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RESUMO

O intenso crescimento urbano aumentou a geragdo de residuos domésticos e
industriais, principalmente o lodo de esgoto, necessitando de um destino adequado. Este &
um residuo solido proveniente do tratamento final do esgoto, o qual necessita de um destino
adequado, pois, apresenta-se com alto teor de agentes patogénicos e metais pesados. A
alternativa mais viavel para a destinagao desses residuos é a sua aplicagdo na agricultura
como recondicionante do solo, aliado a capacidade de algumas plantas, da ordem
Leguminosae, de realizar simbiose com microrganismos, genericamente chamados de
rizobios, capazes de aumentar o aporte de nitrogénio disponivel no solo. Com base no
exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as diferentes doses de lodo de esgoto que
viabilizem a melhor interagdo com as bactérias fixadoras de nitrogénio na produtividade do
caupi, visando maximizar a produgao agricola dentro do conceito de sustentabilidade, assim
como aperfeicoar o destino ambientalmente adequado para os residuos urbanos,
encontrando seu potencial na reciclagem agricola. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) utilizando-se o
delineamento experimental de blocos casualizados (quatro blocos) e os tratamentos foram
constituidos com cinco estirpes de Bradyrhizobium spp. (El 6; NFB 700; BR 2001; BR 4406;
BR 3267) e lodo de esgoto em quatro niveis diferentes (0, 25, 50 e 75 Mg - ha™), incluindo a
testemunha absoluta (sem inoculagdo na dose zero de lodo). O lodo de esgoto foi
proveniente da Estagcao de Tratamento de Esgoto da Mangueira, Recife/PE, incorporado ao
solo proveniente da Estagdo Experimental de Itapirema — IPA, Goiana / PE. A cultivar de
caupi utilizada foi a cv “IPA 206” inoculada com uma suspensdo bacteriana contendo 10°
UFC - mL™". A colheita foi efetuada aos 45 dias e foram avaliadas as seguintes variaveis:
matéria seca da raiz (MSR) e parte aérea (MSPA), matéria fresca dos nodulos (MFNod),
nitrogénio total da parte aérea (NTPA) e raiz (NTR) e teor de leghemoglobina (LHb). A
producdo de matéria seca do caupi apresentou melhores resultados na dose equivalente a
75 Mg - ha', ndo sofrendo influéncia das estirpes inoculadas. Essa dose também se
mostrou promissora no aumento da capacidade de troca de céations (CTC), Ca, Mg e Na no
solo, sem gerar riscos, a curto prazo. A matéria fresca dos nédulos apresentou-se em maior
abundancia na dose equivalente a 25 Mg - ha™. A estirpe EI-6 apresentou maior matéria
fresca dos nddulos. A aplicagdo de lodo de esgoto e o uso das estirpes NFB 700 e BR 4406
apresentam potencial para produgéo de graos no caupi.

Palavras-chave: Bradyrhizobium spp., fixagao biolégica de N,, simbiose, residuo sdlido
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ABSTRACT

The intense urban growth, production of domestic and industrial residues has been
increased, mainly sewage sludge. This residue has high amount of pathogenic organisms
and heavy metals. The viable alternative for this residue destination is its use in agriculture
improving the chemical, physical and biological soil characteristics. Allied of the capacity of
some plants, Leguminosae order, to carry through symbiosis with microorganisms,
generically called rhizobia, which are capable of increase nitrogen uptake in soil. The present
work had as objective the evaluation of different levels of sewage sludge that make possible
the best interaction with fixing nitrogen bacteria in the productivity of cowpea, aiming at to
maximize the agricultural production inside of the concept of sustainable development,
supplying an ambiently safe destination for the solid residues with its potential in agriculture
recycling. The experiment was conducted in a greenhouse of Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuaria (IPA), with experimental design adopted of randomized blocks (four
blocks) containing five strains of Bradyrhizobium spp. (EI-6, NFB 700, BR 2001, BR 4406
and BR 3267) and sewage sludge in four different levels (0, 25, 50 and 75 Mg - ha™)
including control (without inoculation of the equivalent level of sewage sludge of 0 Mg - ha™).
The sewage sludge proceeding from Sewage Treatment Station from Mangueira, Recife/PE,
incorporated in the soil, from IPA Experimental Station in Itapirema/PE. The cowpea, cultivar
“IPA 206", used was inoculated by a bacterial suspension with 10° CFU - mL™. Plants were
harvested at 45 days, to measure shoot and root dry matter (SDM and RDM), nodule fresh
matter (NodFM), total nitrogen (NTR and NTS) and leghemoglobin content (LHb). The
cowpea dry matter showed higher results with the equivalent level of sewage sludge of 75
Mg - ha™', however were not affected inoculated strains. This equivalent level of sewage
sludge demonstrated content increment of CEC (cation exchange capacity), Ca, Mg, and Na
in the soil after application. The nodule fresh matter was presented in higher quantity of
equivalent level of sewage sludge 25 Mg - ha™. The strains EI-6 presented higher nodule
fresh matter. The application of this residue as fertilizer and the use of the strains NFB 700
and BR 4406 showed that these treatments can be used for seeds production in cowpea.

Key words: Bradyrhizobium spp., biological N, fixation, symbiosis, solid residue
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CAPITULO 1

1.1 Introdugao

Os solos, em geral, necessitam de uma protecdo contra as intempéries do clima,
apresentando a cobertura vegetal como principal agente protetor. A vegetacao, além de dar
protecdo ao solo, apresenta um papel primordial para a sobrevivéncia de outros seres vivos
que utilizam o mesmo nicho ecoldgico, garantindo a esséncia dos ecossistemas ali
existentes. O ambiente vem sofrendo consequiiéncias desastrosas das agbes antropicas, tais
como a expansao de areas de cultivo, pecuaria extensiva, implantacao de projetos erréneos
de irrigagdo, mineragao e queimadas, as quais, tém reduzido a cobertura vegetal de grandes
areas, podendo desencadear o ultimo estadio de degradagao, a desertificagdo (FERREIRA
et al.,, 1994). A falta de um desenvolvimento sustentavel provoca transformagdes que vém
crescendo de maneira descontrolada, principalmente nos grandes centros urbanos. O
crescente aumento populacional proporciona um maior aporte de efluentes domésticos e
industriais para as Estagbes de Tratamento de Esgoto (ETEs), transferindo quantidades
consideraveis de nutrientes dos solos agricolas para os residuos urbanos (FROSSARD &
MOREL, 1995).

Cerca de 60 % do montante de nutrientes inorganicos presentes em alimentos sao
despejados nos esgotos, apds tomarem parte no metabolismo humano (KVARNSTORM &
NILSSON, 1999). O crescimento de uma consciéncia ecoldgica tem forgado os responsaveis
pela coleta dos esgotos a tratar estes efluentes, antes de retornar aos rios e corregos
(RIBEIRINHO et al., 2004). O residuo gerado no tratamento do esgoto, denominado lodo de
esgoto (LE), exige uma alternativa segura para sua destinacao final, em termos de saude
publica e aceitabilidade ambiental (ANDREOLI, 2001). No Brasil, a disposi¢ao final do LE,
geralmente, € o aterro sanitario. Além do alto custo, que pode chegar a 50 % do custo
operacional de uma ETE, a disposi¢gao de um residuo com elevada carga organica no aterro,
agrava ainda mais o problema com o manejo do lixo urbano (PIRES, 2005).

Por outro lado, a necessidade do aumento da produgdo agricola mundial vem sendo
prejudicada pelo desgaste e diminuigdo da fertilidade dos solos cultivados, conduzindo ao
uso de fertilizantes quimicos de alto custo (SILVA NETO, 2001). Para que tal situagédo seja
contornada, uma alternativa eficaz € a reciclagem dos nutrientes contidos no LE em areas
agricolas (SELBACH & CAMARGO, 2000) e na recuperagdo de areas degradadas
(ANDREOLI & PEGORINI, 1999). Sob o ponto de vista ambiental, a reciclagem agricola do
LE é a alternativa de menor impacto para a sua disposi¢ao final, propiciando, também,

economia de energia e de reservas naturais, na medida em que diminui as necessidades de
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fertilizagdo mineral (SANTOS & BETTIOL, 2001; SILVA et al.,, 2002; HARRISON et al.,
2003).

No Brasil, o uso agricola de LE, ainda, nao esta amplamente difundido; entretanto, ja
faz parte de programas nacionais de controle de impactos ambientais. A Agenda 21
brasileira possui uma area tematica intitulada “Agricultura Sustentavel”’, onde varios
aspectos da atual situagdo da agricultura brasileira sdo abordados (PIRES, 2005). A
produgédo de LE no Brasil, no inicio do século XXI, foi estimada entre 150 e 220 mil Mg de
matéria seca - ano™”. Sua aplicagdo no Brasil deve crescer substancialmente nos préximos
anos, seguindo uma tendéncia mundial e acompanhando a demanda gerada por um
acentuado crescimento no volume de esgoto tratado (TSUTIYA, 2001; PIRES, 2005).

A conservagdo dos recursos naturais vem ganhando importéncia estratégica nos
ultimos anos, indicando que reservas naturais de fosforo devem durar cerca de 500 anos,
frente ao consumo mundial de 10 milhdes Mg - ano™. Em vista disto, a total utilizacdo de
esgotos tratados em solos acarretaria na redugdo do consumo de fertilizantes fosfatados a
40 % do atualmente empregado (FRANK, 1998).

Em média, no Brasil, 75 % dos custos com aquisigdo de fertilizantes sdo gastos com
fertilizantes nitrogenados e, apenas, 39 % dos fertilizantes nitrogenados consumidos no Pais
sdo produzidos por empresas nacionais (IPTESP, 1981). Industrialmente, a producédo de
fertilizante nitrogenado consome energia derivada de fontes nao renovaveis, especialmente
o petrdleo (VIDOR et al.,, 1983), e sua aplicacdo, de maneira equivocada, pode ser
prejudicial quando lixiviado para rios, lagos ou aguas subterraneas na forma de nitratos
(GRIFFITH et al., 1994).

Na simbiose entre plantas leguminosas e microrganismos, genericamente denominados
de rizébios, ha uma troca de exsudatos radiculares (carboidratos) e nitrogénio entre os
mesmos, possibilitando maior aptidao para colonizar areas degradadas (SOUZA & SILVA,
1996). Ha uma estratégia nutricional superior ao da planta nao colonizada, proporcionando
abdicagéo do uso de fertilizantes nitrogenados e, por conseguinte, redugao significativa dos
custos da recuperagédo de areas impactadas (DIAS et al., 1995), prote¢cao do solo contra
erosao, producédo de massa vegetal rica em nutrientes e reestruturacdo do solo, melhorando
as suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas (SANTANA FILHO et al., 1997).

No Brasil, o melhor exemplo de utilizagdo de inoculantes é a cultura da soja, onde a
fertilizagdo quimica nitrogenada € totalmente substituida pela utilizagdo de inoculantes, o
que representou uma economia para o pais de cerca de US$ 3 bilhdes, no ano de 2005
(HUNGRIA et al., 2005).

14
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar as diferentes doses de lodo de esgoto que viabilizem a melhor interagdo com as
bactérias fixadoras de nitrogénio na produtividade do caupi, minimizando os custos agricolas
quando da utilizagéo do rizébio como fornecedor de nitrogénio e do lodo de esgoto como fonte

de matéria organica e de nutrientes necessarios ao desenvolvimento vegetal.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Verificar a eficiéncia simbidtica das estirpes de Bradyrhizobium spp. na simbiose com o

caupi, selecionando as que fornegcam maior produtividade.

2. Determinar os efeitos da aplicagdo do lodo de esgoto sobre atributos quimicos do solo.

15
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1.3 Revisao de Literatura

1.3.1 Lodo de esgoto (LE)

O LE é um residuo de origem urbana resultante do tratamento de efluentes
domésticos, apresentando composicao bastante variavel. As diferengas encontradas variam
com o tipo de processo empregado (primario, lodo bruto produzido nos decantadores
primarios; lodo ativado, produzido em reatores bioldgicos; e lodo digerido, processo de
estabilizagéo biolégica), com a localizagéo fisiogeografica das ETEs (que reflete os habitos
alimentares da populagao), com o balango de nutrientes dos alimentos consumidos, com a
época do ano e com a descarga de residuos industriais (VIDOR, 1999; TSUTIYA, 2000).

Biossolido € o nome dado ao lodo resultante do tratamento de esgoto, com
caracteristicas que permitam sua reciclagem de maneira racional e ambientalmente segura;
caso contrario, sdo empregados os termos torta, lodo ou sdlidos. O termo biossélido foi
criado e divulgado em todo mundo para incentivar o uso de esgotos como fertilizantes e
condicionadores de solo (PIRES, 2005; USEPA, 1999).

Os métodos de disposicdo mais comuns para o lodo de ETEs sdo: incineragao,
aterro, disposi¢do no oceano, recuperacao de terrenos de mineracédo, digestdo em lagoas e
uso agricola (HARRIS-PIERCE et al., 1995). Atualmente, diversos usos alternativos tém sido
desenvolvidos, como: agregados leves para construgdo civil, fabricagdo de tijolos e
ceramicas, fonte de energia para producdo de cimento e conversdo do lodo em dleo
combustivel (TSUTIYA, 2001). Na Europa, a reciclagem e a disposigdo em aterros sanitarios
sao as alternativas predominantes, onde sao direcionados, para cada uma delas, cerca de
40 % do lodo produzido (DAVIS & HALL, 1997).

O pH do LE situa-se proximo a neutralidade, predominantemente na faixa de 6,0 a
7,0. A maioria dos lodos parcialmente desidratados apresenta em torno de 60 a 70 % de
solidos, dos quais a fragdo organica representa maior parte. O LE contém um teor de
matéria organica que varia de 70 a 600 g - kg”' (SHUMAN, 1998). Assim sendo, o teor de
carbono organico representa, aproximadamente, 30 % do lodo (base seca). Os teores de N
(3,0 %), P (1,5 %) e S (1,1 %) sao relativamente altos, enquanto o K (0,3 %) aparece em
baixas concentragbes (MELO & MARQUES, 2000; MELO et al., 2001). Apresenta médias
concentracdes de Ca (3,6 %) e Mg (0,4 %); os teores de Na (0,14 %) sdo considerados
altos, podendo causar problemas de salinidade quando aplicadas grandes quantidades de
lodo ao solo. Além dos macronutrientes, o lodo pode conferir altas concentragdes de
micronutrientes e metais pesados (Cr, Cd, Ni, Pb, Ba, Zn), os quais, em excesso, podem
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provocar efeitos adversos na cadeia alimentar (ANDREOLI & FERNANDES, 1997;
MESQUITA, 2002).

A aplicagédo do lodo de esgoto ndo deve ser feita diretamente nas areas agricolas,
necessitando ser submetido, preliminarmente, a uma série de tratamentos anaerdbios e/ou
aerobios, com a finalidade de reduzir a sua carga organica e, também, a processos de
higienizagdo, para inviabilizar a presenca de agentes patogénicos como bactérias, ovos de
helmintos e cistos de protozoarios que possam, eventualmente, por em risco a saude
humana e a dos animais (ANDREOLI et al.,, 1997; HENRY et al., 1994; BETTIOL &
CAMARGO, 2000).

1.3.1.1 Beneficios do uso do lodo de esgoto

O lodo de esgoto tem apresentado bons resultados como fertilizante para diversas
culturas, dentre elas azevém, soja e trigo (BROWN et al., 1997), couve e alface (MILLNER
et al., 1982), milho (SILVA et al., 1997), feijao e girassol (DESCHAMPS & FAVARETTO,
1997), braquiaria, guiso-de-cascavel, fedegoso, jua-bravo e beldroega (MATOS et al., 2004),
mamoeiro (COSTA et al., 2001), alho e sorgo (DEL VAL et al.,, 1998), eucalipto e cedro
(MELO et al., 2001). E, portanto, um potencial fertilizante em diversas condigdes de solo e
clima, onde a aplicagdo deste residuo pode ser feita desde plantas herbaceas até plantas
lenhosas, dependendo do seu nivel de higienizacao.

Dentre os efeitos do lodo de esgoto sobre as propriedades fisicas do solo,
condicionadas, principalmente, pela presenca de matéria organica, destaca-se a melhoria no
estado de agregagdo das particulas do solo. Isto ocorre devido a grande superficie
especifica e capacidade de troca de cations, possibilitando maior niumero de ligagdes
eletrostaticas entre particulas de solo, diminuicdo da densidade e aumento na aeragao e
retencdo de agua (BERNARDES, 1982; BARRETO, 1995; MELO & MARQUES, 2000).
Quando ha decomposigdo microbiana do lodo ha formagao de compostos importantes na
cimentacéo e estabilidade de agregados (ANGERS, 1992).

Quanto aos aspectos quimicos, a aplicagdo de lodo ao solo tem propiciado elevagao
dos teores de fésforo (SILVA et al., 2002), de carbono organico (CAVALLARO et al., 1993),
da fragdo humica da matéria organica (MELO et al., 1994), do pH, da condutividade elétrica
e da capacidade de troca de cations (OLIVEIRA et al., 2002).

A matéria organica é a principal responsavel pela capacidade de troca catibnica
(CTC) dos solos, atuando como reservatoérios de nutrientes para as plantas (SEKI, 1995). Os
cations (Ca*?, Mg*?, K*, AI*®, H', Na* e NH," - sdo os principais) atraidos pelas cargas

negativas da matéria orgénica estdo em equilibrio com a concentragdo dos mesmos na
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solugdo do solo. A medida que os nutrientes (cations) da solugdo sdo retirados, por
lixiviagdo ou absorgao das raizes, novos cations sao liberados (repostos) para a solugao,
através dos nutrientes adsorvidos na matéria organica (MO), estabelecendo-se um novo
estado de equilibrio (GOMES et al., 2001; ROBERTS et al., 1988). A matéria organica é,
ainda, responsavel pelo incremento da atividade biologica (VOLPE, 1995), o que favorece o
desenvolvimento vegetal. Aggelides & Londra (2000) observaram redugéo da resisténcia a
penetragdo com aplicagao de lodo de esgoto e lixo urbano. Smith et al. (1997) e Souza et al.
(2005) nao observaram diferenga nos valores de resisténcia a penetragado, tampouco nos
valores de umidade, na aplicagdo de lodo de esgoto em latossolos vermelho distrofico e
eutroférrico, sendo verificada pelos primeiros autores, que ha influéncia sobre solos
arenosos.

A adicdo anual de matéria organica, em relagdo ao volume de lodo aplicado, tem
sido pesquisada por diversos autores. Experimentos conduzidos por Marques (1997) e Melo
et al. (1994) em latossolo vermelho-escuro, cultivado com cana-de-agucar, apoés
incorporacdo de lodo de esgoto (20 Mg - ha™), mostraram aumento significativo de matéria
organica.

A importancia do pH na fertilidade do solo refere-se a sua relacdo com a
disponibilidade e/ou indisponibilidade de elementos quimicos, nutrientes ou ndo, as plantas.
O pH do residuo pode variar de acordo com a textura, capacidade tamponante do solo e o
tratamento que o lodo recebeu (OLIVEIRA et al.,, 2002). Boeira et al. (2002) verificaram
acidificagdo do solo com aplicagdes de lodo em doses variando entre 1,5e 32 g - kg'1.

Para o nitrogénio, é essencial que seja quantificado o seu teor disponivel presente no
LE e a quantidade maxima de lodo que fornega N, necessario as plantas, para que nao
ocorra em excesso. No caso de ocorréncia de excedente, o mesmo pode sofrer o processo
de nitrificacdo, o que poderia levar a contaminacao de aguas superficiais e subsuperficiais
pela lixiviagdo do nitrato. Alimentos com alto teor de nitrato podem afetar a cadeia alimentar,
uma vez que o nitrato no trato digestivo, pode ser reduzido a nitrito, sendo esta forma
precursora das nitrosaminas, que sao substancias reconhecidamente carcinogénicas, ou
quando o nitrito encontra-se presente na corrente sangliinea pode competir com o oxigénio
da hemoglobina, provocando diversos riscos a saude de recém-nascidos. A quantidade de N
recomendada varia de acordo com a cultura, podendo ser obtida em boletins técnicos de
adubacdo de culturas, publicados por diversos centros de pesquisa do pais (GOMES et al.,
2001).

Alguns autores recomendam que a quantidade de LE a ser aplicada seja,

normalmente, feita tomando-se como referéncia os teores de N no residuo (MELO et al.,
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2001); porém, Vieira & Cardoso (2003) afirmam que n&o é viavel utilizar a dose do lodo
baseada no requerimento de N pela cultura e na fragdo de mineralizagdo do residuo, pois
pode ocasionar perdas de N do ecossistema solo.

Trabalhos demonstraram altos teores de N (chegando até 5 % de nitrogénio total) no
lodo de esgoto (DOUGLAS & MAGDOFF, 1991; ANDRE, 1994; FERNANDES &
ANDREOLI, 1997). Barros et al. (2002) e Nascimento et al. (2004) verificaram ocorréncia de
aumento dos teores de nitrogénio em plantas, que foram proporcionais ao aumento das
doses de lodo de esgoto adicionadas.

Segundo resultados de Costa et al. (2001), a adigdo de 6xido de calcio ao LE, para
higienizacéo, além de proporcionar aumento do teor de calcio, promoveu uma redugao nos
teores de N e P, devido ao aumento do volume do lodo final, provocando diluigdo. Outro
fator que, provavelmente, contribuiu para a redugdo do N foi sua perda por volatilizagéo,
ocasionada pela elevagao do pH e da temperatura, também em funcgao da cal.

Daros et al. (1993) verificaram efeito residual de N e P do solo, adubado com lodo,
na producao do milheto com subsequente plantio associado de aveia e ervilhaca. Mazzarino
et al. (1998) afirmam que a liberagao do P pelo lodo depende do tipo do solo e da origem do
residuo. Silva et al. (2002) comprovaram que o lodo utilizado obteve eficiéncia 25 % superior
a do superfosfato triplo como fonte de fésforo para o milho.

Em estudo do sistema radicular de mamoeiros, pdde-se observar que os tratamentos
que receberam o lodo higienizado com cal virgem proporcionaram maior valor para o peso
seco da raiz, em relagdo aos tratamentos que receberam o lodo sem higienizagdo. Esse
efeito pode ser atribuido a importancia do Ca no crescimento radical, bem como na
precipitagao do Al (COSTA et al., 2001).

A aplicacéo de doses crescentes de lodo de esgoto promoveu diminuigdo do pH e
aumento nos teores de matéria organica, N, P, K, Na, Ca e Mg dos solos, em culturas de
milho e feijdo; porém, a matéria seca de ambas as culturas ficou abaixo da obtida pela
fertilizagdo mineral completa (NASCIMENTO et al., 2004).

Galdos et al. (2004) e Tsadilas et al. (1995) observaram maior produgédo de graos,
em cultivo de milho, com aplicagédo de lodo de esgoto, assim como Cripps et al. (1992) que
verificaram uma produtividade de gréos 47 % maior com aplicagdo de lodo em comparagéo
com adubagao convencional. Silva et al. (2002) relataram maior produgdo de gréaos em
relacdo a testemunha absoluta e a adubagdo NPK por trés anos, apds uma aplicagcdo do

lodo, demonstrando seu efeito residual.
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1.3.1.2 Metais pesados

Segundo Tiller & McBride (2004), o termo metal pesado pode ser usado como uma
denominacdo globalizada, utilizada para os elementos classificados como poluentes
ambientais. Essa classificagdo envolve tanto elementos metalicos, como semi-metalicos e
ndo metalicos, com densidade acima de 5 g - dm™. O prejuizo ambiental dos elementos
potencialmente toéxicos, inseridos através de acbes antropicas, vai depender ndo sé do
elemento quimico presente, mas também da concentragdo, que varia em funcéo de fatores
como pH e potencial de oxido-reducao. Através da absorgao pelas plantas, que alimentardo
os herbivoros, com efeito acumulativo, os metais podem entrar na cadeia alimentar,
chegando aos consumidores de primeira ordem e, por conseguinte, ao homem.

As concentracgdes de metais pesados no lodo sdo determinadas pela atividade e pelo
tipo de desenvolvimento urbano e industrial da area que abastece a estagao de tratamento,
tornando as taxas desses elementos superiores aos niveis de nutricdo requeridos pelos
vegetais e animais (ALLOWAY, 1995). Os metais pesados mais encontrados em lodo de
esgoto sao: Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Fe, Co, Mn, Mo, Hg, Sn e Zn.

Quando absorvidos em grande quantidade pelo ser humano, os metais pesados se
depositam no tecido 6sseo e gorduroso e deslocam minerais nobres dos ossos e musculos
para a circulagdo, provocando doengas. O consumo habitual de agua e alimentos
contaminados com metais pesados coloca em risco a saude. As populagées que moram em
torno das fabricas de baterias artesanais, industrias de cloro-soda que utilizam mercurio,
industrias navais, siderurgicas e metalurgicas, correm risco de serem contaminadas (HUE,
1995).

Através de estudos realizados, foi verificado que os metais pesados podem provocar
efeitos adversos sobre 0s processos microbioldgicos do solo, como na biomassa microbiana
e na concentragdo de ATP no solo, na fixagdo de nitrogénio por bactérias heterotroficas e
cianoficeas, na nitrificacdo, no amoénio adicionado e na atividade da nitrogenase (McGRATH
et al., 1994; McGRATH et al., 1988).

Segundo Andreoli & Pegorini (2000), o uso agricola do lodo de esgoto foi bastante
pesquisado em todo o mundo, ndo havendo registro de nenhum efeito adverso sobre o
ambiente, como por exemplo a poluicdo com metais pesados, quando o mesmo foi utilizado
seguindo quaisquer das diferentes regulamentagdes existentes. A longo prazo, entretanto, o
aumento da concentragao de metais no solo, resultante da aplicagdo do lodo, torna-se uma
preocupagao justificada, pois, se ndo adequadamente controlado, pode ameacar a cadeia
tréfica (HUE, 1995).
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A completa remogéo dos contaminantes metalicos dos solos € um processo que nem
sempre garante 100 % de eficacia devido a variabilidade de vida util dos metais pesados no
solo, sendo de 70 a 510 anos para o Zn, 13 a 1100 anos para o Cd, 300 a 1500 anos para o
Cu e 740 a 5900 anos para o Pb (MELO et al., 2004).

A Tabela 1.1 mostra a concentragdo de metais pesados em alguns insumos

agricolas.

Tabela 1.1 Concentragdo de metais pesados em residuos organicos, fertilizantes minerais e
produtos utilizados na agricultura

Produto Cd Cr Cu Fe Hg Mn Mo Ni Pb Zn
agricola mg - kg (base seca)
Aguapé - - 33 - - - - 17 33 50
1S 40-  0,1-
Calcario 1200 15
0,01- 1,8 13- 0,09-  60- 13- 82-
Composto 23325 2 0,9-279
de lixo 100 410 3580 2,1 3900 2240 5894
38- 128-
Esterco - ; 7336 - 55216 3 1,52
bovino 160 330
Esterco 44 - 31 - - 350 - 4.4 38 245
galinha
Esterco - - 1100 - - - - 8,3 13 1009
porco
Fertilizante . . 1-15 . _ . 1-7 . - -
N
» 40-  0,1-
Fertilizante - - 1-300 _ . - - -
P 2000 60
0- 8- 50- 90-
LODO DE 42224 1260 242 92 6-5300  2-7000
ESGOTO 3410 40600 8000 49000
Pesticida B} ) 12-50 l l ) ) ) ) )
Torta de - - 33 2876 - 77 - - - 156
mamona

Fonte: Kabata-Pendias & Pendias (1992), Ross (1994), Raij et al. (1997), Melo & Marques (2000).
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1.3.1.2.1 Mobilidade de metais pesados no solo

Embora seja o solo uma barreira natural de protegéo para os aquiferos subterraneos,
os fatores que governam sua capacidade em reter metais pesados sdo extremamente
complexos, o que dificulta sobremaneira o seu entendimento e as possibilidades de
previsdes acerca do comportamento desses elementos, principalmente a longo prazo. Sabe-
se que a maior ou menor mobilidade dos metais pesados sera determinada pelos atributos
do solo, como teores e tipos de argila, pH, CTC, teor de MO, entre outros, que influenciardo
as reacgdes de adsorcdo/dessorcdo, precipitacdo/dissolugcdo, complexacdo e oxirredugao
(OLIVEIRA & MATTIAZZO, 2001).

Os metais pesados presentes nos solos, derivam da rocha de origem,
proporcionando diferentes concentragdes em regides distintas. Campos et al. (2003),
encontraram diversos teores de metais pesados, num estudo em 19 latossolos, no Brasil,

apresentados na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Teores de metais pesados em solos de diferentes regides do Brasil

Elemento Concentragdo (mg - kg'12
Cd 0,66 £ 0,19
Cu 65+74
Ni 18 +12
Pb 22+9
Zn 39 +24

Fonte: Campos et al. (2003)

Em solos tratados com LE, a mobilidade de metais pesados tem sido apontada como
nula ou muito baixa (EMMERICH et al., 1982; BAXTER et al., 1983; CHANG et al., 1984).
No entanto, a persisténcia da capacidade do solo em reter tais elementos, em funcdo do
tempo, dos niveis de ocorréncia da contaminagéo, dos fatores climaticos envolvidos e das
taxas de degradacdo da carga organica dos diferentes residuos contaminantes, vem sendo
muito questionada por alguns autores (McBRIDE, 1995; McBRIDE et al., 1997).

Altafin (2005) verificou que com a aplicacdo de doses de até 80 Mg - ha” ndo é
prevista a disponibilidade de Cd e Pb na cultura de arroz.

Segundo Oliveira & Mattiazzo (2001), ndo houve nenhuma mobilidade do Cu, Cr, Cd

e Ni ao final dos dois anos experimentais, utilizando biossdlido (nas doses 33, 66 € 99 Mg -
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ha™') em um latossolo amarelo distréfico cultivado com cana-de-aglcar. Porém, foi evidente
a movimentagao do Zn no perfil do solo. Amaral Sobrinho et al. (1998) também verificaram a
movimentagdo do Zn em profundidade, o que refor¢a estudos realizados por Hue (1995),
indicando o Zn como sendo o metal pesado que apresenta maior potencial de lixiviagao,
provavelmente pelo aumento da acidez do meio. Aradjo & Nascimento (2005) utilizaram
como dose maxima de aplicagdo de lodo de esgoto 243 Mg - ha™, provocando diminuigéo da
mobilidade de Zn nos solos incubados com lodo, com transferéncia do elemento ligado a
fragdo matéria organica, para a fragéo residual.

Sims & Patrick (1986) relataram que Fe, Mn e Zn apresentaram maior
disponibilidade, na fragdo trocavel do solo, para as plantas em pH mais acido (abaixo de
5,2). Resultados semelhantes foram observados por Borges & Coutinho (2004).

Em trabalho realizado em latossolo vermelho eutroférrico cultivado com girassol e
com aplicagdo de biossdlido, foi evidenciado que a aplicagao niao afetou os teores totais de
Cu, Fe, Mn, Cd, Cr e Pb no solo. Apenas houve efeito da aplicacdo do residuo nos teores
totais de Ni e Zn; contudo, os valores encontrados estao dentro dos teores permitidos pela
legislagao, constituindo-se um problema a longo prazo (RIBEIRINHO et al.,, 2004).

Resultados semelhantes foram obtidos por Melo et al. (2002).

1.3.1.2.2 Fitodisponibilidade / fitotoxicidade de metais pesados

Metais pesados presentes em lodo de esgoto, sdo motivos de preocupagado no uso
agricola, em funcdo da possibilidade de aumento de sua concentracdo em plantas
desenvolvidas nessas areas, podendo afetar seu crescimento e a saude de animais e do
homem, que se alimentam dessas plantas.

O fato de o metal pesado estar presente no solo nao significa que esteja numa forma
prontamente assimilavel pelas plantas, podendo permanecer por longos periodos sem que
sejam absorvidos em quantidades toxicas. Estudos tém demonstrado ndo haver correlagao
entre o teor total de metais pesados no solo e sua fitotoxicidade (EGREJA FILHO, 1993).
Portanto, para se conhecer a contaminacido, em termos dos efeitos sobre as plantas e a
cadeia alimentar, é necessario determinar as concentragdes fitodisponiveis desses metais
(LESCHBER et al., 1985).

O teor total de metais presentes no solo ndo é um parametro adequado para fazer
previsdes de fitodisponibilidade; todavia, essa determinagdo objetiva-se a obtencdo de
dados sobre o acumulo destes elementos ao longo do tempo (KIEKENS & COTTENIE,
1985).
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Alguns autores evidenciaram aumento nos teores de Cd, Cu (RITTER & EASTBURN,
1978; REDDY et al., 1989; AL-JALOUD et al., 1995; PIERRISNARD, 1996; LOGAN et al.,
1997), Cr, Ni e Zn em milho, feijao e sorgo, com o aumento nas doses de aplicagdo de lodo
de esgoto, a partir de 40,5 Mg - ha™ (BOARETTO et al., 1992; ANDRE, 1994; OLIVEIRA,
1995; ANJOS & MATTIAZZO, 2000). A absor¢cao de maiores quantidades de Zn pelas
plantas, nos tratamentos com lodo de esgoto, considerados bem acima da faixa considerada
adequada para a cultura de milho, de acordo com Malavolta et al. (1989), pode ter
ocasionado menor produtividade deste tratamento.

A aplicacédo de lodo, na dose de 20 Mg - ha™, enriquecido com Cd (84,4 mg - kg™') e
Zn (569,1 mg - kg'), em latossolo vermelho-amarelo e argissolo vermelho-amarelo,
aumentou significativamente a biomassa vegetal do arroz sem apresentar sintomas de
toxidez, apresentando-se tolerantes a teores elevados de Cd e Zn. Na dose de 80 Mg - ha™,
também n&o houve toxidez; porém, nao houve aumento significativo da producédo de
biomassa (OLIVEIRA et al., 2005).

Em uma pesquisa realizada com braquiaria, guiso-de-cascavel, fedegoso, jua-bravo
e beldroega para determinar niveis de metais pesados, foi observado que para o Cu, s6 o
jua-bravo apresentou teores acima da concentragdo normal (18 mg - kg™), nas folhas, que
de acordo com Ross (1994), se encontra entre 4 a 15 mg - kg™'. Para os teores de Zn, as
folhas das espécies de braquiaria, fedegoso, guiso-de-cascavel e juazeiro apresentaram
teores (176, 208, 100, 366 mg - kg™, respectivamente), acima do limite critico, de 100 mg -
kg™, observado por Ross (1994), indicando contaminagéo (MATOS et al., 2004).

Vieira et al. (2005) nao observaram aumentos nos teores de metais pesados (Fe, Cu,
Zn, Pb, Cd e Ni), em gréos de soja, nas doses 1,5; 3 e 6 Mg - ha™.

Silva et al. (1998) verificaram aumento nos teores de P, S, Ca, Cu e Zn com o
aumento da dose aplicada até 30 Mg - ha™, provocando aumento da produtividade agricola
sem contaminagao do solo por teores elevados de metais pesados (Cu e Zn), provenientes
do LE.

Oliveira (1995) estudou o efeito de doses de lodo de esgoto (0, 50, 100 e 150 Mg -
ha'1) em areia quartzosa e latossolo roxo, em condi¢cdes de casa de vegetacéo, e sob dois
niveis de pH, sobre 0 Zn, e encontrou aumento na disponibilidade do metal somente quando
na aplicagcao da maior dose.

Existem mecanismos de tolerancia das plantas as concentracdes elevadas de metais
pesados, tais como: restrigdo no transporte da raiz para a folha; acumulagéo nos tricomas;
exsudatos que podem complexar os metais; tipo de ligagao entre o metal e o componente

da parede celular; produgcdo de compostos intracelulares com propriedades quelantes;

24



BARBOZA, R.S.L. Influéncia do Lodo de Esgoto na Nodulagédo e no Desenvolvimento do Caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp).

bombeamento ativo para os vacuolos. Estes mecanismos podem ocorrer, isolados ou
simultaneamente, conferindo maior tolerancia ao estresse causado pela presenga desses
metais (STEFFENS, 1990).

E provavel que um conjunto de propriedades do solo e do residuo tais como:
conteudo de matéria organica, teor de 6xidos de ferro, aluminio € manganés, tipos e
concentragdes dos minerais de argila, fosfatos, silicatos, CTC, relagdo macro e microporos e
teor de umidade contribuam para o aumento da retengéo (imobilizagdo) de metais pesados
com o tempo de aplicagao, reduzindo o risco de contaminagdo desse material (McBRIDE,
1995; MAZUR, 1997; OLIVEIRA, 1998; MELO et al., 2004).

De acordo com Oliveira et al. (2003), o aumento da dose de lodo (20, 40 e 80
Mg - ha™) aplicado ao solo fez decrescer o teor de chumbo (Pb), indicando a incorporagéo
deste a compostos inorganicos como 6xidos, hidroxidos e oxidroxidos de Fe e Mn. Assim
sendo, os teores e a solubilidade de Cd, Pb e Zn, associados a compostos de Fe e Mn,
decresceram com o tempo de incubagao (12, 16, 24 e 169 semanas) .

Galdos et al. (2004) verificaram aumento nos teores de Cu, Ni € Zn no solo e
aumentos de Zn na planta, com aplicagdes de lodo de esgoto (10,8 e 21,6 Mg - ha™)
comparadas aos tratamentos sem aplicacéo de residuos.

A imobilidade do Cu foi observada por Dowdy et al. (1991) e Chino et al. (1992) em
experimentos de campo, com aplicagdo de elevadas doses de lodo de esgoto (110 Mg - ha'1),
monitorados por periodos de 9, 12 e 14 anos. A imobilidade do Cu, normalmente, é atribuida
a formagéo de complexos organo-metalicos estaveis e de baixa solubilidade.

Bertoncini & Mattiazzo (1999) evidenciaram a imobilizagdo do Cr em solos tratados
com lodo de esgoto. Estes atribuiram a imobilidade do Cr a sua presenga na forma trivalente
(Cr*"), a qual poderia ter sido precipitada como hidroxidos de formas genéricas em meio
alcalino ou pouco acido, ter sido complexado junto a moléculas organicas ou adsorvido a

superficie dos minerais.

1.3.1.3 Uso associado a outras fontes nutricionais

Anjos & Mattiazzo (2000) adicionaram N e P através de fertilizantes, nos tratamentos
com biossoélidos no cultivo de milho, porque foi constatado deficiéncia destes
macronutrientes, que desapareceu apds a adubagdo. Silva (1995) também verificou que
quando se aplicou o biosséldio sem suplementacdo de N, houve um ligeiro amarelecimento

das folhas mais velhas de cana-de-agucar, caracteristico da deficiéncia de N.
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Simonete & Kiehl (2002), utilizando as doses 10, 20, 30, 40 e 50 Mg - ha”,
verificaram que os teores de P contidos no lodo, independentes das doses aplicadas, sao
adequados para o desenvolvimento das plantas.

Guedes (2005) verificou maior producao e efeito residual do lodo de esgoto, na dose
10 Mg - ha™ associado & fertilizagdo com K e P, em comparacdo com a aplicagdo completa
de fertilizantes minerais, mantendo estoques de nutrientes ao final da rotagdo. Silva et al.
(2002) e Nascimento et al. (2004) sugerem que doses maiores que 60 Mg - ha™ de lodo ou
suplementacdo com fertilizantes minerais, seriam necessarios para obtencdo de altas
produtividades para a maioria das culturas.

Houve aumento de matéria seca de milho com as doses 10, 20, 30, 40 e 60 Mg - ha™
de lodo; porém, abaixo da obtida pela fertilizagdo mineral completa (NASCIMENTO et al.,
2004). A producao de matéria seca de milho aumentou com a dose de lodo, na presenca ou
auséncia de potassio (SIMONETE & KIEHL, 2002). Verificou-se maior produgéo de matéria
seca do sorgo granifero com a adigdo de K (OLIVEIRA, 1995). O potassio, em virtude da
baixa concentragcédo no lodo, advinda de sua alta solubilidade em agua, tem sido o elemento
de maior necessidade de suplementacdo, com fertilizante mineral, quando da utilizagdo do
lodo para adubagao (ROSS et al., 1990; MELO et al., 1997).

1.3.1.4 Critérios de aplicagao

Os critérios para aplicacdo de biossolido deveriam ser baseados, também, nos
atributos do solo e ndo, apenas, nos teores totais de metais no biossélido. O conhecimento
de como esses atributos influenciam o comportamento dos metais, torna-se entéo, capaz de
demonstrar a quantidade de residuo que um solo possa receber (BORGES & COUTINHO,
2004).

Alguns inventarios foram criados para monitoramento e gestdo da disposigdo dos
biossolidos no espago geografico, constando levantamentos de dados ambientais (solo,
agua, geologia, geomorfologia e vegetagdo), uso atual do solo rural e urbano e contexto
institucional. Gomes et al. (2001) propuseram um inventario, seguindo-se a localizagdo das
areas potencialmente aptas a reciclagem de lodos, obtidas pela eliminagdo das areas
incompativeis com os atributos ambientais necessarios e os requisitos de legislagdo. Para
isso, foram consideradas a distdncia de recursos hidricos, a mancha urbana, areas
inundaveis e a declividade do terreno, entre outros fatores. A aptidao agricola dos solos foi
avaliada a partir dos niveis de fertilidade atual, de sua capacidade de recuperacao fisica e

quimica por adigdo organica, além do risco de erosdo dos mesmos.
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1.3.1.5 Regulamentacao / legislagao

No Brasil, a legislacdo federal relacionada ao uso agricola do lodo de esgoto
apresenta-se na Resolugédo 375, de 29 de agosto de 2006, representada pelo CONAMA -
Conselho Nacional do Meio Ambiente, 6rgao consultivo e deliberativo do SISNAMA -
Sistema Nacional do Meio Ambiente, instituido pela Politica Nacional do Meio Ambiente (Lei
n° 6.938/81), regulamentada pelo Decreto 99.274/90 do Ministério do Meio Ambiente
(BRASIL, 2006).

Antes da elaboracdo da Resolugdo 375, alguns pesquisadores utilizavam
regulamentagdes estaduais impostas por 6rgédos competentes como a CETESB (Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental do estado de S&o Paulo) e o IAP (Instituto
Ambiental do Parana).

No Estado de Pernambuco, ndo ha regulamentagdo quanto ao uso de lodo de
esgoto; porém, inclui-se na Lei n°. 12.008/01 que dispde sobre a politica estadual de
residuos solidos regulamentada pelo Decreto n°. 23.941/02. Como parte dos objetivos do
Capitulo Il do Artigo 2° desta Lei, I1é-se: “proteger o meio ambiente, garantir seu uso racional
e estimular a recuperacdo de areas degradadas; evitar o agravamento dos problemas

ambientais gerados pelos residuos sdlidos...” “... ampliar o nivel de informacgdes existentes
de forma a integrar ao cotidiano dos cidaddos a questdo de residuos solidos e a busca de
solucdes para a mesma.”

As regulamentagbes mais utilizadas para os niveis de metais pesados em LEs,
apresentadas na Tabela 1.3, sdo a norma P 4230 da CETESB, baseada na legislagao dos
Estados Unidos da América, USEPA (United States Environmental Protect Agency) 40 CFR
Part 503, a norma do IAP, no qual utilizou como referéncia, os parametros da legislagéo
espanhola, sendo bastante semelhante ao atual regulamento existente na CE (Comunidade
Européia) (86/278/EEC) (USEPA, 1982; CETESB, 1999; IAP, 2003; MELO et al., 2006;

BRASIL, 2006).
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Tabela 1.3. Comparagédo das concentragbes maximas permitidas de metais pesados em
lodo de esgoto para fins agricolas, entre os EUA, CE (Comunidade Européia) e

o Brasil
Metal USEPA* CETESB* IAP* CE* CONAMA*
(mg - kg”')

Arsénio 75 75 nd nd 41
Bario nd Nd nd nd 1300
Céadmio 85 85 20 20-40 39
Chumbo 840 840 750 nd 300
Cobre 4300 4300 1000 1000-1750 1500
Crémio nd Nd nd  1000-15000 1000
Mercurio 57 57 16 16-25 17
Molibdénio 75 75 nd nd 50
Niquel 420 420 300 300-400 420
Selénio 100 100 nd nd 100
Zinco 7500 7500 2500 2500-4000 2800

nd = n&o definido.

*CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do estado de Sao Paulo);
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente); CE (Comunidade Européia); |AP
(Instituto Ambiental do Parand); USEPA (United States Environmental Protect Agency).
Fonte: USEPA (1982), CETESB (1999), IAP (2003), Melo et al. (2006), BRASIL (2006).

A aplicagdo agricola de lodos de ETEs apresenta trés grupos de parametros,
segundo Gomes et al. (2001):

- Pardmetros de controle ambiental - teores de metais pesados admissiveis no biossolido e
no solo, eficiéncia dos métodos de higienizagéo e pods-tratamento do lodo;

- Pardmetros econémicos > viabilidade econdmica do uso agricola;

- Parédmetros operacionais - recomendagdes agrondmicas; dose ideal e limite; época e
formas de incorporagdes e culturas recomendadas.

Os lodos provenientes de ETEs possuem, comprovadamente, inumeros
microrganismos patogénicos, cuja variedade dependera das condi¢gdes socioecondmicas e
epidemioldgicas das diferentes comunidades (RENDON et al., 2002). O CONAMA com sua
Resolugdo n°. 375/06 regulamenta limites para a presenga de organismos patogénicos

(Tabela 1.4).
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Tabela 1.4. Concentragdes maximas permitidas pela Resolucdo CONAMA n°. 375, de
agosto de 2006, sobre a regulamentagéo do uso agricola do lodo de esgoto
Tipo de lodo de
esgoto ou produto Concentragao de patégenos
derivado

Coliformes termotolerantes <10°NMP /g de ST

A Ovos viaveis de helmintos <0,250vo/gde ST
Salmonella Auséncia em 10 g de ST
Virus < 0,25 UFP ou UFF /g de ST
B Coliformes termotolerantes <10°NMP /g de ST

Ovos viaveis de helmintos <10 ovos/gde ST

ST = Sodlidos totais; NMP = Numero mais provavel; UFF = Unidade formadora de foco;
UFP = Unidade formadora de placa.
Fonte: BRASIL (2006).

Segundo o Artigo 2° do Capitulo 1 da Resolugéo n°. 357/05 do CONAMA, define-se
coliformes termotolerantes como: bactérias gram-negativas, em forma de bacilos, oxidase-
negativas, caracterizadas pela atividade da enzima [B-galactosidase. Podem crescer em
meios contendo agentes tenso-ativos e fermentar a lactose nas temperaturas de 44 - 45 °C,
com producéo de acido, gas e aldeido. Além de estarem presentes em fezes humanas e de
animais homeotérmicos, ocorrem em solos, plantas ou outras matrizes ambientais que
tenham sido contaminados por material fecal.

O descumprimento do disposto na Resolugdo n° 375 do CONAMA, de agosto de
2006, sujeitara os infratores as penalidades previstas na Lei Estadual n° 11.516/97 do
estado de Pernambuco, que dispde sobre o licenciamento ambiental e infragbes contra o
meio ambiente, e/ou pode ser enquadrado na lei de crimes ambientais, Lei n°. 9.605/98, e
no Decreto n°. 3179/99.

1.3.2 Feijao Caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.)

As plantas da ordem Leguminosae apresentam caracteristicas peculiares, tais como a
presenga de fruto como legume, um porte extremamente variavel, havendo entre elas
pequenas plantas herbaceas, plantas lenhosas de médio porte ou lianas de caules. A
principal importancia desse vegetal para a humanidade é na alimentagédo, devido a sua
facilidade de plantio, rapido comércio, habito alimentar e alto valor nutritivo. A maioria das

leguminosas apresenta sementes ricas em protideos e amido e algumas ricas em Odleo,
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como a soja. As leguminosas ja eram cultivadas para alimento pelo homem antigo, desde o
fim da idade da pedra e do bronze (CARDOSO et al.,, 1992). Possuem importancia
ornamental, fornecem boa madeira para diversos fins, delas se extraem fibras, gomas,
resinas, corantes e produtos medicinais. Outras sao toxicas, prejudicando as pastagens, ou
servindo para a execugdo de condenados, pela ingestdo de suas sementes, como faziam
muitos povos africanos com a fava-de-calabar (Physostigma venenosum) (BARSA, 1993).
Segundo Fred et al. (1932), existem referéncias escritas de Theophrastus, 370 - 285 a.C.,
sobre o valor das leguminosas como recondicionantes do solo, quando a ele incorporadas.

As leguminosas tém a capacidade de realizar simbiose com microrganismos capazes de
aumentar o aporte de nitrogénio disponivel no solo. De acordo com as conclusdes de Dias
et al. (1995), observa-se que a utilizagdo de leguminosas associadas a bactérias fixadoras
de nitrogénio (rizbios) e a fungos micorrizicos arbusculares na recuperacdo de areas
degradadas, mostra-se promitente em fungdo da simplicidade, da grande producédo de
biomassa e da capacidade de adaptacao dessas espécies.

O caupi, feijao de corda, feijao de praia, feijao miudo, ervilha de vaca, feijao macassar,
feijao catador, feijao gerutuba e feijao fradinho (Vigna unguiculata (L.) Walp) € uma espécie
de leguminosa amplamente distribuida no mundo, principalmente nos paises da Africa
(JOHNSON & RAYMOND, 1964; LIMA, 1980; SOUZA, 1991). Acredita-se que o caupi foi
introduzido na América Latina no século XVI, pelos colonizadores espanhdis e portugueses,
primeiramente nas coldnias espanholas e, em seguida, no Brasil, provavelmente pelo
Estado da Bahia (WATT, 1978; FREIRE FILHO et al ., 1981; FREIRE FILHO, 1988). A
partir da Bahia, o caupi foi levado pelos colonizadores para outras areas da regido Nordeste
e para outras regides do pais. E responsavel por gerar, aproximadamente, 2,5 milhdes de
empregos, sendo nutricionalmente importante para 27 milhdes de pessoas, apenas no
nordeste brasileiro (FREIRE FILHO et al., 1999). Considerada uma cultura tropical, tolerante
a altas temperaturas e a estiagens prolongadas, € de grande reconhecimento social e
econdmico, caracteristicas estas que permitem o seu cultivo, com bons resultados, nas
regides semi-aridas do Nordeste brasileiro (IPA, 1989), sendo consumido em todas as
classes de renda do pais.

De acordo com Malavolta (1971) e Lopes (1998) parece provavel que altas
temperaturas, ma distribuicdo das precipitagdes pluviométricas, umidades excessivas,
métodos inadequados de cultivo, caréncia nutricional dos solos, juntamente com a falta de
investimentos contribuam, sensivelmente, para acarretar a baixa produtividade dessa
cultura.

Pela sua rusticidade e capacidade de se desenvolver bem em solos de baixa fertilidade,
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constitui, também, uma opg¢do como fonte de matéria organica, a ser utilizada como adubo
verde na recuperacao de solos naturalmente pobres em fertilidade ou esgotados pelo seu
uso intensivo (OLIVEIRA & CARVALHO, 1998).

E a principal cultura de subsisténcia do semi-arido e fonte de proteinas de baixo custo,
notadamente, para as populagbes carentes. Em anos de escassez do produto, devido a sua
rusticidade, rapidez e baixo custo de producédo, o caupi é, estrategicamente, cultivado em
lugar de outras culturas, para a produgdo de graos secos, assegurando altos retornos
econdmicos na sua exploragdo (MELO, 1999). Constitui-se, também, o produto basico da
alimentacdo humana em diversos paises, gragas, sobretudo, a sua riqueza em proteinas, ao
seu elevado conteudo energético e aos altos teores de calcio, fésforo, sddio, potassio, ferro
e vitaminas (A e C).

Seu valor nutricional € superior ao do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), haja
vista possuir maior conteudo de metionina, cisteina e triptofano, apresentando, portanto,
uma proteina de melhor qualidade. E difundido em varias regides do pais como hortalica,
para producdo de grdos verdes e vagens, e bastante utillizada na produgdo de ramos e
folhas para alimentagéo animal, consumida naturalmente (OLIVEIRA & CARVALHO, 1998).

Sob condigdes de agricultura irrigada, essa cultura apresenta potencial genético para
producdes elevadas (acima de 2000 kg ha™), que foi confirmada pelo IBGE (2002), onde em
2002 houve um rendimento da cultura do caupi de 3290 kg ha™', mesmo n3o existindo uma
boa disponibilidade de materiais genéticos selecionados para essas condi¢des. Além disso,
sob irrigagdo, o aproveitamento do N; (nitrogénio atmosférico) a partir da fixagdo simbidtica é
maximizado, favorecendo a produtividade, a economia de fertilizantes nitrogenados e a
qualidade do ambiente.

Da mesma forma que ocorre com as cultivares de caupi, verifica-se uma limitagdo de
germoplasma de rizébio com potencial para fixagdo de N, sob as mais diversas condigbes
de cultivo. Entre outros fatores citados, destaca-se a caréncia de nitrogénio na planta,
resultado da baixa disponibilidade desse elemento no solo. Varios autores demonstraram
que o nitrogénio é o nutriente absorvido em maior quantidade pelo feijoeiro, necessitando
desse nutriente até o final do seu ciclo (HAAG et al.,, 1967; COBRA NETO et al., 1971;
MACHADO et al., 1981).

Trabalhando com caupi, Silva et al. (1985) e Stamford et al. (1980) conseguiram
significativos aumentos na produtividade dessa cultura com o emprego de fertilizante
nitrogenado. O caupi foi considerado uma leguminosa de nodulagéo especifica, mas em
pouco tempo se tornou uma das leguminosas de nodulagdo mais promiscua, o que hoje é

confirmado por saber-se que rizébios isolados de diversas outras leguminosas sdo capazes
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de induzir a formacgéo de nédulos eficientes ou ineficientes naquela (EARDLY et al., 1985;
MARTINEZ et al., 1985, BROMFIELD & BARRAN, 1990; HUNGRIA et al.,, 1993;
LAGUERRE et al., 1993). Devido a sua indubitavel importancia agronémica, econémica e
nutritiva € uma das poucas espécies vegetais escolhidas pela National Aeronautics and
Space Administration - NASA para ser cultivada e estudada nas estagbes espaciais
(EHLERS & HALL, 1997).

1.3.3 Fixagao biolégica de nitrogénio (FBN)

O nitrogénio € um dos elementos essenciais existentes em maior abundéncia na
natureza, mas € o mais critico em relagao ao atendimento as necessidades das plantas.
Cerca de 78 % do ar atmosférico é constituido de nitrogénio gasoso e, aproximadamente,
95 % do nitrogénio existente no solo encontra-se sob forma orgéanica. Portanto, apenas 5 %
do nitrogénio do solo encontram-se sob forma inorgénica (aménio e nitrato), de rapida
assimilacéo pelas plantas.

Estudos comparativos realizados no Brasil revelam ser o nitrogénio o nutriente
utilizado em maior quantidade na agricultura, sendo do conhecimento técnico-agronémico
que, de maneira geral, ha necessidade de quantidade relativamente alta desse elemento no
solo, a fim de que sejam obtidas produ¢des compensadoras - de acordo com a necessidade
da cultura (LODEIRO et al., 2000).

Fassbender (1967) afirma que o nitrogénio € o macronutriente requerido em maior
quantidade pelas plantas. Esse maior consumo de fertilizantes nitrogenados tem explicagao
no fato de que os solos das regides tropicais, como os do Brasil, salvo raras excegoes,
apresentam baixos niveis de nitrogénio mineral, seja devido a rapida mineralizagcdo da
matéria organica e consequente imobilizagdo do nitrogénio disponivel por microrganismos
saprofitos; seja pela rapida oxidagdo da amodnia para nitratos e consequente lixiviagao deste
no solo, principalmente em épocas de chuvas abundantes; seja pelas perdas sob a forma
gasosa devido a presenga de microrganismos denitrificadores no solo (CARDOSO & GALLI,
1975; DOBEREINER & CAMPELO, 1977). Dos macronutrientes gastos na adubagéo, em
termo quantitativo, o mais retirado do campo de cultivo na forma de produto colhido é o
nitrogénio (ROSOLEM, 1987). Assim sendo, para que haja aumentos significativos na
produtividade das culturas nessa regido, ha necessidade, entre outras, da aplicagdo de
quantidades necessarias de nitrogénio, geralmente requeridas em grandes concentragdes.

As leguminosas tém, ao seu dispor, duas fontes de nitrogénio: o mineral, proveniente
do solo e/ou fertilizante e o nitrogénio fixado biologicamente através da simbiose com

bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium,
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Azorhizobium e Mesorhizobium que s&o denominados genericamente de rizdbios (VARGAS
& HUNGRIA, 1997), tendo consideravel importancia agricola. A subida vertiginosa dos
precos dos fertilizantes nitrogenados, devido ao consumo de energia fossil em sua
fabricacao, aliada aos graves problemas de polui¢do causados pelo uso intensivo desses
fertilizantes, tem deixado a agricultura, dos paises em desenvolvimento e dos
desenvolvidos, apenas as alternativas de maximizar a fixagdo bioldégica de nitrogénio,
otimizar a distribuicdo e emprego dos compostos nitrogenados dentro das plantas e tornar
mais eficiente a utilizagdo de carboidratos pelos nddulos (NEVES, 1992). O uso da técnica
natural de fixagdo bioldgica de nitrogénio pode contribuir com um incremento de mais de
200 kg - ha™ - ano™" de nitrogénio em solos agricolas (BROADBENT et al.,1982)

O crescimento e a produgéo das leguminosas sdo, pelo menos em parte, resultados
da interagdo entre as cultivares das plantas, as estirpes de rizobios e as condigbes
ambientais em que o sistema simbidtico se desenvolve e que afetam a assimilagao,
distribuicdo e utilizagdo do carbono e nitrogénio pelas plantas. A disponibilidade de
nitrogénio para as sementes em desenvolvimento determina a produgéo e depende de uma
fixagdo de nitrogénio que se prolongue até o periodo de enchimento dos grdos (NEVES &
RUMJANEK, 1997).

As plantas dependentes da fixagao bioldgica do N requerem mais fosfato (Pi) que as
plantas que usam, exclusivamente, N mineral. Os niveis baixos de P podem afetar a
simbiose, ao diminuir o suplemento de fotossintato ao nddulo, reduzir a taxa de crescimento
bacteriana e a populagdo total de isolados de Rhizobium e Bradyrhizobium (KEYSER &
MUNNS, 1979)

Sob condicdo de limitacdo de nitrogénio mineral, as bactérias do grupo rizébio
formam ndédulos simbidticos nas raizes de leguminosas. Nestes nddulos a bactéria na forma
de bacterdides, converte nitrogénio atmosférico em amodnia, que é utilizado pela planta como
fonte de nitrogénio. Bactérias endofiticas s&o, também, importantes em ecossistemas
florestais por aumentar efetivamente a plasticidade fenotipica e a longevidade das plantas
hospedeiras sob variaveis ou deletérias condigdes ambientais (ex.: durante periodos de
seca, privagao de nutrientes ou ataque patogénico), de acordo com Uribe (1994) e Chanway
(1998). O desenvolvimento dos nddulos € iniciado pela troca de sinais quimicos moleculares
entre a planta e o simbionte (SINGLETON et al., 1992; HUNGRIA et al., 1993).

Os nodulos e a planta hospedeira séo perfeitamente interligados por meio de vasos
xilematicos e floematicos e, portanto, totalmente integrados em termos hormonais e
nutricionais. O processo de fixagao do nitrogénio também requer um suprimento continuo de

carboidratos que fornegam tanto a energia para a redugdo do nitrogénio quanto os
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esqueletos de carbono necessarios a assimilagdo da amoénia produzida. Durante os
processos de infecgcdo e desenvolvimento dos nodulos, a energia necessaria as divisdes
celulares é obtida da oxidacdo dos carboidratos produzidos na parte aérea da planta
hospedeira (NEVES, 1992; SILVEIRA et al., 2001).

Devido a existéncia de uma grande diversidade de espécies nativas de bactérias
fixadoras de nitrogénio, que o fazem em baixo grau de eficiéncia, € necessaria a obtengao
de estirpes de rizobios de alta qualidade, capazes de sobreviver e competir pela fixagao
eficiente do nitrogénio atmosférico na leguminosa alvo (MOAWAD et al., 1998; SILVEIRA et
al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2001 e 2002).

A nodulagido é um processo de multi-passos que envolve plantas especificas e
expressao genética bacteriana compativel. Os resultados de varias pesquisas tém indicado
a participagdao de mediadores quimicos no periodo inicial do processo de infecgdo das
raizes das leguminosas. Flavondides especificos s&o reconhecidos pelos rizobios e, em
alguns casos, este € um importante aspecto de reconhecimento do hospedeiro. Se o
flavondide for reconhecido, ocorrera a multiplicagdo de células bacterianas através da acgao
de varios produtos de genes e a produgédo de uma pequena familia de lipo-oligossacarideos.
A estrutura dos tipos de lipo-oligossacarideos € o maior determinante da especificidade do
hospedeiro (LAEREMANS & VANDERLEYDEN, 1998; DIOUF et al., 2000).

Leghemoglobinas (Lhbs) sdo proteinas hemo-constituintes, presentes em células
infectadas de nddulos de leguminosas e n&o leguminosas e estdo difundidas em diversas
espécies, estendendo-se de bactérias até mamiferos (APPLEBY et al., 1983; RIGGS, 1991;
VINOGRADOQV et al., 1993; HARDISSON, 1998). Hbs simbidtica, como a leghemoglobina
(LHb) de espécies de leguminosas, s6 tem sido detectada em tecidos infectados da raiz e
alguns noédulos da fixagdo de nitrogénio (APPLEBY, 1992; ARREDONDO-PETER et al.,
1998). A molécula de leghemoglobina € um produto simbidtico sintetizado em resposta da
infeccdo bacteriana (VERMA & LONG, 1983) onde ha uma relagao fisiolégica entre LHb
nodular e eficiéncia da fixagdo de nitrogénio (APPLEBY, 1984; BECANA & SPRENT, 1989;
DAKORA, 1995).

1.3.3.1 Efeito do lodo de esgoto na fixagao biologica do nitrogénio

As principais questdes discutidas sobre o uso do lodo no solo, tém sido os riscos do
acumulo excessivo de metais pesados e sais soluveis que possam ser toxicos para a
microbiota do solo, particularmente para o “rizobio” (GILLER et al., 1989).

A fixacao biolégica do nitrogénio € um processo bioquimico que pode ser utilizado

como um importante instrumento de avaliagdo dos possiveis disturbios provocados pela
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aplicagao de residuos no solo (VISER & PARKINSON, 1992; BROOKES, 1995; WETZEL &
WERNER, 1995). Contudo, ha algumas divergéncias entre trabalhos realizados, sobre a
influéncia negativa destes residuos na microbiota do solo.

Sabe-se que Bradyrhizobium spp. possui maior resisténcia a metais pesados, no
solo, do que Rhizobium spp., havendo a possibilidade de maior desenvolvimento em solos
que contenham lodo de esgoto (KINKLE et al., 1987). Todavia, ambos sédo considerados
relativamente sensiveis aos efeitos toxicos dos sais (SINGLETON & BOHLOOL, 1984).

Reddy et al. (1983) verificaram efeito negativo de metais pesados na sobrevivéncia
de B. japonicum em solo tratado com lodo de esgoto, o qual reduz o potencial de nodulagao
em soja, concordando com os resultados de Abd-Alla et al. (1999). McGrath et al. (1988)
observaram que a aplicacdo de lodo de esgoto em solos cultivados com trevo branco
(Trifolium repens L) reduziu significativamente seu crescimento e a fixagdo de N.

Avaliando-se o efeito de metais pesados na nodulagdo e desenvolvimento de
leguminosas (ervilha e trevo branco) observou-se que em solos, contendo 273 mg - kg™ de
Zn, que receberam doses de 100 Mg - ha” de lodo de esgoto, apés 10 anos, foram
encontrados nodulos em ambas as leguminosas. Onde a concentragdo Zn no solo superou
essa faixa e a concentragdo de Cu atingiu 365 mg - kg™, n&o foram encontrados nédulos e
o percentual de nitrogénio (% N) foi significativamente inferior ao do tratamento controle
(CHAUDRI et al., 2000).

Segundo Chaudri et al. (1993), Smith (1997) e Broos et al. (2005), 0 Zn é um metal
pesado com propriedades fitotoxicas, em altas concentracdes, por apresentar forte efeito
redutor na quantidade de rizébio em solo tratado com lodo de esgoto.

Contrariando algumas pesquisas, Selivanovskaya et al. (2001) utilizaram lodo de
esgoto em solos da Russia, e constataram aumentos de quatro vezes na biomassa
microbiana e cerca de ftrinta e cinco vezes na atividade de fixagdo de nitrogénio,
comparando-se com o tratamento sem residuo.

Em um trabalho realizado com aplicagdo de biossdlido na dose 23 Mg - ha™,
associado com a inoculagao de bactérias fixadoras de nitrogénio na cultura da soja, houve P
suficiente para o desenvolvimento da planta, sem que o N presente no residuo prejudicasse
a fixagao atmosférica de N, (VIEIRA et al., 2005).
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CAPITULO 2

Avaliacao do potencial de uso do lodo de esgoto associado a
inoculagao de estirpes de Bradyrhizobium spp. em caupi (Vigna
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Resumo

Com o objetivo de avaliar o potencial de uso do lodo de esgoto (LE) associado a
inoculacdo de estirpes de Bradyrhizobium spp. em caupi, o experimento conduzido em casa
de vegetagdo utilizou cinco estirpes de Bradyrhizobium spp. (EI-6; NFB700; BR2001;
BR4406; BR3267) e quatro niveis de LE (0, 25, 50 e 75 Mg-ha™). Apdés 45 dias de
experimento foram avaliadas as variaveis: matéria seca da raiz (MSR) e parte aérea
(MSPA), matéria fresca dos nddulos (MFNod), N total da parte aérea (NTPA) e raiz (NTR) e
teor de leghemoglobina (LHb). A dose equivalente a 75 Mg-ha™ demonstrou ser promissora
no aumento da MSR, MSPA da planta e capacidade de troca de cations - CTC, Ca, Mg, e
Na no solo. A MFNod apresentou-se em maior abundancia na estirpe EI-6 e, isoladamente,
na dose equivalente a 25 Mg-ha'1. A aplicacdo de LE e as estirpes NFB700 e BR4406

apresentam potencial para produgédo de graos no caupi.

Palavras-chave: Bradyrhizobium spp., fixagao biolégica de N,, simbiose, residuo sdlido.
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Abstract

The work’s aim was to evaluate the sewage sludge (SS) potential associated with
inoculation of Bradyrhizobium spp. lineages in cowpea. The experiment was conducted in a
greenhouse, with five strains of Bradyrhizobium spp. (EI-6, NFB700, BR2001, BR4406 and
BR3267) and four SS levels (0, 25, 50 and 75 Mg - ha™). Plants were harvested at 45 days,
to measure shoot and root dry matter (SDM and RDM), nodule fresh matter (NodFM), total
nitrogen (NTR and NTS) and leghemoglobin content (LHb). The equivalent level of SS 75 Mg
- ha™ supplied higher values in SDM, RDM and increased CEC, Ca, Mg, and Na in the soil.
The strain EI-6 and the equivalent level of SS 25 Mg - ha™ had supplied higher quantity of
NodFM. The SS application and the use of the strains NFB 700 and BR 4406 showed that

these treatments can be used for seeds production in cowpea.

Key words: Bradyrhizobium spp., biological N, fixation, symbiosis, solid residue.

1 Introdugao

Inconseqiientes agbes antropicas, como expansdo das areas de cultivo, pecuaria
extensiva, erréneos projetos de irrigagédo, produgéo de energia para diversos fins, mineragao
e queimadas, exigem novos conceitos € novas alternativas para a sustentabilidade (Ferreira
et al, 1994). A necessidade do aumento da produgdo agricola mundial vem sendo
prejudicada pelo desgaste e diminuicdo da fertilidade dos solos cultivados, conduzindo ao
uso de custosos fertilizantes quimicos (Silva Neto, 2001). Para que tal situacado seja
contornada, uma alternativa eficaz € a reciclagem dos nutrientes contidos no lodo de esgoto
(LE), em areas agricolas (Selbach e Camargo, 2000) e na recuperagdo de areas
degradadas (Andreoli e Pegorini, 1999). Sob o ponto de vista ambiental, a reciclagem
agricola do LE é a alternativa de menor impacto para a sua disposigao final, propiciando,

também, economia de energia e de reservas naturais na medida em que diminui as
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necessidades de fertilizagdo mineral (Santos e Bettiol, 2001; Silva et al., 2002; Harrison et
al., 2003).

Cerca de 60 % do montante de nutrientes inorganicos presentes em alimentos sao
despejados nos esgotos, apds tomarem parte no metabolismo humano (Kvarnstorm e
Nilsson, 1999). No Brasil, o uso agricola de LE, ainda, ndo esta amplamente difundido;
entretanto, ja faz parte de programas nacionais de controle de impactos ambientais. A
Agenda 21 Brasileira possui uma area tematica intitulada “Agricultura Sustentavel”’, onde
varios aspectos da atual situagdo da agricultura brasileira sdo abordados (Pires, 2005). A
produgédo de LE no Brasil, no inicio do século XXI, foi estimada entre 150 e 220 mil Mg de
matéria seca - ano™”. Sua aplicagdo no Brasil deve crescer substancialmente nos préximos
anos, seguindo uma tendéncia mundial e acompanhando a demanda gerada por um
acentuado crescimento no volume de esgoto tratado (Tsutiya, 2001; Pires, 2005).

O LE tem apresentado bons resultados como fertilizante para diversas culturas,
dentre elas azevém, soja e trigo (Brown et al., 1997), couve e alface (Millner et al., 1982),
milho (Silva et al., 1997), feijao e girassol (Deschamps e Favaretto, 1997), braquiaria, guiso-
de-cascavel, fedegoso, jua-bravo e beldroega (Matos et al., 2004), mamoeiro (Costa et al.,
2001), alho e sorgo (Del Val et al., 1998), eucalipto e cedro (Melo et al., 2001). E, portanto,
um potencial fertilizante em diversas condi¢gdes de solo e clima, onde a aplicacdo deste
residuo pode ser feita desde plantas herbaceas até plantas lenhosas, dependendo do seu
nivel de higienizacéo.

Dentre os efeitos do lodo de esgoto sobre as propriedades fisicas do solo,
condicionadas, principalmente, pela presenga de matéria organica, destaca-se a melhoria no
estado de agregacao das particulas do solo com aumento na aeracao e retengdo de agua
(Bernardes, 1982; Barreto, 1995; Melo e Marques, 2000). O LE também induz alteragbes
nas propriedades quimicas do solo, podendo fornecer aumento nos teores de fosforo (Silva

et al.,, 2002), de carbono organico (Cavallaro et al., 1993), da fragdo humica da matéria
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organica (Melo et al., 1994), do pH, da condutividade elétrica e da capacidade de troca de
cations (Oliveira et al., 2002).

Outra atividade que objetiva o desenvolvimento sustentavel aliado a reducdo de
custos € o uso de leguminosas associadas a microrganismos fixadores de nitrogénio
atmosférico. Nessa relacdo harmoénica, a leguminosa possui uma capacidade de
sobrevivéncia superior as plantas nao inoculadas, pois apresenta uma alternativa nutricional
adicional. Aplicando-se LE em culturas de leguminosas inoculadas ha incremento de
nutrientes necessarios para seu desenvolvimento; contudo, o teor de metais pesados
existentes no residuo pode contribuir para a redugado da fixagdo biolégica de nitrogénio,
devido a sua toxicidade (Selbach e Camargo, 2000; Broos et al., 2005; Vieira et al., 2005).

O trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o potencial de uso do lodo de
esgoto em diferentes niveis de concentragcao associado a inoculagdo com diferentes estirpes

de Bradyrhizobium spp. em caupi, assim como determinar sua eficiéncia simbiodtica.

2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetagcdo, na sede da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria - IPA, utilizando o solo coletado na Estagéo
Experimental de ltapirema - IPA, municipio de Goiana/PE, que, apds coleta, foi seco ao ar,
destorroado, peneirado (cinco mm) e analisado quanto aos atributos de fertilidade
(Embrapa, 1997).

O residuo sodlido empregado foi o lodo de esgoto, proveniente da Estacdo de

Tratamento de Esgoto da Mangueira, Recife/PE, utilizando-se doses equivalentes a 0, 25,
50 e 75 Mg - ha’, escolhidas de acordo com resultados obtidos em experimentos

anteriores (Messias, 1998) que, apds coleta, foi seco ao ar, peneirado e analisado

quimicamente (Brasil, 1983).
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As estirpes de Bradyrhizobium utilizadas foram: BR 2001; BR 4406 e BR 3267
(EMBRAPA CNPAB-RJ — Seropédica — RJ - sendo a ultima recomendada pela RELARE
(Rede de Laboratério para Recomendagédo, Padronizagdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola); NFB 700 (Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE, Nucleo de Fixagao Biolégica do N, nos Tropicos - NFBT); El 6 —
(Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria - IPA).

O experimento foi conduzido num delineamento em quatro blocos casualizados, com
cinco estirpes de Bradyrhizobium spp. e lodo de esgoto em quatro niveis, incluindo a
testemunha absoluta (sem inoculagdo na dose zero de lodo) totalizando-se 96 parcelas
(vasos com 6 kg de solo).

As estirpes foram purificadas em meio YMA (Agar, manitol e extrato de levedura),
com o indicador vermelho congo e repicadas em friplicatas (Vincent, 1970). Os inéculos se
desenvolveram em meio YM (Manitol e extrato de levedura) em frascos erlenmeyers de
125,0 mL, contendo 25,0 mL do meio (Vincent, 1970) e incubadas em agitador rotatério
(160 rpm) com temperatura controlada (28 °C).

No plantio do feijao caupi, cultivar IPA 206, as sementes foram desinfestadas com
alcool a 70 %, por um minuto, e solugédo de hipoclorito de sédio a 2,5 %, por cinco minutos,
e lavadas com agua deionizada estéril. Foram utilizadas seis sementes - vaso™, seguindo-
se da inoculagdo com seis mL - vaso™ da cultura liquida de Bradyrhizobium contendo 10°

UFC - mL™ (Figura 1). Os nutrientes foram fornecidos as plantas, semanalmente, na forma

de solugdo nutritiva, sem nitrogénio (Hoagland e Arnon, 1950).

Ap6s a emergéncia, foi efetuado o desbaste, deixando-se duas plantas - vaso™. A
colheita foi efetuada aos 45 dias apos o plantio (DAP) (Figura 2), sendo observadas,
diariamente, durante todo o desenvolvimento. Apds o periodo determinado, foram retiradas
amostras do solo, de cada vaso, para realizacdo da analise de fertilidade (Embrapa, 1997).

As plantas foram coletadas separando-se a parte aérea da raiz por um corte, no caule, na
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altura da cicatriz cotiledonar. Posteriormente, todo o material foi seco em estufa de aeracao
forgada, a 65 °C, por 72 horas, para pesagem da matéria seca. Os nddulos foram retirados
em sala refrigerada e condicionados em freezer -70 °C para pesagem da matéria fresca
(MFNod) e posterior determinagao da leghemoglobina (LHb). A LHb do ndédulo foi extraida
pela solugdo de Drabkin e a concentragdo foi determinada em espectrofotémetro (540nm)
(Wilson e Reisenauer, 1963) utilizando hemoglobina humana como padrao.

O material vegetal foi moido, em moinho tipo Wiley, provido de peneira com abertura
de 0,42 mm, e posteriormente foi conduzido para determinagdo do nitrogénio total, pelo
método Kjeldahl (Silva,1990).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando-se o programa

SAS (SAS, 1990).

3 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos a partir das analises fisica, quimica e de fertilidade do solo e
do lodo de esgoto, antes da montagem do experimento, estdo apresentados nas Tabelas 1
e 2. Levando-se em consideragdo a Resolugdo n° 375, de 29 de agosto de 2006,
regulamentada pelo CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente (Tabela 3), para o
teor de alguns metais pesados presentes no LE, ndo foram encontrados niveis acima do
limite maximo permitido para os avaliados nesse trabalho. As regulamentagbes mais
utilizadas para os niveis de metais pesados em LEs, apresentadas na Tabela 3, séo a
norma P 4230 da CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do estado
de Sao Paulo), baseada na legislacao dos Estados Unidos da América, USEPA (United
States Environmental Protect Agency) 40 CFR Part 503, a norma da IAP (Instituto Ambiental
do Parana), a qual utilizou como referéncia, os parametros da legislagao espanhola, sendo
bastante semelhante ao atual regulamento existente na CE (Comunidade Européia)

(86/278/EEC) (Usepa, 1982; Cetesb, 1999; lap, 2003; Melo et al., 2006; Brasil, 2006).
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Todas as variaveis apresentaram respostas independentes a influéncia da interacao
entre o LE, em doses crescentes, e a inoculagdo das estirpes de Bradyrhizobium spp.
Sendo assim, o LE e os microrganismos utilizados forneceram respostas isoladas na
nodulagdo e desenvolvimento do caupi.

Os resultados do pH, variavel independente, apresentaram uma diminuigdo
quadratica com o aumento da aplicagdo da dose de lodo de esgoto. Apos 14 dias da
incubacao das doses de lodo de esgoto com o solo, antes do plantio, constatou-se alteragcéo
no pH do solo entre os tratamentos, divergindo entre 6,3, para o tratamento da testemunha
absoluta (TA) e 6,0 para o tratamento com maior dose de LE, 75 Mg - ha™. Ao final do
experimento, foi constatada diminuicdo mais acentuada do pH em relagdo a maior aplicagédo
de lodo de esgoto no solo (Figura 3; Tabela 4).

Resultados semelhantes a acidificagdo do solo, quando aplicadas doses crescentes
de LE, foram encontrados por outros autores (Boeira et al., 2002; Oliveira et al., 2002;
Simonete e Kiehl, 2002; Nascimento et al., 2004).

O pH é um fator determinante da disponibilidade de metais no solo, indicando que
quanto mais acido, maior sera a solubilidade e consequente disponibilidade desses
elementos (Borkerte, 1991; Kabata-Pendias e Pendias, 1992; Bolan et al., 2003).

De acordo com alguns estudos, foi verificado que os metais pesados podem
provocar efeitos adversos sobre os processos microbioldgicos do solo, como na biomassa
microbiana, na concentragdo de ATP no solo e na fixagdo de nitrogénio por bactérias
heterotroficas (McGrath et al., 1988; McGrath et al., 1994). Porém, o fato do metal pesado
estar presente no solo ndo significa que esteja numa forma prontamente assimilavel pelas
plantas, podendo permanecer por longos periodos sem que sejam absorvidos em
quantidades téxicas. Estudos tém demonstrado n&o haver correlagéo entre o teor total de
metais pesados no solo e sua fitotoxicidade (Egreja Filho, 1993). Portanto, para se conhecer
a contaminacao, em termos dos efeitos sobre as plantas e a cadeia alimentar, é necessario
determinar as concentragoes fitodisponiveis desses metais (Leschber et al., 1985).
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Outras variaveis, também, demonstraram diferenga significativa entre aplicagbes
crescentes de LE ao solo, respondendo de forma quadratica para o Ca e de forma linear
para a CTC (capacidade de troca catidnica), o Mg e o Na. Apenas o P nao apresentou
diferenga significativa com o incremento das doses de LE (Tabela 4). O acréscimo da CTC e
dos elementos Ca, Na e Mg, de acordo com as doses de LE utilizadas, corroboram
resultados obtidos por Nascimento et al. (2004).

De acordo com os resultados, a CTC demonstrou bons resultados com o incremento
das doses de LE aplicadas ao solo, pois, desempenha um papel fundamental no efeito
residual desse residuo no solo, onde, juntamente com a grande superficie especifica da
matéria organica, presente no LE, possibilita maior numero de ligagdes eletrostéticas entre
particulas de solo, diminuicdo da densidade e aumento na aeragdo e retengao de agua
(Bernardes, 1982; Barreto, 1995; Melo e Marques, 2000; Oliveira et al., 2002).

O aumento dos teores de P e Mg sdo fundamentais para enriquecer a fertilidade do
solo; o de Ca propicia o crescimento radicular e precipita o Al presente no solo (Costa et al.,
2001).

Apesar do aumento da fertilidade do solo, alguns elementos podem se tornar
prejudiciais quando lixiviados para corpos hidricos, podendo acarretar problemas
semelhantes a eutrofizacdo. O P, em teores elevados, torna-se um dos principais
responsaveis por esse processo, porém, sua utilizagdo, proveniente de esgotos urbanos, é
de extrema necessidade devido ao decréscimo de fontes naturais de fosforo. Essa
necessidade de aproveitamento do P decorre da “quebra” de seu ciclo natural por atividades
antropicas (Vaclav, 2000).

O acréscimo do nivel de Na, também, pode ser prejudicial quando implica em
elevagéo da salinidade do solo (Mesquita, 2002).

Com o aumento das doses de LE aplicadas ao solo, também ficou evidenciado o
aumento de produgdo de matéria seca do caupi. A matéria seca da parte aérea (MSPA)

aumentou consideravelmente, representada por uma fung¢ao quadratica. A matéria seca da
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raiz (MSR), mesmo representada por uma fungado linear, apresentou pouco crescimento
(Tabela 5; Figura 4).

Sabe-se que o incremento de residuos, rico em matéria organica, em solos agricolas,
propicia um aumento acentuado da matéria seca das plantas, comparando-se com
tratamentos ausentes de residuo. Resultados de aumento da biomassa, com aplicacdo de
doses crescentes de LE, também foram encontrados em outros trabalhos (Simonete e Kiehl,
2002; Nascimento et al., 2004).

Observou-se maior produgdao de matéria fresca dos nddulos (MFNod) quando
aplicada a dose equivalente a 25 Mg - ha. Com o aumento das doses aplicadas, a MFNod
decresceu numa fungao cubica (Figura 4).

A resposta da MFNod em funcdo do aumento da dose de LE aplicada pode ser
justificada pela presenga dos metais no residuo, pois, em concentragdes especificas, podem
suprimir o desenvolvimento dos microrganismos ali presentes. Cada microrganismo possui
uma tolerancia especifica, ou uma capacidade de resiliéncia propria para cada tipo e
quantidade de elementos existentes.

As doses de LE aplicadas ao solo ndo apresentaram diferenga significativa no teor
de leghemoglobina (LHb) (Tabelas 5 e 6), assim como n&o apresentou diferenga significativa
em relagdo aos tratamentos inoculados com as diferentes estirpes (introduzidas e nativas),
apesar das mesmas terem apresentado, no interior dos nédulos do caupi, coloracao rosada
em diferentes tonalidades (dados ndo apresentados).

Devido a sensibilidade que a LHb possui, a presenca de outros nddulos de rizobios
nativos do solo pode ter influenciado sua resposta. A LHb é um produto simbiético, no qual
a parte globina é sintetizada pela planta em resposta a infecgdo do rizébio (Verma e Long,
1983) e a LHb formada ocorre antes da fixagdo do N, (Freire, 1992). O teor de LHb nos
nddulos varia com a espécie de leguminosa, com a estirpe de rizébio utilizada, assim como
depende do processo de difusdo do oxigénio através de células infectadas nos ndédulos

(Lira-Ruam et al., 2000).
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Quanto ao nitrogénio total acumulado na raiz (NTR) e na parte aérea (NTPA), ndo
houve diferenga significativa entre os tratamentos, assim sendo, as doses de LE aplicadas
ao solo e as estirpes inoculadas n&o influenciaram significativamente no nitrogénio total
acumulado pelo caupi (Tabelas 5 e 6). Todavia, com a aplicagdo das doses crescentes de
LE, mesmo sem ter demonstrado diferengas expressivas, houve aumento nos teores de
NTR e NTPA.

Apenas a variavel MFNod apresentou diferenga estatistica entre as estirpes
inoculadas, pelo teste de Tukey (p < 0,05), apresentando os melhores resultados com a
estirpe EI-6 (Tabela 6).

Mesmo com a MFNod alta, os resultados da estirpe EI-6 ndo diferiram
significativamente, entre as demais estirpes inoculadas e em diferentes doses de LE, nas
variaveis NTR, NTPA e LHb, sugerindo que a mesma nao apresenta maior potencial na
fixagao de nitrogénio atmosférico.

Reddy et al. (1983) verificaram efeito negativo de metais pesados na sobrevivéncia
de B. japonicum em solo tratado com lodo de esgoto, o qual reduz o potencial de nodulagéo
em soja, concordando com os resultados de Abd-Alla et al. (1999). McGrath et al. (1988)
observaram que a aplicacdo de lodo de esgoto em solos cultivados com trevo branco
reduziu significativamente seu crescimento e a fixagdo de N.

As estirpes utilizadas no experimento ndo demonstraram diferengas significativas na
MSR e MSPA da raiz do caupi; porém, a testemunha absoluta (TA) apresentou resultados
maiores na MSPA e semelhantes na MSR, possivelmente, devido a presencga de rizdbios
nativos no solo (Tabela 6).

Durante as observagdes realizadas, diariamente, ao longo dos 45 dias do
experimento, em casa de vegetagao, percebeu-se o crescimento de vagens no 36° dia apds
o plantio (Figura 1i). Os tratamentos com aplicagdo de lodo de esgoto nos trés niveis (25,

50, 75 Mg - ha™") ausentes de inoculagao, e nos tratamentos inoculados com as estirpes NFB
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700 e a BR 4406 nos trés niveis de adubacdo com LE, apresentaram crescimento precoce
de vagens. E fundamental realizar maiores estudos sobre a possibilidade do potencial
desses tratamentos na producdo de gréos, tornando-se, igualmente, necessario avaliar o
teor de metais pesados transferidos aos graos, a fim de evitar quaisquer prejuizos
provocados por esses elementos (Hue, 1995). Uma vez que, o desenvolvimento precoce
das vagens se deu na presenca do lodo, sua aplicacdo, em doses menores, seria mais
importante economicamente e ambientalmente e mais facil de manejar.

Inicialmente é possivel indicar que as estirpes BR 2001, BR 3267 e IPA 206 e a dose
de LE 75 Mg - ha™ podem ser indicadas na produgéo da parte aérea do caupi para forragem
animal ou como adubo verde, verificando-se os teores de metais pesados absorvidos para

evitar quaisquer prejuizos fitotoxicos, todavia, estudos em campo devem ser realizados.

4 Conclusodes
A producao de matéria seca, da parte aérea e raiz do caupi, apresentou melhores

resultados com a aplicagdo de lodo de esgoto na dose equivalente a 75 Mg - ha™', nao

sofrendo influéncia das estirpes inoculadas. Essa mesma dose mostrou-se promissora para
o aumento de CTC, Ca, Mg, e Na no solo, sem gerar riscos a curto prazo. A matéria fresca
dos nédulos apresentou-se em maior abundéncia na dose equivalente a 25 Mg - ha'. As
plantas de caupi inoculadas com a estirpe EI-6 apresentaram maior matéria fresca dos
nodulos. A leghemoglobina presente nos ndédulos e o nitrogénio total acumulado pelo caupi
nao apresentaram diferengas significativas entre as doses de LE aplicada e nem entre as
estirpes inoculadas. A aplicagdo de lodo de esgoto e a inoculagédo das estirpes NFB 700 e
BR 4406, no caupi, apresentam potencial para produgcédo de graos. Doses elevadas de lodo
de esgoto podem aumentar a quantidade disponivel de elementos potencialmente toxicos

para as plantas, pela quantidade de lodo inserida e pela acidificagdo do pH, aumentando a
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solubilidade desses elementos no solo; portanto, tornam-se necessarias, constantes

avaliagdes dos niveis desses elementos, pois, esses oferecem riscos a longo prazo.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Caracterizagao quimica e de fertilidade do solo, coletado na Estagao Experimental
de ltapirema — IPA, Goiana / PE, e do lodo de esgoto na Estagdo de Tratamento

de Esgoto da Mangueira, Recife/PE

Caracteristica Solo Lodo
pH (H,0) 6,3 5,1
P (mg - kg™) 20 45,0
Cu (mg - kg™ 1,5  155,0
Fe (mg- kg'1) 1,6 16,9
Zn (mg - kg'1) 1,8 548,0
Mn (mg - kg'1) 5,0 207,0
Pb (mg - kg™) 120,0

Na (cmolc/dm?) 0,08 0,3
K (cmolc/dm?®) 0,15 2.1
Ca (cmolc/dm®) 3,40 9,4
Mg (cmolc/dm?®) 0,55 1,2

H (cmolc/dm®) 2,21
S (cmolc/dm®) 3,21
CTC (cmolc/dm®) 5,70 -
N(g-kg™) — 225
C(g- kg'1) 1,39 285,9
MO (g - kg'1) 2,4 493,0
Relacao C/N -—- 12,7
V (%) 56,32 -
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Tabela 2. Caracterizacdo fisica do solo coletado na Estacdo Experimental de Itapirema -

IPA, Goiana / PE

Composicado Granulométrica

Areia 89,6 %
Argila 7,4 %
Silte 3,0 %
Silte/Argila 0,4 %
Argila Natural 3,9 %
Classe Textural areia
Densidade
Global 1,5 glcm®
Particula 2,7 glem®
Umidade
1/3 atm 5,28 %
15 atm 3,09 %
Agua util 2,19 %
Umidade residual 0,91 %

Condutividade Hidraulica 25,44 cm/h
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Tabela 3. Comparacgdo das concentracdes maximas permitidas de metais pesados em lodo

de esgoto para fins agricolas, entre os EUA, Comunidade Européia (CE) e o

Brasil
Metal USEPA CETESB IAP CE CONAMA
(mg - kg”)

Arsénio 75 75 nd nd 41
Bario nd nd nd nd 1300
Cadmio 85 85 20 20-40 39
Chumbo 840 840 750 nd 300
Cobre 4300 4300 1000  1000-1750 1500
Crémio nd nd nd 1000-15000 1000
Mercurio 57 57 16 16-25 17
Molibdénio 75 75 nd nd 50
Niquel 420 420 300 300-400 420
Selénio 100 100 nd nd 100
Zinco 7500 7500 2500  2500-4000 2800

nd = n&o definido.

*CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do estado de
S&o Paulo); CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente); CE
(Comunidade Européia); IAP (Instituto Ambiental do Parana); USEPA

(United States Environmental Protect Agency).

Fonte: Usepa (1982), Cetesb (1999), lap (2003), Melo et al. (2006), Brasil (2006).
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Tabela 4. Médias e fungdes polinomiais para os niveis de lodo de esgoto nas variaveis pH,

capacidade de troca catidnica (CTC), Ca, Mg, Nae P

Niveis pH CTC Ca Mg Na P
(Mg-ha') e (cmolc - dm™) —=reemmmeeeev (mg - kg™
TA 599« 59~ 2833 0,718" 0,060* 17,208 ns
25 548« 6,7+ 3,345* 0,875" 0,085* 15,208 ns
50 521~ 7,5~ 3,643 0,972* 0,091* 19,250 ns
75 518« 7,9+ 3,704* 1,108* 0,105* 22,083 ns
Funcao Q L Q L L -
dms 0,05 0,53 0,27 0,15 0,01 5,77

TA = Testemunha absoluta

* = significativo para as fung¢des polinomiais pelo teste de F (p < 0,05).

ns = nao significativo para as fungdes polinomiais pelo teste de F (p < 0,05).
L = Linear; Q = Quadréatica; C = Cubica.

dms = Diferenga minima significativa.

Resultados de fertilidade do solo foram realizados pelo Laboratério de
Fertilidade do Solo do IPA/PE.
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Tabela 5. Médias e fungdes polinomiais para os niveis de lodo de esgoto nas variaveis

matéria seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR), matéria fresca dos nédulos

(MFNod), nitrogénio total acumulado na raiz (NTR) e parte aérea (NTPA) e teor

de leghemoglobina (LHb) nas plantas de caupi

Niveis MSPA MSR MFNod NTR NTPA LHb
(Mg-ha') e (g-vaso’) - — (mg-vaso™") - (mg - g”" nédulos)
TA 8,021+ 0,720~ 1,458+ 0,579ns  8,025ns 0,135 ns
25 10,550+ 0,890+ 1,725+ 0,624 ns 13,719 ns 0,167 ns
50 11,920+ 1,050+ 1,191+ 0,789 ns 12,985 ns 0,169 ns
75 12,822« 1,103+ 0,800* 1,036 ns 15,573 ns 0,176 ns
Funcéo Q L Cc - - -
dms 0,81 0,14 0,23 0,80 7,667 0,073

TA = Testemunha absoluta
* = significativo para as fung¢des polinomiais pelo teste de F (p < 0,05).

ns = ndo significativo para as fung¢des polinomiais pelo teste de F (p < 0,05).

L = Linear; Q = Quadratica; C = Cubica.
dms = Diferenga minima significativa.
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Tabela 6. Comparagéo entre as estirpes de Bradyrhizobium spp. pelas médias das variaveis

matéria seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR), matéria fresca dos nédulos

(MFNod), nitrogénio total acumulado na raiz (NTR) e parte aérea (NTPA) e teor

de leghemoglobina (LHb)

Estirpes MSPA MSR MFNod NTR NTPA LHb
—————————— (9- vaso'1) e -—---(mg - vaso'1) - (mg- g'1 nédulos)

TA 11,074 a 0,942 a 1,075 b 1,005 a 8,411 a 0,120 a
El-6 10,892 a 0,921 a 1,412 a 0,783a 13,783 a 0,169 a
NFB 700 10,781 a 0,992 a 1,375 ab 0,918a 13,418 a 0,180 a
BR 2001 10,647 a 0,905 a 1,262 ab 0,685a 15,343 a 0,202 a
BR 4406 10,618 a 0,916 a 1,381 ab 0,633 a 9,819 a 0,157 a
BR 3267 10,959 a 0,964 a 1,256 ab 0,520a 14,681 a 0,141 a
dms 1,11 0,19 0,32 1,104 10,455 0,099

TA = Testemunha absoluta

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
dms = Diferenga minima significativa.
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Figura 1. Etapas do experimento desenvolvido em casa de vegetagdo. a = estirpe EI-6 em
placa de Petri no meio YMA com indicador vermelho congo; b = incorporagéo do LE ao
solo; ¢ = plantio do caupi cv IPA 206; d = inoculagao das estirpes de Bradyrhizobium spp.
nas sementes de caupi; e, f = crescimento do caupi no 4° DAP (dia apés plantio); g =
plantas no 10° DAP; h = surgimento de flores; i = crescimento de vagens; j = raiz do caupi

inoculada com a estirpe EI-6, apds coleta do experimento
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Figura 2. Plantas de caupi, cv IPA 206, com diferentes doses de LE incorporado ao solo e
inoculadas com estirpes de Bradyrhizobium spp., no 45° DAP (dia apds plantio)

em casa de vegetagéo
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Figura 3. Influéncia da quantidade de lodo de esgoto no pH do solo
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Figura 4. Alteracdo na matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) do caupi € na

matéria fresca dos nddulos (MFNod) nas diferentes doses de lodo de esgoto
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CAPITULO 3
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CAPITULO 3

CONCLUSOES GERAIS

- A dose de lodo de esgoto equivalente a 75 Mg - ha™' mostrou-se promissora para o
aumento de CTC, Ca, Mg, e Na no solo, sem gerar riscos, a curto prazo.

- Os niveis de fésforo, com doses crescentes do LE, ndo apresentaram valores distintos
estatisticamente.

- A produgao de matéria seca do caupi apresentou melhores resultados com a aplicacéo de
LE na dose equivalente a 75 Mg - ha™!, porém no sofreu influéncia das estirpes inoculadas.
- Em relacio aos elementos potencialmente toxicos, o LE utilizado no experimento pode ser
aplicado na agricultura brasileira, pois, até a dose maxima aplicada, que favoreceu a
acidificacdo do solo, ndo apresentou teores de metais pesados acima dos limites permitidos
pelo CONAMA.

- A matéria fresca dos nédulos apresentou-se em maior abundancia com aplicagéo da dose
de LE equivalente a 25 Mg - ha™' e com a inoculagéo da estirpe EI-6, isoladamente.

- A aplicagao de LE e o uso das estirpes NFB 700 e BR 4406, isoladamente, favoreceram o

desenvolvimento acelerado de vagens no caupi.
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