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RESUMO GERAL

O lodo de curtume é rico em matéria organica e nutrientes que podem nutrir plantas
e microrganismos do solo. Entretanto, aplicacbes sucessivas tém aumentado a
concentracdo de cromo (Cr) no solo. Este comportamento € motivo de preocupacao,
tendo em vista, que este elemento pode ser absorvido pelas plantas, translocado
para as partes comestiveis, e entrar assim, na cadeia trofica. O efeito da aplicacao
de lodo de curtume compostado (LCC) apds sete aplicacdes sucessivas, foi avaliado
nas propriedades quimicas e microbianas do solo e no crescimento, produtividade e
acumulo de Cr em plantas de milho e feijao-caupi. O experimento foi instalado em
blocos casualizados, com quatro repeticdes, e os tratamentos consistiram de doses
de LCC correspondentes a 0 (controle), 2,5, 5, 10 e 20 Mg ha! (base seca). Aos 0,
45, 75, 150 e 180 dias de experimento, avaliou-se o carbono da biomassa
microbiana (CBM), a respiracdo do solo (RS), o quociente metabdlico (qCO2) e
microbiano (gmic), a atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase e -
glicosidase, bem como o nivel de P, K, Ca, Mg, Na, o pH, a condutividade elétrica
(CE) e o teor de carbono orgéanico total (COT) no solo. Na colheita, selecionou-se 10
plantas de milho (75 dias) e de feijao-caupi (68 dias) para avaliagdo da matéria seca
da parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR), produtividade e determinacdo das
concentracdes de Cr em diferentes partes das plantas. O fator de translocacao (FT)
e o fator de bioacumulacédo (FBA) também foram calculados. Os valores de pH do
solo, C organico, P, Ca, Mg e Cr aumentaram com o aumento das doses de LCC e
diminuiram ao longo do tempo. Do mesmo modo, a biomassa microbiana do solo, [3-
glicosidase, fosfatase e desidrogenase aumentaram com a aplicacdo do LCC e
reduziram ao longo do tempo. A aplicacdo do LCC aumentou a MSPA das plantas e
a produtividade do milho e feijdo-caupi em relacdo ao controle. Entretanto, néo foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos para MSR. Os resultados
mostram ainda que as plantas de milho e feijdo-caupi apresentam comportamento
semelhante quanto a acumulagdo de Cr nos diferentes compartimentos, com maior
bioacumulacdo nas raizes associada as maiores doses de LCC. Entretanto,
divergiram quanto a translocagdo de Cr nas diversas partes. O milho reduziu a
translocacado para o grao, enquanto o feijdo-caupi aumentou no grdo com as maiores
doses de LCC. Em sintese, houve efeito significativo do tempo de amostragem e das
doses de LCC nas propriedades do solo. Por sua vez, o LCC promove o crescimento
e o rendimento das culturas que apresentam diferentes respostas quanto a
transferéncia de cromo para a parte aérea apos sete anos de aplicacdes sucessivas.

Palavras-chave: Residuo industrial (compostado), microbiota do solo, translocacgéo
de cromo.
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ABSTRACT

The composted tannery sludge (CTS) presents high amount of organic matter and
nutrients that can be supplied to the plants and microorganisms. However,
successive applications of CTS have increased the chromium concentration in the
soil. This pattern brings concern since this element can be absorbed by plants and
translocated into the soil-plant system, thus entering in the food chain. The effect of
the application of CTS, after seven years, was evaluated on the chemical and
microbial properties, and also, plant growth and Cr accumulation in maize and
cowpea. The experiment was designed as a randomized block with four replications
and the treatments consisted of CTS rates: 0 (control), 2.5, 5, 10 and 20 Mg ha™* (dry
basis). At 0, 45, 75, 150 and 180 days of the experiment, we evaluated the microbial
biomass C, soil respiration, metabolic and microbial quotients, activities of
dehydrogenase, phosphatase, and B-glucosidase. In addition, the contents of P, K,
Ca, Mg, Na, pH, electric conductivity and total organic carbon were also evaluated.
The plant growth and Cr accumulation were assessed at 75 days (maize) and 68
days (cowpea). The results show that soil microbial biomass, B-glucosidase,
phosphatase and dehydrogenase, pH, TOC, P, Ca, Mg and Cr increased with
increasing CTS rates and decreased over time. The results show that the application
of CTS increased shoot dry matter and yield of maize and cowpea. The results also
show that plants of maize and cowpea have similar behavior as the accumulation of
Cr in different compartments, with higher bioaccumulation in the roots associated
with higher rates of CTS. However, they contrasted on the translocation of Cr in
different parts. Maize decreased translocation to grain, while the cowpea increased in
the grain. In summary, there was a significant effect of sampling time and CTS rates
on soil properties. In turn, the CTS promotes the growth and yield of the cultures that
present different responses regarding the transfer of chromium to the shoot after
seven years of successive applications.

Key words: Industrial waste (composted), soil microbial, chromium translocation.



1 INTRODUCAO GERAL

Um elevado volume de residuos organicos e inorganicos vem sendo
produzido pelas atividades humanas e geralmente dispostos sem nenhum controle
no ambiente. Como resultado temos a degradacéao e poluicdo do solo, da agua e do
ar. O setor industrial dedicado ao processamento de couro bovino, representado
pelas industrias curtumeiras, caracteriza-se como um grande produtor de residuos
sélidos, comumente conhecidos por lodo de curtume. O uso deste residuo em areas
agricolas tornou-se uma pratica comum ao longo dos ultimos anos, sendo
geralmente considerada como uma alternativa viavel de reciclagem. Entretanto, a
compostagem do lodo de curtume pode ser uma estratégia interessante no sentido
de promover a decomposicao deste residuo e reduzir sua toxicidade. O efeito do uso
de lodo de curtume compostado (LCC) no solo e nas plantas tem sido estudado
recentemente (ARAUJO et al., 2013; MIRANDA et al., 2014; GUIMARAES et al.,
2015; OLIVEIRA; ARAUJO; MELO, 2015; ARAUJO et al, 2016) e tem-se
demonstrado que a aplicacdo deste residuo pode fornecer nutrientes, incorporar
matéria organica, elevar o pH do solo e promover a produtividade de diferentes
culturas.

Apesar do elevado contetdo de compostos organicos com potencial de
fornecimento de nutrientes, o LCC possui elementos téxicos, tais como Cr, que
podem limitar seu uso na agricultura (GUI-JU et al., 2006). Estes elementos podem
ficar retidos no solo, serem absorvidos pelas plantas (GONDEK, 2008; GONCALVES
et al., 2014a; GUIMARAES et al., 2015) e outros organismos (SARANRAJ;
SUJITHA, 2013; JOUTEY et al., 2015), ou ainda percolar até alcancar as aguas
subterrdneas, o0 que pode levar a riscos a saude humana e ao desequilibrio na
manutenc¢do da vida circundantes (MANDAL; VANKAYALA; KUMAR, 2011).

O cromo é um metal ndo-essencial altamente toxico para 0s microrganismos
e plantas. Entretanto, algumas espécies vegetais apresentam capacidade de
absorcao e distribuicdo de Cr no seu interior, podendo acumular alta quantidade de
Cr sem apresentarem danos celulares. Os estudos sobre o acumulo de Cr, apos
adicéo consecutiva de LCC, indicam incremento deste metal no solo e nos tecidos
vegetais (SANTOS et al., 2014; OLIVEIRA; ARAUJO; MELO, 2015). Assim, o
acumulo de Cr no solo é motivo de preocupacao, tendo em vista, que este elemento

pode ser absorvido pelas plantas e ser translocado para as partes comestiveis,
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entrando na cadeia tréfica. Desta forma, faz-se necessario monitorar as
concentracdes de Cr no sistema solo-planta apds aplicagdes consecutivas de LCC.
Em resposta ao acumulo de Cr no solo resultante de aplicacbes de LCC, a
microbiota do solo e as plantas podem apresentar respostas diferenciadas de acordo
com o tempo e as doses de LCC utilizadas.
Neste sentido, algumas questdes cientificas podem ser levantadas:
1) O comportamento da biomassa microbiana do solo e sua atividade bioquimica &
influenciado pelo o tempo e pela dose de exposi¢cdo ao LCC?
2) As mudancas nas propriedades quimicas do solo e especialmente o acimulo de
Cr influenciam o comportamento da biomassa microbiana do solo?
3) Ha semelhancas no comportamento de leguminosas e gramineas, especialmente
nos aspectos produtivos e de acumulo de Cr, em resposta a aplicacdo de LCC?
Com base no exposto, este estudo foi dividido em dois capitulos com o
objetivo de responder as questbes reportadas:
e Capitulo | - Time-dependent effect of composted tannery sludge on the
chemical and microbial properties of soil;
e Capitulo Il - Crescimento, acumulo de Cr e produtividade de milho e feijao-

caupi ap0s sete anos de aplicacdes sucessivas de lodo de curtume compostado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lodo de curtume

O crescimento populacional associado a baixa eficiéncia dos processos
produtivos tem gerado grandes volumes de residuos organicos e inorganicos que
sdo, em muitos casos, dispostos no ambiente (ROCHA et al., 2013). Os residuos
industriais, oriundos das atividades de mineracdo, quimicas, processamento de
metal e couro, estdo entre as maiores fontes de poluicdo do solo (GHANI, 2010). O
setor industrial dedicado ao processamento de couro bovino, representado pelas
induUstrias curtumeiras, caracteriza-se como um grande produtor de residuos sélidos,
comumente conhecidos por lodo de curtume (MALAFAIA et al., 2016). Este setor é
considerado de intensivo potencial poluidor (SHAKIR et al., 2012), devido ao volume
de insumos utilizados no processo e as diversas etapas necessarias para
transformar as peles animais em couro. Neste sentido, a inddstria curtumeira gera
aproximadamente 150 a 200 kg de lodo de curtume (base seca) por tonelada de
pele processada (PACHECO, 2005). O lodo de curtume, oriundo do processo de
curtimento do couro, apresenta diferentes substancias em sua composigéo, tais
como hidroxido de sédio, hidréxido de aménio, tenso-ativos n&o ibnicos,
bactericidas, enzimas proteoliticas, sulfeto de sodio, cloreto de aménio, sulfato de
amonio, acido sulfarico, acido férmico e sais de cromo (MARTINES, 2009).

A industria curtumeira estd passando por radicais transformacdes visando
atender as legislacées ambientais (DEGHLES; KURT, 2016), entretanto, ainda n&o
existem métodos adequados de disposicdo do lodo de curtume gerado, sendo parte
deste residuo disposta em aterros sanitarios ou industriais. Este tipo de destinacéo
proporciona elevado risco de contaminacdo do ambiente e danos aos seres
humanos (GODECKE et al., 2012), uma vez que estes residuos contém elevadas
concentracbes de varios elementos traco (Cr, Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Ni) (PATEL,;
PATRA, 2015). A ocorréncia de elementos traco, especialmente Cr, em forma
complexa no lodo de curtume é motivo de grande preocupacdo, uma vez que
representa risco de contaminacdo da cadeia alimentar e também para a saude
humana (GUPTA; SINHA, 2007). Portanto, faz-se necessario a busca por
alternativas econbmicas, tecnicamente viaveis e ecologicamente corretas de

descarte destes residuos que minimizem os riscos a saude publica.
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2.2 A compostagem de lodo de curtume e seu uso agricola

Definidos e respeitados os critérios técnicos agronémicos, o uso do lodo de
curtume na agricultura pode ser uma alternativa viavel de reciclagem deste tipo de
residuo. Diversos trabalhos propdem o uso deste residuo em &reas agricolas, tendo
em vista, a possibilidade do fornecimento de nutrientes, da incorporacdo de matéria
organica, da correcdo da acidez do solo e da promocédo da produtividade de
diferentes culturas (TRANNIN; SIQUEIRA; MOREIRA, 2008; PIETRI; BROOKES,
2008; NAKATANI et al.,, 2011; NAKATANI et al., 2012; ARAUJO et al., 2013;
MIRANDA et al.,, 2014; GUIMARAES et al.,, 2015; OLIVEIRA; ARAUJO; MELO,
2015; ARAUJO et al., 2016).

Apesar do elevado conteudo de compostos organicos com potencial de
fornecimento de nutrientes, o lodo de curtume possui elementos téxicos, tais como
Cr, que podem limitar seu uso na agricultura (GUI-JU et al., 2006). Estes elementos
podem ficar retidos no solo, serem absorvidos pelas plantas (GONDEK, 2008;
GONCALVES et al., 2014a; GUIMARAES et al., 2015) e outros organismos
(SARANRAJ; SUJITHA, 2013; JOUTEY et al., 2015), ou ainda percolar até alcancar
as aguas subterraneas, o que pode levar a riscos a saude humana e desequilibrio
na manutencgao da vida circundantes (MANDAL; VANKAYALA; KUMAR, 2011).

Estudos tém mostrado que a compostagem pode ser uma das formas de
melhorar a capacidade de uso do lodo de curtume na agricultura (SILVA et al., 2010;
SANTOS et al.,, 2011; GONCALVES et al.,, 2014a). A compostagem promove a
estabilizacdo do lodo de curtume por meio da decomposi¢do aerdbia deste residuo
(CAl et al., 2007), pela acdo de microrganismos e suas enzimas gue transformam os
residuos organicos em matéria organica estavel (KHALIL et al., 2011), além de
reduzir e inativar patbgenos e compostos organicos téxicos (SINGH; AGRAWAL,
2010). No entanto, o processo de compostagem nédo diminui o teor de elementos
traco nestes residuos, sendo necessario monitora-los no sistema solo-planta apos
aplicacdes consecutivas (SILVA et al., 2013).

Estudos anteriores mostraram que a compostagem do lodo industrial pode
melhorar as propriedades do residuo original e promover a atividade biologica do
solo e o crescimento vegetal (ARAUJO; MONTEIRO, 2006; SILVA et al., 2010).
Araljo e Monteiro (2006) observaram efeitos positivos do lodo téxtil compostado

sobre a biomassa e atividade microbiana do solo e ainda melhorias na reciclagem do
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carbono. Silva et al. (2010) observaram incremento no crescimento de plantas
pimenta ornamental, e ainda efeitos positivos na fertilidade do solo apds a aplicacdo

de lodo de curtume compostado.

2.3 Efeito do cromo nas plantas cultivaveis

A aplicacdo de lodo de curtume tem proporcionado efeitos benéficos na
produtividade de diversas culturas, tais como rabanete (NABAVINIA et al. 2015),
feijdo-caupi (GONCALVES et al., 2014a) e milho (MALAFAIA et al., 2016). Nabavinia
et al. (2015) avaliaram o efeito do lodo de curtume sobre o rendimento de tubérculos
de rabanete e concluiram que a aplicacdo do residuo aumentou o crescimento e a
produtividade destas plantas. Goncalves et al. (2014a) avaliaram o desenvolvimento
do feijao-caupi e a fitodisponibilidade de elementos trago nas folhas e graos destas
plantas apds a adicdo de lodo de curtume compostado e observaram aumento na
produtividade da cultura. Entretanto, os referidos autores observaram acumulo de Cr
nas folhas e nos graos apés dois anos de aplicacdo do lodo de curtume compostado
ao solo.

Estudos tém mostrado que a adi¢cao de lodo de curtume ao solo é uma pratica
viadvel para o cultivo do milho e permite fornecer nutrientes para o desenvolvimento e
rendimento desta cultura (SOUZA et al., 2005; BORGES et al., 2007; MALAFAIA et
al., 2016). Souza et al. (2005) avaliaram o acumulo de elementos traco (Cr, Cd, Ni e
Pb) nos tecidos foliares e no desenvolvimento do milho e observaram incremento da
fitomassa verde da parte aérea das plantas com o aumento das doses do lodo de
curtume aplicado. Borges et al. (2007) encontraram maior producdo de gréaos e
fitomassa verde de milho com adic&o de lodo de curtume combinado com adubacéo
quimica (400 kg ha' NPK). Recentemente, Guimardes et al. (2015) avaliaram o
efeito residual da aplicacdo do lodo de curtume compostado apos trés aplicacbes
anuais consecutivas, e observaram influéncia positiva no rendimento de graos do
milho verde em resposta ao efeito residual deste composto no solo.

Os trabalhos citados anteriormente evidenciam efeito positivo, sob o ponto de
vista agronOmico, da adicdo de lodo de curtume no solo. Entretanto, o
monitoramento do acumulo de elementos traco, principalmente o Cr, no solo e nas
plantas deve ser realizado permanentemente. Os estudos sobre o acumulo de Cr,

apos adicdo consecutiva de lodo de curtume compostado, mostram que houve
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incremento deste metal no solo e na planta (SANTOS et al.,, 2014; OLIVEIRA;
ARAUJO; MELO, 2015). O acumulo de Cr no solo é motivo de preocupacéo devido a
sua eventual fitotoxicidade, ao aumento da circulacdo de elementos traco na cadeia
alimentar e ao potencial para a contaminacao superficial e subterranea (SUNITHA et
al., 2014).

O Cr € um metal ndo-essencial altamente toxico para 0os microrganismos e
plantas (BAREEN; TAHIRA, 2011). A biodisponibilidade e absorcdo de Cr pelas
plantas depende do estado de oxidacdo e da concentracdo deste elemento
(BABULA et al.,, 2008), do pH, da presenca de sitios de ligagdo coloidal e de
complexos de Cr-organicos (DESPINA, 2012), bem como da capacidade de troca de
cations e teores de argila do solo (ANTONIADIS; ROBINSON; ALLOWAY, 2008).
Em solo com pH neutro e alto teor de matéria organica, o Cr apresenta baixa
mobilidade ou encontra-se imével (KABATA-PENDIAS, 2011; BRANZINI;
ZUBILLAGA, 2012), permanecendo nao facilmente disponivel para as plantas.
Segundo Sunitha et al. (2014) a adicdo de matéria organica ao solo permite reduzir a
mobilidade do Cr e consequente absorcdo pelas plantas. Os referidos autores
observaram que a aplicagdo de matéria organica (esterco de galinha e
vermicomposto) em solo contaminado com residuos de curtume reduziu o teor de Cr
absorvido pelo milho devido a imobilizagao do Cr no solo.

O Cr trivalente (Cr*3) é a principal forma do metal encontrada no lodo de
curtume (CAVALLET; SELBACH; GIANELLO, 2007). No solo, o elemento encontra-
se predominantemente nos estados de oxidacdo Cr*3 e Cr*¢, enquanto que os
estados intermediarios Cr*4 e Cr* sdo metaestaveis e raramente encontrados. O
Cr*6 é 0 mais persistente no solo, sendo altamente téxico para 0s organismos Vivos.
As plantas podem absorver tanto Cr*3 e Cr*6, entretanto o Cr*3 é o mais facilmente
encontrado em solos com pH neutro e alcalino (KABATA-PENDIAS, 2011). Nas
plantas, o Cr*3 é absorvido juntamente com os elementos essenciais e agua
(SHANKER et al., 2005) e translocado através do mecanismo de absorcdo de
enxofre (S), isto é, transportadores de sulfato. Isso é possivel devido a semelhanca
guimica entre estes dois elementos. Assim, a presenca de S reduz a absorcao de Cr
nas plantas porque ambos competem para 0 mesmo canal de transporte (SINGH et
al., 2013).

A presenca de Cr no solo induz alteragbes no padréo de crescimento e
desenvolvimento das plantas (BHALERAO; SHARMA, 2015). O Cr interfere no
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processo fotossintético e respiratorio e no mecanismo de absorcdo de agua e sais
minerais (SINGH et al., 2013). O impacto negativo do Cr na fotossintese € devido a
alteracdo na atividade das enzimas envolvidas na fixacdo de carbono e na cadeia
transportadora de elétrons, assim como inativacdo das enzimas envolvidas no ciclo
de Calvin e reducdo da condutancia estomatica. A reducdo da assimilacdo de CO:
inibe a producéo de pigmentos fotossintéticos, havendo como resultado declinio na
biomassa seca da planta (SUBRAHMANYAM, 2008; KUPPER et al., 2007). Além
disso, a atividade de varias enzimas relacionadas com a sintese de amido e com o
metabolismo do nitrogénio sdo diminuidas, quer por interferéncia direta da toxicidade
do Cr com as enzimas ou através da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Os danos oxidativos causam a destruicdo de lipidios da membrana e até
mesmo do DNA, podendo causar a morte das plantas (SINGH et al., 2013).

As espécies de plantas diferem significativamente na capacidade de absor¢éo
e distribuicdo de Cr no seu interior (WOLINSKA; STEPNIEWSKA; WLOSEK, 2013;
TERFIE; ASFAW, 2015). Algumas espécies sdo capazes de acumular alta
guantidade de Cr sem sofrerem danos celulares (SINGH et al., 2013). Para Souza,
Silva e Ferreira (2013) esta caracteristica pode ser adquirida ao longo do tempo,
com o desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo as condi¢cdes do meio. Uma
mesma planta pode apresentar diferentes formas de suportar a contaminacao, sendo
gue as respostas podem variar de acordo com as caracteristicas de cada espécie,
com os elementos causadores do estresse e as condi¢cdes especificas da area.
Kipper, Zhao e McGrath (1999) relatam que as plantas podem usar duas estratégias
para lidar com elevadas concentracdes de elementos traco adjacentes as suas
raizes: 1) exclusdo: mecanismos pelos quais a absorcdo e/ou transporte de
elementos traco da raiz a parte aérea sao restritos; e 2) mecanismos internos de
tolerancia que imobilizam, compartimentam ou desintoxicam elementos traco no
simplasto pela producdo de compostos de ligacdo com elementos traco. Para
Revathi e Venugopal (2013) a tolerancia das plantas aos elementos traco depende
em grande parte da eficiéncia da planta em absorver, translocar e ainda sequestrar
estes elementos traco em tecidos especializados ou em tricomas e organelas como
vacuolos.

Prévios estudos tém avaliado a absorcdo e translocacédo de Cr por varias
culturas apés a aplicacdo de lodo de curtume (TUDUNWADA; ESSIET;
MOHAMMED, 2007; CAVALLET; SELBACH; GIANELLO, 2007; OLIVEIRA,
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ARAUJO; MELO, 2015; GUIMARAES et al. 2015). Em sorgo e milho, Tudunwada,
Essiet e Mohammed (2007) verificaram que apés repetidas aplicagbes do lodo de
curtume aumentaram a concentracdao de Cr (folhas e grdos) em milho do que no
sorgo. Cavallet, Selbach e Gianello (2007) avaliaram o efeito da aplicacdo de lodo
de curtume sobre os teores de Cr no sistema solo-planta-percolado e verificaram
aumento na concentracédo do Cr nos tecidos de rabanete, enquanto que no sorgo o
acumulo ocorreu nas raizes, sem transferéncia para a parte aérea e graos. Além
disso, estes autores observaram que os teores de Cr nos graos de sorgo diminuiram
nos tratamentos com o lodo de curtume.

Para Shanker et al. (2004), um dos mecanismos fisioldgicos que explicam a
maior acumulagdo e concentracdo de Cr nas raizes, em compara¢cdo com a parte
aérea, seria a imobilizacdo do Cr nos vacuolos das células das raizes. Uma
observacéo importante seria que da quantidade total de ions Cr associados a raiz,
apenas uma parte é absorvida pelas células, enquanto que outra fracdo significativa
de ions fica fisicamente adsorvida nos locais extracelulares carregados
negativamente como grupos funcionais carboxilicos (COO") das paredes das células
das raizes (WEISA; WEISB, 2003). A fracdo ligada a parede celular ndo pode ser
translocada para a parte aérea e, portanto, ndo pode ser removida na colheita da
biomassa aérea (TERFIE; ASFAW, 2015).

Oliveira, Araujo e Melo (2015) observaram que, ap0s quatro anos
consecutivos de aplicacdo de lodo de curtume compostado ao solo, houve
incremento do teor de Cr nas folhas e gréaos de feijao-caupi. Em milho, Guimarées et
al. (2015) avaliaram o efeito residual da aplicacdo de lodo de curtume compostado
sobre o acumulo de Cr nas folhas e nos gréaos, e concluiram que os teores do
elemento nas folhas apresentaram ajuste linear significativo com as doses do
residuo. Além disso, os autores observaram que o Cr presente nas folhas do milho
foi parcialmente exportado para os grédos e, desta forma, ndo houve aumento
significativo no teor deste metal na parte aérea da planta. Os resultados observados
em feijéo-caupi (OLIVEIRA; ARAUJO; MELO, 2015) e no milho (GUIMARAES et al.,
2015) sugerem um comportamento distinto de exportacdo de Cr por estas culturas
apos aplicagdes sucessivas de lodo de curtume compostado ao solo. Desta forma,
haveria influéncia de resposta dos tipos de plantas para o acumulo, translocacao e

exportacao de Cr.
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As espécies vegetais diferem significativamente na capacidade de absor¢éo e
distribuicdo de Cr no seu interior. Hossner et al. (1998) afirmam que as
dicotiledbneas absorvem e transportam mais Cr a parte aérea do que
monocotiledbneas, possivelmente pelas diferencas no padrédo de enraizamento, taxa
de transpiracdo e metabolismo entre os dois grupos de plantas. Neste sentido, as
dicotiledéneas seriam hiperacumuladoras de Cr, quando comparadas com as

monocotiledbneas.

2.4 Efeito do lodo de curtume nos atributos quimicos do solo

O lodo de curtume pode ser considerado um adubo agricola em potencial,
pois € rico em varios nutrientes importantes para os vegetais, tais como N, P, K, S e
Mg (BERILLI et al., 2014). Entretanto, esse residuo apresenta restricdes de uso ao
longo prazo, principalmente devido a presenca de elementos trago, como o Cr
(SANTOS et al., 2014; OLIVEIRA; ARAUJO; MELO, 2015) e alta concentracéo de
Na que pode ser toxico para as plantas, bem como causar salinidade e sodicidade
em solos adjacentes com sucessivas aplicacdes (BAREEN; TAHIRA, 2011). Estas
constatacOes podem ser observadas em estudos recentes, tais como o de Possato
et al. (2014) quando avaliaram o efeito do lodo de curtume sobre os atributos
quimicos do solo em plantio de Eucalyptus urophylla. Os autores verificaram que 0s
valores de pH, condutividade elétrica (CE), relacdo de adsorcdo e porcentagem de
sodio no solo aumentaram linearmente com aumento das doses de lodo de curtume
aplicadas ao solo. Entretanto, os teores de Cr soluvel no solo decresceram
linearmente com o0 aumento das doses do residuo, correlacionando-se
negativamente com o pH. A reducédo dos teores de Cr soluvel com a adi¢cao do lodo
de curtume resulta da tendéncia do metal em formar precipitados com moléculas
organicas e ser adsorvido covalentemente pelos coloides, o que ocorre com maior
intensidade em maiores valores de pH do solo (POSSATO et al., 2014).

Em relagédo ao lodo de curtume compostado, Aradjo et al. (2013) relataram
aumento do pH, da CE e dos teores de matéria organica do solo apos trés anos de
aplicacoes sucessivas do residuo. Segundo Souza, Miranda e Oliveira (2007), o
aumento de pH ocorre por reacdo das hidroxilas e dos céations que promovem a
troca com os ions H* e AI**, favorecendo a manutencdo do pH mais elevado. De

acordo com Possato et al. (2014), a elevacdo nos valores de CE correlaciona-se
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com os teores de sais dissolvidos em solucgéo, principalmente os cations Ca?*, Na* e
Mg?*. Portanto, oS mecanismos que proporcionem a retirada desses elementos da
solucéo, tais como a absorcéo, adsorcao e lixiviacdo, contribuem para a reducéao da
condutividade elétrica do solo.

Segundo Teixeira et al. (2006) os teores de Ca?* disponivel no solo aumentam
até 1,6 vezes com a adicdo do lodo de curtume. Esta elevacédo no teor de Ca?* no
solo pode ser devido ao elevado conteudo do elemento no residuo. Os autores nao
observaram diferencas significativas para os teores de Mg?* e K*, entretanto houve
diminuicdo nos teores de P disponivel no solo com a adicdo da dose mais elevada
do lodo de curtume. E provavel que o lodo de curtume compostado tenha
contribuido para precipitacdo do P pelo aumento do pH do solo. Para Murphy (2014),
a elevacéo dos teores de Ca?* e, consequentemente do pH do solo, podem diminuir
a disponibilidade de P para as plantas.

Outros trabalhos com a aplicacdo de doses crescentes de lodo de curtume
compostado tém mostrado importantes mudancas nos niveis da matéria organica e
de substancias humicas do solo (GUPTA; SINHA, 2007; SILVA et al.,, 2010;
ARAUJO et al., 2013). Araujo et al. (2013) observaram que a aplicacdo de lodo de
curtume compostado aumentou os teores de matéria organica no solo em 69%, com
a elevacdo das doses do residuo. Este resultado foi atribuido ao elevado teor de
matéria organica no residuo que pode contribuir para melhorar a qualidade do solo,
uma vez que esta é reconhecida como o principal condicionador do solo e uma fonte

de nutrientes para as plantas.

2.5 Efeito do lodo de curtume nos atributos biolégicos do solo

O lodo de curtume apresenta também importante efeito sobre os atributos
biolégicos do solo, especialmente sobre a microbiota. A microbiota do solo
desempenha func&o essencial no ecossistema, incluindo ciclagem de nutrientes,
supressao de patégenos, estabilizacdo de agregados e degradacéo de xenobidticos
(CARRERA et al., 2007). Particularmente, a biomassa microbiana do solo atua como
um reservatorio de nutrientes, imobilizando-os temporariamente e reduzindo perdas
por lixiviagdo, o que possibilita seu uso posterior pelas plantas (ESPINDOLA et al.,
2001) e influencia diretamente a fertilidade do solo e a nutricdo vegetal (MURPHY,
2014).
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A biomassa microbiana do solo € um importante bioindicador da qualidade do
solo, pois responde em um curto prazo as alteracdes ambientais (GALDOS et al.,
2009) causadas por varios fatores, tais como uso e manejo do solo e da vegetacao,
tipos de fertilizantes e modo de aplicacdo (CARRERA et al., 2007; FERREIRA et al.,
2008). A biomassa microbiana do solo € considerada a massa dos componentes
vivos da matéria organica do solo (KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA, 2009),
funcionando como compartimento de reserva de carbono (C microbiano), nitrogénio
(N microbiano), fosforo (P microbiano) e enxofre (S microbiano) no solo (SOUZA et
al., 2010).

A respiracdo do solo é outro atributo microbiano importante para avaliar a
atividade metabolica do solo (ANDERSON, 1982). Uma elevada respiracdo do solo
pode ser interpretada como uma caracteristica desejavel quando se considera a
decomposicao dos residuos orgéanicos. Por outro lado, alta atividade respiratoria
também pode resultar em decomposi¢do da matéria organica mais estavel, podendo
levar ao comprometimento de processos quimicos e fisicos do solo, como a
agregacédo, a capacidade de troca catibnica e capacidade de retencdo de agua, e
também a perda de nutrientes (REIS JUNIOR; MENDES, 2007). Além disso, a
atividade respiratoria pode, ainda, indicar perdas de C oriundos da biomassa
microbiana do solo e, neste caso, aumenta o quociente respiratério do solo (qCOy).
O qCO:2 é um indice que expressa a taxa de respiracdo por unidade de biomassa
microbiana (ANDERSON; DOMSCH, 1985) e indica que a comunidade microbiana
do solo estd consumindo mais carbono oxidavel para sua manutencdo (ANDERSON;
DOMSCH, 2010), deste modo, tornando-se menos eficiente em seus processos
(ANDRADE; ANDREAZZA; CAMARGO, 2016).

Os microrganismos do solo produzem enzimas que desempenham papéis
essenciais em varios processos do ecossistema (VAN DER HEIJDEN; BARDGETT;
VAN STRAALEN, 2008). Os estudos com enzimas do solo tém sido considerados
uma das técnicas mais convenientes utilizadas como sensores para medir o grau de
poluicdo dos solos (PATEL; PATRA 2014), e as suas atividades podem ser inibidas
de acordo com a natureza e a concentragao de elementos trago. Assim, as enzimas
do solo podem ser consideradas como um indicador de estresse ap0s a aplicacao de
residuos no solo (OLCAY et al., 2013). Dentre essas enzimas, destacam-se a
desidrogenase, fosfatases e B-glicosidase (ARAUJO et al., 2015; 2016).
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Em geral, a adicdo de residuos organicos ao solo induz um aumento
transiente da biomassa microbiana do solo, medida pela quantidade de C ou N
microbiano. Por outro lado, o teor de matéria organica no solo pode influenciar no
possivel efeito deletério de espécies quimicas toxicas presentes em biossolidos
sobre a microbiota. O maior estimulo as comunidades microbianas na presenca de
matéria organica, em relacdo ao efeito inibitério de elementos traco, pode ser
frequentemente observado em solos que receberam biossdlidos (LOPES, 2001).

Goncalves et al. (2014b) ao avaliarem os efeitos do lodo de curtume
compostado sobre a biomassa microbiana do solo e o conteddo de elementos traco
apo6s dois anos de aplicacdes sucessivas, concluiram que a aplicacédo de 10 Mg ha
de LCC aumentou a biomassa microbiana do solo. Entretanto, com doses mais
elevadas houve reducdo da biomassa microbiana do solo e na atividade enzimatica
da desidrogenase. Araudjo et al. (2015) avaliaram os efeitos do lodo de curtume
compostado apds 5 anos de aplicacbes sucessivas e, observaram diminuicdo na
biomassa microbiana do solo e atividade enzimatica da desidrogenase com a
aplicacdo de 10 e 20 Mg ha. Os autores justificam os resultados em virtude da
elevacao na concentracdo de Cr no solo. Nakatani et al. (2012) avaliaram os efeitos
de duas aplicacbes de lodo de curtume e, observaram que as maiores doses
alteraram a composicdo microbiana, sendo esta resposta relacionada,

principalmente, ao aumento do N inorganico e pH do solo.
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CAPITULO | — Time-dependent effect of composted tannery sludge on the

chemical and microbial properties of soil

Abstract

Composting has been an efficient method for tannery sludge recycling before its
application to the soil. However, the application of composted tannery sludge (CTS)
to the soil should be monitored to evaluate its effect on the chemical and microbial
properties of soil. This study evaluated the time-dependent effect of CTS on the
chemical and microbial properties of soil. CTS was applied at 0, 2.5, 5, 10, and
20 ton ha (dry basics) applied annually since 2009. The chemical and microbial
properties of soil were evaluated at 0, 45, 75, 150, and 180 days after the 7"
application. The values of soil pH, organic C, P, Ca, Mg, and Cr increased with
increased CTS rates and decreased over time. Similarly, soil microbial biomass, [3-
glucosidase, phosphatase and dehydrogenase activities increased with the
application of CTS and decreased over time. Analysis of the Principal Response
Curve (PRC) showed significant effect of CTS rate on soil microbial properties over
time, with a positive correlation between the increase of the CTS rate and the
response of the chemical and microbial properties of soil. In conclusion, CTS
application influences the chemical and microbial properties of soil differently over
time; and Cr, pH, Ca, P, phosphatase, total organic carbon, Mg and soil respiration
were the variables more strongly affected after CTS application.

Keywords: Ecotoxicology, waste management, soil properties.

Resumo

A compostagem tem sido um método eficiente para a reciclagem de lodo de curtume
antes de sua aplicacdo ao solo. No entanto, a aplicacdo de lodo de curtume
compostado (LCC) ao solo deve ser monitorado para avaliar o seu efeito sobre as
propriedades quimicas e microbianas do solo. Este estudo avaliou o efeito
dependente do tempo do LCC nas propriedades quimicas e microbianas do solo. O
LCC foi aplicado anualmente desde 2009 nas doses 0, 2,5, 5, 10 e 20 t ha? (base
seca). As propriedades quimica e microbiana do solo foram avaliadas no tempo 0 e
aos 45, 75, 150 e 180 dias apos a sétima aplicacdo de LCC ao solo. Os valores de
pH, C organico total, P, Ca, Mg e Cr aumentaram com o aumento das doses de LCC
e diminuiram ao longo do tempo. Do mesmo modo, a biomassa microbiana do solo e
a atividade da [B-glicosidase, da fosfatase e da desidrogenase aumentaram com a
aplicacdo do LCC e reduziram ao longo do tempo. Analise da curva de resposta
principal (PRC) mostrou efeito significativo das doses de LCC nas propriedades
microbianas do solo ao longo do tempo, com uma correlagdo positiva entre o
aumento da dose de LCC e a resposta das propriedades quimicas e microbianas de
solo. Em conclusdo, a aplicacdo LCC influencia as propriedades quimicas e
microbianas do solo de forma diferente ao longo do tempo; e, Cr, pH, Ca, P,
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fosfatase, carbono organico total, Mg e respiracdo do solo foram as variaveis mais
fortemente influenciadas ap6s a aplicacéo de LCC.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, manejo de residuos, propriedades do solo.

1 Introduction

Industrialization has increased the generation of solid wastes in developed as well
as in developing countries (Singh et al., 2011). The main problem is that disposal of
this solid waste in the environment without prevention leads to environmental
pollution (Vergara and Tchobanoglous, 2012). To avoid or mitigate environmental
pollution, it is important to select appropriate alternative methods for solid waste
management than landfilling (Araujo et al., 2010). Particularly, high amounts of
tannery sludge (TS), which is a solid waste from tannery industries, are released in
the environment annually. This waste contains organic and inorganic compounds,
such as chromium (Cr), salts, carbonates, and hydroxides (Araujo et al., 2015). This
characteristic of TS suggests that it would be inappropriate for agricultural purposes;
however, agricultural utilization of solid wastes is one of the most promising and cost
effective options for their disposal (Crecchio et al., 2004; Hargreaves et al., 2008;
Araujo et al., 2010).

Among the several methods for waste decomposition, composting has been
reported as a useful and efficient method of TS recycling before its application in
agricultural purposes (Santos et al., 2011; Silva et al., 2014; Araujo et al., 2015). The
use of composted solid waste is increasing in agricultural areas (Madrid et al., 2007)
since the compost improves organic matter content and fertility of the soil as well as
contributes to the reduction of solid waste disposed of in the environment (Yuksel,
2015). On the other hand, the process of composting is not totally efficient during
detoxification of TS; therefore, the application of composted tannery sludge (CTS) to
the soil should be monitored to mitigate possible negative effects on soil chemical
and microbial properties.

The chemical properties of soil are important indicators of soil fertility as well as
soil pollution. On one hand, the use of composted solid wastes with high amounts of
organic matter and chemical elements may improve soil fertility (Anikwe and

Nwobodo, 2002). On the other hand, consecutive application of these wastes may



29

promote the accumulation of metals in soil and cause soil pollution (Pérez et al.,
2007). Similarly, the microbial properties of soil are important as they regulate several
environmental processes in the ecosystem (Lavelle and Spaim, 2001). Soll
microorganisms, as the drivers of the microbial processes, represent a large fraction
of global terrestrial biodiversity and act in many important soil processes, including
decomposition of organic matter and nutrient cycling (Condron et al., 2010).
Specifically, soil microbial biomass (SMB) and its biochemical processes, which are
mediated by enzymes, are early and sensitive indicators of soil pollution after waste
management (Santos et al., 2011; Silva et al., 2014; Patel and Patra, 2014).

Previous studies have shown that the application of composted solid waste
does not result in a clear pattern of response in chemical and microbial properties of
the soil and that these responses vary depending on the type of waste applied
(Ahlberg et al., 2006; Roca-Perez et al., 2009; Araujo et al., 2015). Usually, the use
of composted solid waste has improved the chemical properties of the soil while
increasing the accumulation of metals (Garcia-Gil et al., 2000; Roca-Perez et al.,
2009). The microbial properties of soil have shown both positive and negative
responses to compost application (Crecchio et al., 2004; Ros et al., 2006; Pérez et
al., 2007; Scherer et al., 2011).

Specifically, studies on the time-dependent effect of tannery sludge on soil
properties have focused on the untreated waste. The time-dependent effect of CTS
on the chemical and microbial properties of soil is still unclear. Therefore, we
evaluated the time-dependent effect of CTS on the chemical and microbial properties
of soil in a tropical soil.

2 Materials and methods

The experimental site is located at the Long-Term Experimental Field of the
Agricultural Science Center, Federal University of Piaui, Piaui, Brazil. The soil of the
area is classified as a Fluvisol with the following composition at 0-20-cm depth: 10%
clay, 28% silt, and 62% sand.

CTS was produced by mixing tannery sludge with sugarcane bagasse and
cattle manure (ratio 1:3:1; v:viv) and the composting was performed using the
aerated-pile method for 90 days. The physicochemical characteristics of CTS (Table

1) were evaluated at the end of composting process. The water content was
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determined after oven drying the samples at 105 °C for 24 h, the pH was directly
read, and total solids were measured by drying the samples at 65 °C (APHA, 2005).
The total organic C content was evaluated by dichromate oxidation of the samples
under external heating (Nelson and Sommers, 1996). The total N content was
determined using the Kjeldahl method after sulphuric acid digestion of the samples
(Bremner, 1996). The total Ca, Mg, K, P, S, Na, Zn, Cu, Cd, Pb, Ni, and Cr
concentrations were determined by atomic absorption spectrophotometry after nitric

acid digestion of the samples in a microwave oven (USEPA, 1996).

Table 1. Chemical attributes of the composted tannery sludge used in the
experiment.

pH Moisture TOC N P K Ca Mg Na S Cu Ni Cd Cr Pb

H2O % - g kgl-mmmmom e s mg kg1----------

7.5 68 201 15 49 29 121 7.2 49.1 10 16 23 1.9 1,943 40

MLP* - - - - - - - - - 200 70 3 150 180

" Maximum limit permitted by Brazilian regulation (CONAMA, 2009).

CTS has been applied annually since 2009 at five rates: 0 (without CTS
application), 2.5, 5, 10, and 20 t ha of CTS (dry basis). The experimental site is
arranged in a completely randomized design with four replicates. Plots are 20 m?
each, with 12 m? of usable area for soil and plant sampling, and rows are spaced 1.0
m apart. In the seventh year (2015), CTS was applied 10 days before maize (Zea
mays L.) AG 1051 sowing. The CTS was spread on the soil surface and incorporated
into the 20-cm layer with a harrow. Maize was grown at a density of 5 plants m
(approximately 62,000 plants ha?) for 75 days. After this period, cowpea [Vigna
unguiculata (L.) Walp.], cv. BRS Tumucumaque, was sowed at the density of 6 plants
m-1 (approximately 120,000 plants hat) for 68 days (Fig. 1).
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Fig. 1. Representation of climatic data, CTS application, soil sampling,
maize cultivation, cowpea cultivation period and accumulated water
input during the experimental period from 14 September 2015 to 12
March 2016. PET, potential evapotranspiration.

In order to measure the time-dependent effect of CTS, soil samples were
collected from each plot at 0, 45, 75 (during maize growth), 150 and 180 (during
cowpea growth) days after CTS application. For soil sampling, four soil samples were
collected in each plot (0-20 cm), sieved (2-mm), and stored at 4 °C prior to analysis.
Before the analysis, the soil was pre-incubated (with a 100-mL jar of soda lime and
bottles containing deionised water) in sealed plastic containers for 7 days with a
moisture content of 60-70% of the water-holding capacity to equilibrate the
physiological activity of SMB.

The C levels of the soil microbial biomass (MBC) were determined by the
method irradiation extraction (Islam and Weil, 1998; Ferreira et al., 1999), using 0.5
M K2SOs4 as the extractant. Soil respiration (SR) was monitored with a daily
measurement of COz evolution under aerobic incubation at 25 °C for 7 days (Alef and
Nannipieri, 1995). The metabolic quotient (qCO2) was calculated from the ratio
between SR and MBC and is expressed as mg CO:2 kg™ MBC day™* (Anderson and
Domsch, 1993). The microbial quotient (gmic) was calculated as the ratio of MBC to
total organic carbon, expressed as percentage (%). Dehydrogenase (DHA) activity

was determined according to Casida et al. (1965), based on the spectrophotometric
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analysis of triphenyl tetrazolium formazan released by 5 g of soil after 24 h of
incubation at 35 °C. Phosphatase (PHO) activity involved the colorimetric estimation
of the p-nitrophenol released after 1 h of incubation at 37 °C (Tabatabai and
Bremner, 1969). B-glucosidase (GLY) activity was measured according to the method
described by Eivazi and Tabatabai (1988).

The soil samples for chemical analysis were air dried and sieved (2-mm). Soil
pH, exchangeable Ca?*, Mg?*, K* and Na*, and the available P were estimated
according to Donagema et al. (2011). Soil electric conductivity (EC) was evaluated in
water (1:2; v:v) according to the method described by Richards (1954). Total organic
C (TOC) was determined by wet combustion using a mixture of 5 mL of 0.167 mol L™
potassium dichromate and 7.5 mL of concentrated sulfuric acid under heating (170
°C for 30 min) (Yeomans and Bremner, 1988).

All data were evaluated with univariate statistical analysis (ANOVA),
considering the CTS rates, sampling time and the interactions, through R software (R
Core Team, 2016). For this analysis, SR data were converted into Log (X).

We used Principal Response Curve (PRC) (Van den Brink and Ter Braak,
1998; 1999) to show and test temporal changes in microbial and chemical properties
caused by different ratess of tannery sludge as compared with those in the control
(CTS-free soil) and also to quantify the contribution of each property to separate the
treatments from the control. The PRC method is a multivariate technique which is
based on the redundancy analysis ordination technique and was performed using
CANOCO (version 5) (Ter Braak and Smilauer, 2012). The PRC diagram shows the
difference in the composition of the microbial and chemical properties of the
treatments compared to the controls as they develop over time. This technique was
specifically developed for analysing microcosm experiment data (Van den Brink and
Ter Braak, 1998; 1999). The results of the PRC analysis can also be evaluated in
terms of the fraction of the variance, that is explained by the factors’ time and
treatment. Only the faction that is explained by treatment is shown in the PRC
diagram. To assess the statistical significance of the effects of the treatments on the
composition of the microbial and chemical properties a Monte Carlo permutation test
was performed together with the redundancy analysis. Monte Carlo permutation of
the plots was used to test the significance of the PRC diagram in terms of displayed
treatment variance, by using an F type test statistically based on the eigenvalue of

the component (Van den Brink and Ter Braak, 1999). For each sampling day Monte
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Carlo permutation tests were conducted by testing the replicates of each treatment
against those of the controls separately, to access the significance of the treatment
effects for each sample date. Within all analyses, the values of the microbial and

chemical properties were centered and standardized.

3 Results

3.1 Soil chemical properties

CTS rates and sampling times had a significant influence on all of the
chemical properties of the soil, except for CTS rates on the K content. Only the pH
values were significantly influenced by the interaction between CTS rates and

sampling time (Table 2).

Table 2. ANOVA table of p-values of the effect of CTS rates (0, 2.5, 5, 10 and 20
Mg ha't), sampling time (0, 45, 75, 150, and 180 days) on soil chemical properties.
Chemical

attributes? CTS rate Sampling time CTS rate x sampling time
p-values

pH 6.28e-11 2e-16 0.0259
EC 0.00557 2e-16 0.892

TOC 0.00229 1.06e-10 0.404
P 2.96e-04 1.56e-11 0.279
Ca 0.000126 1.95e-08 0.142
Cr 6.58e-12 0.000174 6.78e-16
K 0.772 2e-16 0.564
Mg 0.0157 4.33e-09 0.846
Na 0.0396 2.28e-15 0.793

LEC (electrical conductivity); TOC (total organic carbon).

Soil pH increased with increasing CTS rates (Fig. 2a), and the values were
significant at the highest rates of CTS (APPENDIX-A). The EC values showed a
similar pattern than those observed for pH over time (Fig. 2b), but significant effects
of CTS rates were only observed at 45 and 75 days (APPENDIX-A). TOC and P
content increased with increasing CTS rates, showing the highest values in the
application 20 Mg ha* CTS. However, the results show a decrease in TOC and P at

the end of experiment (Fig. 2c, d). The values of Ca, Cr and Mg increased with the
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CTS rates and decreased over time (Fig. 3a, b, c¢). In contrast, the values of Na
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increased with the CTS application, but did not vary over time (Fig. 3d).

CTS rate (Mg ha™)

.|)

CTS rate (Mg ha

total organic carbon-TOC (C)

EC (B),

Fig. 2. Soil pH (A), electric conductivity

and Phosphorus-P (D) in soil samples of unamended soil (0 Mg hat) and in

amended soil with CTS (2.5, 5, 10, and 20 Mg ha™) during 180 days. Bars

indicate the standard deviation
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Fig. 3. Calcium-Ca (A), Chromium-Cr (B), Magnesium-Mg (C) and Sodium-Na
(D) in soil samples of unamended soil (0 Mg ha!) and in amended soil with CTS
(2.5, 5, 10, and 20 Mg ha™) during 180 days. Bars indicate the standard
deviation

3.2 Soil microbial properties

CTS rates, sampling time and their interaction had a significant influence on all
evaluated soil microbial properties, except for the CTS rates on the B-glucosidase
activity, and the interaction of CTS and sampling time on dehydrogenase activity
(Table 3).
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Table 3. ANOVA table of p-values of the effect of CTS rates (0, 2.5, 5, 10 and 20
Mg ha!), sampling time (0, 45, 75, 150, and 180 days) on soil microbial properties.
CTSrate Sampling time CTS rate x sampling time

Microbial attributes

p-values
Microbial biomass C 0.0318 2e-16 1.69e-05
Soil respiration 6.02e-08 2e-16 2.57e-12
Metabolic quotient 0.0136 2e-16 8.8e-06
Microbial quotient 0.0414 2.22e-13 0.0374
Dehydrogenase activity  2.13e-04 2e-16 0.0916
Phosphatase activity 1.67e-08 2e-16 0.00422
B-glucosidase activity 0.0503 2e-16 1.45e-04

Initially, soil MBC increased with the application of CTS and this increase
varied between 45 and 75 days (Fig. 4a). Therefore, the results showed that in the
low rate treatments (2.5 and 5 Mg ha') the MBC increased up to 75 days, while in
the high rate treatments (10 and 20 Mg ha™') the values of MBC increased up to 45
days (APPENDIX-B). Afterward, the values of MBC decreased showing the largest
decrease at 10 and 20 Mg ha' CTS. Soil respiration showed similar pattern found for
MBC over time (Fig. 4b). However, the values showed lower variation in the
treatments with 0, 2.5 and 5 Mg ha* than in the 10 and 20 Mg ha* CTS.

The values of qCO:2 increased significantly in the plots that received the
application of CTS (Fig. 4c); however, the greatest increase was found in soll
amended with 20 Mg ha! CTS. In contrast, the values of gmic presented similar
pattern those observed for MBC, showing an increase up to 75 days, in low CTS
rates (2.5 and 5 Mg ha); in high rates (10 and 20 Mg ha) the values increased up
to 45 days (Fig. 4d).



37

Times

= 3000~ A _,I..\ 201 B (days)
= . Clo
2 = s
- i @7
0 D B150
= 3 M 1s0
3 QN 15~
°EI 2000~ =)
— [
U &)
ot 5L
: E 10-
E =
2 2
=) -
5 100 g
= & =
E g
g =
= @
o= i I o
25 5
Times
4 C 40— (days)
D
= 0o
= 45
75
8 B150
- 3 30— il e0
1]
=
=
2
= =
D E
- s
-
=}
It
%
1= 10—
=
o
=}
Q
a‘ s e
o o i T o T T
25 5 10 20 25 5
CTS rate (Mg ha') CTS rate (Mg ha')

Fig. 4. Microbial biomass C (A), soil respiration (B), metabolic
quotient-qCO2 (C) and microbial quotient-gmic (D) in soil samples
of unamended soil (0 Mg ha') and in amended soil with CTS (2.5,
5, 10, and 20 Mg ha™t) during 180 days. Bars indicate the standard
deviation

The results of the enzyme activity assays showed a different trend.
Considering the pattern of responses over time, B-glucosidase and phosphatase
showed an increase up to 45 days, while dehydrogenase increased up to 75 days
after CTS application (Fig. 5). However, phosphatase increased while
dehydrogenase decreased as a result of the CTS treatments. 3-glucosidase did not
respond to the CTS rates (Fig. 5; Table 3).
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Mg ha!) during 180 days. Bars indicate the standard deviation

3.3 Time-dependent effect of CTS on soil properties

The PRC analysis showed a significant effect (P < 0.001) of CTS rate on the
microbial properties of the soil over time (Fig. 6). Of the variance, 39% could be
attributed to sampling date; this is displayed on the horizontal axis. Forty percent of
the variance could be attributed to the treatment, and the remaining variance (21%) is
between-replicate variation. Of the treatment variance, 76% is displayed on the
vertical axis of the first PRC (Fig. 6). The second PRC only explained 7% and is,
therefore, not shown. The weight (bk) can be interpreted as the affinity of the soil
variable with the Principal Response Curves (Cdat). The treatment explained a

significant part of the total variance (P < 0.001) and of the first PRC (P < 0.001,
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Monte Carlo permutation test with permuting whole time series only). At all sampling

dates, the treatments were significantly different from the controls (Monte Carlo

permutation tests, P = 0.023).
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Fig. 6. Principal Response Curves diagram indicating the effects of the
composted tannery sludge (CTS) into the soil on different soil parameters. The
lines represent the course of the treatment levels in time. The weight (bk) can
be interpreted as the affinity of the variable with the Principal Response
Curves (cdt). Cr — Chromium; pH — soil pH; Ca — calcium; P — phosphorus;
PHO - phosphatase activity; TOC - total organic carbon; Mg — magnesium; EC

- electric conductivity; Na — sodium; gR — metabolic quotient;

K — potassium,;

GLY - B-glucosidase activity; gM — microbial quotient; DHA - dehydrogenase

activity

4 Discussion

The application of CTS changed the chemical properties of the soil and the

parameters were influenced by the chemical composition of the CTS, as the waste

had a high pH, organic C, Ca, Na, and Cr contents (Table 1). Generally, the

application of CTS increased the organic matter and the nutrient content of the soil,

including P, Ca, and Mg. Thus, CTS application was important for improving soil

fertility and plant growth (Lee et al., 2004). However, the increase in soil pH, salinity,
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and Cr accumulation can negatively influence the microbial properties of soil (Ben
Achiba et al., 2009). Our results also showed that the values of chemical parameters
usually decreased over time (Appendix-A), which can be explained by the following:
a) the pH level of the soil decreased due to the release of H* from plants roots during
their growth; b) total organic C decreased due to the utilization of C by soil microbes
during the experiment, as soil microorganisms use organic matter as C and an
energy source; and, ¢) P, Ca, and Mg decreased due to the uptake of these elements
during the growth of maize and cowpea. Therefore, CTS application contributed to
the growth and yield of cowpea and maize over time (data not shown). Similar
findings were found by Adjia et al. (2008) who evaluated the long-term effect of
municipal solid waste on the chemical properties of soil and observed a decrease in
the chemical parameters over time.

The microbial properties of soil are a suitable and sensitive index for
evaluation of soil disturbance after organic inputs (Ros et al., 2006) and waste
application (Araujo et al., 2010). The study showed that CTS application affected the
microbial properties of soil differently depending on the rate and the time of exposure
to the waste. Generally, the values of the microbial properties of soil increased for
nearly two months and decreased after this time. Previously, Santos et al. (2011)
have shown in a laboratory experiment with tannery sludge that both rates and
sampling time influence soil microbial biomass and activity in a pattern similar to our
findings. Thus, our study, under field conditions, evaluating the long-term effects of
CTS application, seems to confirm these findings.

The short increase in soil microbial biomass and respiration after CTS
application, may be associated with the high input of fresh organic matter and
nutrients from CTS, which fueled the soil microorganisms and contributed for their
growth and activity (Selivanovskaya et al., 2006). In addition, the raw material used
during the composting, such as sugarcane, straw and cattle manure, may have
contributed additional C for increased soil microbial biomass and activity. Previous
studies have shown that the application of organic waste, such as sewage (Ahlberg
et al., 2006) and tannery sludge (Giacometti et al., 2012), can effectively increase soll
microbial biomass. On the other hand, the soil microbial biomass decreased after 45
days (10 and 20 Mg ha) and 75 days (2.5 and 5 Mg ha) after CTS application,
which may be a result of the decomposition of organic C during these periods;

consequently, the extra C and energy sources for soil microbial biomass decreased.
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Interestingly, the behavior of soil microbial biomass varied depending on the amount
of CTS applied. The application of the highest CTS rates (10 and 20 Mg ha)
decreased the threshold for the increase of microbial biomass compared with the
lowest CTS rates (2.5 and 5 Mg ha'). There would be two possible explanations for
this pattern: a) although the decrease in organic C and energy source contributed to
the lower microbial biomass over time, the microorganisms exposed to the highest
rates of CTS had a decreased ability to grow with the presence of C and nutrients
sources after several years; and b) this behavior suggests a limiting factor that affects
soil microbial biomass at the highest CTS rate. The accumulation of high levels of Cr
in soil after CTS application during these seven years is a probable limiting factor. In
this case, Jones and Lennon (2010) suggested that the exposure of microbes to high
metal accumulation might inhibit or maintain microbial biomass dormant until
favorable conditions return. Our results agree with those of Onweremadu and Nwufo
(2009) who found a significant reduction of microbial biomass due to high Cr
concentration, suggesting that this element inhibits the accumulation of microbial
biomass. A similar finding is also reported by Gough et al. (2008), who observed a
decrease in soil microbial biomass in Cr-contaminated soil over time. This behavior of
soil microbial biomass, mainly influenced by Cr accumulation, affected the microbial
quotient (i.e., microbial biomass per unit of TOC), which decreased in the highly Cr-
contaminated soil that was receiving CTS application in high rates. As shown in the
results (Fig. 3d), the values of gmic were higher and lower than 2% in the low and
high CTS rates, respectively, which corroborates with Shi et al. (2002) who found
gmic of 1% versus 2%, in the Cr-contaminated and uncontaminated soils,
respectively.

In contrast, soil qCO2 increased over time with CTS application and it is
associated with an elevation in soil respiration and a reduction of soil microbial
biomass (i.e., an indication of soil disturbance) (Wardle and Ghani, 1995); this may
occur when soil microbial biomass is under an unfavorable condition, such as metal-
contaminated soil, and does not have the ability to physiologically cope with the
stressor (Odum, 1985). Specifically, a high Cr concentration may exert a higher level
of stress on soil microorganisms because the microbes have a low number of
resistance genes to Cr (Sheik et al., 2012). Thus, these results confirm that Cr

markedly reduced the physiological ability of soil microorganisms to grow, as also
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reported by Sheik et al. (2012), who studied the effect of Cr, from tannery sludge, on
soil microbial communities.

The response of soil enzymes to soil pollution depends on the type of
contaminant and concentration. For example, metals can inhibit the soil enzymes by
interacting with enzyme-substrate complexes, denaturing the enzyme protein and
interacting with its active sites (Huang et al., 2009). Therefore, soil enzymes exhibited
a variety of responses to the CTS application depending on the nature of the
enzyme. Dehydrogenase activity was negatively affected by CTS application maybe
due to the accumulation of Cr since this enzyme is highly sensitive to Cr
contamination (Huang et al., 2009). Additionally, the reduction in SMB due to the
strong accumulation of Cr contributed to the inhibition of dehydrogenase activity as
this enzyme only exists within living cells (Dick, 1994). Similar findings were found by
Wyszkowska (2002) who evaluated the effect of chromium on soil enzymes and
observed that the highest concentration of Cr (150 mg kg™ of soil) caused a nearly
complete inhibition of the dehydrogenase activity.

On the other hand, B-glucosidase and phosphatase are extracellular hydrolytic
enzymes related to the soil C and P cycle (Gil-Sotres et al., 2005). Therefore, the
levels of C and P in the soil contribute to the [B-glucosidase and phosphatase
activities. For soil phosphatase, the high activity level over time may have been
influenced by the decrease in soil P during the experiment, since Nannipieri et al.
(1979) reported that low availability of P in soil increases phosphatase activity. Our
results also showed that a high amount of CTS stimulated phosphatase activity (Fig.
5b) as a response to the increase of available substrates in the soil. Similar findings
are also reported by previous studies where increases in phosphatase activity after
application of composted solid wastes were observed (Vinhal-Freitas et al., 2010;
Lakhdar et al., 2010). In addition, the extracellular enzymes, B-glucosidase and
phosphatase may not be influenced by factors controlling soil microorganisms
(Nannipieri et al.,, 2011), such as the decrease in soil microbial biomass in Cr-
contaminated soil. Usually, extracellular enzymes present lower turnovers compared
to soil microbial biomass, thereby persisting in the soil during long periods after the
decrease in the microbial biomass (Bonmati et al., 1991).

The PRC analysis showed how CTS application influenced soil properties over
time, showing a positive correlation between the height of the CTS rate and the

response of the chemical and microbial properties of the soil (Fig. 6). Therefore, CTS
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application promoted different effects on the chemical and microbial properties,
thereby changing the functioning of the soil ecosystem. In the PRC analysis, the
weight (bk) of each variable was used to find the more responsive and affected
variables after CTS application over time. Thus, the results indicate that all soil
properties, except B-glucosidase, dehydrogenase and microbial quotient, increased
due to the CTS application, with Cr, pH, Ca, P, PHO and TOC as the most affected
properties after CTS application. Particularly, these results confirm that Cr, pH, and
Ca were strongly affected by CTS application and these factors may contribute to
decreasing soil microbial biomass and activity over time. In contrast, the microbial
properties of soil presented positive, negative or neutral responses to the CTS
application. Therefore, CTS did not influence B-glucosidase, while negatively
affecting dehydrogenase and microbial quotient. On the other hand, phosphatase,
soil respiration and microbial biomass C were negatively affected by CTS over time.
Given the magnitude of weight of the variable, these results indicate phosphatase
and soil respiration as the most sensitive microbial indicators of CTS application to

the soil.

5 Conclusions

The application of CTS in the soil changed the chemical and microbial
properties of soil after seven years. However, CTS application influences the
chemical and microbial properties of soil differently over time. Therefore, the more
responsive and strongly affected variables after CTS application over time were Cr,

pH, Ca, phosphatase, and soil respiration.
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(Trabalho submetido a Acta Scientiarum)

CAPITULO Il — Crescimento, acimulo de Cr e produtividade de milho e feijéo-
caupi apdés sete anos de aplicacdes sucessivas de lodo de curtume

compostado

Resumo

O acumulo de cromo no solo tem sido relatado apos aplicacdes sucessivas de lodo
de curtume compostado. Este comportamento é motivo de preocupacao, tendo em
vista, que este elemento presente no solo pode ser absorvido pelas plantas e ser
translocado para as partes comestiveis, entrando assim, na cadeia tréfica. O
trabalho avaliou o crescimento, o acumulo de Cr e a e produtividade do milho e
feijdo-caupi apdés sete anos de aplicacbes consecutivas de lodo de curtume
compostado (LCC). O experimento foi montado em blocos casualizados, com quatro
repeticbes, e os tratamentos consistiram de doses de LCC correspondentes a 0
(controle), 2,5, 5, 10 e 20 Mg ha! (base seca). No solo de todos os tratamentos
foram analisadas as propriedades quimicas e a concentracdo de cromo. Na colheita,
selecionou-se 10 plantas de milho (75 dias) e de feijdo-caupi (68 dias) para
avaliacdo da matéria seca da parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR), produtividade e
determinacao das concentracdes de Cr em diferentes partes das plantas. O fator de
translocacdo (FT) e o fator de bioacumulacdo (FBA) também foram calculados. A
aplicacdo do LCC aumentou a MSPA das plantas e a produtividade do milho e
feijdo-caupi em relacdo ao controle. Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos para MSR. As plantas de milho e feijao-caupi
apresentam comportamento semelhante quanto a acumulacéo de Cr nos diferentes
compartimentos, com maior bioacumulagdo nas raizes associada as maiores doses
de LCC. Entretanto, divergiram quanto a translocacdo de Cr nas diversas partes.
Enquanto o feijdo-caupi aumentou no grdo com as maiores doses de LCC, o milho
reduziu a translocacdo para o grdo. Assim, o LCC promove o crescimento e a
produtividade das plantas com diferentes respostas das culturas quanto a
transferéncia de cromo para a parte aérea apos sete anos de aplicacdes sucessivas.

Palavras-chave: Manejo de residuos, bioacumulacdo de cromo, translocacdo de
cromo.

Abstract

Chromium accumulation in the soil have been reported after repeated applications of
tannery sludge. This is concerning, given that this element can be absorbed by plants
and be translocated to the edible parts, thus entering in the food chain. This study
evaluated the growth, the accumulation of Cr and productivity of maize and cowpea
after seven years of consecutive applications of composted tannery sludge (CTS).
The experiment was a randomized block design with four replications and the
treatments consisted of CTS rates corresponding to O (control), 2.5, 5, 10 and 20 Mg
hal (dry basics) In the soil of all treatments were analyzed the chemical properties
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and chromium concentration. At harvest, it selected 10 maize plants (75 days) and
cowpea (68 days) for evaluation of shoot dry matter and root dry matter, productivity
and Cr concentrations in different parts of the plant. Translocation factor (TF) and
bioaccumulation factor (BAF) have been calculated to check the phytostabilization
capability of studied plants. The application of CTS increased shoot dry matter and
yield of maize and cowpea. While the cowpea increased in the grain with the highest
rates of CTS, the maize reduced the translocation. Thus the CTS promotes the
growth and yield of plants and reveals different responses of the crops for chromium
transference to the shoot after seven years of successive CTS applications.

Keywords: waste management, chromium bioaccumulation, chromium translocation.

1 Introducéo

O processamento industrial do couro bovino gera uma grande quantidade de
residuos solidos, comumente conhecidos por lodo de curtume (MALAFAIA et al.,
2016). O volume de lodo de curtume, em base seca, gerado pela industria é de
aproximadamente de 150 a 200 kg por tonelada de pele processada (PACHECO,
2005) contendo substancias quimicas tais como hidréxidos de célcio e sodio e sais
de cromo (Cr) (MARTINES, 2009). Geralmente, o lodo de curtume é disposto em
aterros sanitarios, resultando em elevado risco de contaminacdo do ambiente e
danos para os seres humanos (GODECKE et al., 2012).

A compostagem do lodo de curtume vem sendo proposta como alternativa de
tratamento do residuo para utilizacdo agricola (ARAUJO et al., 2015). Trabalhos
anteriores tém mostrado que o uso de lodo de curtume compostado aumenta o0s
teores de matéria organica, melhora a fertilidade do solo e eleva a produtividade das
culturas (ARAUJO et al., 2013; MIRANDA et al., 2014; GUIMARAES et al., 2015;
OLIVEIRA; ARAUJO; MELO, 2015; ARAUJO et al., 2016). Por outro lado, o
composto apresenta elevados teores de Cr que podem limitar seu uso na agricultura
(GUI-JU et al., 2006), uma vez que o elemento pode se acumular no solo e ser
absorvido pelas plantas (GONDEK, 2008; GONCALVES et al., 2014a; GUIMARAES
et al., 2015). Estudos tém mostrado que ha acumulo de cromo (Cr) no solo apos
adicdo consecutiva de lodo de curtume compostado (SANTOS et al., 2014;
OLIVEIRA; ARAUJO; MELO, 2015) e este comportamento é motivo de preocupacao
devido a sua eventual fitotoxicidade e potencial para a contaminagéo superficial e
subterranea (SUNITHA et al., 2014).
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Em relacdo as plantas, diferentes espécies apresentam distintas capacidades
de absorcdo e distribuicAo de Cr nos seus tecidos (TERFIE; ASFAW, 2015),
podendo algumas plantas serem capazes de acumular alta quantidade de Cr sem
serem danificadas (SINGH et al., 2013). Estudos tém mostrado comportamento
diferenciado de plantas em relacéo a absor¢édo e acumulo de Cr apos a aplicacao de
lodo de curtume (TUDUNWADA; ESSIET, MOHAMMED, 2007, CAVALLET,;
SELBACH; GIANELLO, 2007; OLIVEIRA; ARAUJO; MELO, 2015; GUIMARAES et
al. 2015). Tudunwada, Essiet e Mohammed (2007) verificaram que apoés repetidas
aplicacoes de lodo de curtume, houve aumento significativo da concentragéo de Cr
na parte aérea do milho, mas ndo na do sorgo. Comportamento semelhante foi
observado por Cavallet, Selbach e Gianello (2007) que avaliaram o efeito da
aplicacdo de lodo de curtume sobre os teores de Cr no sistema solo-planta e
verificaram aumento na concentracdo do elemento na parte aérea de rabanete,
enquanto que em sorgo houve acumulo de Cr nas raizes, sem transferéncia para a
parte aérea e graos. Recentemente, Guimaraes et al. (2015) observaram que nao
houve aumento na concentracdo de Cr nos grdos de milho apds trés anos de
aplicacdes consecutivas de lodo de curtume compostado. Por outro lado, Oliveira,
Aratjo e Melo (2015) avaliaram as concentracdes de Cr no solo, nas fragbes da
matéria organica, e em plantas de feijdo-caupi, e observaram que, ap6s quatro anos
consecutivos de aplicacdo de lodo de curtume compostado, houve incremento do
teor deste elemento nas folhas e gréos destas plantas.

Os trabalhos mostrados anteriormente sugerem que ndo ha comportamento
semelhante das plantas as aplicacdes consecutivas de lodo de curtume e
consequente acumulo de Cr no solo. Neste sentido, o comportamento distinto
qguanto a absorcao e exportacdo de Cr pelas culturas, apds aplicacbes sucessivas
de lodo de curtume, indica influéncia de resposta das espécies de plantas para o
acumulo do elemento nas diferentes partes das plantas. Este estudo avaliou o
crescimento, acumulo de Cr e produtividade do milho e feijado-caupi ap6s sete anos

de aplicacdes consecutivas de lodo de curtume compostado.

2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido na area experimental do Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina-Pl (05° 05' S, 42° 48' W,
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76 m de altitude) manejada ha sete anos com repetidas aplicacbes anuais de lodo
de curtume compostado (LCC). O solo da &rea € classificado como Neossolo Flavico
(EMBRAPA, 2006) e apresenta 100 g kg de argila, 280 g kg de silte e 620 g kg
de areia na profundidade de 0,0-0,2 m. O clima do municipio, de acordo com a
classificagdo climatica de Thornthwaite e Mather (1955), é C1sA’a’, caracterizado
como subumido seco, megatérmico, com excedente hidrico moderado no verdo. As
meédias anuais de umidade relativa do ar e indice pluviométrico sdo: 69,4 % e 1.466,
mm, respectivamente, sendo as maiores chuvas concentradas nos meses de janeiro
a abril (BASTOS; ANDRADE JUNIOR, 2014).

O LCC foi produzido pela mistura de lodo de curtume com bagaco de cana de
acucar e esterco bovino (1:3:1; v:v:v) e utilizou-se o processo de pilha revolvida
(USDA, 1980) durante 90 dias. Para a caracterizacdo quimica do LCC (Tabela 1),
trés amostras simples foram retiradas no composto, homogeneizadas e formaram
uma amostra composta para andlise. O teor de 4gua foi determinado apds secagem
em estufa a 105 °C durante 24 h e o pH foi obtido diretamente por potenciometria
(APHA, 2005). O carbono organico total (COT) foi avaliado por oxidacdo do
dicromato de potassio sob aquecimento (NELSON; SOMMERS, 1996). O teor de N
total foi determinado utilizando-se o método de Kjeldahl, ap6s digestdo com &cido
sulfarico (BREMNER, 1996). O teor total de Ca, Mg, K, P, S, Na, Zn, Cu, Cd, Pb, Ni,
e a concentracdo de Cr foram determinadas por espectrofotometria de absorcao
atdbmica, apos digestdo com acido nitrico concentrado em um forno de micro-ondas
(USEPA, 1996).

Tabela 1. Propriedades do lodo de curtume compostado (LCC) utilizado no

experimento.
pH UmidadeCOT2 N P K Ca Mg Na S Cu Ni Cd Cr Pb

H20 % - g Kg il - mg kgt----------
7,5 68 201 15 49 29 121 7,2 49,1 10 16 23 1,9 1.943 40
CMP* - - - - - - - - - 200 70 3 150 180

* Concentracdo maxima permitida (CMP) pela legislacdo para uso agricola (CONAMA, 2009).
aCOT — Carbono orgénico total.

O experimento foi instalado em blocos casualizados, com quatro repeticoes, e
os tratamentos consistiram de doses de LCC correspondentes a 0, 2,5, 5, 10 e 20
Mg ha? (base seca) distribuidas uniformemente nas parcelas (20 m? com area util de
12 m?) e incorporadas ao solo na profundidade de 0,0-0,2 m manualmente com

auxilio de enxada. No sétimo ano, a aplicagdo do LCC no solo foi realizada dez dias
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antes da semeadura do milho (Zea mays L.) AG 1051. O milho foi semeado com
densidade de 5 plantas m™, totalizando 62.000 plantas ha. A colheita do milho foi
realizada 75 dias apdés a emergéncia das plantas. Posteriormente, o feijao-caupi
[Vigna unguiculata (L.) Pers.] cv. BRS Tumucumaque, foi semeado na densidade de
6 plantas m?, totalizando 120.000 plantas hal. A colheita do feijdo-caupi foi
realizada 68 dias ap0s a emergéncia das plantas. Durante o experimento, as plantas
foram irrigadas por aspersao convencional, aplicando-se laminas d’agua crescentes
de acordo com a exigéncia hidrica nos diferentes estagios fisiolégicos destas
plantas. Foram utilizados 656 mm e 670 mm de 4gua para o milho e o feijao-caupi,

respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo dos dados climaticos, aplicacdo de LCC,
amostragem de solo, periodos de cultivo de milho e feijao-caupi e lamina de
agua acumulada durante o periodo experimental de 14 setembro de 2015 a
12 de margo de 2016. ETP — Evapotranspiracdo potencial.

As coletas das amostras de solo (0,0-0,2 m) e das partes das plantas foram
realizadas na aplicacdo do LCC (0 dias) e nos periodos de colheitas do milho (75
dias) e do feijdo-caupi (68 dias). Para amostragem do solo, cinco subamostras foram
coletadas por parcela para formar uma amostra composta. As amostras foram secas

ao ar e peneiradas (2 mm) e analisou-se o pH (CaCl.), cations trocaveis (Ca?*, Mg?*,
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K* e Na*) e fosforo disponivel (P) de acordo com Donagema et al. (2011). A
condutividade elétrica do solo (CE) foi avaliada em &gua (1:2; v:v) de acordo com o
meétodo descrito por Richards (1954). O C organico total (COT) foi determinado por
via Umida utilizando uma mistura de 5 mL de dicromato de potassio (0,167 mol L) e
7,5 mL de acido sulftrico concentrado, sob aquecimento (170 °C durante 30 min)
(YEOMANS; BREMNER, 1988). O Cr foi extraido pelo método DTPA-TEA (LINDAY
e NORVELL, 1978) e mensurado pelo método USEPA-3050 (USEPA, 1986).

Para avaliacdo da produtividade, 10 plantas de milho e de feijado-caupi foram
selecionadas aleatoriamente. No milho, foram determinados o niumero de espigas
verdes por parcela convertido em rendimento de espigas verdes por hectare (REV
hal) e o niumero de grdos por espiga (NGESP). No feijdo-caupi foram obtidos, o
namero de graos por vagem (NGV) e a produtividade de gréos (PG) convertida em
kg ha! (umidade de 13%). Para andlise de matéria seca da parte aérea (MSPA) e de
raiz (MSR) e do teor de Cr nas partes destas plantas, foram coletadas
aleatoriamente dez plantas inteiras de cada cultura, que foram acondicionadas em
sacos de papel e colocadas em estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura de
65 °C até atingir massa constante. Para determinacdo dos teores totais de Cr, as
plantas de milho foram separadas em raizes, colmos, folhas e graos. As plantas de
feijdo-caupi foram separadas em raizes, folhas, vagens e graos. As amostras foram
moidas e a concentracdo de Cr foi determinada pela metodologia proposta por
USEPA (1986). O fator de translocacao (FT), que descreve a capacidade da planta
translocar Cr da raiz até a parte aérea em diferentes concentragdes, foi calculado
como: FT = teor de Cr na parte aérea (mg kg) / teor de Cr na raiz (mg kg*) (PATEL;
PANDEY; PATRA, 2016). Fatores de bioacumulacéo (FBA) foram calculados como a
razdo entre a concentracdo de Cr em cada particdo e a concentracado total de Cr no
solo (CARBONELL et al., 2011).

Os dados foram estatisticamente analisados pela analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste Tukey. Os dados relacionados a
produtividade do milho (REV ha?l, NGESP) e feijdo-caupi (PG e NGV) foram
submetidos a analise de regressdo. Todos os dados foram analisados utilizando o
software R (R Core Team, 2016).



55

3 Resultados e Discussao

A aplicacdo de lodo de curtume compostado aumentou a matéria seca da
parte aérea do milho e do feijdo-caupi (Figura 2A). Houve incremento na ordem de
107% e 76%, na dose de 20 Mg ha! em relacdo ao controle para o milho e feijdo-
caupi, respectivamente. Este aumento pode estar relacionado com maior
disponibilidade de nutrientes no solo apos a adicdo de LCC (Apéndice A). O LCC
apresenta elevados teores de matéria organica e elementos quimicos que melhoram
a fertilidade do solo e, consequentemente, a disponibilidade de nutrientes (Tabela 1).
Comportamento semelhante das plantas foram observados por outros autores
(ARAUJO et al.,, 2008; CARBONELL et al.,, 2011; GONCALVES et al.,, 2014;
GUIMARAES et al., 2015) quando aplicaram diferentes doses de lodo de curtume e
observaram aumento significativo na producéo de biomassa das plantas. A MSR né&o
apresentou diferenca significativa apos a aplicacdo do LCC (Figura 2B). O residuo
nao contribui para o aumento das raizes e que, este ndo apresenta toxidez para o
crescimento radicular. Isto pode estar relacionado com a baixa mobilidade do Cr
através da membrana celular, tendo como resultado rara ocorréncia de toxicidade
nas plantas (PANDA; CHOUDHURY, 2005). Resultado semelhante foi obtido por
Berilli et al. (2014) quando avaliaram a influéncia de diferentes proporcdes de lodo

de curtume, para a producdo de mudas de café Conilon.
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Figura 2. (A) Matéria seca da parte aérea — MSPA e (B)
matéria seca de raiz — MSR de plantas de milho e
feijdo-caupi em funcdo de doses de lodo curtume
compostado. Letras mindsculas diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,01) entre os tratamentos
para a cultura do milho. Letras mailsculas diferentes
indicam diferenca significativa (P<0,01) entre o0s
tratamentos para a cultura do feijao-caupi. As barras
representam o erro padréo da média (n=4)

As variaveis relacionadas a produtividade do milho e feijdo-caupi
apresentaram ajuste quadratico significativo pela adicdo de LCC, exceto o numero
de gréos por vagem (Tabela 2). De acordo com a equacgao de regressdo, o NGESP
maximo estimado foi de 277 grdos na maior dose (20 Mg ha). Por outro lado, o
REV apresentou rendimento maximo estimado de 26.130 espigas comerciais ha' na
dose de 15,3 Mg ha! de LCC. Para PG foi observado maximo de 664,48 kg ha' com
a dose de 12,7 Mg ha'! de LCC. Estes resultados podem ser associados a melhoria

da fertilidade do solo e, consequentemente, ao aumento de matéria seca da parte
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aérea, que é responsavel pela producdo e exportacdo de fotoassimilados ao resto
da planta, principalmente a formacéo dos graos (WUBS et al., 2009).

Tabela 2. Parametros produtivos do milho e feijdo-caupi, equacdes de regressao
e coeficiente de determinacdo em resposta a doses de lodo curtume compostado.
Teresina-Pl, 2016.

1 Milho?
Doses (Mg ha™) REV (mil ha?) NGESP
0 7,515+1,0 152,35 + 8,6
2,5 15,865 £ 2,2 175,45+ 9,6
5 17,952+ 0,8 208,85+9,4
10 23,380 £ 2,7 244,10 £ 13,6
20 24,633+ 2,5 277,05+ 6,7
Eq. regressdo (y=) -74,4x?+ 2278,2x + 8690,4 -0,309x? + 12,49x + 150,68
R? =0,97* R? = 0,99**
1 Feijdo-caupi®
Doses (Mg ha™) PG (kg ha’) NGV
0 424,36 £ 70,02 10,70+ 0,74
2,5 625,92 + 63,59 11,05+1,18
5 605,17 £+ 94,60 10,88 £ 1,30
10 615,08 £ 77,11 9,78 £ 2,29
20 611,45 £ 63,94 9,68 +1,61
Eq. regressdo (y=) -1,149x? + 29,11x + 480,095 S

R2=0,61* Y =10,42"

aREV — Rendimento de espigas verdes; NGESP — Nimero de gréos por espiga;
b PG — Produtividade de grdos; NGV — NUumero de grdos por vagem;
+ significa erro padrdo da média (n=4).

Estudos prévios tém demonstrado que a aplicacdo de lodo de curtume
compostado proporcionou aumentos na produtividade das plantas, tais como
rabanete (NABAVINIA et al. 2015), feijao-caupi (GONCALVES et al., 2014) e milho
(MALAFAIA et al., 2016). Entretanto, o monitoramento do acumulo de elementos
traco, principalmente o Cr, no solo e nas plantas deve ser realizado em virtude da
possivel translocacao deste metal na planta e entrada na cadeia tréfica. As parcelas
submetidas as maiores doses de LCC apresentaram teores de Cr no solo superior
ao tratamento controle, evidenciando que adicdo deste residuo promoveu maior teor
do elemento no solo. Esse aumento esta relacionado a composi¢do quimica do LCC
gue apresenta elevado teor de Cr. Resultados semelhantes foram observados por
Miranda et al. (2014) apdés cinco anos de aplicacfes sucessivas de lodo de curtume
compostado.

Independentemente da cultura, a concentragédo de Cr variou nas diferentes

partes das plantas. Nas raizes de milho, aumentou significativamente com a
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aplicacédo das doses de LCC, onde os valores variaram de 47,17 a 152,07 mg kg*
para o controle e 10 Mg ha!, respectivamente. Ndo houve aumento significativo na
concentracdo de Cr no colmo, sendo o valor médio de Cr 2,44 mg kg*. Entretanto,
houve aumento na concentracdo de Cr nas folhas de milho nos tratamentos com
adicado de LCC, em que os valores variaram de 4,39 a 10,77 no controle e 20 Mg ha
1, respectivamente. Interessantemente, a concentracdo de Cr nos grdos diminuiu

com a adicdo de LCC (Figura 3).
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Figura 3. Concentracdo total de Cr (mg kg?) nas
particoes da planta de milho cultivado em solo
submetido a diferentes doses de lodo de curtume
compostado (Mg ha?l). Letras iguais em cada
particionamento nao diferem entre si pelo teste Tukey a
5% de probabilidade

No feijdo-caupi a concentracdo de Cr aumentou significativamente com a
aplicacéo das diferentes doses de LCC no solo, exceto na vagem com valor médio
de 4,99 mg kg?. Nas raizes a concentracédo de Cr variou de 31,17 mg kg* a 93,26
mg kg para o controle e 20 Mg ha'l, respectivamente. Entretanto, foram observadas
diferencas significativas nas folhas com valores variando de 11,31 a 29,92 mg kg*
no controle e 20 Mg ha!, respectivamente. Diferentemente do milho, a concentracédo

de Cr no gréao de feijao-caupi aumentou com a aplicacao de LCC (Figura 4).
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Figura 4. Concentracédo total de Cr (mg kg?!) nas particdes da
planta de feijdo-caupi cultivado em solo submetido a diferentes
doses de lodo de curtume compostado (Mg hal). Letras iguais em
cada particionamento ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade

Em todos os tratamentos a concentracdo de Cr nas plantas de milho e feijao-
caupi foi relativamente maior nas raizes do que na parte aérea. O maior teor de Cr
na raiz pode ser devido ao seu contato direto com o elemento no solo
(SAMPANPANISH, TIPPAYASAK; CHAIRAT-UTAI, 2010). Além disso, pode existir
uma quantidade significativa de ions Cr associados com a raiz, e fisicamente
adsorvida aos sitios extracelulares carregados negativamente com 0S Qgrupos
carboxilicos (COO") das paredes das células das raizes (WEISA; WEISB, 2003;
GOMES et al., 2011) e outra parte seria absorvida pelas células e imobilizada no
vacuolo (SHANKER et al., 2004; NEMATSHAHI et al. 2012). Considerando ainda
gue houve incremento da parte aérea e nao foi verificado efeito negativo as raizes
das plantas com o aumento das doses de LCC, € provavel que a retencdo de Cr nas
raizes represente uma estratégia de defesa natural empregada pelas plantas
(SINHA; GUPTA; BHATT, 2007).

Cavallet, Selbach e Gianello (2007) avaliaram o efeito da aplicacéo de lodo de
curtume sobre os teores de Cr no sistema solo-planta-percolado e verificaram

aumento na concentragdo do elemento nos tecidos de Raphanus sativus L.,
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enquanto que em Sorghum vulgare Pers. o maior acumulo ocorreu nas raizes, sem
transferéncia para a parte aérea e graos. Além disso, os autores observaram que os
teores de Cr nos graos de Sorghum vulgare Pers. diminuiram nos tratamentos com
lodo. Tudunwada, Essiet e Mohammed (2007) verificaram o efeito do uso de lodo de
curtume sobre os teores de elementos traco nas plantas de sorgo e milho e
concluiram que as repetidas aplicac6es do residuo aumentaram a concentracdo de
Cr em ambas as culturas. Esta diferenca de resultados pode estar relacionada com o
pH, presenca de sitios de ligacao coloidal e complexos de Cr-organicos (DESPINA,
2012), capacidade de troca de céations e os teores de argila dos solos (ANTONIADIS;
ROBINSON; ALLOWAY, 2008). O estado de oxidagcdo e concentragcdo do Cr
também influenciam a biodisponibilidade e absorcédo do Cr pelas plantas (BABULA et
al., 2008).

Os resultados mostram que h& comportamento semelhante das plantas de
milho e feijdo-caupi quanto ao acumulo de Cr nas suas particbes (Tabela 3). Em
todos os tratamentos, os maiores fatores de bioacumulacdo aparecem para raizes,
indicando boa capacidade das plantas de acumular este metal nesta particao.
Resultados semelhantes foram obtidos por Patel, Pandey e Patra (2016) quando
avaliaram a absorcdo de cromo por Mentha spicata cultivada sob diferentes niveis
de lodo de curtume. Observou-se ainda, que houve reducdo dos FBA com a
aplicacdo das maiores doses de LCC, com resultados interessantes para 0s graos
(FBA<1), indicando baixa absorcéo de Cr (CARBONELL et al., 2011). E possivel que
a reducao da absorcdo de Cr com a aplicacdo das maiores doses de LCC, esteja
relacionada com o aumento da matéria organica do solo, que atua como imobilizador
e regulador da disponibilidade deste elemento téxico para as plantas (SINGH;
AGRAWAL, 2007; KABATA-PENDIAS, 2011; BRANZINI; ZUBILLAGA, 2012), bem
como pelo aumento do pH do solo, que potencializa a imobilizagcdo (POSSATO et al.,
2014). Assim, a adicdo de LCC pode contribuir para estes mecanismos pelo

aumento dos teores de matéria organica e pH do solo.
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Tabela 3. Fator bioacumulacdo de Cr em diferentes partes da planta de milho
cultivado em solo submetido a aplicagbes consecutivas de lodo de curtume
compostado. Teresina-Pl, 2016.

4 Milho

LCC (Mg ha™) Raiz Colmo Folha Grao
0 12,26 + 3,64 0,46 + 0,26 1,14 + 0,30 1,08 + 0,23
2,5 298 + 0,53 0,07 £ 0,03 0,16 + 0,05 0,08 + 0,04
5 289 + 044 0,05 £ 0,03 0,13 £+ 0,04 0,02 + 0,02

10 151 + 042 0,03 + 0,00 0,06 £ 0,02 <0,01

20 098 + 0,36 0,01 £ 0,01 0,07 = 0,02 <0,01

Feijao-caupi

Raiz Vagem Folha Grao
0 553 + 159 102 £ 0,26 2,00 = 0,70 0,12 £ 0,03
2,5 1,31 + 0,16 0,17 + 0,03 0,34 + 0,04 0,03 + 0,00
5 088 + 0,29 0,09 £ 0,05 0,23 + 0,07 0,07 £ 0,01
10 0,60 + 0,28 0,07 £ 0,05 0,26 + 0,06 0,07 £ 0,03
20 0,56 + 0,06 0,03 £ 0,00 0,18 + 0,04 0,03 £ 0,01

+ significa erro padrdo da média (n=4).

Houve variacéo entre as plantas de milho e feijdo-caupi quanto a translocacao
de Cr da raiz a parte aérea. Embora os maiores FT tenham sido observados nas
folhas, para ambas espécies, nas plantas de milho a translocacdo de Cr no gréo foi
reduzida com a aplicacdo das maiores doses de LCC (Figura 5A), enquanto que no
feijdo-caupi, houve maior translocagéo no grdo com o aumento das doses de LCC
(Figura 5B). Neste sentido, o comportamento distinto quanto a exportacao de Cr
pelas culturas, apos aplicacdes sucessivas de lodo de curtume compostado pode
indicar influéncia de resposta das espécies para o acumulo do elemento nas
diferentes partes das plantas. Isto pode estar relacionado com modificagdo no
metabolismo destas plantas para se adaptarem ao excesso de Cr (WANG et al.,
2013). As plantas de milho acumularam, relativamente maior teor de cromo nas
raizes que as planta de feijao-caupi. Isto pode explicar a baixa translocacao para a
parte aérea, tendo em vista que a fracdo de Cr ligada a parede celular das raizes
nao pode ser translocada para a parte aérea e, portanto, ndo poderia ser removida
na colheita da biomassa aérea (TERFIE; ASFAW, 2015). Para Hossner et al. (1998),
as dicotiledbneas absorvem e transportam mais Cr a parte aérea do que
monocotileddneas, possivelmente pelas diferencas no padrdo de enraizamento, taxa
de transpiracdo e metabolismo entre os dois grupos de plantas. Entretanto,

observou-se que para as duas culturas, os FT de todas as particbes foram menores
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que 1, sugerindo baixa translocacdo de Cr da raiz para a parte aérea e, assim
indicando imobilizacdo eficiente deste elemento nas raizes (CARBONELL et al.,
2011).

0.60 1 A
B Colmo O Folha B Grao

oo | B wle &l wfl

0 2.5 5 10 20

Fator translocacdo (FT)

0.60 - B

mVagem OFolha BGrdo

0.50

o 9
w b
o O

©
N
o

Feijdo-caupi

o
|_\
o

Fator translocacao (FT)

.

0 2.5 5 10 20
Doses de LCC (Mg ha1)

Figura 5. Fator translocacdo de Cr na parte aérea
de plantas de milho (A) e feijao-caupi (B) apos
aplicacdo de diferentes doses de LCC (Mg ha™) ao
solo. As barras representam o erro padrdo da
média (n=4)

0.00

4 Conclusodes

Apés sete anos, a aplicacdo de LCC proporcionou aumento no
desenvolvimento e produtividade de plantas de milho e feijao-caupi. As plantas
apresentam comportamento semelhante quanto a bioacumulagcdo de cromo nos
diferentes compartimentos vegetais. Entretanto, mostram diferentes respostas

quanto a translocagéo de cromo para a parte aérea.
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Apéndice A/Appendix A. Média de atributos quimicos do solo sob aplicacdo de
diferentes doses de lodo de curtume compostado - LCC (0, 2,5, 5, 10 e 20 Mg ha
1) e tempo de amostragem (0, 45, 75, 150 e 180 dias). Teresina-Pl, 2016.

LCC Tempo de amostragem (dias de experimento)
(Mg ha') 0 45 75 150 180
Cr (mg kg™
0 1,9 dA 1,9 dA 1,7 eA 1,8 eA 2,3 eA
2,5 6,2 cCA 6,2 cCA 6,4 dA 6,3 dA 6,0 dA
5 8,8 bA 8,8 bA 8,0 cA 8,0 cA 8,5 CA
10 9,0 bB 9,1 bB 11,0 bA 11,0 bA 10,6 bA
20 15,9 aA 15,9 aA 13,1 aB 13,1 aB 13,5 aB
pH (CaClz)
0 4,7 dC 54 cAB 56 dA 55 cA 51 dB
2,5 51 cC 5,7 cAB 5,8 cdA 5,8 bcA 5,4 dBC
5 5,7 bB 6,1 bA 6,0 cAB 6,0 bAB 58 cB
10 5,8 bC 6,5 aA 6,6 bA 6,6 aA 6,2 bBC
20 6,6 aB 6,8 aAB 6,9 aA 6,8 aAB 6,6 aB
EC (dSm™)
0 0,3 aB 0,5 bA 0,7 bA 0,5 aA 0,5 aAB
2,5 0,3 aB 0,6 abA 0,7 abA 0,5 aA 0,5 aA
5 0,3 aB 0,6 abA 0,7 abA 0,6 aA 0,5 aAB
10 0,3 aB 0,7 abA 0,7 abA 0,6 aA 0,6 aA
20 0,4 aD 0,9 aAB 0,9 aA 0,7 aBC 0,6 aCD
TOC (g kg™
0 5,9 bAB 59 cAB 55 bAB 5,4 bAB 4,9 bB
2,5 6,9 bAB 70 bcAB 7,0 abA 6,0 abBC 5,7 abC
5 7,1 abA 7,3 abcA 7,3 aA 6,9 abA 6,8 aA
10 7,5 abABC 7,6 abAb 7,7 aA 6,7 abBC 6,6 aC
20 8,7 aA 8,9 aA 8,5 aA 7,5 aB 7,1 aB
P (mg dm-3)
0 6,0 cA 5,8 bAB 6,0 cA 4,8 cAB 4,3 cB
2,5 6,0 cAB 5,8 bAB 6,8 bcA 45 cB 5,0 bcB
5 8,3 bcA 8,3 abA 7,3 bcAB 7,0 bcAB 6,0 abcB
10 12,3 abA 10,5 aAB 10,3 abAB 9,5 abBC 7,8 abC
20 12,5 aA 12,0 aA 12,5 aA 10,8 aAB 9,5 aB
Ca (mmolc dm)
0 15,0 cA 13,0 bA 13,3 bA 135 cA 12,5 cA
2,5 20,0 bcA 18,3 bA 20,0 abA 17,5 bcA 17,0 bcA
5 26,0 abAB 27,8 aA 26,0 aAB 23,8 abB 22,8 abB
10 27,8 aA 26,3 aAB 24,3 aB 235 abB 23,5 abB
20 31,0 aA 29,3 aAB 27,3 aBC 27,3 aBC 25,8 aC
K (mmolc dm-3)
0 2,2 aA 2,3 aA 2,2 aA 2,2 aA 1,9 aB
2,5 2,3 aA 2,5 aA 2,2 aA 2,4 aA 1,8 aB
5 2,4 aA 2,7 aA 2,3 aA 2,5 aA 1,9 aB
10 2,3 aB 2,7 aA 2,2 aB 2,3 aAB 1,9 aC
20 2,2 aB 2,7 aA 2,2 aB 2,3 aAB 1,8 aC



APENDICE A/APPENDIX A, continua

LCC Tempo de amostragem (dias de experimento)
(Mg ha?) 0 45 75 150 180
Mg (mmolc dm-3)
0 5,3 bA 6,5 bA 6,5 aA 6,0 aA 5,0 bA
2,5 7,0 abAB 7,8 abA 7,8 aA 8,0 aA 5,8 abB
5 7,8 aAB 9,3 aA 8,0 aAB 8,0 aAB 7,0 abB
10 7,8 aAB 9,3 aA 8,5 aAB 8,0 aAB 7,5 abB
20 8,0 aAB 9,0 aA 8,8 aA 8,3 aAB 7,0 abB
Na (mmolc dm-3)
0 3,6 aB 4,3 bA 4,6 aA 4,6 bAB 4,4 aA
2,5 4,0 aB 4,9 abA 50 aA 5,3 abA 4,9 aA
5 4,1 aB 51 aA 4,9 aA 5,1 abA 4,9 aA
10 4,2 aB 51 aAB 4,9 aA 5,1 abA 4,6 aA
20 4,0 aB 52 aA 4,9 aA 53 aA 4,9 aA

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e letra mindsculas na coluna néo

diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey.
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Apéndice B/Appendix B. Média de atributos microbiologicos do solo sob aplicacao
de diferentes doses de lodo de curtume compostado - LCC (0, 2,5, 5, 10 e 20 Mg

ha') e tempo de amostragem (0, 45, 75, 150 e 180 dias). Teresina-PI, 2016.

LCC Tempo de amostragem (dias de experimento)
(Mg ha) 0 45 75 150 180
Carbono da biomassa microbiana (mg C kg solo)
0 154,7 bAB  156.7 bA 154,5 bAB 137,2 aAB 117,4 aB
2,5 180,5 abAB 185,8 bA 206,2 aA 1415 aBC 128,2 aC
5 178,7 abAB 183.6 bA 197,1 abA 143,1 aBC 124,8 aC
10 185,0 abB 233,99 aA 217,6 aAB 127,5 aC 119,8 aC
20 207,4 aB 248,3 aA 222,9 aAB 124,7 aC 102,5 aC
Respiracdo do solo - Log (x) (mg C-CO2 kg dia?)
0 1,42 aA 1,42 cAb 1,40 dAb 1,40 cAb 1,35 bB
2,5 1,40 aB 1,52 bA 1,51 cA 1,47 bAb 1,41 abB
5 1,36 abD 1,53 bAB 1,55 bcA 1,46 bBC 1,45 aC
10 1,36 abC 1,57 bA 1,61 bA 1,48 bB 1,46 aB
20 1,33 bD 1,65 aA 1,69 aA 1,55 aB 1,42 aC
gCO2 (mg C-CO2 kg™ C da biomassa dia™)
0 0,173 aA 0,168 aA 0,168 bA 0,183 cA 0,183 bA
2,5 0,143 abB 0,180 aAB 0,155 bB 0,210 bcA 0,205 bA
5 0,133 abC 0,185 aB 0,183 abhB 0,205 bcAB 0,235 abA
10 0,125 abD 0,163 aCD 0,190 abBC 0,233 bAB 0,240 abA
20 0,108 bD 0,183 aC 0,220 aBC 0,288 aA 0,260 aAB
gMic (%)
0 2,62 aA 2,64 aA 2,84 aA 2,55 aA 2,41 aA
2,5 2,66 aAB 2,67 aAB 2,85 aA 2,39 aAB 2,25 aA
5 2,52 aA 2,51 aA 2,75 aA 2,16 abAB 1,83 abB
10 2,48 aAB 3,08 aA 2,88 aA 1,96 abBC 1,81 abC
20 2,39 aA 2,78 aA 2,60 aA 1,69 bB 1,45 bB
Desidrogenase (mg TTC kg solo)
0 6,0 aDb 11,1 aAB 12,4 aA 9,2 aBC 7,9 aC
2,5 57 aD 9,3 abAB 10,7 abcA 8,3 aBC 7,0 aCD
5 56 aC 7,9 bB 10,8 abA 8,2 aB 7,5 aBC
10 4,3 aC 8,7 bAB 9,8 bcA 8,3 aAB 7,3 aB
20 4,5 aB 8,5 bA 8,9 cA 8,4 aA 7,2 aA
Fosfatase acida (ug PNP g solo h?)
0 17,7 cB 46,8 dA 43,0 cA 21,3 cB 23,2 cB
2,5 24,2 cC 55,4 cdA 46,1 cAB 25,2 cB 37,4 bB
5 48,7 bBC 65,9 bcA 55,1 bcAb 30,8 bcD 42,2 bcD
10 53,5 bB 75,4 bA 62,0 bB 39,9 abC 56,6 aB
20 67,8 aBC 89,9 aA 76,7 aB 46,7 aD 60,5 aC
B-glicosidase (ug PNP g solo h')
0 26,6 aA 28,7 aA 18,2 abB 56 aC 6,5 aC
2,5 21,7 bB 25,1 cA 17,0 bC 56 aD 58 aD
5 21,6 bB 25,3 bcA 19,2 abB 6,3 aC 59 aC
10 20,8 bB 27,6 abcA 20,3 abB 6,5 aC 6,1 aC
20 21,3 bB 28,4 abA 21,1 aB 6,4 aC 7,3 aC

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e letra mindsculas na coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste Tukey.





