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RESUMO

Objetivou-se avaliar a viabilidade de extracdo de acidos humicos a partir de lodo de
esgoto sanitario e seus efeitos sobre plantas de alface, em dois sistemas de cultivos
(solo e hidroponia), comparados com o produto comercial. No experimento | foi
realizada a extracao de acido humico utilizando trés tipos de materiais (lodo de esgoto
estabilizado, compostado com bagaco de cana e in natura), empregando trés
metodologias para extragdo. Foram determinados o0s percentuais de carbono,
hidrogénio e nitrogénio totais, razéo isotdpica de 2C/*?C e ®N/**N e composicdo
nutricional, todos realizados em triplicatas. No experimento Il o delineamento
experimental foi em blocos casualizados, esquema fatorial 2 x 6, sendo duas fontes
(acido humico extraido a partir de lodo de esgoto e acido humico comercial) e seis
concentragées (0, 0,5, 1,5, 3,0, 4,5 e 6,0 mM de C L1), com quatro repeticdes e trés
plantas por parcela. As plantas de alface foram avaliadas por meio das seguintes
variaveis: diametro do caule e da planta, comprimento do caule, altura da planta e
nameros de folhas, massa fresca e seca da parte aérea, analise quimica de nutrientes
da parte aérea, volume radicular, indice indireto de clorofila (SPAD) e pigmentos
fotossintéticos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a p < 1% e 5% de probabilidade e para o experimento
Il qguando os dados foram significativos, foi realizado o estudo de regressao para as

concentracoes.

Palavras-chave: matéria organica; substancias humicas; métodos de extracao;

nutricdo de plantas; is6topos.






ABSTRACT

The objective was to evaluate the feasibility of extracting humic acids from sewage
sludge and its effects on lettuce plants, in two cropping systems (soil and hydroponics),
compared with the commercial product. In experiment I, the extraction of humic acid
was carried out using three types of materials (stabilized sewage sludge, composted
with sugarcane bagasse and in natura), using three methodologies for extraction. The
percentages of total carbon, hydrogen and nitrogen, isotopic ratio of 3C/?C and
N/*N and nutritional composition were determined, all performed in triplicate. In
experiment Il, the experimental design was in randomized blocks, factorial scheme 2
X 6, with two sources (humic acid extracted from sewage sludge and commercial humic
acid) and six concentrations (0, 0.5, 1.5, 3 .0, 4.5 and 6.0 mM of C L), with four
replications and three plants per plot. Lettuce plants were evaluated using the following
variables: stem and plant diameter, stem length, plant height and number of leaves,
shoot fresh and dry mass, chemical analysis of shoot nutrients, root volume, indirect
chlorophyll index (SPAD) and photosynthetic pigments. The data were submitted to
analysis of variance and the means were compared by the Tukey test ap < 1% and 5%
of probability and for experiment Il when the data were significant, the regression study

was carried out for the concentrations.

Keywords: organic matter; humic substances; extraction methods; plant nutrition;

isotopes.
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INTRODUCAO GERAL

As quantidades de lodo de esgoto (LE) geradas como um residuo das Estacao
de Tratamento de Esgoto (ETES) sédo cada vez mais elevadas e, por isso, a reciclagem
desse residuo vem ganhando cada vez mais importancia. Uma das formas mais
racionais de utilizagcdo do LE, sobretudo ap6s o residuo ter sido compostado ou
estabilizado, € empregéa-lo na agricultura (BOWSZYS et al., 2009; WIECZOREK;
FRACZEK, 2013).

Esse composto apresenta 6timas perspectivas de uso no solo para fins
agricolas, por fornecer matéria orgéanica, macronutrientes e micronutrientes,
melhorando a fertilidade do solo e aumentando as produtividades das culturas
(BETTIOL et al., 2004; SANTOS et al., 2014; CATOLICO et al., 2015), especialmente
em paises de clima tropical como o Brasil, onde o0s solos sdo pobres em matéria
organica e nutrientes em decorréncia da a¢ao do clima.

O LE tem em sua composi¢cdo aproximadamente 40% de material organico
(LOPES, 2018), e por isso, apresenta potencial como fonte para substancias humicas
(SHs). A maior parte das SHs utilizadas em fertilizantes organicos no mundo é
derivada de leonardita, material com teor de SHs superior a 90%. Entretanto, no Brasil,
ndo héa descricdo de fontes de leonardita, fato que incentiva a procura de alternativas
como matéria-prima (SAITO; SECKLER, 2014).

De forma simplificada, pode-se dizer que as SHs sdo compostos organicos
condensados, oriundos da a¢cao microbiana no solo (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014).
Entretanto, essa definicdo de SHs ndo é vinculada ao conhecimento exato da sua
forma e massa molecular, pois 0s processos bioquimicos relacionados a formacao do
hdamus néo séo totalmente esclarecidos.

Segundo Stevenson (1994) e Meng et al. (2017), as SHs podem ser
subdivididas em trés fragGes principais: acido humico (AH) (soluvel em alcali), acido
fulvico (AF) (soluvel em &cido e alcali) e humina (HU) (insolavel em acido e alcali),
sendo os principais componentes do carbono organico do solo.

Estimou-se que a concentracdo de SHs na solucéo do solo pode chegar a 250
mg L~ ! (GERKE, 1993) e alguns trabalhos evidenciaram que, sob condi¢cGes
hidropbnicas, mesmo as concentragées menores (5 mg L~ ') poderiam determinar
efeitos sobre a nutricdo e crescimento das plantas (CACCO et al., 2000; CANELLAS
et al., 2002; VACCARO et al., 2015).
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Os AHs constituem a fracédo reativa mais estavel da matéria organica, cujas
moléculas séo soluveis em meio alcalino, e, insoliveis em meio acido (CANELLAS et
al., 2001). Essa fragao constitui um dos mais importantes componentes das SHs, que
sdo derivados principalmente da degradacdo bioquimica de residuos de plantas e
animais pela atividade sintética microbiana (GULSER et al., 2010).

Dentro deste contexto, a busca da maior eficiéncia do aproveitamento de
nutrientes tem sido relatada em trabalhos com uso de AH. Em um estudo realizado
por Zanin et al. (2018), utilizando uma fracéo de AH extraido de turfa em plantulas de
milho cultivadas hidroponicamente, os resultados indicaram que o0s sistemas de
transporte de nitrato de alta afinidade sao induzidos pelo préprio substrato e que houve
aquisicao acelerada de nitrato nas raizes do milho quando adicionado AH a solucao.

Estudos anteriores também relataram o efeito estimulador dos AHs na captacao
de nitrato em outros hibridos de milho (PINTON et al., 1999; QUAGGIOTTI et al., 2004;
TOMASI et al., 2009) e em outras espécies vegetais (CACCO et al., 2000; NARDI et
al., 2000; KEELING et al., 2003; TAVARES et al., 2016).

Seu uso como fertilizante pode melhorar as propriedades hidrofisicas do solo e
a disponibilidade de nutrientes, gerando o aumento da eficiéncia fotossintética (RADY
et al., 2016) e da produtividade das culturas em solos salinos (OSMAN; RADY, 2012).
Zanin et al. (2018), sobre a resposta de plantulas de milho ao tratamento com AH,
forneceu evidéncias claras de que a aquisicdo de nitrato pode ser induzida mesmo
guando ha caréncia do elemento na solucdo nutritiva, corroborando com as respostas
observadas em milho e trigo por Pinton et al. (1999) e Cacco et al. (2000).

Keeling et al. (2003) e Jannin et al. (2012) evidenciaram que moléculas humicas
sdo capazes de estimular a absorcao de nitrato e a atividade da membrana plasmatica
H + -ATPase nas raizes e alteracdes de distribuicdo de nitrato e citocinina (MORA et
al., 2010). Os estudos realizados por Baldotto et al. (2011) e Canellas; Olivares (2014),
mostram que houve inducdo a formacéo de raizes laterais nas plantas de alface,
promovendo um aumento de bombas de protons nas membranas bioldgicas,
tornando-as mais eficientes energeticamente e no transporte de nutrientes.

Estudos realizados por Kaiser; Huber (2001) mostraram uma relagao negativa
da falta de CO:2 e a inatividade da enzima redutase do nitrato, indicando que a
fotossintese é requerida para a ativacao da enzima. Os mesmos autores constataram

gue a reducao do nitrato é sensivel a resisténcia estomatica, de maneira que nas
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plantas com estdmatos fechados, a taxa fotossintética e a atividade da enzima de
assimilacao séo afetadas.

Dentre os efeitos mais frequentes relatados da utilizagédo de AH nas plantas
esta o de estimular o crescimento radicular (SILVA et al., 2011) como consequéncia
do desencadeamento de maior expressao da enzima H + ATPase, semelhante ao
proporcionado pelo horménio auxina (CANELLAS et al., 2009). Algumas
caracteristicas positivas com a utilizacdo de AH também foram relatadas por Pinton et
al. (1997); Pinton et al. (1999); Canellas et al. (2002); Nardi et al. (2002); Zanin et al.
(2015), Canellas et al. (2015) e Zamboni et al. (2016), como a melhoria da biomassa
total da planta, a absorcéo de ion pela raiz, a acidificacéo da rizosfera pelas raizes e
a alocacgéao de nutrientes nas folhas.

Resultados positivos para desenvolvimento de raizes foram encontrados por
Bettoni et al. (2016), que relatam aumento no crescimento das raizes com o0 uso de
SHs em plantulas de cebola cultivadas organicamente. Rosa et al. (2009), com a
utilizacdo de fragdes soluveis de SHs (AH+AF) extraidas de carvdo mineral, notaram
que a massa seca da raiz de plantas de feijdo aumentou linearmente até a maior dose
de SHs testada (20 mg L* de C), sendo 41% superiores ao tratamento sem SHs
(testemunha).

Por meio de andlises morfolégicas de raizes de milho, Canellas et al. (2002)
observaram que o tratamento com AH estimulou claramente o nimero de locais de
emergéncia lateral da raiz a um nivel variavel entre 7 e 12 vezes os valores do
controle. Outros autores obtiveram resultados positivos no crescimento da parte aérea
e raizes de plantas de aveia, azevém e alface, utilizando doses entre 10 e 25 mg de
C L das SHs extraidas de solo, carvdo e vermicomposto, respectivamente (PINTON
et al., 1999; SILVA et al., 2000; RODDA et al., 2006), porém ainda sao incipientes os
resultados para SHs extraidas de LE.

E reconhecida a ligacdo de cations a SHs, devido & presenca de grupos
funcionais acidos, como os grupos carboxilicos e fenolicos (MASINI, 1998). Por meio
dessa informacéo, foi levantada a hipétese de que o tamanho e peso das moléculas
hamicas afetariam a complexacdo de tragos metalicos (CABANISS, 2000) e que o
peso molecular da fracdo de AH esta diretamente ligado aos beneficios
proporcionados as plantas.

Os efeitos fisiologicos especificos das SHs nas plantas sdo em funcéo da fonte,

concentracéo e peso molecular das fragdes humicas aplicadas (NARDI et al., 2002).
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Bai et al. (2019) citam que, geralmente, as fracdes de pesos moleculares menores
tém maior capacidade de ligacdo do que fracbes com pesos moleculares maiores,
devido as diferencas no contetdo dos grupos funcionais. Estas diferengas de tamanho
e peso ocorrem,

pois as SHs produzidas podem ser modificadas por polimerizacéo, resultando
em uma diversidade de pesos moleculares que variam de 500 a 1.000.000 D
(PICCOLO et al., 2002).

Em um estudo avaliando-se trés diferentes extratos humicos: carvédo oxidado,
Leonardita da Dakota do Norte e de um solo organico, Piccolo et al. (1992) relataram
gue as fracdes humicas de menor tamanho molecular mostraram o maior efeito sobre
a absorcéo de nitrato e atividade hormonal. Devido a isso, justifica-se a realizacdo das
analises isotopicas dos AHs extraidos de LE, as quais pretendem encontrar uma
assinatura isotépica a partir da composicdo dos is6topos estaveis do carbono e do
nitrogénio, a fim de diferencia-los e avalia-los quanto ao seu peso molecular.

A utilizacdo exdgena de SHs nos sistemas agronémicos pode ser introduzida
como auxilio no desenvolvimento sustentavel. Atualmente a maioria das SHs
utilizadas na agricultura é derivada de recursos ndo renovaveis, como turfa e carvao;
e com o aumento dessa tecnologia também exige a busca por novas fontes
sustentaveis de produtos humicos, por exemplo, residuos organicos (CANELLAS et
al., 2015).

A resposta das plantas a aplicacdo de AH ndo é andloga, variando de acordo
com a matéria-prima das quais esses compostos sao extraidos, a sua concentracao
e 0 gendétipo da planta (BALDOTTO et al., 2012). A origem distinta das SHs varia
significativamente segundo as quantidades de diferentes grupos funcionais
(CHRISTL; KRETZSCHMAR, 2001), por isso a importancia da caracteriza¢cdo quimica
do material.

A proposta deste trabalho, de produzir AHs a partir de LE, abre uma nova
possibilidade de agregar valor a esse residuo e permitir 0 seu uso como nova fonte
sustentavel de produtos humicos, com seguranca na area agricola. Dessa forma, o
objetivo geral desse trabalho foi avaliar a viabilidade de extracdo de AHs de LE
sanitario e seus efeitos sobre plantas de alface em dois sistemas de cultivo (solo e

hidroponia) comparado com AH comercial.
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CAPITULO 1

VIABILIDADE DE EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE ACIDO HUMICO
EXTRAIDO A PARTIR DE LODO DE ESGOTO

RESUMO

No presente trabalho, foi estudada a extracdo de acidos humicos (AH) de trés tipos
de lodo de esgoto (LE): 1 - estabilizado, 2 - compostado com bagaco de cana e 3 - “in
natura”, empregando-se trés métodos: | - Método descrito pela Sociedade
Internacional de Substancias Humicas, Il - Método descrito na Instru¢gdo Normativa n°
28 de 27 julho de 2007, do MAPA e Il - Método descrito no Comunicado Técnico n°
16, (Benites et al., 2003.) Foram determinados os parametros de rendimento total,
concentragdo e quantificacdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio e razao isotépica de
13C e °N dos AHs extraidos de diferentes LE. O método Il destacou-se positivamente
para o rendimento total dos AHs extraidos e para a quantidade em mg de carbono,
hidrogénio e nitrogénio. Em contrapartida, o método |, apresentou 0s maiores valores
para concentracdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio nos AHs, em relacdo ao
método Il e Ill. Para a razéo isotopica de *3C e *N dos AHs, foi possivel observar
diferencas significativas tanto para os materiais extraidos, quanto para os métodos

utilizados nas extracoes.

Palavras-chave: substancias humicas; razdo isotdpica; composi¢cdo elementar;

métodos.



24

ABSTRACT

In the present work, the extraction of humic acids (HA) from three types of sewage
sludge (LE) was studied, (1) - stabilized), (2) - composted with sugarcane bagasse and
(3) - “in natura”, using three methods: (I) - Method described by the International Humic
Substances Society, (1) - Method described in Normative Instruction No. 28 of July 27,
2007, from MAPA and (lll) - Method described in Technical Communication n° 16,
(Benites et al., 2003.) The parameters of total yield, concentration and quantification
of carbon, hydrogen and nitrogen and isotopic ratio of 13C and 15N of the HAs
extracted from different LE were determined. Method Il stood out positively for the
total yield of the extracted HAs and for the quantity in mg of carbon, hydrogen, and
nitrogen. In contrast, method | presented the highest values for carbon, hydrogen, and
nitrogen concentration in HAs, in relation to method Il and Ill. For the 13C and 15N
isotope ratio of the HAs, it was possible to observe significant differences both for the
extracted materials and for the methods used in the extractions.

Keywords: humic substances; isotopic ratio; elementary composition; methods.
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1.1 INTRODUCAO

Durante a etapa de tratamento de esgoto realizado pelas Estacdes de
Tratamentos de Esgoto (ETES), é gerado um subproduto denominado lodo de esgoto
(LE), cuja disposicao constitui um problema mundial cada vez mais grave.
Geralmente, esse residuo tem como destinacao final os aterros sanitarios, porém essa
nao € a alternativa mais adequada, em razdo dos altos niveis de poluentes organicos
e inorganicos liberados do lixiviado, ja que esses residuos possuem elevada umidade
e vao liberando chorume ao longo do tempo. Desse modo, faz-se necessario o estudo
de métodos apropriados de tratamento e descarte desse residuo para evitar a
contaminacgéo do solo e dos recursos hidricos (LABANOWSKI et al., 2010; KUMARI
et al., 2016).

Uma das estratégias adequadas para o tratamento e posterior uso desse
residuo é a sua compostagem, processo de transformacao microbiana controlada de
matéria organica com material estrutural (AUBAIN et al., 2002), onde parte da matéria
organica é mineralizada em diéxido de carbono, ambnia e agua, enquanto a outra
parte € transformada em SHs, que s&o estruturalmente analogas as encontradas nos
solos (HERNANEZ-APAOLAZA et al., 2000).

As SHs podem ser definidas como macromoléculas e misturas heterogéneas,
formadas pela biodegradacéo de residuos vegetais e animais, sendo divididas em
diferentes fraces: &cido humico (AH), &cido falvico (AF) e humina (HU) (SHAHBAZI,
MARZI; TABBAKHIAN, 2019). Estas substancias influenciam a fertilidade do solo,
melhorando a estrutura, a porosidade e o fornecimento de nutrientes (BRONICK; LAL,
2005; NARDI et al., 2009). Nas plantas, induzem processos fisiolégicos, aumentando
0 crescimento, a absorcao de nutrientes e o rendimento das culturas (NARDI et al.,
2002).

Devido a sua atual importancia, as fracdes humicas vém sendo pesquisadas
em varios paises, principalmente no que se refere a matéria-prima utilizada para
extragcdo como: carvoes de baixa qualidade e seus residuos, solo, residuos de culturas
agricolas, composto, lixiviado de aterro sanitario, residuos animais e lodo de esgoto
(DAS, et al., 2015; AL-FAIYZ, 2017; GUSIATIN et al., 2017; MOROZESK et al., 2017;
WU et al., 2017).

Para Zara et al. (2017) a quantidade de AH extraivel depende de varios fatores,
como o tipo de material organico, método e solugéo extratora, temperatura e tamanho

de particula do substrato. Atualmente, existem varias metodologias descritas para a


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pollutant-level
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653517309098#bib37
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26

extracdo de SHs, que variam quanto ao processo de extracdo, quantidade de material
utilizado; aos extratores; tempo e velocidade de centrifugacéo; filtracao; utilizacdo de
atmosfera de N2 e purificacao.

Durante a revisdo realizada para a elaboracdo do presente trabalho, nao foi
encontrada nenhuma metodologia especifica para a extracdo de AH a partir de LE.
Devido a isso, foi necessario testar trés diferentes metodologias com o objetivo de
obter um AH de qualidade e com rendimento satisfatério a partir da interacdo do
método com o material.

A primeira metodologia testada foi descrita pela Sociedade Internacional de
Substancias Humicas (IHSS), método mais difundido internacionalmente. Esse
método foi utilizado nos trabalhos de Kuwatsuka et al. (1992), Asing et al. (2009) e
Conselvan et al. (2018) para extracao de SHs de turfa, composto organico e, carvao.
Esse método apresenta grande relevancia, € utilizado mundialmente, consegue extrair
SHs de qualidade e com alto grau de pureza, porém apresenta, alto grau de
laboriosidade na sua execucao (BENITES et al., 2003) o que dificulta 0 seu uso em
grande escala.

A segunda metodologia, considerada como oficial do Brasil, € descrita pela
Instrucdo Normativa n°® 28 de 27 julho de 2007/MAPA, sendo indicada para fertilizante
organico, que é definido como produto de natureza fundamentalmente organica,
obtido por processo fisico, quimico, fisico-quimico ou bioquimico, natural ou
controlado, a partir de matérias-primas de origem industrial, urbana ou rural, vegetal
ou animal, enriquecido ou ndo de nutrientes minerais.

A terceira metodologia € descrita no Comunicado Técnico n° 16 (MAPA, Benites
et al., 2003) que consiste em uma modificagdo na metodologia descrita pela IHSS,
visando a quantificacdo das fragcbes humicas por meio de procedimento simplificado
e de facil execugdo, com o objetivo de suprir a alta demanda por extracdo e
quantificacdo de SHs dos laboratoérios nacionais. A metodologia adaptada apresentou
resultados considerados satisfatorios para o emprego como analise de rotina pelos
laboratorios.

Pela complexidade metodolégica exposta e pela auséncia de métodos
especificos para a extracdo de SHs de materiais de origem distinta, objetivou-se nesse
trabalho avaliar a viabilidade das trés metodologias para extracdo de AH de trés

diferentes composic¢des de LE sanitario e a posterior caracterizacdo do AH extraido.
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Localizacdo da area experimental

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Fertilidade do Solo, do
Departamento de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas — FCA/UNESP, em Botucatu-SP.

1.2.2 Delineamento experimental

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3,
com trés repetices. Os fatores avaliados foram trés metodologias de extracdo de AHs
em solos: Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS), Instrucéo
Normativa SDA n° 28 de 27 julho de 2007 (IN n° 28) do MAPA e Comunicado Técnico
n° 16 (MAPA, Benites et al., 2003) e trés tipos de lodo de esgoto (LE): estabilizado,

compostado com bagaco de cana e in natura.

1.2.3 Lodo de esgoto

O LE utilizado foi proveniente da ETE- Lageado, da cidade de Botucatu. Para
a extracdo de AH foram utilizados trés tipos de materiais: LE estabilizado (secagem e
compostagem em leiras durante 66 dias), LE compostado (mistura de LE + bagaco de
cana na proporcdo 1:1 compostado por 45 dias), LE in natura (recém-saido da
centrifuga com aproximadamente 85% de umidade). Os trés materiais utilizados no
experimento foram caracterizados quimicamente segundo a metodologia oficial do
MAPA, no Laboratério do Departamento de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente da
Faculdade de Ciéncias Agronbmicas — FCA/UNESP, em Botucatu-SP. Todos 0s
resultados estéo apresentados na base seca, com excecdo do pH, apresentado em

base umida (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicéo quimica dos lodos de esgoto utilizados no experimento

LE C/N pH N P,0s K20 Ca Mg S M.O Cc.O
______ — % —

1 7/1 59 3,72 3,65 0,14 1,45 0,30 3,01 44 24

2 9/1 57 2,90 3,42 0,12 1,32 0,28 2,16 46 26

3 8/1 6,3 2,97 2,94 0,28 1,57 0,46 2,07 45 28
LE Na B Cu Fe Mn Zn

-- ----mg kg*

1 2020 112 206 33100 348 784

2 1800 146 92 46900 326 604

3 1286 97 275 36482 329 941

LE: 1: estabilizado; 2: compostado com bagaco de cana de agucar e 3: “in natura”
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1.2.4 Método I: Sociedade Internacional de Substancias Hiumicas (IHSS)

Para cada material foram pesados 200 g de LE, apds as amostras serem secas
em estufa a 65°C e moidas até passarem totalmente em peneira com malha de 0,5
mm de abertura, foram divididas em trés repeticbes de 66,6 g. Em seguida as
amostras foram transferidas para frascos de 2000 ml, aos quais foram adicionados
670 ml de HCI 0,1 mol L para fornecer uma proporcéo final de 10 ml de liquido para
cada 1 g de amostra seca. O material foi agitado por cerca de uma hora e submetido
a centrifugacdo (2500 rpm) por 15 minutos, possibilitando a liberacdo de ions
metalicos fracamente ligados a estrutura do material hiumico. Posteriormente, foi
acertado o pH do meio em 7,0 com NaOH 1,0 mol L e foram adicionados 670 ml de
NaOH 0,1 mol L* sob atmosfera de N2, para obter a razéo final de extracdo 10:1. Para
conseguir adicionar NaOH 0,1mol L sob atmosfera de N2 foi necessaria a colocacgao
de uma caixa de papeldo sobre uma bancada. Apds isso, realizou-se uma pequena
abertura frontal na caixa, pela qual era possivel a passagem somente dos bracos de
guem iria colocar o NaOH nos frascos e uma abertura lateral da largura da mangueira
a qual levava o gas para dentro da caixa. Em seguida, o material foi agitado por cerca
de quatro horas e depois deixado em repouso por uma noite.

Na sequéncia, o pH do sobrenadante foi abaixado até 1,0 com HCI 6,0 mol L
e 0 material foi deixado em repouso por 16 horas. Ao término desta etapa, o
precipitado (AH) foi isolado por centrifugacéo (2500 rpm) por 15 minutos e a solugao
sobrenadante (AF) foi descartada. O precipitado de AH foi redissolvido com adicéo de
um volume minimo de hidréxido de potassio (KOH 0,1 mol L) sob atmosfera de N2, e
em seguida adicionado cloreto de potassio sélido (KCI 0,3 mol L), a floculacédo e
separacao destes coloides inorganicos foram realizadas por centrifugacéo a (2500
rpm) por 15 minutos. O AH foi reprecipitado adicionando-se HCI 6,0 mol L* sob
agitacdo constante e ajustando-se o pH do meio sobrenadante em 1,0. ApOs essa
etapa, a suspenséo foi deixada em repouso por 16 horas para precipitagdo do AH,
seguindo-se outra etapa de centrifugacao (2500 rpm) por 15 minutos e em seguida o
descarte do sobrenadante resultante desta etapa. Em um recipiente plastico, o
precipitado de AH foi ressuspenso em HCI 0,1 mol L't e HF 0,3 mol L1, e deixado sob
agitacdo por uma noite a temperatura ambiente. Essa parte do processo possibilita a
destruicéo de silica e silicatos, abaixando consideravelmente o teor de cinzas do AH
gerado. ApOs essa etapa, ocorreu a centrifugacdo (2500 rpm) por 15 minutos e

posterior descarte do sobrenadante.
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Finalmente, o conteudo obtido foi dialisado em membranas com corte de massa
molar de 1000 Daltons até ndo se detectar cloro (ClI) na solucdo externa (dgua
destilada deionizada) & membrana (Figura 1). Para a avaliagdo da presenca de CI- na
solucdo externa a membrana foi empregado o método de Mohr. O método de Mohr
consiste na coletada de amostras de 100 mL da solucdo externa a membrana durante
a filtragem e agitacdo do AH. Apés isso, foi adicionado 1 mL da solucéo indicadora de
cromato de potassio (K2CrOa) e titulou-se com solucao de nitrato de prata (AgNOs3)
0,050 mol L1, até a formacéo e persisténcia de um precipitado de coloragdo vermelho-
tijolo de cromato de prata (Ag2CrOa4), na regido do ponto de equivaléncia, havendo
presenca de cloreto. Quando era detectada a presenca de cloreto, a solucdo externa
(agua destilada deionizada) era renovada. Essa etapa foi refeita varias vezes até
constatar a ndo formacao do precipitado de coloragéo vermelho-tijolo de cromato de
prata visivelmente, ou seja, até a concentracéo livre de Cl- ser menor que 10 mol L
1. O branco foi feito para a confirmagéo, utilizando agua destilada deionizada no lugar
da amostra. As amostras foram colocadas para secar em estufa a 60°C, por quatro
horas.

Figura 1 - Filtragem do precipitado de 4cido humico através de membrana de
dialise de massa molar de 1000D

Fonte: Marcela Caetano Lopes -2020

1.2.5 Método IlI: Instrucdo Normativa SDA N° 28, De 27 de julho de 2007

Para cada material foram pesados 48,75 g de LE, apdés as amostras serem
secas em estufa a 65°C e moidas até passarem totalmente em peneira com malha de
0,5 mm de abertura, foram entdo divididas em trés repeticdes de 16,25 g. Nesse
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momento, cada repeticdo de 16,25 g foi dividida novamente em 13 amostras de 1,25
g e transferidas para frascos de 250 ml. Em seguida acrescentaram-se 100 mL da
solucéo extratora de pirofosfato de sédio 0,1 mol L (NasP207.10H20) em NaOH 0,1
mol L, recém-preparada, o frasco foi tampado e agitado por 30 minutos em agitador
Wagner a 40 rpm.

O contetdo de cada frasco de 250 mL foi transferido para dois tubos de
centrifuga de 50 ml e ajustado a velocidade da centrifuga para 2000 g (for¢ca) por 15
minutos. Em seguida, transferiu-se o sobrenadante para baldo volumétrico de 1000
mL e foi repetida a operacao de centrifugacéo por cinco vezes, adicionando aliquotas
de 50 mL da solucéo extratora em cada tubo, em funcdo da amostra, até que o liquido
de extracdo ficasse levemente corado. Reuniram-se todos os extratos no balédo
volumétrico de 1000 mL e, apds, completado o volume com &gua destilada,
homogeneizou-se e obteve-se a solucdo com o extrato himico total.

Para o fracionamento, foram retiradas aliquotas de 100 mL da solucédo do
extrato humico total e acrescentou-se &cido sulfdrico a 20% (v/v), agitou-se
lentamente até pH 1. ApoOs essa etapa, foi deixado em repouso por um periodo de 8
horas, para a separacdao dos acidos humicos. Centrifugou-se novamente a 2000 g
(forca) por 15 minutos e comprovou-se visualmente a separacdo do precipitado de
acidos humicos. As amostras foram colocadas para secar em estufa a 60°C, por

guatro horas.

1.2.6 Método Ill: Comunicado Técnico n° 16 MAPA (Benites et al., 2003)

Para cada material foram pesados 5,28 g de LE, apds as amostras serem secas
em estufa a 65 °C e moidas até passarem totalmente em peneira com malha de 0,5
mm de abertura, e divididas em trés repeticbes de 1,76 g. Transferiu-se a amostra
para tubo de centrifuga de 50 mL com tampa e adicionaram-se 20 mL de NaOH 0,1
mol L%, agitando manualmente, deixando em repouso por 24 horas. Apds esse
processo, levou-se a centrifugacao a 5.000 g (forca) por 30 minutos, em seguida o
sobrenadante foi recolhido e reservado. Foram adicionados mais 20 mL de NaOH 0,1
mol L1 a cada amostra, agitando-se manualmente até o desprendimento e
ressuspensado do precipitado. Na sequéncia deixou-se em repouso por 1 hora e
centrifugou novamente a 5.000 g (forca) por 30 minutos, onde o sobrenadante foi
recolhido e armazenado junto ao previamente reservado. O precipitado retido no tubo

Falcon corresponde a fracdo HU e foi descartado.
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Ajustou-se o pH de todo o sobrenadante reservado durante o processo para pH
1,0 (£ 0,1), pela adicéo de gotas de solucao de H2SO4 20% dentro de tubos Falcon de
50 ml e deixado decantar por 18 horas. ApOs esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 5.000 g (for¢a) por 30 minutos para a separacgao das fracoes AF e AH
(Figura 2). O sobrenadante resultante dessa etapa foi descartado, pois se tratava da
fracdo AF. O precipitado de AH retido no tudo Falcon foi lavado com 20 ml de NaOH
0,1 mol Lt e 20 mL de H20 destilada, e em seguida centrifugadas a 5.000 g (forga)
por 30 minutos. As operacdes foram repetidas por trés e duas vezes, respectivamente,
sendo o sobrenadante descartado em todas as etapas. Ao final, as amostras foram

colocadas para secar em estufa a 60°C, por quatro horas.

Figura 2 - Separacéo das fracdes acido humico (precipitado) e acido fulvico

(sobrenadante) apés decantacédo de 18 horas

Fonte: Marcela Caetano Lopes -2020

1.2.7 Avaliacdes
1.2.7.1 Rendimento dos acidos humicos extraidos (%)

Para determinar o percentual de rendimento do AH extraido a partir do LE,
dividiu-se o valor da massa do AH extraido (g) pela massa total do LE (g), e o valor
obtido foi multiplicado por 100, obtendo-se assim o rendimento em %.

1.2.7.2 Concentracdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio totais dos acidos
humicos extraidos (%)

Na realizacdo de um pré-teste, verificou-se uma variagdo significativa no

rendimento dos AHs extraidos pelos diferentes métodos utilizados, que podem ser

decorrentes das diferengas dos procedimentos acima citados. Devido a isso, fez-se



32

necessario saber se haveria variacdes também na qualidade dos materiais gerados,
sendo assim, foram determinados os percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio
totais dos AHs, em triplicata, por meio do Analisador Elementar Automatico (modelo
PE 2400 Series Il, marca Perkin Elmer®). As andlises foram realizadas no
Departamento de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas — FCA/UNESP, em Botucatu-SP.

1.2.7.3 Andlise darazdo isotdpica de *3C e >N dos acidos himicos extraidos
As analises isotdpicas foram realizadas para encontrar uma assinatura
isotopica para cada AH extraido do LE a partir da composicédo dos isétopos estaveis
do carbono e do nitrogénio a fim de diferenciar os tipos de materiais (AHs), as
metodologias utilizadas para extracao e ainda avaliar seu peso molecular. As analises
isotopicas de carbono e nitrogénio foram realizadas no Centro de Is6topos Estaveis
“Prof. Dr. Carlos Ducatti” do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu. Para a
andlise isotopica foram determinadas as razdes dos isétopos de carbono (*3C/*2C) e
nitrogénio (**N/**N) por meio de um analisador elementar organico (OEA) acoplado a
um espectrometro de massa de razdo isotopica (IRMS) em um sistema de fluxo
continuo. Os resultados foram fornecidos em notagéo & (3*3C ou 5'°N) definida pela
diferenca relativa da razao isotdépica da amostra pela razdo isotopica do padrao

internacional V-PDB para 5'3C e ar atmosférico para 8°N, expressas em %o.

o} (%0) = [(R amostra — R padréo) /R padréo] x 1000

1.2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a p < 1% e 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico Agroestat (Barbosa; Maldonado Junior, 2015).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos métodos de extracdo empregados, verificou-se que o método
lIl apresentou maior rendimento na separacéo dos AHs, diferindo significativamente
dos demais métodos para todos os tipis de LE avaliados. Quando foi realizada a
extracdo de AH do LE1, os métodos | e Il ndo apresentaram diferenca significativa na

% de extragdo de AH. Entretanto, quando utilizou o LE2 e o LE3 houve diferenca
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significativa entre os métodos | e Il, sendo observada maior % de rendimento com o
método Il (Tabela 2).

Tabela 2 - Interacdo entre métodos de extracédo e tipos de lodo no rendimento
total dos acidos humicos (%) extraidos

TIPOS DE LODO

METODOS 1 ) 3
--------------------- % de AHS -----------meme e
I 0,08aB 0,06aC 0,06aC
I 2,75aB 4,16aB 3,59aB
1 23,6 7bA 27,89aA 25,71abA

DMS (5%) 2,21
CV (%) 10,87
F Met. X Tipos de lodo 3,10*

Tipos de lodo: 1 - LE estabilizado, 2 - LE compostado com bagaco de cana e 3 - LE in natura. Métodos:
| (Sociedade Internacional de Substancias Hamicas (IHSS), Il (Instrugdo Normativa SDA n° 28 (MAPA,
BRASIL, 2007) e Ill (Comunicado Técnico n® 16 (MAPA, Benites et al., 2003). * indica diferenca a 5%
e ** indica a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e ns = nédo significativo a (p>0,01 ou a 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maildscula na coluna, ndo diferem entre si.

Durante a extracao de SHs busca-se obter no final do processo um rendimento
elevado, um baixo teor de cinzas e o minimo de alteracdes estruturais. Contudo, essas
propriedades sdo facilmente modificadas por parametros do préprio método de
extracdo empregado (ZARA et al., 2017). Por meio dessa informacao, € possivel
levantar a hip6tese de que as caracteristicas de cada método (quantidade de material,
diferentes extratores, tempos e velocidades de centrifugacao, filtracdo, utilizacao de
atmosfera de N2z e purificacdo) possam ter promovido variagdes no rendimento total
dos AHs no presente trabalho.

Uma caracteristica relevante dos métodos de extracdo testados, que facilmente
€ capaz de alterar os parametros finais das SHs é a solugcédo extratora. No caso, 0
método | utilizou hidréxido de s6dio (NaOH 0,1 mol L) como solucédo extratora, e
posteriormente o hidréxido de potassio (KOH 0,1 mol L) e cloreto de potassio sélido
(KCI 0,3 mol L't) com o objetivo de reduzir o contetido de cinzas.

No método Il a solucdo extratora utilizada foi pirofosfato de sédio 0,1 mol L?
(NasP207.10H20) em NaOH 0,1 mol L* recém-preparada. Francioso et al. (1998)
relatam que o uso do pirofosfato de s6dio pode minimizar o efeito da auto-oxidacao

do material himico extraido, porém pode apresentar maior conteudo de silicio e
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agregar unidades de fosfato nas estruturas das SHs. Estudos realizados por Doskocil
et al. (2018), avaliando o rendimento de AHs isoladas de sete amostras de lignito de
seis bacias de carvOes Europeus, utilizando a solugcéo extratora supracitada,
verificaram valores de rendimento entre 3,0% e 11,4% nas sete amostras de AHS.

O método Il utilizou a solucéo extratora de hidroxido de sédio (NaOH 0,1 mol
L), e apresentou os melhores resultados de rendimento, diferindo assim dos demais
métodos avaliados. O resultado encontrado para essa varidvel no presente trabalho
corrobora os de Rosa et al. (2000), que avaliando tipos e concentracdes de solucdes
extratoras alcalinas para a extracdo de SHs em turfa, verificaram influéncia do
hidroxido de sédio (NaOH) nas variaveis: tempo e a temperatura de extracao,
granulometria, rendimento, teor de cinzas e de AH e AF.

Deve-se considerar que o0 rendimento muito baixo apresentado pela
metodologia I, inviabiliza a separacdo do AH das amostras, visto que os valores
extraidos foram de 296 a 464 vezes menor que a separacao pelo método Ill. Por mais
reconhecimento que o método | tenha do ponto de vista de pesquisa, sua extracao
nao permite que seja utilizado com objetivo de producdo de AH dado o baixo
rendimento de separacéo.

Na Tabela 3 encontram-se 0s resultados da composicdo elementar de carbono
(©), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) totais contidas nos AHs extraidos pelas diferentes
metodologias dos trés tipos de LE. Para a concentragéao de carbono total, o LE2 gerou
maior concentracdo de carbono quando utilizado o método I. No entanto, para o
método I, o LE3 apresentou valores de carbono superiores ao LE1 e LE2. E para o
meétodo I, o LE1 e LE3 proporcionaram resultados superiores de carbono em relacao
ao LE2.
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Tabela 3 - Interacdo entre métodos de extracao e tipos de lodo na concentracao
de carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) totais contidos nos

acidos humicos (%) extraidos

TIPOS DE LODO

METODOS
1 2 3
Concentracao de C nos AHs extraidos (%)
I 40,80bA 48,89aA 42,91bA
Il 11,87bC 11,55bB 16,19aC
[l 22,19aB 13,55bB 24,48aB
Concentracao de H nos AHs extraidos (%)
I 4,94bA 5,53abA 6,10aA
Il 1,79aC 1,91aB 2,29aC
1 2,68bB 1,46¢B 3,54aB
Concentracdo de N nos AHs extraidos (%)
I 7,16bA 6,72bA 9,43aA
Il 1,62bB 1,18bB 2,46aB
[l 1,86aB 1,14bB 2,22aB
DMS (1%) 3,20
CV (%) 4,56
F Met. X Tipos de lodo 51,83**
DMS (1%) 0,80
CV (%) 8,79
F Met. X Tipos de lodo 10,52**
DMS (1%) 0,62
CV (%) 6,06
F Met. X Tipos de lodo 17,41*

Tipos de lodo: 1 - LE estabilizado, 2 - LE compostado com bagago de cana e 3 - LE in natura. Métodos:
| (Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS), Il (Instrugdo Normativa SDA n° 28 (MAPA,
BRASIL, 2007) e Ill (Comunicado Técnico n® 16 (MAPA, Benites et al., 2003). * indica diferenca a 5%
e ** indica a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e ns = néo significativo a (p>0,01 ou a 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maildscula na coluna, ndo diferem entre si.

No trabalho realizado por Morozesk et al. (2017) houve extracao de AHs do LE
in natura pelo método da IHSS (método | neste trabalho) e encontraram o valor de
39,47% para o teor de C no material humico. O resultado foi inferior ao encontrado no
presente trabalho que também utilizou LE in natura e o método da IHSS, o valor
encontrado foi de 42,91%.

A diferengca encontrada nos valores para a variavel nos dois trabalhos é

justificada pela origem distinta dos LE. Os autores Shahbazi; Marzi; Tabbakhian,
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(2019) relataram que a origem e idade dos materiais utilizados para extracéo, estao
diretamente ligadas as variacbes de caracteristicas das SHs extraidas, como
composicao, estrutura, peso molecular e posi¢cao dos grupos funcionais.

Entretanto, apesar de haver variacdes na composicao elementar devido a
diferentes caracteristicas dos materiais de origem, Sutzkover-Gutman et al. (2010)
descreveram que a composicao elementar das SHs em geral contém de 40 a 60% de
carbono. A vista disso, foi possivel verificar a semelhanca dos teores de C nos AHs
extraidos de LE do presente trabalho com valores citados de AHs extraidos de
diferentes materiais de origem em outras pesquisas.

Resultados encontrados por Rosa et al. (2000), que extrairam SHs de turfa
utilizando solugdes extratoras alcalinas, encontraram valores entre 22,31 e 27,59%
para o teor de C, valores esses também encontrados no presente trabalho para o AH
gerado a partir do LE1 e LE3 no método Ill. No caso do trabalho realizado por Katsumi
et al. (2015) que analisaram teores de C em vinte e seis amostras de AHs extraidos
de superficies de solos virgens coletados no Jap&o, encontraram os teores entre 51,8
e 60,2%, valores esses que foram superiores aos verificados no presente trabalho.

Em relacdo a concentracdo de H total determinada nos AHs extraidos pelos
diferentes métodos, observa-se que a concentracao de H no AH oriundo do LE2 e LE3
foi significativamente maior que do AH oriundo do LE1 quando utilizado o método 1.
Em contrapartida, utilizando-se o método Il, os AHs ndo apresentaram diferencas
significativas entre si quanto a concentracao de H. Quando foi utilizado o método IlI,
a maior concentracdo de H foi obtida pelo AH extraido do LE3 dentre os trés materiais
avaliados. Sobre os métodos de extracao testados no presente trabalho, observou-se
gue o AH extraido pelo método | foi significativamente superior para teores de H em
relacdo aos métodos Il e Il para os trés tipos de lodos (Tabela 3).

Dick et al. (1998) extrairam AH do lodo orgéanico (LO), oriundo da fabricacéo de
celulose, empregando dois métodos de extracdo: método | (solugdo extratora NaOH
0,5 mol L* e método 2 (pirofosfato de sédio 0,15 mol L1). E concluiram que, o teor de
H (6,7%) do AH extraido do LO com NaOH (método 1) foi estatisticamente superior.
O resultado apresentado corrobora com o encontrado nesse trabalho, o qual obteve
valor elevado para o teor de H do AH extraido do LE com solucdo extratora NaOH,
independente dos lodos terem origens distintas.

Ao comparar resultados encontrados por outros autores para a concentracdo

de H dos AHs extraidos de outras fontes e por outros métodos de extracéo, foi possivel
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detectar uma variacao nesses resultados. No caso do trabalho realizado por Katsumi
et al. (2015) com vinte e seis amostras de AHs extraidos de superficies de solos
virgens coletados no Japao, os teores foram de 3,10 a 5,71%, ao compara-los com 0s
valores obtidos no presente estudo de 1,79 a 6,10%, foi possivel notar uma maior
variacdo. Na pesquisa realizada por Rosa et al. (2000), analisando a composicéo
elementar das SHs extraidas de turfa, utilizando dois tipos de solucbes extratoras
(NaOH e KOH) e trés concentracdes (1,0 mol/L; 0,5 mol/L e 0,1 mol/L), foi constatado
que os teores de H do AH foram de 4,44 a 6,35%.

A concentracdo de N foi significativamente superior para o AH oriundo do LE3
em relacdo aos AHs oriundos dos LE1 e LE2, para os métodos | e Il. Para o método
lll, o AH oriundo do LE1 e LE3 néo diferiram significativamente entre si, sendo
estatisticamente superior ao LE2. Ao verificar o comportamento dos métodos de
extracdo, pode-se concluir que o método | destacou-se significativamente em relacéo
aos métodos Il e Ill para os AHs oriundos de todos os LE avaliados (Tabela 3).

Os métodos Il e Il ndo apresentaram diferenca significativa entre si, e as
concentragdes de N dos AHs variaram entre 1,18 e 2,46 % e 1,14 e 2,22%, para 0S
métodos | e Ill, respectivamente. O método | apresentou concentracdes mais elevadas
para essa variavel, variando de 6,72 a 9,43%. Uma hip6tese para a diferenca na
concentracdo de N observada nos métodos avaliados € que os métodos Il e Ill utilizam
a solucdo de pirofosfato de sédio 0,1 mol Lt (NasP207) em NaOH 0,1 mol Lt e
hidroxido de sédio (NaOH 0,1 mol L), respectivamente. E o método | utiliza solucédo
extratora de (NaOH 0,1 mol L!) e (KOH 0,1 mol L), possivelmente a diferenca na
solucéo extratora utilizada pode ter gerado essa variacao entre os métodos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Rosa et al. (2000) ao
analisarem os teores de N total em SHs extraidas de turfa, utilizando dois tipos de
solucdes extratoras (NaOH e KOH) e trés concentragdes (1,0 mol/L; 0,5 mol/L e 0,1
mol/L), os quais encontraram diferenca significativa para o teor médio de N, utilizando
solucéo extratora NaOH de 1,51% e para KOH de 0,59%. Essa diferenca entre os
teores de N das SHs pode indicar uma possivel contaminacdo de substancias de
natureza ndo humica (proteinas e aminoacidos) quando é utilizado NaOH na extracao
ou sugerir uma extragdo insatisfatoria do material himico por solugdo KOH.

Ao extrair AH do lodo organico, oriundo da fabricacdo de celulose, utilizando
duas solucdes extratoras: hidréxido de sédio (NaOH 0,5 mol L?) e pirofosfato de sédio

(NasP207 - 0,15 mol L), concluiram que, o teor de N do AH extraido com NasP20y foi
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estatisticamente inferior ao extraido com NaOH, de 3,2% e 5,1%, respectivamente
(DICK et al., 1998). Os resultados acima confirmam os evidenciados nesse estudo,
que ao utilizar NaOH como solucao extratora (método Ill) obteve valores entre 6,72 e
9,43% e, para NasP207, os valores foram de 1,18 a 2,46%.

Os teores de N obtidos de vinte e seis amostras de AHs extraidos de superficies
de solos virgens coletados no Japdo, utilizando pirofosfato de sédio 0,1 mol L*
(NasP207) e NaOH 0,1 mol L* como solucdo extratora, ficaram entre 1,86 e 4,77%.
No presente trabalho, fazendo uso da mesma solucao (pirofosfato de sédio 0,1 mol L
1+ NaOH 0,1 mol L) (método II) para extracdo de AHs de LE, foram encontrados
teores de N entre 1,18 e 2,46% (KATSUMI et al., 2015).

Verificando os valores de 8'3C dos trés AHs avaliados pelos trés métodos, foi
possivel observar que o AH oriundo do LE2 apresentou valores superiores em relacao
aos demais, sendo -19,90%o, -20,81%0 e -21,23%. para os métodos I, Il e I,

respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 - Interacédo entre métodos de extracédo e tipos de lodo na abundancia

natural de & 13C (%.) contido nos acidos humicos extraidos

TIPOS DE LODO

METODOS 1 2 3
—----=-=---- § 13C N0OS AHS ---------moemmeeeeeeo-
I -24,76CA -19,90aA -23,09bA
Il -25,16bA -21,23aB -24,58bB
1] -25,83bB -20,81aB -25,57bC
DMS (1%) 0,63
CV (%) -1,00
F Met. X Tipos de lodo 15,00**

Tipos de lodo: 1 - LE estabilizado, 2 - LE compostado com bagaco de cana e 3 - LE in natura. Métodos:
| (Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS), Il (Instrucdo Normativa SDA n° 28 (MAPA,
BRASIL, 2007) e Il (Comunicado Técnico n° 16 (MAPA, Benites et al., 2003). * indica diferenca a 5%
e ** indica a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e ns = ndo significativo a (p>0,01 ou a 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, néo diferem entre si.

Uma possivel hipotese para os resultados encontrados para o AH a partir do
LE2, é a composicao do LE utilizado como matéria-prima para extracdo, pois trata-se
de uma mistura de LE + bagaco de cana na proporcéo de 1:1, ou seja, uma parte de

lodo para uma parte de bagaco de cana.
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A cana-de-acucar (Saccharum ssp), pertence ao grupo de plantas com
metabolismo fotossintético Cas, que fixam CO2 atmosférico por meio da enzima (PEP
carboxilase), que apresenta elevada afinidade pelo CO2 (MAGALHAES, 1985; CORSI;
NASCIMENTO JR, 1986). No entanto, as plantas com metabolismo fotossintético Cs,
fixam o CO2 atmosférico através da enzima (RubisCO), a qual apresenta menor
afinidade pelo CO:2 e faz com que ela discrimine o is6topo de carbono pesado *C em
relagdo ao isétopo leve 2C, muito mais do que a PEP carboxilase, gerando menos
acumulo de 13C (SMITH; EPSTEIN, 1971).

O fato da enzima (PEP carboxilase) discriminar menos o 3C nas plantas de
ciclo C4, faz com que essas plantas apresentem valores de abundancia isotopica entre
-9 a -16%o0, ao contrario de plantas Cs, que os valores variam entre -22 a -34%o,
gerando uma variagédo média de 14%. (VOGEL 1993; BOUTTON, 1996; DUCATTI et
al., 2011). Em razéo disso, é possivel identificar os ciclos fotossintéticos das plantas
com base na andlise da variacdo da abundancia isotépica de 13C (ALVES et al., 2006;
DUCATTI et al., 2011). Mediante o exposto, sdo plausiveis os resultados observados
da d'3C para o AH2 apresentarem valores entre -19,90 a -21,23%o.

Para os AHs oriundos dos LE1 e LE3 néo foi possivel relacionar sua assinatura
isotdpica a nenhuma outra assinatura ja conhecida, por néo ter sido introduzido ao
material de origem nenhuma fonte de carbono, como foi feito no LE2. De acordo com
Caxito; Silva, (2015), os AHs oriundos dos LE1 e LE3 referem-se a amostras
enriquecidas nos isétopos leves 12C, em virtude dos valores encontrados de & serem
mais negativos. E, o AH a partir do LE2, € uma amostra enriquecida no isétopo
pesado, pois apresentou valores menos negativos de 8, em relagdo ao padrao
utilizado.

Ao avaliar as amostras de AHs extraidos de diferentes LE (1,2 e 3) para a 3*°N,
constatou-se diferenca significativa para as trés amostras. Para o LE1 obtiveram-se
valores significativamente maiores da &'°N (3,06 a 4,66%o), em relacédo ao LE2 e LE3
para ambos os métodos. Foi possivel verificar diferenga significativa entre o LE2 e
LE3, em ambos os meétodos, com valores de 2,02 a 2,69%0 e 0,64 a 1,77%.,

respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5 - Interacédo entre métodos de extracédo e tipos de lodo na abundancia

natural de & '°N (%.) contido nos acidos humicos extraidos

TIPOS DE LODO
METODOS 1 2 3

———————————————————————— O *N nos AHs

I 4,66aA 2,69bA 0,64cC
Il 4,62aA 2,02bB 1,31cB
[l 3,06aB 2,29bB 1,77cA
DMS (1%) 0,33
CV (%) 4,89
F Met. X Tipos de lodo 111,79**

Tipos de Lodo: 1 - LE estabilizado, 2 - LE compostado com bagaco de cana e 3 - LE in natura. Métodos:
| (Sociedade Internacional de Substéncias Humicas (IHSS), Il (Instrucdo Normativa SDA n° 28 (MAPA,
BRASIL, 2007) e Il (Comunicado Técnico n° 16 (MAPA, Benites et al., 2003). * indica diferenca a 5%
e ** indica a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e ns = ndo significativo a (p>0,01 ou a 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra, minUscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si.

Uma possivel justificativa para as diferencas observadas nos valores das
razdes isotopicas de °N dos AHs é a composicdo e o processo de compostagem
pelos quais alguns lodos foram submetidos. Para que ocorra a decomposicao ideal do
residuo orgéanico € necessario que a relacdo do contetudo de carbono e nitrogénio
(C/N) esteja adequada, ou seja, de 30:1 (MARRIEL et al,. 1987), pois a concentracao
de C e N esta diretamente relacionada ao crescimento e a diversidade dos
microrganismos, fornecendo nutrientes para a sintese protoplasmatica e a energia
suficiente para o crescimento celular (TROMBIN et al, 2005).

No caso do AH a partir do LE1, foi utilizado como matéria-prima para extracao
o LE estabilizado, que passou pelo processo de bioxidagdo aerdbia microbiana,
transformando a matéria organica nédo estabilizada em um composto estabilizado
(KIEHL, 2004; BUDZIAK et al., 2004; GARG et al., 2006; ANDREOLI et al., 2014), o
gual apresentou uma baixa relacédo C/N de 7:1.

Segundo Kiehl, (1998), quando a relagdo C/N encontra-se baixa, 0s
microrganismos eliminam o excesso de N (forma amoniacal), acarretando perdas do
elemento no material organico em decomposicao até alcancar a relacdo C/N de 30:1,
e em seguida, a relagdo diminuird até atingir valores de 12:1 a 10:1 (material orgénico

humificado) no final do processo de decomposicéo.
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Essa perda de N na forma de amonia por volatilizacdo durante o processo de
compostagem, acarreta a diminuicado das concentracdes de N no material (BERTOLDI
et al,. 1983), com isso, ocorre um enriguecimento de °N (pesado) em relacéo ao N
(leve), o que resulta em valores elevados para razao isotopica.

Diante do exposto, justificam-se os valores encontrados para o AH a partir do
LE1 em relacdo aos demais materiais no presente estudo. Os valores encontrados da
razdo isotépica de °N para o AH a partir de LE2, foram significativamente inferiores
aos encontrados a partir do LE1, sendo 2,69, 2,02 e 2,29%., para os metodos |, Il e lll,
respectivamente. A hipdtese para essa diferenca pode estar relacionada a
composicao do material utilizado como matéria-prima, a qual consiste em uma mistura
de LE + bagaco de cana, na propor¢ao de 1:1.

O material (LE + bagaco de cana) apresentou, antes de iniciar o processo de
compostagem, o valor para relacdo C/N de 36:1 (CRUZ, 2019), estando proximo a
variacdo indicada por Kiehl, (2001) de 25 a 35:1, sendo a recomendada como ideal
30:1. Essa relacao é favoravel ao metabolismo dos microrganismos heterotréficos que
efetuardo a decomposicao do material, os quais necessitam de N para sintese de
proteina e de C como fonte de energia (COTTA et al., 2015).

Durante a decomposicao, a relacdo C/N tende a baixar e a matéria organica
ser humificada, com isso a relacdo C/N alcanca valores de aproximadamente 10/1
(KIEHL, 1998). A diferenca durante o processo de compostagem realizada para o AH,
a partirdo LE1 em relacéo ao LE2, foi a perda de N (forma amoniacal) por volatilizacao
durante o processo. Pois, no decorrer do processo de compostagem do LE2, quase
todo o N presente no material € utilizado pelos microrganismos, com isso, ndo ocorre
a perda de N por volatilizacdo e nem a concentracdo do **N no composto, gerando
assim valores mais baixos para a razéo.

No caso do AH a partir do LE3, este apresentou valores significativamente
menores da razdo isotépica de °N em relacédo aos outros dois AHs, de 0,64, 1,31 e
1,77%o, para os metodos I, Il e Ill, respectivamente. Uma hipdtese para explicar os
resultados encontrados para esse material, pode ser a caracteristica do lodo, ou seja,
recém-saido da centrifuga com aproximadamente 85% umidade sem ter sido

submetido a nenhum processo de compostagem.
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1.4 CONCLUSAO

Ao final das avaliagcdes, o método Ill foi escolhido para a realizacdo das
posteriores extracdes, pois apresentou maior rendimento total dos AHs extraidos.

O método | destacou-se na concentracdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio
nos AHs, quando comparado aos métodos Il e I, porém com baixissimo rendimento
e, consequentemente, ndo seria viavel para as extracdes a serem realizadas no
decorrer do trabalho.

Em relac&o aos lodos de esgoto utilizados, o lodo 3 destacou-se dos demais
para as concentracfes de carbono, hidrogénio e nitrogénio em ambos os métodos,

sendo entdo o0 mesmo selecionado para posteriores extracoes.
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CAPITULO 2

DOSES DE ACIDO HUMICO EXTRAIDO A PARTIR DE LODO DE ESGOTO NO
CULTIVO DE ALFACE

RESUMO

A utilizacdo de 4cidos humicos na agricultura € promissora devido a capacidade dessa
fracdo da matéria organica promover alteracdes no crescimento e desenvolvimento
de plantas. Neste sentido, teve-se como objetivo avaliar as respostas de plantas de
alface a aplicacé@o de doses de AH extraido a partir de LE. O experimento foi realizado
em ambiente protegido e em dois ciclos (inverno e primavera). O delineamento
experimental utilizado foi em blocos casualizados, esquema fatorial 2 x 6, sendo duas
fontes: AH extraido a partir de lodo de esgoto “in natura” e AH comercial e seis doses,
com quatro repeticoes e trés plantas por parcela. As doses utilizadas foram de 0, 0,5,
1,5, 3,0, 45 e 6,0 mM de C L' Apds a colheita foram realizadas as seguintes
avaliacdes: biométricas (diametro e comprimento do caule; diametro, altura e nimero
de folhas da planta; massa fresca e seca da parte aérea); volume radicular; analise
guimica da parte aérea; teores de pigmentos (clorofila a, b e carotenoides) e indice
indireto de clorofila (SPAD). Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo
teste de comparagcédo de médias (Tukey a p <0,05) e quando significativos foram
realizados estudos de regressdo. O AH extraido a partir de LE proporcionou
incremento na massa fresca, massa seca e diametro do caule em resposta as
menores doses e aumento no volume radicular quando utilizado a fonte de AH
comercial. Os teores de K, Ca, Mg, B e Mn nas plantas de alface foram aumentados
em funcéo da utilizacdo de AH extraido a partir de lodo de esgoto, ja para a fonte de
AH comercial foi verificado aumento nos teores de Mn e K e decréscimo para os teores
de Ca, Fe e B.

Palavras-chave: bioestimulante; nutricdo de plantas; substancias humicas; Lactuca

sativa.
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ABSTRACT

The use of humic acids in agriculture is promising due to the ability of this fraction of
organic matter to promote changes in plant growth and development. In this sense, the
objective was to evaluate the responses of lettuce plants to the application of doses of
HA extracted from LE. The experiment was carried out in a protected environment and
in two cycles (winter and spring). The experimental design used was in randomized
blocks, factorial scheme 2 x 6, with two sources: HA extracted from sewage sludge "in
natura" and commercial HA and six doses, with four replications and three plants per
plot. The doses used were 0, 0.5, 1.5, 3.0, 4.5 and 6.0 mM of C L1, After harvesting,
the following evaluations were performed: biometric (diameter and length of the stem;
diameter, height, and number of leaves of the plant; fresh and dry mass of the aerial
part); root volume; aerial part chemical analysis; pigment contents (chlorophyll a, b and
carotenoids) and indirect chlorophyll index (SPAD). Data were submitted to analysis of
variance by means of comparison test (Tukey at p <0.05) and regression studies were
performed when significant. The HA extracted from LE provided an increase in fresh
mass, dry mass, and stem diameter in response to lower doses and an increase in root
volume when using the commercial HA source. The levels of K, Ca, Mg, B and Mn in
the lettuce plants were increased due to the use of HA extracted from sewage sludge,
while for the commercial HA source, an increase in the levels of Mn and K and a

decrease for Ca, Fe and B contents.

Keywords: biostimulant; plant nutrition; humic substances; Lactuca sativa.
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2.1 INTRODUCAO

Os solos tropicais tém a matéria organica (MOS) como um dos principais
componentes responsaveis pela manutencéo da sua qualidade e fertilidade, as quais
estdo diretamente relacionadas a produtividade e sustentabilidade de sistemas de
producéo agricola. Cerca de 10 a 15% da reserva total de carbono organico (CO) nos
solos minerais é formada por macromoléculas (proteinas e aminoacidos, carboidratos
simples e complexos, resinas, ligninas e outras) e 85 a 90% sao constituidas pelas
substancias humicas (SHs) (ZECH et al.,, 1997), estabelecendo um sistema
heterogéneo complexo de compostos organicos, diferindo-se pela composicao,
funcéo e grau de acessibilidade a microbiota do solo (CHRISTENSEN, 2000).

As SHs séo divididas em trés principais fracfes quimicas: acidos fulvicos (AF),
acidos humicos (AH) e humina (HUM), as quais sdo determinadas com base na
solubilidade em meio &cido ou alcalino (STEVERSON, 1994; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Algumas caracteristicas relatadas sobre as SHs estédo relacionadas com sua
afinidade com as propriedades fisico-quimicas dos solos, a interacdo com metais e
compostos organicos, a promocéao do crescimento e o poder de induzir alteracées no
metabolismo priméario e secundario das plantas ligado a tolerancia ao estresse
(CANELLAS; OLIVARES, 2014; CANELLAS et al., 2015).

A aplicacédo exdgena de SHs nos sistemas agrondmicos pode ser administrada
como auxilio no desenvolvimento sustentavel. Atualmente a maioria das SHs
utilizadas na agricultura é derivada de recursos ndo renovaveis, como turfa e carvao;
e com 0 aumento do uso dessas substancias surge a necessidade de busca por fontes
sustentaveis de produtos humicos, por exemplo, residuos organicos (CANELLAS et
al., 2015).

Com o intuito de buscar novas fontes para a extracao de SHs, varios trabalhos
vém sendo desenvolvidos utilizando materiais como carvdes de baixa qualidade e
seus residuos, solos, residuos de culturas agricolas, compostos organicos, lixiviado
de aterro sanitario, residuos animais e lodo de esgoto (DAS, et al., 2015; AL-FAIYZ,
2017; GUSIATIN et al., 2017; MOROZESK et al., 2017; WU et al., 2017).

O lodo de esgoto (LE) apresenta grande potencial para ser utilizado como
matéria-prima na obtenc¢éo das fragdes humicas, por conta dos altos teores de matéria
organica em sua composicao (BETTIOL e CAMARGO, 2006; LIMA et al., 2011), fato

esse que possibilita sua reciclagem por meio da extracdo de SHs, sendo a fracdo AH
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a mais bioativa em vegetais (ADANI et al., 2010; CANELLAS et al., 2012; CHAI et al.,
2013).

Os AHs sao caracterizados por apresentar baixo peso molecular e a
bioatividade dessa fragdo deriva da sua estrutura quimica e do seu peso molecular,
0S quais sao responsaveis pelo crescimento vegetal e realizacao de ligacdes ibnicas
(JANNIN et al., 2012). As propriedades dos AHs podem favorecer um rapido
desenvolvimento e aumento na produtividade das plantas, proporcionando reducao
de custos com adubacgéo e o tempo de producdo (VERLINDEN et al., 2009; LIMA et
al.,, 2011). Podem também influenciar processos fisioldgicos, o crescimento das
plantas e a absorcao de nutrientes (CONSELVAN et al., 2018).

Apesar da influéncia positiva da fracdo humica relatada na literatura, as
respostas das plantas a aplicacdo dessa substancia ndo sao anélogas, variando de
acordo com a matéria-prima das quais esses compostos sdo extraidos, a sua
concentracdo e o genodtipo da planta (BALDOTTO et al.,, 2012), mostrando-se
necessario avaliar as respostas das mesmas aos AHs de diferentes fontes e suas
concentracOes. Neste sentido, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a
resposta de plantas de alface a aplicacdo de AH extraido a partir de LE em diferentes

concentracoes.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Localizacao e caracterizacdo da area experimental

O experimento foi realizado em ambiente protegido na area experimental do
Departamento de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente da Faculdade de Ciéncias
Agrondémicas — FCA/UNESP, em Botucatu-SP, em dois ciclos (inverno e primavera).
A estrutura protegida utilizada foi do tipo arco com 7,0 m de largura e 25 m de
comprimento, com altura do pé direito de 3,0 m, coberta com plastico anti-UV e com
janelas superiores (abertas pela manha e fechadas ao final da tarde). Para a
ambientagcdo ideal dentro da estufa, controlando a temperatura e luminosidade
interna, fez-se uso de tela termo refletora com 35% de refletancia, instalada
horizontalmente na altura do pé direito, a qual era manejada por um sistema de

roldanas.
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2.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, esquema
fatorial 2 x 6, sendo avaliadas duas fontes de AH (4cido humico extraido a partir de
lodo de esgoto “in natura” e (&cido humico comercial) e seis doses, em quatro
repeticdes. As doses utilizadas foram definidas com base nas relatadas na literatura
por Canellas et al. (2010) e em func&o da concentracdo de carbono presente nos
materiais (0, 0,5, 1,5, 3,0, 4,5e 6,0 mM de C LY).

Cada parcela foi constituida por trés vasos, contendo uma planta cada. Os vasos
utilizados no experimento tinham capacidade de 1,3 litros, com coloracdo cinza

marmorizado, os quais foram preenchidos com 1 litro de solo em cada.

2.2.3 Clima

De acordo com a classificacdo de Koppen, o clima da regido € Cfa, clima
temperado quente (mesotérmico) imido, e a temperatura mais quente do ano superior
a 22°C (CUNHA; MARTINS, 2009). Nas figuras 1 e 2 sao apresentados os dados
diarios de temperatura média do ar e umidade relativa média ocorridos durante o
primeiro e 0 segundo ciclos experimentais, respectivamente. Estes foram obtidos a
partir de leituras realizadas com o auxilio de um termohigrometro modelo HT-500, que

registrava os dados a cada uma hora.

Figura 1 - Temperatura média do ar e umidade relativa média durante o 1° ciclo
com 44 dias (inverno: 30/06/2020 a 12/08/2020)
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Figura 2 - Temperatura média do ar e umidade relativa média durante o 2° ciclo
com 39 dias (primavera: 16/10/2020 a 23/11/2020)
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2.2.4 Solo

Os atributos quimicos do solo (Tabela 1) foram avaliados antes da instalacao
do experimento, sendo coletadas 4 subamostras que foram homogeneizadas, dando
origem a uma unica amostra. A andlise quimica foi realizada no Laboratério de
Fertilidade do Solo do Departamento de Ciéncia Florestal, Solos e Ambiente da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, em Botucatu-SP, segundo a
metodologia adaptada de Raij et al. (2001).

Tabela 1 - Anélise quimica do solo utilizado no experimento

pH M.O. P(resina)  Al3* H+Al K Ca Mg SB CTC \Y S
CaClz gdm?® mgdm3 e mmolc dm-8---------------- % mg dm-
4.3 16 4 4 30 04 5 1 6 36 16 17
B Cu Fe Mn Zn
—————————————————————————————— mgdm® - —————
0.2 0,8 25 0, 02

2.2.5 Caracterizagdo dos tratamentos
Foram utilizados dois tipos de acido humico, o extraido a partir de lodo de
esgoto “in natura”, utilizando-se o0 método descrito no Comunicado Técnico n® 16

(MAPA) e a fonte de &cido humico comercial (K-humate).
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Para caracterizar o AH extraido foi realizada uma analise através do analisador
elementar automatico (Perkin Elmer. Modelo: EA 2400 Series Il) para caracterizar os
elementos: fosforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), sédio (Na), carbono
(C), hidrogénio (H), nitrogénio (N), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e
zinco (Zn) (Tabela 2).

Tabela 2 - Andlise quimica do acido humico extraido de lodo de esgoto in natura

pH P Ca Mg S Na C H N
CaCl2 g kg-1 %
8,6 2,2 11 25 4 6 24 3 2
B Cu Fe Mn Zn CE
mg kg1 mS/cm
75 483 25999 229 963 15

O produto comercial k-humate® foi utilizado como fonte de acido humico, e
suas principais caracteristicas foram obtidas na bula comercial: fertilizante liquido
organomineral Classe A, fonte concentrada de acidos humicos e falvicos, derivados
de Leonardita Australiana (mundialmente reconhecida como a fonte mais
concentrada); alta capacidade de troca de cétions (CTC); 100% soluvel em agua e
alta estabilidade e reatividade no solo. Segundo informacfes da empresa fabricante,
o produto favorece o desenvolvimento radicular e melhora o aproveitamento dos
fertilizantes pelas plantas, promovendo maior produtividade. Os niveis de garantia do
produto foram especificados no rétulo (Tabela 3).

Tabela 3 - Niveis de garantia do produto comercial utilizado no experimento

pH K20 coT AH AF indice salino CE
% p/p mS/cm
11 4,8 12 18 3 10 0,64

2.2.6 Caracteristicas do material vegetal utilizado no experimento
A cultura utilizada no experimento foi a alface (Lactuca sativa) var. Vera,
disponibilizada pela empresa Sakata Seed. A variedade Vera tem uma alta qualidade

visual em termos de tamanho e crespicidade, facilidade de comercializagdo por ser
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referéncia em termos de qualidade visual (folhas crespas), sdo plantas de porte
grande, folhas largas e com alta crespicidade, com ciclo médio total de
aproximadamente 60 dias e apresenta alto nivel de resisténcia ao pendoamento

precoce.

2.2.7 lIrrigacéo e adubacéo

A irrigacao foi realizada manualmente, mantendo-se o solo umedecido a 80%
da capacidade de campo. Para saber a quantidade de 4gua necessaria para 0 manejo
de irrigacéo, foi realizada a pesagem diaria de 48 vasos com o auxilio de uma balanca,
obtendo-se entdo uma média da quantidade de agua necessaria, sendo esse
processo realizado duas vezes por dia. O controle de pragas e doencas foi realizado
guando necessério durante o ciclo. A adubacdo de plantio foi realizada conforme
exigéncia da cultura e analise de solo, e durante o ciclo foram realizadas trés

adubacdes de cobertura com nitrato de amonio e cloreto de potassio.

2.2.8 Avaliacdes
2.2.8.1 Analises biométricas

Diametro e comprimento do caule; didmetro, altura e nimero de folhas da planta

Apos a colheita foram realizadas as medidas de didmetro e comprimento do
caule com a utilizacao de paquimetro. O diametro e altura da planta foram verificados
com o auxilio de trena. Logo apos, com auxilio de um estilete, foram separadas todas
as folhas de cada planta e estas foram contadas. As avaliacdes foram realizadas com

2 plantas de cada parcela.

Massa fresca e seca da parte aérea

Para a avaliacdo da massa fresca da parte aérea foi separada a parte aérea da
raiz e com o auxilio de uma balanca digital graduada em 0,001 g, foi pesado o material
vegetal total de 2 plantas de cada parcela. Apés a pesagem da matéria fresca da parte
aérea, as amostras foram mantidas em estufa com temperatura a 65°C com circulagcao
de ar for¢cada até a estabilizacdo da massa e posterior a isso foi realizada a pesagem

da massa seca.
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2.2.8.2 Volume radicular

Para determinar o volume radicular (cm?3) as raizes foram separadas da parte
aérea, lavadas em 4gua corrente até a retirada do maximo de solo e substrato
possivel. A determinacdo foi realizada por meio da medicdo do deslocamento da
coluna de agua em proveta graduada, ou seja, colocou-se as raizes em proveta
contendo um volume conhecido de agua (150 mL). Pela diferenca, obteve-se a
resposta direta do volume radicular, pela equivaléncia de unidades (1 mL = 1 cm?3),
segundo metodologia descrita por Basso (1999).

2.2.8.3 Analise quimica da parte aérea

No final do ciclo da cultura, as plantas foram colhidas e separadas em parte
aérea e raiz. Em seguida os materiais foram lavados em agua corrente, depois em
agua deionizada e, acondicionados em sacos de papel, sendo secos em estufa de
circulacao forcada de ar a 65 °C, até a estabilizacdo da massa. Apds secos, 0S
materiais foram moidos em moinho do tipo Willey para a determina¢cédo dos seguintes
nutrientes: nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, boro, cobre, ferro,
manganés e zinco, conforme a metodologia de Malavolta et al. (1997), no Laboratorio

do Departamento de Solos e Recursos Ambientais — FCA/UNESP, em Botucatu-SP.

2.2.8.4 Teores de pigmentos fotossintéticos

As extracdes dos teores de pigmentos foram realizadas aos 38 e 41 dias apés
transplante para o 1° e 2° ciclo, respectivamente. Foram utilizados 2 discos foliares
frescos com 0,69 cm? de diametro cada. Os discos foram mantidos em tubos de ensaio
contendo 1 ml de dimetilformamida (DMF) por 24 h no escuro. O extrato contendo
clorofilas solubilizadas foi analisado em espectrofotdmetro a A = 649 nm (clorofila a),
665 nm (clorofila b) e 470 nm (carotenoides). A partir dos valores de absorbancia
determinados, os teores de clorofilas a e b e carotenoides foram calculados a partir

das equacdes descritas por Lee et al., (1987) e expressos em pg cm-2.

CloA=(12xC)—(3,11%B)

Onde: CloA — Clorofila a;

C — Leitura da amostra a 663,8nm;
B - Leitura da amostra a 646,8nm;
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CloB=(20,78xC)—(4,88x%B)
Onde: CloB - Clorofila b;
C — Leitura da amostra a 663,8nm;

B - Leitura da amostra a 646,8nm.

CarT=((1000xA)—(1,12%cloA)—(34,07%CloB)245)
Onde: CarT — carotenoides totais;

A - Leitura da amostra a 480nm;

CloA - Clorofila a;

CloB - Clorofila b.

2.2.8.5 indice indireto de clorofila

Foram realizadas medicOes indiretas de clorofila aos 35 e 28 dias apds
transplante para o 1° e 2° ciclo, respectivamente. As medidas foram realizadas
utilizando-se um medidor eletrénico portatil de intensidade da cor verde das plantas
(SPAD), modelo Digital SPAD 502 (MINOLTA). As verificagOes foram realizadas em 2
pontos da folha (completamente expandida), nas 3 plantas de cada parcela.

2.2.9 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de comparacao
de médias (Tukey a p <0,05) e quando significativos foram realizados estudos de
regressado. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico
Agroestat (Barbosa; Maldonado Junior, 2015) e os resultados significativos para doses

foram apresentados na forma grafica, com o auxilio do programa SigmaPlot 12.5.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste estudo, pode-se observar que nédo houve diferenca significativa dos
tratamentos utilizados para os teores de clorofila a, b e carotenoides em ambos os

ciclos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Teor de clorofila a, b e carotenoides em plantas de alface em funcéao

da aplicacdo de fontes e doses de acidos humicos (Botucatu-SP,

2020)
Clorofila a Clorofilab Carotenoides
ACIDOS o2
HUMICOS HO
1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1° ciclo 2°ciclo
AHex 0,66 0,65 0,34 0,42 0,88 0,81
AHc 0,69 0,64 0,33 0,41 0,91 0,80
DMS 0,03 0,05 0,03 0,03 0,04 0,04
F fonte 3,70m 0,10"s 0,47ms 0,42ns 6,22"s 0,07ms
F dose 0,95 1,06M 0,53ms 1,71 2,08ns 1,67"s
F (Dose x fonte) 2,37" 4 30%* 0,59 5,64** 4 54ns 12,21ns
C.V. 8,35 13,27 15,17 11,12 6,64 7,86

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns- nao significativo pelo teste F.

Foi possivel verificar interacdes significativas entre as doses e a fonte de AHex
para o teor de clorofila a e b no 2° ciclo, nos quais as maiores doses 4,5 e 6,0 mM de

C L' mostraram resultados superiores em relacédo a testemunha (Figura 3).

Figura 3 - Analise de regressao das interacdes entre doses e fontes de acidos
himicos para o teor de clorofila a e b de plantas de alface (Botucatu-SP, 2020).
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Esse acréscimo do teor de clorofila a e b proporciona a planta um aumento da
capacidade de absorcdo luminosa, e estimula o processo fotossintético, como a
rubisco, o que confere maior assimilagdo de carbono. A assimilacdo é fundamental
para o crescimento vegetal e quanto maior for o ganho de carbono pelas plantas mais
estas conseguem abastecer-se com carboidratos, que atuam como esqueletos de
carbono para a sintese de outros compostos e para a geracao de energia de suas
ligacdes (CARON et al., 2015). Além disso, plantas que apresentam um maior teor de
clorofila podem ter taxas fotossintéticas mais elevadas (CASTRO et al., 2014).

O aumento do teor de clorofila a e b observado no presente trabalho pode ser
resultado de alteracdes provocadas pelos AH no desenvolvimento das plantas
(ZANDONADI et al., 2007; TAHIR et al.,, 2011; BALDOTTO; BALDOTTO, 2014),
podendo influenciar no transporte de ions, na atividade respiratéria, na quantidade de
clorofila e na atividade de enzimas e acidos nucleicos (NANNIPIERI et al., 1983), e no
solo, podem ocasionar aumento da capacidade de troca catidnica, favorecendo a
disponibilidade de nutrientes para a planta (ROCHA; ROSA, 2003).

No trabalho realizado por Fan et al. (2014), ao investigar 0s mecanismos
fisiologicos foliar no crescimento e desenvolvimento do crisantemo utilizando AH,
observou-se que o conteudo de clorofila aumentou com o tempo de tratamento, aos
30 e 60 dias. Também foi possivel observar maior acimulo de clorofila no trabalho
desenvolvido por Karakurt et al. (2009), com uso de AH no solo e via foliar, em
concentracdes de 0 a 40 ml L't com aplicagdes apds 3 semanas do plantio, e 3 vezes
a cada 15 dias no cultivo de pimentas.

Para a massa fresca da parte aérea, niumero de folhas, comprimento do caule,
didmetro do caule e altura de plantas foi possivel observar diferencga significativa entre
as fontes de AH avaliadas apenas para a variavel massa fresca da parte aérea (Tabela
5).



Tabela 5 - Massa fresca da parte aérea, numero de folhas, comprimento do caule, diametro do caule e altura de

plantas de alface em funcao da aplicacéo de fontes de &cidos humicos (Botucatu-SP, 2020)

) Massa fresca da Numero de Comprimento do Diametro do Altura de
ACIDOS parte aérea(g) folhas caule (cm) caule (cm) plantas (cm)
HUMICOS _ _ _ . . . . . . .
1°ciclo  2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2° ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo
AHex 122,12b 72,08 b 18 15 4,99 0,97 1,50 0,45 11,33 10,58
AHc 127,72a 78,00 a 18 15 5,05 0,91 1,53 0,43 11,34 10,86
DMS 1,41 0,95 0,52 0,43 0,22 0,14 0,04 0,03 0,37 0,42
F fonte 65,26** 161,51** 0,23" 0,04 0,37ns 0,98"s 2,86 2,93" 0,01 1,81M
F dose 6,34"  32,80** 0,46 2,39 0,42ns 0,98"s 2,378 9,42" 0,89 0,61"
F (Dose x fonte) 4,69  31,05** 1,57  3,64" 0,33 3,32 0,58  23,88" 0,32"s 2,01ns
C.V. 1,92 2,15 4,87 4,65 7,55 25,24 4,80 11,95 5,64 6,75

Médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1%
e ns- ndo significativo pelo teste F.
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Para a variavel massa fresca da parte aérea, foi possivel observar diferenca
significativa entre as fontes em ambos os ciclos, com o AHc significativamente
superior ao AHex. Uma possivel hipotese para a diferenca significativa observada
entre as fontes de AH testadas € a origem dos materiais e suas composicées, pois 0
AHex é obtido a partir de lodo de esgoto sanitario e ndo foi complementado com
nenhuma outra fonte mineral ou organica. Em contrapartida, o AHc trata-se de um
bioestimulante comercial (K-Humate®), fonte concentrada de AHs, derivados de
Leonardita Australiana e consta em sua composic¢ao de 3% de &cidos fulvicos e 4,8%
de K20 (informac@es do fabricante).

Apesar da resposta positiva do AHc ser vista em ambos os ciclos, foi possivel
visualizar também valores inferiores para essa variavel no 2° ciclo em relacdo ao 1°,
0 que pode estar relacionado com fatores climéticos dos periodos de cultivo de cada
ciclo. Observando os dados climaticos de cada ciclo, o 1° ciclo foi realizado no periodo
de Julho a Agosto (inverno), com temperatura média entre 20 e 25° C e a umidade
relativa entre 55 e 95% dentro da estufa (Figura 1), situacdo essa mais favoravel ao
bom desenvolvimento das plantas de alface, ja que a temperatura ideal relatada na
literatura para o cultivo é entre 15 e 25°C (EMBRAPA, 2019). No 2° ciclo, o periodo
de cultivo foi de outubro a novembro (primavera), com temperatura média entre 25 e
35° C e umidade relativa entre 45 e 90%, no interior da estufa (Figura 2), essas
circunstancias podem ter ocasionado estresse e afetado o desenvolvimento das
plantas, acarretando o florescimento precoce, a reducdo do tamanho e massa da
cabeca e deficiéncia de célcio.

Ao analisar as informacdes supracitadas, € possivel levantar a hipétese de que
no 2° ciclo o desenvolvimento das plantas foi menor, devido a temperaturas mais
elevadas dentro da estufa, o que justifica os valores inferiores de massa fresca da
parte aérea. Mesmo com valores inferiores no 2° ciclo para ambos os AH, é possivel
verificar que a resposta das plantas ao AHc foi melhor em relagédo ao AHex em uma
situacao de estresse, quando apresentou 8% a mais de massa fresca em relacao ao
extraido, tendo apresentado apenas 4% a mais no 1° ciclo quando néo houve estresse
climatico.

Resultados superiores observados para o AHc podem estar relacionados ao
efeito que essas substancias tém em mitigar o estresse biético e abiético (DU JARDIM,
2015), por meio da capacidade de modificar o metabolismo primario e secundario das

plantas, elevando a concentragdo de metabdlitos envolvidos diretamente na
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atenuacado ao estresse, como a prolina, compostos fendlicos e agucares (GARCIA et
al., 2012, 2014, 2016; BERBARA; GARCIA, 2014; AGUIAR et al., 2016, 2018).

Ao verificar as possiveis interacdes entre as fontes e as doses néo foi
observada diferenca significativa para as varidveis de numero de folhas, comprimento
do caule, diametro do caule e altura de plantas. Entretanto, observou-se interacéo
significativa entre a fonte de AHex e as doses no 2° ciclo para massa fresca da parte

aérea das plantas (Figura 4).

Figura 4 - Analise de regresséao das interacdes entre doses e fontes de acidos
humicos para massa fresca da parte aérea de plantas de alface (Botucatu-SP,
2020) (AHex: acido humico extraido. B: 2° ciclo)
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Observando a regressao quadratica € possivel visualizar um incremento na
massa fresca da parte aérea até a dose de 3,0 mM de C L. Esse resultado positivo
encontrado no presente trabalho para as concentracées mais baixas de AH corrobora
com o relatado por Baldotto et al. (2009), que em concentracdes relativamente
pequenas, os AH tém efeito de bioestimulante, e esta relacionado com a atividade
promovida por horménios vegetais, como as auxinas, favorecendo assim o
crescimento vegetal. Outra agdo do AH em baixas concentragfes € a regulacdo das
bombas do vacuolo celular, indicando a existéncia de um mecanismo complexo de
regulacdo do metabolismo energético, andlogo ao conhecido para auxinas
(ZANDONADI et al., 2007).

Uma hipotese para o decréscimo observado nas doses mais elevadas (4,5 e

6,0 mM de C L), é que as altas concentracGes possam gerar toxidez nas plantas.
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Esse mesmo comportamento das plantas em funcdo do aumento na concentracao de
AH foi observado no estudo realizado por Pinheiro et al. (2010), os quais verificaram
diminuicdo também na matéria fresca total de clones de eucalipto, e atribuiram essa
gueda ao excesso desse elemento, o qual causou uma possivel toxidez nas plantas.
Os autores Ayuso et al. (1996) e Atiyeh et al. (2002) ja evidenciavam que as respostas
das plantas ao uso de SH apresentam uma homogeneidade tipica de maior
crescimento vegetal em funcdo do aumento gradual das concentracdes, entretanto
ocorre uma redugéo do crescimento quando estas sdo mais elevadas.

No trabalho realizado por Nomura et al. (2012), usando o biofertilizante
Humitec® (AH e AF) em mudas de bananeira, verificaram que a producéo de biomassa
seca apresentou maior aciimulo até a dose 4,0 mL planta, e com doses superiores
foi observada uma reducdo do acumulo. Respostas ndo benéficas também foram
observadas nos trabalhos realizados por Bettoni et al. (2016) e Sajid et al. (2012), na
producédo de bulbos em plantas de cebola em funcdo de maiores doses de SH.

Para a variavel diametro da planta foi observada diferenca significativa entre as
fontes de AH avaliadas, com o AHc apresentando resultados superiores ao AHex em
ambos os ciclos. Analisando os resultados da variavel volume radicular € possivel
verificar que houve respostas diferentes para cada ciclo, com o AHc superior ao AHex
no 1° ciclo e resposta inversa no 2° ciclo. Pelo fato da fonte de AHex ter sido superior
ao AHc no 2° ciclo de cultivo, mesmo onde as plantas desenvolviam em ambiente
cujas temperaturas estavam mais elevadas, pode levantar a ideia de que o AHex foi
mais eficiente na atenuacao do efeito de estresse nas plantas, como ja discutido para

a variavel massa fresca da parte aérea (Tabela 6).
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Tabela 6 - Diametro da planta, massa seca da parte aérea, volume radicular e indice indireto de clorofila (SPAD) de plantas

de alface em funcéo da aplicacao de fontes de acidos humicos (Botucatu-SP, 2020)

Diametro da Massa seca da Volume o
. : 3 Indice SPAD
ACIDOS HUMICOS planta (cm) parte aérea (Q) radicular (cm?®)
1°ciclo 2°ciclo 1° ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2° ciclo 1°ciclo 2°ciclo
AHex 27,99 b 25,43 b 10,70 6,58 34,29 b 19,66 a 19,94 17,03
AHc 28,61 a 26,42 a 10,82 6,72 36,79 a 18,25 b 19,55 17,25
DMS 0,46 0,50 0,19 0,23 0,79 0,78 0,81 0,73
F fonte 7,21* 16,18** 1,63n 1,40 41,19** 13,64** 0,97ns 0,38ms
F dose 5,73** 3,99ns 11,53"s 10,44** 5,21** 1,63"s 6,24"s 6,25"
F (Dose x fonte) 3,58* 1,15 2,30ms 11,72** 6,70** 1,63"s 0,89ns 5,15"
C.V. 2,81 3,29 3,13 5,95 3,79 7,00 7,01 7,26

Médias seguidas de mesma letra na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns- nao
significativo pelo teste F.
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Pode-se verificar interacdes significativas entre as fontes e doses para as
variaveis de diametro da planta no 1° ciclo, massa seca da parte aérea no 2° ciclo e

volume radicular no 1° ciclo (Figura 5).

Figura 5 - Analise de regressao das interacdes entre doses e fontes de acidos
humicos para o didametro da planta, massa seca da parte aérea e volume
radicular de plantas de alface (Botucatu-SP, 2020) (AHex: acido hamico

extraido. AHc: &cido humico comercial. y: doses. A: 1° ciclo. B: 2° ciclo)
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O AHex teve influéncia positiva no diametro da planta no 1° ciclo, apresentando
uma regressao linear em funcédo das doses crescentes. Para a massa seca da parte
aérea foi observado um decréscimo a partir da dose de 1,5 mM de C L™ utilizando o
AHex, esse comportamento foi semelhante ao decréscimo verificado para massa
fresca da parte aérea empregando a mesma fonte de AH, porém o decréscimo

ocorrido para essa variavel foi visto na dose 3,0 mM de C L1, podendo significar uma
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alteracdo no conteudo de agua na planta em funcdo das doses, pois se a massa de
agua na planta fosse igual, também para a massa seca a dose de maior massa seca
seriade 3mMde C L™

O volume radicular da alface aumentou em funcdo das doses de AHc no 1°
ciclo, respondendo de forma linear e crescente as doses. Para o 2° ciclo, o volume
radicular ndo foi afetado pelas doses de nenhum dos AHs utilizados (Figura 5). E
sabido que os AHs podem favorecer o desenvolvimento das raizes (RODDA et al.,
2006; ROSA et al., 2009), por meio de altera¢des nos niveis ou na atividade hormonal
das plantas, sendo essas semelhantes a atividade exercida pelo acido indolacético
(AlA) (TREVISAN et al., 2011; CANELLAS et al., 2011).

Para os teores de macronutrientes nitrogénio, fésforo, potassio, calcio,
magnésio e enxofre, apenas o K apresentou diferenca significativa entre as fontes de
AH avaliadas (Tabela 7). Essa significancia visualizada do AHc em relacdo ao AHex
para o teor de K pode ser justificada pela presenca de 4,8% de K20 na composicao

do produto comercial utilizado (k-humate®) como fonte de AH.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/indoles
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Tabela 7 - Teores de macronutrientes de plantas de alface em funcéo da aplicacdo de fontes e doses de acidos humicos

(Botucatu-SP, 2020)

ACIDOS N (g kg™) P (9 kg K (g kg™) Ca (g kg™) Mg (9 kg™) S (g kgt
HUMICOS 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo
AHex 25 27 19 1,0 16 b 22 b 5 6 4.6 4.4 1,6 1,5
AHc 25 28 19 1,0 17 a 25a 5 6 4.4 4,3 1,6 1,5
DMS 0,78 1,19 0,11 0,10 0,84 0,69 0,21 0,25 0,18 0,22 0,09 0,07
F fonte 0,12" 2,06 0,01" 0,44" 15,38** 49,99** 0,06" 0,33" 3,66"* 0,66"™ 0,10 0,07™
F dose 2,07 2,71 1,17 0,48™ 4,05 16,57** 0,74" 0,53 0,77 1,16" 2,06"  1,24"

F (Dose x fonte) 0,51  2,31" 0,35"™ 1,37  4,01* 3,25* 1,65" 5,76** 0,88 4,17 0,62" 0,50™

C.V. 5,42 7,26 10,39 18,24 8,65 5,03 7,30 7,06 6,88 8,62 9,68 8,28

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns-
ndo significativo pelo teste F.
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Analisando as interacdes entre as fontes e as doses para os teores de

macronutrientes, foi observada diferenca significativa para o teor de potassio, célcio e

magnésio (Figura 6).

Figura 6 - Analise de regresséao das interacdes entre doses e fontes de acidos

humico para os teores de K, Ca e Mg de plantas de alface (Botucatu-SP, 2020)
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Analisando as interacdes entre fonte de AHc e doses para a variavel K no

presente estudo (Figura 6), é possivel verificar o comportamento linear das doses para

ambos os ciclos, causa esta, justificada pela presenca de K no produto. No trabalho

de revisao realizado por Rose et al. (2014) os autores relatam que os produtos

comerciais na maioria das vezes contém misturas de SH e nutrientes de plantas
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adicionados, logo, a resposta de qualquer efeito benéfico notado ndo pode ser
facilmente atribuida a SH.

Em contrapartida, apenas no 2° ciclo foi registrada interagcdo entre a fonte de
AHex e as doses, um motivo plausivel para o teor de K nas plantas néo ter aumentado
como ocorreu na fonte comercial, e € devido principalmente a origem do material
utilizado como matéria-prima. Pois, ja € sabido que o lodo de esgoto possui baixo teor
de K em sua composicéo, fato que justifica a pouca presenca desse elemento no
AHex.

Para o teor de Ca (Figura 6), houve interacao significativa entre as fontes de
AH e as doses no 2° ciclo, apresentando regressao linear para ambas. Utilizando a
fonte de AHex, foi possivel verificar um aumento linear em funcdo das doses, porém
no caso do AHc ocorreu ao contrario, com resposta decrescente em funcdo do
aumento das doses.

Analisando o comportamento do teor de Ca com o teor de K quando utilizada a
mesma fonte de AH, é possivel que tenha ocorrido uma inibicdo competitiva entre
esses dois elementos. O efeito antagonista é observado entre os nutrientes K, Ca e
Mg, devendo estar em equilibrio no solo para garantir a plena absorcao de cada um
deles. Huber et al. (2012) j4 haviam relacionado a diminuicdo na concentracdo de Ca
nas plantas com um aumento na concentracéo de K.

Em relacdo ao teor de Mg (Figura 6), houve interacédo entre a fonte AHex e as
doses, exibindo uma regresséo linear com o incremento em fungdo do aumento nas
doses, mesmo comportamento observado para o Ca. O aumento na absorcao de Mg
pelas plantas, pode ser devido a algumas caracteristicas ja conhecidas das SH, como
o aumento da atividade de H+-ATPases da membrana plasmatica e o
desenvolvimento de raizes, 0 que proporciona maxima absor¢cdo e transporte de
nutrientes (CHEN; AVIAD, 1990; NARDI et al., 2002; FACANHA et al.,, 2002,
PINHEIRO et al., 2010), maior crescimento das culturas (PINHEIRO et al., 2010),
respostas hormonal em raizes (TREVISAN et al, 2010)e na atividade do
transportador de ions na membrana plasmatica da raiz (PINTON et al., 1997; MORA
et al., 2010).

Para os micronutrientes houve diferenca significativa entre as fontes de AH

apenas para os teores de boro, ferro e manganés (Tabela 8).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128001387000024?casa_token=idSn8k3mj88AAAAA:Xgh8uE9sFF0fpB6rhe3NLztpURKJBewOUBnMPMeTcDWGoKmCfNJ0165qol0cA0nxXX_B9w3egw#bb0410
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plasma-membrane
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128001387000024?casa_token=idSn8k3mj88AAAAA:Xgh8uE9sFF0fpB6rhe3NLztpURKJBewOUBnMPMeTcDWGoKmCfNJ0165qol0cA0nxXX_B9w3egw#bb0300
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128001387000024?casa_token=idSn8k3mj88AAAAA:Xgh8uE9sFF0fpB6rhe3NLztpURKJBewOUBnMPMeTcDWGoKmCfNJ0165qol0cA0nxXX_B9w3egw#bb0230
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128001387000024?casa_token=idSn8k3mj88AAAAA:Xgh8uE9sFF0fpB6rhe3NLztpURKJBewOUBnMPMeTcDWGoKmCfNJ0165qol0cA0nxXX_B9w3egw#bb0230
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Tabela 8 - Teores de micronutrientes de plantas de alface em funcéo da aplicacédo de fontes e doses de acidos humicos

(Botucatu-SP, 2020)

ACIDOS B (mg kg™) Cu (mg kg™ Fe (mg kg™) Mn (mg kg™) Zn (mg kg™)
HUMICOS 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2° ciclo 1°ciclo  2°ciclo 1°ciclo  2°ciclo
AHex 23 30D 6 6 116 a 151 b 140 70b 39 31
AHc 22 32a 6 6 108 b 155 a 141 85a 38 33
DMS 0,97 0,92 0,55 0,46 0,41 1,63 1,80 0,90 1,88 1,77
F fonte 2,89 36,84** 1,47"s 2,65 1387,17**  24,74** 2,56"™  1064,19** 0,16"s  2,33™

F dose 1,16 5,84** 1,81 0,61"s 775,42 80,71** 14,91*  105,87** 0,51"  1,43™
F (Dose x fonte) 0,67"s 13,11** 0,26"s 1,24" 1142,54"  69,54** 12,88**  217,81** 0,72" 2,58
C.Vv 7,43 5,06 16,77 14,03 0,62 1,81 2,18 1,99 8,33 9,45

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns- ndo
significativo pelo teste F.
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Os teores de B, Fe e Mn nas plantas de alface no 2° ciclo foram
significativamente superiores quando se utilizou AHc em relacdo ao AHex. O contrario
ocorreu para o teor de Fe, no 1° ciclo, onde o AHex aplicado, apresentou maior
concentracdo. Essa resposta positiva para a absorcdo de Fe pelas plantas na
presenca de AH, pode ser explicada pela habilidade que essas substancias tém em
atuarem como reserva de nutrientes, através da alta capacidade de troca cationica
(CTC) e da formagédo de complexos sollveis em agua com ions metalicos, como o
ferro, favorecendo assim a absorcdo desses ions pelas raizes (VASCONCELOS,
2006).

Segundo Sanders et al. (1990), a utilizacdo de AH pode favorecer o
desenvolvimento das plantas, por meio do aumento na absorcdo de complexos de
ferro pelas raizes, através da formacao de quelados. E Chen et al. (2004) e Marschner
(1995) relatam que a utilizacdo de produtos a base de AH tem respostas efetivas, pelo
aumento da disponibilidade de micronutrientes do solo para as plantas, sobretudo de
ferro e zinco, através da complexacdo ou da formacdo de complexos destes metais
com as SH.

Outros estudos relataram uma possivel relacdo entre os efeitos das SHs na
capacidade de melhorar a absorcdo de Fe pelas plantas, por meio do aumento da
atividade de H + -ATPase (CHEN et al., 2004), na qual tais substancias atuam
liberando prétons pela membrana plasmatica H + -ATPase para aumentar a
solubilidade do ferro, influenciando a enzima Fe®* quelato redutase ligada a membrana
plasmatica a reduzir Fe®* a Fe?* e facilitar o transporte de Fe?* para células de raiz
(AGUIRRE et al., 2009).

Foram obtidas respostas significativas nas interacdes entre as fontes e as
doses de AH para os teores de B, Fe e Mn (Figura 7).
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Figura 7 - Analise de regresséao das interacdes entre doses e fontes de acido

humico para os teores de B, Fe e Mn de plantas de alface (Botucatu-SP, 2020)
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Para o teor de B no 2° ciclo (Figura 7), verificou-se aumento na absorcao

utilizando AHc até a dose de 1,5 mM de C L. Por outro lado, utilizando doses do

AHex,

0 comportamento foi oposto, ocorrendo um aumento no teor a partir da dose

de 3,0 mM de C L. Analisando o desempenho das doses para cada fonte de AH na

absorcao de B, fica claro que as respostas das plantas estao diretamente relacionadas

ao material de origem utilizado para obtencdo das SH e da concentracdo empregada.

Deve-se considerar, no entanto, que os valores observados na planta estdo proximos

do limite inferior de B em alface que € de 30 a 60 mg/kg, isto considerando apenas a

folha diagnose. No entanto, os valores apresentados sao para a parte aérea total da
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planta, o que faz com que haja uma diminuicdo na concentracdo pelo efeito de
diluicao.

Para o teor de Fe, foi verificado resultado significativo apenas para doses
utilizando o AHc no 2° ciclo (Figura 7), a qual apresentou um decréscimo na absor¢ao
desse elemento em funcdo do aumento das concentracfes. Além da curva quadratica
apresentar um R? de 87%, as repeticdes apresentaram uma pequena variagdo,
mostrando ser este um resultado consistente, e uma variagcao nos teores da planta de
140 a 163 mg/kg de Fe. Na dose O de AH, o valor observado (163 mg/kg) ultrapassa
o limite de Fe adequado para alface que é de 50 a 150 mg/kg para a folha diagnose.

Segundo ja relatado por Baldotto et al. (2012), a resposta das plantas a
aplicacao de AH de fontes distintas pode nao ser semelhante, variando conforme a
concentracdo utilizada e pelo préprio genoétipo da planta. Outros autores também ja
evidenciaram que apesar de varios resultados mostrarem efeitos favoraveis do uso
dessas substancias nas plantas, ha trabalhos que demonstram o nao favorecimento
ou até mesmo a diminuicdo da absorcdo de nutrientes pelas mesmas, 0 que pode
indicar que as respostas a utilizacdo desses produtos podem depender de outros
fatores, no caso a espécie da planta e a composi¢cdo das SH (CSIZINSZKY, 1990;
COOPER et al., 1998; DELFINE et al., 2005). Diante o exposto, é possivel que as
fontes distintas e suas concentracfes tenham proporcionado resultados diferentes
para o teor de B e o decréscimo no teor de Fe nas plantas de alface.

Houve efeito das doses de AH no teor de Mn nas plantas de alface, porém, no
1° ciclo as maiores concentracdes de Mn foram observadas nas doses mais elevadas
e no 2° ciclo houve um decréscimo acentuado nos teores de Mn em funcéo das doses.
Esse efeito observado no 2° ciclo, pode ser explicado por um aumento dos teores de
Fe, indicando uma possivel inibicdo por competicdo na absorcdo do Mn provocada
pela presenca de Fe (MENGEL, 1994; MOREIRA, 1999; HEINRICHS, 2002).

Além da possibilidade de as condi¢des climéticas terem reduzido a absorcao
de Mn no 2° ciclo. Essa reducéo na absorcao de Mn pelas plantas de alface corrobora
com os resultados apresentados por Tursun et al. (2018), os quais avaliaram o efeito
da aplicagao de B + AH em plantas de salsa, e constataram que a adi¢cao de AH afetou

a absorcao de Mn em relacéo ao tratamento apenas com B em 71,43%.
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24 CONCLUSAO

As doses de acido humico extraido a partir de lodo de esgoto proporcionou
incremento na massa fresca, massa seca e diametro do caule das plantas de alface
em resposta as menores doses de AH, havendo decréscimo dessas variaveis quando
as plantas foram submetidas as maiores concentracoes.

Os teores de K, Ca, Mg, B e Mn nas plantas de alface foram aumentados em
funcéo da utilizacédo de doses de acido humico extraido a partir de lodo de esgoto, ja
para as doses da fonte de acido humico comercial foi verificado aumento nos teores

de Mn e K e decréscimo para os teores de Ca, Fe e B.
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CAPITULO 3

DOSES DE ACIDO HUMICO EXTRAIDAS A PARTIR DE LODO DE ESGOTO EM
PLANTAS DE ALFACE CULTIVADAS EM SISTEMA HIDROPONICO

RESUMO

Um dos grandes desafios de varios paises € no avanco de sistemas agricolas mais
sustentdveis e ecolégicos, produzindo alimentos de forma mais consciente, a fim de
proteger a biodiversidade, o ar, a 4gua e o solo. Diante do exposto, fez necessario
avaliar as respostas das plantas de alface a aplicacdo de AH proveniente de duas
fontes distintas (lodo de esgoto e leonardita) e suas concentracfes em sistema de
cultivo hidropdnico. O experimento foi realizado em ambiente protegido no inverno e
primavera. O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 2 x 6, sendo duas fontes (acido humico extraido a partir de lodo de
esgoto “in natura” e a fonte de acido humico comercial k-humate®) e seis doses, com
quatro repeticoes e trés plantas por parcela. As doses utilizadas foram (0, 0,5, 1,5,
3,0, 4,5 e 6,0 mM de C L?) aplicadas a solucéo nutritiva proposta por Furlani, a qual
foi substituida semanalmente. Apds a colheita foram realizadas as seguintes
avaliacdes: biométricas (diametro e comprimento do caule; diametro, altura e nimero
de folhas da planta; massa fresca e seca da parte aérea); volume radicular; analise
quimica da parte aérea; teores de pigmentos (clorofila a, b e carotenoides) e indice
indireto de clorofila. Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de
comparacao de médias (Tukey a p <0,05) e quando significativos foram realizados
estudos de regressado. A fonte de acido humico extraido a partir de lodo de esgoto
guando aplicada a solucdo nutritiva proporcionou incremento no teor de clorofila a e
carotenoides, numero de folhas, didametro do caule e nos teores de N, K, B, Cu e Fe
de plantas de alface, sendo a maioria das respostas positivas visualizadas nas
menores concentragdes. O acido huamico comercial influenciou positivamente as
seguintes variaveis: teor de clorofila a, massa fresca e seca da parte aérea, volume
radicular e nos teores de K, Mn e Zn de plantas de alface cultivadas em solugao

nutritiva.

Palavras-chave: solucdo nutritiva; substancias humicas; bioestimulante; Lactuca

sativa; hidroponia.
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ABSTRACT

One of the great challenges for several countries is the advancement of more
sustainable and ecological agricultural systems, producing food in a more conscious
way, to protect biodiversity, air, water, and soil. In view of the above, it was necessary
to evaluate the responses of lettuce plants to the application of HA from two different
sources (sewage sludge and leonardite) and their concentrations in a hydroponic
cultivation system. The experiment was carried out in a protected environment in winter
and spring. The experimental design used was in randomized blocks, in a 2 x 6 factorial
scheme, with two sources (humic acid extracted from "in natura” sewage sludge and
the commercial humic acid source k-humate®) and six doses, with four replications
and three plants per plot. The doses used were (0, 0.5, 1.5, 3.0, 4.5 and 6.0 mM of C
L-1) applied to the nutrient solution proposed by Furlani, which was replaced weekly.
After harvesting, the following evaluations were performed: biometric (diameter and
length of the stem; diameter, height, and number of leaves of the plant; fresh and dry
mass of the aerial part); root volume; aerial part chemical analysis; pigment contents
(chlorophyll a, b and carotenoids) and indirect chlorophyll index. Data were submitted
to analysis of variance by means of comparison test (Tukey at p <0.05) and regression
studies were performed when significant. The source of humic acid extracted from
sewage sludge when applied to the nutrient solution provided an increase in the
content of chlorophyll a and carotenoids, number of leaves, stem diameter and in the
levels of N, K, B, Cu and Fe of lettuce plants, with most positive responses seen at the
lowest concentrations. Commercial humic acid positively influenced the following
variables: chlorophyll a content, shoot fresh and dry mass, root volume and K, Mn and

Zn contents of lettuce plants grown in nutrient solution.

Keywords: nutrient solution; humic substances; biostimulant; Lactuca sativa;

hydroponics.
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3.1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios de varios paises, na atualidade, € o avanco de
sistemas agricolas mais sustentaveis e ecolégicos (POVERO et al. 2016), para
produzir alimentos de forma mais consciente, protegendo, definitivamente, a
biodiversidade, o ar, a 4gua e o solo. E sabido que os fertilizantes minerais
proporcionam um incremento na produtividade e na saude das plantas (HIREL et al.
2001), entretanto o uso desses produtos deve ser realizado de forma correta e
cuidadosa, procurando otimizar a aplicacdo e evitar a poluicao.

Na busca por alternativas que possam melhorar os cultivos agricolas de forma
sustentavel, varias pesquisas vém sendo realizadas com o uso de bioestimulantes
vegetais. Esses produtos sdo capazes de proporcionar efeitos positivos indiretos no
crescimento das plantas, como crescimento e arquitetura radicular, biomassa vegetal,
namero de flores, resisténcia ao estresse abibtico/bidtico (CALVO et al., 2014),
aumentar a absorcao e a eficiéncia dos nutrientes pelas plantas e a qualidade da
cultura (EUROPEAN BIOSTIMULANT INDUSTRY COUNCIL, 2013).

Ndo existe uma definicho estabelecida para bioestimulante, porém
organizacdes internacionais e cientistas adotaram seis categorias principais: micro-
organismos, hidrolisados de proteina, extratos de algas marinhas, quitosana,
compostos inorganicos e substancias humicas (SHs) (CALVO et al. 2014; DU
JARDIN, 2015). Dentre essas categorias, as SHs sao caracterizadas como compostos
heterogéneos, categorizados de acordo com seus pesos moleculares e solubilidade
em huminas, acidos humicos e acidos fulvicos (DU JARDIN, 2015), que proporcionam
efeitos positivos na absorcdo de macro e micronutrientes, melhorando o metabolismo,
0 crescimento e a producdo das plantas (BRONICK; Lal, 2005; FERRERAS et al.
2006; NARDI et al. 2009; PUGLISI et al. 2009).

Os efeitos positivos das SHs no metabolismo das plantas sao atribuidos a sua
atividade semelhante a alguns horménios (auxina, giberelina ou atividade semelhante
a citocina), as mudancas na arquitetura da raiz (TREVISAN et al. 2010; CANELLAS
et al. 2011; MORA et al. 2012; PIZZEGHELLO et al. 2013), aumento da atividade da
H + -ATPase da membrana plasmatica da raiz, elevando a absor¢éo de nitrato e outros
nutrientes pelas plantas; tudo isso contribui para o afrouxamento da parede celular,
aumento da célula e crescimento de 6rgdos (ZANDONADI et al. 2007; JINDO et al.
2012).
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As principais fontes de SHs utilizadas atualmente na agricultura sdo derivadas
de recursos ndo renovaveis, como turfa e carvao, havendo a necessidade de se
buscar fontes sustentaveis de produtos humicos, como por exemplo os residuos
organicos (CANELLAS et al., 2015). As respostas a aplicacdo dessas substancias no
crescimento das plantas ndo podem ser generalizadas, pois seus efeitos variam em
funcdo das fontes distintas, concentracdes, peso molecular das fracdes humicas
aplicadas (NARDI et al., 2002; BALDOTTO et al., 2012) e espécies de plantas (NARDI
et al. 2009; ROSE et al. 2014). Entre as possiveis fontes para extragdo de SHs esta o
lodo de esgoto, matéria-prima promissora na obtencéo da fracdo acido humico (AH),
gue possibilita agregar valor a esse residuo e permite ainda sua reutilizacdo como
nova fonte sustentavel de produtos humicos.

Inimeros trabalhos relatam efeitos positivos na utilizacdo de AH extraidos de
diferentes fontes, porém a maioria deles ocorre em sistema convencional de cultivo,
no caso, em solo. Os sistemas hidropénicos possuem a caracteristica de aumentar a
producdo em diferentes dimensdes e, minimizar o suprimento de agua pela
manipulagéo da solucdo nutritiva; mesmo apresentando essas vantagens ainda sao
poucos os trabalhos com aplicacdo de AH em sistemas hidropénicos (HAGHIGHI et
al., 2013).

No trabalho realizado por Adani et al. (1998) os autores observaram que a
aplicacéo de AH extraido de turfa e leonardita influenciou o crescimento e a nutricdo
mineral de tomateiros em cultivo hidrop6nico a 20 e 50 mg L. Foi estimada também
gue a concentracao de SHs em condi¢des hidropbnicas, mesmo as mais baixas (5 mg
L1) poderiam proporcionar beneficios sobre a nutricdo e o crescimento das plantas
(CACCO et al., 2000; CANELLAS et al., 2002; VACCARO et al., 2015).

Diante do exposto, fez-se necessario avaliar a resposta das plantas de alface
a aplicacdo de AH proveniente de duas fontes distintas (lodo de esgoto e leonardita)

em diferentes concentragcfes no cultivo de alface em sistema hidroponico.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Localizacao e caracterizacdo da area experimental

O experimento foi realizado em ambiente protegido no Departamento de Ciéncia
Florestal, Solos e Ambiente da Faculdade de Ciéncias Agronémicas — FCA/UNESP, em
Botucatu-SP, no inverno e primavera. De acordo com a classificacdo de Koppen, o

clima da regiao é Cfa, clima temperado quente (mesotérmico) imido, e a temperatura
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mais quente do ano superior a 22°C (CUNHA; MARTINS, 2009). A estrutura utilizada
foi uma estufa protegida de vidro com temperatura controlada entre 20 e 28°C. O
controle da temperatura era realizado de modo automatico, através de um gerador
gue acionava o climatizador da estufa sempre que a temperatura interna da estufa
alcancasse 28°C. Esse sistema de climatizacdo era realizado através do
reaproveitamento do ar externo e na transformacgéo deste ar quente e seco em um ar
refrigerado e Umido, em conjunto com a agua que passava constantemente pelos

painéis (colmeias), reduzindo assim a temperatura em relacdo ao ambiente externo.

3.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 2 x 6, sendo avaliadas duas fontes de AH (acido himico extraido a
partir de lodo de esgoto in natura e acido humico comercial) e seis doses em quatro
repeticbes. As doses utilizadas foram baseadas nas relatadas na literatura por
Canellas et al. (2010) e em funcéo da concentragao de carbono presente nos materiais
(0,05,15,3,0,45e6,0mMde CLY).

Cada parcela correspondeu a trés plantas que foram cultivadas em vasos com
12 cm de altura, didametro da boca 14,5 cm e do fundo 10,3 cm, 1,300 ml de coloracgéo

cinza marmorizado.

3.2.3 Caracterizacédo dos tratamentos

Foram utilizados dois tipos de acido humico, o extraido de lodo de esgoto “in
natura” (descrito no primeiro capitulo) e a fonte de acido humico comercial. Para
caracterizar o AH extraido foi realizada uma andlise através do analisador elementar
automatico (Perkin Elmer. Modelo: EA 2400 Séries Il) Tabela 1.

Tabela 1 - Analise quimica do acido humico extraido a partir de lodo de esgoto

“in natura”
pH P(resina) Ca Mg S Na C H N
CaClz g kg? %
8,6 2 11 2 4 5 24 3 2
B Cu Fe Mn Zn CE
mg kg?! mS/cm

75 483 25999 229 963 1,5
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O produto comercial k-humate® foi utilizado como fonte comercial de acido
hamico, e suas principais caracteristicas foram obtidas de acordo com a bula
comercial: fertilizante liquido organomineral Classe A, fonte concentrada de &cidos
hamicos e falvicos, derivados de Leonardita Australiana (mundialmente reconhecida
como a fonte mais concentrada); alta capacidade de troca de cétions (CTC); 100%
soluvel em agua e alta estabilidade e reatividade no solo. Segundo informacgdes da
empresa fabricante, o produto favorece maior desenvolvimento radicular e melhora o
aproveitamento dos fertilizantes pelas plantas, promovendo maior produtividade. Os

niveis de garantia do produto foram especificados no roétulo (Tabela 2).

Tabela 2 - Niveis de garantia do produto comercial utilizado no experimento

pH K20 COoT AH AF IS CE
% plp mS/cm
11 4,80 12 18 3 10 0,64

3.2.4 Elaboracdo e manejo da solucao nutritiva

A solucdo nutritiva utilizada foi a proposta por Furlani et al. (1999) modificada
(Tabela 3). A modificagdo se deu com relacdo aos micronutrientes que foram
substituidos pelo formulado Com Micros®. Na preparacdo da solugdo nutritiva foi

utilizado agua potéavel.

Tabela 3 - Solugédo nutritiva utilizada nos ensaios experimentais

Solugéo Fertilizante g/100L
A Nitrato de calcio Hydros® Especial 75,3
Nitrato de potassio 50,0
B Fosfato monoamonio 15,3
Sulfato de magnesio 40,0
C Com Micros® 2,5

Fonte: Adaptado Furlani et al. (1999).
A solucéo foi substituida semanalmente evitando assim o desbalancgo entre o

consumo e o fornecimento de sais e acidos humicos. O manejo da solucao nutritiva
foi realizado diariamente através do acompanhamento da condutividade elétrica (CE),
mantida entre 1,8 e 2,0 mS cm™ e da correcao do pH realizada sempre que necessario

com solugdo de NaOH 1mol L't e HCL 10%, mantendo-o entre 5,5 e 6,5. O ajuste da
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CE foi realizado todas as vezes que esta baixasse 25% em relacéo a inicial, ou seja,
qguando diminuisse 0,25 mS cm, era corrigida com a solucéo A e B (Tabela 4). As
leituras do pH e CE da solug&o nutritiva foram realizadas através do Medidor portatil
de pH HORIBA® modelo LAQUAtwin pH-22 e do Medidor portatil de condutividade
LAQUAtwin EC-33 HORIBA®, respectivamente.

Tabela 4 - Solugéo nutritiva estoque utilizada nos ensaios experimentais

Solugéo Fertilizante g/1L
Nitrato de potassio 120,0

A Fosfato monoamonio 20,0
Sulfato de magnésio 24,0

B Nitrato de célcio Hydros® Especial 60,0

Fonte: Adaptado Furlani (1999).

Para o cultivo hidropdnico foi utilizado o sistema DFT (Deep Flow Technique)
ou “floating”, nesse sistema a solugdo nutritiva forma uma lamina profunda, na qual as
raizes ficam submersas. A oxigenacdo da solucao nutritiva foi realizada através do
borbulhamento com ar comprimido individualmente para cada sistema, com duragéo

de 15 minutos a cada 1 hora, por meio de uma bomba de ar (Figura 1).

Figura 1 - Oxigenacao individual da solugao nutritiva por borbulhamento com

ar comprimido (Botucatu-SP, 2020)
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3.2.5 Caracteristicas do material vegetal utilizado no experimento

A cultura utilizada no experimento foi a alface (Lactuca sativa) variedade Vera,
disponibilizada pela empresa Sakata Seed. A variedade Vera tem uma alta qualidade
visual em termos de tamanho, crespicidade e facilidade de comercializacao, plantas
de porte grande, folhas largas, com ciclo médio total de aproximadamente 60 dias e

apresentam alto nivel de resisténcia ao pendoamento precoce.

3.2.6 Avaliacdes

3.2.6.1 Anélises hiométricas

Diametro e comprimento do caule; diametro, altura e nimero de folhas da planta

Apos a colheita, foram realizadas as medidas de didmetro e comprimento do
caule com a utilizacdo de paquimetro. O diametro e altura da planta foram verificados
com o auxilio de trena. Logo apds, todas as folhas de cada planta foram separadas,
usando um estilete e entdo foi realizada a contagem do numero de folhas. As

avaliacoes foram realizadas com 2 plantas de cada parcela.

Massa fresca e seca da parte aérea

Para a massa fresca da parte aérea foi separada a parte aérea da raiz e com
auxilio de uma balanca digital graduada em 0,001 g, foi pesado o material vegetal da
parte aérea de 2 plantas de cada parcela. Ap6s a pesagem, as amostras foram
mantidas em estufa com temperatura a 65°C com circulacdo de ar forcada até a

estabilizacdo do peso, e, posterior a isso foi realizada a pesagem da massa seca.

3.2.6.2 Volume radicular

Para determinar o volume radicular (cm?®) as raizes foram separadas da parte
aérea, lavadas em agua corrente até a retirada do maximo de solo e substrato
possivel. A determinacao foi realizada por meio da medi¢cdo do deslocamento da
coluna de agua em proveta graduada, ou seja, colocou-se as raizes em proveta
contendo um volume conhecido de agua (150 mL). Pela diferenga, obteve-se a
resposta direta do volume radicular, pela equivaléncia de unidades (1 mL = 1 cm3),
segundo metodologia descrita por Basso (1999).
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3.2.6.3 Analise quimica da parte aérea

No final do ciclo da cultura as plantas foram colhidas e separadas quanto a
parte aérea e raiz. Em seguida os materiais foram lavados em agua corrente, depois
em agua deionizada e, acondicionados em sacos de papel, sendo secos em estufa de
circulacdo forcada de ar a 65 °C, até a estabilizacdo da massa. Apds secos, 0S
materiais foram moidos em moinho do tipo Willey para a determinacéo dos teores de
macro e micronutrientes seguindo a metodologia de Malavolta et al. (1997), no
Laboratorio do Departamento de Solos e Recursos Ambientais — FCA/UNESP, em
Botucatu-SP.

3.2.6.4 Teores de pigmentos fotossintéticos

As extracOes dos teores de pigmentos fotossintéticos foram realizadas aos 35
e 24 dias apos o transplante para o 1° e 2° ciclo, respectivamente. Foram utilizados
discos foliares frescos com 0,69 cm? de diametro. Os discos foram mantidos em tubos
de ensaio contendo 1 ml de dimetilformamida (DMF) por 24 h no escuro. O extrato
contendo clorofilas solubilizadas foi analisado em espectrofotometro a A = 649 nm
(clorofila a), 665 nm (clorofila b) e 470 nm (carotenoides). A partir dos valores de
absorbancia, os teores de clorofilas a e b e carotenoides foram calculados a partir das

equacdes descritas por Lee et al., (1987) e expressos em pg cm2.

CloA=(12xC)—(3,11x%B)

Onde: CloA — Clorofila a;

C — Leitura da amostra a 663,8nm;
B - Leitura da amostra a 646,8nm;

CloB=(20,78%C)—-(4,88x%B)
Onde: CloB - Clorofila b;
C — Leitura da amostra a 663,8nm;

B - Leitura da amostra a 646,8nm.

CarT=((1000xA)—(1,12%cloA)—(34,07%CloB)245)
Onde: CarT — carotenoides totais;

A - Leitura da amostra a 480nm;

CloA - Clorofila a;

CloB - Clorofila b.
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3.2.6.5 Iindice indireto de clorofila

Foram realizadas medicOes indiretas de clorofila aos 26 e 17 dias ap0s
transplante para o 1° e 2° ciclo, respectivamente. As medidas foram realizadas com o
medidor eletrénico portétil de intensidade da cor verde das plantas (SPAD), modelo
Digital SPAD 502 (MINOLTA). As verificacdes foram realizadas em 2 pontos da folha

(completamente expandida), nas 3 plantas de cada parcela.

3.2.7 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de comparacao
de médias (Tukey a p <0,05) e quando significativos foram realizados estudos de
regressdo. As andlises foram realizadas empregando-se o programa estatistico
AgroEstat (BARBOSA e MALDONADO JUNIOR, 2015) e os resultados significativos
para as doses foram apresentados na forma grafica, com o auxilio do programa
SigmaPlot 12.5.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 5 estdo apresentados os dados correspondentes aos teores de
clorofila a, b e carotenoides de plantas de alface em resposta a aplicacdo de fontes e
doses de AH em dois ciclos de cultivo hidropénico. E possivel verificar um teor mais
elevado da clorofila a em relacao a clorofila b, justificada pelo fato da clorofila a ser o
principal pigmento envolvido na fotossintese. Para ambas as varidveis analisadas
pode-se observar diferenca significativa entre as fontes de AHs, com o AHc sendo
superior ao AHex no 1° ciclo, no entanto para o 2° ciclo as fontes ndo apresentaram

diferencas entre si.
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Tabela 5 — Teor de clorofila a, b e carotenoides em plantas de alface em funcéao
da aplicacdo de fontes e doses de acidos humicos em sistema
hidropdnico (Botucatu-SP, 2020)

Clorofila a Clorofila b Carotenoides
ACIDOS o
HUMICOS Ha
1°ciclo 2° ciclo 1° ciclo 2% ciclo 1° ciclo 2°ciclo
AHex 0,79b 0,68 0,45b 0,45 0,98 b 0,83
AHc 0,86 a 0,66 0,48 a 0,42 1,06 a 0,83
DMS 0,03 0,02 0,03 0,03 0,02 0,03
F fonte 20,53** 2,59ns 4 66* 2,39"s 28,45** 0,09ns
F dose 5,21** 4,01** 0,44ns 1,07ms 5,31** 7,26**
F (Dose x fonte) 6,77** 14 53** 1,52 5,30** 1,56" 12,78**
C.V. 6,22 7,12 10,87 13,61 471 7,51

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns- néo significativo pelo teste F.

Observando o efeito das doses de AHs foi possivel verificar que houve
significancia para o teor de clorofila a e carotenoides de plantas de alface em ambos

os ciclos (Figura 2).

Figura 2 - Analise de regresséao das interacdes entre doses e fontes de acido
himico para o teor de clorofila a e carotenoides de plantas de alface cultivadas
em sistema hidropénico (Botucatu-SP, 2020). (AHex. acido humico extraido.

AHc. acido humico comercial. Y. doses. A. 1°ciclo. B. 2° ciclo)
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Analisando a interagéo entre doses e a fonte de AHex para o teor de clorofila
a, € possivel visualizar que em ambos os ciclos houve um aumento em funcéo das
doses, porém esse aumento foi expressivo até a dose de 3 mM de C L, sendo
observada uma queda utilizando doses maiores de AHex nas plantas de alface.

O AHex proporcionou aumento no teor de clorofila a em plantas de alface
cultivadas em sistema hidropdnico em ambos os ciclos até a dose de 3,0 mM de C L-
1(36 mg de C L1). No caso do AHc foi observado acréscimo linear do teor de clorofila
a em funcdo do aumento das doses nas plantas de alface apenas no 1° ciclo. Esse
aumento do teor de clorofila pode estar relacionado a acdo dos AHs em ativarem a
enzima H+-ATPase da membrana plasmatica, gerando uma acidificacdo a regiao
rizosférica e aumentando a capacidade de captacdo de NH4* e NOs,, promovendo
assim maior sintese de moléculas de clorofila (ZANDONADI et al. 2007; CANELLAS;
OLIVARES, 2014).

No trabalho realizado por Haghighi et al. (2013) utilizando doses de 25 e 50 mg
Lt de AH extraido de solo de floresta humificada do Monte Jinyun, Chongging-China
na cultura do tomate em sistema hidrop6nico, os autores observaram aumento do
conteudo de clorofila a. Utilizando AH extraido de Leonardita na dose de 1 mg de C L-
1 em sistema hidropdnico, Ertani et al. (2011) também observaram aumento do
conteudo de clorofila em plantas de milho em comparacdo a plantas ndo tratadas.
Alguns autores ja haviam relatado o efeito mais acentuado no contetdo de clorofila e
na estimulacdo das atividades enzimaticas relacionadas a via fotossintética nas
plantas tratadas com SHs (PASSERA et al., 1991; NARDI et al., 2002; KARAKURT et

al., 2009; ERTANI et al., 2013; ROCHA, 2014).
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Ao analisar a resposta das plantas acerca da utilizacéo de diferentes fontes e
doses de AH para o teor de clorofila, foi possivel observar que ambas as fontes
proporcionaram respostas positivas, mesmo utilizando doses t&do distintas. Esse
comportamento pode ser explicado pela diferenca nas fontes de AHs utilizadas em
cada trabalho supracitado, como ja relatado por Nardi et al. (2002) e Baldotto et al.
(2012), as respostas e efeitos fisioldgicos especificos das plantas e as substancias
hamicas (SHs) ndo sédo analogas, variando conforme a matéria-prima das quais esses
compostos sdo extraidos, a sua concentracdo, o peso molecular e o genoétipo da
planta.

Para o teor de carotenoides, no 1° ciclo de cultivo, ndo houve interacao
significativa evidenciada entre as fontes e as doses, podendo observar um
comportamento independente entre os fatores. Entretanto, foi possivel verificar
diferenca significativa entre as doses empregadas, 0 que levanta a hipétese de que
as concentragdes utilizadas no presente trabalho tenham influenciado no aumento do
teor de carotenoides. Para o 2° ciclo, foi observada interacéo entre o AHex e as doses
utilizadas, com um aumento crescente até a dose de 4,5 mM de C L (Figura 2).

Os carotenoides sdo chamados de pigmentos acessorios, assim como a
clorofila b, e auxiliam na absorcéo de luz e na transferéncia da energia radiante para
os centros de reacao (TAIZ; ZIEGER, 2004; STREIT et al., 2005). Segundo Tawata
(2010) e Viacava et al. (2014) a alface apresenta teores apreciaveis de carotenoides,
0 que pode ser confirmado no trabalho realizado por Dias et al. (2020) avaliando a
concentracdo de carotenoides em hortalicas folhosas (alface, rdcula e cebolinha),
constatou maior teor nas plantas de alface.

No trabalho realizado por Barcelos (2015), avaliando os efeitos de AHs
extraidos de lodo de esgoto sanitario, manguezal e vermicomposto em plantulas de
milho, também se observou aumento no teor de carotenoides para o tratamento com
AH extraido de lodo de esgoto sanitario na concentracdo 1,0 mM C L, quando
comparado ao controle e a maior concentracdo de AH extraido de manguezal (6,76
mM C L),

Para a massa fresca da parte aérea de plantas de alface foi observada
diferenca significativa entre as fontes de AHs avaliadas para ambos os ciclos, sendo
gue no 1° ciclo o AHc foi superior estatisticamente ao AHex, resultado esse que nao
se repetiu para o 2° ciclo. Para as demais variaveis analisadas: niumero de folhas,

comprimento do caule, diametro do caule e altura de plantas, foram observadas
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diferencas significativas apenas no 1° ciclo de -cultivo, todas apresentando
superioridade do AHc em relacdo ao AHex (Tabela 6).

Uma possivel hipotese para a diferenca significativa observada entre as fontes
de AH testadas é a origem dos materiais e suas composi¢des, pois 0 AHex € obtido a
partir de lodo de esgoto sanitario e ndo foi complementado com nenhuma outra fonte
mineral ou organica. Em contrapartida, o AHc trata-se de um bioestimulante comercial
(K-Humate®), fonte concentrada de AHs, derivados de Leonardita Australiana e consta
em sua composicdo de 3% de &cidos fulvicos e 4,8% de K20 (informagbes do

fabricante).
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Tabela 6 - Massa fresca da parte aérea, numero de folhas, comprimento do caule, diametro do caule e altura de plantas de

alface em funcéo da aplicacéo de fontes de acidos humicos em sistema hidroponico (Botucatu-SP, 2020)

) Massa fresca da Numero de Comprimento do Diametro do Altura de planta
ACIDOS parte aérea (g) folhas caule (cm) caule (cm) (cm)
HUMICOS . . . . . . . . . .
1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo  2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo
AHex 114,40b 160,24 a 15b 15 3,14b 3,12 1,36 b 2,02 16,19b 14,26
AHc 132,68a 157,87b 16 a 15 33ba 3,21 1,46 a 2,01 16,59 a 14,39
DMS 2,42 1,43 0,44 0,42 0,21 0,19 0,09 0,08 0,33 0,39
F fonte 234,92** 11,35* 9,51** 0,17ns 4,26* 0,79 4,60* 0,05™ 5,85* 0,43
F dose 55,45** 87,37"s 7,31** 0,67"s 0,86" 1,72"s 0,41 0,54" 1,09"s 2,26
F (Dose x fonte) 15,27** 38,27"s 1,49m 1,17m 0,39" 1,31"s 0,41  0,38" 0,62"  8,26**
C.vV. 3,34 1,53 4,83 4,82 11,10 10,54 10,84 6,72 3,44 4,66

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significaAncia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns-
nao significativo pelo teste F.
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O resultado para massa fresca da parte aérea foi significativo apenas para
interacdo das doses com a fonte de AHc, a qual apresentou aumento até a dose de

4,5 mM de C L (Figura 3).

Figura 3 - Analise de regresséao das interacdes entre doses e fontes de acido
humico para massa fresca da parte aérea, numero de folhas e altura de plantas
de alface cultivadas em sistema hidropdnico (Botucatu-SP, 2020) (AHex. acido
humico extraido. AHc. acido humico comercial. Y. doses. A. 1° ciclo. B. 2° ciclo)
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O aumento para essa variavel pode ser justificado devido as propriedades
benéficas das SHs, as quais sdo capazes de proporcionar melhor qualidade e
produtividade as culturas, entretanto como verificado no presente trabalho e relatado
por Rauthan e Schnitzer (1981), as plantas respondem as SHs até uma dose
especifica, podendo apds isso apresentar efeitos deletérios. As respostas mais

eficientes das SHs sao quando utilizadas em pequenas concentrac¢des, pois favorece
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o bom desempenho dos processos vitais das plantas e permite a obtencédo de maiores
colheitas e melhor qualidade dos produtos (CASILLAS et al.,, 1986; ZHANG,;
SCHMIDT, 2000).

No cultivo hidropdnico, os efeitos das SHs a absor¢cdo dos nutrientes
dependem da origem dessa substancia, do tipo e concentracdo da solucéo nutritiva,
da espécie e variedade de planta avaliada (AYUSO et al., 1996), e pelos fatores
ambientais, tais como salinidade, oxigenagao, temperatura, pH da solug¢ao nutritiva,
intensidade de luz, fotoperiodo, temperatura e umidade do ar (ADAMS, 1994).

Resultados favoraveis a utilizagdo de SHs no cultivo hidropdnico foram
verificados por Azan e Malik (1982), que verificaram maior crescimento das raizes do
trigo estimulado pela adicdo de SHs adicionadas a uma solugcdo nutritiva.
Recentemente, Velasco et al. (2016) utilizando AHs na producdo de alface
hidropbnica, observaram maior massa fresca da planta em relacédo a testemunha.

Para a variavel numero de folhas no 1° ciclo de cultivo houve diferenca
significativa entre as doses utilizadas (Figura 3), apresentando uma regressao
quadratica crescente até a dose de 4,5 mM de C L. O resultado obtido mostra que
independente da fonte de AH testado, a utilizacdo até uma determinada concentracéo,
pode aumentar o numero de folhas de plantas de alface.

Resultado semelhante foi observado por Borcioni et al. (2016), com aplicacéo
de SHs em plantas de alface e observaram maior numero de folhas até a dose de 4
ml L1, ocorrendo uma diminuicdo a partir dessa concentracdo. Rego et al. (2018)
estudando o comportamento de solucbes contendo AH (0, 25, 50, 75 e 100%),
observaram um aumento gradativo para o niumero de folhas de mudas de alface, onde
na auséncia de AHs (0%) obteve média de 4,8 folhas por planta, com o aumento da
diluicho em torno de 65%, a média foi de 5,2 folhas por planta. A partir desta
concentracdo, o numero de folhas reduziu drasticamente, sobretudo apos a diluicao
de 75% de AH, onde o numero de folhas observado foi em média de 4,6 folhas por
planta. Essa caracteristica € relevante para a cultura da alface, visto que o numero de
folhas por planta € um atributo importante, uma vez que a aquisicéo da hortalica pelo
consumidor é feita por unidade, e nao por peso (MOTA et al., 2001).

Para a altura da planta de alface houve interag&o significativa entre as doses
e a fonte de AHex, apresentando resultados positivos apenas para as maiores doses
(4,5 e 6,0 mM de C L) (Figura 3). A resposta para essa variavel as doses mostra-se

contraria a todas as outras variaveis acima observadas, as quais apresentaram
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resultados positivos utilizando as menores concentracdes de AH. Por tratar-se de uma
caracteristica ndo determinante para a comercializacdo da alface, como é o niumero
de folhas, por exemplo, é recomendavel a utilizagdo de concentragdes mais baixas
dessas substancias, as quais podem favorecer variaveis mais importantes na hora da
comercializacdo, como a massa fresca e numero de folhas das plantas. Silva et al.
(2000b) avaliaram a producédo de forragem e o desenvolvimento das raizes da aveia-
preta (Avena strigosa) colhida em estagio de grao pastoso cultivada com solugéo
nutritiva e trés niveis de SHs (10, 20 e 30 mg L), e observaram aumento de 41,66%
na altura das plantas de aveia quando utilizada a 30 mg L* em relacéo ao controle.

As variaveis diametro da planta e massa seca da parte aérea apresentaram
resultados significativos entre as fontes de AHs para o 1° ciclo de cultivo, com resposta
superior para 0 AHc, no entanto para o 2° ciclo as fontes néao diferiram entre si (Tabela
7). Para o volume radicular houve resposta significativa entre as fontes avaliadas
apenas no 2° ciclo, sendo o AHex superior ao AHc. E para a variavel indice indireto
de clorofila (SPAD) ambos os ciclos apresentaram significancia entre as fontes
testadas, com resultados superiores para o AHc (Tabela 7).
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Tabela 7 - Diametro da planta, massa seca da parte aérea, volume radicular e indice indireto de clorofila (SPAD) de plantas

de alface em funcado da aplicacdo de fontes e doses de acidos humicos em sistema hidropénico (Botucatu-SP,

2020)
OO S S
1° ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2° ciclo 1°ciclo 2° ciclo
AHex 33,60 b 32,31 6,11 b 8,21 27,33 16,25 a 18,87b 16,70 b
AHc 3515a 32,39 6,91 a 8,30 27,50 14,93 b 20,00a 17,83 a
DMS 0,74 0,67 0,37 0,27 0,75 0,66 0,83 0,73
F fonte 18,28** 0,06"s 18,63** 0,47" 0,20 16,11** 7,55** 9,64**
F dose 3,12* 3,77 2,97* 8,17ms 23,13** 2,64* 0,56" 0,55
F (Dose x fonte) 0,17m 3,27™ 6,83** 5,38" 11,36** 4,06** 3,83™ 2,91
C.V. 3,65 3,53 9,69 5,53 4,66 7,28 7,33 7,26

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns- ndo
significativo pelo teste F.
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Para o diametro do caule de plantas de alface ndo foi observada interagcéo

significativa entre as fontes e as doses no 1° ciclo de cultivo, sendo esses fatores

independentes entre si (Figura 4). Apesar das fontes de AHs testadas n&o terem

influenciado essa variavel,

proporcionaram aumento linear do diametro do caule.

as concentracdes crescentes dessas substancias

Figura 4 - Analise de regresséao das interacdes entre doses e fontes de acido

humico para diametro da planta, massa seca da parte aérea e volume radicular

de plantas de alface cultivadas em sistema hidropdnico (Botucatu-SP, 2020)
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O resultado observado no presente trabalho para essa variavel ndo corrobora

com o verificado por Rego et al. (2018) os quais avaliaram o comportamento de

solugcbes contendo AHs nas concentracdes de 0, 25, 50, 75 e 100% em mudas de
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alface, e observaram reducéo nas médias do diametro do caule com o aumento da
concentracdo dos AHs até aproximadamente 66% e, a partir dessa, houve um
aumento nas médias para essa variavel. Respostas semelhantes foram observadas
nos estudos com outras culturas, como no trabalho de Cavalcante et al. (2013) que
observaram reducéo no diametro do caule em mudas de maracuja com aplicacées de
SHs. E por Nomura et al. (2012), testando dois biofertilizantes comerciais na cultura
da banana no inverno, encontraram uma diminuigéo no diametro do caule.

A variavel massa seca da parte aérea apresentou interacao significativa para
0 ajuste quadratico entre as doses e a fonte de AHc para o 1° ciclo (Figura 4). Para
essa variavel nas condicbes do estudo, ocorreu um incremento da massa seca da
parte aérea em resposta ao aumento da concentracdo do AH até a dose de 4,5 mM
de C L e, posterior a essa diluicdo, houve uma reducéo desta variavel.

Esse aumento na biomassa pode estar relacionado com a bioatividade das
SHs, podendo proporcionar efeitos parecidos com 0s ocasionados pelas auxinas as
plantas (QUAGGIOTTI et al., 2004; MUSCOLO et al., 2007; TREVISAN et al., 2010a)
e com a ativacdo da H+-ATPase de membrana plasmatica (CANELLAS; SANTOS,
2005). No trabalho realizado por Rosa et al. (2009) avaliando doses crescentes de
SHs (0; 2,5; 5; 10; e 20 mg L de C) em solucéo nutritiva com plantas de feijdo aos 28
dias, observaram aumento na producdo de massa seca da parte aérea em até 30 %,
e estimou-se que o rendimento maximo para essa variavel foi obtido com a dose de
11 mgL*deC.

No caso da resposta da planta a dose de 6 mM de C L1, como ja observado
para massa fresca da parte aérea e numero de folhas, variaveis que também
demostraram reducdes quando submetidas a essas concentracdes, € possivel que
essas respostas negativas possam estar relacionadas a uma possivel toxidez
causada pelo excesso dessa substancia, resultados esses que ja foram observados
por alguns autores como Rauthan e Schnitzer (1981); Casillas et al. (1986); Ayuso et
al. (1996); Zzhang e Schmidt (2000); Atiyeh et al. (2002); Pinheiro et al. (2010); Nomura
et al. (2012); Sajid et al. (2012) e Bettoni et al. (2016).

Para a variavel volume radicular houve interacao significativa entre a fonte de
AHc e as doses no 1° ciclo, apresentando aumento para essa caracteristica com a
utilizacdo de até 3,0 mM de C L. Ja para o 2° ciclo, a resposta significativa foi
observada fazendo-se uso da fonte de AHex, podendo verificar um decréscimo no

volume radicular em fungédo do aumento das doses (Figura 4).
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O resultado observado no 1° ciclo utilizando doses de AHc esta de acordo
com o relatado por alguns autores, em que geralmente concentracdes mais baixas de
AH apresentam atividade estimulante na fisiologia das plantas, e que concentracdes
elevadas resultam na diminuicdo do crescimento e desenvolvimento das plantas
independente da fonte de matéria organica utilizada (BALDOTTO et al., 2009;
BALDOTTO; BALDOTTO, 2013; BALDOTTO; BALDOTTO, 2014a).

O efeito positivo das SHs no aumento das raizes das plantas pode estar ligado
a presenca de compostos semelhantes as auxinas (CANELLAS et al.,, 2002;
FACANHA et al., 2002; NARDI et al., 2002; ZANDONADI et al., 2007; TREVISAN et
al., 2010a) capazes de promover a formacado de raizes laterais (CANELLAS et al.,
2002; TREVISAN et al., 2010b; BALDOTTO et al., 2011; JINDO et al., 2012; MORA et
al., 2012), de raizes adventicias (BALDOTTO et al., 2012; BALDOTTO; BALDOTTO,
2014b), o alongamento radicular (SILVA et al.,, 2000) e a formacdo de pelos
radiculares (CANELLAS et al., 2011; SILVA et al., 2011), contribuindo assim para o
maior crescimento do sistema radicular das plantas e consequentemente para maior
absorcdo de agua e de nutrientes (EYHERAGUIBEL et al., 2008). No trabalho
realizado por Canellas et al. (2008) verificaram incremento nas caracteristicas de
crescimento radicular em plantulas de milho cultivadas em soluc¢des contendo AH.

Para os teores de macronutrientes foram observadas diferencas significativas
entre as fontes de AHs avaliadas apenas nos teores de N, K e Mg de plantas de alface
cultivadas em sistema hidroponico (Tabela 8). Verificou-se resposta positiva para o
teor de N nas plantas de alface utilizando a fonte de AHex apenas no 1° ciclo,
mostrando-se inferior ao AHc no 2° ciclo. A significancia observada do AHc em relacao
ao AHex para o teor de K, possivelmente é devido a composicdo do produto comercial
utilizado (k-humate®) como fonte de AH que possui 4,8% de K20. Também houve
diferenca significativa entre as fontes utilizadas para o teor de Mg, sendo o AHc

superior ao AHex no 2° ciclo de cultivo.
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Tabela 8 - Teores de macronutrientes de plantas de alface em funcéo da aplicacdo de fontes e doses de acidos humicos em

sistema hidropdnico (Botucatu-SP, 2020)

ACIDOS N (g kg™) P (g kg™ K (g kg™) Ca (g kg™) Mg (g kg™ S (g kg™)
HUMICOS 1°ciclo  2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo
AHex 42 a 37b 2,4 2,2
AHc 41b  38a 25 21
DMS 0,89 0,55 019 017
F fonte 4,24% 13,71 0,43 0,16™
F dose 3,92"  24,91% 28,17* 49,16" 0,98 1,110

F (Dose x fonte) 4,32”S 17,41**

0,22" 2,36™ 16,39** 80,09

0,44 1,27

C.V. 3,66 2,50

13,58 14,04

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns- ndo

significativo pelo teste F.
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Verificou-se diferenca significativa entre as doses de AHex utilizadas para o
teor de N em plantas de alface cultivadas em sistema hidropdnico (Figura 5). Foi
possivel observar um aumento do teor de N nas plantas de alface em funcao das
doses crescentes de AHex na solugéo nutritiva, evidenciando que o AH pode
influenciar positivamente na absorcdo de N pelas plantas. Para o teor de K houve
significancia entre as doses para ambos os AHs testados no 1° ciclo. O AHc
apresentou comportamento linear em funcdo do aumento das doses, esse resultado
pode ser justificado pela composicao do produto comercial utilizado como fonte de AH
possuir 4,8% de K20. J& o AHex n&o apresentou o mesmo desempenho,
proporcionando um aumento no teor de K foliar em relacdo a testemunha apenas para

a maior concentracéo (Figura 5).

Figura 5 - Analise de regresséao das interacdes entre doses e fontes de acido
humico para os teores de N e K de plantas de alface cultivadas em sistema
hidrop6nico (Botucatu-SP, 2020) (AHex. &cido humico extraido. AHc. acido

humico comercial. A. 1° ciclo. B. 2° ciclo)
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As SHs tém a capacidade de aumentar o rendimento das plantas e estimular
direta ou indiretamente a absorcéo radicular de nutrientes, independente da sua
origem, natureza e caracteristicas (AYUSO et al., 1997; NARDI et al., 2002), sendo
também fonte de nutrientes como fésforo, nitrogénio e potassio (PANUCCIO et al.,
2001).

Varios estudos buscam elucidar os meios celulares e moleculares da atuacao

dos AHs no sistema radicular, porém esse mecanismo ainda nao foi totalmente
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esclarecido, contudo algumas hipoteses surgiram por meio de trabalhos consolidados,
tentando explicar a acdo dessas substancias na absorcdo de ions pelas raizes
(BALDOTTO; BALDOTTO, 2014b). Uma dessas hipoteses € o0 aumento na
solubilidade do complexo hamico-metal, o que facilita a absor¢éo principalmente de
micronutrientes (CHEN; AVIAD, 1990; PINTON et al., 1999; CHEN et al., 2004). A
outra trata do aumento da permeabilidade das membranas celulares, provocada pela
acao surfactante que os AHs tém, consequentemente, facilitando a entrada de ions e
a nutricao celular (VISSER, 1985).

Outros estudos relatam também a acdo dessas substancias na estimulacdo da
atividade e promocao da sintese das enzimas H+-ATPases da membrana plasmatica
(NARDI et al., 1991; FACANHA et al., 2002; CANELLAS et al., 2002; JINDO et al.,
2012), promovendo a despolarizagdo da membrana plasmética e, consequentemente
a ativacdo de transportadores secundarios, responsaveis pelo incremento da
absorcdo de macro e micronutrientes (SONDERGAARD et al., 2004; BALDOTTO;
BALDOTTO, 2014b). No trabalho realizado por Facanha et al. (2002) os autores
observaram que AH extraidos de vermicomposto e de lodo de esgoto, promoveram o
desenvolvimento radicular de plantulas de milho e de café e a ativacao da H+-ATPase
de membrana plasmatica.

Alguns trabalhos verificaram incremento no teor dos nutrientes em diferentes
culturas na presenca de SHs, como o realizado por Baldotto et al. (2009), os quais
observaram que a aplicacdo de AH de vermicomposto em abacaxizeiro incrementou
em 52, 71, 50, 58, 60% os conteudos de N, P, K, Ca e Mg, quando comparados com
os do tratamento controle. Também no trabalho realizado por Turkmen et al. (2004)
avaliando os efeitos de doses crescentes de N (0, 250, 500, 750 mg kg*) e de AH (0O,
500, 1000, 2000 mg kg?) sobre o teor de nutrientes em alface, observaram influéncia
significativa do AH no teor de N foliar, sendo o tratamento com 250 mg kg N e 2.000
mg kg de AH o que proporcionou maior contetido de N nas folhas. E por Al-Taey et
al. (2019) que estudando o efeito conjunto de doses de AH e fertilizante bacteriano
(Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum) em plantas de brocolis (Brassica oleracea L.
var. Italica) também verificaram aumento do teor de N nas plantas. Os autores Silva
(2001) e Meirelles et al., (2017) observaram incremento no teor foliar de K a adigéo

de SHs no cultivo de alface no sistema hidroponico e convencional, respectivamente.
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Na tabela abaixo é possivel verificar diferencas significativas entre as fontes de
AH para todos os teores de micronutrientes em ambos os ciclos, com excec¢éo do boro
(B) no 2° ciclo de cultivo (Tabela 9).
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Tabela 9 - Teores de micronutrientes de plantas de alface em funcdo da aplicacéo de fontes e doses de acidos humicos em
sistema hidropdnico (Botucatu-SP, 2020)

ACIDOS B (mg kg™) Cu (mg kg™) Fe (mg kg™) Mn (mg kg™) Zn (mg kg™)

HUMICOS 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo 1°ciclo 2°ciclo
AHex 21 a 15 11 a 8a 197 a 152 a 85D 62 Db 51D 37a
AHc 20b 15 9b 7b 175D 143 b 92 a 65 a 52 a 34 b
DMS 0,40 0,49 0,41 0,32 1,22 1,05 1,28 0,98 0,98 0,77
F fonte 15,58**  0,01™ 44,00**  24,36**  1310,25** 312,48**  124,28** 50,82** 4,61* 52,93**
F dose 4,13** 3,46" 2,85* 2,71* 331,16**  75,70" 24,84**  16,31"  38,84** 8,84"
F (Dose x fonte) 4,52** 9,33" 5,74** 4,76** 190,54**  243,26" 33,26**  82,61" 10,49 11,11
C.V. 3,30 5,44 7,08 7,47 1,12 1,21 2,47 2,64 3,25 3,72

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. *- significativo a 5%, **-significativo a 1% e ns- ndo
significativo pelo teste F.
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A fonte de AHc apresentou superioridade em relacédo a fonte de AHex para 0s
teores de B, Cu, Fe e para 0 Zn no 2° ciclo, entretanto para os teores de Mn e Zn no
1° ciclo a fonte de AHex proporcionou melhor resultado em relacdo a fonte AHc
(Tabela 9).

Pode-se observar que os teores de micronutrientes em plantas de alface
apresentaram respostas diversas em funcao da fonte de AH utilizada, comportamento
esse que pode estar relacionado com algumas caracteristicas do préprio material,
como o grau de purificacdo e o método de extracdo empregado. Brun et al. (1996)
relatou que a técnica de extracdo das SHs e o0 uso de tratamento prévio do material
original, podem elevar as quantidades de SHs geradas, além de alterar a qualidade
do material obtido. Diante disso, é plausivel obter respostas diferentes mesmo quando
utilizadas a mesma espécie de planta, pois os AHs utilizados no presente trabalho séo
de materiais de origem diferentes (lodo de esgoto e leonardita) e 0 método de extracao
e de purificacdo do AHc ndo é conhecida, podendo ser diferente da empregada no
presente trabalho.

Respostas significativas foram observadas para a interagédo entre as fontes e

as doses de AH para os teores de B, Cu, Fe, Mn e Zn (Figura 6).

Figura 6 - Analise de regressdao das interacdes entre doses e fontes de acido
himico para os teores de B, Cu, Fe, Mn e Zn de plantas de alface cultivadas em
sistema hidrop6nico (Botucatu-SP, 2020) (AHex. &cido humico extraido. AHc.

acido humico comercial. A. 1° ciclo. B. 2°ciclo)
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Para os teores de B e Fe, verificou-se interacao significativa entre a fonte de
AHex e suas concentracdes, apresentando elevacao nos teores até a dose de 4,5 mM
de C L1, esse resultado também foi observado para o teor de Zn em funcéo da
utilizacao da fonte de AHc. No caso do Mn, a resposta positiva para a absorcao do
elemento se deu até a concentracdo de 3,0 mM de C L de AHc, sendo possivel
verificar que ambos os nutrientes apresentaram decréscimo quando submetidos as
concentragdes mais elevadas de AHs, independente da fonte utilizada (Figura 6).

Em relacdo ao teor de Cu em ambos os ciclos, contrario do verificado para os
outros elementos supracitados, as maiores concentragdes do AHex nao afetaram a
absorcao desse elemento pelas plantas de alface, o qual exibiu comportamento linear
em func&o do aumento das doses. Ja para a fonte de AHc verificou-se um decréscimo
linear em funcdo do aumento das doses no 2° ciclo de cultivo, sugerindo a hipétese
de que a fonte de AH pode influenciar diretamente na absor¢édo desse elemento

(Figura 6).
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A promocao do crescimento das plantas no solo e em solucdes nutritivas, esta
diretamente relacionada a interferéncia das SHs na solubilidade de micronutrientes
(CHEN; AVIAD, 1990), a qual estimula a captacao de ions através da relacdo com a
atividade da superficie dessas substancias, que interfere na permeabilidade da
membrana (CHEN et al., 1996). Entretanto, as influéncias das SHs na solubilidade
dos minerais parecem ser variaveis e seletivas, dependendo do tipo e concentracéo
dessa substancia, das espécies de plantas, da composi¢cdo e pH do meio (CHEN;
AVIAD, 1990; CLAPP et al. 2001; NARDI et al. 2002) e das diferentes fracdes dessas
substancias, as quais parecem afetar de forma diferente na absorcdo pela planta
(MARINO et al., 2008).

Como observado no presente trabalho as concentra¢cées mais elevadas de AHs
podem ocasionar reducéo do teor de alguns micronutrientes avaliados nas plantas de
alface, possivelmente em razdo de uma menor absorcdo desses elementos pelas
plantas, podendo afetar no seu crescimento e desenvolvimento. Chen et al. (1994)
observaram diminuicdo no peso de brotos e raizes de meldo com concentracdes
elevadas de SHs originada de um extrato aquoso de esterco de gado. Resultado
semelhante foi obtido utilizando acido fulvico a solugéo nutritiva, o qual proporcionou
incremento no peso da raiz e do caule de plantas de pepino até uma determinada
concentracdo, ocorrendo uma diminuicdo para essas variaveis nas concentracoes
posteriores (CHEN et al., 1996). No trabalho de Ayuso et al. (1996) os autores
observaram queda no rendimento da cevada em concentracdes elevadas de SHs e
atribuiram a formacdo de complexos organometalicos de alta massa molar, o que
gerou diminuicdo da concentracdo de micronutrientes em solucdo nutritiva, podendo

ter dificultado sua absorcéo pela planta.

3.4 CONCLUSAO

A fonte de acido humico extraido a partir de lodo de esgoto quando aplicada a
solugcdo nutritiva proporcionou incremento no teor de clorofila a e carotenoides,
numero de folhas, diametro do caule e nos teores de N, K, B, Cu e Fe de plantas de
alface, sendo a maioria das respostas positivas visualizadas nas menores
concentragbes. O acido humico comercial influenciou positivamente as seguintes
variaveis: teor de clorofila a, massa fresca e seca da parte aérea, volume radicular e

nos teores de K, Mn e Zn de plantas de alface cultivadas em solug&o nutritiva.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que o lodo de esgoto (LE)
pode ser uma nova fonte de matéria-prima para obtencdo de substancias hamicas
(SHs), por apresentar alto teor de C em sua composicao, entretanto deve-se salientar
a importancia da escolha do método de extracao dessas fragcdes humicas, pois esses
métodos podem gerar resultados distintos ainda que utilizando a mesma fonte de
matéria-prima, como ocorreu no presente trabalho.

O uso da fragao de acido humico (AH) (extraido de LE “in natura”) comparado
com a fonte de AH comercial (extraido de leonardita) em plantas de alface no sistema
de cultivo convencional e hidropénico, mostraram resultados satisfatorios tanto do uso
do LE como matéria-prima para obtencdo de AH, quanto a aplicacdo dessa fracdo
hamica no solo e em solucao nutritiva.

Apesar de o presente trabalho ter alcancado resultados positivos com a
utilizacdo de AHs de diferentes fontes, maiores investigacdes sdo necessarias a
respeito das concentracdes a serem utilizadas de cada produto e as espécies de
plantas, pois as respostas a aplicacdo de SHs ndo sdo andlogas, podendo ter
interferéncia de varios fatores, como as concentra¢des, matéria-prima, grau de

purificacdo, método de extracdo que foi empregado e as espécies de plantas.
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