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RESUMO

MORAES, M.F. Micronutrientes e metais pesados téxicos: do fertilizante ao produto
agricola. 2009. 108f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2009.

A presenca de metais pesados téxicos em fertilizantes tem sido motivo de preocupacéo e
apontada como um dos obstéculos a producéo sustentavel de alimentos. Por outro lado, ha
uma crescente busca por produtos agricolas de melhor qualidade, com maior teor de
micronutrientes e menos fatores antinutricionais, como 0s metais pesados toxicos. No Brasil,
ha poucos trabalhos relacionando fertilizacéo e qualidade dos produtos agricolas, em termos
de micronutrientes e metais pesados toxicos. Neste contexto, no presente trabalho foram
realizados quatro experimentos tendo como objetivos avaliar: 1) a eficiéncia de métodos de
extragdo e de quantificagdo simultanea de micronutrientes e de metais pesados tdxicos em
fertilizantes; 2) a influéncia da fertilizagdo nos teores de micronutrientes e metais pesados
toxicos no solo, nos indicadores microbiol 6gicos, nas atividades enziméticas em plantas e na
qualidade dos produtos agricolas; 3) a variacdo genotipica para teor de Cd, micronutrientes e
suas relagdes em 35 cultivares de arroz de terras altas do Brasil; 4) a influéncia do estado
nutricional e genotipica nos teores de Cd e °Zn no arroz. Quando se usa reagentes e 4gua de
alta pureza, a andlise de metais pesados tdxicos em amostras de fertilizantes pode ser
realizada por micro-ondas ou sistema aberto, sendo que as quantificacbes dos elementos por
ICP-MS e ICP-AES produzem resultados semel hantes. Porém, na andlise dos teores naturais
de Cd, Cr e Pb apenas a quantificacéo por ICP-MS foi adequada. Nas condicbes deste
trabalho, tanto os subprodutos e rocha fosfética quanto os fertilizantes foram capazes de
fornecer nutrientes as plantas, sem causar aumentos excessivos de metais pesados toxicos nos
solos e nos produtos agricolas. Os indicadores microbiolégicos do solo e as atividades
enziméticas em plantas de alface reagiram positivamente a fertilizagdo. Foram identificadas
variedades de arroz de terras altas com baixo e alto teor de Cd nos gréos. Os teores de Fe, Zn
e Se apresentaram relagdes inversas ao teor de Cd. Observou-se interacdo entre estado
nutricional da planta e genétipo no teor de Cd em gréos de arroz de terras atas cultivado em
solugdo nutritiva. Concluiu-se que, com manego adequado, a fertilizagdo aumenta a
produtividade e melhorar qualidade dos produtos agricolas para aimentacdo humana e
animal.

Palavras-chave: Nutricéo de plantas. Poluicéo do solo. Variagdo genotipica. Zn estavel



ABSTRACT

MORAES, M.F. Micronutrients and toxic heavy metals: from fertilizer to agricultural
product. 2009. 108f. Thesis (Doctoral) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2009.

The presence of toxic heavy metals in fertilizers has been a big concern. It has been indicated
as one of the obstacles to sustainable food production. On the other hand, there is a growing
demand for better-quality products, with high micronutrient content and low malnutrition
factors, such as toxic heavy metals. In Brazil there are scarce number of studies regarding
fertilization and the quality of agricultural products for micronutrients and toxic heavy metals.
In this context, the present study, involving four experiments, was conducted with the
objectives: 1) to assess the efficiency of methods to extract and quantify micronutrients and
toxic heavy metals in fertilizers; 2) to study the influence of fertilization on the levels of
micronutrients and toxic heavy metals in agricultural products; 3) to evaluate the genotypic
variation in response to the content of Cd, micronutrients and their relations in 35 upland rice
cultivars from Brazil; and 4) to determine the influence of the nutritional status and genotype
on the levels of Cd and "°Zn in rice plant. The results showed that with the use of reagents and
water of high purity, toxic heavy metals can be extracted for analysis by microwave or an
open air system, and that quantification of the elements by ICP-MS and ICP-AES yields
similar results. However, for the analysis of natural contents of Cd, Cr and Pb only ICP-MS
guantification was appropriate. Further, both by-products and phosphate rock, as fertilizers
were able to supply nutrients to the plants without causing excessive increases of toxic heavy
metals in soil and agricultural products. Microbiological soil indicators and enzyme activities
in plants responded positively to fertilization. Furthermore, results also showed that there
were upland rice cultivars with low and high Cd content in the grains, and the levels of Fe, Zn
and Se showed inverse relations with the Cd content. There was an interaction between
plant’s the nutritional status and genotype for Cd content in grains of upland rice cultivars.
Based on the results, it can be concluded that with adequate management, fertilization can
increase crop yields and improve the quality of agricultural products for human and animal

consumption.

Keywords: Plant nutrition. Soil pollution. Biofortification. Genotypic variation. Stable zinc.
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1INTRODUCAO

A demanda por alimentos cresce com 0 aumento da populagdo mundial. Em 1800,
havia 1 bilhd&o de habitantes no planeta terra. Atuamente, crescendo a uma taxa média de
1,37%, a populagdo mundia € de 6,7 bilhdes de habitantes (ONU, 2007; ZHANG, 2008).
Para 2050, estima-se que a populagdo mundia atinja 9,4 bilhdes de pessoas (LAL, 2000).
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populagdo brasileira
aumentou em 10 vezes no periodo de 1900 a 2000, passando de 17,4 milhes de pessoas para
aproximadamente 170 milhdes. Atualmente, a populacdo brasileira é de 187 milhdes e, em
2050, estima-se que havera 260 milhdes de brasileiros (IBGE, 2008).

A producdo mundia de cereais seguiu 0 mesmo ritmo do apresentado pelo
crescimento populacional, passando de 275 kg por pessoa, nos anos 50, para 370 kg por
pessoa, nos anos 80. Sendo assim, a demanda global por alimentos pode facilmente duplicar
no periodo de 1990-2030, com aumento de duas vezes e meia a trés nos paises em
desenvolvimento (DAILY et a., 1998).

O uso de fertilizantes pode ser considerado a base para a producédo sustentéavel de
alimentos, havendo correlacdo linear positiva entre crescimento populaciona e consumo de
fertilizantes (ZHANG; ZHANG, 2007). Experimentos de longa-duracéo realizados no Brasil e
no exterior demonstraram que, dentre os fatores responsaveis pelo sucesso no rendimento de
gréos, os fertilizantes minerais contribuem com 30 a 50% (STEWART et a., 2005;
MALAVOLTA; MORAES, 2009). Com base em uma gama enorme de experimentos, em
varios paises, a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO)
considera que “é razoavel aceitar que 1 kg de nutriente do fertilizante (N+P,Os +K,0)
produza cerca de 10 kg de gréos de cereais’ (FAO, 1984).

O consumo anua global de fertilizantes aumentou de 46 milhdes de toneladas em
1960 para 157,3 milhdes de toneladas em 2006, e precisara chegar a 260 milhdes de toneladas
até o ano de 2030, se mantida a corrente tendéncia de aumento de producdo de cereais
(AYOUB, 1999; DAHER, 2008). Segundo informagdes da Associagdo Nacional para Difuséo
de Adubos (ANDA), o consumo anual brasileiro de fertilizantes (NPK) aumentou de
aproximadamente 100 mil toneladas no inicio dos anos 50 para 8,9 milhdes de toneladas em
2006 (MALAVOLTA; MORAES, 2009). De forma semelhante, o consumo de
micronutrientes no Brasil aumentou 13,3 vezes no periodo de 1990 a 2003 (YAMADA,
2004).
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Os aumentos recordes da producdo agricola e medidas politicas de distribuicéo de
renda tém reduzido a fome mundia na Ultima década. Entretanto, segundo a FAO (2008),
devido a ata dos pregos dos alimentos nos ultimos 5 anos, o nimero de famintos voltou a
subir em todo o mundo, totalizando 907 milhdes de pessoas em 2007 (13,5% da populacéo
mundial). Adicionamente, a desnutricdo, consequéncia direta da deficiéncia de minerais e
vitaminas, tem sido crescente, afetando mais de 3 bilhdes de pessoas no mundo todo
(WELCH, 2008).

A qualidade dos alimentos apresenta relagdo direta com os elementos quimicos
presentes nos solos cultivados. Os fertilizantes e corretivos podem, aém de aumentar a
produtividade, melhorar a qualidade dos produtos agricolas (alimentos) por meio de
incrementos no teor de micronutrientes na parte comestivel. Por outro lado, a presenca de
contaminantes (metais pesados téxicos, ex.: cadmio, chumbo, etc.) em fertilizantes tem sido
motivo de preocupacdo sobre suas conseqiiéncias ao ambiente e a salide humana, devido a
possibilidade do aumento do teor destes nos produtos agricolas. Os efeitos prejudiciais dos
metai s pesados toxicos no organismo humano sdo cumulativos. Eles, além de carcinogénicos
e mutagénicos, podem causar doencas cardiovasculares e reduzir a absor¢cdo de
micronutrientes pelo organismo. E importante destacar que o consumo de vegetais e cereais
contribui com amaior parte daingestdo humana de metais pesados toxicos.

O Brasil tem sua economia baseada na producéo agricola, sendo o agronegocio, o
principal responsavel pelo crescimento da economia. Atualmente, o agronegdcio representa
33% do Produto Interno Bruto, 37 % dos empregos e 40% das exportacdes. O Brasil € o maior
exportador dos seguintes produtos agricolas: aclcar, café, carne bovina, carne de frango, soja
em gréo e suco de laranja (LOPES; GUILHERME, 2007).

Tendo em vista a importancia dos fertilizantes para sustentar a demanda mundial por
alimentos e do seu valor para 0 agronegocio brasileiro, neste trabalho sdo estudados alguns
fatores envolvidos (direta ou indiretamente) na transferéncia de micronutrientes e de metais
pesados téxicos dos fertilizantes ao produto agricola, a saber: métodos de andlise e teores em
fertilizantes, solubilidade, avaliagdo da disponibilidade no solo, teores na parte comestivel em
funcdo da fertilizagdo, variagdo genotipica no teor em gréos de arroz e influéncia do estado

nutricional das plantas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revolugdo verde foi um importante marco no desenvolvimento da humanidade. A
obtencdo de variedades de porte baixo, melhoradas para responder ao fertilizante nitrogenado
sem acamamento, foi um avango da agricultura que permitiu altas producfes de cereais por
area. Deste modo, conseguiu-se suprir a demanda por alimentos decorrente do crescimento
populacional. Embora a producdo de aimentos tenha acompanhado o crescimento
populacional, problemas de deficiéncia nutricional tém aumentado, afetando quase metade da
populacdo mundial, especialmente mulheres gravidas, adolescentes e criangas (WELCH;
COMBS; DUXBURY, 1997; WELCH, 2001; GRAHAM et al., 2007).

As deficiéncias ocasionadas pela fata de ferro (Fe), iodo (1), selénio (Se), vitamina A
e zinco (Zn) sdo atualmente as que causam maior preocupacéo em relacdo a salde humana,
principalmente nos paises em desenvolvimento. De acordo com a Organizagdo Mundia de
Salde (OMS), mais de 2 bilhdes de pessoas séo anémicas em decorréncia da deficiéncia de Fe
(ALLEN et a., 2006). Estima-se que um terco da populacdo mundial vive em paises
considerados de alto risco em relacdo a deficiéncia de Zn, sendo sugerido que um quinto da
populacdo mundia pode ndo estar ingerindo este nutriente em quantidade suficiente (HOTZ;
BROWN, 2004). Combs Junior (2001) estima que hgja de 0,5 a 1,0 bilhdo de pessoas com
provavel caréncia de Se, a0 passo que mais de 800 milhdes de pessoas sdo deficientes em |
(WELCH, 2008).

Na América Latina, as primeiras constatagdes de deficiéncia de micronutrientes na
populacdo, ocorreram por volta de 1950. As deficiéncias mais comuns sdo de Fe e vitamina
A. No Brasil, a deficiéncia de Fe é a mais generalizada. Criancas e gestantes sd0 as mais
afetadas, em niveis muito varidveis, dependendo da regido, devido as diferencas de hébitos
alimentares e de desenvolvimento social (SILVA et a., 2002; BRESSANI, 2000).

N&o existemn levantamentos sobre a ocorréncia da deficiéncia de Zn e Se na populagéo
brasileira. Ferreira et a. (2002b), analisando diversos géneros alimenticios consumidos no
Brasil, observaram que os valores de Zn nos alimentos eram normais e compativeis com os da
literatura internacional. Entretanto, Ferreira et a. (2002a) relatam que a concentracdo de Se
nos alimentos de origem vegetal consumidos no Brasil é considerada baixa, em relacdo aos
padrdes internacionais, e aventam como possivel fator determinante os baixos teores de Se
nos solos agricolas. Estudos sobre a quantidade de Se ingerida pela populagdo em aguns
Estados brasileiros demonstraram baixa ingestdo do elemento em Séo Paulo e Mato Grosso, e
altaingestdo no Pard (BOAVENTURA; COZZOLINO, 1993; MAIHARA et a., 2004).
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As principais causas da desnutricdo sdo: a) alta taxa de ingestdo de alimentos com
baixo teor de minerais e vitaminas (ex.: arroz, milho e trigo), em detrimento de gréos de
leguminosas, frutas, verduras e produtos de origem animal, comum em paises de regides em
desenvolvimento, como Asia, Africa e América Latina (WELCH, 2001; DIBB; ROBERTS;
WELCH, 2005); b) baixo teor do nutriente no solo; ¢) perdas na qualidade nutricional devido
a0 sistema de industrializagdo, por exemplo, o polimento do arroz acarreta perda de minerais
dos gréos; d) fatores antinutricionais, como metais pesados téxicos e fitatos, que reduzem a
absorcéo de micronutrientes pelo organismo humano.

O baixo teor de minerais em graos, se deve em parte, a0 melhoramento genético
vegetal voltado para ganho em produtividade sem a devida consideracéo pela melhoria da
gualidade. Em trabalhos recentes, foi demonstrado que, ao longo dos anos, o aumento de
produtividade obtido por intermédio do melhoramento vegetal apresentou relacéo inversa ao
teor de micronutrientes em graos de trigo (GARVIN; WELCH; FINLEY, 2006; MURPHY;
REEVES; JONES, 2008).

No presente trabalho, o termo “metal pesado” serd usado para todo el emento que tem
peso especifico maior que 5 g cm™® ou possui Nimero atémico maior que 20 (MALAVOLTA
et al., 2006). Porém, os metais pesados essenciais, tais como: cobalto (Co), cobre (Cu), Fe,
manganés (Mn), niquel (Ni) e Zn, seréo denominados “micronutrientes’ e para os até entdo
sem funcé@o conhecida para as plantas, tais como: cadmio (Cd), crémio (Cr) e chumbo (Pb),
serd usado o termo “metais pesados toxicos’. Vae ressaltar que qualquer macro,
micronutriente ou elemento benéfico pode tornar-se téxico quando em concentragcdo excessiva
Nno meio, ou sgja, “adosefaz o veneno”.

O Ni satisfaz o critério direto (DIXON et a., 1975) e indireto (BROWN; WELCH;
CARY, 1987) de essenciadidade e sua deficiéncia foi constatada em condi¢cdes de campo
(WOOD; REILLY; NYCZEPIR, 2004; RUTER, 2005). O Ni passou da categoria de toxico
para essencia e tem sido incluido nas legislagdes de fertilizantes, cita-se 0 exemplo dos casos
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos e do Brasil, que em 2003 e 2007,
respectivamente, admitiram o Ni na lista de micronutrientes (MALAVOLTA; MORAES,
2007). O selénio, classificado como metaldide, foi 0 mais recente elemento incluido na lista
dos micronutrientes de plantas (WEN; L1; CHEN, 1988), embora sua essencialidade ja tivesse
sido comprovada para os animais € 0 homem no inicio da década de 60. O crébmio, que
desempenha funcéo essencial no metabolismo da glicose e do colesterol no homem, pode ser

0 préximo a ser incluido na lista de micronutrientes de plantas.
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Os teores de micronutrientes e/ou metais pesados toxicos nos sol os estéo estreitamente
relacionados com o materia de origem. Em fungdo da agdo do intemperismo das rochas
matrizes, os elementos passam entdo a fazer parte do solo e podem estar disponiveis para as
plantas que, por conseguinte, por meio dos produtos agricolas, podem entrar na cadeia
aimentar (OMS, 1998; ADRIANO, 2001; KABATA-PENDIAS, MUKHERJEE, 2007).
Quando os solos apresentam baixos teores de micronutrientes, como acontece com muita
freqiiéncia em solos intemperizados de regides de clima tropical, principalmente em relagéo
a0 B e Zn, o fornecimento via fertilizante se faz necessario. Os cultivos sucessivos que
sempre retiram nutrientes dos solos pelas colheitas e 0 uso de cultivares mais exigentes
também sdo fatores que determinam a necessidade do fornecimento regular de macro e
micronutrientes para manutencdo da produtividade agricola.

Por outro lado, os fertilizantes minerais podem conter metais pesados em
concentragdes varidveis. Nos fosfatados, os metais pesados toxicos sdo devido, em sua
maioria, a rocha matriz usada na fabricagdo dos mesmos (McLAUGHLIN; PARKER;
CLARKE, 1999; GRANT; SHEPPARD, 2008). Rochas sedimentares contém maiores teores
de metais pesados. No caso de fertilizantes fontes de micronutrientes, no Brasil e no exterior,
subprodutos industriais tem sido utilizados para fabricacdo de fertilizantes (MORTVEDT,
2001; MALAVOLTA, 1994), tais materiais podem conter metais pesados toxicos em altas
concentragoes.

A problemética dos metais pesados téxicos em fertilizantes minerais tem sido motivo
de muitas discussdes. Ha uma ampla faixa de variagcdo nos limites toleraveis de teores desses
metais nos fertilizantes, nas taxas de adi¢bes por hectare e nos teores maximos no solo, entre
as legislagdes de diversos paises (MALAVOLTA et a., 2006). Isso demonstra orientactes
ndo uniformes no estabelecimento das normas e necessidade de mais pesquisas sobre o
assunto. Alguns estudos nacionais e internacionais indicam que os metais pesados toxicos
adicionados via fertilizantes podem aumentar seus teores na parte comestivel das plantas
(PAN; STEVENS; LABNO, 2004; SILVA; FURTINI NETO; CHANG, 2009) e/lou apenas
no solo, sem atingir niveis criticos (MORTVEDT, 1985, RAMALHO; AMARAL
SOBRINHO; VELLOSO, 1999), ou ainda, podem n&o contribuir de modo relevante para
aumentar o teor no solo e na planta (MULLA; PAGE; GANJE, 1980; MORTVEDT, 1987,
CAMARGO et d., 2000; SANTOS et a., 2002). Argumenta-se que, as taxas de metais
pesados toxicos adicionadas sdo relativamente baixas, sgja devido as doses aplicadas para
suprimento dos micronutrientes serem sempre peguenas, ou pelo baixo teor nas fontes de
macronutrientes (MALAVOLTA et al., 2006).
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Geramente, os teores de metais pesados tdxicos nos solos sdo baixos, todavia, sdo
conhecidos alguns solos de regifes dos Estados Unidos, Canada, Brasil e outros, que possuem
teores naturalmente elevados (LUND et al., 1981; GARRETT, 1994; MONTAGNON et al.,
2003; LOPES, 2009). E importante mencionar que: 1) além dos fertilizantes minerais e
corretivos, 0os metais pesados téxicos podem ser adicionados em areas agricolas por outras
fontes antropicas: fungicidas, dessecantes, lodo de esgoto, restos da producéo intensiva de
animais, queima de combustivel féssil, etc. (ALLOWAY, 1995; SANTOS, AMARAL
SOBRINHO; MAZUR, 2003; CAMPOS, 2003; CAPDEVILA et a., 2003); 2) nem todo
metal pesado adicionado ao solo esta disponivel para absorcdo pelas plantas, e, uma vez
absorvido, apenas uma peguena gquantia chega efetivamente a parte comestivel, em se tratando
de frutos e sementes.

O uso das variagdes genatipicas, intra e interespecificas, no melhoramento de plantas
visando a “biofortificagdo”, maior teor de nutrientes e vitaminas na parte comestivel
(GRAHAM; WELCH, 1996; WELCH et al., 2005; NUTTI; CARVALHO; WATANABE,
2006; CAKMAK, 2008) ou a selecéo de plantas para baixo teor de metais pesados toxicos (LI
et a., 1997; KURZ; SCHULZ; ROMHELD, 1999; ARAO; AE, 2003; CLARKE et d., 2005;
GRANT et a., 2008) sdo abordagens recentes no meio cientifico, tendo despertado muito
interesse devido ao potencial de aplicacdo na melhoria da qualidade dos aimentos.
Atualmente, ha também, crescente interesse no conhecimento da relacdo entre teores de
micronutrientes e de metais pesados téxicos na parte comestivel das plantas, visando no
futuro a selecdo de cultivares que a0 mesmo tempo apresentem maiores teores de
micronutrientes e baixos de metais pesados toxicos (CLARKE et al., 2002; LIU et a., 2003;
CHEN et al., 2007; SHI et al., 2009).

Visando assegurar a qualidade dos aimentos e proteger a salde da populacéo,
algumas medidas tém sido tomadas para evitar ou reduzir a entrada de metai s pesados toxicos
na cadeia alimentar, sendo elas:

1) Legislagdes para estabelecer valores maximos permissiveis de metais pesados tdxicos em
fertilizantes comerciais e/lou suas taxas de adicdo e também, o teor maximo no solo
(CANADA, 1996; WSDA, 1999; CETESB, 2005; BRASIL, 2006).

2) Legidacdes, na &rea seguranca aimentar, regulando limites méximos permissiveis de
metais pesados tdxicos na parte comestivel das plantas (ANVISA, 1965; CEC, 2001;
CODEX, 2001; FSANZ, 2009).

3) Avdiacdo do teor e/ou da ingestdo didria de metais pesados por meio de resultados de

consumo per capita e de amostras de alimentos coletadas no comércio/locais de producéo
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(DePIERI; BUCKLEY; KOWALENKO, 1997; AI-SALEH; SHINWARI, 2001; SANTOS;
LAURIA; SILVEIRA, 2004; RAGHUNATH et al., 2006).

N&o ha duvidas de que as préticas de manejo da fertilidade do solo e da adubacéo
constituem-se em estratégias necessarias para a manutencdo ou aumento da producéo
agricola. Entretanto, a producdo de alimentos em quantidade e qualidade s seré possivel em
um sistema de producdo agricola integrado, no qual o manegjo da fertilidade do solo, a
adubacdo e o melhoramento de plantas estgjam baseados ndo somente nas exigéncias das
culturas ou no aumento de produtividade, mas também na seguranca do alimento e na sua
capacidade de fornecer adequadamente nutrientes aos animais e a0 homem. Para isso, é
necessario o trabalho conjunto de profissionais de diversas areas, principal mente agronomia,
genética, biologia molecular, veterinaria, nutricdo e medicina (MORAES, 2008).

No Brasil, sd0 escassas as pesquisas avaliando de forma integrada os diversos fatores
envolvidos na transferéncia de micronutrientes e metais pesados toxicos, desde sua
quantificacdo nos fertilizantes até a avaliacdo de teor no produto agricola. Esse tipo de
avaliacdo permitira demonstrar que, com manejo adequado, os fertilizantes podem contribuir
tanto na produtividade quanto na melhoria da qualidade dos produtos agricolas. Neste

contexto, os objetivos deste trabalho foram:

(1) Avaiar métodos de extracdo e de quantificagdo de micronutrientes (Cu, Zn e Ni) e de
metais pesados toxicos (Cd, Cr e Pb) em fertilizantes comerciais, rochas fosféticas e em
subprodutos industriais utilizados na fabricagdo de micronutrientes,

(2) Determinar os teores disponiveis de P, micronutrientes e metais pesados toxicos no solo
apos fertilizagdo com fontes de fésforo e de micronutrientes;

(3) Avaliar o rendimento e determinar os teores de P, micronutrientes e metais pesados
toxicos em folhas de aface e gréos de arroz de terras altas cultivados em solos fertilizados
com fontes de fésforo e de micronutrientes;

(4) Avaliar o efeito da fertilizagdo com fontes de micronutrientes em indicadores
microbiol 6gicos do solo e atividades enziméticas em plantas de alface;

(5) Identificar cultivares de arroz de terras altas com baixo e ato teor de Cd nos gréos e
avaliar arelagéo entre teor de Cd e de micronutrientes nos gréos;

(6) Avaliar ainfluéncia do estado nutricional e das fases de crescimento no teor de Cd e "°Zn
nos graos de dois cultivares de arroz de terras altas, com caracteristica de baixo e alto teor

de Cd nos gréos, respectivamente.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 ESTUDO 1. Andlises quimicas e avaliacdo agronémica de fontes de fosforo e de

micronutrientes obtidas de subprodutosindustriais

As amostras de fontes de fertilizantes utilizadas neste estudo foram obtidas no
comeércio e analisadas quimicamente para selecdo das que contivessem altos teores de cadmio
e chumbo, elementos de maior interesse por frequentemente serem encontrados em altos
teores nos fertilizantes e devido ao potencial destes em causar danos ao ambiente e a salde
humana. Alguns dos produtos utilizados eram subprodutos industriais, compostos

basi camente de 6xidos de cobre ou zinco.

3.1.1 Caracterizacdo de fontes e avaliacdo de métodos de extracdo de micronutrientes e

de metais pesados téxicos em fertilizantes

As andlises quimicas das fontes de fertilizantes utilizadas no primeiro e segundo
experimento foram realizadas em duas etapas, sendo também, avaliados métodos de extracéo
e de quantificagdo de micronutrientes e metais pesados toxicos em fertilizantes. O trabalho foi
realizado ao longo do desenvolvimento dos experimentos, procurando-se atender as mudangas
na legislacdo brasileira de fertilizantes em relacdo aos métodos de andlise de contaminantes

em fertilizantes minerais.

3.1.1.1 Andlise quimica das fontes de micronutrientes para o primeiro experimento

Durante o més de abril de 2005, foram analisadas quatro fontes de micronutrientes
para o primeiro experimento de calibracéo das doses de fertilizantes. Por ndo haver naguela
época, regulamentacdo sobre contaminantes na legislagdo sobre fertilizantes, os metais
pesados téxicos foram quantificados aproveitando-se os extratos usados para andlise dos
teores totais de micronutrientes, segundo metodologia do Laboratério Nacional de Referéncia
Vegeta (LANARV) do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

18



As amostras de fertilizantes foram moidas e subdivididas em trés subamostras,
procedendo-se na ocasido a extragdo conforme LANARYV (1988): transferiu-se 1,00 g de
amostra para béquer de 250 mL e adicionaram-se 10 mL de HCI concentrado. O material foi
fervido até a destruicdo da maior parte da matéria organica e, entdo, adicionados 20 mL de
HCl 2 mol L. Depois de nova fervura por 5 minutos, fez-se a filtragem e completou-se o
volume para 50 mL. Os teores de Cu, Zn, Cd, Cr, Ni e Pb foram quantificados por

espectrometria de absorgdo atbmica (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica de subprodutos e fertilizantes fontes de micronutrientes.

Fontes Cu Zn Cd Cr Ni Pb
gkg™ mg kg™

Subproduto Cu 423 -0 19 250 302 1500

Fertilizante Cu 408 - 37 400 350 2500

Subproduto Zn - 500 390 6 183 11100

Fertilizante Zn - 423 93 4 12 3100

@ Elementos ndo analisados.

3.1.1.2 Andlise quimica de fontes de P e de micr onutrientes para o segundo experimento,
com quantificacdo dos micronutrientes e metais pesados téxicos por
espectrometria de emissdo atdmica com plasma (ICP-AES) e espectrometria de
massas com plasma (ICP-MYS)

Procurou-se analisar véarias fontes de fosforo e de micronutrientes visando selecionar
algumas delas para adubaco do arroz de terras atas. Devido a grande variagdo encontrada
nos teores de metais pesados téxicos em levantamento das pesquisas realizadas no Brasil
(MALAVOLTA; MORAES, 2006) e das discussbes em andamento visando a definicéo de
métodos oficiais para andise de contaminantes, decidiu-se avaliar dois métodos instrumentais
para quantificacdo de metais pesados nos fertilizantes. Adicionamente, para fins de
comparacdo, foram analisadas novamente as fontes de Cu e Zn usadas no primeiro
experimento (Tabela 1).
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No periodo de agosto a outubro de 2006, antes do inicio do segundo experimento,
foram analisadas 16 amostras de fertilizantes minerais, sendo duas fontes de Cu, duas fontes
de Zn, quatro rochas fosféticas e oito fertilizantes fosfatados. Embora a Instrugdo Normativa
SDA N° 24, do MAPA, tratando sobre teores méaximos permissiveis de contaminantes em
fertilizantes (BRASIL, 2006) houvesse sido publicada em 05/06/2006, conforme comentado,
ndo haviam métodos oficiais recomendados para andlise de contaminantes em fertilizantes.
Desta forma, assim como na etapa anterior, 0os metais pesados toxicos foram quantificados
aproveitando-se os extratos usados para analise dos teores totais de P e de micronutrientes,
conforme procedimento de preparo de amostra anteriormente descrito e seguindo-se as
extracOes abaixo (LANARYV, 1988).

Extracdo para fontes de micronutrientes. transferiu-se 1,00 g de amostra para béquer
de 250 mL e adicionaram-se 10 mL de HCI concentrado. O material foi fervido até destruir

toda a matéria orgénica e, entdo, adicionados 20 mL de HCI 2 mol L Depois de nova
fervura por 5 minutos, fez-se afiltragem e completou-se 0 volume para 50 mL.

Extracdo para fontes de fosforo: transferiu-se 1,00 g de amostra para béquer de 250

mL e adicionaram-se 30 mL de HNOs; e 5 mL de HCI concentrados. O material foi fervido até
a destruicéo da maior parte da matéria organica e, entdo, adicionados 20 mL agua deionizada.
Depois de nova fervura por 5 minutos, fez-se a filtragem e completou-se o volume para 50
mL.

O fosforo foi quantificado por colorimetria e os micronutrientes e metais pesados
toxicos quantificados por ICP-AES, no Centro de Solos e Recursos Agroambientais - IAC, e
por ICP-MS, no Laboratério de Andlise e Referéncia em Amostras Ambientais e Fertilizantes
(LARAFERT), do CENA/USP. O elemento Cu foi determinado somente por ICP-AES,

enquanto que o Zn foi quantificado por ambos os métodos (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 - Teores de fésforo, determinado por colorimetria, e de micronutrientes e metais

pesados toxicos em fertilizantes, quantificados por ICP-AES.

Descricaol P Cu Zn Cd Cr Ni Pb
gkg® mg kg™
SFS Togo 75 @ - 11 33 8 22
Rocha Togo 143 - - 39 87 19 4
SFS importado 77 - - 15 33 15 8
Rochaimportada 75 - - 17 33 14 4
SFS Lagamar 60 - - <1 8 6 2
Rocha Lagamar 101 - - <1 4
SFS Cataldo 1 85 - - <1 5 22 13
Rocha Catal&o 112 - - 1 8 36 28
SFS Cataléo 2 75 - - 1 17 11 7
SFS Araxa 59 - - <1 10 16 16
SFSIrecé 65 - - <1 23 6 22
SFS Lagamar Acidulado 70 - - <1 11 9 4
‘Subprodutozn - - 423 153 12 146 13392
Fertilizante Zn - - 415 47 7 7 3578
Subproduto Cu - 437 - 16 231 283 1155
Fertilizante Cu - 406 - 15 256 300 797

Dy alores médios de trés repeticdes; SFS: Superfosfato simples; @ Elementos néo analisados.
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Tabela 3 - Teores de fosforo, determinado por colorimetria, de cobre e zinco, determinados

por |CP-AES, e de metais pesados toxicos em fertilizantes, quantificados por ICP-MS.

Descricgo®™ P Cu Zn Cd Cr Ni Pb
gkg™ mg kg™

SFS Togo 75 -2 - 17 48 13 35
Rocha Togo 143 - - 57 114 26 7
SFS importado 77 - - 23 50 24 14
Rochaimportada 75 - - 24 49 23

SFS Lagamar 60 - - <1 10 10 4
Rocha Lagamar 101 - - <1 10 16

SFS Cataldo 1 85 - - <1 6 31 15
Rocha Cataldo 112 - - 1 7 39 28
SFS Cataldo 2 75 - - 2 22 16 7
SFS Araxa 59 - - 1 12 20 20
SFS Irecé 65 - - <1 27 8 29
SFS Lagamar Acidulado 70 - - 1 11 11 5

‘Subprodutozn - - 383 183 14 164 6877

Fertilizante Zn - - 378 51 8 9 2214
Subproduto Cu - 437 - 18 383 329 1733
Fertilizante Cu - 406 - 14 322 381 1019

v alores médios de trés repeticdes; SFS: Superfosfato simples; ® Elementos ndo analisados.

A rochade Togo, o SFS obtido pela acidulagdo da rocha de Togo, o subproduto fonte
de Zn e o fertilizante fonte de Zn obtido pela acidulacdo do mesmo subproduto, foram
selecionados para uso na fertilizagdo do segundo experimento devido aos seus maiores teores
de Cd e Ph.
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3.1.1.3 Avaliacdo de méodos de extracdo de nutrientes e metais pesados toxicos em

fertilizantes minerais

Visando avaliar a confiabilidade das andlises anteriores, em dezembro de 2007, foram
avaliadas quatro métodos de extragdo de nutrientes e contaminantes em fertilizantes minerais,
sendo 0os mesmo adaptados com base nos métodos usados anteriormente (item 3.1.1.2), nos
métodos em desenvolvimento pelo Grupo de Trabalho sobre Contaminantes em Fertilizantes
(ANDA/MAPA) e nos métodos de andlise de metais pesados toxicos em fertilizantes
reconhecidos em 20/06/2007 pela Instrucdo Normativa SDA N° 27, do MAPA (BRASIL,
2007). A performance dos métodos de extragdo foi avaliada utilizando-se uma amostra
certificada pelo “National Institute of Standards and Technology (NIST), SRM 695 - Trace
Elementsin Multi-Nutrient Fertilizer” (MACKEY et a., 2007).

Méodo 1 - extragdo em sistema micro-ondas milestone, modelo TC plus.
Procedimento adaptado do método 3051A (USEPA, 20074). Transferiu-se 0,5 g da amostra
certificada para tubos de teflon e adicionou-se 5 mL de HNO3 concentrado + 3 mL de HCl
concentrado. Depois de procedida a digestdo, completou-se o volume com &gua ultra pura
para50 mL.

Método 2 - extragdo em sistema micro-ondas milestone, Modelo TC Plus.
Procedimento adaptado do método 3052 (USEPA, 1996b). Transferiu-se 0,5 g da amostra
certificada para tubos de teflon e adicionou-se 5 mL de HNO;3; concentrado + 0,2 mL de HF
concentrado. Depois de procedida a digestdo, completou-se o volume com &gua ultra pura
para50 mL.

Método 3 - extracdo em bloco digestor. Método adaptado do Grupo de Trabalho sobre
Contaminantes em Fertilizantes (ANDA/MAPA), por sua vez, inicialmente baseado no
método 3050B (USEPA, 1996a). Transferiu-se 0,5 g da amostra certificada para béquer de
100 mL e adicionou-se 2,5 mL de HNO3 concentrado + 10 mL de HCI concentrado. O
material foi aquecido a 95 °C + 5 °C por 15 minutos e, entdo, apds resfriamento adicionou-se
novamente 10 mL de HCI concentrado seguido de novo aquecimento por 15 minutos. Em
seguida, completou-se o volume com &gua ultra pura para 50 mL.

Método 4 - extracdo em bloco digestor para determinacdo de mercurio. Método
adaptado do Grupo de Trabalho sobre Contaminantes em Fertilizantes (ANDA/MAPA), por
sua vez, inicialmente baseado no método 7471B (USEPA, 2007b). Transferiu-se 0,5 g da

amostra certificada para béquer de 100 mL e adicionou-se 5 mL de &gua deionizadae 5 mL de
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agua régia (1 volume de HNO; + 3 volumes de HCI concentrados). O material foi aguecido a
95 °C + 5 °C por 30 minutos, adicionando-se &gua quando necessario. Em seguida,
completou-se o volume com égua ultrapura para 50 mL.

O Método 3, baseado no uso de &cido nitrico e cloridrico em sistema aberto, é
semel hante aos métodos recomendados para teor total de P e micronutrientes (item 3.1.1.2) e
também ao método 3050B (USEPA, 1996a), reconhecido pela legislagdo brasileira sobre
contaminantes em fertilizantes (BRASIL, 2007). Portanto, ele serd usado como referéncia
para comparacoes das extracbes usadas nos fertilizantes (item 3.1.1.2).

Para cada método, foram usadas trés repeticdes. Determinaram-se 0s elementos para o
gual a amostra possui valores certificados ou de referéncia. A quantificagdo foi efetuada por
ICP-MS. Os resultados da avaliagdo dos métodos de extragdo de nutrientes e contaminantes

em fertilizantes minerais sdo apresentados na Tabela 11.

3.1.2 Primeiro experimento: resposta das culturas de arroz de terras altas e de alface a

fontes de micronutrientes obtidas de subprodutosindustriais

As fontes de micronutrientes avaliadas (Tabela 1) possuiam teores de metais pesados
toxicos e solubilidade variada, motivo pelo qual foram selecionadas junto a industria de
fertilizantes para utilizac8o nos estudos. Foram adicionadas doses de Cu e de Zn de modo a
simular adi¢gdes equivalentes a fertilizacBes de curto e médio prazo, para posteriormente
definir as doses do segundo experimento, com adubacdes simulando experimentos de longa
durag&o.

Neste experimento, teve-se como objetivos especificos, avdiar doses de fontes de
micronutrientes nas seguintes variaveis resposta: a) taxa de adicdo e aumento dos teores
disponiveis de Cu, Zn, Cd, Cr, Ni e Pb no solo; b) producéo de massa seca e gréos pelas
culturas; c) ateractes na qualidade do produto agricola (folhas de alface e gréos de arroz) em
relacdo aos teores de micronutrientes e metais pesados toxicos; d) atributos microbiol 6gicos
da qualidade do solo; €) atividade das enzimas antioxidantes em plantas como indicadores de

estresses abioéticos.
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3.1.2.1 Local esolo

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de S&o Paulo (CENA/USP), em Piracicaba, SP, no periodo de
janeiro a outubro de 2005. Foi usado um Latossolo Vermelho-Amarelo, &cido, com textura
média e coletado na profundidade de 0 a 20 cm, proveniente do Instituto de Zootecnia de
Nova Odessa - SP.

3.1.2.2 Caracterizacao fisica e quimica do solo

A andise granulométrica do solo, segundo CAMARGO et al. (1986), revelou teores
deareia- 164 g kg?, silte- 218 g kg™, argila- 618 g kg™, classe textural: franco arenoso.

Os resultados das andlises quimicas (0-20 cm) foram os seguintes. pH (CaCl,) - 4,3;
MO - 20 g dm™; S-S0, (fosfato + &cido acético) - 5 mg dm®; K - 0,8 mmol. dm™; Ca- 10
mmol. dm; Mg - 4 mmol. dm'; Al - 5 mmol. dm™; H+Al - 38 mmol. dm®; B (4gua quente)
- 0,24 mg dm®, determinados segundo Raij et al. (2001). Fésforo, micronutrientes e metais
pesados extraidos e determinados conforme EMBRAPA (1997): P - 2 mg dm; Cu - 0,6 mg
dm3; Fe - 208 mg dm™; Mn - 19,6 mg dm™; Ni — 0,02 mg dm™; Zn - 1,9 mg dm; Cd - 0,00
mg dm™>; Cr - 0,01 mg dm™; Pb - 0,89 mg dm™.

3.1.2.3 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos de seis produtos com micronutrientes, trés fontes de
Cu e trés fontes de Zn, sendo as fontes de cada elemento aplicadas da seguinte forma:
fertilizante (adicionado em duas doses), subproduto usado para fabricacdo do fertilizante
(Tabela 1) e uma mistura de reagentes pro-analise com composicdo quimica idéntica ao
subproduto. Adicionou-se também um tratamento testemunha, sem aplicacéo de Cu e Zn,
totalizando-se 9 tratamentos.

As misturas de reagentes pro-andlise foram usadas para avaliar a disponibilidade dos
micronutrientes e metais pesados téxicos nos fertilizantes e subprodutos. As misturas pré-
analise foram preparadas a partir de 6xido de Cu e Oxido de Zn, respectivamente. Os metais
pesados Cd, Cr, Ni e Pb foram adicionados na forma de nitrato, a excecdo do Cr, fornecido
como cromato de potassio. A massa da misturafoi completada a 100 g com sulfato de calcio.

Na Tabela 4 sdo apresentadas as doses fornecidas por cada fonte de micronutriente e

as adicdes de metais pesados toxicos estimadas conforme caracterizagdo quimica (Tabela 1).
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Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro

repeti¢oes, totalizando 36 parcelas.

Tabela 4 — Esquema de aplicacdo das doses de Cu e Zn e adicdes calculadas de Ni e metais
pesados téxicos pelos subprodutos e fertilizantes fontes de micronutrientes

utilizados no primeiro experimento.

- Cu Zn cdb Cr Ni Pb
——mgdm™ pg dm’
Testemunha iO) - - - - -
Subproduto Cu 2 - 0,09 1,18 1,43 7,09
Subproduto Cu 4 - 0,18 2,36 2,86 14,18
Fertilizante Cu 3 - 0,27 2,94 2,57 18,38
Mistura pré-andlise Cu® 3 - 0,13 1,77 2,14 10,64
‘Subprodutozn - 4 312 005 146 83,80

Subproduto Zn - 8 6,24 0,10 293 177,60
Fertilizante Zn - 6 1,32 0,06 0,17 43,97
Mistura pré-andlise Zn® - 6 4,68 0,07 220 13320

Das taxas de adicdes foram cal culadas multiplicando-se os teores de metai s pesados nas fontes (Tabela 1) pela
massa de cada produto necesséria para fornecimento das doses de Cu e Zn; ®N&o calculada ou com
dose/adicio ndo significativa;, ®)As misturas pré-andlise tinham composicdo quimica idéntica aos
subprodutos fontes de Cu e Zn e foram preparadas a partir de reagentes pré-analise.

3.1.2.4 Desenvolvimento experimental

As plantas teste utilizadas foram o arroz de terras altas, cultivar IAC 165 (cultivo
principal) e a alface variedade Elisa (cultivo residual). Para a cultura do arroz, foi empregada
uma mistura de CaCO3; + MgCOs na propor¢do de 1:1, visando elevar a saturacéo por bases a
50% (CANTARELLA; FURLANI, 1997). Antes do cultivo da cultura da alface, a saturacéo
por bases foi corrigidaa80% (TRANI; PASSOS; AZEVEDO FILHO, 1997). As correces de
acidez foram baseadas nas recomendagdes oficiais para o estado de Séo Paulo.

Foram utilizados vasos de 3 dm® preenchidos com solo seco a0 ar e passado em
peneira de 2 mm. Os calcérios e os fertilizantes, para a adubacdo basica e os tratamentos
(fontes de Cu e Zn) foram misturados ao solo, que, apds cada operacao, foi incubado por 30
dias com umidade em 60% da capacidade de retencdo de agua. Os nutrientes da adubacéo
bési ca foram fornecidos nas seguintes doses (mg dm®): N - 50; P - 200; K - 50; S- 50; B - 1;
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Co-0,1; Mn-5eMo - 0,15. Ap6s a aplicagdo dos tratamentos e antes da semeadura do arroz
foram coletadas amostras de solo dos vasos para andlise quimica. O fornecimento do N e K,
feito em cobertura (perfilhamento pleno e inicio do florescimento) foi parcelado em duas
aplicacdes, sendo adicionados na forma de solucdo (mg dm™): N - 100, K - 100 e S - 25
(aplicado somente na primeira cobertura). Foram colocadas 10 sementes por vaso e
procederam-se desbastes periodicos até restarem trés plantas por vaso. Ao final do ciclo
(aproximadamente 120 dias), ha ocasido da colheita, 0 arroz foi separado em raiz, parte aérea,
raguis, casca e graos. Posteriormente ao cultivo do arroz, a alface foi cultivada nos mesmos
vasos e foi colhida aos 40 dias, separando-a em raiz, caule e folhas. O cultivo da aface foi
efetuado com duas plantas por vaso visando avaliar o efeito residua dos tratamentos iniciais,
fazendo-se apenas a correcéo de acidez e duas adubacbes de cobertura com N e K. Os
procedimentos de manejo foram os mesmos do cultivo de arroz. Ao final do ciclo de cada
cultura, o materia vegetal colhido foi seco em estufa a 65°C, medida a massa seca e

armazenado para analise quimica.
3.1.2.5 Anélises quimicas de planta e solo

As amostras de gréos de arroz foram moidas, digeridas por soluc&o nitrico-percloricae
guantificados os teores de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn em ICP-AES (MALAVOLTA; VITTI;
OLIVEIRA, 1997).

Em funcdo dos altos teores de metais pesados toxicos encontrados nas andlises por
digestéo nitrico-perclérica e quantificacdo em |CP-AES (Tabela 21), procedeu-se novamente
a digestdo dos graos por micro-ondas usando-se reagentes purificados e agua ultrapura (0,25 g
massa seca, 4 mL de HNO; 3 mol L™ e 2 mL de H,O, 30% v/v, conforme ARAUJO et dl.,
2002), com quantificacdo dos metais pesados por ICP-MS (Tabela 22). Para garantir a
confiabilidade dos resultados, nas digestbes por micro-ondas e quantificacdo por ICP-MS
foram usadas duas amostras de farelo de arroz certificadas para valor médio e alto de cadmio
(OKAMOTO, 1991). As amostras de tecido vegetal de alface foram analisadas somente pelo
segundo método (Tabela 22), por este ter apresentados resultados condizentes com os valores
do material certificado (Tabela 23).

Nas amostras de solo coletadas antes do inicio do experimento, foram determinados 0s
teores disponiveis de micronutrientes e metais pesados toxicos, extraidos por Mehlich 1
(EMBRAPA, 1997).
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3.1.2.6 Atividade de enzimas antioxidativas em plantas de alface

As folhas e raizes de alface, coletas na ocasio da colheita, foram finamente moidas
em amofariz contendo nitrogénio liquido. Em seguida, adicionou-se o tampéo de extracéo
(fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, contendo 1 mM de EDTA, 3 mM de DTT e 4% de
PVPP), narelacdo de 1 g de massa fresca para 3 mL de tamp&o. A mistura foi centrifugada a
10.000 rpm por 30 min a 4°C. Coletou-se o sobrenadante e estocou-0 em freezer a—80°C até
as determinacfes de proteinas, atividade da catalase e da guaiacol peroxidase e isoenzimas

dismutase de superoxido.

3.1.2.6.1 Quantificacdo de proteinas

As determinagdes das concentraces de proteinas totais em extratos de folhas e raizes
da aface foram realizadas pelo método de Bradford (1976). Para calibracéo foi utilizando

uma curva padréo elaborada a partir da albumina de soro bovino (BSA).

3.1.2.6.2 Determinagdo da atividade da catalase

Para quantificar a atividade da catalase (CAT), foram seguidos os procedimentos
sugeridos por Ferreira et a. (2002c). Usou-se uma mistura de reagdo a 25°C contendo fosfato
de potéssio 100 mM (pH 7,5) e 0,0075% v/v de H,O,. Adicionaram-se 25 L de extrato para
iniciar a reacdo, sendo a atividade mensurada em espectrofotdmetro (absorbancia a 240 nm)
acompanhando-se a decomposi¢éo de H,O, por um minuto. Os resultados foram expressos em

nanomol min™* mg de proteina®.

3.1.2.6.3 Deter minagéo da atividade da guaiacol per oxidase

A atividade de guaiacol peroxidase (GOPX) foi quantificada conforme metodologia
adaptada de Gomes Junior et a. (2006). O ensaio foi desenvolvido em uma mistura de reacéo
contendo de tampéo fosfato 0,2M + citrato 0,1M (solucdo de fosfato de sddio dibasico 0,2 M
e acido citrico 0,1 M) a pH 5,0; 0,01% v/v de guaiacol e 0,06% v/v de H,O, e 5 - 10 pL de
extrato protéico. A misturafoi incubada a 30°C por 15 minutos. Apos o periodo de incubacéo,
transferiu-se a mesma para banho de gelo e adicionaram-se 20 puL de solucdo de meta

bissulfito de sodio a 2% (volume final 1 mL). Procedeu-se agitacdo em vortex, deixou-se em
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repouso por 10 minutos e procedeu-se a leitura de absorbancia em 450 nm. A atividade

enzimética foi expressa em unidades de absorbancia min™ mg de proteina™.
3.1.2.6.4 Gel de isoenzimas dismutase de super éxido

O perfil de isoenzimas dismutase de superéxido (SOD) foi realizada por eletroforese
em PAGE (9 %T). A corrida eletroforética foi feita a corrente constante de 30 mA por placa.
Para revelagdo da SOD, foram seguidos os procedimentos sugeridos por Ferreira et al.
(2002c). Os géis foram lavados rapidamente em agua deionizada e incubados no escuro, a
temperatura ambiente, em uma mistura de reacéo contendo: 50 mM de tampdo fosfato de
potéssio (pH 7,8); 1 mM EDTA; 0,05 mM de riboflavina; 0,1 mM de NBT e 0,3% v/v
TEMED. A mistura de reagéo foi removida apds 30 minutos, os géis foram entdo enxaguados
em &gua deionizada e colocados sob iluminagdo por alguns minutos até o desenvolvimento de

bandas negativas com fundo roxo. Para fixacdo, usou-se solucéo de &cido acético (7% v/v).
3.1.2.7 Anélises microbioldgicas indicador as de qualidade do solo

Nas amostras de solo obtidas apos a colheita das plantas de aface foram determinados
0s seguintes indicadores microbioldgicos: 1) carbono da biomassa microbiana (Chic),
determinado pelo método da fumigacdo-extracdo (VANCE; BROOKES; JENKINSON,
1987); 2) respiragdo, medida pelo CO; liberado de 100 g de solo, que reagiu com NaOH 0,1
mol L, sendo determinado por titulacd com HCI 0,1 mol L™, apés 9 dias de incubacdo a
temperatura de 28°C+2. O CO, liberado foi expresso em pg CO2 g* dia’; 3) quociente
metabdlico (qCO,), que representa a quantidade de C-CO, liberada por unidade de Cyjc,
calculado segundo Anderson e Domsch (1993), e expresso em ng CO/pg Cric g™+ ! de solo
seco; 4) atividade da desidrogenase no solo, determinada segundo Casida, Klein e Santoro
(1964) e 5) atividade de proteases, determinada pelo método proposto por Alef e Nannipieri
(1995).

3.1.2.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (teste F), e as diferencas
entres os tratamentos avaliadas por meio do teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando-se o software Statistical Analysis System - SAS (PIMENTEL-GOMES; GARCIA,
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2002). Foi usado o teste de correlagdo de Pearson, pelo software SAS, para avdiar a
correlagdo entre atividade de enzimas e teores de micronutrientes e metais pesados toxicos nas
folhas e raizes da alface. Para os resultados de indicadores microbiol 6gicos do solo, devido a
maior variaco natural deste tipo de andlise, adotou-se o teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade.

3.1.3 Segundo experimento: resposta do arroz de terras altas a fontes de fésforo e de

zinco com teoresvariavels de metais pesados toxicos

As fontes de fosforo e de micronutrientes usadas neste experimento, da mesma forma
gue no primeiro experimento, possuiam teores de metais pesados toxicos e solubilidade
variada. As fontes de Zn (fertilizante e subproduto) foram as mesmas usadas anteriormente.
Quanto as fontes de P, escolheu-se a rocha fosfatica de Togo e o superfosfato simples obtido
pela acidulagcéo da mesma. A escolha das fontes foi devido aos seus altos teores de Cd e Pb,
elementos de maior preocupacdo em relagcdo a entrada na cadeia alimentar.

Devido aos pequenos aumentos dos teores de micronutrientes e metais pesados
toxicos, tanto no solo (Tabela 17) quanto nos produtos agricolas (Tabelas 20 e 22),
observados no primeiro experimento, no presente experimento foram adotadas doses de modo
asimular adi¢Bes de fertilizantes de longa duracéo. No entanto, no caso das fontes de Zn, foi
respeitado o limite de adi¢do (70 mg de Zn por kg de solo), capaz de causar toxidez para o
arroz (FAGERIA, 2000).

Os objetivos principais foram avaliar doses de fontes de P e de micronutrientes nas
seguintes variavels resposta: @) taxa adicdo e aumento dos teores disponiveis de Zn, Cd, Cr,
Ni e Pb no solo usando-se dois extratores; b) producdo de gréos de arroz de terras altas; C)
alteragdes na qualidade de gréos de arroz em relagdo aos teores de micronutrientes e metais

pesados toxicos.
3.1.3.1 Local esolo

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura da Universidade de Séo Paulo (CENA/USP), Piracicaba, SP. Iniciou-se em

Dezembro/2006, com a coleta e caracterizacdo dos solos e em julho/2007 finalizou-se a etapa

cultivo.
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Foram utilizadas amostras de dois solos de caracteristicas fisicas e quimicas
contrastantes. Um Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA) distréfico tipico, textura arenosa
(IAC, Campinas-SP) e um Latossolo Vermelho (LV) distroférrico, textura muito argilosa
(Centro de Citricultura, Cordeirépolis-SP). Ambas as amostras de solos foram coletadas na
profundidade de 0 a20 cm.

3.1.3.2 Caracterizacao fisica e quimica do solo

As amostras de solo foram caracterizadas quanto aos teores de areia, silte, argila e
classe textural, conforme Camargo et al. (1986). Os teores totais de Si, Al, Fe, Mn e Ti foram
determinados por meio de ataque sulfurico. Os indices Ki e Kr, que indicam o grau de
intemperismo dos solos, foram estimados pelas relacbes moleculares de SIOJ/AlO; e
SiO,/AlLO3 + Fe,05 (Tabela ).

Foram determinados pH (CaCl,), matéria organica, fosforo, sulfato (S-SO,), cations
trocaveis, micronutrientes e metais pesados toxicos (RAIJ et a., 2001). O boro foi extraido

com agua quente e Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn por extracdo com DTPA (Tabela6).

Tabela 5 - Caracteristicas mineral 6gicas dos solos usados no segundo experimento.

Solos S0, Al,0; Fe0O; TiO, MnO Ki® K@
gkg* - -

LVA %5 1208 482 83 03 136 1,08

LVL 1525 2082 1517 140 07 125 085

WK = relagdo molecular SIO, / Al,05; @Kr = relacgo molecular SO, / AlLO; + Fe;0s. Valores médios de
duas repeticoes.
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Tabela 6 - Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos usados no segundo experimento™.

Variavels Latossolo Vermelho-Amarelo Latossolo Vermelho
pH (CaCl,) 4.4 4,0
Matéria Organica (g dm™) 26 42
P (mg dm3® 4 5
K (mmol.dm) 2,4 1,5
Ca (mmol.dm™) 7 9
Mg (mmol, dm™) 4 3
Al (mmol. dm®) 4 15
H+AI (mmol. dm™) 34 08
SB (mmol. dm™®) 13,4 13,5
CTC (mmol. dm™) 47,7 111,7
V(%) 28 12
B (mg dm™®) 0,3 04
Cu (mg dm’®) 1,1 1,7
Fe (mg dm™) 26 29
Mn (mg dm) 6,3 17,5
Zn (mg dm™) 0,5 0,7
Cd (mg dm’®) <0,01 <0,01
Cr (mg dm™) <0,01 <0,01
Ni (mg dm’®) 0,01 0,04
Pb (mg dm®) 333 4,96
Argila(gkg?) 358 707
Silte (g kg™ 47 106
Areia (g kg™ 595 187

@ Extratores: B = dgua quente; P, K, Ca e Mg = resina; Al = KCl; Micronutrientes e metais pesados téxicos =

DTPA; Acidez potencia (H+Al) = tampao SMP; Granulometria = método da pipeta.
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3.1.3.3 Tratamentos e delineamento experimental

Foram desenvolvidos dois cultivos simulténeos, um avaliando trés fontes de P e outro
trés fontes de Zn. Em cada caso, foram usadas amostras de dois solos (Tabela 6), trés fontes,
quatro doses de cada fonte e dois tratamentos adicionais sem adicdo de P ou Zn. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial, 2 X 3 X
4 + (2), com trés repeticdes. Cada cultivo foi composto por 78 parcelas, perfazendo 156
parcelas no total.

Asfontes de P usadas foram: rocha fosfatica de Togo, superfosfato simples obtido pela
acidulacdo da rocha de Togo (Tabela 2) e uma mistura de reagentes pré-andlise com
composi¢cdo quimica idéntica a rocha fosfética. As doses foram fornecidas baseando-se no
teor total de P,Os, definidas segundo a recomendacdo oficial (RAIJ et a., 1997) do Estado de
S8o Paulo para culturas anuais (arroz, feijdo, milho e soja) com P no solo de muito baixo a
baixo. Deste modo, aplicaram-se taxas de 0O; 2,5; 5; 10 e 20 vezes a dose recomendada (em
média 90 kg de P,Os por ha). A mistura pré-andlise tinha a mesma composicdo da rocha
fosfética, preparada usando hidroxiapatita pro-analise: Cayo(OH)2(POs)s. Os metais pesados
Cd, Cr, Ni e Pb foram adicionados como nitrato, a excecdo do Cr, fornecido como cromato de
potéssio. A massa da misturafoi completada a 100 g com quartzo moido.

As fontes de Zn usadas foram: fertilizante, subproduto (Tabela 2) e uma mistura
reagentes pré-andlise com composicdo quimica idéntica ao subproduto. As doses foram
fornecidas baseando-se no teor total de Zn, definidas em func&o do primeiro experimento e da
recomendacéo oficial (RAIJ et al., 1997) do Estado de S&o Paulo, para culturas anuais (arroz,
feijéo, milho e soja) com teor de Zn no solo considerado baixo. Deste modo, aplicaram-se
taxas de 0; 2,5; 5; 10 e 20 vezes a dose recomendada (em média4 kg de Zn por ha). A mistura
pro-andise foi formulada parater a composicéo do subproduto, preparada a partir de 6xido de
Zn. Os metais pesados Cd, Cr, Ni e Pb foram adicionados como nitrato, a excecdo do Cr,
fornecido como cromato de potéssio. A massa da mistura foi completada a 100 g com sulfato
de célcio pré-andlise.

S80 apresentadas na Tabela 7, as doses de P e Zn e as adigdes de metais pesados
estimadas conforme caracterizacdo quimica das fontes (Tabela 2).
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Tabela 7 - Esquema de aplicacéo das doses de P e Zn e adi¢les caculadas de Ni e metais

pesados toxicos pelas fontes de fertilizantes utilizadas no segundo experimento.

Tretamentos P Zn cd? Cr Ni Pb
—mg dm?® pg dm’
Testemunha o) - - - - -
Rocha fosfética Togo 50 - 13,6 30,4 6,6 14
100 - 27,3 608 133 2,8
200 - 54,5 121,7 26,6 5,6
400 - 109,1 2433 531 11,2
SFSTogo 50 - 73 22,0 5,3 14,7
100 - 14,7 440 107 29,3
200 - 29,3 880 213 58,7
400 - 58,7 176,0 427 1173
Mistura pré-andlise P® 50 - 136 30,4 6,6 1,4
100 - 27,3 608 133 2,8
200 - 54,5 121,7 26,6 5,6
400 - 109,1 2433 531 11,2
“Subprodutozn - 5 18 01 17 1583
- 10 36 0,3 35 3166
- 20 7,2 0,6 69 6332
- 40 14,5 1,1 138 12664
Fertilizante Zn - 5 0,6 0,1 0,1 43,1
: 10 1,1 0,2 0,2 86,2
- 20 2,3 0,3 03 1724
- 40 45 0,7 07 3449
Mistura pré-andlise Zn® - 5 1,8 0,1 1,7 1583
- 10 36 0,3 35 3166
- 20 7,2 0,6 69 6332
- 40 14,5 1,1 138 12664

Das taxas de adicdes foram cal culadas multiplicando-se os teores de metais pesados nas fontes (Tabela 2) pela
massa de cada produto necesséria para fornecimento das doses de P e Zn; ®N&o calculada ou com
dose/adicdo ndo significativa; ®As misturas pré-andlise tinham composicdo quimica idéntica a rocha
fosfética e ao subproduto fontes de Zn, respectivamente, e foram preparadas a partir de reagentes pro-andlise.



3.1.3.4 Desenvolvimento experimental

Usou-se como planta teste o cultivar de arroz de terras atas BRSMG Conai,
recentemente lancada no mercado. Esse cultivar apresenta como caracteristicas a
superprecocidade e o alto potencial de produtividade de graos (SOARES et al., 2005). Para
correcdo de acidez foi empregada uma mistura de CaCO3; + MgCOg3 na proporcédo de 3:1,
visando elevar a saturag&o por bases a 50% (CANTARELLA; FURLANI, 1997).

As amostras de solo foram passadas em peneira de 2 mm e secas a0 ar em casa de
vegetagdo, sendo em seguida, adicionados 3 dm® de solo por vaso pléstico. Os calcarios e os
fertilizantes, para basica e os tratamentos (fontes de P e Zn), foram misturados ao solo e, apos
cada operacdo, incubados por 30 dias com umidade mantida em 60% da capacidade de
retencdo de dgua. Os nutrientes da adubacdo bésica foram fornecidos nas seguintes doses (mg
dm™): N - 50; P - 200 (nas parcelas com Zn); K - 50; S- 50; Si - 50; B - 1; Co- 0,1; Cu - 1; Cl
-5, Mn - 5; Mo - 0,15; Ni - 0,1; Zn - 3 (nas parcelas com P) e Se - 0,1. Apds aplicacdo dos
tratamentos e antes da semeadura do arroz, foram coletadas amostras de solo para andise
quimica. O fornecimento do N e K, feito em cobertura (perfilhamento pleno e inicio do
florescimento) foi parcelado em duas aplicagbes, sendo adicionados na forma de solucdo (mg
dm™): N - 100, K - 100 e S - 25 (aplicado somente na primeira cobertura). Foram colocadas
10 sementes por vaso e procederam-se deshastes periddicos até restarem trés plantas por vaso.
No periodo anterior a floracdo, foram coletadas, em cada vaso, cinco folhas superiores bem
desenvolvidas para diagnéstico do estado nutricional do arroz, conforme Fageria (1998). Ao
final do ciclo do arroz, na ocasido da colheita, foram separados 0s gréos com casca.

As folhas da diagnose foliar e os gréos foram secos em estufa a 65.°C, mensurada a

massa seca e armazenados para andlise quimica.
3.1.3.5 Andlises quimicas de planta e solo

As amostras de folhas, para diagnoéstico do estado nutricional, do arroz foram moidas e
digeridas por solucéo nitrico-percldrica, conforme Maavolta, Vitti e Oliveira (1997). O Pfoi
quantificado em espectrofotdmetro usando 0 método da colorimetria do metavanadato e 0 Zn
determinado por leitura direta em espectrofotdmetro de absor¢do atémica.

Visando avaiar a possibilidade do uso da digestdo nitrico-perclorica para andlise dos
gréos, realizou-se um ensaio prévio comparando-se a digestdo nitrico-perclérica com o

método do micro-ondas. Para ambos os métodos, foram usados reagentes purificados, agua
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ultrapura, amostras certificadas (NIST SRM 1515 “apple leaves’ e NIES N° 10-b “rice flour”)
e duas amostras de gréos provenientes dos tratamentos com menor e maior dose de rocha
fosfética de Togo, provenientes do cultivo no Latossolo Vermelho-Amarelo.

a) Nitrico-perclorica em bloco digestor: 0,50 g de massa seca, 4 mL HNO; concentrado
+ 1 mL de HCIO, concentrado, completando o volume para 50 mL de &gua ultrapura
(modificado de MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

b) Micro-ondas: 0,25 g massa seca, 2 mL de HNOj3; concentrado, 2 mL de H,O, e 6 mL
de &gua ultrapura, completando o volume para 30 mL &gua ultrapura (modificado de
ARAUJO et al., 2002).

Os niveis de contaminac8o na andlise nitrico-perclérica foram baixos e os teores dos
elementos de interesse, na maior parte dos casos, estavam proximos dos valores certificados
(Tabelas 24 e 25). Sendo assim, todas as amostras de graos descascados manua mente foram
digeridas por solugdo nitrico-perclorica (Tabelas 18, 19, 26-33). Os teores de P,
micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Ni e Zn) e de metais pesados toxicos (Cd, Cr e Pb) foram
determinados por ICP-MS.

Nas amostras de solo, coletadas antes do inicio do experimento, foram determinados
os teores disponiveis de micronutrientes e metais pesados toxicos, extraidos com DTPA e
com solucdo de é&cidos organicos (ABREU; ABREU; ANDRADE, 2001; PIRES
MATTIAZZO; BERTON, 2004). Os elementos foram quantificados por ICP-MS.

3.1.3.6 Andlise estatistica
Foram realizadas andlises de variancia (teste F), teste de Tukey para comparacdo de
meédias, correl aches e regressies entre taxas de adicdo de Cd, teores de Cd disponivel no solo

extraido por DTPA e teor de Cd nos gréos. Utilizou-se o procedimento GLM do software
Statistical Analysis System - SAS (PIMENTEL-GOMES; GARCIA, 2002).
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3.2 ESTUDO 2: Variacao genotipica quanto ao teor de micronutrientes e de cadmio em

cultivaresdearroz deterrasaltas

No Brasil, sd0 escassos os trabalhos sobre variagdo genotipica quanto ao teor de
micronutrientes e metais pesados téxicos na parte comestivel das plantas. Neste estudo
objetivou-se avaliar as diferencas genotipicas quanto ao teor de micronutrientes,
especiamente Fe, Se e Zn, e de cadmio em 35 cultivares de arroz de terras altas do Brasil. Os
objetivos especificos foram: 1) identificar cultivares com alto e baixo teor de cadmio; 2)
avaliar arelacdo entre teor de Cd e de micronutrientes na parte aérea de plantas jovens e nos
graos, naguelas plantas mantidas até o final do ciclo.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP), Piracicaba, Brasil. Foram usados
vasos com 3 dm?® de amostra de um Latossolo Vermelho-Amarelo (itens 3.1.2.1 € 3.1.2.2). O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente ao acaso, com trés repeti coes.

A instalagdo do experimento e manejo das plantas foi realizada conforme descrito no
item 3.1.3.4. Antes do plantio foi feita a aplicacdo de calcario e fertilizantes conforme
recomendado para cultura do arroz de terras altas. O Cd foi fornecido na dose de 1,0 mg dm’,
misturado ao solo, no momento da aplicacdo dos fertilizantes. A dose adicionada visou a
obtenc&o de um solo com baixa contaminacéo de Cd, sem causar estresse ao desenvolvimento
das plantas, conforme observado em estudo de Arao e Ae (2003).

Foram usados 35 cultivares de arroz de terras altas (Tabela 8), selecionados de acordo
com as seguintes caracteristicas: cultivares velhos e novos, duracdo do ciclo, ato e baixo
contetido de minerais (Fe e Zn) nos graos, producdo e tipo de coloracéo dos graos (vermelho,
preto ou branco).

Inicialmente foram cultivadas trés plantas por vaso e aos 45 dias apds a emergéncia
(perfilhamento), colheu-se uma planta de cada vaso (planta jovem), cortando-a rente a
superficie do solo. Ao fina do ciclo, as plantas mantidas foram colhidas e os gréos com casca
foram separados. As amostras da parte aérea de plantas jovens e os gréos com casca foram

secos em estufa a 65.°C, mensurada a massa seca e armazenados para andlise quimica
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Tabela 8 - Principais caracteristicas dos cultivares de arroz de terras altas avaliados no estudo

sobre variagdo genotipica quanto ao teor de micronutrientes e de cadmio em gréos.

I dentificacdo Caracteristicas

PB 01 Arroz vermelho tradicional

Relampago Super precoce (Originado do cruzamento Cargjas e Primavera)
PB 05 Arroz vermelho tradicional

PB 11 Arroz vermelho tradicional

Primavera Alto teor de Zn*, precoce (colheita- 115 dias)

Pérola Cultivado antes de 1950

Canastra Baixo teor de Fe e de Zn*

Caravera Originado do cruzamento Cargjas e Primavera

Bonanca Alto teor de Fe e baixo de Zn*, precoce (colheita- 118 dias)
Cateto seda Alto teor de Zn*

Dourado precoce
IAC 435

Baixo teor de Feede Zn*

Pratéo Cultivado antes de 1950

Cateto Cultivado antes de 1950

Cargjas Precoce

Arroz preto Arroz preto (introduzido da China) - alto teor de compostos fendlicos
Jaguari Cultivado antes de 1950

IAC 4440 (irrigado)

Maravilha Alto teor de Fe e baixo de Zn*

Conai Super precoce (colheita - 108 dias)

IAC4 Cultivado antes de 1960

Bico ganga

IAC 1246 Cultivado antes de 1960

Beira campo

IAC 201 Cultivar recente

Gurani Precoce

IAC 165

Curinga Baixo teor de Fe*

IAC 202 Cultivar recente

IAC 47

Batatais

IAC 25

IAC 600 (Preto) Arroz preto (introduzido da China) - alto teor de compostos fendlicos
Talento Alto teor de Fe e de Zn*, precoce (colheita- 110 dias)
Caiapd

*Baseado em Bassinelo et al. (2006) - 1% Reunido annua do programa HarvestPlus Brasil, andlises de grdos de
231 cultivares de arroz de terras altas.
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As amostras de planta jovem foram digeridas em micro-ondas com procedimento
adaptado do método 3051A (USEPA, 2007a): 0,5 g de massa seca, 3 mL de acido nitrico
concentrado e 2 mL de agua oxigenada, seguida por determinacéo de Cd, Fe e Zn por |CP-
AES. Para a andlise do Se, adotou-se a digestdo aberta pelo método 3050B (USEPA, 1996a),
usando 10 mL de HNO;3; conc. e 10 mL de HCI conc., seguida por determinacdo por ICP-AES
com geracdo de hidretos.

Os gréos sem casca foram digeridos usando-se 0 método 3050B, citado anteriormente,
sendo os teores de Cd, Fe, Se e Zn quantificados por ICP-MS.

Para andlise estatistica, foi empregado o software Statistical Analysis System (SAS),
conforme Pimentel-Gomes e Garcia (2002). Procedeu-se a andlise de variancia (teste F), teste
de comparacdo de médias (Tukey 5%) para a producéo, o teor e o acimulo dos elementos
entres os cultivares, correlagbes entres os elementos considerando todas os cultivares e

correlacOes entre teores dos el ementos em plantas jovens e graos.

3.3 ESTUDO 3: Influéncia genoctipica e do estado nutricional na absor¢do e no teor de

Cd e °Zn em grédosde dois cultivares de arroz de terras altas

Diversos fatores afetam a absorcéo, transporte e redistribuicdo de metais pesados pelas
plantas. Muitos desses fatores sdo conhecidos, entretanto, devido a complexidade e as
diversas interagcbes com 0 meio, muitos mecanismos ainda ndo foram elucidados. A variacéo
genotipica quanto ao teor de micronutrientes e metais pesados toxicos pode estar relacionada
a0 estado nutricional das plantas nos diversos estadios de crescimento.

Neste estudo, procurou-se avaiar a influéncia do estado nutricional, quanto a
deficiéncia de P ou Zn, no teor de Cd e "°Zn nos gréos de dois cultivares de arroz de terras
atas. As deficiéncias de P e Zn foram estudadas por serem as que mais frequentemente
ocorrem no Brasil e em vérias partes do mundo. Os cultivares de arroz de terras altas BRS
Talento e BRSMG Reléampago foram escolhidos com base nos resultados do experimento
anterior (item 3.2), por serem contrastantes quanto ao teor de Cd e de micronutrientes,
especialmente Fe e Se (Tabelas 39 e 41) nos gréos, bem como apresentarem diferencas quanto
aprecocidade. O cultivar BRSMG Reldampago é de ciclo superprecoce (SOARES et al., 2009)
e apresentou, de forma geral, maior teor de Cd e de nutrientes nos gréos (Tabela 38 e Figura
6). Em condicdes de campo, Bassinelo et al. (2006) observaram que o cultivar BRS Taento
apresentou alto teor de Fe e de Zn nos gréos, tendo potencial para utilizacdo em programa de

melhoramento para biofortificac&o.

39



O experimento foi realizado no periodo de marco a novembro de 2008, em condigdes
de camera de crescimento do Robert W. Holley Center for Agriculture and Health — USDA /
Cornell University, Ithaca, NY, EUA. O delineamento experimental adotado foi de blocos ao
acaso dispostos em esquema fatorial. Os tratamentos constituiram-se de dois cultivares de
arroz de terras altas, trés solugdes nutritivas (completa, deficiente em P e deficiente em Zn) e
trés épocas de aplicacdo de Cd e “°Zn (inicio, final da fase vegetativa e fina da fase
reprodutiva). Cada tratamento foi composto por quatro plantas, sendo dois vasos contendo
duas plantas, totalizando 36 vasos.

As sementes de arroz foram previamente desinfectadas com solucéo de hipoclorito de
sodio 10%, durante 20 minutos, e deixadas “overnight” imersas em &gua ultrapura sob
aeracdo constante. Em seguida, as sementes foram colocadas para germinar na auséncia de luz
em placas de petri contendo filtro umedecido. Quando as plantulas atingiram
aproximadamente 3 cm de altura, foram transferidas para copos de polietileno tipo “filme”’ de
superficie inferior telada para permitir a passagem das raizes. Pequenas bolinhas de pléstico
de 3 mm foram usadas para fixar a plantula dentro de cada copo que, também, serviu para
evitar aincidéncia de luz sobre a solugéo nutritiva. Os copos com as plantas, dois por vaso, e
aerador foram fixados sobre a tampa de cada vaso. As plantas foram mantidas em solucéo
nutritiva com aeracéo constante até o final do ciclo, nos primeiros 30 dias em vasos de 1 L,
sendo posteriormente, transferidas paravasosde 5 L.

As composi¢Oes das soluges nutritivas (Tabela 9) foram definidas por meio de
ensaios teste com plantas de arroz e, também, baseadas nas solucfes de Johnson et a. (1957)
e Hart et al. (2005). O software GEOCHEM-PC (PARKER; NORVELL; CHANEY, 1995)
foi usando para calcular as atividades de Cd e Zn nas solugdes (Tabela 10), que continham o
guelante HEDTA adicionado em excesso a0 micronutrientes em aproximadamente 30 umol
(solucdio completa). O tamp3io MES, pH 6, foi usado para controlar o pH das solucbes

nutritivas.



Tabela 9 - Composi¢des das solugdes nutritivas usadas para cultivo do arroz de terras altas.

Elemento Concentracdo (mg L™) Concentracdo (umol L™ Fonte
N 210 15000 NH4NO;

Ca 160 4000 Ca(NO), 4H,0
K 235 6000 KNO3

p* 31(0,16) 1000 (5) KHPO,

Mg 48 2000 MgSOy4 7H;0
S 64 2000 MgSO, 7H,0O
MES 390 2000 CsH1sNO4S H,O
S 2,81 100 K>SiOs

Cl 1,77 50 KCI

B 0,14 12,5 H3BO3

Mn 0,11 2,0 MnSO4 H,O
Cu 0,06 1,0 CuS04 5H,0
Mo 0,014 0,15 HoMoQO4

Ni 0,006 0,10 NiSO,4 6H,0
Co 0,006 0,10 CoS0O, 7H.0
Se 0,008 0,10 Na,SeO3;5H,0
Cd 0,056 0,50 3CdS0O4 8H,0
Zn-HEDTA* 0,65 (0,10) 10 (1,6) ZnS0, 7H,0
Fe-HEDTA 8,38 150 HsHEDTA
HEDTA 53,4 194 H3HEDTA

*Valores entre parénteses referem-se as concentragdes de P e Zn nas solugdes com deficiéncia dos mesmos.

Tabela 10 - Atividade dos fons Zn** e Cd** nas solugBes nutritivas usadas para cultivo do

arroz de terras atas.

3 N Concentracéo Concentracéo Atividade Atividade
Solucgo nutritiva Zn(umol L)  Cd@mol L™  Zn(pmol L'H)*  Cd(pmol L™)
Completa 10 0,5 258,8 32,5
Deficienteem Zn 1,6 0,5 46,6 32,5
Deficienteem P 10 0,5 266,5 335

*pmol = picomol.
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A solugdo nutritiva deficiente em P foi estabelecida visando induzir deficiéncia severa
do elemento as plantas de arroz, enquanto que a solugdo deficiente em Zn visou apenas
provocar deficiéncia moderada do mesmo. Para ndo comprometer o crescimento inicial das
plantas devido ao efeito da caréncia de Zn no sistema enzimético e de estruturacdo de
membranas, os tratamentos submetidos a deficiéncia de Zn foram iniciados apés 30 dias de
cultivo usando solugéo completa. Todas as solugdes nutritivas foram preparadas usando égua
ultrapura.

Visando quantificar o acamulo total de Cd e Zn nos gréos em funcéo de cada fase de
desenvolvimento, os tratamentos receberam Cd e "°Zn em diferentes estadios (Figura 1). O
isdtopo "°Zn (0,62 % de abundancia natural), foi fornecido na proporcdo de 11% em relacso
ao Zn total, por meio de uma solucdo estoque preparada a partir de um sal enriquecido a
99,533% de atomos de °Zn.

Plantio Fasevegetativa | Fasereprodutiva Maturacéo
12 parcelas| ¢ »| colheita
12 parcelas| |------oooooooooo y »| colheita
12 parcalas| f-------c--mcmemeecpeeeeeeeeaas i »| colheita
Cde zn Cdezn Cdezn

Figura 1. Esquema das épocas de aplicacéo de Cd e "°Zn aos tratamentos para estudo do
acumulo total de Cd e Zn nos gréos de arroz, em funcéo de cada fase de

desenvol vimento.

As trocas de solugéo nutritiva foram realizadas por meio de monitoramento do pH e da
reducdo da concentragéo dos nutrientes em amostras coletadas e analisadas semanal mente em
ICP-MS. A &gua evapotranspirada foi reposta diariamente. Devido a baixa concentracdo de P
nos tratamentos de deficiéncia deste nutriente, o P foi reposto frequentemente.

As plantas foram mantidas em camara de crescimento sob condigdes controladas. O
fotoperiodo foi regulado para 12 horas de luz, a 28°C, e 12 horas noite, a 23°C, sendo a

intensidade luminosa de 500 mmol m? s, A umidade internafoi de 50-60%.
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O cultivar BRSMG Relampago se desenvolveu normalmente conforme cultivado em
campo, iniciou o florescimento aos 55 dias e a colheita dos gréos aconteceu aos 105 dias, com
pegueno aumento do ciclo nos tratamentos com deficiéncia de P. O comportamento do
cultivar BRS Taento foi diferente do que ocorre em campo, a fase vegetativa foi prolongada,
com o inicio do florescimento ocorrendo aos 95 dias apds o transplante e a colheita aos 150 -
175 dias. Da mesma forma que o cultivar Reldmpago, as plantas deficientes em P tiveram
ciclomaior.

Ao final do ciclo, as plantas foram colhidas e separadas em raiz, parte aérea e gréos
com casca. As amostras foram secas em estufa a 65.°C, mensurada a massa seca de cada parte
e 0s graos armazenados para analise quimica.

Depois de descascados, os gréos foram digeridos por solucéo nitrico-percloérica (0,5 g
massa seca, 3 mL de HNO; concentrado/purificado e 1 mL de HCIO, concentrado), sendo os
teores totais de Cd, P e Zn quantificados ICP-AES e o "°Zn foi determinado em ICP-MS.

O contelido de °Zn dos gréos provenientes de cada fase de desenvolvimento foi
calculado pela equagdo abaixo e pela subtragdo das quantias acumuladas na fase reprodutiva e
de maturacdo pelo total acumulado no ciclo todo:

znPPs=2"C.zn__
b-c

Em que:

°ZnPPS = Zn na planta proveniente da fonte marcada, (g por planta);

a= Abundancia de "°Zn (% em &omos) na planta;

b = Abundancia de "°Zn-soluco nutritiva (11% em &omos de °Zn);

¢ = Abundancia natural de °Zn (0,62% em &omos de °Zn);

Znyoa = Contelido de Zn total na planta (g por planta).

A quantidade de Cd acumulada em cada fase de desenvolvimento foi calculada
diretamente pela subtracdo das quantidades acumuladas na fase reprodutiva e de maturacéo
pelo total acumulado no ciclo todo.

Procedeu-se a andlise de variancia (teste F) e teste de comparagcdo de médias (Tukey
5%) para producdo, teores e actimulo de Cd e "°Zn entres os cultivares e entre os tratamentos
nas diferentes épocas. Para andlise estatistica usou-se 0 software Statistical Analysis System
(SAS), conforme Pimentel-Gomes e Garcia (2002).



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 ESTUDO 1: Andlises quimicas e avaliacdo agronémica de fontes de fésforo e de

micronutrientes obtidas de subprodutosindustriais

4.1.1 Avaliacdo de métodos de digestao e de quantificagcdo de micronutrientes e metais

pesados téxicos em fertilizantes

Os resultados da avaliagéo dos métodos de extracdo usando a amostra certificada
NIST encontram-se na Tabela 11. Observou-se que as digestdes pelo método 1 (HNO3 + HCI)
e pelo método 2 (HNO; + HF), em sistema micro-ondas, produziram resultados semel hantes,
a excecdo para Al, Cr, Co e Hg, cujos resultados dos trés primeiros elementos foram
ligeiramente maiores aos do Método 2. O resultado de Hg apresentou comportamento
contrario, o teor foi maior no Método 1.

As extraces pelo método 3 (HNO; + HCI) e pelo Método 4 (&gua régia + agua), em
sistema aberto (bloco digestor), resultaram em valores ligeiramente inferiores daqueles da
extracdo em sistema micro-ondas. Os menores valores foram observados na extragdo pelo
método 4. Por outro lado, o método 4, desenvolvido para andlise de mercurio foi o que
produziu razoaveis valores de Hg, teores 20% maiores que o certificado para este el emento.

Vale destacar, que no presente trabal ho, as quantificacfes de todos os elementos foram
realizadas de modo quase simuténeo (por ICP-MS) nos mesmos extratos, referentes a cada
método. Ja os valores certificados e de referéncia da amostra NIST foram estabelecidos
individualmente para cada elemento, quanto a extracdo e a quantificagdo que melhor se
adequou a cada caso (MACKEY et d., 2007).

De maneira geral, os métodos de extracdo utilizando sistema micro-ondas foram mais
eficientes para andlise dos metais pesados em fertilizantes. Desta forma, tem-se uma maior
seguranca da real quantidade de metais pesados adicionada ao solo via fertilizantes.
Entretanto, devido a concentracdo de metais pesados nos fertilizantes serem geralmente acima
de 1 mg kg™ para maioria dos contaminantes, se adotado o uso de reagentes e 4gua de alta

pureza, pode-se usar também métodos de extracdo em sistema aberto.



Tabela 11 - Teores de nutrientes e contaminantes certificados e obtidos por quatro métodos de
abertura utilizando-se a amostra de fertilizante certificada NIST SRM 695, com

quantificacdo em ICP-MSY.

Elemento Certificado Métodol Méodo2 Méodo3 Méodo4 DMS
Na(gkg™) 4,05+0,07 3,13+0,08 326+0,09 311014 290+004 024
K (gkg™) 1165+1,3 1165+12 1157+20 107,3+55 102,619 814
Fe(gkg™) 39,9+08 40,3+1,3 394+07 366+20  300+05 335
Mn (gkg™) 3,05+0,05 2,96+0,01 2,92+001 2,75+0,12 246+0,04 017
Zn (gkg™) 3,25+0,05 2,94+0,04 3,01+0,02 2,77+0,09 254+0,04 014
Al(gkg)®  61+03  47+00 52+000 38+02 3400 027
V (mgkg™) 12243 125+3 12642 11745 11142 8,7
Cr (mgkg™) 24416 218+7 2305 205£9 172¢2 159
Co(mgkg?)  @53:24 535:20 629+02 581+32 27302 50
Ni (mg kg™) 13542 128+4 13143 12145 1071 8,7

Cu (mg kg™) 1225+t9  998+24  1016%17  971+35 912¢16 637
Ho(mgkg")  106:004 4144049 279+0,16 4,19+056 246:018 L0
As (mg kg™) 20045 220+3 221+3 20610 171+5 157
Mo (mg kg™) 20£03  159+03 16,2+01 14,8+06  130+01 09
Cd(mgkg’)  169:02 167+03 168:02 16007  143:05 12
Po(mgkg?)  273:17  274+4 276£2 259+9 24145 150
Se(mgkg)®  210:01  21+01  21:00 21+01  16:00 015

WNIST: National Institute of Standards and Technology, amostra de referéncia SRM 695 - Trace Elements in
Multi-Nutrient Fertilizer; Método 1 - Extracdo em sistema micro-ondas usando HNOs; + HCI concentrados;
Método 2 - Extragdo em sistema micro-ondas usando HNO; + HF concentrados; Método 3 - Extragdo em bloco
digestor usando HNO; + HCI concentrados, Método 4 - Extracdo em bloco digestor usando agua régia diluida;
Valores médios de trés repeticdes; DM S (diferenca minima significativa) para Tukey ao nivel de 5%; @valor de
referéncia

Ha poucos trabalhos comparando-se métodos de extracdo de metais pesados em
fertilizantes. No Brasil, Campos et al. (2005) determinaram os teores totais de metais pesados
em fosfatos naturais, termofosfato e superfosfato triplo. Usaram os métodos de extracdo:
EMBRAPA, HCI 2 mol L, sistema aberto com fervura, e USEPA 3050B e 3051A. Foram
encontradas diferencas significativas nos teores de Cd, Cr e Pb devido aos métodos de

extracao.



Em estudo semelhante, Bizarro, Meurer e Tatsch (2008), comparando dois métodos de
extragdo: nitrico-perclérico e USEPA 3050B, para adubos fosfatados, verificaram que o
método de extragcdo nitrico-perclorico teve os resultados em até 18% superiores aos do
método USEPA 3050B. Nenhum dos dois trabalhos citados anteriormente apresentou
resultados de comparagcdo com amostra certificada, ndo sendo possivel, saber qual método é
mais adequado.

A definico de metodologias confiaveis de extracdo e a quantificagdo metais pesados
em fertilizantes € imprescindivel para os estudos de transferéncia desses elementos no sistema
solo-planta-produto agricola, uma vez que o estabelecimento de limites méaximos de
contaminantes nos fertilizantes deve levar em consideracdo quanto o fertilizante tem destes
elementos, quanto sera disponibilizado para a planta e quanto sera acumulado na parte
comestivel da planta.

S0 raros os trabalhos comparando-se métodos de quantificagdo de metais pesados
toxicos em fertilizantes (NETO et a., 1995; KANE; HALL JUNIOR, 2006). Em funcdo da
grande variagdo nos teores reportados na literatura nacional e em teores permissivels nas
legislacBes sobre contaminantes de vérios paises (MALAVOLTA; MORAES, 2006), e ainda
considerando as discussdes para 0 estabelecimento de métodos oficiais de andlise de
contaminantes em fertilizantes no Brasil, foram comparados a determinacdo de metais
pesados por ICP-AES e por ICP-MS (Tabelas 2 e 3, item 3.1.1.2).

Nas fontes fosfatadas, os teores dos metais quantificados por ICP-AES foram
ligeiramente inferiores aos determinados por ICP-MS (Tabelas 2 e 3). Nas amostras de
micronutrientes, os teores dos metais quantificados por |CP-AES também foram ligeiramente
inferiores aos determinados por ICP-MS. Todavia, para o Pb, os teores foram muito variaveis
entre os métodos, sendo os maiores valores (>2000 mg kg™) obtidos por ICP-AES. Os valores
determinados por ICP-MS apresentaram desvios padréo e coeficientes de variagdo menores
entre subamostras de fertilizantes (dados ndo apresentados).

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com os apresentados por Kane e
Hall Junior (2006), que também observaram pequenas diferencas entre os teores de metais
pesados téxicos determinados por ICP-AES e ICP-MS. Ambos os métodos podem ser usados
com razoavel confiabilidade na determinacéo de contaminantes em fertilizantes, todavia, para
valores de contaminantes >2000 mg kg™ podem ocorrer grandes variagdes nas determinacoes.

Os teores de metais pesados nos fertilizantes sdo bastante variaveis, sendo em geral,
maiores nas fontes de micronutrientes (Tabelas 1, 2 e 3). Considerando os valores fixados
pela legislacéo brasileira que limita as concentragdes maximas de metais pesados toxicos em
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fertilizantes minerais, observa-se que o subproduto fonte de Zn utilizado neste estudo n&o
poderia ser comercializado como fertilizante (BRASIL, 2006), pois contem mais de 10.000
mg kg* de Pb namassatotal.

Conforme levantamento feito por Maavolta e Moraes (2006), os teores maximos
permissiveis de contaminantes apresentados pelas legislacbes de vérios paises sdo muito
amplos (Tabela 12). Para o ca&dmio, em fontes fosfatadas, os valores variam desde 8 mg kg™ a
até 300 mg kg™ namassa total do fertilizante. O chumbo, em fontes de micronutrientes, pode
variar desde 2.000 mg kg’ na massa total a aé 750 mg kg’ por ponto percentual de
micronutriente contido no fertilizante. De acordo com tais legislagbes, algumas das fontes
usadas neste estudo ndo poderiam ser comercializadas em alguns paises (Tabela 12) e
poderiam em outros, o que poderd gerar controversas delicadas (barreiras comerciais) no
comércio agricolainternacional.
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Tabela 12 - Panorama geral dos teores maximos de metais pesados toxicos permitidos em

fertilizantes de diversos paises™.

Pais ou regido As Cd Pb Hg
————————mgKkg"
OECD - Fosfatados
Suica, Finlandia - 50 - -
Suécia, Noruega - 100 - -
Dinamarca - 110 - -
Bélgica, Alemanha - 210 - -
Austria - 275 - -
Estados Unidos — Sugestédo AAPFCO
Fosfatados'? 13 10 61 1
Com micronutrientes® 112 83 463 6
Environmental Protection Agency — USA
Estado do Texas — Diversos 41 39 300 17
Véarios
91% da rocha fosfética® 71 165 66 0,29
Canada— Diversos 75 20 500 -
Califérnia
Fosfatados® 2 4 20 .
Com micronutrientes® 13 12 140 -
Washington
Fosfatados'? 13 10 61 1
Com micronutrientes® 112 83 463 6
Brasil - Proposto
Fosfatados'? 0,75 375 -
Exclusivos de micronutrientes® 15; 150®  750; 7500©
Demais fertilizantes minerais 20 100 -
Brasil - Publicado
Fosfatados'? 2 4 20 0,05
Exclusivos de micronutrientes® 500/4000°  15;450®  750; 10000 10
Demais fertilizantes minerais 250 57 1000 -
Austrdlia
Fosfatados - 300 - 5
Nao fosfatado - 10 - 5
Macronutrientes ou condicionador de solo - - 100 5
Macronutrientes + micros - - 500 5
Micronutrientes - 50 2000 5
China— Diversos 50 8 100 5
Japdo — Fosfatados 50 8 100 5

@ Copilado por Malavolta e Moraes (2006); ® mg por 1% de P,Os; © mg por 1% de micronutriente; “ mg/kg de
P; ® Vaor maximo na massa total; OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development;
AAPFCO: American Association of Plant Food Control Officials, —, valor ndo estabel ecido.



4.1.2 Respostas das culturas do arroz de terras altas e de alface a fontes de fésforo e de

micronutrientes obtidas de subprodutos industriais

Os vaores estimados de taxas de adicdo de metais pesados tdxicos e de resposta das
culturas do arroz de terras altas e de aface as fontes de fertilizantes seréo apresentados e

discutidos considerando os resultados dos dois experimentos.

4.1.2.1 Taxas de adi¢Bes méximas de micronutrientes e metais pesados tdxicos

As maiores doses aplicadas de fertilizantes forneceram o equivalente a 800 kg ha’ de
P, 80 kg ha' de Zn, 8 kg ha de Cu e 106 g ha' de Ni. Para os metais pesados téxicos, as
quantidades méximas adicionadas foram equivalentes a 2,5 kg ha™* de Pb, 487 g ha' de Cr e
218 g ha' de Cd (Tabela 13).

Tabela 13 - Estimativa das taxas de adi¢des méximas, por hectare, de micronutrientes e

metais pesados toxicos pelos fertilizantes avaliados no primeiro e segundo

experimento®™®.
Fontes P Cu Zn Cd Cr Ni Pb
— kg ha'! g ha’
Primeiro experimento®
Cobre - 8 - 0,5 59 57 36,8
Zinco - - 16 12,5 0,2 59 355,2
Segundo experimento®
Fosforo 800 - - 218,2 486,6 106,2 234,6
Zinco - - 80 29,0 2,2 27,6 2532,8

Das taxas de adicOes foram calculadas considerando-se os maiores valores de doses dos fertilizantes
aplicados (Tabelas 4 e 7), e um volume de solo de 2000 m® por hectare; ?Item 3.1.2 - resposta das culturas
de arroz de terras e de aface a fontes de micronutrientes obtidas de subprodutos industriais; Oltem 3.1.3 -
resposta do arroz de terras altas a fontes de fésforo e de zinco com teores variaveis de metais pesados
toxicos; —, valor ndo estabel ecido.

E importante destacar que as adigdes méximas de Cd, pelas fontes fosfatadas e de P,
pelas fontes de zinco, no segundo experimento do presente trabalho, ultrapassam os valores
maximos permissiveis de adicdo de metais pesados tdxicos aos solos em varios paises, a
excecdo do Estado do Texas - EUA (Tabela 14).

49



Tabela 14 - Valores maximos permissiveis de adicdo de metais pesados toxicos no solo pela

aplicacao de fertilizantes, adimitidos pelas legislacdes de alguns paises”.

Pais ou regido As Ba Cd Cr Pb Hg
gha'ano™
Canada 333 - 89 - 2222 22
Austria - - 50 - - -
Finlandia - - 3,0 - - -
Alemanha® - - 16,7 - - -
Suica - - 0,75 - - -
Bélgica - - 150 - - -
EUA — Estado do Texas 415 - 392 - 3004 168
EUA — Washington 333 - 89 - 2222 22

@ Copilado por Malavolta e Moraes (2006); @ Periodo de trés anos; EUA: Estados Unidos da América; —, valor
néo estabel ecido.

4.1.2.2 Avaliacao agronémica de fontes de nutrientes do primeir o e segundo experimento

S80 apresentados e discutidos neste item os resultados mais importantes rel acionados
na seguinte ordem: producéo de massa seca de alface e de gréos de arroz, teores de fésforo e
de micronutrientes no solo, estado nutricional das plantas e qualidade do produto agricola em
termos de aumento de micronutrientes.

Os resultados da andlise de variancia da producéo de gréos e massa seca do primeiro
experimento mostraram gque ndo houve resposta das culturas de arroz de terras altas e de
aface a fertilizagdo com fontes de Cu e Zn (Tabelas 15 e 16), embora os teores desses
elementos no solo tenham aumentado (Tabela 17). Os resultados s&o coerentes, uma vez que
os teores de Cu - 0,6 mg dm™ e de Zn - 1,9 mg dm™ no solo original situavam-se na faixa
considerada média e ata, respectivamente, pelos Orgdos oficiais de recomendacdo de
adubacio (RAIJ et a., 1997, RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ V., 1999; SOUSA;
LOBATO, 2002). Portanto, com pouca probabilidade de obtencéo de aumento de producéo
pela prética da adubacéo.
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Tabela 15 - Producéo de massa seca e gréos por plantas de arroz de terras altas, cultivar

IAC 165, fertilizadas com fontes de micronutrientes. Primeiro experimento.

Tratamentos™” Raiz Pateafrea Raguis Casca Gréos  Total
g/vaso
Testemunha 54 14,2 0,38 19 4.8 26,6
Subprod. Cu 2 57 17,4 0,45 1,7 31 28,4
Subprod. Cu 4 34 13,6 0,32 14 3,0 21,8
Fertilizante Cu 3 3,0 11,7 0,33 14 2,8 19,3
Misturap.a. Cu 3 31 15,2 0,37 1,7 24 22,8
Subprod. Zn 4 41 15,6 0,35 18 2,4 24,2
Subprod. Zn 8 3,8 13,7 0,38 14 2,8 22,0
Fertilizante Zn 6 71 14,3 0,39 16 3.9 27,2
Misturap.a. Zn 6 5,4 14,2 0,38 19 4,8 26,6

@ A auséncia de letras indica que ndo houve diferenca pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade;
Os nimeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e Zn adicionadas.

Tabela 16 - Producdo de massa seca por plantas de aface, cultivar Elisa, fertilizadas com

fontes de micronutrientes (efeito residual). Primeiro experimento.

Tratamentos'? Raiz Caule Folha Parte aérea Total
g/vaso
Testemunha 0,21 14 49 6,3 6,5
Subprod. Cu 2 0,23 1,6 50 6,6 6,8
Subprod. Cu 4 0,19 1,1 4.6 57 5,9
Fertilizante Cu 3 0,27 15 51 6,6 6,8
Misturap.a. Cu 3 0,28 1,6 51 6,8 7,0
Subprod. Zn 4 0,16 1,1 43 54 55
Subprod. Zn 8 0,20 1,2 45 5,8 6,0
Fertilizante Zn 6 0,13 11 4,3 55 56
Misturap.a. Zn 6 0,19 11 4,3 55 57

@ A auséncia de letras indica que ndo houve diferenca pelo teste de Tukey a0 nivel de 5% de probabilidade; Os
ndmeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e Zn adicionadas.
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Tabela 17 - Teores de micronutrientes e metais pesados toxicos nos solos apos cultivo
do arroz fertilizado com fontes de micronutrientes, extraidos por Mehlich

1 e quantificados em ICP-AES. Primeiro experimento.

Tratamentos'” Cd Cr Pb Ni Cu Zn
mg dm™

Testemunha 0,2 0,2 24 0,1 2,2ab 1,8b
Subprod. Cu 2 0,2 0,1 2,0 0,1 2,6ab 1,7b
Subprod. Cu 4 0,2 0,2 24 0,1 3,5a 1,3b
Fertilizante Cu 3 0,2 0,2 23 0,2 3,2a 1,4b
Misturap.a. Cu 3 0,1 0,2 1,8 0,1 3,7a 1,2b
Subprod. Zn 4 0,1 0,2 21 0,1 1,2b 4,2a
Subprod. Zn 8 0,1 0,1 2,2 0,2 1,1b 6,0a
Fertilizante Zn 6 0,1 0,2 2,0 0,1 1,1b 4.2a
Misturap.a. Zn 6 0,2 0,2 2,4 0,1 2,1ab 5,3a

WMédias com letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a0 nivel de 5% de
probabilidade; Os nimeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e Zn adicionadas.

Para 0 segundo experimento, houve aumento da producdo de gréos de arroz devido as
doses e as fontes de fésforo nos dois solos estudados (Tabela 18). Por outro lado, quanto as
fontes de zinco, apenas no solo Latossolo Vermelho (LV) ocorreu incrementos na producéo
de gréos devido afertilizacgo (Tabela 19). Os teores de P nos dois solos originais situavam-se
na faixa considerada muito baixa e no caso do Zn, somente o Latossolo Vermelho-Amarelo
era considerado deficiente em Zn (Tabela 6). Todavia, foi no LV que o arroz respondeu a
aplicacdo de Zn com aumento no rendimento de gréos.

De modo geral, tanto o superfosfato simples quanto a hidroxiapatita, na dose de 50 mg
de P dm®, foram capazes de incrementar os rendimentos de gréos e os teores de P nos solos
para faixa de 16-40 mg dm™, considerada média (RAIJ et al., 1997). Quanto &s fontes de P,
independentemente da fonte de zinco, a menor dose, de 5 mg dm®, foi suficiente para se obter
0 mais ato rendimento de gréos e aumentar o teor no solo para valores considerados altos
(RAIJ et a., 1997). Os teores de Zn no solo, nas doses maximas adicionadas, ndo a cangaram
nivel critico toxico paraarroz de 35 mg kg™ (FAGERIA, 2000).
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Tabela 18 - Producéo de graos, estado nutricional em relacéo afdsforo eteoresde P, Zne Fe

em gréos de arroz de terras altas cultivados em dois Latossol os fertilizados com

fontes de fésforo. Segundo experimento.

Tratamentos Fésforo Producéo Teores nos gréos
Dose  Solo® Folia'? degrdos P Zn Fe
—mgdm®—  gkg' glvaso gkgl —mgkgl—
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 2 - 0,5 19 35 12
Rocha fosfética Togo 50 16 0,6 14,0 14 22 10
100 32 1,0 17,3 1,6 22 12
200 57 15 20,0 1,7 25 14
400 93 2,1 20,1 2,1 27 13
SFS Togo 50 21 0,8 21,2 1,9 30 13
100 39 1,2 24,0 29 31 12
200 74 18 25,7 35 29 11
400 195 3,7 22,9 4,0 30 12
Mistura pré-andlise P 50 26 0,9 21,4 1,8 25 10
100 7 11 24,0 2,2 26 11
200 124 1,2 24,4 29 27 12
400 281 2,7 23,8 3,4 27 12
DMS (Tukey 5%) - 7 05 5,2 05 5 3
Latossolo Vermelho
Testemunha 0 6 0,5 7,6 1,2 20 7
Rocha fosfética Togo 50 11 0,8 18,5 14 21 7
100 16 1,0 21,7 14 22 8
200 26 17 23,9 1,7 23 11
400 43 2,2 24,4 19 25 11
SFS Togo 50 16 0,9 26,1 18 26 11
100 26 1,0 23,2 2,3 27 13
200 71 19 24,5 34 30 12
400 159 3,2 25,2 3,7 26 10
Mistura pré-anaise P 50 22 0,7 23,7 1,6 23 9
100 72 0,8 25,2 18 22 9
200 99 1,0 25,5 25 26 11
400 249 2,1 27,4 31 25 11
DMS (Tukey 5%) - 6 0,6 42 0,4 4 3
Correlacoes
P Solo disponivel 0,80 - 0727 0417 075 018% 0724
P Foliar 0,88 - - 033" 0747 039 030
Producso de graos 046" - - - 0447 -0,09%° 0,11"°
TeordePnosgrdos 0,66 - - - - 056 038"

Desstoro no solo disponivel, extraido com resina de troca idnica;, ®Teor de fésforo nas folhas diagnéstico;
DMS: diferenca minima significativa; ***; **; * e ns. significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo,
respectivamente; Médias de trés repeticoes.

53



Tabela 19 - Producéo de gréos, estado nutricional em relagdo a zinco e teoresde P, Zn e Fe

em gréos de arroz de terras atas cultivados em dois L atossol os fertilizados com

fontes de zinco. Segundo experimento.

Tratamentos Zinco Producéo Teores nos gréos
Dose  Solo® Folia'? degrdos P Zn Fe
—mgdm®— mgkg® glvaso gkg' —mgkgl—
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 0,5 22 22,0 35 23 11
Subproduto Zn 5 19 37 23,7 35 33 13
10 38 55 24,1 3,6 34 11
20 6,8 120 24,7 3,6 40 12
40 15,0 168 25,2 34 42 12
Fertilizante Zn 5 1,6 47 23,6 34 31 11
10 39 69 24,5 3,4 35 12
20 6,3 145 25,8 3,3 36 12
40 15,2 164 25,3 3,4 39 12
Mistura pré-analise Zn 5 2,6 33 24,8 34 31 11
10 3.8 54 24,8 3,7 37 11
20 9,5 128 25,9 35 37 12
40 22,2 174 26,0 3,3 40 11
DMS (Tukey 5%) - 1,8 8 59 0,7 7 2
Latossolo Vermelho
Testemunha 0 0,6 23 234 31 20 10
Subproduto Zn 5 2,2 38 29,2 29 27 11
10 3,7 55 27,0 3,2 29 10
20 75 111 26,2 3,0 30 11
40 16,7 154 26,0 31 35 10
Fertilizante Zn 5 2,5 37 28,1 33 29 11
10 41 65 26,3 3,2 31 11
20 8,4 124 27,4 3,2 34 12
40 15,9 162 26,3 3,2 36 10
Mistura pré-andlise Zn 5 2,6 38 28,7 3,1 27 10
10 4,6 53 25,5 2,7 29 9
20 9,4 113 25,4 29 31 10
40 20,7 161 25,0 33 36 11
DMS (Tukey 5%) - 338 9 39 0,8 7 2
Correlacoes
Zn Solo disponivel 096" - 0917 011" -001% o061 -0,01"°
Zn Foliar 0,96 - - 0,10% 005" 0,71 0,14"°
Producso de graos 0,04"% - - - -025° 0,01"° -0,12"°
Teor deZnnosgrdos 0,68 - - - 053" - 0527

Dzinco no solo disponivel, extraido com DTPA: @Teor de zinco nas folhas diagnéstico; DMS: diferenca
minima significativa; ***; **; * e ns. significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente; Médias

de trés repeticdes.



No primeiro experimento, teve-se como objetivo, obter informagdes sobre a adicdo de
metais pesados toxicos via fertilizantes quando a adubacdo com micronutrientes eram
préximas as recomendadas para campo. Desta forma, o objetivo principa foi a avaliacdo dos
teores de micronutrientes e metais pesados toxicos no solo e na parte comestivel das plantas,
neste caso, os graos do arroz e as folhas da alface, em resposta as fontes de Cu e Zn. Portanto,
néo foi realizado o diagnostico do estado nutricional do arroz, todavia, para a culturadaalface
isso foi possivel, devido a parte comestivel ser asfolhas.

Para alface (Tabela 20), houve resposta a aplicacéo das fontes de Zn quanto aos teores
foliares. Segundo Trani e Raij (1996), os teores foliares adequados de zinco para alface,
situam-se entre 30 e 100 mg kg™. Apenas os tratamentos com fontes de Zn tiveram teores
adequados de zinco na folha da alface. Os teores de cobre em todos os tratamentos estavam

ligeiramente abaixo do nivel critico (7-20 mg kg™).

Tabela 20 - Teores de micronutrientes e metais pesados téxicos na folha da aface
cultivada em solo fertilizado com fontes de micronutrientes, digeridos em

micro-ondas e quantificagéo em ICP-MS. Primeiro experimento.

Tratamentos™” Cd Cr Pb Ni Cu Zn
mg kg’
Testemunha 2,9 0,7 0,7 0,7ab 6b 17b
Subprod. Cu 2 1,3 0,4 0,7 0,7ab 7ab 18b
Subprod. Cu 4 2,2 0,6 0,6 0,8ab 8a 17b
Fertilizante Cu 3 19 0,7 0,8 1,0a 7ab 18b
Misturap.a. Cu 3 1,8 0,3 0,6 0,6b 7ab 16b
Subprod. Zn 4 2,0 0,5 0,7 0,7ab 6b 32a
Subprod. Zn 8 2,2 0,5 0,7 0,6b 7ab 32a
Fertilizante Zn 6 2,2 0,4 0,6 0,8ab 7ab 32a
Misturap.a. Zn 6 2,0 0,4 0,6 0,6b 7ab 34a

WMeédias com letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade; Os nimeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e Zn adicionadas.

Quanto ao estado nutricional das plantas de arroz do segundo experimento, em relacéo
a0 P, em ambos os sol os, teores adequados foram obtidos nas doses de 200 mg kg™ de P para.o
superfosfato simples e de 400 mg kg' para a Rocha fosfética e Hidroxiapatita Nesses
tratamentos, os teores foliares situaram-se entre 1,8 e 3,7 g kg, concordando com a faixa
adequada e/ou critica de 1,8-3,0 g kg™ e 1,5-4,8 g kg™, estabelecidas por Cantarella, Raij e

Camargo (1997) e Fageria (1999), parateores foliares e na parte aérea, respectivamente.
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Embora os teores de Zn nos solos originais fossem relativamente baixos, houve
pequenos aumentos de producdo de graos devido a fertilizacdo com esse elemento. Os
resultados de resposta a0 Zn sd0 condizentes com os teores foliares encontrados nos
tratamentos testemunha, de 22 e 23 mg kg™ de Zn no Latosso Vermelho-Amarelo e Latossolo
Vermelho, respectivamente (Tabela 19). Segundo Cantarella, Raij e Camargo (1997), a faixa
de teores foliares de Zn adequados é de 10-50 mg kg™. Fageria (1999, 2009) sugere que podem
ser considerados adequados e tdxicos, os teores na parte aérea do arroz de 20-150 mg kg e de
> 500 mg kg™*. Observou-se que n&o houve toxidez de Zn para as plantas de arroz, embora
tenha sido aplicadas atas doses de Zn, em alguns casos 0 equivalente a 20 vezes a quantidade
normal mente recomendada para culturas anuais (4 kg ha®).

Com relacdo a qualidade do produto agricola, em termos de aumento dos teores de
micronutrientes, observou-se que no primeiro experimento, o teor de Zn foi duas vezes maior
nas folhas da alface fertilizadas com fontes de Zn (Tabela 20). Para os gréos de arroz, houve
aumentos de 20-30% do Zn nos gréos. Entretanto, comparativo ao Zn, ndo houve aumento
expressivo do Cu nas folhas de alface e gréos de arroz (Tabela 21).

No segundo experimento, a aplicacdo de P e Zn aumentou significativamente os teores
dos respectivos nutrientes nos gréos de arroz (Tabela 18 e 19). Os teores de P nos gréos dos
tratamentos que receberam fontes fosfatadas, nas maiores doses, foram incrementados em 2
ou 3 vezes em relacdo atestemunha. Quanto as fontes de Zn, 0s aumentos maximos nos teores
de Zn nos gréos variaram de 1,5 a 2 vezes. Em ambos 0s casos, tanto as doses de P quanto as
de Zn pouco ateraram os teores de Fe nos gréos, a excecdo dos tratamentos de P com a rocha
fosfética, em LV, nos quais os teores de Fe foram reduzidos (Tabela 18).

Ao analisar amostras de arroz integral comercializadas em diversas regioes do Brasil,
Heinemann et al. (2005) relatam valores médios de 6 mg kg™ de ferro, 20 mg kg™ de zinco e
0,6 g kg™ de fésforo. Os teores de Fe e Zn encontrados nos gréos do presente estudo (Tabelas
18 e 19), sGo maiores que os relatados anteriormente por Heinemann et al. (2005).

Os resultados de andlise de Zn nos gréos de arroz (Tabela 19), em respostas as fontes
de Zn, mostram a importancia da fertilizagdo com zinco para aumentar a qualidade do produto
agricola e, consequentemente, beneficiar a salide humana reduzindo a caréncia de Zn que
aflige 20% da populagdo mundial (HOTZ; BROWN, 2004). Resultados semelhantes foram
obtidos por Cakmak (2008), na Turquia, com a aplicacdo de Zn em trigo cultivado em solos
deficientes em Zn, havendo aumentos de rendimento e teor de Zn em gréos. Vae destacar,
gue no Brasil e em varias partes do mundo, 0 Zn € um dos fatores que mais limita a producéo

agricola, sendo que cerca de 50% dos solos cultivados com cereais tem pouco zinco
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disponivel, o que reduz a producdo e qualidade nutricional dos graos (GRAHAM; WELCH,
1996; MALAVOLTA, 2006). S&o incipientes ainda no Brasil, pesquisas avaliando efeito da
fertilizacdo na melhoria da qualidade dos produtos agricolas.

O aumento dos teores de micronutrientes em produtos agricolas pela fertilizagéo, foi
denominado de “biofortificagdo agrondémica’. Essa prética tem sido incentivada no mundo
por ser econdmica e beneficiar uma parcela maior da populacéo, em relacdo a fortificacéo
convencional no produto final (BOUIS, 1999).

Por outro lado, o aumento do teor de P em gréos ndo € desegjavel, mesmo ndo alterando
o teor total de Fe. Sabe-se que a biodisponibilidade do Fe pode ser reduzida com o incremento
do P nos gréos, devido a maior parte do P das sementes ser armazenado na forma de fitato,
gue no organismo humano age como “quelante” dos ions Ca, Fe, Zn, etc., impedindo a
absorc¢do desses elementos (HOTZ; McCLAFFERTY, 2007).

4.1.2.3 Teores de metais pesados toxicos nos solos e nos produtos agricolas em funcéo da

fertilizagdo com fontes de fésfor o e micronutrientes

Os resultados das andlises de solo apo6s o cultivo de arroz, cultivar IAC 165 (Tabela
17), mostraram que a aplicacdo das fontes de Cu e Zn, aparentemente ndo causaram aumentos
significativos dos metais pesados téxicos no solo. O Cd que é o elemento téxico
potencialmente mais perigoso, pouco aumentou no solo, apresentando o teor méximo de 0,2
mg dm™ quando extraido com Mehlich 1. Segundo Kabata-Pendias e Mukherjee (2007), o
teor “total” natural de Cd para maioria dos solos pode variar entre 0,06 e 1,1 mg kg,
Andlises de 8.702 amostras de solos do Estado de S&o Paulo utilizando extrator DTPA,
apresentaram os seguintes teores (mg dm™): Cd de 0,0 - 3,4, com valor médio de 0,02; Pb de
0,0 - 63,9, com valor médio de 0,85; Ni de 0,0 — 65,1, com valor médio de 0,18 e Cr de 0,0 -
42,9, com valor médio de 0,03 (ABREU et al., 2005). Dynia et al. (2000) encontraram teores
de Cd extraido por DTPA variando entre 0,00 e 0,23 mg dm, a0 analisarem 384 amostras de
solos fertilizados com atas doses de fosforo e cultivados com frutiferas irrigadas naregido do
vale do Rio S&o Francisco.

Os vaores de metais pesados toxicos no solo do primeiro experimento podem ter sido
superestimados, uma vez que, a agua e reagentes utilizados ndo eram ultrapuros.

No segundo experimento, as doses de fertilizantes aplicadas foram muito superiores as
do primeiro experimento e, conseguentemente, as adi¢des de metais pesados toxicos também

foram maiores. Devido a0 uso de reagentes e &gua de alta pureza nas analises, assim como

57



também, da quantificacdo dos elementos em ICP-MS, foi possivel determinar com
confiabilidade, teores de metais pesados téxicos no solo em valores muito baixos, da ordem
de micrograma por dm® ou kg de massa seca vegetal (Tabelas 26 a 33).

Os teores de metais pesados toxicos nos solos estudados no segundo experimentos
foram aumentados com as doses das fontes de P e Zn (Tabelas 26 a 33). Embora os valores
tenham sido aumentados, os teores nos solos dos tratamentos com a maxima adicdo de
contaminantes ndo ultrapassaram os limites para solos agricolas brasileiros, conforme relatado
anteriormente em estudos realizados por Dynia et al. (2000) e Abreu et a. (2005), e também,
sdo inferiores aos teores maximos permitidos por legislacdes de diversos paises sobre teores
de contaminantes em solos (Tabela 34) . No presente estudo, os teores de metais pesados
extraidos por DTPA, nos tratamentos que receberam fertilizantes variaram de: Cd, 0,004 —
0,075 mg dm'®; Cr, 0,19 — 1,58 mg dm™®; Ni, 0,024 — 0,054 mg dm™> e Pb, 1,1 — 2,8 mg dm’>,

Houve influéncia do tipo de fonte, em geral, tanto para o superfosfato simples quanto
para fertilizante Zn, devido a acidulagéo no processo de fabricagdo para tornar o P e 0 Zn
mais disponiveis, também tornam os contaminantes mais disponiveis. Pode-se observar na
Tabela 26, que o superfosfato simples, apesar de adicionar menos Cd em relagdo aos
tratamentos com rocha fosfética e mistura pro-andlise de P, aumentou consideravelmente os
teores nos solos de Cd extraidos com o extrator DTPA. Neste caso, foi observado que os
aumentos foram iguais ou até ligeiramente maiores que as taxas de Cd adicionadas ao solo,
podendo-se aventar que o teor de Cd no fertilizante, extraido por digestdo aberta e
guantificado em ICP-AES possa ter sido um pouco inferior ao real valor (Tabelas 2 e 3).

A influéncia da acidulagdo da rocha fosfatica na disponibilizagdo do Cd foi estudada
por Iretskaya, Chien e Menon (1998). Os autores observaram que com a acidulagéo, o Cd do
fertilizante disponivel em DTPA, que antes era de menos de 5%, aumentou para valores
acima de 50% no fertilizante totalmente acidulado. Esses autores verificaram que o arroz
absorveu maiores quantidades de Cd no tratamento com fosfato totalmente acidulado. A
diferenca de solubilidade do Cd contido em fosfatos de rocha e em fertilizantes tem sido
relatadas em experimentos realizados no Brasil (PROCHNOW,; PLESE; ABREU, 2001;
MENDES et al., 2006; GONCALVES et al., 2008).

Os extratores solucdo de &cidos organicos e DTPA foram eficientes para avaiar a
disponibilidade do Cd no solo (Tabelas 26 e 30). Pois para ambos os extratores observaram-se
boas correlacdes entre teor no solo e teor nos gréos de arroz. Para os outros elementos, houve
diferencas entre os extratores. O DTPA néo foi eficiente para extrair Cr, que em todos os

casos apresentaram valores abaixo do limite de deteccdo do método (Tabelas 27 e 31). O
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extrator solucdo de é&cidos organicos apresentou boa capacidade para determinar a
disponibilidade do Cr no solo (Tabelas 27 e 31). Para os elementos Ni e Pb, os extratores ndo
foram eficientes na avaiacdo da disponibilidade desses metais em relacdo as suas
concentragdes nos gréos, embora houvesse concordancia entre as taxas adicionadas e o0s
valores encontrados nos solos (Tabelas 28, 29, 32 e 33).

O extrator DTPA tem apresentado bons resultados na avaliacéo da disponibilidade de
Pb e Cd adicionado via fertilizantes e cultivados com hortalicas nos EUA (HUANG; KUG,;
BEMBENEK, 2003, 2004, 2005), o que corrobora os resultados do presente estudo.

O uso de solucdo contendo &cidos organicos como extrator de metais do solo foi
proposto por Pires, Mattiazzo e Berton (2004), tentando simular as reaces que acontecem na
rizosfera das raizes das plantas, critica feita aos extratores quimicos que ndo sdo capazes de
simular as reagBes que ocorrem nessa regido. Entretanto, em todos 0s casos, a excegdo para
extragdo de Pb, os valores obtidos de Cd e Ni foram consideravelmente maiores que o
extraidos pelo DTPA, possivelmente devido ao seu baixo pH (1,1).

E importante destacar que os métodos de andlise, tanto para fertilizantes quanto para
solos, sdo ferramentas chaves no estudo da transferéncia de metais pesados téxicos no sistema
fertilizante-solo-planta e a utilizacdo de amostras certificadas permite estabelecer a
confiabilidade dos resultados. Nas Tabelas 21 e 22, sdo apresentados os resultados de teores
de metais pesados tOxicos e micronutrientes nos gréos de arroz do primeiro experimento.
Pb&de-se observar quer os teores de Cd, Cr e Pb sdo total mente diferentes entre as condi¢des de
abertura de amostra realizada em sistema aberto e quantificagdo com ICP-AES com as de
abertura em sistema fechado e quantificacdo com ICP-MS. Ja os teores de Ni, Cu e Zn foram
semel hantes. Os resultados utilizando o primeiro procedimento poderialevar a conclusdes néo
verdadeiras, pois os valores com maior controle de qualidade sdo os da Tabela 22, no qua a
confiabilidade dos resultados foi verificada por meio da andlise de amostras de referéncia
certificadas para teores baixos e médios de Cd em farelo de arroz (Tabela 23). Os resultados
de andlise de Cr foram inconsi stentes ou razoaveis (Tabelas 23 a 25).

A digestdo por micro-ondas usando HNO; purificado e diluido, mais é&gua oxigenada
foi capaz de evitar contaminactes devidas aos utensilios, manuseio durante a andlise e metais
pesados presentes nos reagentes analiticos (KRUG; SANTOS JUNIOR, 2006).

No Brasil, a digestdo nitrico-perclérica € o méodo mais difundido na andlise de
nutrientes em plantas, por ser prético, rapido e de baixo custo. Para avaiar a influéncia do
método de digestéo nos resultados de metais pesados téxicos nos graos de arroz, foi realizada

uma comparagéo entre a digestdo fechada em sistema micro-ondas com a digestdo aberta
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nitrico-perclérica. Vae destacar que nos dois casos foram utilizados reagentes e agua de alta
pureza e a quantificagdo em ICP-MS. Para confirmagéo da confiabilidade dos resultados, duas
amostras certificadas foram incluidas juntamente com as amostras de gréos de arroz.

Os resultados das Tabelas 24 e 25 demonstram que ambos os métodos foram robustos
para andlise de metais pesados téxicos em amostras de gréos, os valores foram similares para
maioria dos elementos. Fica claro que, aém do método instrumental de quantificacéo,
também é necessario trabalhar sempre com reagentes e agua de alta pureza para andise de
contaminantes, podendo-se assim, utilizar com boa confiabilidade um método de digestdo

aberto como o nitrico-perclorico.

Tabela 21 - Teores de micronutrientes e metais pesados toxicos nos gréos do arroz
cultivado em solo fertilizado com fontes de micronutrientes, digeridos por

solugdo nitrico-perclérica e quantificacdo em ICP-AES. Primeiro

experimento.
Tratamentos™” Cd Cr Pb Ni Cu Zn
mg kg™
Testemunha 15 1,7 6,7 2,0 7 43b
Subprod. Cu 2 15 2,2 5,6 2,0 7 44b
Subprod. Cu 4 15 2,6 47 21 9 49ab
Fertilizante Cu 3 15 19 7,0 2,1 8 44b
Misturap.a. Cu 3 1,6 3,0 58 2,1 8 45ab
Subprod. Zn 4 14 25 8,2 2,1 6 47ab
Subprod. Zn 8 1,7 2,6 4,6 1,7 7 53ab
Fertilizante Zn 6 1,6 2,3 8,7 19 6 49ab
Misturap.a. Zn 6 15 2,5 8,4 1,8 8 57a

WMeédias com letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade; Os nimeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e Zn adicionadas.
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Tabela 22 - Teores de micronutrientes e metais pesados toxicos nos gréos do arroz
cultivado em solo fertilizado com fontes de micronutrientes, digeridos em

micro-ondas e quantificacdo em ICP-MS. Primeiro experimento.

Tratamentos™” Cd Cr Pb Ni Cu Zn
ug kg™ mg kg™

Testemunha 114 83a 116ab 2,2a 7 42abc
Subprod. Cu 2 52 21b 134a 2,4a 7 39hc
Subprod. Cu 4 52 15b 80ab 2,2a 6 39bc
Fertilizante Cu 3 69 16b 93ab 2,2a 8 40bc
Misturap.a. Cu 3 109 30b 67ab 2,1a 8 37c
Subprod. Zn 4 66 30b 55b 1,2b 6 44abc
Subprod. Zn 8 45 14b 44b 1,2b 6 46ab
Fertilizante Zn 6 49 16b 55hb 1,3b 6 45abc
Misturap.a. Zn 6 67 8b 47b 1,4b 7 50a

WMeédias com letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade; Os nimeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e Zn adicionadas.

Tabela 23 - Teores de metais pesados certificados e determinados em duas amostras
certificadas de farelo de arroz, avaliados por digestdo em micro-ondas e

com quantificacdo em ICP-MS. Primeiro experimento.

Amostrac?) Cd cr® _1Pb(3) Ni Cu _Zn
Hg kg mg kg

NIES 10b

Certificado 320+20 220 - 390+40 3,3+0,2 22,3+0,9
Determinado 245+16 7916 971+76  325+25  3,0+0,3 18,1+0,9
% recuperacéo 77 36 - 83 91 81
NIES 10c

Certificado 1820+60 80 - 30030 4,1+0,3 23,1+0,8
Determinado 1460+72  8+0,7 505+59 228+18 3,6+0,3 19,4+0,4
% recuperagdo 80 10 - 76 88 84

WNIES 10b e 10c rice flour: National Institute for Environmental Studies (OKAMOTO, 1991) — amostras
de farelo de arroz certificadas para valor médio e ato de cédmio, respectivamente; “Valores de
referéncia; ®Sem valor certificado ou de referéncia; Médias de trés repeticdes.
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Tabela 24 - Teores de metais pesados em amostras certificadas de farelo de
arroz e de folhas de macad avaliadas por digestdo nitrico-

perclorica e quantificacdo em ICP-MS. Segundo experimento.

cd Cr Pb Ni Zn

Amostras T T
Hg kg mg kg

NIES 10b®
Certificado 320420 2209 971+76¥W  390+40 22,3+0,9
Determinado® 2734  159+22 1044413  319+5  20,1+0,2
% recuperagao 85 72 108 82 90
NIST 1515@
Certificado™ 140 300® 470424 910120 12,5+0,3
Determinado” 11+1 204+4 413+9 729+20  9,8+0,0
% recuperacdo 80 68 88 80 78

WNIES 10b rice flou: National Institute for Environmental Studies (OKAMOTO, 1991) -
amostra de farelo de arroz certificada para valor médio de Cd; ®NIST 1515 “apple leaves’:
National Institute of Standards and Technology, amostra de folha de maca certificada;
®valores de referéncia; “YSem valor certificado ou de referéncia — para fins de comparagdo
foram utilizados os valores encontrados nas andlises do primeiro experimento (Tabela 22);
Médias de duas repeticoes.

Tabela 25 - Comparacéo entre digest&o de amostras de gréos de arroz de terras altas
pelo método aberto com solucdo nitrico-perclorica e por micro-ondas, com
guantificacdo em ICP-MS. Segundo experimento.

Amostra/ método de digestao Cd Cr Pb Ni Zn
Hg kg™ mg kg™
Amostra de gréos de arroz com baixo teor de Cd\
Nitrico-perclérica 7+1 <379  36+7 932453 20,5+1,0
Micro-ondas 11+1 <37 <28 100674 20,3+1,8
DMS (Tukey 5%) 1,86 - - NS NS
Amostra de gréos de arroz com médio teor de Cd®
Nitrico-perclérica 116420 <37 <28 1788+146 29,3+1,8
Micro-ondas 113+14 <37 <28 1721+153 25,6104
DMS (Tukey 5%) NS ; i NS 2,96

@ Gréos de arroz do tratamento Rocha fosfética Togo, LVA, dose = 50 mg P dm™® (Tabela 26); P Teores
abaixo do limite de deteccao do método; PGraos de arroz do tratamento SFS Togo, LVA, dose = 400 mg
P dm’® (Tabela 26); Médias de trés repeticdes; DMS: diferenca minima significativa para Tukey 5%; NS:
ndo significativo.
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Os teores de metais pesados téxicos encontrados tanto nos graos de arroz quanto nas
folhas de alface foram baixos (Tabelas 20, 22 e 26 a 33), semelhantes aos valores comumente
encontrados nestes produtos agricolas. No segundo experimento, ainda que as taxas de metais
pesados toxicos adicionadas tenham sido dtas, os teores de metais nos gréos nao
ultrapassaram os valores preconizados pelas legislagdes de alimentos. Os teores nos gréos do
segundo experimento variaram, em mg kg™: Cd, 0,004 a 0,148; Cr, < 0,006 a0,062; Ni, 0,3 a
2,0 ePb, < 0,002 a0,039.

Segundo Kabata-Pendias e Pendias (2000), os valores naturais para 0os metais pesados
t6xicos estudados em folhas de alface sdo: Cd, 0,66 - 3,0 mg kg®; Cr, <1,5mgkg* ePb, 0,7 -
36 mg kg'. A dface é considerada uma planta acumuladora de metais pesados,
principalmente Cd, cujo nivel téxico nas folhas é de 10 - 95 mg kg™ (MALAVOLTA, 2006).

No Brasil, segundo a ANVISA (1965), a concentracdo maxima de Cd em alimentos
consumidos in natura é de 1 mg kg™*. Se consumido na forma crua, como vegetais e hortalicas
o resultado deve ser expresso na massa fresca e no caso do arroz, consumido apds cozimento,
o resultado € expresso na massa seca. Para vegetais consumidos como folha, a Australian and
New Zealand Food Authority (FSANZ, 2009) adotou como limite maximo de Cd, 0,1 mg kg™
na massa fresca. (aproximadamente 3,3 mg kg’ na massa seca, considerando que 97% da
massa fresca da alface € agua). A Commission of the European Communities (CEC, 2001) e a
Codex Alimentarius Commission (CODEX, 2004) permitem até 0,2 mg de Cd por kg de
massa fresca.

Para gréos de arroz, os valores limites ou de ocorréncia natural sdo: Cd, 0,2 - 0,4 mg
kg' (CODEX, 2004) e Pb, 0,19 mg kg* (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2000). O teor
méximo de Cr deve ser similar ao fixado para gréos de trigo (0,01 - 0,2 mg kg*) (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2000).

Resultados de andlise de arroz e alface produzidos no Brasil, apresentam valores de Cd
na massa seca variando de 0,002 - 0,55 mg kg™ para alface e de 0,001 — 0,060 mg kg™ para
arroz (MASIRONI; KOIRTYOHANN; PIERCE, 1977; LENZI et a., 1990; SANTOS;
LAURIA; SILVEIRA, 2004).

No segundo experimento, os teores de Cd nos gréos de arroz apresentaram relagéo
com o teor de Cd disponivel no solo e, também, com as taxas adicionadas (Figuras 2, 3 e 4).
Por outro lado, nota-se nas Tabelas 29, 32 e 33 que, os teores de Ni e Pb nos gréos
apresentaram relacdes inversas com as doses adi cionadas e teores disponiveis no solo.

A avaliagdo dos teores de Cd, Ni e Pb, apenas na parte aérea poderia apresentar

correlagdes positivas, conforme comumente tem sido reportado em trabalhos realizados no

63



Brasil (GONCALVES JUNIOR; PESSOA, 2002; ARMELIN et a., 2008). Entretanto,
avaliando-se a parte comestivel, neste caso graos, e comparando com as legislagdes sobre
teores maximos permissiveis de contaminantes em alimentos € que se pode diagnosticar o
potencial da entrada de metais toxicos na cadeia alimentar. Rodella (2005), relata que nos
EUA aavaiacéo de risco tem sido utilizada como ferramenta para quantificacéo do potencial
de impacto da adi¢do de contaminantes via fertilizantes.

Ha que se considerar também, que as plantas tem mecanismos para evitar a
translocagdo de metais pesados toxicos para os gréos (KUBOTA; WELCH; CAMPEN, 1992).
Variagdes genotipicas quanto ao teor de metais pesados toxicos nos gréos tém sido observadas
em varios tipos de culturas, inclusive arroz (ARAO; AE, 2003), podendo-se, no processo de
melhoramento vegetal, selecionar também plantas que apresentem menores teores de metais
pesados toxicos na parte comestivel (GRANT et a., 2008). A influéncia de fatores como a
variacdo genotipica no teor de metais pesados toxicos em gréos de arroz, serdo tratados nos
itens 4.2 e 4.3 deste trabal ho.

No presente estudo, o fato de o teor de Pb nos gréos reduzir mesmo com a adi¢céo de
altas doses do metal (Tabelas 29 e 33), pode ser devido a competicdo por sitios de absorcéo
com o Zn, devido a imobilizacdo pelos ions fosfato ou devido a outro fator ainda ndo
elucidado (GRANT et a., 1999). Para 0 melhor entendimento da problemética dos metais
pesados adi cionados aos solos via fertilizantes, é de fundamental importéncia o esforco paraa

instalacéo de experimentos de longa duragéo no Brasil.



Tabela 26 — Fosforo disponivel, cadmio adicionado, cadmio disponivel e teores de cadmio
em gréos de arroz de terras atas cultivado em dois Latossolos fertilizados com

fontes de fosforo. Segundo experimento.

Fésforo Teores de cadmio

i~
Tratamentos Doss S0 ~dc AO DTPA _ Gréos
——mgdm? pugdm®*———  pgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo

Testemunha 0 2 0 34 4 4

Rochafosfética Togo 50 16 14 32 6 9

100 32 27 37 6 13

200 57 55 44 8 24

400 93 109 52 12 40

SFS Togo 50 21 7 41 18 40

100 39 15 46 29 64

200 74 29 55 36 74

400 195 59 67 73 128

Mistura pré-andlise P 50 26 14 34 13 27

100 77 27 41 23 46

200 124 55 47 33 81

400 281 109 55 60 139

DMS (Tukey 5%) - 7 - 12 8 35

Latossolo Vermelho

Testemunha 0 6 0 27 4 6

Rochafosfética Togo 50 11 14 23 5 6

100 16 27 26 6 7

200 26 55 25 8 16

400 43 109 22 13 22

SFS Togo 50 16 7 23 14 22

100 26 15 32 21 36

200 71 29 40 49 78

400 159 59 55 66 146

Mistura pré-andlise P 50 22 14 22 17 20

100 72 27 21 21 28

200 99 55 50 46 58

400 249 109 70 75 148

DMS (Tukey 5%) - 6 - 27 35 48

Correlagdes

Cd adicionado 092" 073" - 0477 045 ° 054
Cd é&cidos organicos 0597 0727 - - 067 075
CdDTPA 062" 080 - - - 087"

Teor de Cd nos gréos 072" 089" - . . i

Das adicdes de Cd foram calculadas multiplicando-se os teores de Cd nas fontes (Tabela 2) pela massa de
cada produto necesséria para fornecimento das doses de P; AO: Cd extraido por solugdo de acidos organicos;
DTPA: Cd extraido por solucdo quelante com o é&cido dietilenotriaminopentacético — DTPA; DMS: diferenca
minima significativa; ***; **; * e ns. significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente;
Médias de trés repeticoes.
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Tabela 27 - Fésforo disponivel, cromio adicionado, crémio disponivel e teores de
crébmio em gréos de arroz de terras dtas cultivado em dois Latossolos

fertilizados com fontes de fosforo. Segundo experimento.

Fésforo Teores de cromio

i~ (D)
Tratamentos Dose  Soo  Adic AO  DTPA _ Gréos
——mgdm? pugdm®———  pgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 2 0 191 <13 9
Rochafosfética Togo 50 16 30 191 <13 13
100 32 61 190 <13 15
200 57 122 198 <13 <6
400 93 243 202 <13 8
SFSTogo 50 21 22 196 <13 8
100 39 44 250 <13 13
200 74 88 265 <13 23
400 195 176 306 <13 27
Mistura pré-andlise P 50 26 30 279 <13 20
100 77 61 317 <13 22
200 124 122 314 <13 31
400 281 243 394 <13 23
DMS (Tukey 5%) - 7 - 86 - 12
Latossolo Vermelho
Testemunha 0 6 0 988 <13 27
Rochafosfética Togo 50 11 30 1030 <13 27
100 16 61 1137 <13 23
200 26 122 1255 <13 39
400 43 243 1132 <13 31
SFSTogo 50 16 22 1116 <13 34
100 26 44 1323 <13 53
200 71 88 1391 <13 41
400 159 176 1580 <13 44
Mistura pré-andlise P 50 22 30 1267 <13 35
100 72 61 1257 <13 30
200 99 122 1329 <13 42
400 249 243 1530 <13 46
DMS (Tukey 5%) - 6 - 168 - 28
Correlacbes
Cr adicionado 097 077" - 0,12"° - 0,18
Cr &cidos organicos 014" 0,07 - - - 076"
Cr DTPA - - - -

Teor de Cr nos gréos 0,22 024" - ; - _

Das adicOes de Cr foram calculadas multiplicando-se os teores de Cr nas fontes (Tabela 2) pela massa de
cada produto necesséria para fornecimento das doses de P; AO: Cr extraido por solugéo de &cidos organicos;
DTPA: Cr extraido por solugdo quelante com o &cido dietilenotriaminopentacético —- DTPA; DMS: diferenca
minima significativa; ***; **; * e NS: significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente;
Médias de trés repeticoes.




Tabela 28 - Fosforo disponivel, niquel adicionado, niquel disponivel e teores de niquel em

gréos de arroz de terras altas cultivado em dois Latossolos fertilizados com

fontes de fosforo. Segundo experimento.

Fosforo ) Teores de niquel
Tratamentos Dose  Soo  Adi© AO DTPA _ Gréos
——mgdm? pg dm®*———  mgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 2 0 165 23 18
Rochafosfética Togo 50 16 7 161 25 18
100 32 13 158 24 1,8
200 57 27 165 24 2,0
400 93 53 178 24 1,7
SFS Togo 50 21 5 185 28 19
100 39 11 221 31 2,0
200 74 21 368 35 1,8
400 195 43 386 53 1,9
Mistura pré-andlise P 50 26 7 354 26 1,6
100 77 13 368 25 1,7
200 124 27 339 27 1,6
400 281 53 403 28 1,6
DMS (Tukey 5%) - 7 - 60 3 0,7
Latossolo Vermelho
Testemunha 0 6 0 321 26 0,9
Rochafosfética Togo 50 11 7 372 27 1,0
100 16 13 676 26 0,8
200 26 27 433 26 0,9
400 43 53 328 28 11
SFS Togo 50 16 5 315 30 1,2
100 26 11 395 31 15
200 71 21 507 43 15
400 159 43 659 38 1,3
Mistura pré-anaise P 50 22 7 614 27 1,2
100 72 13 548 54 0,9
200 99 27 602 30 11
400 249 53 737 33 1,2
DMS (Tukey 5%) - 6 - 177 38 05
Correlagdes
Ni adicionado 098 078" - 026 018 002"
Ni &cidos organicos 028" 038" - - 029" -059
Ni DTPA 023" 028" - - - -0,09"°
Teor de Ni nos gréos 0,05  0,10"° - - -

Das adicOes de Ni foram cal culadas multiplicando-se os teores de Ni nas fontes (Tabela 2) pela massa de cada
produto necessaria para fornecimento das doses de P; AO: Ni extraido por solugdo de &cidos organicos; DTPA:
Ni extraido por solugdo quelante com o acido dietilenotriaminopentacético — DTPA; DMS: diferenga minima
significativa; ***; **: * ens: significativo a 1%, 5%, 10% e nao significativo, respectivamente; Médias de trés

repeticoes.
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Tabela 29 - Fosforo disponivel, chumbo adicionado, chumbo disponivel e teores de chumbo
em gréos de arroz de terras atas cultivado em dois Latossolos fertilizados com

fontes de fosforo. Segundo experimento.

Fosforo () Teores de chumbo
Tratamentos Dose  Soo  ~dic AO DTPA  Grdos
—mgdm®—— pgdm® —mgdm®*— pgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo

Testemunha 0 2 0 1,2 11 16

Rochafosfética Togo 50 16 1 1,2 1,2 18

100 32 3 1,2 11 14

200 57 6 1,2 11 11

400 93 11 1,3 1,2 11

SFSTogo 50 21 15 1,2 1,1 19

100 39 29 1,1 1,2 28

200 74 59 1,0 1,1 19

400 195 117 0,7 11 7

Mistura pré-andlise P 50 26 1 1,2 11 22

100 77 3 1,0 11 21

200 124 6 1,0 11 13

400 281 11 0,8 1,1 8

DMS (Tukey 5%) - 7 - 0,2 0,2 15

Latossolo Vermelho

Testemunha 0 6 0 18 1,6 11

Rochafosfética Togo 50 11 1 19 1,7 5

100 16 3 2,0 1,7 9

200 26 6 2,0 16 9

400 43 11 1,8 1,7 5

SFSTogo 50 16 15 19 1,7 4

100 26 29 2,0 16 8

200 71 59 19 1,8 6

400 159 117 1,6 1,7 <2

Mistura pré-anaise P 50 22 1 2,0 1,6 <2

100 72 3 2,0 1,7 <2

200 99 6 1,8 1,7 <2

400 249 11 1,7 1,6 <2

DMS (Tukey 5%) - 6 - 0,2 0,2 12

Correlagdes

Pb adicionado 050 041" - -021° 0,09 -0,13"°
Pb 4cidos organicos -022°  -039" - - 090" -053"
Pb DTPA 0,06"°  -0,09N° - - - 0,66

Teor de Pb nos gréos 0407  -031"" - . - :

DAs adi ¢Bes de Pb foram cal culadas multiplicando-se os teores de Pb nas fontes (Tabela 2) pela massa de cada
produto necessaria para fornecimento das doses de P; AO: Pb extraido por solugdo de &cidos organicos;, DTPA:
Pb extraido por solugéo quelante com o é&cido dietilenotriaminopentacético — DTPA; DMS: diferenga minima
significativa; ***; **: * ens: significativo a 1%, 5%, 10% e nao significativo, respectivamente; Médias de trés
repeticoes.
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Tabela 30 - Zinco disponivel, cadmio adicionado, cadmio disponivel e teores de cadmio em

gréos de arroz de terras dtas cultivado em dois Latossolos fertilizados com

fontes de zinco. Segundo experimento.

Zinco

Teores de cadmio

i (1)
Tratamentos Dose  Solo  ~dic AO DTPA  Grdos
——mgdm? pgdm®————  pgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 0,5 0,0 50 4,3 14
Subproduto Zn 5 19 18 5,0 50 8
10 3,8 3,6 6,7 4,7 12
20 6,8 7,2 8,3 6,3 12
40 15,0 14,5 13,0 8,7 11
Fertilizante Zn 5 1,6 0,6 4.3 4.3 10
10 3,9 1,1 53 4.3 6
20 6,3 2,3 53 47 9
40 15,2 45 5,0 6,0 9
Mistura pré-anadise Zn 5 2,6 18 4,7 43 11
10 3,8 3,6 6,0 7,0 14
20 9,5 7,2 8,7 7,7 14
40 22,2 14,5 20,0 19,3 31
DMS (Tukey 5%) - 1,8 - 58 31 12
Latossolo Vermelho
Testemunha 0 0,6 0,0 5,6 4,0 9
Subproduto Zn 5 2,2 18 6,3 50 7
10 3,7 3,6 9,3 6,0 9
20 75 7,2 8,0 7,0 8
40 16,7 14,5 11,3 9,6 6
Fertilizante Zn 5 25 0,6 53 4.7 7
10 4,1 1,1 57 5,0 8
20 8,4 2,3 7,0 5,0 5
40 15,9 4,5 7,6 5,7 7
Mistura pré-analise Zn 5 2,6 18 7,0 4,7 10
10 4.6 3,6 11,7 5,7 10
20 9,4 7,2 11,0 6,3 5
40 20,7 14,5 16,0 12,0 13
DMS (Tukey 5%) - 38 - 8,7 34 9
Correlagoes
Cd adicionado 083 086 - 0767 080 035
Cd é&cidos organicos 057 066 - - 0847 0527
Cd DTPA 065 077" - - - 0,66
Teor de Cd nos gréos 0,19 0,94 - - - -

Das adicdes de Cd foram calculadas multiplicando-se os teores de Cd nas fontes (Tabela 2) pela massa de
cada produto necesséria para fornecimento das doses de Zn; AO: Cd extraido por solucdo de &cidos organicos,
DTPA: Cd extraido por solucdo quelante com o é&cido dietilenotriaminopentacético — DTPA; DMS: diferenca
minima significativa; ***; **; * e ns. significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente;

Médias de trés repeticoes.
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Tabela 31 - Zinco disponivel, crdmio adicionado, crédmio disponivel e teores de crémio em

gréos de arroz de terras dtas cultivado em dois Latossolos fertilizados com

fontes de zinco. Segundo experimento.

Zinco

Teores de cromio

P
Tratamentos Dose  Solo  ~dic AO DTPA  Gréos
——mgdm? pugdm®*———  pgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 0,5 0,0 329 <13 50
Subproduto Zn 5 19 0,1 328 <13 49
10 38 0,3 338 <13 41
20 6,8 0,6 344 <13 38
40 15,0 11 363 <13 24
Fertilizante Zn 5 16 0,1 343 <13 24
10 39 0,2 338 <13 22
20 6,3 0,3 332 <13 37
40 15,2 0,7 337 <13 37
Mistura pré-anadise Zn 5 2,6 0,1 340 <13 37
10 3,8 0,3 336 <13 42
20 9,5 0,6 345 <13 48
40 22,2 11 361 <13 29
DMS (Tukey 5%) - 1,8 - 58 - 22
Latossolo Vermelho
Testemunha 0 0,6 0,0 1188 <13 37
Subproduto Zn 5 2,2 0,1 1151 <13 47
10 3,7 0,3 1207 <13 50
20 75 0,6 1189 <13 38
40 16,7 11 1204 <13 47
Fertilizante Zn 5 25 0,1 1174 <13 60
10 41 0,2 1245 <13 56
20 84 0,3 1195 <13 62
40 15,9 0,7 1170 <13 54
Mistura pro-andlise Zn 5 2,6 0,1 1168 <13 43
10 46 0,3 1203 <13 43
20 9,4 0,6 1214 <13 34
40 20,7 11 1211 <13 41
DMS (Tukey 5%) - 38 - 174 - 31
Correlagdes
Cr adicionado 0947 094" - 0,02"° -0,20
Cr &cidos organicos 0,01 0,048 - - - 041"

Cr DTPA
Teor de Cr nos graos

-0,14N5  -0,14N

Das adicOes de Cr foram cal culadas multiplicando-se os teores de Cr nas fontes (Tabela 2) pela massa de cada
produto necessaria para fornecimento das doses de Zn; AO: Cr extraido por solucdo de &cidos organicos;
DTPA: Cr extraido por solucdo quelante com o é&cido dietilenotriaminopentacético — DTPA; DMS: diferenca
minima significativa; ***; **; * e ns. significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente;

Médias de trés repeticoes.
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Tabela 32 - Zinco disponivel, niquel adicionado, niquel disponivel e teores de niquel em

gréos de arroz de terras dtas cultivado em dois Latossolos fertilizados com

fontes de zinco. Segundo experimento.

Zinco ) Teores de niquel
Tratamentos Dose  Soo  Adic AO DTPA _ Gréos
——mgdm? pugdm®————  mgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 0,5 0,0 723 40 24
Subproduto Zn 5 19 1,7 1006 40 1,7
10 3,8 35 721 42 14
20 6,8 6,9 637 42 11
40 15,0 13,8 604 44 0,7
Fertilizante Zn 5 16 0,1 568 41 17
10 39 0,2 447 40 13
20 6,3 0,3 328 42 0,8
40 15,2 0,7 287 47 0,6
Mistura pré-anadise Zn 5 2,6 1,7 276 43 2,0
10 38 35 263 43 15
20 9,5 6,9 247 44 0,8
40 22,2 13,8 353 52 0,4
DMS (Tukey 5%) - 1,8 - 167 5 1,1
Latossolo Vermelho
Testemunha 0 0,6 0,0 225 36 1,6
Subproduto Zn 5 2,2 1,7 207 34 11
10 3,7 35 221 36 0,8
20 7,5 6,9 189 39 0,6
40 16,7 13,8 182 40 04
Fertilizante Zn 5 2,5 0,1 171 36 12
10 4,1 0,2 170 35 0,9
20 8,4 0,3 173 36 0,5
40 15,9 0,7 200 38 0,3
Mistura pré-analise Zn 5 2,6 1,7 166 35 11
10 4,6 35 164 34 0,6
20 9,4 6,9 168 37 0,4
40 20,7 13,8 177 40 0,3
DMS (Tukey 5%) - 38 - 50 3 0,3
Correlagoes
Ni adicionado 069 074" - -0,04% 0417  -048"
Ni &cidos organicos -0,18%°  -0,22" - - 0,32 049"
Ni DTPA 048" 051" - - - -0,01"°
Teor de Ni nos gréos -0,70°  -068"" - - - -

Das adicOes de Ni foram cal culadas multiplicando-se os teores de Ni nas fontes (Tabela 2) pela massa de cada
produto necessaria para fornecimento das doses de Zn; AO: Ni extraido por solucdo de &cidos organicos;
DTPA: Ni extraido por solucdo quelante com o é&cido dietilenotriaminopentacético — DTPA; DMS: diferenca
minima significativa; ***; **; * e ns. significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente;

Médias de trés repeticoes.
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Tabela 33 - Zinco disponivel, chumbo adicionado, chumbo disponivel e teores de chumbo

em gréos de arroz de terras atas cultivado em dois Latossolos fertilizados com

fontes de zinco. Segundo experimento.

Zinco (1) Teores de chumbo
Tratamentos Dose  Solo  Adic AO DTPA  Grios
——mgdm®——  pgkg? —mgdm®— pgkg?
Latossolo Vermelho-Amarelo
Testemunha 0 0,5 0 1,3 1,3 28
Subproduto Zn 5 19 158 14 1,3 25
10 3,8 317 14 1,3 21
20 6,8 633 15 14 15
40 15,0 1266 1,7 1,6 2
Fertilizante Zn 5 1,6 43 1,3 1,3 16
10 3,9 86 14 12 39
20 6,3 172 14 1,3 13
40 15,2 345 14 14 3
Mistura pré-anadise Zn 5 2,6 158 14 1,3 24
10 38 317 14 15 28
20 9,5 633 15 19 17
40 22,2 1266 1,7 2,2 7
DMS (Tukey 5%) - 18 - 0,3 0,3 23
Latossolo Verme ho
Testemunha 0 0,6 0 2,0 2,0 6
Subproduto Zn 5 2,2 158 2,0 2,0 7
10 3,7 317 2,0 2,1 6
20 75 633 2,1 2,1 <2
40 16,7 1266 2,2 23 <2
Fertilizante Zn 5 2,5 43 2,0 2,0 6
10 41 86 2,1 2,0 3
20 8,4 172 2,1 20 <2
40 15,9 345 2,0 20 <2
Mistura pro-analise Zn 5 2,6 158 2,0 2,0 6
10 46 317 2,1 2,1 3
20 9,4 633 2,1 2,8 <2
40 20,7 1266 24 2,8 <2
DMS (Tukey 5%) - 3,8 - 0,4 0,6 5
Correlagoes
Pb adicionado 081" 084" - 030" 046  -035
Pb 4cidos organicos 024" 029" - - 085  -068"
Pb DTPA 034" 044" - - - -0,65
Teor de Pb nos gréos -046"" -045"" - - - -

Das adi ¢Bes de Pb foram cal culadas multiplicando-se os teores de Pb nas fontes (Tabela 2) pela massa de cada
produto necesséria para fornecimento das doses de Zn; AO: Pb extraido por solugdo de &cidos organicos;
DTPA: Pb extraido por solugdo quelante com o acido dietilenotriaminopentacético — DTPA; DMS: diferenca
minima significativa; ***; **; * e ns. significativo a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente;

Médias de trés repeticoes.

72



A O Y = 44+007x (R*=0,97+*) B ® Y oon=41+008x (R?=0,97%**)
v Y ogem T+ 11X (RP=0,975%) v Y oge=123+085x (R2=044%)
O Ypye=65+050x (RP=0,98") O Y pmg=63+065x (R*=0,90**)

80 - 100 -
E A4 r
v

Cd disponivel - DTPA (ug dm™ de solo)
Cd disponivel - DTPA (ug dm™ de solo)

P S E N R E RS IR | 0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Cd adicionado (ug dm™ de solo) Cd adicionado (ug dm™ de solo)

C ® Y po=-191+510x (R*=0,91***) D O Y onona=-33+196x (R2=078*)
v Y pgs= 74+ 171 (R®=089%) v Y= 17.3+131x (R*=045%%)
O Y ppe=-55+242x (R*=0,92"*%) O Y pye=-117+195x (R*=0,90)
200 200
175 F o 175 F
r r v
150 [ 150 [
< 125 | < 125 |
= r 2 r
8 100l 8 100l
5 F 5 F
g F g F
o L b=} N
(@] L o n
50 50
25 F 25 F
0 t P S Y O A S S SR NS S R | 0 t
0 20 40 60 80 0
Cd disponivel - DTPA (ug dm™ de solo) Cd disponivel - DTPA (ug dm™ de solo)

Figura 2. RelacOes entre Cd o adicionado e o disponivel no solo (A e B) e entre Cd
disponivel e seu teor nos gréos (C e D) de arroz cultivados em LVA e LV,
respectivamente, fertilizados com trés fontes de fésforo: rocha fosfética de
Togo (e),SFS de Togo () e mistura pré-andise de igual composi¢ao a rocha

fosfatica de Togo (o). Segundo experimento.
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Figura 3. Relacbes entre o Cd adicionado e o disponivel no solo (A e B) e entre Cd
disponivel e seu teor nos gréos (C e D) de arroz cultivados em LVA e LV,
respectivamente, fertilizados com trés fontes de zinco: subproduto (e),
fertilizante (v) e mistura pré-andlise de igual composi¢cdo ao subproduto (o).

Segundo experimento.
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Figura 4. Relagcdo entre o Cd disponivel no solo e teor de Cd nos gréos de arroz
cultivados em LVA (o) e LV (e), respectivamente, fertilizados com fontes de

fosforo (A) e de zinco (B). Segundo experimento.
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Tabela 34 - Vaores maximos permissiveis de metais pesados toxicos no solo pelas

legislagdes de alguns paises®.
Pais As Ba Cd Cr Pb Hg
mg kg

Holanda

Mat. organica e argila 0% 15 39 04 50 50 0,2

Mat. org. 10% e argila 25% 29 200 0,8 100 85 0,3
Austrdlia - - 1,0 - 20 0,2
Bélgica/L uxemburgo - - 1-3 - - -
Japdo - - =10 - - -
Austria - - 1,0 - - -
Dinamarca - - 0,5 - - -
Finlandia - - 0,5 - - -
Alemanha - - 1,0 - - -
CETESB 35 - <0,5 40 17 0,05
SANEPAR

pH<7 - - 1 100 50 1,0

pH>7 - - 3 150 300 15
Portugal

pH =55 - - 1 50 50 1,0

pH>55a=7,0 - - 3 200 300 15

pH>7,0 - - 4 300 450 20

@ Copilado por Maavolta e Moraes (2006); CETESB: Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
Estado de Séo Paulo; SANEPAR: Companhia de Saneamento do Parang; —, valor néo estabel ecido.
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4.1.3 Atividade de enzimas antioxidativas em plantas de alface e de indicadores
microbioldgicas do solo para avaliacdo do potencial de contaminacdo dos metais

pesados toxicos adicionados via fertilizantes

As enzimas antioxidativas constituem o sistema natural de defesa das plantas para
eliminar espécies ativas de oxigénio geradas nas células vegetais devido ao metabolismo
vegetal ou, em maior propor¢do, quando sob estresses bidticos e abidticos. A toxidez por
metais pesados nas plantas eleva a producdo de espécies ativas de oxigénio, desta forma, as
enzimas antioxidativas podem ser usadas como indicador do efeito dos metais pesados
adicionados viafertilizantes sobre as plantas.

A catalase (CAT) é uma proteina, do tipo Fe porfirina, que faz a transformacéo de
H,0, a &gua e O, durante a fotorespiracdo. Esta enzima é abundante nos peroxissomos e
mitocdndrias das plantas IGAMBERDIEV; LEA, 2002). A guaiacol peroxidase (GOPX) esta
envolvida na rota da biossintese de lignina e decomposi¢éo do &cido indol acético - AlA.
(GRATAO et al., 2005).

No primeiro experimento, a atividade da CAT foi maior tanto em raiz quanto em folha
no tratamento Fertilizante Cu 3 (Tabela 35). Este tratamento também apresentou 0s maiores
teores de Ni nafolha (1,0 mg kg™) e naraiz (4,9 mg kg, dados néo apresentados). Os teores
de Ni nas folhas situaram-se entre 0,5 e 1,0 mg kg™ e nas raizes foram de 2,4 a 4,9 mg kg™.
Vaores de Ni no tecido vegeta de 0,05 a 500 mg kg' s considerados normais
(MALAVOLTA; MORAES, 2007). Houve correlacdo positiva entre teor de Ni e atividade da
CAT tanto pararaiz quanto parafolha (Tabela 36).

Pouco se conhece sobre o papel do niquel na nutricdo de plantas. O Ni é ativador da
enzima urease e participa do ciclo da uréia na planta. Nas plantas leguminosas, atua na
fixacdo do N,, fazendo parte da hidrogenase. Recentemente, Gomes Junior et al. (2006)
observaram em cultura de células de café que o Ni em baixa concentragdo no meio atuava
como estimulante para crescimento das células vegetais. Porém, a atividade da CAT era alta
tanto nas doses baixas quanto nas doses altas. Witte et a. (2002) sugeriram aincluséo de 100
a 200 nM de Ni no meio de cultura.

O aumento da atividade da CAT pelo Ni pode estar associado a0 estimulo do
crescimento em decorréncia do favorecimento do elemento ao metabolismo de nitrogénio. O
aumento do metabolismo da planta devido a0 maior crescimento provocar um aumento
natural na producdo de espécies ativas de oxigénio e, consequentemente, da CAT por atuar na
limpeza dessas espécies.
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Tabela 35 - Atividades enziméticas em folhas e raizes de alface em resposta as fontes de

micronutrientes adicionadas para o cultivo do arroz IAC 165. Primeiro

experimento.

Tratamentos® Catalase (CAT) Guaiacol peroxidase (GPOX)

Folha Raiz Raiz

pumol mintmg  pmol min® mg AAs7o min™

prot™* prot™ mg prot™
Testemunha 1,64 0,53b 0,16a
Fertilizante Cu 3 3,65 1,25a 0,15a
Misturap.a. Cu 3 2,20 0,63b 0,09b
Fertilizante Zn 6 2,68 0,56b 0,14a
Misturap.a. Zn 6 2,84 0,38b 0,15a

WMeédias com letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Duncan a0 nivel de 5% de
probabilidade; Os nimeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e Zn adicionadas.

Tabela 36 - Coeficientes de correlagdo linear simples (Pearson) entre teor de
micronutrientes e metais pesados toxicos em folhas e raizes de aface
versus atividade enzimatica, em resposta as fontes de micronutrientes
adicionadas para o cultivo do arroz IAC 165 . Primeiro experimento.

Atividade enzimética Parte analisada Cr Zn Ni
Folhas

Atividade da catalase NS NS 0,47*
Raizes

Atividade da guaiacol peroxidase NS 0,58** NS

Atividade da catalase 0,82***  -0,55** 0,78***

*ax xk % gNS significativo ao teste F a 1%, 5%, 10% e ndo significativo, respectivamente.

Outra explicacdo para 0 aumento da CAT no tratamento Fertilizante Cu 3 pode ser
devido ao Cr. Observa-se na Tabela 36, correlacéo positiva entre Cr e atividade da CAT para
raiz. O maior teor de Cr naraiz (8,2 mg kg™, dados n&o apresentados) foi encontrado neste
tratamento, entretanto, ndo aconteceu de Cr nas folhas. Malavolta (2006) relata que o Cr €
pouco translocado para parte aérea, podendo as plantas sob toxidez do elemento apresentar
teores foliares semelhantes. A CAT contém Fe em sua estrutura, a correlacéo positiva entre Cr
e atividade da CAT pode ser devido ao aumento da disponibilidade do Fe pelo Cr (BONET;
POSCHENRIEDER; BARCELO, 1991).
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Apesar da atividade da GOPX em raiz ser menor no tratamento Mistura p.a. Cu 3, ndo
foi encontrada correlacdo negativa entre a atividade da enzima e o teor de micronutrientes ou
metais pesados toxicos na raiz. Por outro lado, o teor de zinco na raiz apresentou correlacéo
positiva com a atividade da GOPX. Provavelmente porque o Zn aumenta a sintese de
triptofano, o qual leva a formagéo do AIA (MALAVOLTA, 2006), que por sua vez pode ser
decomposto pela GOPX e assim aumentar sua atividade.

A dismutase de superéxido (SOD) é a primeira enzima a atuar na degradacdo das
espécies ativas de oxigénio. Ela transforma superéxidos (O,") em H,O, e O,. Em seguida a
CAT converte a H,O, em agua e O,. O micronutrientes Fe, Cu e Zn sdo0 componentes das
SODs. Tanto a deficiéncia de micronutrientes quanto a toxidez por metais pesados afetam a
atividade da SOD.

Perfil de isoenzimas SOD (Figura 5) mostra maior atividade da SOD nas amostras de
folhas (1F a 5F). O resultado € coerente com a funcdo da SOD na folhas, onde é requerida
maior atividade desta enzima para eliminar os radicais superéxidos gerados no ciclo agua —
agua durante a fotossintese. Portanto, o perfil de isoenzimas demonstra ndo haver estresses
por metais pesados tOxicos nas raizes, uma vez gque a atividade apresenta-se maior nas folhas.

Os resultados da atividade de enzimas (CAT e GOPX) concordam com os teores de
metais pesados nos fertilizantes. O fertilizante fonte de Cu contém os maiores teores de Cr
(400 mg kg*) e de Ni (350 mg kg'%).

As enzimas antioxidativas parecem ser bastante sensiveis aos metais pesados toxicos,
podendo ser um bom indicador para avaliar atransferéncia de metais pesados no sistema solo-
planta. Silva (1994) avaliando o efeito da calagem e formas de aplicacdo de fosforo sobre a
transferéncia Cd, Pb e Zn para plantas de milho, relata que a presenca dos metais pesados nos

fertilizantes contribuiu para a elevacéo da atividade da enzima peroxidase no tecido foliar.
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Figura 5. Perfil de isoenzimas SOD de folhas (F) e raizes (R) de alface
em resposta as fontes de micronutrientes adicionadas para o
cultivo do arroz IAC 165. Primeiro experimento. Os nUmeros e
letras indicam os tratamentos: 1 = Testemunha, 2 = Fertilizante
Cu, 3 = Mistura p.a. Cu, 4 = Fertilizante Zn, Mistura p.a. Zn.
Doses: Cu-3mgdm®eZn- 6 mgdm?

Os limites para metais na maioria dos casos sao definidos em func¢&o do teor total e seu
efeito na absorcéo pelas plantas. Entretanto, a microbiota pode ser mais sensivel a toxicidade
por metais pesados que as plantas, e, para um controle mais efetivo da poluicdo do solo,
sugere-se também a utilizacdo de indicadores microbiolégicos, tais como: respiracao,
biomassa e atividade de enzimas (MELLONI et al., 2001; NIELSEN; WINDING, 2002).

Quanto aos indicadores microbiol6gicos de qualidade do solo, as maiores taxas de
respiracao microbiana ocorreram nos tratamentos com fontes de Zn e também na testemunha.
Da mesma forma, os maiores valores de Cpc foram obtidos pela aplicagdo das mais altas
doses das fontes de Zn, enquanto a testemunha produziu a menor quantidade de Cp,c (Tabela
37). Isto sugere uma resposta da aplicacdo da fonte de Zn sobre a microbiota da rizosfera da
alface. O maior valor de qCO, do tratamento testemunha pode indicar que houve aguma
condicdo de estresse no solo rizosférico, talvez devido a fisiologia da planta que pode ter
respondido diferente a baixa disponibilidade de Zn no solo.

Nas condicles estudas parece ndo ter ocorrido impacto negativo dos metais pesados

potencialmente toxicos na microbiota do solo. N&o foi observada nenhuma influéncia da
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adicdo de metais pesados toxicos via fertilizantes sobre os indicadores microbiol dgicos.
Entretanto, para uma analise mais segura devem ser considerados os teores de metais na parte
comestivel da alface e também o efeito alongo-prazo de sucessivas adicoes.

O Zn é essencia para numerosos processos bioquimicos, tanto para plantas como para
microrganismos, participando de vérias enzimas e da sintese de nucleotideos. Os maiores
valores de qCO; encontrados na testemunha provavelmente foram devido ao baixo teor de Zn,
uma vez que o solo foi corrigido visando uma saturagéo por bases de 80%, o que diminuiu a
sua disponibilidade. Esses resultados concordam, em parte, com o estudo de Melloni et al.
(2001) que observaram aumento da biomassa microbiana até um méximo de 363 pg g™ de C,
devido a adicdo de pd de forno de aciaria como fonte de Zn para a soja cultivada em um

Latossolo Vermelho, com ato teor de argila e médio teor de matéria organica.

Tabela 37 - AlteragBes nos indicadores microbiolégicos de qualidade do solo em
resposta as fontes de micronutrientes adicionadas para o cultivo do arroz

IAC 165. Primeiro experimento.

Tratamentos Respiracdo Biomassa  qCO,Y  Desidrog.  Protease
HgCO,g° ugCg’ ngCOJug mgHg' mgtyrg™
dia® Cmicgth? ht
Testemunha 32,8ab 8ad 186a 3,04ab 309
Subprod. Cu 2 28,2b 137cd 88bcd 3,07ab 318
Subprod. Cu 4 26,6b 90d 130b 2,73ab 332
Fertilizante Cu 3 31,4ab 119cd 111bc 2,67ab 324
Misturap.a. Cu 3 29,5ab 146c 86bcd 2,50ab 327
Subprod. Zn 4 31,4ab 117cd 124b 2,27b 346
Subprod. Zn 8 36,0a 297a 51d 2,74ab 283
Fertilizante Zn 6 32,6ab 222b 62cd 2,38ab 292
Misturap.a. Zn 6 32,0ab 232b 62cd 3,19a 337

W qCO2: quociente metabdlico; Médias com letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade; Os nimeros a frente de cada fonte referem-se as doses de Cu e
Zn adicionadas.
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4.2 ESTUDO 2: Variagdo genotipica quanto ao de micronutrientes e de cadmio em

cultivaresdearroz deterrasaltas

Foram observadas diferencas marcantes tanto no rendimento de massa seca de plantas
jovens e de gréos quanto aos acumulos e teores de Cd, Fe, Zn e Se nas mesmas (Tabelas 38 a
41). No presente estudo, os teores médios de micronutrientes e de Cd nos gréos variaram de:
Cd, 0,17 - 1,76 mg kg*; Fe, 14,5 - 31,4 mg kg™; Zn, 24,4 - 45,1 mg kg e Se, 15 - 122 ug kg
! Tais resultados demonstram uma ampla variagdo genotipica entre os cultivares estudados,
sendo os resultados similares aos relatados pela literatura (GREGORIO et a., 2000; ARAO;
AE, 2003; BASSINELO et d., 2006; ZHANG et a., 2006).

O aumento da producdo de massa seca pode influenciar os teores dos elementos na
parte aérea e gréos devido ao chamado “efeito de diluicdo”, bastante conhecido na avaliacéo
do estado nutricional das plantas (JARRELL; BEVERLY, 1981). Desta forma, recentemente
tem sido relatado que o melhoramento genético vegetal voltado para ganho em produtividade
pode estar ocasionando a reducdo da concentragdo de micronutrientes nos gréos de trigo ao
longo do tempo (GARVIN; WELCH; FINLEY, 2006; MURPHY ; REEVES; JONES, 2008).

Os resultados do presente estudo concordam em parte com a questéo levantada por
Garvin, Welch e Finley (2006). De fato, os teores dos micronutrientes Fe, Zn e Se
apresentaram relagéo inversa ao rendimento de gréos (Tabelas 38 a 41) que, em gera, foram
maiores nos cultivares antigas. Por outro lado, para o Cd, houve comportamento inverso, o
rendimento de gréos correlacionou-se positivamente com os teores de Cd nos gréos e os
cultivares modernos mostraram 0s maiores teores. Liu et a. (2005) observaram o mesmo
padréo de aumento dos teores de Cd em gréos devido as maiores producdes de gréos, embora
o0s resultados encontrados por esses autores devam ser vistos com ressalva, pois as plantas de
arroz foram cultivadas em solo contendo alto valor de Cd (100 mg kg™)

Foi notdria a relagéo negativa entre teor de Cd e de teores de Fe, Zn e Se nos gréos de
arroz (Tabela 38). Estes resultados corroboram as observagdes, de campo, de que as plantas
apresentariam, mecanismos para evitar a transocacdo de metais pesados toxicos para gréos
(KUBOTA; WELCH; CAMPEN, 1992). Por outro lado, discordam de Liu et a. (2003), que
relatam interagdes sinérgicas do Cd com Fe, Zn e Cu, na absorcéo radicular e transocacéo
para a parte aérea de arroz. Todavia, ressalta-se novamente que Liu et al. (2003) aplicaram

elevada dose de Cd (100 mg kg™ de solo), condicéo raramente encontrada em sol os agricol as.
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Arao e Ishikawa (2006) observaram que somente quando ocorrem teores moderados de
Cd no solo é que foram encontradas correlacbes positivas entre teor de Cd e de
micronutrientes no arroz. Fato que ndo aconteceu para a soja. Outros estudos parecem néo
confirmar que harelacéo entre teor de cadmio e de micronutrientes, umavez que, o gene aelo
gue regula o teor de Cd parece ser especifico, ndo alterando os teores de outros elementos ou
caracteristicas econémicas (CLARKE et a., 2002; HART et a., 2006).

A caracteristica de relagdo inversa entre teores de Cd e de micronutrientes nos gréos
do arroz pode ser muito Util em programas de melhoramento vegetal, permitindo-se ao mesmo
tempo selecionar plantas que apresentem maiores teores de micronutrientes e menos teores de
Cd. Outro aspecto importante, entretanto observado apenas para Cd e Se, foi a correlacéo
entre seus teores ou acumulos nas plantas jovens e seus teores nos graos (Tabelas 38 e 41).
Desta forma, no caso do arroz de terras adtas, pode-se aventar que seria possivel fazer a
selecdo de gendtipos objetivando menores teores de Cd e maiores de Se.

Véarios fatores podem influenciar os teores de Fe e Zn nos graos de arroz, entretanto,
segundo Gregorio et a. (2000), é possivel selecionar cultivares para maiores teores de

minerais e também maiores rendimentos.
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Tabela 38 - Producdo, teor e acimulo de cadmio em plantas jovens e graos de arroz de terras

altas e suas relagdes com os teores de ferro, selénio e zinco nos gréaos.

Cultivares? Massa seca Cd Plantajovem Cd Gréos
Pl.jovem Gréos Teor Acum. Teor Acum.
gplanta glvaso mgkg' pg/planta mgkg® pg/vaso
IAC 4440 2,1 24,0 5,8 12 1,76 42,3
PB 11 2,6 13,7 7,7 20 1,54 21,1
PB 05 2,7 21,8 8,0 21 1,53 335
BRSMG Reldampago 2,5 11,5 91 23 1,23 14,1
BRSMG Caravera 2,1 15,9 7,6 16 1,21 19,2
BRSMG Curinga 2,4 17,3 4.0 10 1,04 18,0
Pérola 3,0 15 5,8 17 1,03 1,6
Bonanca 19 13,0 8,7 16 0,95 12,3
Jaguari 33 1,7 39 12 0,93 1,6
Primavera 2,2 55 8,2 18 0,79 4,3
IAC 201 2,8 9,6 3,7 10 0,74 7,0
IAC 600 2,9 1,6 31 9 0,67 11
Gurani 2,1 11,9 4,7 10 0,65 7,8
Caiapo 2,3 9,3 31 7 0,61 57
Bico ganga 2,1 8,4 51 11 0,59 50
IAC 435 31 1,8 4,4 14 0,55 09
BRS Tdento 1,6 12,9 4,6 7 0,53 6,9
Canastra 2,3 7,1 7,5 17 0,53 3.8
PB 01 29 16,0 8,4 24 0,53 8,5
Arroz preto 17 9,1 75 13 0,50 4,6
IAC 165 2,5 7,0 4,0 10 0,49 34
BRSMG Conai 2,2 13,2 5,2 11 0,48 6,3
Cargjas 2,6 12,3 5,2 13 0,48 59
IAC 47 2,7 6,6 34 9 0,46 3,0
IAC 202 2,4 11,3 39 9 0,42 4,7
Pratéo 2,6 1,7 5,2 14 0,38 0,3
Beira campo 18 134 57 10 0,36 4,8
Maravilha 2,2 6,4 5,2 11 0,32 2,1
IAC 25 25 9,2 35 9 0,32 2,9
Batatais 2,3 1,0 39 9 0,31 0,3
Dourado precoce 2,3 2,6 6,1 14 0,30 0,8
IAC 4 2,1 2,4 5,0 11 0,29 0,7
Cateto 2,9 2,4 4,7 13 0,28 0,7
IAC 1246 2,5 8,2 4,3 10 0,19 1,6
Cateto seda 2,3 6,9 6,9 16 0,17 1,2
DMS (Tukey 5%) 12 79 2,6 9 0,13 72
Correlagoes
Teor de Cd nos gréos 007 056 0397 0417 - 085"
Teor de Fe nos graos 005" 034" 028" 0327 -028" -030"
Teor de Se nos gréos -0,05" 031" -035  -037 -039 -032"
Teor de Zn nos graos 009"  -040 -014"°  -0227 -047 -050"

WDoses fornecidas antes do cultivo: Zn = 3,0 mg dm™>; Cd = 1,0 mg dm™ e Se = 0,1 mg dm.



Tabela 39 - Producdo, teor e acimulo de ferro em plantas jovens e gréos de arroz de terras

altas e suas relagdes com os teores de cadmio, selénio e zinco nos gréos.

Cultivares® Massa seca Fe Plantajovem Fe Gréos
Pl.jovem Gréos Teor Acum. Teor Acum.
gplanta glvaso mgkg® pg/planta mgkg® pg/vaso
IAC 4440 2,1 24,0 108 223 20,5 494
PB 11 2,6 13,7 151 388 15,8 214
PB 05 2,7 21,8 94 250 15,8 344
BRSMG Reléampago 25 11,5 88 223 19,3 222
BRSMG Caravera 2,1 15,9 108 230 21,3 336
BRSMG Curinga 24 17,3 76 183 31,3 539
Pérola 3,0 15 75 224 25,0 39
Bonanca 19 13,0 84 158 159 207
Jaguari 3,3 1,7 72 233 25,1 43
Primavera 2,2 55 106 232 21,4 116
IAC 201 2,8 9,6 74 210 29,7 282
IAC 600 29 1,6 80 230 23,5 39
Gurani 2,1 11,9 94 199 16,9 201
Caiapd 2,3 9,3 49 113 18,3 169
Bico ganga 2,1 8,4 106 217 25,2 213
IAC 435 31 18 71 220 23,0 39
BRS Taento 16 12,9 92 145 31,0 401
Canastra 2,3 7,1 7 176 25,7 187
PB 01 2,9 16,0 95 268 15,2 244
Arroz preto 1,7 9,1 137 235 275 251
IAC 165 25 7,0 64 157 25,6 179
BRSMG Conai 2,2 13,2 83 178 15,9 211
Cargas 2,6 12,3 80 203 14,5 174
IAC 47 2,7 6,6 62 164 23,3 151
IAC 202 2,4 11,3 69 169 21,1 239
Pratéo 2,6 1,7 78 206 22,6 17
Beira campo 1,8 134 78 142 19,2 257
Maravilha 2,2 6,4 86 188 17,1 114
IAC 25 25 9,2 66 167 21,7 198
Batatais 2,3 1,0 78 180 26,0 25
Dourado precoce 2,3 2,6 95 219 31,3 80
IAC4 2,1 2,4 79 169 25,1 58
Cateto 29 2,4 76 217 20,2 48
IAC 1246 25 8,2 73 178 29,1 236
Cateto seda 2,3 6,9 106 244 314 221
DMS (Tukey 5%) 1,2 7.9 44 135 5,2 181
Correlagoes
Teor de Cd nos gréos 007 056 03 039 -028" 044
Teor de Fe nos graos 005"  -034"" -005% -0,12V° - 0,08"°
Teor de Se nos graos 005" 031" -0247 -026 052 -011"°
Teor de Zn nos graos 009"  -040" 0227 -028° 031 -028"

WDoses fornecidas antes do cultivo: Zn = 3,0 mg dm™>; Cd = 1,0 mg dm™ e Se = 0,1 mg dm.
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Tabela 40 - Producéo, teor e acimulo de zinco em plantas jovens e graos de arroz de terras

altas e suas relagdes com os teores de cadmio, ferro e selénio nos gréos.

Cultivares? Massa seca Zn Plantajovem Zn Gréos
Pl.jovem Gréos Teor Acum. Teor Acum.
gplanta glvaso mgkg' pg/planta mgkg® pg/vaso
IAC 4440 2,1 24,0 69 139 24,4 588
PB 11 2,6 13,7 85 218 25,2 338
PB 05 2,7 21,8 90 243 36,0 790
BRSMG Reldampago 2,5 11,5 84 211 329 377
BRSMG Caravera 2,1 15,9 73 157 25,4 404
BRSMG Curinga 24 17,3 75 184 36,6 632
Pérola 3,0 15 73 220 34,2 52
Bonanca 19 13,0 110 207 37,2 483
Jaguari 3,3 1,7 62 201 44,7 72
Primavera 2,2 55 100 212 45,1 247
IAC 201 2,8 9,6 70 194 335 320
IAC 600 2,9 1,6 70 199 39,0 63
Gurani 2,1 11,9 84 181 37,7 449
Caiapo 2,3 9,3 52 119 43,2 396
Bico ganga 2,1 8,4 84 175 43,8 367
IAC 435 3,1 18 72 225 25,7 49
BRS Talento 1,6 129 72 113 34,8 449
Canastra 2,3 7,1 78 174 43,3 313
PB 01 29 16,0 78 219 30,0 480
Arroz preto 1,7 9,1 107 184 42,3 381
IAC 165 2,5 7,0 71 176 39,5 276
BRSMG Conai 2,2 13,2 59 128 34,1 452
Cargjas 2,6 12,3 76 194 32,1 399
IAC 47 2,7 6,6 56 148 41,1 262
IAC 202 2,4 11,3 87 214 34,3 384
Pratéo 2,6 1,7 75 198 41,6 31
Beira campo 18 134 85 155 40,4 541
Maravilha 2,2 6,4 64 142 37,6 246
IAC 25 2,5 9,2 53 134 37,5 343
Batatais 2,3 1,0 57 129 29,6 29
Dourado precoce 2,3 2,6 74 171 44,5 114
IAC 4 2,1 2,4 72 152 39,3 93
Cateto 2,9 2,4 77 222 40,6 97
IAC 1246 2,5 8,2 69 169 42,6 353
Cateto seda 2,3 6,9 95 220 39,5 278
DMS (Tukey 5%) 12 79 35 111 6,5 301
Correlagoes
Teor de Cd nos gréos 007 056 016 019 -047" 0417
Teor de Fe nos gréos -0,05" -034" -006"° -011"° 0317 -027
Teor de Se nos graos -005% 031" -014"  -015% 0287 -025"
Teor de Zn nos gréos -0,00"  -040"" 009" -002% -  -016"

WDoses fornecidas antes do cultivo: Zn = 3,0 mg dm™; Cd = 1,0 mg dm™ e Se = 0,1 mg dm.
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Tabela 41 - Producao, teor e acimulo de selénio em plantas jovens e graos de arroz de terras

altas e suas relagdes com os teores de c&dmio, ferro e zinco nos gréos.

Cultivares® Massa seca Se Plantajovem Se Graos
Pl.jovem Gréos Teor Acum. Teor Acum.
gplanta glvaso  pgkg® ng/planta pgkg' nglivaso
IAC 4440 2,1 24,0 44 91 57 1370
PB 11 2,6 13,7 16 40 35 479
PB 05 2,7 21,8 <5 <14 17 368
BRSMG Reléampago 25 115 <5 <l 16 178
BRSMG Caravera 2,1 15,9 20 45 15 236
BRSMG Curinga 2,4 17,3 53 130 74 1274
Pérola 3,0 15 56 168 64 100
Bonanca 19 13,0 <5 <10 42 542
Jaguari 3,3 1,7 37 119 48 82
Primavera 2,2 55 70 153 53 286
IAC 201 2,8 9,6 31 87 61 592
IAC 600 29 1,6 34 96 47 76
Gurani 2,1 11,9 21 45 56 669
Caiapd 2,3 9,3 53 119 63 595
Bico ganga 2,1 8,4 <5 <11 27 225
IAC 435 31 18 65 203 63 116
BRS Taento 16 12,9 13 20 55 714
Canastra 2,3 7,1 <5 <12 73 526
PB 01 29 16,0 <5 <15 17 264
Arroz preto 1,7 9,1 14 24 47 422
IAC 165 25 7,0 45 111 58 409
BRSMG Conai 2,2 13,2 7 16 40 528
Cargas 2,6 12,3 18 45 56 698
IAC 47 2,7 6,6 36 98 44 297
IAC 202 2,4 11,3 76 182 63 707
Pratéo 2,6 1,7 53 140 39 29
Beira campo 1,8 134 <5 <9 36 487
Maravilha 2,2 6,4 30 65 42 270
IAC 25 25 9,2 35 89 48 450
Batatais 2,3 1,0 37 86 49 49
Dourado precoce 2,3 2,6 89 205 85 216
IAC4 2,1 2,4 38 81 122 286
Cateto 29 2,4 40 116 40 99
IAC 1246 25 8,2 24 59 115 941
Cateto seda 2,3 6,9 <5 <12 71 484
DMS (Tukey 5%) 1,2 7.9 14 57 15 497
Correlagoes
Teor de Cd nos gréos 007 056 -011%  -010% -039"" 023"
Teor de Fe nos graos 0,05 034 027" 025 0527 007
Teor de Se nos gréos -0,05" 0317 040 035 - 0,32
Teor de Zn nos graos -0,09%°  -0407" 0,211 0,07 028" -0,15"°

WDoses fornecidas antes do cultivo: Zn = 3,0 mg dm™>; Cd = 1,0 mg dm™ e Se = 0,1 mg dm.
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Na Figura 6, sdo ilustrados os resultados de variagdo geotipica quanto ao teor de Cd
nos gréos do arroz de terras altas. Vale destacar que os cultivares IAC 165 e BRSMG Conal,
utilizados nos experimentos sobre absorcdo de metais pesados téxicos adiconados aos solos
via fertilizantes (item 3.1.2.4 e 3.1.3.4), podem ser considerados de média capacidade de
absorc¢do e trand ocagdo de Cd. Esses cultivares, nas condigdes deste estudo, devido ao teor de
Cd nos gréos acima de 0,4 mg kg™ ndo poderiam ser utilizadas para o consumo humano
segundo CODEX (2004). Por outro lado, como o teor de Cd é menor que 1 mg kg, ainda
estaria permitido o consumo pela legislacéo brasileira sobre contaminantes em aimentos
(ANVISA, 1965). Estes dados demostram que a caracteristica do cultivar em absorver mais
ou menos Cd, deve ser considerada em estudos sobre avaliacGes de rico e potencial de

contaminacdo de produtos agricolas por metais pesados toxicos.
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Figura 6. Variagdo genotipica entre 35 cultivares de arroz de terras atas em relacéo a

concentracgo de cadmio nos gréos. Dose de Cd adicionada = 1,0 mg dm™.

89



4.3 ESTUDO 3: Influéncia genotipica e do estado nutricional na absorc¢do e no teor de

Cd e °Zn em grédosde dois cultivares de arroz de terras altas

Os resultados da Tabela 42 demonstram que houve ateracdo significativa da
distribuicdo da matéria seca nos cultivares BRS Taento e BRSMG Reldmpago quando
crescidas em condicdo de deficiécia de e Zn. A relagdo raiz:parte aérea:gréos também foi
fortemente alterada em func&o dos tratamentos.

Observou-se que ha algum tipo de interagdo entre estado nutricional e gendtipo. 1sso
pode ser verificado pelas diferencas nas quantidades de Cd e "°Zn acumulados nos gréos em
cada fase de cresciomento do arroz (Tabela 43) e, também, por meio das diferencas nos teores
de Cd nos gréos do arrroz.

O cultivar BRSMG Reldmpago apresenta as caracteristicas de superprecocidade e
maior teor de Cd nos gréos (Figura 6). Esse cultivar foi muito influenciado pela deficiénciade
Zn, que promoveu um aumento expressivo no teor de Cd nos gréos. Por outro lado, para o
cultivar BRS Talento, a deficiéncia de P é que resultou em grande aumento no teor de Cd.
Nota-se que foi diferente entre os cultivares, a fase de desenvolvimento que mais contribuiu
para 0 acimulo de Cd nos gréos (Tabela 43). Também parece ndo haver efeito do tamanho do
ciclo da cultura sobre a acumulacdo de Cd, pois houve condi¢des em que o cultivar BRSMG

relémpago, de ciclo curto, acumulou mais Cd nos gréos.
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Tabela 42 - Producdo de massa seca e de gréos, teor e acimulo de cadmio e zinco em gréos

de dois cultivares de arroz de terras altas crescidos em trés solugdes nutritivas.

Tratamentos Massa seca Céadmio Zinco
Raiz Parteaérea Gréos Teor Acum. Teor  Acum.
——g/planta—— pgkg' ng/planta mgkg? pg/planta
BRSMG Reléampago
Completa 54aB 389aB 32,7aA 90bA 2743bA 31aA  1015aA

Deficienteem P 190B  2,7bB 1,1cA 72bB 87cB 28bB 31bB

DeficienteemZn  5,6aA 3358A 22,0bA 304aA  58302A 17cA  363cA
BRS Talento

Completa 6,28A 68,78A 22,1aA 51bA 1591aA 27bA  514aB

Deficienteem P 2,8cA  52cA 16bA  8708A  1244aA  348A 55bA

DeficienteemZn  53bA  33,2bA 8,9bB 87bB 483bB 10cB 91bB

@ Os resultados de massa seca e de teores e acimulo de Zn sdo provenientes da andlise de 12 plantas e os
resultados de cadmio, de quatro plantas; Médias nas colunas seguidas de mesma letra, mintsculas dentro de
cultivar e mai Usculas entre cultivares, ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Tabela 43 - Valores percentuais de cadmio e zinco acumulados nos gréos em cada fase de
desenvolvimento de dois cultivares de arroz de terras altas crescidos em trés

solugdes nutritivas.

% do Cd acumulado nosgrdos % do Zn acumulado nos gréios™

Tratamentos
Vegetat. Reprod.  Matur. Vegetat. Reprod.  Matur.
BRSMG Reldampago
Completa 32 47 21 25 31 44
Deficiente em P 16 63 21 66 17 17
Deficienteem Zn a4 27 28 29 29 42
BRS Talento

Completa 60 19 21 62 7 31
Deficienteem P 44 3 53 25 35 40
Deficienteem Zn 28 43 29 26 18 56

@ Calculado por meio da quantidade de °Zn acumulada nos gréos durante o crescimento do arroz.
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E importante destacar que o cultivo de plantas em solucdo nutritiva, devido as
mudancas na disponibilidade de nutrientes e das condi¢des de rizosfera, pode nédo refletir o
mesmo que acontece nas condig¢des de solo. Segundo Arao e Ae (2003) e Arao e Ishikawa
(2006), o cultivo em solucdo nutritiva ndo apresentou correlacdo com as condi¢des de solo,
para o teor de Cd em gréos de arroz de terras altas.

O maior teor de Cd nos grdos do cultivar BRSMG Reldpago quando com deficiéncia
de Zn (Tabela 42), poderia ser explicado pela substituicdo do Zn pelo Cd. O zinco é
quimicamente semelhante ao cadmio e pode substitui-lo em varias reacbes metabdlicas ou
competir pelos mesmos sitios de absorcdo (HONMA; HIRATA, 1978; WELCH; NORVELL,
1999; HART et al., 2002).

Para o cultivar BRS Talento, o aumento do Cd nos gréos ocorreu de forma muito
acentuada na deficiéncia de P, talvez devido a grande quantidade de raizes produzidas ou por
meio de algum outro mecanismo ainda desconhecido. As fitoquelatinas sdo compostos
produzidos pelas plantas para “sequestrar” metais pesados e armazena-los nos vacuolos das
céulas, diminuindo a toxidez direta do metal e também a sua transdocacdo nas plantas
(MEUWLY et d., 1995; NASCIMENTO; FONTES; CAMBRAIA, 1997). Pode-se aventar
gue a deficiéncia de P, por interferir no metabolismo mineral, possa inativar a sintese de
compostos relacionados ao transporte de Cd (por exemplo, as fitoquelatinas) e, assim, permitir
maior transporte de Cd para os gréos de arroz.

Existem varias barreiras ap acimulo de micronutrientes e metais pesados téxicos nas
partes cometivels que precisam ser melhor compreendidas. Estas barreiras sdo consequéncias
do refinamento dos mecanismos homeostaticos que regulam a absorcdo, translocacdo e
redistribuicéo de metais em plantas, permitindo teores em nivels adequados e, ou, nao-tdxicos
de nutrientes ou de metais pesados toxicos nos tecidos vegetais. (WELCH, 1995; WEL CH;
GRAHAM, 2004).

Os fatores que afetam a absorcdo radicular, transporte para a parte aérea e
redistribuicdo podem estar relacionados a mecanismos de interacBes entre a planta e o
ambiente e a adaptacdo das espécies vegetais a0 meio. Sabe-se que a selegdo genética para
aumentar ou decrescer a absor¢do de um ion pode favorecer outros ions, pois, um gene ou
grupo de genes controla a absor¢do de um ou mais ions (McLAUGHLIN; PARKER;
CLARKE, 1999).

A exsudacdo de &cidos organicos e, ou, fitometaldéforos pode aumentar a
disponibilidade de micronutrientes e, também, de metais pesados toxicos (WELCH, 1995;
WELCH; NORVELL, 1999; SHENKER; FAN; CROWLEY, 2001; REICHMAN; PARKER,
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2005). Neste sentido, Mench e Fargues (1994) observaram que variedades de aveia eficientes
na absor¢do de Fe também apresentavam maiores teores de Cd, Cu, Pb, Mn, Ni e Zn.
Provavelmente, devido a exsudacéo de fitosiderdforos e de acidos orgéanicos. Porém, Oliver et
al. (1996) relataram que variedades de trigo eficientes na absorcdo de Zn apresentaram baixos
teores de Cd. Entretanto, a mesma relagéo ndo foi observada para cevada.

A variagdo genotipica na nutricdo mineral de plantas ndo € assunto novo. Desde 1926,
Harvey (1939) relata observacOes da interacdo gendtipo e nivel de fertilidade do solo. Esse
tipo de estudo somente foi retomado no inicio dos anos 70, buscando-se gendtipos tolerantes
a0 excesso de Mn em solos &cidos e, também, plantas que absorvessem menos metais pesados
toxicos em &reas tratadas com lodo de esgoto (FOY; FLEMING; ARMIGER, 1969;
BINGHAM et a., 1975). Nd obstante aos recentes trabalhos na area molecular e de
expressao de genes terem elucidado muitos dos fatores que regulam absorcao, transportadores
de metais pesados (Nramp e ZIP) e suas redistribuigdes nas plantas (KOCHIAN, 2000;
EPSTEIN; BLOOM, 2005), ndo se sabe a0 certo ainda se cultivares eficientes para crescer em

solos pobres, podem de fato facilitar a mobilizagdo e absor¢cdo de metais pesados toxicos.
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5 CONCLUSOES

Os métodos de extracdo usando sistema micro-ondas sdo mais eficientes para andlise
de nutrientes e de metais pesados em fertilizantes. Porém, se adotado 0 uso de reagentes e
agua de alta pureza, pode-se usar também métodos de extracdo em sistema aberto com boa
confiabilidade.

A quantificacdo de micronutrientes e metais pesados toxicos, utilizando ICP-MS e
ICP-AES produzem resultados semelhantes quanto a andlise de amostras de fertilizantes;
porém, para andlise de do teor natural de Cd, Cr e Pb em amostras de gréos, apenas a
guantificacéo por ICP-MS foi adequada.

Hé& pouco ou nenhum incremento na producéo devido a fertilizacdo quando os teores
de nutrientes nos solos estdo na faixa considerada média. Entretanto, 0 aumento dos teores de
nutrientes no solo em funcdo da fertilizacdo, pode melhorar a qualidade dos produtos
agricolas pelo incremento dos teores de nutrientes.

Nas condi¢cbes deste trabalho, tanto os subprodutos e rocha fosfatica quanto os
fertilizantes foram capazes de fornecer nutrientes as plantas, sem causar aumento excessivo de
metai s pesados toxicos nos sol os e nos produtos agricolas.

Apenas uma parte dos metais pesados toxicos adicionados aos solos por meio dos
fertilizantes fica disponivel de imediato para as plantas. A solubilidade dos metais pesados
nos fertilizantes depende do grau de acidulacdo dos mesmos.

Dependendo da fonte de nutriente e dose, mesmo que o teor disponivel de um metal
pesado toxico aumente no solo devido a fertilizagdo, o teor no produto agricola pode ndo
aumentar ou até diminuir devido aos mecanismos de imobilizacdo ou de competicdo entre
nutriente e metal pesado toxico.

Nas condi¢des deste estudo, os indicadores microbiolégicos do solo e as atividades
enziméaticas em plantas de alface reagiram positivamente a fertilizacdo e ndo apresentaram
influéncia dos metais pesados toxicos contidos nos fertilizantes.

Foram identificadas variedades de arroz de terras atas com baixo e alto teor de Cd nos
gréos, sendo que os teores de Fe, Zn e Se apresentaram relagdo inversa com o teor de Cd.
Somente para Cd e Se é que houve relacdo positiva entre teores na planta jovem e nos gréos
dearroz.

Observou-se interacdo entre estado nutricional da planta e gendtipo no teor de Cd em

gréos de arroz de terras altas cultivado em solugdo nutritiva.
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