenada 30 % tomando-se o cuidado
para haver efervescéncia minima. Retirando-se o vidro de relégio, aqueceu-se a
90-100 °C até clareamento da amostra e reduc¢do no volume. Adicionaram-se
10 mL de &cido cloridrico concentrado. Transferiram-se as amostras para baldes
de 50 mL, sendo o volume dos baldes completado com &gua ultra pura
(condutividade de 0,055 uS cm™ a 25 °C) e os extratos filtrados em seguida, em

papel filtro qualitativo diametro 15 cm. A determinacdo dos teores de elementos-
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traco nos extratos, foi realizada por espectrofotometria de absor¢cédo atbmica com

chama de ar-acetileno, para Cd, Ni e Pb, e 6xido nitroso, para Cr.

3.7.10. Carbono orgéanico do solo

O carbono organico oxidavel do solo foi determinado por oxidacdo do
carbono por via Umida, conforme método descrito em VETTORI (1969). Para isso
foram transferidos 0,2 g de TFSA para erlenmeyer de 125 mL, adicionado 10 mL
de dicromato de potassio a 2 % e 0,02 g de sulfato de prata. Em seguida, foram
vedados com papel aluminio e levados para placa de agquecimento a 225 °C por 5
minutos. Apdés resfriamento, adicionaram-se 60 mL de &gua deionizada. A
quantificacdo do carbono oxidavel foi obtida a partir da titulacdo do dicromato
remanescente com a solucéo sulfato ferroso amoniacal 0,2 N, usando-se 2,5 mL
de &cido ortofosforico concentrado e como indicador 1 mL de difenilamina. Ao final
da titulacdo, a coloracdo da solucdo foi do purpura para o verde. O resultado

expresso em g por kg.

3.8. Indices microbianos

O quociente metabdlico (QqCO,) foi calculado pela razdo entre a taxa de
respiracdo e o carbono da biomassa microbiana do solo (ANDERSON, 1994). O
quociente microbiano (gMIC) foi calculado pela razdo entre o carbono da

biomassa microbiana e o carbono orgéanico do solo (BROOKES, 1995).

3.9. Amostragem, preparo e analise da planta e da palha

As amostras de planta daninha e palha do milho foram coletadas no mesmo
dia das amostras de solo, utilizando-se como unidade amostral um quadrado de
0,25 m? de area (0,5 x 0,5 m), lancando-se 3 vezes aleatoriamente dentro de cada
parcela. Em cada lancamento foram coletadas todas as espécies de planta
daninha e a palha do milho abrangidas pelo quadrado. A parte aérea das plantas
foi cortada na base e armazenada em saco de papel identificado para transporte
até o laboratorio. A palha foi recolhida e colocada em saco de papel identificado

para ser levado ao laboratério.
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Em cada repeticdo, no grupo de plantas daninhas coletado, foi feita a
contagem e a identificacdo das espécies, obtendo-se os dados que compdem a
caracterizacao da frequéncia das plantas nos tratamentos. Procedeu-se a lavagem
em agua corrente, em solucéo de detergente neutro (1 mL L™) e em trés porcdes
de agua deionizada (CARMO et al., 2000). Para limpeza da palha foi realizada
uma separacdo considerando a resisténcia do material (colmos e folha), seguida
de lavagem preliminar removendo-se a terra com escova, e procedendo-se como
na lavagem da planta, reunindo-se logo apds a palha como um todo.

Em seguida, o grupo das plantas daninhas e a palha do milho foram
colocados em sacos de papel perfurados e previamente identificados, e entdo
levados para estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura entre 60-70 °C,
até atingir massa constante. A seguir, as amostras foram pesadas para obtencao
da matéria seca. Cada grupo de plantas daninhas e a palha do milho foram
triturados em moinho tipo Willey utilizando peneiras de 40 mesh (CARMO et al.,
2000), obtendo-se as amostras para determinacéo dos teores totais de elementos-

traco.

3.9.1. Identificacdo das espécies de planta daninha

As plantas foram identificadas por meio de comparacdo na literatura
(LORENZI, 2008). As familias e espécies identificadas foram organizadas,
utilizando-se o sistema de classificacdo de CRONQUIST (1981).

3.9.2. Frequéncia

A frequéncia relativa foi observada seguindo o modelo proposto por
MUELLER-DOMBOIS & ELLENBERG (1974). A frequéncia relativa foi
determinada através da razéo da frequéncia absoluta de determinada espécie pela
somatéria das frequéncias absolutas de todas as espécies. E a frequéncia
absoluta foi definida pela porcentagem de areas onde determinada espécie foi

encontrada.
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3.9.3. Producéo de matéria seca
As espécies constantes em uma amostragem foram reunidas e pesadas
conjuntamente. A média de quinze amostragens correspondeu a matéria seca de

cada tratamento. A quantidade de matéria seca de g m™ foi convertida para kg ha™

3.9.4. Teor e acumulo de Cd, Cr, Ni e Pb

Para determinacéo do teor dos elementos-traco Cd, Cr, Ni e Pb na mistura
de plantas foi feita digestdo, assim como a utilizada para o solo, com &cido nitrico,
agua oxigenada e acido cloridrico em placa de aquecimento, segundo o0 método
3050b descrito em USEPA (1996). Em adaptacdo ao método para este material
vegetal, as amostras ficaram mergulhadas em acido nitrico 1:1 sob repouso de 16
horas, antes do agquecimento em placa. As quantidades de elementos-traco
acumuladas na parte aérea foram calculadas com base no peso da matéria seca

da parte aérea e no teor de cada elemento.

3.9.5. Avaliacdo na palha do milho
Da mesma forma como na planta daninha, foram avaliados na palha do

milho a producdo da matéria seca e o teor e o acumulo de Cd, Cr, Ni e Pb.

3.10. Anédlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizou-se o programa
estatistico Agroestat (BARBOSA & MALDONADO JR., 2011) verséo 1.1.0.667.
Em fungéo da alteragdo nas doses de LE e das complementac¢des com fertilizagédo
mineral no experimento ao longo dos treze anos, a analise de regressao ficou
impossibilitada. Também foram realizados estudos de correlagdo entre as
concentracdes de elementos-traco no solo e os atributos microbiologicos, entre
carbono organico e atributos bioquimicos e entre elementos-traco nos grupos de

planta daninha e no solo.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Solo
4.1.1. Carbono da biomassa microbiana

A biomassa microbiana do solo nao foi afetada pelas doses de LE
(Tabela 6).

Tabela 6. Carbono da biomassa microbiana do solo (CBM), respiracdo basal (RB),
guociente metabdlico (qCO;) e quociente microbiano (gMic) em
Latossolo Vermelho eutroférrico (0 a 10 cm) tratado com lodo de esgoto
por treze anos consecutivos, 130 dias apos a colheita do milho.

Lodo de esgoto CBM RB gqCoO;, gMic
(Mgha')  (ugCg*'SS) (ugCO,g*SSdY) (ugCO,/ngCd?) (%)

0 2835a 2791b 0,20 b 16a

5 273,6 a 27,04 b 0,10 b 1,4 ab

10 272,7 a 40,77 a 0,16 a 1,4 ab

20 2628 a 44,99 a 0,17 a 12b

CV (%) 9,5 15,7 18,1 12,6

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Neste experimento, toda a area cultivada com milho permaneceu em pousio
no periodo pos-colheita e o aporte de material organico na superficie do solo, via
residuos da cultura do milho, pode ter implicado em desenvolvimento homogéneo
da microbiota do solo na camada de 0 a 10 cm. Esse fato explica a auséncia de
diferencas significativas entre as doses de LE constatadas. E importante
considerar que a area deste trabalho ja possui treze anos de aplicacbes
sucessivas de LE e a populacdo microbiana pode estar adaptada a presenca do
LE e dos restos culturais do milho, acarretando menores flutuagdes na biomassa
para alcancar um novo equilibrio. MATSUOKA et al. (2003) ressaltaram que o
acumulo de restos culturais condiciona menor variagdo e niveis mais adequados

de temperatura e umidade no solo. Estes resultados concordam com SULLIVAN et
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al. (2006) ao avaliarem o efeito de doses crescentes de LE sobre a biomassa
microbiana do solo, que ndo observaram altera¢gles, atribuindo os resultados a
uma rapida adaptacdo da microbiota do solo. Os resultados concordam com
ALBIACH et al. (2001) que estudaram o efeito da aplicacdo de doses de LE
durante 10 anos e ndo encontraram diferencas entre os tratamentos. No entanto,
estes autores atribuiram os resultados a alta variabilidade dos dados, o que
diverge dos dados deste estudo, onde observou-se coeficiente de variacdo de

9,5 %, classificado como baixo, segundo GOMES (1973).

4.1.2. Respiragao basal, quociente metabdlico e quociente microbiano

A atividade metabdlica da biomassa microbiana do solo, expressa pela
respiracdo basal (RB) e pelo quociente metabdlico (qCO,), variou nas diferentes
doses de LE (Tabela 6). Os menores valores ocorreram nas doses 0 e 5 Mg ha?,
fato que pode estar relacionado ao consumo do carbono remanescente e/ou ao
periodo de amostragem, depois de um periodo muito seco e com precipitacao
atmosférica ainda baixa (Figura 1). STENSTROM et al. (2001) observaram que até
100 % da biomassa microbiana pode estar ativa em solos com substrato recém
aplicado, mantendo-se assim por varias semanas até chegar a um estado de
dorméncia por auséncia de substrato a ser usado como fonte de carbono e de
energia. Dessa forma, pode haver um momento em que a disponibilidade de
substrato para a microbiota do solo se torna semelhante entre as parcelas que
receberam LE e a testemunha, que ndo recebeu o residuo.

A aplicacdo das maiores doses, 10 e 20 Mg ha™, estimulou a atividade
microbiana elevando os valores de RB e qCO, (Tabela 6). Segundo ANDERSON
(2003) o aumento do qCO, indica estar havendo estresse na populagéo
microbiana que dessa forma, utiliza mais energia para manutencdo da mesma
biomassa microbiana, resultando em maior producédo de CO.. Isto fica evidente ao
se observar a relagcéo entre o carbono da biomassa e o carbono organico (qMIC) e
verificar que, a medida que aumenta a dose de LE, diminui o valor de gMIC
(Tabela 6), ou seja, ha menos microbiota por unidade de carbono, porém com
aumento na RB. De acordo com GAMA-RODRIGUES & GAMA-RODRIGUES
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(2008), solos com matéria organica de baixa qualidade nutricional, ocasionam
condicdo de estresse a biomassa microbiana, o que restringe a utilizacao total do
C organico e, nesse caso, o0 gMIC tende a diminuir. Assim, 0s menores valores
observados no solo nos tratamentos com LE (5, 10 e 20 Mg ha™) indicam uma
provavel condicdo de estresse para a populacdo microbiana. Resultado
semelhante foi constatado por CHANDER et al. (2001) ao estudarem os efeitos, a
longo prazo, de diferentes fontes de elementos-traco em doses crescentes.
Segundo os autores, houve diminuigdo do gMIC com o aumento da dose, o0 que
significa que os elementos-trago causaram impacto negativo na microbiota do
solo. Os valores de gMIC encontraram-se na faixa citada por JENKINSON &
LADD (1981), onde o carbono microbiano representa 1 % a 5 % do carbono

organico.

4.1.3. Carbono orgéanico

A aplicacéo do LE aumentou o teor de C orgéanico (Tabela 7).

Tabela 7. Carbono organico em Latossolo Vermelho eutroférrico (0 a 10 cm)
tratado com lodo de esgoto por treze anos consecutivos, 130 dias apos a
colheita do milho.

Lodo de esgoto (Mg ha™) Carbono organico (g kg™)
0 175c
5 18,8 bc
10 19,7 ab
20 21,4 a
CV (%) 5,7

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Resultado diferente obtiveram TARRASON et al. (2010) onde, um ano
depois da aplicacdo do lodo néo verificaram variacdo do C orgéanico, atribuindo
isso & estabilizagdo do carbono organico remanescente com o passar do tempo, o
que também aconteceu com atributos biol6gicos como biomassa microbiana e
respiracao basal. CHAUDHURI et al. (2003) pesquisando a relacdo de elementos-
traco com atividade microbiana em solos da india com aplicagdo de LE

observaram aumento que foi atribuido ao carbono organico proveniente do LE.
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4.1.4. Teores totais de Cd, Cr, Ni e Pb

N&o houve diferencas entre os tratamentos para os teores totais de Cd e Cr
(Tabela 8), o que pode ser atribuido ao baixo teor destes elementos no LE
(Tabela 3).

Tabela 8. Teores totais de Cd, Cr, Ni e Pb em Latossolo Vermelho eutroférrico (0
a 10 cm) tratado com lodo de esgoto por treze anos consecutivos, 130
dias apos a colheita do milho.

Lodo de esgoto Cd Cr Ni Pb
Mg ha™ mg kg™
0 1,75a 74,28 a 2535b 19,65b
5 1,75a 77,99 a 26,76 ab 19,88 b
10 1,81a 84,99 a 29,36 a 21,56 a
20 1,83 a 79,05 a 27,85 ab 20,85 ab
CV (%) 4,4 7,9 7.1 41

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Os teores totais de Ni e Pb aumentaram com o emprego do LE, mas
apenas a dose 10 Mg ha™* diferiu da testemunha. O fato de a dose 20 Mg ha™* ndo
diferir da testemunha pode ser atribuido ao fato da metodologia empregada nao
conseguir determinar todo o elemento traco presente no solo, como pode ser
observado em trabalho de MELO et al. (2007) em relacdo ao niquel. Doses mais
elevadas de LE tendem a atenuar o aumento na concentracdo de Pb,
provavelmente devido aos teores de matéria organica e fésforo no residuo
(MERLINO et al., 2010).

As concentracdes de Cd no solo (Tabela 8) com uso do LE por treze anos
consecutivos e aplicagcbes anuais, ultrapassaram o0s valores de prevencéo
permitidos para solos, segundo a resolucdo 420 (CONAMA, 2009), que é 1,3 mg
kg™'. No caso do Cr, apenas os tratamentos que receberam LE ultrapassaram o
valor de prevencdo, que é de 75 mg kg™, porém, o tratamento testemunha
aproximou-se deste valor, ou seja, 74,28 mg kg™, o que sugere que o solo em

estudo vem recebendo outros tipos de contaminacao, provavelmente fertilizantes
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qguimicos, ndo sendo o LE o principal responsavel pela contaminacdo. Os valores
obtidos para Ni e Pb ficaram abaixo dos valores de prevencgéo que sédo 30 e 72 mg

kg™, respectivamente.

4.1.5. Correlacdes entre elementos-traco e atributos biolégicos

Os atributos biolégicos correlacionaram-se com pelo menos um dos
elementos-traco avaliados, porém com valores de r entre 0,45 (significativo ao
nivel de 5 %) e 0,61 (significativo ao nivel de 1 %), ou seja, ndo foram correlacdes
muito representativas (Tabela 9).

Tabela 9. Coeficientes de correlacao linear entre carbono da biomassa microbiana
(CBM), quociente microbiano (gMIC), respiracdo basal (RB), quociente
metabdlico (qCO,) e o teor total de Ni, Cd, Pb e Cr em Latossolo Vermelho
eutroférrico (0 a 10 cm) tratado com lodo de esgoto por treze anos
consecutivos, 130 dias ap6és a colheita do milho.

CBM gMIC RB qCo,
Ni -0,23" -0,52 0,52 0,55
Cd -0,15" -0,43" 0,50 0,48
Pb -0,46 -0,57” 0,45 0,61
Cr -0,07™ -0,27™ 0,43 0,41

"Nao significativo. ** e *Significativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente.

CHANDER et al. (2001) e GIGLIOTTI & FARINI (2002) também
encontraram baixas correlacdes para CBM e qCO, e elementos-traco. O CBM
correlacionou-se negativamente com o teor total de chumbo no solo (r=0,46,
p<0,05), enquanto o gMIC correlacionou-se negativamente com os teores totais de
niquel (r=0,52, p<0,05) e chumbo (r=0,57, p<0,01) (Tabela 9). Esses resultados
corroboram os obtidos por SHI et al. (2002) e WALIA & GOYAL (2010) em estudos
sobre efeito de chumbo e niquel em atributos biolégicos do solo e sugerem que a
presenca dos elementos-traco causou diminuicdo na biomassa microbiana do
solo.

A RB e o0 qCO; correlacionaram-se positivamente com os teores totais de

niquel, cadmio e chumbo, sendo a correlagcdo mais representativa a do Pb com o
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gCO, (r=0,61, p<0,01) (Tabela 9). Esses resultados indicam claramente um
estresse negativo, uma vez que, enquanto a biomassa microbiana do solo néo foi
afetada pela adicao de LE, a respiracdo aumentou.

A correlagdo n&o significativa dos atributos com o cromo pode estar
relacionada, segundo SHI et al. (2002), com a complexacao deste elemento pela

matéria organica que removeu o cromo da solucéo do solo.

4.1.6. Arilsulfatase, celulase, desidrogenase e urease

N&o houve diferenga significativa entre as doses de LE para atividade das
seguintes enzimas do solo: arilsulfatase, celulase, desidrogenase e urease
(Figura 2).
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Figura 2. Atividade da arilsulfatase, da celulase, da desidrogenase e da urease em
Latossolo Vermelho eutroférrico (0 a 10 cm) tratado com lodo de esgoto por
treze anos consecutivos, 130 dias ap0s a colheita do milho. Barras com a
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A auséncia de diferenca entre as doses de LE pode ser atribuida a
escassez de substratos para as populacdes microbianas do solo, que resultou em
uniformiza¢do da microbiota do solo, e assim como foi homogéneo o crescimento
da biomassa microbiana, também tenha sido a sintese destas enzimas, que estao
ligadas a ciclo de elementos como S, C e N.

Os mesmos resultados foram observados por BANERJEE et al. (1997), em
que a aplicacdo de 0, 50 e 100 Mg ha’ de LE, ndo afetou a atividade da
arilsulfatase. KIZILKAYA & BAYRAKLI (2005) verificaram aumento na atividade da
arilsulfatase em solos da Turquia que receberam até 300 Mg ha™ de LE. Segundo

0s autores, esse aumento, favorecido pela disponibilidade de substrato foi seguido
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de uma queda provavelmente em resposta a concentracdo de metais presentes no
lodo.

Em relacdo a celulase, resultados semelhantes foram encontrados por
SOUZA et al. (2009) onde observaram que a aplicacdo de até 6 Mg ha* de LE
nao apresentou efeito sobre a atividade da enzima no solo no periodo de dois
anos. Entretanto, com resultados discordantes, MELO et al. (2002) observaram,
em casa de vegetacdo, que a atividade da celulase diminuiu apés 90 dias da
aplicacdo das doses 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ de LE.

Referente a desidrogenase, resultados contrarios foram obtidos por
FERNANDEZ et al. (2009) estudando dois tipos de LE (compostado e
termicamente seco), nas doses 20 e 80 Mg ha™®, encontraram em aplicacéo
residual, diminuicdo na atividade da desidrogenase e atribuiram isso a degradacéo
dos substratos que por ndo estarem mais disponiveis, ndo podiam manter a
biomassa microbiana, que é fonte da enzima. Segundo SIMEK et al. (1999) a
atividade da desidrogenase pode ser afetada pela fertilizagdo, que traz mudancas
na disponibilidade de nutrientes ou ainda pela adi¢cdo de elementos-tragco ao solo.
Para esta ultima opcédo, OLIVEIRA & PAMPULHA (2006) observaram que a
atividade da desidrogenase mostrou-se um indicador sensivel aos efeitos de longo
prazo na contaminagédo por elementos-trago.

Concernente a urease, resultados nao significativos, também foram
encontrados por ALBIACH et al. (2001), em experimento de dez anos, estudando
o efeito da aplicacdo das doses 400, 800 e1200 kg ha™ de LE. Discordando
destes resultados, ANTONIUS (2009) estudando praticas de manejo, encontrou
aumento na atividade da urease no manejo em que havia o LE e o relacionou a
presenca do substrato da enzima. Da mesma forma, TRANNIN et al. (2007) apos
a aplicacdo, por dois anos consecutivos, de doses crescentes (0, 6, 12, 18 e 24
Mg ha™ base seca) de LE, observaram que a atividade da urease foi maior com a
aplicacdo da maior dose. Por outro lado, FERNANDEZ et al. (2009) estudando
dois tipos de LE (compostado e termicamente seco), nas doses 20 e 80 Mg ha*,

observaram diminuig&o na atividade da urease.
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4.1.7. Fosfatase &cida e hidrolise do diacetato de fluoresceina

A atividade da fosfatase acida e a atividade hidrolitica do diacetato de
fluoresceina (FDA) apresentaram maiores valores na dose 20 Mg ha (Figura 3),
sendo significativamente superior com aumento de 22 % e 26 % em relagdo a

testemunha, respectivamente.
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Figura 3. Atividade da fosfatase acida e atividade hidrolitica do FDA em Latossolo
Vermelho eutroférrico (0 a 10 cm) tratado com lodo de esgoto por treze anos
consecutivos, 130 dias apos a colheita do milho. Barras com a mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Tem-se relatado que a atividade das fosfatases sé@o estimuladas quando os
niveis de fosfatos séo baixos nos solos (SPIERS & McGILL, 1979; NANNIPIERI et
al., 1979; NAHAS, 1989; WANG et al.,, 2011). Quando o fésforo disponivel é
deficiente no solo, a biota do solo pode aumentar a producdo de fosfatases
extracelulares para melhorar o fornecimento de P inorganico no solo (WANG et al.
2011). Entretanto, ndo se verifica deficiéncia deste elemento no solo (Tabela 5).
Além disso, conforme MELO et al. (2002), VAZ & GONGCALVES (2002), MANTOVI
et al. (2005) e AHMED et al. (2010) a aplicagdo de LE resulta no aumento do
fésforo disponivel.

O aumento da atividade da fosfatase acida no solo pode ter sido
influenciado pelo teor de matéria organica. Isso pode ser atribuido a presenca de
P orgéanico nesse material, que estimulou atividade dessa enzima (SOUZA et al.,

2009). ALBIACH et al. (2001) em um experimento de dez anos, estudando o efeito
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da aplicacdo de doses 400, 800 e1200 kg ha™ de LE, observaram o mesmo
resultado para fosfatase acida. ANTONIUS (2009) encontrou efeito contrario, ao
estudar o impacto da mistura de solo nativo com LE sobre a fosfatase acida,
atribuindo sua diminuigédo ao niquel, cobre e zinco presentes no LE.

Em relacdo a atividade hidrolitica do FDA, segundo PEREIRA (2010)
enzimas envolvidas na hidrélise do diacetato de fluoresceina formam complexos
estaveis com as argilas e matéria organica dos solos, sendo por iSso mais
resistentes ao impacto ambiental. CHOI (2009) observou que para uma alta
toxicidade de cadmio foi observada baixa hidrélise de FDA.

ROBLEDO et al. (2010) estudaram o efeito da incorporacdo de fertilizante
organico na comunidade microbiana do solo e observaram que a hidrolise do FDA

mostrou um aumento significativo com sua incorporagao imediata.

4.1.8. Correlacdes entre carbono organico e atributos bioquimicos do solo

O C orgéanico (Corg) correlacionou-se positivamente com a atividade da
fosfatase acida (r=0,70, p<0,01) e a atividade hidrolitica do FDA (r=0,56, p<0,05)
(Tabela 10). Isso indica que a atividade destas enzimas € influenciada pelo teor de
Corg no solo.

Tabela 10. Coeficientes de correlagéo linear entre C organico (Corg) com atributos
bioquimicos em Latossolo Vermelho eutroférrico tratado com lodo de
esgoto por treze anos consecutivos, 130 dias apds a colheita do milho.

Atributos bioquimicos

Arilsulfatase Celulase Desidrogenase  Urease Fo;(f:?ézse FDA

Corg 0,09 0,30™ 0,01™ 0,06 0,70** 0,56*

Esse resultados concordam com ASERI & TARAFDAR (2006) que também
obtiveram correlacdes positivas entre a atividade da fosfatase é&cida e da

atividade hidrolitica do FDA e o teor de Corg do solo.
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NOGUEIRA & MELO (2003) nédo observaram correlacdo entre carbono
organico e a atividade de arilsulfatase, concluindo que cada solo tem sua
caracteristica tipica de atividade enzimatica, que pode ser influenciada por fatores
como: grau de evolucao da matéria organica ou tipo de vegetacdo que lhe deu
origem.

Para desidrogenase e urease, contrariamente aos resultados, FERNANDEZ
et al. (2009) obtiveram correlacdes significativas maiores em relacdo a aplicagao

cumulativa (trés anos) do que a aplicacao residual (um ano).

4.2. Planta daninha e palha do milho
4.2.1. ldentificacéo e frequéncia de plantas daninhas

Nas misturas de plantas daninhas coletadas foram identificadas sete
espécies pertencentes a sete géneros, agrupadas em cinco familias (Tabela 11). A
maioria das espécies identificadas eram herbaceas perenes. MACEDO et al.
(2003) identificando as principais plantas daninhas ocorrentes nas varzeas do Rio
Séo Francisco, em Minas Gerais, também citaram a ocorréncia dessas plantas na
pos-colheita do milho.

Tabela 11. Frequéncia relativa (%) de ocorréncia das espécies coletadas em
Latossolo Vermelho eutroférrico tratado com lodo de esgoto por treze
anos consecutivos, 130 dias apés a colheita do milho.

Dose de ocorréncia

Nome comum Espécie Familia (Mg LE ha™)

0 5 10 20
Apaga fogo Alternanthera tenella Colla Amaranthaceae 22 14 11
Carrapicho Cenchrus echinatus L. Poaceae 11 4
Grama-seda Cynodon dactylon (L.) Pers.  Poaceae 22 18 37 45
Trapoeraba Commelina benghalensis L. Commelinaceae 17 14 21 15
Pé-de-galinha  Eleusine indica (L.) Gaertn. Poaceae 28 29 26 15
Mastrugo Lepidium virginicum L. Brassicaceae 18 5 20
Guanxuma Sida spp. Malvaceae 4 5

Na dose 5 Mg ha™ foi registrada a ocorréncia do grupo com todas as

espécies. De uma forma geral, as misturas de plantas foram compostas por
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espécies da familia Poaceae, que apresentou maior frequéncia em todos os
tratamentos (Tabela 11). SARIC et al. (2011) descrevendo as mudancas da
composicdo da flora de plantas daninhas pelas praticas de cultivo na Sérvia
observaram o aumento da propagacao de espécies anuais e perenes da familia
Poaceae. MAJOR et al. (2005) avaliando os efeitos de fertilizantes orgéanico e
inorganico na composicdo de espécies de plantas daninhas em solos da

Amazonia, observaram a frequéncia de 27 % desta familia.

4.2.2. Producédo de matéria seca, teores totais e acumulo de elementos-trago
N&o houve diferenca entre os grupos de plantas daninhas dos diferentes

tratamentos para producao de matéria seca (Tabela 12).

Tabela 12. Producdo de matéria seca das plantas daninhas e da palha do milho
em Latossolo Vermelho eutroférrico tratado com lodo de esgoto por treze
anos consecutivos, 130 dias apos a colheita do milho.

Matéria seca (kg ha™)

Lodo de esgoto (Mg ha®)

Plantas daninhas Palha do milho
0 186 a 1420,6 a
5 348 a 1329,8 a
10 523 a 12579 a
20 449 a 1132,5a
CV (%) 57 21

CV = coeficiente de variacdo
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Concordando com os resultados, WEI et al. (2008) observaram que plantas
daninhas que se desenvolveram em solos contaminados por elementos-traco nao
tiveram sua biomassa da parte aérea reduzida em comparacdo a solos nao
contaminados.

Entretanto, maior producdo de matéria seca era esperada nos tratamentos
com doses de LE, mesmo apo6s dez meses da aplicacéo do residuo, pois, segundo
MAJOR et al. (2005) adi¢Ges de fertilizantes organicos proporcionam aumentos na
cobertura de plantas daninhas no solo. Além do que, ANDRES et al. (2007)
observaram que 24 meses apo6s a aplicagdo do LE as plantas daninhas que se



42

estabeleceram foram significativamente maior nas parcelas que receberam o
residuo.

Segundo GOMES (1973) o coeficiente de variacao (CV) para matéria seca
das plantas daninhas foi muito alto (CV > 30 %). Isso pode ser justificado porque a
matéria seca de cada tratamento corresponde a um conjunto de diferentes
espécies encontradas nas parcelas (Tabela 12).

A auséncia de diferenca estatistica verificada entre os tratamentos para a
producdo de matéria seca da palha do milho (Tabela 12) concorda com
ANDRADE (2011) que, cultivando o milho no ano agricola 2009/2010 nesta area,
e portanto gerando a palha do presente trabalho, ndo encontrou diferencas entre
os tratamentos em relacdo a producdo de matéria seca da parte aérea das plantas
de milho.

A provavel inibicdo que a presenca da palha do milho (cobertura morta)
poderia ter causado sobre a emergéncia das plantas daninhas nao foi verificada,
pois, a quantidade de palha produzida, cerca de 1 Mg ha™ (Tabela 12), ndo seria
suficiente para controlar a emergéncia das plantas daninhas. LORENZI (1993)
estudando a cobertura morta de cana de acgUcar detectou controle de algumas
espécies daninhas a partir da quantidade de 6 t ha™* de palha produzida. Segundo
ALVARENGA et al. (2001) 6 Mg ha™ é a quantidade adequada de residuos que
proporciona boa taxa de cobertura do solo.

Os teores totais de Cd, Cr, Ni e Pb obtidos na parte aérea dos grupos de
plantas para a testemunha foram semelhantes aos obtidos para os tratamentos
que receberam LE ndo se observando diferencas estatisticas. Entretanto, as
quantidades acumuladas de Cd e Ni foram maiores nas doses 10 e 20 Mg ha™,
enquanto o Pb acumulado foi maior somente na dose 10 Mg ha™. Quanto ao Cr,

nao houve diferenga entre tratamentos (Tabela 13).
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Tabela 13. Teores totais e acumulo de Cd, Cr, Ni e Pb na parte aérea dos grupos
de plantas daninhas coletados em Latossolo Vermelho eutroférrico
tratado com lodo de esgoto por treze anos consecutivos, 130 dias apos a
colheita do milho.

Lodo de Teor (mg kg™) Actmulo (mg ha™)
esgoto Cd Cr Ni Pb cd Cr Ni Pb

(Mg ha™) Parte aérea
0 0,25a 152a 144a 1,78a 42,33 b 248,58a 231,53b 308,05 b
5 050a 1,78a 254a 282a 132,28 ab 479,37a 676,23ab 744,71 ab
10 0,45a 1,29a 269a 258a 185,52a 534,67a 1081,58a 1187,20a
20 0,42a 122a 28la 233a 177,81a 655,78a 1019,30a 832,06 ab

CV (%) 49 44 47 49 44 49 38 44

CV = coeficiente de variacdo
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

O alto coeficiente de varia¢éo obtido (CV > 30 %) pode estar associado as
misturas das espécies em cada dose, pois as espécies comportam-se de modo
diferenciado em relagdo a contaminacao do solo por Ni, Cd, Pb e Cr, variando de
espécies tolerantes a muito sensiveis a esses elementos (CARNEIRO et al.,
2002). No México FRANCO-HERNANDEZ et al. (2010) observaram nos teores de
elementos-traco na parte aérea das plantas coletadas, mesmo entre plantas
amostradas no mesmo local e da mesma familia, altos valores para o coeficiente
de variagdo. CUI et al. (2007) investigaram o potencial de acumulacao de Pb, Zn,
Cu e Cd em plantas distribuidas em uma fundicdo na China e também
encontraram valores muito variaveis na acumulacdo desses elementos.

Ao longo dos treze anos do experimento, foi verificado variagbes em
relacdo ao acumulo de elementos-traco na parte aérea das plantas cultivadas:
milho (OLIVEIRA et al., 2005; MELO et al., 2007; NOGUEIRA et al.,, 2008;
YOKOTA, 2008; MACEDO, 2009; LAZO, 2010; ANDRADE, 2011), girassol
(RIBEIRO et al., 2009), crotalaria (SOUZA, 2007). Da mesma forma, nos grupos
de plantas daninhas coletados foi observada variacdo no acumulo desses
elementos.

De uma forma bem geral, a maior frequéncia da familia Poaceae pode

presumir que as espécies dessa familia encontradas nas doses 10 e 20 Mg ha™
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sdo mais tolerantes a elementos-traco no solo do que as outras familias que
apareceram em menor frequéncia. Entretanto, FRANCO-HERNANDEZ et al.
(2010) em estudo de acumulacdo de elementos-traco em area de mineracao,
observaram que nove espécies identificadas pertenciam a familia Asteraceae e
apenas uma a Poaceae.

Os teores totais de elementos-traco e os acumulos na palha do milho ndo
apresentaram diferencas entre os tratamentos (Tabela 14). O teor de Cd na palha
do milho nédo foi encontrado, pois ficou abaixo do limite de deteccédo da anélise
quimica da palha do milho. Isto ndo quer dizer que o elemento trago ndo esteve

presente no material, mas certamente em teores abaixo do limite.

Tabela 14. Teores totais e acimulo de Cd, Cr, Ni e Pb na palha do milho coletada
em Latossolo Vermelho eutroférrico tratado com lodo de esgoto por treze
anos consecutivos, 130 dias apoés a colheita do milho.

Lodo de Teor (mg kg™) Acumulo (mg ha™)

esgoto cd Cr Ni Pb cd Cr Ni Pb

(Mg ha™) Palha do milho
0 <LD 148a 1,17a 0/59a - 2025,22a 1811,77a 954,91 a
5 <LD 1,73a 1,12a 04la - 2361,19a 1470,02a 579,67 a
10 <LD 1,85a 1l,11a 0,32a - 2338,95a 1372,27a 331,28a
20 <LD 159a 1,25a 050a - 1805,62a 1385,38a 519,79a

CV (%) 38 34 58 33 50 85

CV = coeficiente de varia¢do; LD = limite de detec¢éo
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Os valores encontrados podem ser consequéncia da contaminagdo da
palha com os elementos-traco presentes no solo, ja que a palha ficou em contato
diretamente com o solo por 130 dias. No trabalho de ANDRADE (2011) os teores
referentes a Cd, Cr, Ni e Pb, na parte aérea como um todo das plantas que
geraram a palha do milho em estudo, encontraram-se abaixo do limite de deteccao
do método analitico empregado, apesar de ter sido adicionado ao solo, atravées do
LE, os teores de 5 mg kg*, 531 mg kg?, 291 mg kg* e 107 mg kg*,
respectivamente (Tabela 3).
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4.2.3. Correlagcdes entre elementos-tragco nos grupos de planta daninha e no
solo

N&o houve correlacdo do conteldo da parte aérea dos grupos de planta
com o teor de elementos-traco no solo (Tabela 15). A auséncia de correlagbes
entre os teores dos elementos-traco no solo e seus acumulos nas plantas ja era
prevista, uma vez que o método empregado na determinacdo do teor total de
elementos-traco raramente se correlaciona com a concentracdo dos tecidos da
planta (PICHTEL & SALT, 1998 CHAUDHURI et al., 2003). ANDRADE et al.
(2009) também né&o obtiveram correlacdes lineares entre os teores de Pb e de Zn

no solo e o conteddo na parte aérea de diferentes plantas.

Tabela 15. Coeficientes de correlagéo linear entre teores totais de elementos-traco
no solo com o conteudo de elementos-tragco na parte aérea do grupo de
plantas em Latossolo Vermelho eutroférrico tratado com lodo de esgoto
por treze anos consecutivos, 130 dias apds a colheita do milho.

Elementos- Conteldo de elementos-trago na parte aérea
traco no solo Cd Cr Ni Pb
Cd 0,18™ 0,07™ 0,24™ 0,06 ™
Cr 0,25™ 0,07™ 0,32™ 0,29™
Ni 0,29™ 0,03™ 0,35™ 0,34™
Pb 0,21™ -0,12"™ 0,29™ 0,30™

"Nao significativo
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V. CONCLUSOES

O lodo de esgoto causou atividade bioldgica negativa no solo nas doses 10
e 20 Mg ha™. A atividade foi indicada pelos aumentos na respiracdo basal, na
atividade hidrolitica do FDA e na atividade da fosfatase acida. Entretanto, o
aumento do quociente metabdlico e a diminuicAo do quociente microbiano
indicaram estar havendo estresse.

A correlacéo significativa dos atributos biolégicos com os elementos-traco
Cd, Ni e Pb sugere que eles possam ter causado o estresse que levou a atividade
biol6gica negativa do solo. Apesar de, dentres estes, apenas o Cd ter
ultrapassado os valores de prevencao conforme legislacéo brasileira.

O lodo de esgoto ndo afetou o desenvolvimento de plantas daninhas na
area. No entanto, os elementos-traco que afetaram negativamente a atividade

biolégica do solo, foram encontrados na parte aérea destas plantas.
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