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RESUMO 

 

O lodo de esgoto possui alto teor de matéria orgânica porém, também estão presentes 

diferentes poluentes e patógenos. Desta forma, neste trabalho foi extraído ácido húmico 

(AH) o qual é um composto resultante do fracionamento de substâncias húmicas que 

compreendem um grupo de compostos de carbono gerados na decomposição de 

resíduos orgânicos que sofrem ressíntese formando o húmus. O ácido húmico promove 

diversos benefícios nos vegetais, como crescimento, elongação celular, tolerância a 

estresses e aumento da permeabilidade da membrana plasmática. Com base nestas 

características, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos citogenéticos 

(ensaio Allium cepa), fisiológicos, anatômicos e bioquímicos do ácido húmico do lodo de 

esgoto sanitário. Foi realizada caracterização elementar do material para a definição 

das doses. Após 20 dias de tratamento, foram realizadas coletas do material e, 

posteriormente, analisadas. A caracterização química do AH indicou-o como bom 

condicionador para culturas apresentando elevadas taxas de C, H e N. Não foi 

observado efeito de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade do AH. 

Foi verificado aumento expressivo de todos os pigmentos fotossintéticos vegetais nas 

concentrações mais altas (2 mM C L-1 e 4 mM C L-1). Houve aumento da expressão da 

ATPAse em todos os tratamentos e das enzimas do estresse oxidativo (CAT, SOD, 

APX, GST) em diferentes concentrações. A integração destas análises permitiu concluir 

que o ácido húmico do lodo de esgoto pode ser utilizado como adubo orgânico, pois foi 

observado benefícios no vegetal tais como maior crescimento vegetal e aumento da 

atividade nas enzimas do estresse oxidativo.  

 

 

 

Palavras-chave: ácido húmico; Allium cepa; crescimento vegetal; enzimas do estresse 

oxidativo; Oryza sativa. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The final disposal of sewage sludge has been presented as an environmental and public 

health problem. The sewage sludge is rich in organic matter but it also presents 

pollutants and pathogens. Thus, this work was extracted humic acid (HA) which is a 

compound resulting from the fractionation of humic substances that comprises a carbon 

group generated by the decomposition of organic waste that suffer resynthesis forming 

humus. Humic acid promotes many benefits in plants, such as growth cell elongation, 

stress tolerance, increased plasma membrane permeability. Based on these features, 

the present study aimed to evaluate the cytogenetic effects (Allium cepa test), 

physiological and biochemical in Oryza sativa culture treated with differents 

concentrations of humic acids derived from sewage sludge. Elemental characterization 

of HA was performed to define the doses (0,5; 1, 2 e 4 mM C L-1). After 20 days of 

treatment, samples of the material were taken and subsequently analyzed. The chemical 

characterization of HA indicated it as a good conditioner for cultures showing high rates 

of Carbon, Hydrogen and Nitrogen. No effect of toxicity, cytotoxicity, genotoxicity and 

mutagenicity of HA was observed. The results have shown significant increase of plant 

photosynthetic pigments on higher concentrations (2 mM C L-1 and 4 mM C L-1). In 

general the higher concentrations have presented more growth. Futhermore, there was 

an increase of ATPase expression in all treatments . And enzymes of oxidative stress 

increased relatively in differents concentrations. By the integration of these analyzes it 

was possible conclude that the humic acid from sewage sludge can be used as organic 

fertilizer as observed by the plant benefits showed in this work. Moreover, HA offers a 

good alternative for the disposal of sewage sludge residue, recycling the organic matter. 

 

 

Keywords: Allium cepa; humic acid; enzymes of oxidative stress; Oryza sativa; plant 

growth. 
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1 INTRODUÇÃO 

Lodo de esgoto sanitário (LES) é definido como o resíduo gerado nos processos de 

tratamento de efluente sanitário, constituindo-se de uma fonte de matéria orgânica e de 

nutrientes com alto potencial de riscos à saúde pública e ao ambiente devido a chance 

de proliferação de vetores de moléstias e organismos nocivos (Resolução CONAMA 

375/2006).  

O Brasil produz, anualmente, cerca de 150 a 220 mil toneladas de matéria seca de LE 

(Pedroza, 2010) sendo que apenas 37,9% da população urbana têm seu esgoto 

devidamente coletado e tratado (SNIS, 2010).  

Até a década de 60, a disposição final do lodo, resultante de sistemas de tratamento de 

efluentes, era feita em aterros sanitários. Mas, devido ao aumento na geração deste 

resíduo, tal alternativa passou a ser ineficaz do ponto de vista físico e ambiental 

(GEYER, 2001). Mundialmente, têm-se aplicado diferentes métodos de 

reaproveitamento deste material, variando conforme as caracterís ticas intrínsecas de 

cada caso. 

O lodo de esgoto tem sido fortemente sugerido para a aplicação na agricultura como 

condicionador e fertilizante do solo pois apresenta em sua composição altos teores de 

matéria orgânica (BETTIOL e CAMARGO, 2006; LIMA et al., 2011). Entretanto, como o 

lodo pode conter elevadas concentrações de contaminantes, essa prática pode levar à 

adição direta de diversos patógenos e substâncias químicas não desejadas ao solo 

agriculturável e, consequentemente, na cadeia alimentar. Outro fator de preocupação é 

a composição variável do resíduo nas diferentes regiões e épocas do ano, dificultando o 

monitoramento dos contaminantes (SAITO, 2005). 

A presença de elevada carga orgânica presente neste resíduo sólido permite a 

possibilidade de extração de substancias húmicas do resíduo adicionalmente, a 

extração do ácido húmico para sua aplicação em solos agricultáveis. Os AH (ácidos 

húmicos) favorecem a agregação de complexos organominerais (OADES, 1984), 

contribuem para a solubilização de P (fósforo) e diminuição da energia de fi xação nos 

óxidos (SANTOS, 1984) apresentam capacidade de adsorção de metais pesados 

(CANELLAS et al., 2002) e servem de forte poder tampão da solução do solo 
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(SIQUEIRA et al., 1990). Além de servir como reserva de nutrientes às plantas 

(STEVENSON, 1994) e portanto, podem fornecer estratégias para melhorar a qualidade 

do solo e restaurar sua sustentabilidade, que ao ser extraída dos resíduos, constitui 

uma forma de reutilização, representando uma alternativa para reciclagem agrícola. 

A promoção do crescimento radicular pelas substâncias húmicas tem sido relacionada à 

sua concentração e origem e, ainda, com a espécie da planta utilizada (NARDI et al., 

1996; DOBBSS et al., 2010). Os mecanismos fisiológicos responsáveis pela 

estimulação no crescimento vegetal incluem a formação de complexos mais solúveis 

com micronutrientes (CHEN et al., 2003) e a interação com constituintes enzimáticos da 

membrana plasmática de forma análoga à ação dos hormônios vegetais (CANELLAS et 

al., 2000).  

Apesar das diversas vantagens, é necessário que a utilização de derivados residuais, 

provenientes de compostos com comprovada toxicidade, esteja relacionada a análises 

de impacto ambiental, de forma a detectar poluentes e sua possível periculosidade. 

Testes de toxicidade e genotoxicidade auxi liam nestas análises, avaliando o potencial 

tóxico de sedimentos (MOZETO et al., 2006), expondo plantas a várias concentrações 

de substâncias para avaliar a influência genética de cada interação.  

Sistemas-testes vegetais têm sido empregados na avaliação de impactos ambientais 

sobre os sistemas biológicos (HOSHINA, 2009). Dentre eles, o Allium cepa L. 

(Liliaceae) tem se mostrado eficaz pela sua sensibilidade e confiabilidade na avaliação 

dos potenciais citotóxico, genotóxico e mutagênico de substâncias químicas por meio 

das alterações na atividade mitótica e aberrações cromossômicas em células 

meristemáticas de suas raízes (SIDDIQUI et al., 2011).  

A utilização de resíduos em cultivos vegetais deve ser acompanhada de análises do 

crescimento da planta. Tais análises podem incluir na atividade de enzimas do estresse 

oxidativo pois uma modificação direta da expressão delas pode estar envolvidas na 

resposta antioxidante e, portanto, pode indicar efeito importante na tolerância á poluição 

(ALLEN; WEBB; SCHAKE,1997). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 LODO DE ESGOTO SANITÁRIO 

O constante desenvolvimento de áreas urbanas e o consequente aumento da produção 

de efluentes sanitários correspondem aos principais agentes poluidores de recursos 

hídricos. Projetos de implantação de estações de tratamento de esgoto têm sido alvos 

de investimento de companhias de saneamento ambiental, visando atender à crescente 

demanda e à legislação vigente (BETTIOL; CAMARGO, 2006; LIMA et al., 2011). 

A composição média dos efluentes aponta para uma mistura de água (99,9 %) e sólidos 

(0,1%) sendo que, do total de sólidos, 70% são orgânicos (proteínas, carboidratos, 

gorduras) e 30% inorgânicos (partículas minerais, sais e metais). Durante o processo de 

tratamento, ocorre a separação por decantação das frações sólidas e líquidas, onde a 

fase líquida é composta por efluentes domésticos, águas de infi ltração e despejos 

industriais e a sólida é denominada de lodo de esgoto, rico em nutrientes e matéria 

orgânica (MELO; MARQUES, 2000; FERNANDES, 2000). 

Lodo de esgoto sanitário é definido como o resíduo gerado nos processos de 

tratamento de efluente sanitário, constituindo-se de uma fonte de matéria orgânica e de 

nutrientes com alto potencial de riscos à saúde pública e ao ambiente devido a chance 

de proliferação de vetores de moléstias e organismos nocivos (Resolução CONAMA 

375/2006).  

Até a década de 60, a disposição final do lodo, resultante de sistemas de tratamento de 

efluentes, era feita em aterros sanitários, mas devido ao aumento na geração deste 

resíduo, tal alternativa passou a ser ineficaz do ponto de vista físico e ambiental 

(GEYER, 2001). Mundialmente, têm-se aplicado diferentes métodos de 

reaproveitamento deste material, variando conforme as características intrínsecas de 

cada caso. 

A escolha da alternativa de disposição final do lodo de esgoto deve passar por 

avaliações de ordem técnica, econômica e ambiental e, mesmo assim, cada uma delas 

apresenta potenciais impactos ao ambiente (ALAMINO, 2010). Dentre as alterna tivas de 

destinação final destaca-se a compostagem que é o processo no qual a matéria 

orgânica de origem animal ou vegetal é decomposta por meio de um processo 
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biológico, obtendo-se como resultado um composto apto a ser utilizado no solo porém, 

o custo de manutenção é relativamente alto (OLIVEIRA, 2000). Outra alternativa é a 

incineração que se trata de uma tecnologia térmica que consiste na queima de 

materiais em altas temperaturas (900 ºC) o que reduz o volume do lixo e destrói 

bactérias, vírus e descontamina o solo (OLIVEIRA, 2000). Dentre os tratamentos de 

resíduos, a reciclagem vem sendo o método mais eficaz de tratamento e destinação 

final dos resíduos depois da redução na fonte geradora.  

O lodo de esgoto tem sido fortemente sugerido para a aplicação na agricultura como 

condicionador e fertilizante do solo pois apresenta em sua composição altos teores de 

matéria orgânica (BETTIOL; CAMARGO, 2006; LIMA et al., 2011). Entretanto, como o 

lodo pode conter elevadas concentrações de contaminantes, essa prática pode levar à 

adição direta de diversos patógenos e substâncias químicas não desejadas ao solo 

agriculturável e consequentemente na cadeia alimentar. Outro fator de preocupação é a 

composição variável do resíduo nas diferentes regiões e épocas do ano, dificultando o 

monitoramento dos contaminantes (SAITO, 2005). 

 

2.2 ÁCIDO HÚMICO EXTRAÍDO DO LODO DE ESGOTO SANITÁRIO 

 

As substâncias húmicas (SH) compreendem um grupo de compostos de carbono 

gerados na decomposição da matéria orgânica que sofrem ressíntese, formando um 

material denominado de húmus (STEVENSON, 1994). Elas desempenham um papel 

muito importante, contribuindo na fertilidade do solo e outros benefícios incluindo um 

aumento da estabilidade estrutural, na permeabilidade para água e gás, na capacidade 

de retenção de água, na atividade biológica, na disponibilidade de nutrientes; de 

tamponamento do pH e na capacidade de troca catiônica, carbono sequestro e 

interações com contaminantes (FRIMMEL; ABBT-BRAUN, 2006; PERMINOVA; 

KULIKOVA, 2008; GONZÁLEZ-PÉREZ et al., 2010).     

 

De acordo com Atiyeh (2002), as SH estão relacionadas com diversas atividades no 

metabolismo vegetal como: aumento da matéria seca de mudas de milho e aveia (LEE; 

BARTLETT, 1976; ALBUZIO et al., 1994); números e comprimentos raízes de tabaco 

(MYLONAS; MCCANTS, 1980); peso seco da parte aérea, raízes e nódulos de soja, de 
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amendoim e plantas de trevo (TAN; TANTIWIRAMANOND, 1983); aumento do 

crescimento vegetativo de plantas de chicória (VALDRIGHI et al., 1996); indução da 

formação de parte aérea e raízes em culturas tropicais crescidas em cultura de tecidos 

(GOENADI; SUDHARAMA, 1995) e têm um conhecido efeito surfactante capazes assim 

de dissolver a camada lipídica das membranas biológicas aumentando desta forma a 

permeabilidade da membrana plasmática (VISSER,1982).  

 

Também foi comprovado que concentrações elevadas de SH promovem uma redução 

no crescimento de plantas (CHEN; AVIAD, 1990). Diante destes trabalhos, pode-se 

confirmar um efeito tipo-hormonal dessas substâncias sobre as plantas considerando 

também seu envolvimento com o substrato (CASENAVE DE SANFILIPPO et al., 1990; 

CHEN; AVIAD, 1990; MUSCOLO et al., 1993, 1996, 1999). Mecanismos que explicam o 

crescimento da planta é o aumento da captação de íons metálicos e aumento da 

permeabilidade celular (CHEN; AVIAD, 1990). Outros efeitos atribuídos as SH são a 

estimulação da absorção e do transporte de nutrientes e efeitos na abertura estomática 

(PALANIVELL et al., 2013). Além disso, estes compostos promovem o desenvolvimento 

do sistema vascular, promovendo melhor absorção de nutrientes, e estimulam o 

crescimento tanto do sistema radicular quanto da parte aérea (SILVA et al., 1999).  

 

As SH são fracionadas em três diferentes compostos, cada um com características 

diferentes, sendo eles: ácido húmico, ácido fúlvico e humina. Piccolo (2002) definiu 

ácidos fúlvicos (AF) como sendo a associação de pequenas moléculas hidrofílicas com 

uma quantidade de grupamentos funcionais ácidos suficientemente grandes para 

manter os agrupamentos de AF dispersos em qualquer valor de pH. Os ácidos húmicos 

(AH), por sua vez, são compostos por associações onde predominam compostos 

hidrofóbicos (cadeias polimetilênicas, ácidos graxos, esteróides) que são estabilizados 

em pH neutro por forças hidrofóbicas dispersivas. De acordo com a conceituação de 

Piccolo, a conformação dos AH cresce progressivamente de tamanho quando as forças 

oriundas das ligações hidrogênio são progressivamente aumentadas até um valor baixo 

de pH, onde os ácidos húmicos floculam. As huminas (H) continuam a denominar a 

fração alcalino insolúvel dos compostos orgânicos do solo (DOBBSS, 2006).  
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O ácido húmico é intermediário de complexidade entre AF e humina e é capaz de 

interagir com os poluentes orgânicos persistentes- POPs e PAHs (hidrocarboneto 

policíclicos aromáticos), devido à sua característica estrutural que possuem cavidades 

hidrofóbicas que apresentam uma tendência alta na captura de contaminantes no meio 

ambiente (MCAIN, 2003; LAOR, 2002). Conte e colaboradores (2005) relatam que o 

material de compostagem humificada pode também ser um recurso importante em 

processos de remediação de solos contaminados. Ele tem sido amplamente usado 

como substituto para matéria orgânica de solo e é o componente mais extraído das 

substâncias húmicas (BUURMAN et al., 2009). 

 

Recentemente, trabalhos têm relatado o aumento do crescimento de plantas cultivadas 

no plantio com ácidos húmicos extraídos de vermicomposto (ARANCON, 2003; 

ATIVEH, 2002). Também foi observado que os AH são capazes de alterar o padrão de 

enraizamento de Arabidopsis thaliana, proporcionando desenvolvimento de maior 

número de raízes laterais bem como de raízes laterais mais desenvolvidas em relação 

às plantas-controle (DOBBSS, 2006). Façanha et al. (2002) e Canellas et al. (2002) 

demonstraram que AH de massa aparentemente elevada (maior que 14 kDa) isolados 

de vermicomposto, apresentaram estímulos sobre a atividade de hidrólise e transporte 

de H+ das H+-ATPases de MP isoladas de raízes de plantas mono e dicotiledôneas. 

Foi observado o aumento na síntese de H+-ATPase, induzido por AH, e por meio deste 

estudo, foi proposto que os AH atuam por um mecanismo pós-transcripcional via 

ativação de genes Mha1 e Mha2, da mesma forma como as auxinas disparam a síntese 

das H+-ATPases de MP em hipocótilos de milho (FRIAS et al., 1996). Adicionalmente, 

Zandonadi (2006), utilizando plantas mutantes de tomateiro (mutante diageotropica), 

que possuem um gene formado pouco sensível à auxina confirmou que os AH possuem 

uma atividade tipo auxínica.  

 

 

2.3 Oryza sativa COMO PLANTA TESTE 

 

O. sativa (arroz) pertence à família Poaceae e genêro Oryza. É  um dos cereais mais 

cultivado no mundo, sendo amplamente uti lizado na alimentação humana, portanto 
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desempenhando, portanto, papel estratégico tanto no aspecto econômico quanto social 

(HENRIQUES, 2008). Adicionalmente, corresponde a uma cultura extremamente 

versátil, que se adapta a diferentes condições de solo e clima, sendo considerada a 

espécie que apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo (AGRIANUAL, 

1998).  

  

O arroz é o alimento básico para 2,5 bilhões de pessoas. Além de sua importância 

agronômica, O. sativa é também um importante modelo biológico de espécies de 

plantas monocoti ledôneas e está entre as principais culturas de cereais, como o milho, 

trigo, cevada e sorgo.  

 

O arroz é cultivado em muitas condições e sistemas de produção diferentes, mas 

submerso em água é o método mais comum usado no mundo inteiro. É o único cereal 

que pode crescer por longos períodos de tempo em água parada (OUYANG et al., 

2007). Proporcionalmente, 57 % do arroz é cultivado em terras irrigadas, 25% na várzea 

de sequeiro, 10% sobre as terras altas, 6% em águas profundas, e 2% em pântanos de 

maré (ZHAO et al., 2010). A plantação de arroz inundada é um campo da 

biodiversidade aquática, fornecendo uma moradia para peixes, plantas, anfíbios, 

répteis, moluscos e crustáceos, que muitos dos podem ser usados como um meio de 

incorporar proteína em dietas de pessoas pobres e subnutridas em países de renda 

média que o arroz quinta (MCNALLY et al., 2009). Como o arroz pode ser cultivado em 

muitos ambientes com diversas características, faz-se uma variedade muito popular em 

todo o mundo. 

 

 

2.4 TESTE CITOGENÉTICO EM Allium cepa L. 

 

Allium cepa L. (Liliaceae) tem se mostrado um eficiente organismo teste, pela sua 

sensibilidade e confiabilidade na avaliação dos potenciais citotóxico, genotóxico e 

mutagênico de substâncias químicas, obtidos por meio de alterações na atividade 

mitótica e por meio de aberrações cromossômicas em células meristemáticas das 

raízes dessa espécie (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002). Esta planta teste é bastante 
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utilizada devido a características tais como presença de cromossomos grandes e em 

número reduzido (2n = 16) (FACHINETTO, 2007), sendo este fator fundamental para 

estudos de avaliação de danos cromossômicos e/ou de distúrbios do ciclo de divisão 

celular, incluindo riscos de aneuploidia.   

       

Por meio do teste de aberrações cromossômicas em células meristemáticas de A. cepa 

pode ser quantificada uma série de variáveis morfológicos e citogenéticos, incluindo a 

morfologia e o crescimento da raiz, o índice mitótico, a indução de micronúcleos e de 

anormalidades no ciclo celular como C-metáfases, aderências cromossômicas, pontes e 

fragmentações cromossômicas, entre outras (EVSEEVA et al., 2003; EGITO et al., 

2007). O teste genotóxico que utiliza o Allium é validado pelo Programa Internacional de 

Segurança Química e pelo Programa Ambiental das Nações Unidas (BAGATINI et al., 

2007).      

 

 

2.5 IMPORTÂNCIA DE ANÁLISES FISIOLÓGICAS E ANATÔMICAS 

 

Análises de crescimento são de grande importância para estudos com plantas pois, 

fatores ambientais, como luz, temperatura, concentração de CO2 e disponibilidade de 

água e nutrientes, próprios de cada local, afetam sensivelmente vários índices 

fisiológicos, a exemplo da razão de área foliar, da taxa assimilatória líquida e da taxa de 

crescimento relativa, dentre outros (PEIXOTO, 2006). Estes estudos possibilitam 

acompanhar o desenvolvimento das plantas como um todo e a contribuição dos 

diferentes órgãos no crescimento total (LIEDGENS, 1993), permitindo conhecer suas 

estratégias de adaptações às variações ambientais como os poluentes orgânicos..  

 

A análise de crescimento é um método que descreve as condições morfofisiológicas da 

planta em diferentes intervalos de tempo entre amostras sucessivas (MAGALHÃES, 

1979). Assim como outras medidas fisiológicas, a análise de crescimento é também um 

instrumento que tem sido usado com o objetivo primordial de gerar uma descrição clara 

do padrão de crescimento da planta ou de partes dela, permitindo comparações entre 
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situações distintas, podendo ser aplicada às mais diversas modalidades de estudos 

(NOGUEIRA; CONCEIÇÃO, 2000).  

 

Segundo Benincasa (2003), esse tipo de análise baseia-se fundamentalmente no fato 

de que cerca de 90%, em média, da matéria seca acumulada pelas plantas, ao longo 

do seu crescimento, resultam da atividade fotossintética, e o restante pela absorção de 

nutrientes minerais. Podendo esse acúmulo de fitomassa ser estuda por medidas 

lineares (altura de planta, comprimento e diâmetro do caule, comprimento e largura de 

folha, comprimento de raiz, etc.); número de unidades estruturais (folhas, flores, frutos, 

raízes, e outros) e medidas de superfície (principalmente pela medição da superfície da 

lâmina foliar). 

 

Estudos anatômicos assumem grande importância quando associados aos aspectos 

ecológicos e fisiológicos, pois fornecem detalhes da resposta estrutural da planta a 

determinado fator, contribuindo com informações adicionais e relevantes que auxi liam 

na interpretação de outros dados obtidos, e no comportamento da planta (SEGATTO et 

al., 2004). 

 

 

2.6 BIOMARCADORES BIOQUÍMICOS 

 

Enzimas do estresse oxidativo evidenciam a resposta da planta/organismo frente a um 

estresse. Os vegetais são expostos a diversos fatores externos e internos: radiação UV, 

luminosidade intensa, herbicidas, ataque de patógenos, certas injúrias, hiperoxia, 

ozônio, flutuações na temperatura, seca, metais pesados, concentração elevada de 

sais, extremos de temperatura, poluição do ar (SCANDALIOS, 1993; MALLICK e 

MOHN, 2000). Estas situações podem promover diversos estresses no vegetal e, 

consequentemente, o aumento da produção de ERO’s (espécies reativas de oxigênio). 

Como exemplos de ERO’s, temos o radical superóxido (O2), dotado de baixa 

capacidade oxidativa, peróxido de hidrogênio (H2O2), capaz de romper a membrana 

nuclear e causar danos ao DNA, radical hidroxil (•OH), com baixa capacidade de 
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difusão, porém alta reatividade, provocando lesões em uma série de moléculas em 

meio celular e o oxigênio “singlet” (O21) (SCANDALIOS, 2000). 

 

Os EROs possuem alta reatividade e alta citotoxicidade, pois em altas quantidades, 

interferem no ciclo de Calvin (inibindo a fixação de C) e , portanto, não permitem a 

realização da fotossíntese, devido à oxidação do aparato fotossintético. Radicais do tipo 

O2 e H2O2 não são tão reativos, mas na presença de íons metálicos (ex.: Fe) eles 

ativam reações que levam a formação de •OH na reação de Haber-Weiss (BOWLER et 

al., 1992). Este •OH possui grande potencial oxidativo degradando macromoléculas 

levando a sérios danos celulares (SCANDALIOS, 2000) tais como: peroxidação lipídica, 

desnaturação protéica e mutação no DNA (BOWLER et al., 1992) causando disfunções 

metabólicas irreparáveis e morte celular (SCANDALIOS,2000).   

 

Para inativar este complexo de ERO’s são necessárias a ação conjunta das enzimas: 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), 

dehidroascorbato redutase (DHAR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), 

glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) (ROSSI, 2008). 

 

A SOD (superóxido dismutase) é considerada a primeira linha de defesa com os danos 

causados pelas ERO’s atuando na dismutação de O2•- em H2O2 (ALSCHER et al., 

2002), desta forma, interferindo na concentração das duas ERO’s envolvidas na reação 

de Haber-Weiss, fazendo parte do mecanismo central de defesa dos organismos, 

evitando a formação do radical •OH – ERO mais reativa (LEÓN et al., 2002).  

 

A ascorbato peroxidase (APX) é responsável pela degradação do H2O2 utilizando o 

ascorbato como substrato e agindo na defesa de tecidos fotossintéticos contra o 

estresse fotoxidativo. A APX é encontrada também no citosol das células não 

fotossintetizantes, atuando na redução dos níveis de ERO’s (ASADA, 1999). 

 

A catalase (CAT) é responsável pela inativação do H2O2 formado durante a conversão 

do glicolato a glioxalato, que ocorre durante a fotorrespiração, onde o peróxido é 

convertido pela enzima em H2O e O2 (IGAMBERDIEV; LEA, 2002). A catalase pode 
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também, decompor o peróxido formado durante a oxidação de ácidos graxos nos 

glioxissomos em tecidos de armazenamento de gordura (HOLTMAN et al., 1994). A 

enzima é preferencialmente encontrada nos peroxissomos, mas também podem estar 

presentes em mitocôndrias e no citoplasma (MONTAVON et al., 2006). 

 

Conforme relatado em diversos estudos (FAÇANHA et al., 2002; CANELLAS et al., 

2002; ZANDONADI et al., 2007 e CANELLAS et al., 2010) os AH de massa elevada 

(maior que 14 kDa) isolados de vermicomposto apresentaram estímulos sobre a 

atividade de hidrólise e transporte de H+ das H+- ATPases de MP isoladas de raízes de 

plantas mono e dicotiledôneas. As H+- ATPases têm papel central no balanço 

energético celular e na promoção do enraizamento, uma vez que fornecem energia 

para os transportadores de íons localizados na membrana plasmática e geram o 

gradiente eletroquímico responsável pela polarização da membrana plasmática 

(DOBBSS, 2010). Esse gradiente favorecerá, termodinamicamente, a absorção de íons 

e energizará o transporte transmembranar (GIANNINI; BRISKIN, 1987). Esse 

mecanismo complexo e intrincado de promoção do crescimento celular mediado pelas 

H+-ATPases é conhecido como “a teoria do crescimento ácido” (RAYLE; CLELAND, 

1992). As auxinas assumem papel central nesse mecanismo, uma vez que promo vem 

tanto a transcrição de genes codificando ATPases, quanto a ativação dessas proteínas 

(RAYLE; CLELAND, 1992) determinando desta forma a característica tipo-hormonal do 

ácido húmico. 

 

A GSH (glutationa S-transferase ) é uma molécula importante dentro do sistema celular, 

participando inclusive do ciclo ascorbato-glutationa (NOCTOR et al., 2002), ou ainda da 

síntese de fitoquelatinas (GRATÃO et al., 2005). As glutationas S-transferases são 

enzimas que catalisam a conjugação de GSH à substratos hidrofóbicos eletrofílicos, 

como xenobióticos (DIXON et al., 2002), sendo essas proteínas encontradas 

preferencialmente no citoplasma (MARRS, 1996). 

 

A glutationa S-transferase (GST) catalisa a conjugação da glutationa reduzida a uma 

variedade de substratos hidrofóbicos e eletrofílicos, que são geralmente citotóxicos 

(WILCE; PARKER, 1994; KREUZ et al., 1996), produzindo conjugados solúveis em 



21 
 

água destes xenobióticos, o que reduz sua toxicidade (COLE, 1994; KREUZ et al., 

1996). As GSTs também promovem a conjugação de glutationa reduzida com produtos 

endógenos causadores de danos oxidativos, como radicais hidroxila citotóxicos, 

peróxidos de lipídios de membrana e produtos de degradação oxidativa do DNA, 

visando sua desintoxicação (DUDLER et al., 1991; BARTLING et al., 1993).  

 

A enzima H+-ATPase, situada na membrana plasmática, tem como atividade a 

clivagem de moléculas de ATP para geração de um gradiente eletroquímico que 

fornece energia para os transportes secundários da célula, promovendo a força 

necessária para a entrada e fluxo de íons e metabólitos na membrana (SZE, 1985; 

CANELLAS et al., 2012). A enzima tem atividade influenciada por contextos temporais e 

espaciais, bem como por mudanças químicas e ambientais e é codificada por uma 

família de multigenes (NIU et al., 1996; HASEGAWA et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 
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O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos dos ácidos húmicos 

provenientes de lodo de esgoto sanitário sobre as plantas, no aspecto citogenético no 

sistema de Allium cepa e fisiológico e bioquímico em Oryza sativa L.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a. Caracterização química do lodo de esgoto bruto e do ácido húmico; 

 

b. Avaliar os efeitos de toxicidade e citogenéticos (citotoxicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade) do ácido húmico sobre o A. cepa; 

 

c. Investigar a taxa de crescimento e o teor de pigmentos fotossintetizantes em O. 

sativa após tratamento com ácido húmico extraído do lodo de esgoto; 

 

d. Analisar a densidade estomática de O. sativa expostas às diferentes concentrações 

do ácido húmico proveniente do lodo de esgoto sanitário; 

 

e. Investigar atividade enzimática de O. sativa expostas à diferentes concentrações de 

ácido húmico do lodo de esgoto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 METODOLOGIA 



23 
 

 

4.1 Coleta do lodo de esgoto 

 

O lodo utilizado neste trabalho, foi cedido pela Companhia Espírito Santense de 

Saneamento (CESAN), onde uma amostra foi coletada para análise química (Centro 

Tecnológico de Análises – CETAN, Vitória/ES). 

 

4.2 Extração dos ácidos húmicos  

 

As substâncias húmicas alcalino solúveis foram extraídas de acordo com o método 

recomendado pela Sociedade Internacional de Substâncias Húmicas (IHSS), onde foi 

adicionado 40mL de NaOH 0,5 mol L-1 em 4g de lodo de esgoto para extração da 

substância húmica (SH). Posteriormente a SH extraída foi acidificada com HCl 6 mol-1 

até atingir o pH= 1 para o isolamento do ácido húmico. O ácido húmico isolado foi 

lavado em água deionizada, dializado em membrana com poros 14 KDa e liofilizadas.  

 

4.3 Determinação das dosagens utilizadas  

 

Para a determinação das concentrações, foi realizada a análise da composição 

elementar dos materiais húmicos por meio do analisador elementar automático (Leco, 

CHNS – 932). Foram determinadas os percentuais de Carbono total, Hidrogênio total e 

Nitrogênio total, sendo o conteúdo de oxigênio aferido pela diferença destes resultados 

por 100 (AYUSO et al., 1996). Após a análise do teor de C, foram determinadas quatro 

concentrações de AH em mM de C por litro (0,5; 1,0; 2,0; 4,0) baseadas em doses 

relatadas na literatura para ácidos húmicos (CANELLAS et al., 2010; CANELLAS et al., 

2012). 

 

4.4 Área de estudo  

 

Os experimentos foram realizados em casa de vegetação e laboratório no Setor de 

Botânica (-20° 16' 29.46"S e -40° 18' 17.04"O), Departamento de Ciências Biológicas, 
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localizados no campus de Goiabeiras da Universidade Federal do Espírito Santo 

(UFES), Vitória, ES. 

 

4.5 Condições experimentais  

 

4.5.1 Ensaio Allium cepa  

 

Os testes de aberrações cromossômicas e de micronúcleos em células meristemáticas 

de Allium cepa, foram realizados com base no protocolo estabelecido por Grant (1982). 

Para avaliação citogenética foi realizado um tratamento contínuo com sementes de A. 

cepa L., variedade Baia periforme, de mesmo lote. 100 sementes foram germinadas nas 

diferentes concentrações de AH até que as raízes atingissem aproximadamente 1 cm 

de comprimento. Como controle negativo foi utilizado água deionizada e como controle 

positivo metil metano sulfonato (MMS) na concentração de 4x10-4 M. As raízes foram 

coletadas e fixadas em Carnoy, etanol/ácido acético (3:1), por 24 h. Em seguida, foram 

submetidas à hidrólise ácida em HCl 1N, a 60° C, por 7 minutos, e lavadas em água 

destilada. A coloração foi realizada de acordo com a metodologia convencional de 

Feulgen, na qual as raízes foram acondicionadas em reativo de Schiff por duas horas 

em local escuro.  

 

Para a análise de toxicidade e citológicas, as lâminas foram confeccionadas pelo 

método de esmagamento suave com a adição de uma gota de carmim acético 1%. Para 

o preparo das lâminas permanentes, as lamínulas foram extraídas em nitrogênio líquido 

e as lâminas montadas com Bálsamo do Canadá. Foram analisadas, em microscópio 

de luz, aproximadamente 1000 células por lâmina da região meristemática, totalizando 

cinco lâminas para cada tratamento.  

 

A toxicidade foi determinada pela taxa de germinação: 

 

 

Taxa de germinação = número de sementes germinadas 

                                      total de sementes analisadas 
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O índice mitótico (IM) foi calculado por meio da relação entre o número de células em 

divisão e o total de células analisadas:  

 

                     Índice mitótico =          n° de células em divisão__    x 100 

                                                     n° total de células analisadas  

 

O índice de aberrações cromossômicas (AC) foi obtido por meio da frequência de 

células portadoras de alterações cromossômicas no ciclo celular: células binucleadas, 

micronúcleo, micrócito, brotamento, C-metáfase, perda, aderência cromossômica, 

anáfases mutipolares bem como pontes e atrasos na anáfase e na telófase. O índice de 

aberrações cromossômicas foi obtido por meio da seguinte fórmula: 

 

Índice de aberrações = n° de células com aberrações cromossômicas x 100 

                                   n° total de células analisadas 

 

O índice de mutagenicidade (IMUT) foi obtido por meio da frequência de células 

portadoras de micronúcleos e quebras cromossômicas. O índice de mutagenicidade foi 

obtido por meio da seguinte fórmula: 

 

Índice de mutagenicidade = n° de células com micronúcleo e quebras x 100 

                                  n° total de células analisadas 

 

4.5.2 Ensaio com Oryza sativa L.  

 

Sementes de O. sativa L. (BRS-Primavera, 2012, semente certificada Roraima), foram 

disponibilizadas pelo Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Espírito 

Santo. As sementes foram germinadas em placa de Petri  contendo papel-fi ltro com 

água destilada durante sete dias. Após a emergência da radícula, com média de 1 a 3 

cm, estas foram transferidas para vasos com volume total de 1100 mL, contendo 

solução de CaCl2 com diferentes concentrações de AH. CaCl2 consiste em um meio 

mínimo de nutrientes necessário para o crescimento de uma planta (Pinton et al.,1999). 
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Para o tratamento controle, as plantas foram submetidas somente à solução nutritiva 

CaCl2. O pH das soluções foram ajustados para 5.8 - 6.0. A exposição aos diferentes 

tratamentos foi realizada por um período de 20 dias, em casa de vegetação, com 

temperatura média de 27 °C e umidade relativa média de 77%. O pH das soluções foi 

ajustado diariamente. 

 

4.6 Análises de crescimento 

  

Após os 10 dias de condução experimental, foram coletadas aleatoriamente cinco 

indivíduos de O. sativa de cada repetição, totalizando 25 indivíduos por tratamento, a 

fim de realizar medidas de altura; massa fresca e seca (estufa 60º C) de todas os 

órgãos das plantas, medidas de diâmetro e comprimento das raízes e contagem do 

número de folhas. A partir dessas medidas foram obtidas médias da razão de raiz parte 

aérea (MSR/MSPA) e comprimento específico da raiz (CR/MSR). Com os dados de 

massas secas foi possível calcular também a proporção de alocação de biomassa na 

parte aérea (MSPA/MST) e na raiz (MSR/MST) (HUNT, 1978; ROCHA et al., 2009). 

 

Onde, CR: comprimento da raiz; MSR: massa seca radicular; MSPA: massa seca da 

parte aérea; MFPA: massa fresca da parte aérea; MST: massa seca total.  

 

4.7 Densidade estomática 

 

Para cada tratamento foram coletadas amostras das raízes e de folhas de dez 

indivíduos de O. sativa e foram analisados doze campos por lâmina.  Para a análise 

quantitativa, as amostras foram fixadas e armazenadas em álcool etílico 70%. Das 

amostras de folhas foram realizadas impressões abaxiais, do terço mediano da região 

internervural. A densidade estomática (mm2) foi realizada utilizando uma gota de 

adesivo instantâneo universal éster de cianoacrilato (Super-Bonder®) em uma lâmina 

histológica. Doze campos ópticos aleatórios foram analisados por indivíduo, totalizando 

60 campos ópticos por tratamento. 

 

4.8 Determinação do teor de pigmentos  



27 
 

 

Os teores de pigmentos foram determinados usando o método de extração com DMSO 

(ARGENTA et al., 2001). A folha basal mais desenvolvida foi coletada de cinco plantas 

de cada tratamento, no início da manhã. Amostras de 0,1g do material foliar, por 

indivíduo, foi imerso em 5 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) e incubado à 70 ºC por 120 

minutos, no escuro (HISCOX e ISRAELSTAM, 1979). A leitura do extrato foi realizada 

em espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific) nas absorbâncias de 

480, 645, 663 nm. Os cálculos os teores de pigmentos foram baseados nas equações 

de Lichtenthaler e Welbum (1983) pelas seguintes fórmulas:  

 

Chl a = [(12,7.A663) - (2,69.A645)].V/(1000.M)  

Chl b = [(22,9.A645) - (4,68.A663)].V/(1000.M)  

Chl. total = [(20,2.A663) - (2,69.A645)].V/(1000.M)  

Carot = [(1000.A470) - (1,82.Chl a - 85,02.Chl b)].V/(198.1000.M)  

 

Onde, Chl e Carot. significam clorofila e carotenóides, respectivamente. A663, A645 e 

A470 representam os valores das absorbâncias; V é o volume de DMSO (em mL) 

utilizado para a extração e M é a massa fresca dos discos.  

 

A determinação da concentração relativa de clorofila também foi determinada utilizando 

um método não destrutivo por meio do medidor de clorofila SPAD (Soil Plant Analysis 

Development) (SPAD-502, Minolta, Japão) sendo realizada também na folha basal mais 

desenvolvida. Foram realizadas duas medições por planta e foram avaliadas trinta 

plantas por tratamento. 

 

4.9 Análises das atividades enzimáticas  

 

4.9.1 Concentração de proteína  

 

A concentração de proteína das amostras foi determinada pelo método de Bradford 

(1976) adaptado para microplaca, onde 10 μL do homogeneizado foi adicionado em 200 
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μL de Coomassie Blue. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbância a λ= 595 nm, 

utilizando-se, como padrão, curva de albumina sérica bovina.  

 

4.9.2 Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD)  

 

A atividade da SOD foi realizada por espectrofotometria com base no protocolo descrito 

por McCord e Fridovich (1969), no qual o radical superóxido é gerado por meio do 

sistema xantina/xantina oxidase e a redução do citocromo c foi monitorada a 550 nm.  

Foram pesados 0,3 g de amostra vegetal (folha e raiz) e  adicionados 900 μL de tampão 

fosfato com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfoni lo) 1 mM. A mistura foi homonegeneizada 

(ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada 10000 g por 10 minutos  4º C e o 

sobrenadante aliquotado para análise. Para leitura da atividade em microplaca foram 

adicionados 10 μL do sobrenadante a 288 μL de meio de reação (Xantina 50 μM, KCN 

20 μM, Citocromo c 10 μM, EDTA 100 μM) em cada poço. Para o branco, utilizou-se 2 

μL de meio de reação. A leitura foi realizada durante um minuto em intervalos de 15 

segundos em espectrofotômetro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation, EUA). O 

volume de xantina oxidase foi determinado a partir da leitura do branco, com uma 

leitura a cada sete amostras lidas. A atividade enzimática foi expressa por unidade de 

SOD, sendo que uma unidade de SOD corresponde a quantidade de enzima 

necessária para inibir 50% da redução do citocromo c por minuto por mg de proteína a 

25 °C e pH 7,8.  

 

4.9.3 Atividade da enzima catalase (CAT)  

 

A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Beutler (1976), no qual a 

decomposição enzimática de H2O2 é medida pelo decaimento da absorbância a 240 

nm. O extrato foi preparado com 0,2 g de amostra vegetal ( folha e raiz) e adicionados 

600 μL de tampão de homogeneização (Tris-base 20 mM, EDTA 1mM, Sacarose 0,5 M 

e Ditiotreitol - DTT 1 mM) com PMSF (fluoreto de feni lmetilsulfonilo) 1 mM. A mistura foi 

homonegeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 9000 g por 30 

minutos a 4º C e o sobrenadante aliquotado para análise. Para leitura da atividade em 

microplaca foram adicionados 10 μL do sobrenadante e 250 μL de meio de reação (45 
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μL de H2O2, 47 mL de água destilada e 2,5 mL de tampão de reação - Tris-base 1 M, 

EDTA 5 mM). Para o branco, uti lizou-se 5 μL de tampão de homogeneização. A leitura 

foi realizada durante dois minutos em intervalos de 15 segundos em espectrofotômetro 

(Biomete 3, Thermo Eletron Corporation, EUA). A atividade específica foi expressa em 

nmol mg-1 de proteína min-1.  

 

4.9.4 Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX)  

 

A atividade da APX foi determinada pelo método descrito por Nakano e Asada (1981) 

com adaptações, no qual a concentração de H2O2 dependente de ascorbato foi 

determinada por uma diminuição do valor de absorbância a 290 nm, usando o 

coeficiente de extinção molar 2,8 mmol-1 L cm-1. O extrato foi preparado com 0,3 g de 

amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 900 μL de tampão fosfato (200 mM, pH 7,0) 

com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi homonegeneizada 

(ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4º C e o 

sobrenadante aliquotado para análise. Para leitura da atividade em microplaca foram 

adicionados 2 μL do sobrenadante a 125 μL de tampão fosfato, 12 μL de ácido 

ascórbico, 96,9 μL de água destilada, 12,5 μL de H2O2. Para o branco, utilizou-se 3,1 μL 

de água destilada. A leitura foi realizada durante três minutos em intervalos de 15 

segundos em espectrofotômetro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation, EUA). A 

atividade específica foi expressa em μmol de ácido ascórbico min-1 mg-1 de proteína.  

 

4.9.5 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)  

 

A atividade da GST foi determinada pelo método descrito por Habig e Jakobi (1981) 

com adaptações de Gallagher et al. (1992), no qual a unidade da atividade da enzima 

foi definida como a relação da taxa inicial da reação, com o valor do coeficiente de 

extinção molar para o CDNB de 9,6 mM-1 cm-1, com valor de absorbância a 340 nm. O 

extrato foi preparado com 0,3 g de amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 900 μL 

de tampão de homogeneização (Tris-HCl 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl2 x 6 H2O 5 mM) 

com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi homonegeneizada 

(ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4º C e o 
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sobrenadante aliquotado para análise. Para leitura da atividade em microplaca foram 

adicionados 15 μL do sobrenadante em 235 μL de meio de reação (tampão fosfato e 

CDNB 0,05 M) e 10 μL de GSH a 25 mM. Para o branco, utilizou-se 15 μL de tampão 

de homogeneização. A leitura foi realizada durante quatro minutos em intervalos de 30 

segundos em espectrofotômetro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation, EUA). A 

atividade específica foi definida como a unidade da atividade da enzima por mg de 

proteína.  

 

4.9.6 Quantificação da glutationa reduzida (GSH)  

 

A quantificação da concentração de GSH foi realizada como descrito por White et al. 

(2003) com modificações por Gallagher et al. (1992). A determinação da concentração 

de GSH se dá pela separação dos dipeptídeos através de centrifugação e a posterior 

reação dos complexos dipeptídicos com o 2,3 naftalenedicarboxialdeido (NDA), o qual 

gera um complexo fluorescente que é medido a 528 nm após excitação a 472 nm. O 

extrato foi preparado com 0,3 g de amostra vegetal (raiz) e adicionados 900 μL de 

tampão de homogeneização (Tris-HCl 100 mM, EDTA 2 mM e MgCl2 x 6 H2O 5 mM) 

com PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) a 1 mM. A mistura foi homonegeneizada 

(ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4º C e o 

sobrenadante aliquotado para análise. Para leitura da atividade, inicialmente foram 

adicionados 20 μL do sobrenadante a 20 μL de ácido sulfosalicílico (200 mM) em 

microplaca para centrifugação e incubados por 20 minutos. Após esse período, a placa 

foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos. Em seguida, 20 μL do sobrenadante foram 

transferidos para microplaca branca, adicionados 180 μL de solução fluorescente (Tris-

base 50 mM, NaOH 500 mM e 2,3-naftalenedicarboxialdeído - NDA 10 mM) e a placa 

foi incubada por 30 minutos. Para o branco, utilizou-se 20 μL de tampão de 

homogeneização. Utilizou-se, para confecção da curva padrão, diferentes diluições de 

GSH (40, 20, 10, 5 e 2,5 nM). A leitura foi realizada em espectrofotômetro (Biomete 3, 

Thermo Eletron Corporation). A concentração de GSH foi expressa µM por mg de 

proteína.  

 

4.9.7 Atividade da enzima H+-ATPase  



31 
 

 

A atividade da H+-ATPase foi determinada pelo método descrito por Gibbs e Somero 

(1989) com adaptações de Kultz e Somero (1995) e Gonzales et al. (2005), no qual os 

ensaio foi baseado na defosforilação do ATP para a oxidação do NADH, onde a fração 

sensível ao NEM (inibidor da H+-ATPase) foi utilizada para avaliar a atividade da H+-

ATPase, com valor de absorbância a 340 nm. O extrato foi preparado com 0,2 g de 

amostra vegetal (folha e raiz) e adicionados 600 μL de tampão de homogeneização 

(Sacarose 150 mM, Imidazol 50 mM, EDTA 10 mM), com betamercaptanol. A mistura 

foi homonegeneizada (ULTRA-TURRAX, IKA, China), centrifugada duas vezes a 3000 

rpm por 7 minutos a 4º C e o sobrenadante aliquotado para análise. Para leitura da 

atividade total da ATPase, foram adicionados em microplaca 5 μL do sobrenadante a 

200 μL de meio de reação (Imidazol 30 mM, NaCl 45 mM, KCl 15mM, MgCl2 x 6 H2O 

3mM, KCN 0,4 mM, ATP 1 mM, NADH 0,2 mM, PK 3 u/mL, LDH 3 u/mL, Frutose 1,6-

difosfato 0,1 mM, PEP 2 mM). Para leitura da atividade da H+-ATPase, foram 

adicionados em microplaca 5 μL do sobrenadante a 200 μL de meio de reação e 

solução de NEM 2 mM. A leitura foi realizada durante quinze minutos em intervalos de 

30 segundos em espectrofotômetro (Biomete 3, Thermo Eletron Corporation, EUA). A 

atividade específica foi definida como a unidade da atividade da enzima por mg de 

proteína.  

 

4.10 Análises estatísticas  

 

 

As análises estatísticas foram realizadas uti lizando o programa Infostat (DI RIENZO et 

al., 2010). Em todas as avaliações foi realizada uma análise de variância (ANOVA), 

para averiguação da normalidade dos dados, seguido por teste de médias Tukey (P 

<0,05). Adicionalmente foram realizadas análises de regressão para os resultados de 

pigmentos fotossintéticos, pois apenas estes resultados mostraram-se dose-

dependente. 
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Resumo 

 

Resíduo sólido, mais especificamente, o lodo de esgoto sanitário vem aumentando 

drasticamente na sociedade e concomitante faltam formas de destinação final por 

apresentar poluentes e patógenos em sua composição além dos compostos orgânicos. 

Ácidos húmicos (AH) são substâncias resultantes do fracionamento de substâncias 

húmicas e apresentam como característica a riqueza em matéria orgânica. Neste 

contexto, foi realizada a extração de AH do lodo de esgoto para aplicação à cultura de 

arroz das quais serão feitas análises após tratamento. O presente trabalho teve como 

objetivo avaliar efeitos citogenéticos do AH no ensaio de Allium cepa, e respostas 

fisiológicas, anatômicas e bioquímicas em Oryza sativa L. tratado, por 20 dias, com AH 

de lodo de esgoto afim de investigar a sua viabilidade em organismos. O AH 

apresentou teores de carbono, hidrogênio e nitrogênio elevados, podendo constituir 

uma fonte de nutrientes para as plantas. Não foi verificado potencial genotóxico, 

citotóxico e mutagênico nas doses de AH, com exceção da concentração 1 mM C L-1 a 

qual apresentou mutagenicidade. O vegetal apresentou respostas significativas em seu 

crescimento e teores fotossintéticos. Foi notado aumento significativo na expressão de 

enzimas do estrese oxidativo dependendo da dose e tratamento. Para a enzima 

ATPase o resultado foi expressivo em todos os tratamentos. Em geral, a integração das 

análises realizadas permitiu concluir que o AH promove mudanças benéficas no 

desenvolvimento do vegetal e desta forma, pode ser considerado como um bom destino 

final para o lodo de esgoto sanitário.  

 
 
 

Palavras-chaves: ácido húmico; Allium cepa;  análises bioquímicas; desenvolvimento 

vegetal; Oryza sativa L.. 
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1. Introdução 

 

O tratamento de águas residuais urbanas inclui várias etapas que resulta na 

geração de lodo de esgoto, um resíduo que apresenta diferentes níveis químicos e 

biológicos de acordo com o método de estabilização utilizado (Kelessidis e Stasinakis, 

2012).  

A composição média do esgoto aponta para uma mistura de água (99,9 %) e 

sólidos (0,1%) sendo que, do total de sólidos, 70% são orgânicos (proteínas, 

carboidratos, gorduras) e 30% inorgânicos (partículas minerais, sais e metais). Durante 

o processo de tratamento do resíduo sólido, ocorre a separação por decantação das 

frações sólidas e líquidas onde a fase líquida é composta por esgotos domésticos, 

águas de infiltração e despejos industriais e a sólida denominada de lodo de esgoto 

(Lima et al., 2011). O tratamento de esgotos resulta na produção de um lodo rico em 

nutrientes e matéria orgânica, denominado lodo de esgoto (Gray, 2005). 

A escolha da alternativa de disposição final do lodo deve passar por avaliações de 

ordem técnica, econômica e ambiental, e mesmo assim cada uma delas podem 

apresentar potenciais impactos ao ambiente (Alamino, 2010). As alternativas mais 

usuais de disposição final do resíduo são aplicação agrícola, aterro controlado, 

reutilização industrial e incineração ( Kelessidis e Stasinakis, 2012). 

O lodo de esgoto sanitário é constituído de elevada carga orgânica o que 

possibilita a extração de substancias húmicas e consequentemente do ácido húmico 

para sua posterior aplicação em culturas vegetais, já que estes compostos tem sido 

uma estratégia adotada para melhorar a qualidade do solo e restaurar sua 

sustentabilidade, pois ao ser extraída dos resíduos, constitui uma forma de reuti lização, 

representando uma alternativa para reciclagem agrícola. 

As substâncias húmicas (SH) compreendem um grupo de compostos de carbono 

gerados na decomposição dos resíduos orgânicos que sofrem ressíntese, formando um 

material denominado de húmus (Stevenson, 1994). O efeito das substâncias húmicas 

sobre o metabolismo das plantas foi descrito por Nannipieri et al. (1993) como resultado 

(I) da influência positiva sobre o transporte de íons facilitando a absorção; (II) do 

aumento da respiração e da velocidade das reações enzimáticas do ciclo de Krebs, 

resultando em maior produção de ATP; (III) do aumento no conteúdo de clorofila; (IV) 
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do aumento na velocidade e síntese de ácidos nucléicos; (V) do efeito seletivo sobre a 

síntese protéica e (VI) do aumento ou inibição da atividade de diversas enzimas.  

Apesar das diversas vantagens para a planta com a aplicação das substâncias 

húmicas, é necessário que a utilização destes derivados residuais, provenientes de 

compostos com comprovada toxicidade, esteja relacionada a análises de impacto 

ambiental, de forma a detectar poluentes e sua possível periculosidade. Testes de 

toxicidade e genotoxicidade auxiliam nestas análises, avaliando o potencial tóxico de 

sedimentos (Mozeto et al., 2006), expondo organismos à várias concentrações de 

substâncias para avaliar a influência genética de cada interação (Oliveira et al., 2006). 

As análises de crescimento consistem em um método que descreve as condições 

morfofisiológicas da planta (Magalhães, 1979) frente a um tratamento. Assim como 

outros parâmetros fisiológicos, a análise de crescimento é, também, um instrumento 

que tem sido usado com o objetivo primordial de gerar descrição clara do padrão de 

crescimento da planta ou de partes dela, permitindo comparações entre situações 

distintas, podendo ser aplicada às mais diversas modalidades de estudos (Nogueira; 

Conceição, 2000). Esta análise permite observar respostas da Oryza sativa sob 

aplicação de AH proveniente do lodo de esgoto. 

Os biomarcadores bioquímicos são essenciais na avaliação da resposta 

enzimática do estresse oxidativo, pois diante de um estresse o vegetal produz EROs 

(espécies reativas de oxigênio) e estas são extremamente tóxicas aos vegetais (Rossi, 

2012). Para combater essas EROs as plantas dispõem de um sistema de defesa 

composto por antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, que trabalham em conjunto 

e em sincronia eliminando-as (Rossi, 2012).  

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos fisiológicos, anatômicos e 

bioquímico da exposição da planta Oryza sativa L. a diferentes concentrações de ácido 

húmico extraído do lodo de esgoto sanitário, e efeitos citogenéticos em Allium cepa L., 

afim de investigar os possíveis riscos na utilização dos ácidos húmicos como insumo  

agrícola. 
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2. Materiais e Métodos 

  

2.1 Extração do ácido húmico e dosagens utilizadas 

 

A amostra de lodo de esgoto sanitário foi disponibilizada pela Companhia 

Espírito Santense de Saneamento (CESAN), para extração de ácido húmico. Uma 

amostra foi coletada para análise química e encaminhada para o centro tecnológico de 

análise CETAN, Vitória Espírito Santo.  

Após peneiramento do lodo de esgoto seco, foram realizadas as extrações 

exaustivas das substâncias húmicas alcalino solúveis pelo método recomendado pela 

Sociedade Internacional de Substâncias Húmicas (IHSS). Foi utilizado uma solução de 

NaOH 0,5 mol L-1, na razão sólido: solvente de 1:10 (m:v). A separação dos ácidos 

húmicos foi obtida com a redução do pH da solução até 1 com HCl 6 mol -1, em 

seguida, os ácidos húmicos foram lavados com água deionizada, dializados em 

membranas com poros 14 kDa e posteriormente liofilizados.  

As dosagens do ácido húmico avaliadas foram determinadas de acordo com a os 

percentuais de carbono total, hidrogênio total e nitrogênio total, e oxigênio. Essa 

composição elementar foi realizada pelo analisador elementar automático (Leco, CHNS- 

932) onde foram determinadas 4 concentrações de ácido húmico (0,5; 1, 2 e 4 mM C L-

1) sendo estes valores baseados na literatura (Canellas et al., 2010; Canellas et al., 

2012; Dobbss et al. 2010).  

   

2.2 Sistema teste de Allium cepa 

 

Para a avaliação citogenética, sementes de A. cepa foram expostas às diferentes 

concentrações de ácido húmico, proveniente de lodos de esgoto sanitário. O ensaio em 

A. cepa foi realizado com base no protocolo estabelecido por Grant (1982) com 

adaptações, utilizando sementes, variedade Baia Periforme, de mesmo lote. Como 

controle negativo foi utilizado água deionizada e como controle positivo metil metano 

sulfonato (MMS) na concentração de 4x10-4 M. 

Radículas de aproximadamente 1 cm foram coletadas e fixadas em carnoy 

(etanol/ ácido acético). Para a análise citogenética lâminas foram confeccionadas a 
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partir da regiões de meristemas onde essas foram coradas pela metodologia 

convencional de Feulgen. 1000 células de cada região foram contabilizadas por lâmina 

totalizando 5 lâmina para cada tratamento. Foram aferidos o índice de germinação, 

índice mitótico, índice de aberrações cromossômicas (índice de genotoxicidade) e 

índice mutagênico. 

 

2.3 Ensaio em Oryza sativa L. 

 

Sementes de O. sativa L. (BRS-Primavera,2012, semente certificada Roraima), 

disponibilizadas pelo Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Espírito 

Santo- Alegre, foram germinadas em placa de Petri contendo papel-filtro com água 

destilada durante sete dias. Após a emergência da radícula com média de 1 a 3 cm, 

estas foram selecionadas e transferidas para vasos com volume total de 1100 mL, 

contendo solução de CaCl2 com diferentes concentrações de AH. CaCl2 é o meio 

mínimo de nutrientes necessário para o crescimento de uma planta (Pinton et al.,1999). 

Para o tratamento controle, as plantas foram submetidas somente à solução nutritiva 

CaCl2. O pH das soluções foram ajustados para 5.8 - 6.0. Para a condução do 

experimento foi montado um sistema de hidroponia. A exposição aos diferentes 

tratamentos foi realizada por um período de 20 dias, em casa de vegetação localizada 

no campus de Goiabeiras da Universidade Federal do Espírito Santo/UFES (20° 16' 

29.97"S e 40° 18' 21.19"O), com temperatura média de 27 °C e umidade relativa média 

de 77%. O pH das soluções foi ajustado diariamente. 

 

2.4 Teor de pigmentos fotossintéticos  

 

Os teores de pigmentos foram determinados pelo método de extração com 

DMSO (Argenta et al., 2001). A folha basal mais desenvolvida foi coletada de cinco 

plantas de cada tratamento, no início da manhã. Foi coletado 0,1 g de material foliar por 

indivíduo e imerso em 5 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) e incubado à 70 ºC por 120 

minutos, no escuro (Hiscox e Israelstam, 1979). A leitura do extrato foi realizada em 

espectrofotômetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, EUA) nas absorbâncias de 

480, 645, 663 nm. A quantificação dos teores de pigmento foi realizada conforme as 
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equações de Lichtenthaler e Welbum (1983). A determinação da concentração relativa 

de clorofila também foi determinada utilizando um método não destrutivo por  meio do 

medidor de clorofila SPAD (Soil Plant Analysis Development) (Minolta, SPAD-502, 

Japão) sendo realizada também na folha basal mais desenvolvida. Foram realizadas 

duas medições por planta e foram avaliadas trinta plantas por tratamento.  

 

2.5 Medidas de crescimento  

 

Após o término do experimento, foram selecionados aleatoriamente cinco 

plântulas de Oryza sativa L. de cada repetição, totalizando 25 indivíduos por 

tratamento, a fim de realizar medidas de altura, massa fresca e seca (estufa 60º C) de 

todos os órgãos, medidas de diâmetro, área e comprimento das raízes e contagem do 

número de folhas. A partir dessas medidas foram obtidas médias da razão de raiz por 

parte aérea, massa foliar específica, área foliar específica, razão de área foliar e 

comprimento específico da raiz. Além disso, com os valores das massas secas da parte 

aérea e das raízes foi possível calcular a proporção de alocação de biomassa da 

planta.  

 

2.6 Densidade estomática  

 

Para cada tratamento foram coletadas amostras das raízes e de folhas de dez 

indivíduos de Oryza sativa L. e foram analisados doze campos por lâmina. Para a 

análise quantitativa as amostras foram fixadas e armazenadas em álcool etílico 70%. 

Das amostras de folhas foram realizadas impressões abaxiais, do terço mediano da 

região internervural.  

A densidade estomática (mm2) foi realizada utilizando uma gota de adesivo 

instantâneo universal éster de cianoacrilato (Super-Bonder, EUA) em uma lâmina 

histológica. Doze campos ópticos aleatórios foram analisados por indivíduo, totalizando 

60 campos ópticos por tratamento. Já para determinação da quantidade de raízes 

laterais foram contabilizados três indivíduos por tratamento totalizando em quinze 

indivíduos ao final. 
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2.7 Análise enzimática 

 

 

O extrato enzimático foi preparado a partir de amostras da folha e raíz de O. sativa 

coletadas após 20 dias de exposição. A concentração de proteína total em cada 

amostra foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976) a 595 nm, 

utilizando albumina bovina sérica para determinação da curva padrão em microplaca 

(Dynex Technologies Ltd., USA). Para avaliação de exposição, seis biomarcadores 

foram avaliados: superóxido dismutase (SOD), como descrito por McCord e Fridovich 

(1969); catalase (CAT), conforme descrito por Beutler (1995); glutationa-S-transferase 

(GST), descrito por Habig e Jakoby (1981); e glutationa reduzida (GSH), descrita por 

White et al. (2003). Adicionalmente, foi realizada a análise da peroxidase do ascorbato  

(APX) conforme Nakano e Asada (1981) e da ATPase total/H+-ATPase segundo 

metodologia de Gibbs e Somero (1989) com adaptações (Kultz e Somero, 1995; 

Gonzales et al., 2005). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e 

adaptados para microplaca. 

 

2.8 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Infostat (DI 

RIENZO et al., 2010). Em todas as avaliações foi realizada uma análise de variância 

(ANOVA), para averiguação da normalidade dos dados, seguido por teste de médias 

Tukey (P <0.05). Adicionalmente foram aplicadas análises de regressão para os dados 

de pigmentos fotossintetizantes. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Caracterização química dos ácidos húmicos  

 

As análises químicas do lodo de esgoto bruto indicaram o enquadramento do 

resíduo no Conselho Nacional do Meio Ambiente, Brasil, em sua resolução CONAMA 

357 (Tabela 1).   
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Na análise da composição elementar dos ácidos húmicos foram quantificados o 

carbono em 280 g kg-1, o nitrogênio 41,45 g Kg-1 enquanto que o hidrogênio foi de 43,37 

g Kg-1 (Tabela 2). Esses resultados foram apresentados para verificação do grau de 

humificação onde foram feitas relações entre C/N, H/H e O/C. A amostra possui altos 

teores de carbono, nitrogênio e oxigênio. Tais resultados inferem grupos funcionais 

químicos ricos nestes elementos tais como: carboxílicos (COOH), hidroxílas (OH), 

carbonilas (C=O), metóxilas (OCH3), ocasionalmente ésteres (COOR), éteres (COC) 

(Hayes et al., 1989; Silva et al., 1999).  O teor de N quantificado nos AH isolados de 

lodo de esgoto foi elevado, demonstrando assim como fonte de compostos 

nitrogenados armazenados (Dobbss,2010). As relações entre C/N são utilizadas para 

monitorar as alterações estruturais das frações húmicas das substâncias húmicas de 

diferentes fontes (Adani et al., 2006) sendo um indicador do estado de humificação da 

matéria. Na decomposição da matéria orgânica dos solos a relação C:N é muito 

importante para a determinação da competição entre os nutrientes essenciais para a 

atividade dos microorganismos do solo (Luchese et al., 2002). Conforme a análise da 

Tabela 2, a alta relação C/N e a baixa relação H/C são consideradas indicadoras de um 

alto grau de estabilidade do húmus e de uma grande quantidade de estruturas 

condensadas (Stevenson, 1994), que têm sido tradicionalmente interpretadas como 

índices de avanço da “humificação”, indicando desta forma que o ácido húmico 

proveniente do lodo de esgoto possui alto grau de humificação. 

 

3.2 Análise citogenética pelo sistema de Allium cepa 

 

Os resultados da exposição de A. cepa à diferentes concentrações de ácidos 

húmicos são exibidos na Tabela 3. Não foram observadas alterações na frequência de 

germinação, no comprimento da raiz e no índice mitótico para os diferentes tratamentos 

com ácidos húmicos analisados. Apesar do ácido húmico promover o crescimento de 

raízes (Dobbss et al., 2010), neste trabalho não foi evidenciado este efeito nem no 

comprimento de raiz nem no índice mitótico que são parâmetros que avaliam o 

crescimento vegetal no teste A. cepa. Feretti  et al. (2012) não observaram influência 

dos AH no desenvolvimento da radícula na avaliação da comparação entre AH oriundos 

de diferentes substâncias, corroborando com o resultado apresentado neste trabalho. 
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Em relação ao índice de genotoxicidade também não foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos com ácido húmico em relação ao controle negativo 

(Tabela 3). O índice de genotoxicidade remete a alterações cromossômicas que 

ocorrem durante a divisão celular e podem ser passíveis de reparo (Leme e Marin-

Morales,2008; Fernandes et al., 2009). 

O índice de mutagenicidade se dá a partir da avaliação do número de células 

portadoras de micronúcleo e quebras cromossômicas. Não foi observado efeito 

mutagênico nos diferentes tratamentos com os ácidos húmicos, com exceção na 

concentração 1 mM C L-1. Esse resultado aponta que o AH na concentração de 1 mM C 

L-1 causa dano que não são passíveis de mecanismos de reparo. Contudo, é necessária 

investigação mais detalhada com outros testes e organismos para evidenciar os efeitos 

mais precisos dos AH sobre o material genético. 

 

3.3 Teor de pigmentos fotossintéticos 

 

Nas análises de pigmentos por meio do SPAD e parâmetros fisiológicos como 

clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides, todos obtiveram resultados 

significativos nas maiores concentrações do tratamento (2 mM C L-1 e 4 mM C L1) 

demonstrando um aumento conforme a concentração aumentou. A clorofi la a também 

apresentou diferença significativa quando comparado ao controle (Tabela 4 e Figura 1). 

O teor de clorofila nas folhas é influenciado por diversos fatores bióticos e abióticos, 

estando diretamente relacionado com o potencial de atividade fotossintética das 

plantas. Uma planta com alta concentração de clorofila é capaz de atingir taxas 

fotossintéticas mais altas, pelo seu valor potencial de captação de “quanta” na unidade 

de tempo. Entretanto, nem sempre esta relação existe pois a etapa bioquímica da 

fotossíntese (fase do escuro) pode limitar o processo (Porra et al,1989; Chappelle e 

Kim,1992). Nossos resultados corroboraram com os trabalhos de Nardi et al. (2002) e 

Ertani et al. (2013) que concluíram que o tratamento de plantas com SH aumenta o teor 

de clorofi la, influenciando diretamente nas taxas fotossintéticas das plantas.  

Os carotenóides têm papel importante no complexo de captura de luz e na 

fotoproteção dos fotossistemas. Vários estudos têm relatado que estes compostos são 
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muito importante na proteção da reação de fotossíntese contra fotodanos por 

interconversões entre as moléculas de xantofila (Young et ai, 1997; Ort, 2001). 

A variação da razão da clorofila total/carotenoide se mostra bom indicador de 

estresse em plantas (Hendry e Price,1993), porém, não foi observado diferença 

significativa neste parâmetro podendo inferir que não foi gerado estresse na planta 

após o tratamento com ácido húmico (Tabela 4 e Figura 1). 

 

3.4 Medidas de crescimento 

 

Na análise do crescimento do vegetal, foi observado que o comprimento de raiz 

nas maiores concentrações (2 mM C L-1 e 4  mM C L-1) apresentaram valores 

significativamente elevados (Tabela 5). O desenvolvimento radicular é um requisito 

fundamental para a capacidade das plantas de se adaptar e sobreviver em condições 

adversas, e, portanto, o número de raízes laterais e o posicionamento destas, são de 

fundamental importância para as plantas (Leyser e Fitter, 1998; Canellas et al., 2010). A 

razão CR/ MSR (comprimento de raiz/ Massa seca de raiz) também obteve aumentoss 

significativos nas maiores concentrações (2 mM C L-1 e 4 mM C L-1).  

A altura da planta de arroz, após os tratamentos com ácidos húmicos, foi dose 

dependente, porém neste parâmetro não houve resultados significativos (Tabela 5). As 

SH tem relação na regulação de mecanismos envolvidos na estimulação do 

crescimento vegetal (Dobbss et al., 2007; Palanivell et al., 2013).  

Os outros indicadores de crescimento tais como: altura da planta, número de 

folhas, massa seca raiz/ massa seca de P.A., área foliar/ massa seca P.A., Massa seca 

P.A./ Massa seca total, massa seca da raiz/ massa seca total e raiz lateral (Tabela 5) 

não obtiveram resultados significativos provavelmente devido ao pouco tempo de 

exposição. 

 

3.5 Análises anatômicas 

 

Em relação as análises anatômicas foram mensurados a quantidade de 

estômatos na folha. A concentração de 2 mM C L-1 foi a única que apresentou aumento 

significativo no número de estômatos (Tabela 5). Esse resultado corroborou com o 
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trabalho realizado por Palanivell et al. (2013) onde os autores relatam que materiais 

húmicos com diferentes massas moleculares promoveram aumentos na quantidade de 

estômatos e alterações no mecanismo de abertura e fechamento estomático. Portanto, 

no tratamento com ácido húmico na dose de 2 mM C L-1 houve aumento na densidade 

estomática. Os estômatos são órgãos de extrema importância na avaliação anatômica 

pois são responsáveis pela transpiração e pelo controle das trocas gasosas com o meio 

ambiente, influenciando diretamente a fotossíntese e consequentemente, a 

produtividade vegetal (Silva et al.,2004 e Azevedo et al.,2012).  

 

3.6 Biomarcadores bioquímicos 

 

Enzimas do estresse oxidativo são marcadores bioquímicos do estresse 

oxidativo que elas evidenciam a resposta da planta/organismo frente a um estresse 

biótico ou abiótico (Rossi, 2012). Qualquer estresse provoca a produção destas 

enzimas no organismo para acionar a defesa bioquímica contra a produção de ERO’s 

(Espécies reativas de Oxigênio). Frente a isso, com a aplicação do ácido húmico em 

diferentes concentrações na planta de arroz observou-se um aumento na produção da 

enzima catalase (CAT) na raiz tratada com a dose 2  mM C L-1, e na folha tratada com 4 

mM C L-1 (Tabela 6). Este aumento da enzima CAT demonstra (Muscolo et al., 2007) a 

capacidade de estimulação de síntese/atividade de proteínas e enzimas em diversos 

órgãos das plantas. A catalase (CAT) é responsável pela inativação do H2O2 formado 

durante a conversão do glicolato a glioxalato que ocorre durante a fotorrespiração, onde 

o peróxido é convertido pela enzima em H2O e O2 (Igamberdiev e Lea, 2002). 

Para a enzima GST (glutationas S-transferases) foi verificado alto teor quando 

comparada ao controle nas plantas tratadas com 0,5 mM C L-1 e 4 mM C L-1. Porém, na 

dose 2 mM C L-1 foi verificado uma redução da síntese/atividade desta enzima (Tabela 

6). A GST é uma enzima que catalisa a conjugação de GSH à substratos hidrofóbicos 

eletrofílicos, como xenobióticos (Dixon et al., 2002). Uma possível hipótese que 

justifique a redução da atividade da GST é o processo de biotransformação pelo 

sistema enzimático que leva à formação de compostos (metabólitos secundários) que 

podem inibir ou ativar esta enzima já que SH possuem uma variedade de grupos 

funcionais, assume-se que especialmente as enzimas de fase 2 do sistema de 
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biotransformação estão sujeitos a indução e modulação por exposições à SH ( Wiegand 

et al., 2006, Menzel et al., 2005, Cazenave et al., 2006). Enquanto nas outras doses 

houve aumento desta enzima indicando que o AH promoveu sua síntese como 

verificado por Pflugmacher et al. (2001) onde houve exposição à relevantes 

concentrações ambientais de SH (0.5 mg/L) levando a ativação do microssomo e GST 

solúvel em Ceratophyllum demersum. 

A diferença entre CAT e APX é que a segunda é responsável pela modulação 

fina das EROs por sinalização, enquanto que a CAT é responsável pela remoção de 

ERO’s durante estresse (WILLEKENS et al., 1997). A enzima APX (ascorbato 

peroxidase) é responsável pela degradação do H2O2 uti lizando o ascorbato como 

substrato agindo na defesa de tecidos fotossíntéticos contra o estresse fotoxidativo 

(Rossi,2012). Quanto à sua atividade exposta ao AH foi notado aumento em folhas 

tratadas com 1mM C L-1 e também aumento em raízes tratadas nas doses 0,5 mM C L-1 

e 2 mM C L-1 quando comparadas ao controle (Tabela 6). Diversos trabalhos confirmam 

este resultado indicando que há aumento da atividade enzimática de CAT, SOD e APX 

quando submetidas à bioestimulantes (Zhang e Ervin, 2004; Zhang e Schmidt,1999). 

A SOD (superóxido dismutase) é considerada a primeira linha de defesa com os 

danos causados pelas ERO’s atuando na dismutação de O2•- em H2O2 (Alscher et al., 

2002). Desta forma, ela interfere na concentração das duas ERO’s envolvidas na 

reação de Haber-Weiss, fazendo parte do mecanismo central de defesa dos 

organismos, evitando a formação do radical •OH – ERO mais reativa (León et al., 2002). 

O resultado desta enzima mostrou a concentração 0,5 mM C L-1 como a de maior 

atividade em folha e raiz (Tabela 6). Há evidências a respeito do AH promover a 

atividade da SOD (Zhang et al.,2004), apesar de estudos reportarem a estimulação da 

produção da SOD por substâncias húmicas (Cordeiro et al., 2011; Schiavon et al., 

2010), neste trabalho ratificou-se a promoção a partir do ácido húmico. 

As H+ - ATPases têm papel central no balanço energético celular e na promoção 

do enraizamento, uma vez que fornecem energia para os transportadores de íons 

localizados na membrana plasmática e geram o gradiente eletroquímico responsável 

pela polarização da membrana plasmática (Dobbss, 2010) tornando -a mais permeável. 

Conforme demonstrado em diversos estudos (Façanha et al., 2002; Canellas et al. 

2002; Zandonadi et al., 2007 e Canellas et al., 2010). Os AH de massa elevada (pelo 
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menos maior que 14 kDa) isolados de vermicomposto apresentaram estímulos sobre a 

atividade de hidrólise e transporte de H+ das H+ - ATPases de MP isoladas de raízes, 

corroborando com os resultados apresentados neste trabalho que apresentou aumento 

significativo da ATPase total em todos os tratamentos por AH, tanto na raiz quanto nas 

folhas, com exceção da raiz tratada com a dose 1 mM C L-1 que obteve um aumento 

não expressivo comparado ao controle (Tabela 6). Quanto ao resultado da enzima H+ - 

ATPases foi observado elevada ativação desta, comparado ao controle, em todos os 

tratamentos tanto nas raízes quanto em folhas confirmando esta caracterís tica 

intrínseca dos AH (Tabela 6).  

Nos resultados relacionados a esta enzima houve a estimulação de sua atividade 

apenas na concentração 0,5 mM C L-1 em raiz (Tabela 6). Nos tratamentos 2 mM C L-1 

e 4 mM C L-1 apresentou significativa diminuição desta enzima (Tabela 6). E, na 

concentração 1 mM C L-1 não houve diferença com o controle (Tabela 6). GSH 

(glutationas S-transferases) catalisam a conjugação de GSH à substratos hidrofóbicos 

eletrofílicos, como xenobióticos (Dixon et al., 2002). São proteínas encontradas 

preferencialmente no citoplasma (Marrs, 1996). A GSH possui importante função como 

substrato para a remoção de H2O2 pela glutationa peroxidase, convertendo-se para 

forma oxidada, o que previne a peroxidação dos lipídios e reage com o •OH e 1O2, 

protege os grupos SH (sulfidrilas) das enzimas essenciais ao metabolismo da célula, 

sendo oxidada no lugar destas, e tem o papel importante de regenerar o AA (ácido 

ascórbico) (Foyer et al.1994). 
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5. Conclusão 

 

Com finalidade de avaliar os efeitos promovidos pelos AH de lodo de esgoto sanitário 

em O. sativa, foram avaliadas as respostas fisiológicas e bioquímicas das plantas. Com 

base na caracterização química o AH apresentou taxas elevadas de C, H e N que são 

elementos essenciais para o vegetal. Houve aumento expressivos da concentração de 

pigmentos, assim como no comprimento de raiz, evidenciando o início do 

desenvolvimento do vegetal. Foi observado aumento da expressão da ATPAse e das 

enzimas do estresse oxidativo. Além disso, a concentração 2 mM C L-1 foi a que melhor 

proporcionou resposta no crescimento de O. sativa. Com base em todos as variáveis 

avaliadas concluímos que o AH do lodo de esgoto tem influência positiva nas plantas, 

sugerindo seu uso como insumo agrícola como alternativa para o resíduo de forma 

sustentável.  
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Figuras e Tabelas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Resposta de dose-dependência dos pigmentos fotossintetizantes de O. sativa 

(A) valores da leitura SPAD; (B) quantidade de clorofila a; (C) quantidade de clorofila b; 

(D) quantidade de clorofila total; (E) relação clorofila a/b; (F) quantidade de 

carotenóides. 
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Tabela 1. Caracterização química do lodo de esgoto bruto para enquadramento nas 

condições estabelecidas pela legislação. 

Parâmetro    Lodo de Esgoto Bruto 

Benzenos clorados     

1,2-Diclorobenzeno    < 0,0001 
1 ,3-Diclorobenzeno    < 0,0001 
1,4-Diclorobenzeno    < 0,0001 
1,2,3-Triclorobenzeno    < 0,0001 
1,2,4- Triclorobenzeno    < 0,0001 
1,3,5-Triclorobenzeno    < 0,0001 
1,2,3,4-Tetraclorobenzeno    < 0,0001 
1,2,4,5-Tetraclorobenzeno    < 0,0001 
1,2,3,5- Tetraclorobenzeno    < 0,0001 
Esteres de ftalatos     

Di-n-butil ftalato    < 0,001 
Di (2-etihexil)-ftalato (OEHP)    < 0,001 
Dimetil-ftalato    < 0,001 
Fenois nao clorados     

o-Cresol    0,00019 
m-Cresol    0,00015 
p-Cresol'    0,00034 
Fenois clorados     

2,4-Diclorofenol    < 0,0001 
2,4,6- Triclorofenol    < 0,0001 
Pentaclorofenol    0,00066 
Hidrocarbonetos aromáticos 
policíclicos (PAH) 

   
 

Benzo(a)antraceno    < 0,0001 
Benzo(a)pireno    < 0,0001 
Benzo(k)fluoranteno    < 0,0001 
Indeno(1,2,3-c,d)pireno    < 0,0001 
Naftaleno    < 0,0001 
Fenantreno    < 0,0001 
Lindano    < 0,0001 
Poluentes orgânicos persistentes 
(POP) 

   
 

Aldrin.    < 0,0001 
Dieldrin    < 0,0001 
Endrin    < 0,0001 
Clordano    < 0,0001 
Heptacloro    < 0,0001 
DDT    < 0,0001 
Toxafeno    < 0,0001 
Mirex    < 0,0001 
Hexaclorobenzeno    < 0,0001 
PCB (Bifenilas Policloradas)    < 0,0001 
Dioxinas e Furanos    < 0,0001 
Parâmetros físicos e químicos     

Nitrogênio amoniacal    9580 
Nitrato    268,6 
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Nitrito    6,58 
Mercúrio    0,04 
Molibdênio    6,25 
Sólidos Totais Voláteis    458.500 
Parâmetros biológicos     

Salmonella spp. 
   

8 UFC/10mg 

Coliformes Termotolerantes 
   

3,5 x 108 NMP/g 

Ovos viáveis de Helmintos 
   

6 ovo/g 

Adenovírus 
   

0,5 UFP/g 

Gênero Enterovirus (Poliovírus, 
Echovirus, Coxsackievírus) 

   
0,75 UFP/g 
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Tabela 2. Caracterização do ácido húmico e do lodo de 

esgoto bruto. AH: ácido húmico; LES: lodo de esgoto 

sanitário. Valores expressos por média ± desvio padrão. 
NA: não aplicável. 

 

 

 

 

 
 

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  AH - LES  Lodo bruto 
  g Kg-1   

Elementos    

 Carbono  280,00 ± 23,58  109,60 ± 1,30 

 Hidrogênio 41,45 ± 2  20,9 ± 3,23 

 Nitrogênio  43,37 ± 3,87  23,3 ± 0,28 

 Oxigênio 635 ± 28,33  NA 
Relações    

 C/N 64,59 ± 0,35  NA 

 H/C 1,49 ± 0,12  NA 

 O/C 22,86 ± 3,08  NA 

Nutrientes    

 Nitrogênio total 43,26 ± 0,04  22,47 ± 0,02 

 Fósforo 4,35 ± 0,10  3,16 ± 0,08 

 Potássio 0,03 ± 0,02  4,12 ± 0,01 

 Cálcio 2,86 ± 0,24  7,80 ± 0,27 

 Magnésio 1,56 ± 0,03  4,26 ± 0,03 

 Enxofre 11,37 ± 0,02  9,76 ± 0,04 

 Ferro 27960 ± 139,08  12420 ± 99,92 

 Cobre 820 ± 2,25  156 ± 2,89 

 Zinco 220 ± 5,29  544 ± 2,31 

 Manganês 40 ± 1,15  156 ± 4,62 

 Boro 1,77 ± 0,93  3,53 ± 0,13 
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Tabela 3. Avaliação citogenética de diferentes concentrações do ácido húmico proveniente do lodo de esgoto sanitário em A. cepa 

(n=5). Valores expressos em média ± DP. CN: controle negativo, CP: controle positivo; AH: ácido húmico; LES: lodo de esgoto 

sanitário. 

 
Controle 
negativo  

Controle 
positivo  

AH – LES 
(0,5 mM C L-1)  

AH – LES 
(1 mM C L-1)  

AH – LES 
(2 mM C L-1)  

AH – LES 
(4 mM C L-1) 

 

 
 

 
        

Comprimento 1,000 ± 0,281 a  0,591 ± 0,31 a   0,863 ± 0,266 a  1,221 ± 0,333 a  1,342 ± ,0332 a  1,161 ± ,0217 a 

Taxa de germinação (%) 0,70 ± 0,04 a    0,56 ± 0,07a  0,64 ± 0,02a  0,64 ± 0,05a  0,57 ± 0,02a  0,62 ± 0,02a 

Índice Mitótico 0,056 ± 0,006 a  0,046 ± 0,001 a  0,044 ± 0,006 a  0,052 ± 0,005 a  0,044 ± 0,006 a  0,052 ± 0,005 a 

Índice de Genotoxicidade 0,060 ± 0,004 a  0,04 ± 0,00 a  0,04 ± 0,00 a  0,05 ± 0,00 a  0,04 ± 0,00 a  0,05 ± 0,00 a 

Índice de Mutagenicidade 0,00 ± 0,00 a  0,02 ± 0,00 b  0,00 ± 0,00 a  0,01 ± 0,00 b  0,00 ± 0,00 a  0,00 ± 0,00 a 
 Letras iguais para um mesmo índice não diferem significativamente (Tukey; P <0.05).   
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Tabela 4. Teor de pigmentos fotossintéticos em O. sativa para os tratamentos com diferentes concentrações 

de ácidos húmicos (AH) de lodo de esgoto sanitário (LES). Valores expressos por média ± desvio padrão. 

 

Letras iguais na mesma linha não diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0.05). 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

 
 

 

 

 Tratamentos 

 Controle  

negativo 

 AH – LES 

(0,5 M C L-1) 

 AH – LES 

(1 mM C L-1) 

 AH – LES 

(2 mM C L-1) 

 AH – LES 

(4 mM C L-1) 
          

SPAD 17,58 ± 1,93a  22,26 ± 1,38a  24,64 ± 0,85b  25,20 ± 0,67b  25,22 ± 0,56b 

Clorofila a (mg g-1) 4,82 ± 0,68a  6,47 ± 0,64a  7,67 ± 0,91a  9,47 ± 0,41b  9,73 ± 0,39b 

Clorofila b (mg g-1) 0,97 ± 0,13a  1,26 ± 0,11a  1,57 ± 0,20b  1,99 ± 0,06b  2,05 ± 0,06b 

Clorofila total (mg g-1) 7,86 ± 1,12a  10,56 ± 1,05a  12,52 ± 1,48a  15,46 ± 0,67b  15,88 ± 0,65b 

Carotenóides (mg g-1) 2,27 ± 0,33a  2,84 ± 0,32a  3,38 ± 0,45a  4,24 ± 0,18b  4,34 ± 0,18b 

Clr. a/ Clr. b 4,96 ± 0,26a  5,11 ± 0,05a  4,90 ± 0,06a  4,74 ± 0,06a  4,74 ± 0,06a 

Clr. total/ Carot. 3,48 ± 0,13a  3,72 ± 0,06a  3,72 ± 0,07a  3,65 ± 0,06a  3,65 ± 0,00a 
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Tabela 5. Análise de crescimento e anatômica de O. sativa para os tratamentos com diferentes concentrações de 

ácidos húmicos (AH) provenientes de lodo de esgoto sanitário (LES). CR: comprimento da raiz; AF: área foliar; AR: 

área radicular; MSR: massa seca radicular; MSPA: NF: número de folhas; RL: raízes laterais; MSPA: massa seca da 

parte aérea; MFPA: massa fresca da parte aérea; MST: massa seca total.  

 

                                                                                                       

 

 

 

 

Letras iguais na mesma linha não diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0.05). Valores expressos por média ± desvio padrão.  
 

 Tratamentos 

 
Controle negativo 

 AH – LES 
(0,5 mM C L-1) 

 AH – LES 
(1 mM C L-1) 

 AH – LES 
(2 mM C L-1) 

 AH – LES 
(4 mM C L-1) 

Parâmetros          

Altura (cm) 7,27 ± 0,43a  8,35 ± 0,56a  8,74 ± 0,55a  8,87 ± 0,34a  8,50 ± 0,49a 
CR (cm) 12,2 ± 0,32a  13,16 ± 0,43a  13,1 ± 0,41a  14,64 ± 0,42b  14,45 ± 0,31b 
NF 4,6 ± 0,36a  5,12 ± 0,18a  4,92 ± 0,23a  4,80 ± 0,22a  5,72 ± 0,29a 

MSR/ MSPA (g) 0,035 ± 0,002a  0,037 ± 0,002a  0,957 ± 0,063a  0,852 ± 0,063a  0,872 ± 0,075a 

AF/MSPA (cm2 g) 0,035 ± 0,002a  0,037 ± 0,002a  0,957 ± 0,063a  0,852 ± 0,063a  0,872 ± 0,075a 

CR/ MSR (cm g) 12,20 ± 0,12a  13,16 ± 0,79a  13,10 ± 0,68a  14,64 ± 0,30b  14,45 ± 0,16b 

MSPA/ MST (g) 0,49 ± 0,01a  0,50 ± 0,01a  0,52 ± 0,00a  0,51 ± 0,00a  0,49 ± 0,01a 

MSR/ MST (g) 0,50 ± 0,01a  0,49 ± 0,01a  0,48 ± 0,00a  0,49 ± 0,00a  0,50 ± 0,01a 

RL 133,33 ± 10,39a  80,33 ± 14,38b  159,66 ± 4,41a  140,66 ± 12,33a  166,33 ± 3,84a 

Estômatos 1800 ± 198,31a  2322,66 ± 130,54ª  2686 ± 305,42a  2850,66 ± 152,18b  2530 ± 143,42a 

Raízes laterais 133,33 ± 10,39a  80,33 ± 14,380b  159,66 ± 4,40a  140,66 ± 12,33a  166,33 ± 3,84a 
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Tabela 6. Análises bioquímicas realizadas em plântulas de O. sativa expostas por 20 dias 

às diferentes concentrações de ácidos húmicos (AH) provenientes lodo de esgoto sanitário 

(LES). Valores expressos por médias ± desvio padrão. NE: não encontrado. 

Letras iguais na mesma linha não diferem significativamente (Teste de Tukey; P <0.05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Tratamentos 

  

Controle 

negativo 

AH – LES 

(0,5 mM C L
-1

) 

AH – LES 

(1 mM C L
-1

) 

AH – LES 

(2 mM C L
-1

) 

AH – LES 

(4 mM C L
-1

) 

CAT (µM H2O2 mg Pt
-1 

min
-1

)     

 Raiz  0,8 ± 0,5
a
 2,1 ± 0,5

a,b
 0,7 ± 0,5

a
 3,0 ± 2,2

b
 1,7 ± 2,0

a,b
 

 Folha 2,9 ± 1,0
a
 3,4 ± 1,0

a
 4,8 ± 2,6

a,b
 6,0 ± 1,5

a,b
 4,1 ± 0,8

b
 

GST (µM mg Pt
-1 

min
-1

)     

 Raiz  5,0 ± 1,8
a,b

 5,0 ± 2,0
a,b

 6,7 ± 3,5
b
 7,3 ± 2,0

b
 2,8 ± 1,1

a
 

 Folha 6,4 ± 1,1
b
 8,5 ± 1,9

c
 4,9 ± 1,1

a,b
 3,1 ± 1,2

a
 10,6 ± 1,9

d
 

APX (µM Ac. A. mg Pt
-1 

min
-1

)     

 Raiz  17,3 ± 6,9
a
 23,0 ± 5,5

a
 35,3 ± 9,5

c
 24,1 ± 3,7

a,b
 33,2 ± 10,3

b,c
 

 Folha 6,0 ± 2,6
a
 13,1 ± 2,7

b
 8,2 ± 2,0

a,b
 12,6 ± 4,4

b
 9,1 ± 6,1

a,b
 

SOD (U mg Pt
-1

)     

 Raiz  1,5 ± 0,5
a,b

 4,1 ± 1,3
c
 1,2 ± 0,9

a
 0,9 ± 0,5

a
 2,6 ± 1,0

b
 

 Folha 9,3 ± 2,3
a
 11,4 ± 2,0

b
 7,3 ± 4,3

a,b
 5,6 ± 1,6

a
 9,5 ± 7,8

a,b
 

ATPase total (µM Pi mg Pt
-1 

h
-1

)     

 Raiz  1,1 ± 0,8
a
 2,4 ± 0,8

b,c
 1,9 ± 0,8

a,b
 3,0 ± 0,4

c
 2,5 ± 0,3

b,c
 

 Folha 1,2 ± 0,8
a
 3,0 ± 0,2

c
 2,0 ± 0,2

b
 2,1 ± 0,2

b
 2,7 ± 0,4

c
 

H
+ 

- ATPase (µM Pi mg Pt
-1 

h
-1

)     

 Raiz  0,9 ± 0,5
a
 2,0 ± 0,8

b,c
 1,6 ± 0,6

a,b
 2,7 ± 0,3

d
 2,3 ± 0,3

c,d
 

 Folha 0,8 ± 0,6
a
 2,0 ± 0,2

c
 1,4 ± 0,2

b
 1,5 ± 0,3

b,c
 1,7 ± 0,4

b,c
 

GSH (nM mg Pt
-1

)     

 Raiz  94,3 ± 13,0
b
 119,4 ± 13,1

c
 99,2 ± 15,1

b
 50,0 ± 2,4

a
 43,3 ± 13,4

a
 

 Folha NE NE NE NE NE 


