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RESUMO GERAL

Pontes. Wagner Luiz. Mineralizacio de um biossélido industrial no solo e
efeito desse na biomassa e atividade microbiana. 2002. Cap 1. 74 p.
Dissertagio (Mestrado em Solos ¢ Nutrigdo de Plantas) - Universidade Federal
de Lavras. Lavras. MG .*

A utilizagdo de biossolido industrial como insumo agricola. seus processos no
solo e seu efeito na comunidade microbiana sdo ainda pouco documentados na
literatura. havendo necessidade de se estudar. dentre outros aspectos. 0 processo
de mineraliza¢do ¢ a atividade microbiana no solo. Nesse estudo. objetivou-se
avaliar o efeito da aplicagio de um biossélido industrial na mineraliza¢do do
carbono (C) e do nitrogénio (N). na biomassa e atividade microbiana do solo. O
biossélido utilizado foi obtido da Estagio de Tratamento de Efluentes (ETE) da
empresa Rhodia-ster de Pogos de Caldas (MG) e aplicado a um Cambissolo
coletado na area da mesma empresa. Os experimentos foram desenvolvidos no
Departamento de Ciéncia do Solo-UFLA, sendo que o primeiro foi conduzido no
Laboratério de Microbiologia do Solo e constou de duas partes. Utilizaram-se
quatro doses crescentes de biossélido (0. 24. 48 ¢ 144 t ha™' base seca) em DIC.
Na primeira parte avaliou-s¢ a mineralizagdo do C. e na segunda. a mineralizagio
do N. Em ambos os casos. os dados foram ajustados & equac3o exponencial [X, =
X, (1-*)]. A dose de 144 t ha' foi a que apresentou maior potencial de
mineralizagdo para C ¢ N. sendo que a mineralizagdo do C foi maior nos
primeiros 16 dias de incubagdo, ¢ para o N, maior na primeira e quarta semanas.
O segundo experimento foi conduzido em casa de vegetagdo ¢ constou da
aplicagdo de doses crescentes de biossolido (0. 6. 12,18, 24, 48. 96 ¢ 144 t ha™
base seca). em DIC. As amostras coletadas foram analisadas quanto a biomassa
microbiana (BM-C). a respiragdo basal (RES), ao ¢CO-. & urease (URE). a
fosfatase acida-(FOS). a B-glucosidase (GLU) e a hidrolise do diacetato de
fluoresceina (DAF). A BM-C atingiu ¢ maximo aos 28 dias com a aplicagdo das
doses 6 ¢ 12 tha (1.660 pg C-CO- g solo™ h™'). sendo menor nas doses mais
elevadas de biossolido. A dltima decresceu com a elevagdo das doses de
biossolido. ao contrario da RES que aumentou devido & maior necessidade de
energia para a manutengio da populagio. O ¢CO- indicou efeito adverso de doses
elevadas de biossolido para a microbiota. A FOS foi a unica enzima estimulada
com o aumento das doses de biossolido, sendo seu valor maximo de 10.900 pg de
PNP g solo™' h”'. Outras enzimas nio foram afetadas pela aplicacdo de biossolido.

Comité Orientador Prof. José¢ Oswaldo Siqueira - UFLA (Orientador), Prof. Luiz Reberto
Guimaraes Guilherme - UFLA ¢ Prol™. Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA



GENERAL ABSTRACT

Pontes. Wagner Luiz. Mineralization of an industrial biosolid in the soil and its
effect on microbial biomass and activity. 2002. Chap. 1. 74p. Dissertation
(Master Program in Soils and Plant Nutrition) - Lavras Federal University,
Lavras. MG.

There is verv little information on the use of industrial biosolid as agricultural
amendment. Therefore. prior to its utilization. it is important to have a better
understanding of its behavior in the soil and its effects on the microbial
community and activity. In this work. we aimed to evaluate the effect of a
biosolid on the mineralization of carbon (C) and nitrogen (N), as well as on the
microbial biomass and activity. In order to reach these goals, we used a biosolid
produced by the Rhodia-ster industry, in Pogos de Caldas (MG State, Southern
Brazil). which was applied in Cambisol (Inceptsol) samples. Two experiments
were conducted in the Soil Science Department of the Lavras Federal University
(DCS/UFLA). The first one was carried out in the Soil Microbiology Laboratory,
using four dosis of biosolid (0. 24. 48 e 144 t ha”. based on dry weight) in
complete randomized design. In the first part. C mineralization was assessed.
while the second one dealt with N mineralization. For both cases. the data were
adjusted to a kinetics exponential equation (first order). as follows: X, = X, (1-€
Xy, The application of 144 t of biosolid per hectare presented the highest potential
of C and N mineralization. For C, the process was more intense during the first
16 days of incubation. while more N was mineralized during the first and fourth
weeks. The second experiment was conducted in a greenhouse. using crescent
dosis of biosolid (0. 6. 12. 18. 24. 48. 96 and 144 t ha"). following a complete
randomized design. Soil samples were analyzed for microbial biomass-C (BM-C),
basal respiration (RES). gCO.. urease (URE). acid phosphatase (FOS), B-
glucosidase (GLU). and fluorescein diacetate hydrolysis (FDA). The highest BM-
C (1660 pg C-CO: g soil”’ h') was found at 28 days after the application of the
dosis 6 and 12 t ha". In such conditions. there was an increase in microbial
respiration. and consequently. highest incorporation of C in the biomass. The
latter decrcased with highest dosis of biosolid. followed by highest RES.
necessary to maintain the population. The ¢CO- indicated an adverse effect of
highest dosis of biosolid on the microbial community. With increasing dosis, only
the activity of the FOS was positively affected, reaching a maximum of 10900 pg
PNP g soil”' h'. Other enzymes were not influenced by biosolid application.

Guidance Committee: Prof. José Oswalda Siqueira - UFLA (Major Protessor). Prof. Luiz Roberto
Guimaries Guilherme - UFLA ¢ Prof™. Fitima Maria de Souza Moreira - UFLA



CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

O crescimento da populagio mundial nos ultimos anos proporcionou
aumento da urbanizagio, com maior demanda na produgdo de alimentos ¢
produtos industrializados €, conseqiientemente, maior producio de residuos
orginicos ¢ inorgdnicos. Estes residuos podem ser oriundos da atividade
industrial (vinhaga, residuo de curtume e petroquimico), urbana (ledo de estagdo ‘
de tratamento de esgoto e composto de lixo) ¢ agropecudria (de origem animal ¢
vegetal). dentre outros (Tedesco et al. 1999). Enquanto as nagdes
industrializadas buscam alternativas para escoar os 400 milkdes de toneladas de
residuos produzidos anualmente. paises como o Brasil convivem com sistemas
totalmente precarios, sem um projeto bem estruturado de disposi¢io final para os
mesmos. Em aproximadamente 75% dos municipios brasileiros o lixo ¢
depositado em vazadouros a céu aberto, sendo que o restante recebe tratamento
mais adequado, dos quais 12% correspondem a aterros controlados. 9% a aterros
sanitarios ¢ 4% a compostagem. incineragfio ¢ reciclagem (IBGE. 1998).

A necessidade de se obterem novas tecnologias ¢ agdes politicas para
solucionar estes,problemas fez com que paises desenvolvidos. como os Estados
Unidos. investissem em pesquisas para criar normas para melhor aproveitamento -
efou disposigdo destes residuos. Atualmente. alternativas como disposi¢io em
aterro sanitario, reuso industrial. incineragdo. recuperagdo de areas degradadas.
decomposigio natural (“landfarming”) ¢ uso agricola tém sido as mais utilizadas
como destino final. sendo este ultimo o mais cogitado no momento. devido ao fato
de estes materiais. conterem matéria organica ¢ fornecerem nutrientes para o solo.

No entanto. até a sua aplicagiio no solo, o lodo de esgoto passa por uma série de



tratamentos. como adensamento, estabilizagdo. condicionamento e desidratagio.
Estes processos visam degradar parcialmente ou estabilizar a matéria organica
(Fernandes. 2000). diminuir a carga bacteriologica (Soccol & Paulino, 2000) ¢
reduzir seu volume (Sobrinho. 2000). entre outros. No Brasil. a CETESB,
através do documento Sistemas de Aplicagio de Biossolidos ¢ Lodo de
Tratamento Biologico em Areas de Uso Agricola, apresentou as primeiras normas
¢ limites de utilizagdio desses residuos na agricultura. fundamentadas nas normas
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA). denominada 40
CFR 503 (USEPA. 1996). No entanto, nio sdo levados em consideragio os
fatores edafoclimaticos da regido tropical. que se apresentam diferentes aos dos
EVA.

O lodo de esgoto. residuo obtido do tratamento das aguas servidas
(esgotos). sofre tratamento com o objetivo de despolui-las a0 maximo, permitindo
seu retorno ao ambiente sem que sejam considerados agentes de poluigsio (Melo e
Marques. 2000). A matéria orginica e a inorgdnica encontradas nessa agua
residual sdo separadas nas estagdes de tratamentos por diferentes processos.
podendo passar por um tratamento mais simples. denominado primario.
produzindo lodo digerido ou cru. Em outros processos. este lodo pode passar por
operagbes de arejamento e decomposi¢do bioldgica que correspondem a um
tratamento secundario, obtendo-s¢ o lodo ativado (Kiehl. 1985). mais tarde
recebendo a denominacao “biossélido™.

Muitos trabalhos t€ém mostrado a viabilidade de emprego do biossolido de
esgoto urbano na agricultura. na recuperagio de areas degradadas ¢ no
reflorestamento. Isto permite a disposigdo pratica do material, a reciclagem de
nutrientes ¢ a manutengao do teor de matéria organica do solo. bem como o
condicionamento de outras propriedades fisicas. quimicas e biolégicas do mesmo.

No entanto. sdo escassas. na literatura. pesquisas que relatem sobre a utilizagio



de biossolido industrial na agricultura ¢ como este material interfere na
comunidade microbiana e seus processos no solo. Para entender este fato. ha
necessidade de estudar. entre outros aspectos. o processo de mineralizacdo € a
atividade microbiana no solo que ira receber este tipo de material, agdo necessaria
para qualificar um biossélido quanto ao seu potencial de uso em solos agricolas.
Com este objetivo. avaliou-se o efeito da aplicagdo de um biossolido
industrial na mineralizagio do C e N, na biomassa microbiana e na atividade

microbiana do solo.

2 REFERENCIAL TEORICO

1
1

2.1 Consideragdes gerais

Biossolido é definido como um residuo semi-solido predominantemente
organico. com teores variaveis de componentes inorganicos. originado de sistemas
de tratamento biologico de despejos liquidos urbanos ou industriais (Straus &
Aquino Neto. 1998). nos quais passaram por processos de higienizagao,
estabilizacio e secamento de modo a serem manuseados de forma segura (Melo &
Marques, 2000). Este tipo de material possui um grande potencial em suprir, com
o fornecimento de nutrientes. o desenvolvimento dos vegetais, além de melhorar
as condigdes quimicas. fisicas ¢ biolégicas do solo (Melo & Marques. 2000). No
entanto. sua composicdo bastante varidvel pode apresentar quantidades elevadas
de metais pesados e limitar a sua aplicacdo no solo.

Para isto. as autoridades estabeleceram normas ¢ critérios para 0 uso
destes residuos em areas agricolas. ndo somente para limitar a quantidade de

metais pesados que podem ser adicionados ao solo. como também a presenca de

(¥2]



compostos organicos toxicos ¢ de patégenos (CU Recommends, 1998). A
preocupagdo com os metais pesados no biossolido ¢ maior por que esses
elementos podem se acumular no solo depois de repetidas aplicagdes, tomando-se
téxicos para as culturas, além de se acumularem na cadeia alimentar. podendo
causar prejuizos a funcionalidade do sistema solo, ji que no processo de
tratamento estes elementos ndo sdo eliminados (Johnston et al.. 1983). Segundo
Bettiol et al. (1983). quando os teores de metais pesados encontram-se acima da
faixa permitida pela legislagdo. o biossélido s¢ toma restrito para o uso agricola,
podendo sofrer sinterizagdo, produzindo um agregado leve. que ¢ utilizado na
construgdo civil. ser incinerado ou disposto em aterro sanitario.

Porém. entender os processos envolvidos na degradacio do biossélido e
seu efeito na microbiota ¢ de suma importincia. Segundo Lambais & Souza
(2000). a aplicagdo de altas doses de biossolido pode implicar em modificagdes
na comunidade microbiana e alteragdes na sua funcionalidade. devido a presenga
de compostos quimicos toxicos. Varios trabalhos comprovaram o uso do lodo de
esgoto como substituto parcial dos fertilizantes minerais ou até mesmo
substituicdo de pelo menos parte da calagem em fungdo da metodologia do seu
preparo (Melo & Marques. 2000). Bettiol & Carvalho (1982) verificaram o efeito
benéfico para aproveitamento do lodo de esgoto urbano como fertilizante para as
culturas de soja, arroz e feijdo. Da Silva et al. (1998) observaram aumentos na
produtividade de colmos ¢ de agucar quando utilizaram lodo de esgoto urbano da
estacao de tratamento de esgoto (ETE) de Barueri na adubagdo de soqueiras de
cana-de-agucar. Outras aplicagdes. como em fruticultura, no reflorestamento € na
recuperagio de areas degradadas. também sdo altermnativas interessantes dentro de
critérios especificos de utilizacio (Sanepar, 1997).

Caracteristicas como biomassa microbiana. respiragio. atividade

enzimatica ¢ mineralizagio t€ém sido amplamente documentadas por indicarem a



presenca de agentes potencialmente poluentes (FlieBbach et al.. 1994: Chander et
al.. 1995: Brookes. 1993: Dahlin et al.. 1997) ¢ por serem processos importantes

para manutengdo da sustentabilidade do solo. X
2.2 Efeito na microbiota

A biomassa microbiana (BM) ¢ definida como a parte viva da matéria
orginica do solo e inclui bactérias. fungos, actinomicetos, algas ¢ protozoarios,
que compreendem. em média. de 2 a 5% do C orgénico do solo (Jenkinson &
Ladd. 1981) ¢ de | a 5% do N total do solo (Smith & Paul. 1990). Possui
importante papel na decomposi¢do dos residuos orgdnicos pela ciclagem de
nutrientes ¢ pelo fluxo de energia no solo. influenciando tanto a mineraliza¢do da
matéria orgdnica quanto a estocagem do carbono ¢ de outros nutrientes. como Ne
P (Jenkinson & Ladd. 1981). O curto periodo de ciclagem. em média de 0.15
anos (Bonde et al.. 1991). e a rapidez de sua resposta as alteragdes d¢ manejo
(Powlson et al.. 1987: Doran, 1980) a tornam um boa indicadora das mudangas
que ocorrem no solo e, portanto passivel de utilizagdo para avaliar o impacto de
compostos estranhos a0 mesmo (FlieBbach et al.. 1994: Kandeler et al.. 1996:
Perucci-et al.. 2000).

A adigdo de residuos organicos pode favorecer tanto o aumento (Leita et
al.. 1999) como a diminuicio da biomassa microbiana (Chander & Brookes.
1993). Isto foi observado no trabalho realizado por Pascual et al. (1997), que
estudando o efeito de duas doses de lodo de esgoto urbano sobre a biomassaf
microbiana em um solo, verificaram aumentos na ‘biomassa carbono (BM-C)
superiores a 700% na dose mais elevada em relagdo ao controle. O mesmo foi
verificado por Chander et al.. (1995) em um solo suplementado com lodo de

esgoto. enriquecido com metal pesado. No entanto. ha evidéncias de que os metais



pesados introduzidos através do lodo de esgoto causam acumulagio de matéria
organica ¢ diminuigdo da taxa de ciclagem da matéria orginica, provavelmente
Leita et al.. 1996). Isto foi comprovado por Chander & Brookes (1991) e Baath
et al. (1998). que observaram redugdes nos valores de BM-C quando adicionaram
em um solo lodo de esgoto enriquecido com metais pesados. Segundo Leita et al.
(1995). os metais pesados afetam o crescimento. morfologia ¢ metabolismo dos
microrganismos no solo através de disturbios funcionais, desnaturacio das
proteinas ou destruigdo da integridade da membrana celular. O fato de a biomassa
microbiana responder rapidamente as alteragSes no solo a toma uma ferramenta
de extrema importancia no monitoramento de areas em que se aplica grande
quantidade deste composto.

A atividade microbiana, segundo Nannipieri (1984), ¢é utilizada como
uma maneira de melhor compreender os processos de mineralizagio € visualizar
mais profundamente a intensidade dos fluxos de energia do solo. A respiragio de
organismos do solo pode ser definida como o consumo de oxigénio ou liberagio
de gas carbdnico decorrentes da atividade de bactérias. fungos. algas.
actinomicetos ¢ protozoarios, compreendendo todas as trocas gasosas do
metabolismo dos mesmos (Anderson. 1982). Tal processo é resultado da
degradagio de substincias orgdnicas, como a que ocorre durante a mineraliza¢do
do lodo de esgoto. bem como de diversos outros processos metabolicos que tém
na producdo de gas carbdnico o estagio final da mineralizagido dos compostos de
carbono.

Com a aplicagdo de lodo de esgoto, ¢ possivel ocorrer tanto um efeito
estimulatorio na respira¢do. devido ao aumento de C organico e disponibilidade

de nutrientes que irdo favorecer a microbiota do solo. como também um efeito



um residuo orgdnico no solo, verificaram aumentos na atividade microbiana.
Estes autores observaram um aumento na liberagio de CO. no micio do
experimento. na dose mais elevada. decrescendo com o passar do dias. indicando
que a adigdo de compostos ricos em C ativaram a atividade microbiana do solo.
Entretanto. a presenga de metais pesados e de xenobidticos nos residuos
orgénicos pode contribuir também para a redugao da atividade da microbiota do
solo (FlieBbach et al.. 1994: Landi et al., 2000: Perucci et al.. 2000). Desta
forma. a produgio de CO- é uma das maneiras de avaliar o efeito da aplicagdo de
lodo de esgoto sobre a comunidade microbiana do solo.

O quociente metabdlico (¢CO.) € considerado uma caracteristica
importante na avaliagio dos efeitos das condigbes ambientais sobre a atividade
microbiana do solo. sendo referido como taxa de respiragdo especifica da
biomassa (Anderson & Domsch. 1993). Segundo estes autores, o gCO: pode ser
usado como um indicador de estresse ambiental, pois ¢ estimado através da
relagio de duas caracteristicas (respiragio ¢ BM:-C) sensiveis as mudancas
ambientais. sendo expresso pela quantidade de CO- por unidade de biomassa por
determinado tempo. Maiores valores de gCO- sdo encontrados em condigdes
adversas devido ao maior consumo de energia para manutencdo da populagdo
microbiana existente. o que pede ser observado com freqiiéncia em solos acidos
(Anderson & Domsch, 1993). em solos contaminados com metais pesados (Dias-
Jinior et al.. 1998: FlieBbach et al.. 1994). também em sistemas jovens em
relagio a sistemas maduros (Anderson ¢ Domsch. 1989) e¢ em solos que
receberam adicdio recente de residuos orginicos (Joergensen et al., 1996). Isto faz
COM que O MICTorganismos consumam mais substrato para manter sua biomassa
nessas condi¢des de estress¢ devido a um processo de selecdo ¢ adaptagio
(Chander & Brookes. 1993). Cardoso & Neto (2000) verificaram aumentos

gradativos de ¢CO- com o aumento das doses de bigssolido urbano aplicadas em



uma area experimental com espécies arbéreas, mostrando um efeito do biossélido
sobre o ambiente, a comunidade e a atividade microbiana.

Outra forma de medir a atividade microbiana no solo é através da
atividade enzimatica. Atualmente sio conhecidos mais de 50 enzimas do solo,
entre intra ¢ extracelulares. sendo as hidrolases (B-glucosidase. fosfatase ¢
urease) ¢ as oxi-redutases (desidrogenases e catalases) as classes mais estudadas,
por participarem de reagdes cataliticas na degradacio da matéria organica
(Gianfreda & Bollag, 1996)

A interpretagdo da atividade enzimatica. juntamente com outras
caracteristicas. como biomassa ¢ respiragdo. pode contribuir para melhor o
entendimento sobre os efeitos dos agroquimicos. praticas de cultivos, fatores
ambientais na microbiota (Skujins, 1978. Nannipieri, 1994), servir como
diferenciador de ambientes (Kulinska et al., 1982), no monitoramento de areas
mineradas (Klein et al.. 1985: Cameiro. 2000). no monitoramento de solos
contaminados com metais pesados (Chander & Brookes. 1991: Kandeler et al.,
1996: Landi et al.. 2000) ¢ para avaliar os impactos da aplicacdo de residuos
orginicos. como. por exemplo. biossolidos. nos processos bioquimicos do solo
(Serra-Witlling et al.. 1993: Gagnon et al.. 2000).

Virios trabalhos relatam o efeito estimulatorio na atividade enzimatica do
solo com a adi¢do de residuos orginicos. como esterco. restos de cultura e lodo de
esgoto. Sastre et al., (1996) verificaram aumento da atividade enzimatica da
urease. fosfatase ¢ B-glucosidase de 112, 275 ¢ 412%, respectivamente, em
relagdo ao controle, em um solo fertilizado com lodo de esgoto. Esta elevagio da
atividade enzimatica provavelmente se deve ao incremento de matéria organica ¢
nutrientes. estimulando a microbiota e, conseqiientemente. a sintese destas
enzimas. No entanto. o estimulo pela adi¢do de matéria organica proveniente do

lodo pode encobrir o efeito inibitério de metais pesados na atividade da fosfatase



¢ urease (Juma & Tabatabai, 1977: Frankenberger et al.. 1983). ja que estes
materiais possuem quantidades elevadas de metais pesados. que podem afetar
severamente a atividade enzimatica. |

OQutra atividade que apresenta grande potencial ¢ a hidrolise do diacetato
de fluoresceina (DAF). o qual ¢ hidrolisado por varias enzimas, como as protease.
lipase ¢ esterase (Guibault & Kramer. 1964: Rotman & Papermaster, 1966).
ligadas & decomposigdo inicial dos residuos orgdnicos e liberadas pelos
decompositores primarios, como bactérias ¢ fungos (Soderstrdm. 1977.
Lundgren. 1981). Devido a estes fatos. a hidrélise do DAF ¢ considerada como
indicadora do potencial enzimatico do solo (Dick et al., 1996). podendo ser
utilizada na avaliagdo dos efeitos provocados pela adigdo de residuos orgdnicos
a0 solo. como foi observado por Chantigny et al.. (2000). Estes verificaram que a
adicio de biossolido industrial promoveu efeito positivo sobre a hidrolise do
DAF. indicando um estimulo na atividade microbiana do solo com adi¢do deste

residuo.

Mineralizaciodo Ce N

O interesse na aplicagio de biossolido no solo tem crescido muito entre os
pesquisadores, porque restaura a matéria orgdnica do solo, contribuindo para
aumentar a sua fertilidade. A decomposicdo dos materiais organicos adicionados
a0 solo € um importante aspecto da analise da estabilidade da matéria orginica e
¢ essencial para compreender o valor dos diferentes residuos que podem ser
utilizados na melhoria da fertilidade do solo (Saviozzi et al.. 1993). O processo de
decomposicio. denominado mineralizagdo. ¢ caracterizado pela diminui¢do do
conteido de matéria orginica ¢ um aumento da,disponibilidade de minerais

previamente imobilizados na forma organica.



Virios autores tém utilizado diversas técnicas para medir o grau de
mineralizacio do carbono: Q. consumido. CO- emitido, diminui¢io da matéria
orgdnica e o desaparecimento de constituintes especificos como a celulose e a
lignina (Pascual et al., 1998). Apesar da emissio de CO- ser considerada
exatamente um reflexo do grau de mineralizagio do carbono do solo (Levi-Minzi
et al.. 1990. Saviozzi et al. 1993), ¢ preciso levar em consideragio que
experimentos de incubagdo. em curto prazo, sio severamente limitados, quando
ha necessidade de extrapolar resultados de ciclagem da matéria orginica em
condigdes de laboratdrio para as condigdes de campo (Hsieh et al., 1981). Outra
forma para entender o grau de mineralizagio do carbono seria estudar a cinética
de decomposicdo pelo ajustamento dos valores de emissdo de CO-, através de
modelos mateméticos. A equagdo de Stanford & Smith (1972) foi a primeira
equacgdo de cinética de primeira ordem descrita na bibliografia: depois surgiram
outros modelos em fung¢do de hipoteses, para os quais a mineralizagio dependeria
da varia¢do do grau de estabilizagio dos diferentes grupos de substratos. ¢ a
combinagio de¢ varias equa¢des de primeira ordem (Molina et al.. 1980:
Lindemann & Cardenas. 1984).

O nitrogénio ¢ um dos elementos mais dinimicos no solo, ¢ sua
disponibilidade ¢. freqiientemente. limitante ao crescimento das plantas e a
produtividade das culturas (Dobereiner. 1990) ¢ sua ciclagem altamente
dependente das transformagdes do C (Page et al.. 1983). A mineraliza¢do do
nitrogénio consiste na transformagdo de formas organicas do nitrogénio para
NH. ¢ NO;. que sdo assimilaveis pelas plantas ¢ microrganismos do solo.
Durante a mineralizagdo do N organico. seus componentes sdo transformados em
velocidades variaveis, em N inorginico, podendo ser acumulados em fun¢io do
seu clevado grau de recalcitrincia ¢ resisténcia ao ataque microbiano (Janssen.

1996). Estas transformagGes geralmente sdo influenciadas por varios fatores
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como temperatura. pH. umidade. manejo de solo ¢ adicdo de compostos
orginicos. dentre outros (Stenvenson. 1986).

O potencial de mineralizagio do nitrogénio do solo ¢ definido como a
fragio presente no mitrogénio orgénico susceptivel 2 mineralizagéo, pressupondo
que a mineralizagio siga uma cinética de primeira ordem (Stanford & Smith,
1972), em que se quantifica a capacidade de um biossélido em fornecer minerais
de origem organica para a solu¢io do solo por um determinado periodo de tempo.
Varios sdo os métodos para determinar o potencial de mineralizac3o. sendo o da
incubagdo. com ou sem lixiviagdo. baseado nos estudos de Stanford & Smith
(1972). Parker & Sommers (1983) ¢ Beaucham et al.. (1986). o mais utilizado.
Estes métodos. através de modelos matematicos. tentam representar a dindmica
do ciclo do nitrogénio. estimar o potencial de mineralizagio do nitrogénio (No) ¢ a
constante da taxa de mineralizagdio (k). No entanto, a principal dificuldade destes
modelos. segundo Camargo et al. (1999), ¢ expressar o tamanho de certos
compartimentos ¢ fluxos. como o N orgénico em relagdo ao N mineral.

O estudo da quantificagdo do potencial de mineralizacdo em solos que
receberam biossolido € de extrema importincia, poié a quantidade maxima deste
composto que o solo pode receber ocorre em fungao da disponibilidade de N para
as plantas ap6s o processo de mineralizagdo. Diversos autores estudaram a
mineralizagdo do N presente no lodo de esgoto (Lindemann & Cardenas. 1984:
Lindeman et al.. 1988: Hassen et al.. 1998: He et al.. 2000). no entanto. para as
condigdes tropicais. ainda sio raros ou inexistentes os trabathos com biossélido.
A quantidade de N mineralizado encontrado pelos autores ¢ bastante variavel ¢
esta intimamente relacionado com o tipo de lodo, a taxa de aplicagéo, o tipo € as
caracteristicas do solo ¢ procedimento experimental utilizado (Parker &
Sommers. 1983: Garau et al.. 1986). He et al. (2000). trabalhando com

biossélido. encontraram quantidades de nitrogénio que ultrapassavam 12.000 mg
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kg’ em apenas 60 dias de incubagio. Segundo Mengel (1996), é nos periodos
iniciais da incubagdo que as formas mais labeis sio liberadas.

A maioria dos estudos atende apenas as condigdes de aplicagio de
biossolido em clima temperado. havendo necessidade de um numero maior de
pesquisas para que s¢ possa compreender melhor a dindmica do carbono ¢ do

nitrogénio. quando este for utilizado como fertilizante ou condicionador do solo.
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CAPITULO 2

EFEITO DO BIOSSOLIDO NA MINERAALIZACAO DO CARBONOE
DO NITROGENIO

RESUMO

Pontes. Wagner Luiz. Efeito do biossélido na mineralizagio do carbeno e do
nitrogénio. 2002. Cap. 2. 20p. Dissertagdo (Mestrado em Solos ¢ Nutrigdo de
Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras. MG.*

O aumento desordenado da populagiio ¢ das atividades industriais tem resultado
em impactos ambientais indesejaveis. principalmente pelo despejo de esgotos em
mananciais hidricos. Do tratamento de ¢sgoto ¢ gerado o lodo de esgoto ou
biossélido. geralmente rico em matéria orgdnica ¢ nutrientes. o que possibilita sua
utilizagdo na agricultura para manter a ferulldade ¢ condicionar o solo. A
utiliza¢do de biossolido industrial como insumo agncola seus processos no solo e
seu efeito na comunidade microbiana sio ainda pouco documentados na
literatura. Para qualificar o biossélido produzido pela indistria Rhodia-ster de
Pogos de Caldas (MG) quanto ao seu potencial de uso como fertilizante. foi
conduzido um experimento para determinar a mineralizagdo do carbono (C) ¢ do
nitrogénio (N) quando aplicado a amostras de Cambissolo, tratado com doses
crescentes de biossolido (0. 24. 48 ¢ 144 t ha™ base seca). sendo estes tratamentos
distribuidos em DIC com 6 repeti¢des e constando de duas partes. Na primeira
parte. avaliou-se a mineralizagio do C pela respiragdo. e na segunda. a
mineralizagio do N. conforme metodologia proposta por Stanford & Smith
(1972). A mineralizagio do C baseou-s¢ na captura do CO- liberado pelo solo
durante incubagio num periodo de 3! dias. enquanto a mineralizacdo do N foi
estimada no periedo de 9 semanas. Em ambos os casos. os dados foram ajustados
i equagdo exponencial de cinética de primeira ordem [X, = X., (1-€™). A dose de
144 t ha” foi a que apresentou maior potencial de mineralizagdo. tanto para C
como para N. sendo que a mineralizagio do C foi maior nos primeiros 16 dias de
incubagio enquanto, para o N. foi maior na primeira ¢ quarta semana. O C foi
liberado mais rapido para o ambiente {t; : = 2 semanas). ¢ o N. em um processo
mais lento. foi liberado apos t; - = 8.6 semanas.

Comité Orientador Prof. José Oswaldo Siqueira - UFLA (Orientudor). Prof. Luiz Roberto
Guimaraes Guilhenne - UFLA ¢ Prof®. Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA
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ABSTRACT

Pontes. Wagner Luiz. Application of biosolid and its effect on the
mineralization of carbon and nitrogen. 2002. Chap. 2 20p. Dissertation
(Master Program in Soils and Plant Nutrition) - Lavras Federal University.
Lavras. MG.

One of the negative impacts promoted by the increase in population and industrial
activity is the large production of domestic and industrial sewage. The sewage
sludge. or biosolid, is the product of the treatment of such material and has been
tested as agricultural fertilizer or amendment, due to its richness in nutrients and
organic carbon. However, there is very little information on the use of industrial
biosolid as amendment. mainly with respect to its behavior in the soil and effect
on the microbial community. In this work we aimed to evaluate the quality of a
biosolid produced by the Rhodia-ster industry. in Pogos de Caldas (Minas Gerais
State. Southern Brazil), and to verify its potential as organic amendment. In order
to reach these objectives. we determined the mineralization of carbon (C) and
nitrogen (N) in soil (Inceptsol) samples treated with crescent doses of the biosolid
(0. 24. 48 and 144 t ha". based on dry weight). which were distributed in a
completely randomized experimental design. with six replicates. The experiment
was divided in two main parts: in the first one. we evaluated the C mineralization
by the CO: evolution from soil during a incubation period of 31 days: and in the
second part. the N mineralization was estimated according to the methodology
proposed by Stanford and Smith (1992) over a 9-week period. For both cases, the
data were adjusted to a kinetics exponential equation (first order), as follows: X, =
Xo (1-e™). The application of 144 t ha™ of biosolid per hectare presented the
highest potential of C and N mineralization. For C. the process was more intense
during the first 16 days of incubation, while more N was mineralized during the
first and fourth weeks. In addition, the emission of C to the environment was
faster (t ) - = 2 weeks) than that of N (t ; - = 8.6 weeks).

Guidance Committee: Prof. José Oswaldo Siqueira - UFLA (Major Professor). Prot. Luiz Roberto
Guimardes Guilhenne - UFLA ¢ Prof®. Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA
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1 INTRODUGCAO

O aumento desordenado do crescimento populacional ¢ das atividades
industriais tem resultado ¢m impactos ambientais indesejaveis, principalmente
pelo despejo de esgotos nos rios € mananciais. Atualmente, para atender as
exigéncias da legislagio ambiental em vigor, os orgdos reguladores estabeleceram
normas para tratamento de seus esgotos. antes de serem jogados no meio
ambiente. Do tratamento sdo gerados residuos como o biossolido. que contém
matéria orginica ¢ nutrientes que podem ser reciclados nos solos agricolas para
manter a fertilidade ¢ condicionar o solo. A matéria orgdnica mineralizavel
fornece carbono. energia € nutrientes aos microrgaxﬁsmos, tormando-se essencial
avaliar 2 mineralizagio do biossolido incorporado, no solo ¢ seus efeitos na
microbiota ¢ na matéria orginica ¢ nutrientes do solo (Anderson. 1982). Como
resultado da atividade heterotrofica, os microrganismos transformam os materiais
organicos em biomassa e CO: ¢ N-NH,". Existem inumeras maneiras para avaliar
a decomposigio dos compostos organicos no solo. dentre as quais a respirometria
(Nannipieri et al.. 1990), que indica a velocidade do processo de mineralizagdo do
biossolido. bem como diversos outros processos metabolicos. sendo um indicador
da perda de carbono orginico. da reciclagem de nutrientes ¢ resposta ao manejo
do solo (Parkin et al.. 1996).

Juntamente com a mineralizagdo do carbono do biossolido ocorre a
mineralizagao do N-organico deste. via amonificagio. Este processo ¢ de grande
interesse ambiental ¢ agrondmico. pois a liberagio do N-organico se relaciona
com o valor fertilizante do material ¢ também com o seu potencial como poluente,
no caso de haver excesso de liberagio de N-mineral ¢ outros elementos que
podem ser poluentes como 0s metais pesados (Andreoli & Pegorini. 1998). A

quantidade de N a ser mineralizado em determinado periodo ira depender de



fatores como temperatura. umidade, aeragdo. quantidade e natureza do material
orgdnico presente (Mary et al.. 1996). Devido ao teor relativamente elevado de
nitrogénio em biossélidos. este elemento € o fator importante na determinagio da
quantidade de lodo que pode ser aplicado ao solo (Straus. 2000). O N ocorre em
diversas formas que compdem fragdes labeis ¢ estaveis quimicamente, e para a
determinagdo dessas fragdes. o manual da CETESB propde métodos de
incubacdo com ou sem lixiviagdo baseados nos experimentos de acompanhamento
da taxa de mineralizagdo montados por Beauchamp et al.. (1986). Parker &
Sommers (1983) e Stanford & Smith (1972). O N das fra¢cdes mais labeis ¢
liberado nos periodos iniciais do processo de mineralizagio (Mengel, 1996:
Gevpens & Vanderdrieche. 1996) e sua estimativa indica a potencialidade do
material em fomecer esse elemento as plantas. sendo de grande interesse na
adubagdo (Camargo et al.. 1999) ¢ na valoragdo do biossolido como insumo
agricola.

Neste estudo. avaliou-se a mineralizagdo do carbono ¢ do nitrogénio em
amostras de solo que receberam quantidades crescentes de biossélido da industria
Rhodia-ster de Pogos de Caldas.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em casa de vegetagio do
Departamento de Ciéncia do Solo — UFLA. de outubro a dezembro de 2000. O
experimento foi instalado empregando-se um biossolido originado da Estagdo de
Tratamento de Efluente (ETE). da empresa Rhodia-ster d¢ Pogos de Caldas

(MG). que produz resina ¢ fibras pet. No tratamento do esgoto gerado na
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industria. emprega-se a digestdo "aerébica”, adicionando compostos como NaOH.
Na;PO; e Na,CO;. que tornam o lodo alcalino. A caracterizagdo quimica do
biossolido encontra-se na tabela 1, sendo realizada conforme metodologias
descritas por Eaton et al. (1985). O pH foi determinado em 4gua na relagio 1:1: a
umidade foi determinada gravimetricamente a 65°C: o carbono orgénico por
titulometria com FeSO; 1 mol L', apos digestio com K.Cr-0; ¢ H-S8O.; o N-total
foi analisado apés digestio com H.SO. e catalisadores, destilagdo em meio
alcalino e titulagdo com H-SO, (0.025 mol L"'): a quantificacdo do P foi feita por
espectrofotometria. utilizando-se 0 método do amarelo de molibdénio: o K ¢ Na
foram quantificados por titulagdo com EDTA (0.0] mol L'): o S foi quantificado
por método gravimétrico. apds precipitagdo com BaCl:: Zn, Mn, Fe. ¢ Cu foram
determinados por espectrofometria de absorgéo atdmica.

Empregaram-se. no estudo. amostras de u;|1 Cambissolo coletado em
camada de 0 a 20 cm. na area da empresa Rhodia-ster. mantido sem cultivo ¢ sob
vegetagio de graminea (Brachiaria spp) por 3 anos. Este solo foi escolhido por
estar sendo empregado em outros estudos de avaliagdo agrondmica do biossélido
a campo. O solo foi submetido a calagem. na prépria area, com calcario
dolomitico na dosagem de 2.5 t ha”'. As amostras foram secas ao ar. peneiradas
em malhas de 2 mm. analisadas (Tabela 2) ¢ armazenadas por 7 meses até o uso.
Os atributos ﬁsi'cos do solo foram determinados no Laboratério de Fisica do Solo
do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA, seguindo metodologias descritas
em EMBRAPA (1997). ¢ as analises quimicas foram realizadas no Laboratério
de Fertilidade do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA (Tabela 2).
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Tabela 1. Caracterizagio quimica do biossélido.

Caracteristicas Umidade natural
pH em CaCl. (0.0lmol L") 6.8
Umidade total. % 90.9
M. orginica total (combustio), g kg 52,7
M. orgénica (compostavel), g kg™ 36,9
M. org. resistente a compostagem, g kg’ 15,8
Carbono total (org. e mineral), g kg 29,3
Carbono organico, g kg™ 20.6
Residuo mineral total. g kg™ 38,4
Residuo mineral insolavel, g kg™ 17.5
Residuo mineral soluvel. g kg 21,0
Nitrogénio total, g kg 3.5
Fésforo (P-Ox). g kg 24,5
Potassio (K0). g kg 0.7
Calcio (Ca). g kg 0.6
Magnésio (Mg), g kg 0.2
Enxoffe (S). g kg 0.3
Relagdo C/N (C total e N total) 8/1
Cobre (Cu), mg kg™ 9
Manganés (Mn), mg kg 63
Zinco (Zn), mg kg’ 67
Ferro (Fe). mg kg 1.732
Sadio (Na). mg kg 262
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O pH foi determinado em agua, na relagio 1:2,5: Ca. Mg. Na e Al
trocaveis. extraidos com KCI | mol L. analisados por titulometria: P e K foram
extraidos por Mehlich | ¢ analisados. respectivamente. por colorimetria e
fotometria de chama (Vettori. 1969). O carbono organico foi determinado pela
oxidagiio com dicromato de potassio, segundo Raij & Quaggio (1991): ¢ Zn, Cu,
Mn. Fe. Cd ¢ Pb por espectrofotometria de absor¢io atomica (Bataglia et al..
1983).

Tabela 2. Caracterizagio quimica ¢ fisica do Cambissolo.

pH P K Mn Fe Zn Cu Cd Pb Na

mg dm”

6.3 1 117 6 23 0.4 07 0.1 1.3 74

Mg Ca Al H+Al  V Cwy Areia Silte Argila

eeee———cmol: dm e % dagkg’ g kg

1.7 4.2 0 36 633 2.5 80 270 650

H+Al: acidez potencial: V: saturagio por bases: C.,,: carbono organico.

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do Solo
no Departamento de Ciéncia do Solo — UFLA. constando de duas partes. Na
primeira, avaliou-se a mineraliza¢io do carbono no solo através da respiragio
(Alef & Nannipieri, 1995), ¢ na segunda, a mineralizagio do N no solo, conforme
metodologia proposta por Stanford & Smith (1972). Em ambas as partes do
estudo. quatro doses crescentes de biossolido (0. 24. 48 ¢ 144 t ha' base seca)
foram aplicadas ao solo utilizando delineamento inteiramente casualizado com 6

!

repeticdes.
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A mineralizagdo do C baseou-se na captura do CO- liberado pelo solo
durante incubagdo por periodo de 31 dias, empregando-se a metodologia de Alef
& Nannipieri (1995). sendo esta avaliada aos 1. 2. 3. 5. 7. 9. 11. 13, 16. 19. 22.
25 e 31 dias.

Tabela 3. Analise quimica do solo apds a aplicagéo das doses de biossolido logo
apos a montagem do experimento.

Doses H a3 P K Na \'
tha' priagua | R — %
0 5.8 2 158 3.7 72
24 58 Il 170 22.1 72
48 39 14 175 36,8 72
144 6.2 32 179 93.8 76
Doses Ca Mg H+Al SB t T
tha' cmol. dm™
0 5.8 3.2 3.6 94 95 13
24 3.5 34 3. 93 94 15
48 5.6 3.0 3.6 9.0 9.1 12
i44 54 3.3 29 9.4 9.5 12

Durante a incubagdo. a umidade do solo foi ajustada para 60% do
volume total de poros (VTP). Para cada determinagio do CO-, pesaram-se 25 g
de cada tratamento em copinhos plasticos que foram colocados em potes de 1,5 L,
juntamente com um frasco com 20 mL de NaOH (0.05 mol L™'): em seguida, os
potes foram lacrados e incubados a 28°C. Os frascos com NaOH eram
substituidos por outros a cada determinagdo. Ao retira-los dos potes,
adicionaram-s¢ 3 mL de BaCl: (0.5 mol L") para interromper a reagio.
precipitando o carbonato. sendo os frascos titulados com HC! (0.05 mol L)
empregando fenolftaleina (1%) como indicador. A quantidade de CO. liberada

por grama de solo foi obtida pela seguinte equagdo:
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CO-=((Vo-V)x L.1)/pss
Onde: Vo = volume de HCI usado para titulagdo do controle:
V = volume do HCI usado para a amostra de solo:
pss = peso seco de | g de solo umido:
1.1 = fator de conversdo ! mL 0,05 mol L' NaOH igual a 1.1
mg CO-.

A mineralizagio do N foi estimada, no periodo de 9 semanas, conforme
metodologia de Stanford & Smith (1972). Empregaram-s¢ 15 g de uma mistura
de solo ¢ biossélido em cada dose. mais 15 g de areia (20 mesh). A areia sofreu
um tratamento a parte. sendo lavada com H.SO, concentrado. na proporgio de
1000 g de areia:500 mL H:SO., durante 12 horas, para eliminagdo de elementos
que poderiam interferir no experimento: em seguida, foi lavada com agua corrente
até atingir o pH da 4gua e seca a 70°C por 4 horas. A mistura foi homogeneizada
prevenindo-se 2 segregagio de particulas durante a transferéncia para os tubos de
lixiviagio. Estes “tubos de lixiviagdo” foram feitos a partir de recipientes
plasticos do tipo garrafas “"pet”. tendo na extremidade inferior um pedago de
tecido (murim), apoiados em copinhos plasticos. colocados dentro de potes de 1.5
L ¢ incubados em estufa no escuro a 35°C para evitar a formagdo de algas
(Pottker & Tedesco. 1979).

As amostras para andlises foram coletadas aos 7. 14. 28. 35. 42. 49, 58
dias de incubagio. O nitrogénio mineralizado inicial foi lixiviado com 100 mL de
CaCl- (0.01 mol L"). A seguir. adicionaram-se 25 mL de uma solug¢do nutritiva
composta de CaSO.2H.0 (0.005 mol L'). MgSO; (0.002 mol L")
Ca(H:P0;).2H.0 (0,005 mol L") e K:SO, (0.0025 mol L"). Do lixiviado,
transferiram-se 25 mL para um tubo de 100 mL. .0 qual foi levado para um
microdestilador Kjeldhal. para determinagdo dos teores de N-NO;™ e N-NH.'.

Para determinagdo do N-NOs'. adicionou-se 0.2 g de MgO. coletando * 35 mL de
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destilado. No mesmo tubo acrescentou-se uma pitada (0.2 g) da mistura de Liga
de Devarda e coletaram # 35 mL do destilado para determinagio do N-NH,™. O
destilado foi coletado em erlenmever contendo 5 mL de acido boérico ¢
determinado por colorimetria. utilizando HCl (0.0071428 mol L") (Bremner &
Mulvaney. 1982).

No estudo da cinética de mineraliza¢do do carbono ¢ nitrogénio, os dados
foram ajustados 4 equagio exponencial empregada por Stanford & Smith (1972).
como segue:

X=X, (l - ™). sendo:

Xi: a quantidade total mineralizivel do elemento analisado.

X.: 0 elemento potencialmente mineralizavel.

k: constante da taxa de mineralizagdo.

O tempo necessario para atingir metade da mineralizagio do C, e N, (t; 1)
foi calculado pela equagdo: t; » = 0.693/k.

Os resultados de carbono ¢ nitrogénio mineralizado (Cp, e Np,). carbono ¢
nitrogénio potencialmente mineralizavel (C, ¢ N,) ¢ a constante da taxa de
mineralizagio (k) foram submetidos a analise de vaniancia utilizando o programa

estatistico SISVAR (Ferreira. 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A mineralizag¢io do C apresentou oscilagdes durante o periodo de 31dias
de incubag¢do para todas as doses (Figura 1). sendo mais acentuadas na maior
dose de biossolido. que teve maior liberagdo de CO: que os demais tratamentos

por conter maior quantidade de material orginico decomponivel ¢ apresentou



maior mineralizagio no periodo estudado. embora as taxas tendessem a decrescer
a partir do 53° dia. O carbono mineralizado acumulado (C.) aumentou com o
aumento das doses de biossolido aplicadas (Tabela 4). alcangando valores de até
3.199 mg kg para dose de 144 t ha". Isto corresponde a um aumento de 234%
do CO- liberado em relagio ao solo sem biossélido.

No estudo de cinética. o coeficiente de determinagdo (r°) foi igual ou
superior a 0.99. para as doses estudadas, mostrando um perfeito ajuste dos dados
a equagdo de cinética de primeira ordem proposta por Stanford & Smuth (1972).
Estes dados e os valores de C. ¢ k. para todas as doses. podem ser vistos na
tabela 4. O ajuste pela equagdo exponencial de cinétiga de primeira ordem levou a
valores superiores de carbono potencialmente mineralizavel (C,) em relagdo aos
encontrados para carbono mineralizado acumulado (C,) no final do periodo de
incubacdo. 31 dias (Tabela 4).

A constante da taxa de mineralizagdo (k) ndo foi influenciada pela
aplicagdo de lodo. apresentando o valor médio de 0,0412 dia”. indicando que a
cada dia. em tomo de 4% do C potencialmente mineralizavel (C,) era liberado
para o solo. Valores semelhantes foram encontrados por Bemal et al. (1998) em
experimento realizado com lodo de esgoto compostado em solos silte argilosos
com teores de C organico variando de 4,6 a 10 g kg'' . Geralmente, parte do C
decomponivel ck; material ¢ consumida no processo de tratamento do lodo. de
modo que o biossolido contenha compostos decomponiveis com degrabilidade
lenta (Tsutya. 2000). A meia-vida estimada para o C., (1 -) foi. em média, de 16.9
dias. Isto mostrou que em torno da metade C, foi consumida at¢ a metade do
tempo de incubagdo (31 dias). Ao final do experimento. a relagdo C/C, apontou
que 70% do C, havia sido mineralizado, indicando que o periodo de incubagdo
poderia ser um pouco maior. havendo ainda uma duantidade expressiva de C

decomponivel.
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Tabela 4. Valores estimados do potencial de mineralizagio (C.) e da constante da
taxa de mineralizagdo (k) para as doses de biossolido.

Doses Cn C. k na .
tha' mg kg dia™' dia '

0 956 d 1338 ¢ 0.0420 a 16,5 0.99
24 1209 ¢ 1662 be 0.0470 a 14,7 0,99
48 1582 b 2201 b 0,0380 a 18,2 1.00
144 3199a 4550 a 0.0379a 18,3 1,00

C,.: carbono mineralizado acumulado no final dos 31 dias: t;..; tempo necessirio para
atingir metade da mineralizagdo do C,.: C,,: carbono organico no solo. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 5%.

A taxa de mineralizagdo de nitrogénio no solo. nas diversas épocas de
avaliagdo. encontra-se na figura 2. Verifica-se que na dose 144 t ha™' ocorreu uma
maior mineralizagio durante todo o periodo de incubagio. sendo essas diferengas
variaveis com o periodo. porém com comportamento semelhante para as doses. A
partir da primeira semana observou-s¢ uma redugdo da mineralizagdo. devido.
provavelmente. aos microrganismos estarem imobilizando mais do que
mineralizand: em seguida ocorren uma elevagéo dos valores da mineralizagdo até
a quarta semana. quando ocorreu nova redugdo. indicando ciclos de
mineralizagdo ¢ imobilizagdo do N pela microbiota. Este processo estabilizou-se
em valor médio de 30 mg kg"'. O mesmo comportamento foi observado para as

demais doses.
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No estudo de cinética. o coeficiente de determinagdo (r°) foi igual ou
superior a 0.94. para as doses estudadas. mostrando um bom ajuste dos dados a
equagio de cinética de primeira ordem proposta por Stanford & Smith (1972).
Esses dados, bem como os valores de N, ¢ k para todas as doses, podem ser
vistos na tabela 5.

Os resultados obtidos pela aplicagdo do modelo exponencial de cinética
de primeira ordem encontram-s¢ na tabela 3. O nitrogénio mineralizado
acumulado (N,) so diferiu na maior dose de biossolido. quando foi superior aos
demais tratamentos. fato também observado para o nitrogénio potencialmente
mineralizavel (N,). Os valores de N, variaram de 491 a 725 mg kg, sendo
superiores aos encontrados por Bovle & Paul (1989). de 191 a 579 mg kg, para
doses de até 180 t ha™. Os valores encontrados por Garau et al. (1986) também
foram menores que os encontrados neste estudo. Os autores encontraram. para 0s
dois tipos de solos estudados. 102 ¢ 207 mg kg na dose 20 t ha™, valores esses
menores que os obtidos para a dose 24 t ha™' neste experimento. Esta diferenga
encontrada nos valores de N, pode ser devida i quantidade de substincias
organicas facilmente decomponiveis contida no lodo apés os processos de
higienizagdo ou & presenga de substincias inibidoras para os microrganismos. Em
um estudo realizado por Hassen et al. (1998) com diferentes tipos de residuos
organicos. os autores verificaram que o solo acrescido de lodo de esgoto foi o que
apresentou maior N,. mostrando ser uma fonte promissora de N para as culturas,
quando mineralizado. como observado neste estudo. em que o N,, aumentou em
48% em relagdo ao solo sem biossélido. Isto corresponde a um potencial de
fomecimento de N superior ao estimado. em 400 kg ha™.

A constante da taxa de mineralizagdo (k) do N. como observado para a
mineralizagio do C. também ndo foi influenciada pela aplicagao de biossolido.

Esta foi. em média. de 0,0808 semana. ou seja. em tomo de 8% por semana, no



periodo de 9 semanas de incubagdo. Nos artigos revisados para este estudo, os
valores de k tiveram grande variagio Bovle & Paul (1989) encontraram valores
abaixo de 0.0200 semana’'. Lindermann & Cardenas (1984) em tomo de 0.1020
semana”: e Garau et al. (1986), até 0.1575 semana™’. Os valores de k dependem

da natureza do material ¢ das condi¢Ges ambientais.

Tabela 5. Valores estimados do potencial de mineralizagio (N,,) ¢ da constante da
taxa de mineralizacdo (k) para as doses de biossélido.

Doses Nm N, k - ,

tha' mg kg’ semana’ semana r
0 21741b 491.60 b 0.0730 a 9.5 0,97
24 24538 b 483.28b 0.0831] a 8.3 0.98
43 272470 524,10b 0,084] a 8,2 0,97
144  387.19a 725052 0,0831a 83 0,94

N, nitrogénio mineralizado acumulado no final das Y semanas: t; »: tempo necessario
para atingir metade da mineralizagio do N,: N, nitrogénio total. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel 5%.

A meia-vida do N, que indica o tempo gasto para mineralizar metade do
N, (t;>) foi ligeiramente menor no solo com biossolido. com média de 8.6
semanas. porém sem influéncia da dose. Esse valor ¢ baixo se comparado com o
relatado por Boyle & Paul (1989). que encontraram 34 semanas. embora Garau
et al. (1986) tenham encontrado 5 semanas. Esta variacio ¢ devida a fatores
como tipo de solo. taxas de aplicagdo. temperatura ¢ natureza do material
aplicado, entre outros, que afetam significativamente a mineralizagdo do N (Chae
& Tabatabai. 1986: Garau et al.. 1986). Stanford & Smith (1972) encontraram
valores de t;- de 12.8 semanas para solos sem incorporagdo de biossdlido.
Verifica-se que a meia-vida do N ¢ muito superior a do C, que foi da ordem de 2
semanas. Isto porque o N mineralizado sofre grande imobilizagdo no inicio do

processo de mineraliza¢do do biossolido.



4 CONCLUSOES

1.0 modelo matematico de mineralizagdo proposto por Stanford & Smith (1972)
apresentou bom ajuste para as doses estudadas. tanto para a mineraliza¢io do

nitrogénio como para a mineralizagdo do carbono.

2. A mineralizagiio do carbono foi maior nos primeiros 16 dias ¢ a mineralizagio

do nitrogénio foi maior na primeira ¢ quarta semana.

3. O biossolido aplicado no solo apresentou rapida mineralizagdo para o carbono

(t, - = 2 semanas) ¢ lenta mineralizagdo (t, - = 8.6 semanas) para o nitrogénio.
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CAPITULO 3

EFEITO DE UM BIOSSOLIDO NA BIOMASSA E ATIVIDADE
MICROBIANA DO SOLO

RESUMO

Pontes, Wagner Luiz. Efeito de um biossélido na biomassa e atividade
microbiana do solo. 2002. Cap. 3. 3lp. Dissertagio (Mestrado em Solos ¢
Nutrigio de Plantas) - Universidade Federal de Lavras. Lavras. MG.*

A atividade humana ¢ geradora permanente e crescente. em funcdo do
crescimento populacional, de residuos. sejam de origem doméstica ou de atividade
industrial. Estes residuos. tais como o esgoto produzido pelas industrias ¢
cidades. ao ser tratado ¢ higienizado gera um grande volume de residuos
orgénicos que. apds passarem por tratamentos especificos. geram o biossolido.
Uma das formas de aproveitamento deste residuo. que contém materiais organicos
¢ nutrientes. ¢ a sua utilizagdo como fertilizantes ¢ cqndicionadores de solo. Para
isto. ¢ preciso compreender o impacto ambiental destes residuos na comunidade ¢
atividade microbiana. Nesse experimento. objetivou-s¢ avaliar o efeito da
aplicacdo de doses crescentes (0. 6. 12, 18, 24. 48. 96 ¢ 144 t ha” base seca) do
biossolido produzido pela indistria Rhodia-ster S.A.. de Pogos de Caldas (MG).
na biomassa ¢ atividade microbiana de um Cambissolo. Os tratamentos foram
feitos em triplicata ¢ distribuidos ao acaso, em casa de vegetagdo. As amostras
coletadas foram analisadas quanto i biomassa microbiana (BM-C). a respiragéo
basal (RES). ao ¢CO-, & urease (URE), a fosfatase acida (FOS), a f-glucosidase
(GLU) ¢ a hidrélise do diacetato de fluoresceina (DAF). A BM-C atingiu o
maximo aos 28 dias com a aplicagiio das doses 6 € 12 t ha (1.660 pg C-CO- g
solo h'"). havendo aumento da populagdo microbiana e. conseqiientemente. maior
incorporagio de carbono na biomassa. A ltima decresceu com a elevagdo das
doses de biossolido. ao contrario da RES que aumentou devido a maior
necessidade de energia para a manutengio da populagdo. O ¢CO- indicou efeito
adverso de doses elevadas de biossolido para a microbiota. A FOS foi a unica
enzima estimulada com o aumento das doses de biossolido. sendo seu valor
maximo de 10.900 ug de PNP g solo” h™'.

Comité Orientudor Prol. José Oswaldo Siqueirs - UFLA (Orientador). Prof. Luiz Roberto
CGuimardes Guilhenne - UFLA ¢ Prot”. Fatima Maria de Sowa Moreirs - UFLA
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ABSTRACT

Pontes. Wagner Luiz. Application of biosolid and its effect on the microbial
biomass and activity in the soil. 2002.Chap. 3 30p. Dissertation (Master
Program in Soils and Plant Nutrition) - Lavras Federal University, Lavras, MG.*

The treatment of domestic and industrial sewage generates a large volume of
organic residues that, after specific process. will originate the sewage sludge
(biosolid). One of the alternatives to use this material is its application as soil
fertilizer or amendment. Nevertheless. it is necessary to better understand the
environmental impact of its application. especially' on the microbial community
and activity in the soil. In this work we used a biosolid produced by the Rhodia-
ster industry. in Pogos de Caldas (Minas Gerais State, Southern Brazil). Our
main objective was to evaluate the impact of the application of crescent doses of
this biosolid (0. 6. 12, 18. 24. 48, 96 and 144 t ha"') on the microbial community
and activity of a Cambisol (Inceptsol). The experiment was conducted in a
greenhouse. and the treatments (doses) were applied in triplicates and
subsequently randomized. Soil samples were analyzed for microbial biomass-C
(BM-C). basal respiration (RES). ¢CO-, urease (URE). acid phosphatase (FOS).
B-glucosidase (GLU), and fluorescein diacetate hydrolysis (FDA). The highest
BM-C (1660 pg C-CO- g soil’ h'') was found at 28 days after the application of
the doses 6 and 12 t ha'. In such conditions. there was an increase in the
microbial population, and consequently. higher incorporation of C in the biomass.
The latter decreased with higher doses of biosolid. followed by higher RES. which
was necessan to maintain the population. The ¢CO: indicated a negative effect of
higher doses of biosolid on the microbial community. With the increasing doses.
only the activity of the FOS was positively affected. reaching a maximum of
10900 pug PNP g soil”' b

Guidance Committee; Prot. José Oswaldo Siqueira - UFLA (Major Professor). Prof. Luiz Roberto
Guimardes Guilherme - UFLA ¢ Prof". Fatima Muria de Souza Moreira - UFLA
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SUPRSERSTEERN

1 INTRODUCAO

A atividade humana ¢ geradora permanente ¢ crescente, em fungdo do
crescimento populacional. de residuos. sejam de origem doméstica ou de atividade
industrial. Varias industrias, dos mais diferentes setores, surgem para atender a
demanda da produgdo de alimentos e outros bens de consumo que proporcionem
melhores condigdes de vida ao homem. Estas, além de aumentarem em consumo
de agua ¢ energia. sdo responsaveis por enorme producdo de aguas residuarias ¢
lodos diversos (Melo & Marques. 2000).

O esgoto produzido pelas industrias ¢ cidades. ao ser tratado e
higienizado. gera um grande volume de residuos orga‘micos que. apds passarem
por tratamentos especificos. geram o biossélido. Uma das formas de
aproveitamento deste residuo. que contém materiais organicos ¢ nutrientes. € a
utilizagdo como fertilizantes ¢ condicionadores de solo (Andreoli & Pegorini,
1998). Entretanto. para a sua utiliza¢do na agricultura, devem ser considerados
alguns aspectos. como concentragdo de metais pesados, compostos organicos
toxicos ¢ presenga de patogenos (Tsutiva. 2000). Para isto. é preciso
compreender o impacto ambiental destes residuos na comunidade e atividade
microbiana.

A aplicacio de lodo pode ter efeito estimulatorio, devido ao aumento de
presenga de elementos toxicos para os microrganismos. como. por exemplo. os
metais pesados (Stroo & Jencks. 1982). Portanto. o comportamento da populagio
microbiana depende da qualidade ¢ quantidade do residuo que esta sendo

adicionado ao solo.

43



Os microrganismos responsaveis pela decomposicio e mineralizacio da
fracdo organica utilizam parte dos compostos contido nos residuos como fonte de
nutrientes ¢ energia para a formagédo de sua biomassa (Gama-Rodrigues, 1999).
Além de atuar como um estogue 1abil de nutrientes, a biomassa microbiana é
muito sensivel as alteragdes promovidas no solo pelas praticas de manejo (Grisi,
1996). pela minera¢do (Cameiro. 2000) e pela aplicagdo de produtos poluentes
(Dar. 1996). sendo considerada um indicador da qualidade do solo (Dick et al..
1996).

A respiragdo ¢ definida pela producgdo de CO- ou consumo de O- pelos
microrganismos do solo ¢ ¢ utilizada para avaliar a atividade microbiana
(Anderson & Domsch. 1990). servindo como indicador microbiologico das
modificagdes ocorridas no solo, com a adigdo de residuos de plantas e animais,
manejo ¢ polui¢do do solo (Parkin et al.. 1996).

O quociente metabolico (¢CO-), juntamente com a biomassa microbiana
¢ a respiragio. podem indicar a necessidade de energia para manutengdo da
comunidade microbiana (Anderson & Domsch, 1993). além de decidirem se o
surgimento ou desaparecimento de populagbes microbianas em termos de energia
¢ vantajoso ou ndo (Cameiro. 2000). O ¢CO. pode também indicar se uma
comunidade esta sob efeito de estresse pela adicdo de diferentes tipos de residuos
organicos.

A atividade enzimatica também ¢ empregada para avaliar a atividade de
microrganismos do solo. servindo como um indicador de alteragBes nos processos
funcionais (Bandick & Dick. 1999). E responsavel por catalisar varias reagdes
necessarias para a manutencdo da atividade microbiana, decomposi¢io de
residuos organicos. ciclagem de nutrientes e formagio da matéria orginica do

solo (Dick et al.. 1996).
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Existem varias classes de enzimas (oxi-redutases. hidrolases.
transferases. liases. isomerases ¢ ligases). sendo as mais estudadas as hidrolases
(B-glucosidase. fosfatase ¢ urease) e as oxi-redutases (desidrogenases e catalases)
(Gianfreda & Bollag, 1996).

A urease ¢ uma enzima de facil ocorréncia na natureza, sendo encontrada
em larga escala em microrganismos. plantas ¢ animais (Dick et al.. 1996). Possui
a fun¢io de hidrolisar a uréia. liberando NH; e CO- para a atmosfera. Tem
grande importincia pelo fato de converter o nitrogénio da uréia em amdnia
quando a uréia € utilizada como fertilizante nos solos (Bremner & Mulvaney,
1978). Outro grupo de enzimas bastante estudado ¢ o das fosfatases, que. em
geral. levam este nome por englobar um grande grupo de enzimas que hidrolizam
ésteres ¢ anidridos do H;PO; (Schmidt & Laskowski. 1961). A importincia
destas enzimas na nutricio de plantas e na mineralizacio do P tem gerado um
grande numero de trabalhos em diferentes solos (Speir & Ross. 1978). A enzima
B-glucosidade tem a fungdo de hidrolisar compostos a base de carbono,
fornecendo substrato para obtengdo de energia no desenvolvimento de plantas e
microrganismos. sendo liberada principalmente por organismos ¢ microrganismos
do solo (Gianfreda & Bollag, 1994).

Qutra determinagio da atividade enzimatica € a hidrdlise do diacetato de
fluoresceina (DAF). A hidrolise do diacetato de fluoresceina por células
microbianas viaveis ¢ um otimo indicador da atividade heterotrofica global do
solo (Diack. 1997). capaz de hidrolisar diferentes enzimas. como as proteases.
lipases ¢ esterases (Guilbault & Kramer. 1964: Rotman & Papermaster. 1966).
Tem sido encontrada nos decompositores primarios, como bactérias ¢ fungos
(Soderstrom. 1977: Lundgren. 1981). ¢ possui um grande potencial de representar

a atividade enzimatica do solo (Schniirer & Rosswall. 1982).

45



A atividade enzimdtica ¢ estimulada pela adi¢do de fontes de residuos
organicos como esterco de gado. restos de cultura ¢ lodo de esgoto no solo
(Perucci. 1990: Perucci. 1992: Martens et al., 1992), além de participar de
processos chaves no solo, podendo. assim, ser utilizada para avaliar o efeito da
aplicagdo de biossélido.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicagdo de um biossélido

industrial na biomassa e atividade microbiana do solo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 O experimento

O presente estudo foi desenvolvido em casa de vegetagdo do
Departamento de Ciéncia do Solo - UFLA. de margo a junho de 2000. A
caracteriza¢do do biossolido. assim com a do solo estdo descritas no capitulo 2.

O estudo constou da aplicagdo de doses crescentes de biossolido (0. 6,
12. 18. 24_ 48. 96 ¢ 144 t ha"' base seca) em material de um solo, em recipientes
em aco inox com capacidade para 25 kg de solo. Empregou-se o delineamento
inteiramente casualizado, com 3 repeti¢des cada, totalizando 24 parcelas.

As amostras para analises quimicas ¢ fisicas do solo foram retiradas no
mesmo dia em que o experimento foi montado. logo apés a aplicagdo dos
tratamentos. Os atributos fisicos foram determinados no Laboratorio de Fisica do
Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA, seguindo metodologias
descritas em EMBRAPA (1997). ¢ a caracterizagdo quimica foi realizada no
Laboratorio de Fertilidade do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA
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(Tabela 1). O pH foi determinado em agua. na relagdo 1:2.5: Ca. Mg, Na ¢ Al
trocaveis. extraidos com KCI | mol L. foram analisados por titulometria; P ¢ K
foram extraidos por Mehlich | ¢ analisados, respectivamente, por colorimetria ¢
fotometria de chama (Vettori. 1969). O B foi extraido com agua quente segundo
metodologia de Reisenauer et al.. (1973). O carbono organico foi determinado
pela oxidagdo com dicromato de potassio, segundo Raij & Quaggio. (1991): Zn,
Cu. Mn. Fe. Cd ¢ Pb foram determinados por espectrofotometria de absor¢io
atomica (Bataglia et al.. 1983).

O biossolido foi adicionado ao solo nas quantidades descritas
anteriormente ¢ homogeneizado. A umidade do solo foi mantida em torno de 60%
do volume total de poros (VTP) do solo. visando proporcionar condigdes
adequadas de umidade para a degradagio da matéria organica do biossolido. Os
tratamentos foram colocados em sacos de polietileno com uma abertura na base.
protegida por uma fina tela plastica para impedir o acimulo de agua quando da
correcio da umidade. Em seguida, os tratamentos foram acondicionados ¢m
recipientes, contendo 15 kg cada.

Durante o periodo de incubagio. a umidade do solo foi mantida em 60%
da VTP. As corregdes foram feitas a cada coleta de matenal para analises. por
meio de adi¢des de agua deionizada. Aos 77 dias, o solo foi revolvido para
melhorar a aeragio € o umedecimento e evitar a compactagdo. para que nio
prejudicasse a atividade dos microrganismos. Os tratamentos foram incubados
por 16 semanas. sendo que. a cada 2 semanas. amostras foram coletadas para
analise de carbono da biomassa ¢ respiragdo basal. Na 16" semana, quando o
experimento foi concluido. além das avaliagdes ja mencionadas. foram
determinadas as atividades da urease. da fosfatase acida, da B-glucosidase ¢ da

hidrolise do diacetato de fluoresceina (DAF).
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Tabcla 1. Caracterizagdo quimica c fisica da aplicagio de doses de biossélido.

Doscs pH P K Ca Mg Al SB t T \% Con
tha' agua wee-mg dm™---- cmol, dm™ % dag kg’
0 6,1 3 164 5.5 3,5 0 9.4 9.4 13,0 72,4 2,6
6 6.1 3 168 5.5 3,5 0 9,4 9.4 13,0 72,4 33
12 6,2 3 170 53 3,7 0 9.4 94 13,0 724 3,7
18 6.1 3 170 5.3 3.7 0 9.4 9.4 13,0 72,4 3.7
24 6,2 3 162 53 33 0 9,0 9.0 12,2 73.8 3,7
48 6.2 4 173 4.7 3.7 0 8.8 8.8 12,0 73,4 3.8
96 6,4 4 170 4.5 4.4 0 9.3 93 11,9 78.2 39
144 5.3 6 178 5.8 2.4 0,1 8,7 8.8 12,3 70,6 3.9
Doscs  Arcia Silte Argila Zn Cu Mn Fc Cd Pb Na B
tha' % mg dm™
0 13 29 58 920 0.8 9.4 08 0.1 27 1.8 0.6
6 15 29 36 1.3 3.2 20.2 168 0,1 70 7.4 0.6
12 12 28 60 11.5 4 25,6 172 0.1 8.0 7.4 0.3
18 14 32 54 11.8 35 29.0 189 0.1 8.0 74 0,4
24 18 32 50 12,0 1.6 31.2 192 0.1 1.0 9,2 0.5
48 17 31 52 12.3 3.6 i34 211 0.1 17.0 16.6 0.3
96 17 28 55 13.4 3.7 343 225 0.1 18.0 29.4 0.5
144 14 29 57 15,2 3.7 36,0 248 0.1 20.0 47.8 0,7

SB: soma dc bases: t: CTC cfetiva; T: CTC a pH 7.0: V: saturagdo por bases: C.,: carbono orgnico.



2.2 Métodos analiticos

A biomassa microbiana (BM-C) foi determinada pelo método da
fumigagdo-extragio (Vance et al.. 1987). Para cada tratamento. foram pesadas 6
amostras de 25 g de solo. sendo 3 amostras fumigadas ¢ 3 ndo fumigadas
(controle). Apés a fumigagdo. o carbono foi extraido com 100 mL de K.SO. (0.5
mol L™"). sob agitagio. A partir do extrato obtido. fez-se a digestdo com uma
aliquota de 8 mL do mesmo. adicionando 2 mL de K:Cr.07 (66.7 mmol LYe
uma mistura de 2 partes de H.SO, concentrado (10 mL) ¢ uma parte de H;PO.
concentrado (5 mL). A mistura foi aquecida em chapa térmica a 90°C. por 3
minutos. contados apos o surgimento das primeiras bolhas de fervura. Apos o
resfriamento. adicionaram-s¢ 10 mL de agua destiléda ¢ determinou-se o excesso
de K.Cr-0; por titulagio com sulfato ferroso amoniacal (33.3 mmol L.
usando difenilamina (1%) como indicador. Para saber a quantidade de dicromato
de consumida. fez-se uma digestio em branco. utilizando 8 mL de K,SO; (0.5
mol L'). O carbono organico extraido de cada amostra foi determinado da
seguinte maneira:

l. Fez-se a média das titulagdes dos brancos. Ex. 23.5 mL
2. Determinou-se a quantidade de dicromato que reage com | mL de sal.
Ex. para 2 mL K:Cry07 —--eemmemecemee- gastou 23.5 mL de sal
X mL K.Cr,04 -—-- para | mL de sal
X =0.085106 mL K-Cr.0+

[ 1)

. Determinou-se a quantidade de dicromato que reagiu (oxidou) com o carbono.
Ex. Dados: média da amostra= 155 mL
média do branco = 23.5 mL
Diferenga entre o branco ¢ a amostra resulta na quantidade de sal que ndo

reagiu com dicromato. que significa a parte do dicromato que oxidou o carbono.
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Entdo: 23.5 mL - 15,5 mL = 8 mL de sal que ndo reagiu

Sabe-se que | mL de sal reage com 0.085106 mL K.Cr-0-, entdo:
I mL de sal —--eeereeeeeere- — 0.085106 mL K.Cr,0O,
8 mL de sal seeseeee X mL K.Cr205
X = 0.6809 mL K.Cr.0; que ndo reagiu

4. Determinou-se a quantidade de carbono na amostra.

Assume-se que | mL de K;Cr:0- ¢ equivalente a 1.200 pg de carbono.

Entdo: | mL K:Cf:01 —eeeenenmmmmmeeeee | 200 ug de C
0.6809 mL K.Cr-0y-- XpgdeC

X=817.02pgdeC
Pois 817.02 pg de C em 8 mL no extrator. sendo usados 100 mL do

mesmo para a sua extragio.
Entdo: 8 mL K.SO, 817,02 pgde C
100 mL K>S0, -=e-me=m- X pg de C

X=10212.77pgde C
5. Determinou-se para pg de C g solo seco™.
Descontou-se o teor de agua contido na amostra

Dividiu-se a quantidade de carbono na amostra pela massa de solo usada

na extragao.
Ex. 20 g s0lo seco ---=eeemeeaeeene 10.212.77 pgde C
1 g solo seco ~--mnnmemmeeemem- XpgdeC
X =510.64 pg de C g solo seco”
6. Por ultimo:

BM-C = (F - NF)
Kc
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Onde: F = amostras fumigadas:
NF = amostras nio fumigadas:
K. = coeficiente de corre¢do 0.30 proposto por Feigl et al. (1995).

O resultado foi expresso em pg de BM-C por grama de solo seco.

Para a respiracdo. determinou-se a taxa de liberagdo do diéxido de
carbono (CO.) capturado pelo NaOH, conforme metodologia de Isermever
(1952). em Alef & Nannipieri (1995). Pesaram-se 25 g de solo em copinhos
plasticos. que foram colocados em potes com capacidade para 1.5 L junto com
um frasco com 20 mL de NaOH (0.03 mol L) para capturar o CO- liberado. Em
seguidas. os potes foram lacrados ¢ incubados no escuro por 3 dias, a 28°C. Apés
este periodo. adicionaram-se 3 mL de BaCl: (0.5 mol L") para interromper a
reagdo. precipitando o carbonato. ¢ o material foi titulado com HCI (0.05 mol L’
"). utilizando fenolftaleina (1%) como indicador. A respiragio foi obtida pela

seguinte expressio:

CO-=((Vo -V x L.1)pssit
Onde: Vo = volume de HCI usado para titulagio do branco:
V = volume do HCI usado para a amostra de solo em ml:
pss = peso seco de | g de solo umido:
i 1.1 = fator de conversio 1 mL 0,05 mol L"' NaOH igual a 1,1
mg CO-:
t = tempo de incubagio em minutos.
O resultado foi expresso em pg de C-CO. por grama de solo seco por
hora.
A partir dos resultados da respiragdio basal ¢ do C da biomassa
microbiana das amostras. calculou-s¢. conforme Anderson & Domsch (1993). o

quociente metabolico (¢CO-) para cada amostra. Estc representa a quantidade de
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C-CO: evoluida por unidade de C microbiano (ug C-CO- mg BM-C"' h'') ou a
taxa de respiragdo especifica da biomassa.

No final do experimento (112 dias) retiraram-s¢ amostras para
determinagiio das atividades da urease. fosfatase acida, B-glucosidase e hidrélise
do diacetato de fluoresceina.

A urease foi determinada conforme método descrito por Tabatabai &
Bremmer (1972). que se baseia na determinagdo da amdnia liberada apds a
incubagdo da amostra de solo com uma solugdo de uréia por 2 horas, a 37°C.
Pesaram-s¢ 3 g de solo em um frasco de 70 mL ¢ adicionaram-se 0,2 mL de
tolueno. 9 mL de tampédo TRIS (50 mmol L". pH 9) ¢ 1 mL de solugdo de uréia
(0.2 mol L'). sendo em seguida incubado por 2 horas em estufa incubadora a
37°C. Apos a incubagdo. adicionaram-se aproximadamente 35 mL de KCl-
Ag:SO; para interromper a reagio. Da solugido obtida. pipetaram-se 20 mL.
acrescentou-s¢ 0,2 g de MgO ¢ o material foi destilado em um microdestilador
Kjeldhal (Keeney & Nelson. 1982). O destilado foi recolhido em um frasco
contendo 3 mL de acido bérico ¢ uma solugdo de indicadores (vermelho de metila
¢ verde de bromocresol) ¢ titulado com H:SO: (0.005 mol L"). Para cada
amostra foi feito um controlc. scndo que a uréia foi adicionada somente apos a
solugiio de KCI-Ag-SO.. A atividade da uréia foi cxpressa em mg de N-NH.™ por
grama de solo seco por hora.

A quantificacio da fosfatasc acida ¢ basecada na leitura em
espectrofotdmetro do p-nitrofenol resultante da atividade enzimatica da fosfatase
acida. seguindo a metodologia descrita por Dick et al. (1996). Em um | g de solo
adicionaram-se 0.2 mL de tolueno. 4 mL de tampio MUB (pH 6.5) ¢ | mL p-
nitrofenil-fosfato (PNF: 0.05 mol L™'). A mistura foi colocada em banho-maria
por uma hora. a 37°C. em seguida adicionaram-se | mL de CaCl: (0.5 mol L) e

4 mL de NaOH (0,5 mol L) para interromper a reagdo. Os frascos foram
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levemente agitados € o sobrenadante filtrado em papel de filtro de boa qualidade.
A quantificagio foi feita pela intensidade da coloragdo amarela do filtrado. em
espectrofotdmetro a 410 nm. As amostras controle seguiram o mesmo
procedimento. exceto para a adi¢io de PNF. que foi colocado somente apés a
adicdo do CaCl- ¢ do NaOH. A concentragiio foi obtida através da leitura de
solugdes padrio (0. 10. 20. 30. 40 ¢ 50 pg L* de p-nitrofenol) ¢ o resultado foi
expresso em pg de p-nitrofenol por grama de solo seco por hora.

A PB-glucosidase foi determinada por espectrofometria do p-nitrofenol.
conforme descrito por Eivazi & Tabatabai (1988). Pesou-se | g da mistura em
um frasco de 30 mL. adicionaram-se 0.25 mL de tolueno. 4 mL de tampdo MUB
(pH 6) ¢ | mL da solugéio de p-nitrofenil-B-D-glucosideo (PNG: 0,05 mol L™).
Os frascos foram agitados por alguns segundos. fechados ¢ incubados por uma
hora. a 37°C. Em seguida, adicionaram-se 1 mL de CaCl. ¢ 4 mL de tampao
THAM (0.1 mol L. pH 12). sendo os frascos novamente agitados ¢ o
sobrenadante filtrado em papel de filtro de boa qualidade. Assim como para a
quantificacdo da fosfatase. a solu¢do adquiriv uma coloragio amarelada ¢ a
leitura foi feita em espectrofotémetro a 410 nm. As amostras controle seguiram o
mesmo procedimento, exceto para a adi¢io de PNG. que foi colocado somente
apos a adigdo de THAM (pH 12). A concentragio foi obtida através da leitura de
solugdes padrio (0. 10. 20. 30. 40 ¢ 50 pug L' de p-nitrofenol). O resultado foi
expresso em pg de p-nitrofenol por grama de solo seco por hora.

A hidrélise do diacetato de fluoresceina por células microbianas viaveis
(Diack. 1997) € um otimo indicador da atividade heterotrofica global do solo. A
solugdo contendo diacetato de fluoresceina possui uma coloragéio transparente.
No entanto. quando hidrolisada. a fluoresceina ¢ ativada ¢ a solugdo. entdo.

adquirc uma tonalidade verde-amarelada brilhante. o que permite sua



quantifica¢io espectrofotométrica. Em um frasco de 100 mL, pesaram-se 3 g de
solo ¢ adicionaram-se 50 mL de solugdo tampdo (Na;PO..12H.0, pH 7) com
fluoresceina (C+.H)40,7). incubando o material sob rota¢io a 35°C. por 24 horas.
Apos este periodo. adicionaram-se 2 mL de acetona (50% v/v) para interromper a
reacdo ¢ centrifugou-se o solo em suspensio a 3.840 rpm, por 3 minutos. Em
seguida. filtrou-se o sobrenadante com papel de filtro de boa qualidade e fez-se a
leitura no aparelho de espectrofotometria a 490 nm. Para as amostras controle, o
procedimento foi o mesmo descrito acima. apenas sem a adi¢io do substrato
(fluoresceina). Para obter a concentragdo de fluoresceina produzida nas amostras,
utilizou-se solugdio padrdo de 0. 100. 200, 300, 400 ¢ 500 mg L*' de fluoresceina
sodica (CxaHinOsNas). O resultado foi expresso em mg de fluoresceina por grama

de solo seco por dia.

2.3 Anailise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variincia utilizando

o programa estatistico SISVAR (Ferreira. 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos da aplicagio de doses de biossolido nas caracteristicas
avaliadas no solo em diferentes épocas de incuba¢do encontram-se na tabela 2.
Verificou-se. para o carbono da biomassa microbiana (BM-C). efeito
significativo do biossolido somente nas épocas 28 ¢ 84 dias. Aos 28 dias. a dose

48 t ha' apresentou uma reducdo em torno de 33% em relagdo ao controle (sem
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aplicagdo de biossolido) (Figura 1). enquanto. para as demais doses aplicadas,
nio houve diferenca significativa. Aos 84 dias. as unicas doses que diferiram
significativamente do controle foram 18 ¢ 96 t ha™. apresentando uma redugéo de

70 ¢ 40%. respectivamente.

Tabela 2. Resumo das analises de variancias das doses aplicadas de biossélido
nas 8§ épocas avaliadas.

. Epocas (dias)
Caracteristicas —p 3556 70 8498112
Biomassa ns b ns ns ns xx ns ns
Respiragdo # %% ¥ pg s ns ns NS
¢CO: ns % *  ns  ns s * ns
Urease - - - - - - - ns
B-Glucosidase - - - - - - - ns
Fosfatase - - - - - . - ox
Hidrolise DAF - - - - - - - ns

*: P<0.05: **: P<0.01: ns: ndo significativo.

Aos 28 dias. observou-se um aumento da BM-C com as doses 6 ¢ 12 t ha'
' atingindo valores de 1.664.72 ¢ 1.661.87 ug g solo™. respectivamente, havendo
aumento da populagdo microbiana ¢, conseqiientemente. maior incorporagio de
carbono na biomassa (Figura 1). Valores semelhantes foram encontrados por
Chander et al=(1993) em um solo incrementado com ledo de esgoto com baixa
concentracdo de metais pesados. Os autores encontraram valores em torno de
1.250 pg g solo™ na dose 160 t ha”. Pascual et al. (1997) encontraram 1.400 pg g
solo”! para a dos¢ mais alta. cstudando o impacto do lodo de esgoto na BM-C.
Segundo Perucci (1992). csta elevagdo do BM-C pode ser atribuida a
incorporagdo de materiais orgdnicos facilmente biodegradaveis. os quais

estimulam a atividade microbiana do solo. ou a incorporagdo de microrganismos
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exogenos. A partir de 12 t ha™. a aplicagiio de biossélido promoveu diminuigio da
BM-C. apontando um efeito negativo em relagdo ao controle.

Esta queda nos valores de BM-C pode estar ligada a incorporagdo de
elevadas quantidades de sodio efou, de metais pesados no solo. nas mais altas
doses de biossolido, os quais podem afetar os microrganismos. prejudicando sua
agio na decomposi¢do dos residuos. como verificado em outros estudos
(Joergensen et al.. 1996. Moreno et al.. 1999). O efeito toxico dos metais na
microbiota. em muitos casos. pode ser amenizado com a presenca de matéria
organica (Lambais ¢ Souza. 2000) ¢ minerais de¢ argila. pela formagdo de
quelatos (Eivazi & Tabatabai. 1988). No entanto. quando as fragdes facilmente
biodegradaveis sdo reduzidas. novamente pode ser observada a toxicidade dos
metais (Chander et al.. 1995). Chander & Brookes (1991) relatam que o fato de
os microrganismos estarem sob efeito de estresse em solos contaminados com
metais pesados ¢ terem a biomassa reduzida se deve principalmente a ineficiéncia
da biomassa. por ndo conseguir converter os compostos degradados em energia
para aumento da popula¢do. No geral. verificou-se uma tendéncia de redugdo da
BM-C a partir da dose 24 t ha'. mesmo nio sendo estatisticamente significativa,
mostrando um efeito inibitorio do biossdlido na populagdo microbiana.

Aos 84 dias. observou-se cfeito do biossolido na BM-C. porém este efeito
¢ explicado pelo revolvimento que foi realizado aos 77 dias para methorar a
aeragdo ¢ descompactar o matcrial. Este revolvimento provavelmente estimulou
espécies de microrganismos que estavam inativas. os quais decompdem
compostos recalcitrantes. Como ocorrido aos 28 dias. observou-se a mesma
tendéncia aos 84 dias. redugdo da BM-C a partir da dose 24 t ha™. apesar de nio
ter sido verificado diferenca significativa.

A presenca de agentes poluentes. como compostos organicos toxicos ou

metais pesados no biossdlido. provavelmente pode ter afetado negativamente os
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microrganismos aos 14 dias. ou até mesmo a necessidade de um tempo para
readaptagdo ao meio. ji que a suas condi¢des originais foram alteradas com
adi¢io de elevadas quantidades de residuos orgnicos. A presenca de compostos
toxicos ¢ metais pesados no solo faz com que parte da energia seja redirecionada
para a manuten¢io da comunidade microbiana. reduzindo a mineralizagio do
biossolido (Anderson & Domsch. 1990: Leita et al.. 1995).

Para a respiragdo. verificaram-se efeitos das doses de biossolido aos 14.
28 ¢ 42 dias (Tabela 2). Aos 14 dias observou-se elevagao da respiragdo. para
todas as doses em relagdo ao controle. com o aumento das doses de biossolido
(Figura 2). Verificaram-se¢ aumentos de 172 ¢ | IS%Yem rela¢do ao controle, para
as doses 96 ¢ 144 t ha”'. Este aumento pode ser reflexo do efeito do biossélido na
atividade da comunidade microbiana. havendo necessidade de maior quantidade
de energia para a manutengdo da populagdo ou devido a um maior incremento de
carbono organico total no solo. No entanto, observou-se. na figura |. que aos 14
dias ndo houve aumento da BM-C. Entdo. uma provavel explicagdo seria a

obtengio de energia na manutengio da populagio microbiana.
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Aos 28 dias observaram-se aumentos de 42. 79 e 93% para as doses 48,
96 ¢ 144 t ha”. respectivamente. em relagdo ao controle, sendo estes valores
menores que os observados nos 14 dias (Figura 1). Além disso. essas foram as
doses que proporcionaram os menores valores de BM-C aos 28 dias. Isto mostra
que. conforme se elevou a dose de biossolido. a atividade dos microrganismos
aumentou. havendo maior necessidade de energia para diminuir o efeito inibitorio
do biossolido.

Aos 42 dias, o controle ja apresentou maior respiragio juntamente com a
maior dose de biossolido (144 t ha') (Figura 2). Esta época mostrou dois pontos
importantes: o primeiro. que a inibigio provocada pelo biossélido nos
microrganismos ji havia diminuido. e o segundo. que os compostos facilmente
assimilaveis haviam sido consumidos. A rapida degradabilidade de diversos tipos
de residuos organicos foi observada por Serra-Wittling et al. (1995). Wong & Lai
(1996) ¢ Pascual et al. (1997). variando sua decomponibilidade entre os 40 ¢ 60
dias. Como explicagdo da queda da respiragdo. os autores relatam a redugdo de
fragdes facilmente biodegradaveis. restando apenas as fragdes mais recalcitrantes

ou a presen¢a de compostos toXicos aos microrganismos.
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O quociente metabélico (gCO.) apresentou efeito significativo da
aplica¢do de biossolido para as épocas 28, 42 ¢ 98 dias como visto na tabela 2.
Aos 28 dias. verificou-se que as maiores doses de biossélido proporcionaram os
maiores valores de ¢CO- (Figura 3). O mesmo foi encontrado por Khan &
Scullion (1999) ¢ Moreno et al. (1999). indicando um efeito de estresse do
biossolido nos microrganismos. Aos 42 dias. os valores obtidos foram inferiores
aos encontrados nos 28 dias. Além disso. as doses 0 e 144 t ha' ndo tiveram
diferenca significativa. ja havendo. uma minimizagdo do efeito inibitorio sobre a
microbiota. Pela figura 3. observou-se, também aos 98 dias, efeito do biossélido
nos microrganismos. no entanto o mesmo nio foi verificado para respiracdo e
BM-C nesta mesma época. entdo uma explicagéio seria o revolvimento realizado
aos 77 dias para melhorar a aeragdo do solo. tendo efeito somente 21 dias depois.

Muitos resultados de ¢CO», em resposta a solos contaminados ou ndo
com metais pesados. na aplicagdo de biossolido. sdo contraditorios. Diversos
autores relatam aumentos ¢nquanto outros. redugdo nos valores de ¢CO- (Khan
& Scullion 1999: Cardoso & Neto. 2000 ¢ Landi et al.. 2000), sendo este o
principal fator de estresse para os microrganismos. Os altos valores encontrados
neste trabalho mostraram uma menor eficiéncia da biomassa no uso do biossolido
como substrato para obtengdo de energia. corroborados por Joergensen, et al.
(1996) ¢ Khan & Scullion (1999). Além dos metais. as altas concentracdes de
sais utilizadas para o tratamento do esgoto também contribuem para elevagio do
4¢CO- (Joergensen. et al.. 1996).

Foi observado efeito significativo da aplicagao de biossélido apenas para
a atividade da fosfatase acida. o0 mesmo ndo ocorrendo para urease. B-glucosidase

¢ hidrolisc da fluoresceina diacetato (DAF). como pdde ser visto na tabela 2.
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A atividade da enzima fosfatase acida aumentou com a elevagdo das
doses. sendo observados até 64% de aumento na dose mais alta (144 t ha') em
relagdo ao controle (Figura 4). Este aumento também foi verificade por Hattori
(1988) ¢ Gagnon et al. (2000) utilizando lodo de esgoto. Resultados semelhantes
foram encontrados por Sastre et al. (1996) apés 8 anos de aplicagdo de lodo
urbano ¢ industrial no solo. ¢em que foram verificados valores de 10.000 e 8.000
ug PNP g solo”’ h''. respectivamente, na dose de 50 t ha™. Segundo esses autores,
estes altos valores para a fosfatase acida se deram. provavelmente, a adigdo de
nutrientes ¢ matéria organica através do lodo. estimulando a atividade microbiana
¢. conseqiientemente. a sintese da fosfatase. Além disso. mostraram alta ciclagem

de compostos a base de fosforo.

DAF, mg F g sato'! din*

110
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Figura 4. Efeito da aplicagdo de biossolido na atividade enzimatica aos 112 dias.



L PEATTREI X TSR s Mk Ay, ST TR,

As enzimas urease. P-glucosidase ¢ a DAF avaliadas aos 112 dias
apresentaram valores médios 1.99 pg N-NH.' g solo” 2h”. 142,02 pg PNP g
solo" h' e 285.47 mg F g solo™ dia”. respectivamente. Para tentar explicar o ndo
efeito do biossélido. Serra-Wittling et al. (1995) explanam que isto pode ocorrer
em solos que receberam residuos ha mais tempo. para os quais s¢ observa uma
menor atividade microbiana. Varios fatores antropogénicos podem afetar a
atividade enzimatica no solo: no entanto. conforme se observou na maioria dos
estudos. os principais problemas estariam ligados a presenca de metais pesados,
sais ¢ pesticidas. dentre outros. os quais estdo presentes no lodo de esgoto
(Gianfreda & Bollag. 1996). Outra resposta poderia estar relacionada a
metodologia utilizada na determinagdo da atividade destas enzimas, em que as
condigdes originais do solo sdo alteradas sensivelmente. havendo necessidade de

ajustes para as nossas condiges.

4 CONCLUSOES

1. A BM-C atingiu 0 maximo aos 28 dias com a aplica¢ido das doses 6 e 12t ha
(1.660 pg C-CO- g solo” h™). havendo aumento da populagdo microbiana e.
conseqiientemente. maior incorpora¢do de carbono na biomassa, decrescendo com

a elevagdo das doses de biossolido.

2. A respiragio microbiana aumentou com a elevagio das doses de biossélido nas
primeiras trés épocas. devido & necessidade de encrgia para a manutencdo da
populagdo microbiana. Ao mesmo tempo mostrou uma rapida decomponibilidade

do biossdlido.
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3. O gCO-: indicou efeito adverso de doses elevadas de biossélido para a

microbiota.

4. A atividade da fosfatase acida aumento com a elevagdo doses de biossélido.
enquanto a urease, B-glucosidase ¢ a hidrélise do diacetato de fluoresceina, que

nao foram afetadas por este.
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TABELA 1A, Valorcs do carbono evoluido nas quatro doscs estudadas durante o periodo de 31 dias.

Doses Epocas (ug C-CO; kg solo™)
tha™! 1 2 3 4 5 6 7
0 80,75 77.54 54,32 86.58 77,12 70,08 66,43
24 104,03 81.71 71,33 116,70 105.66 92,31 91,01
48 149,26 122,05 98,78 157.74 149,59 136,35 140,96
144 278,75 257,94 201,06 339,57 296,19 304,32 313,68
by Doscs Epocas (ug C-CO- kg solo™)
tha' 8 9 10 11 12 13
0 60,41 83.40 44.84 102,45 46,50 96,06
24 70.62 107.18 6276 107.40 65.06 128.94
48 90,37 149.26 78.02 129,55 90,97 126,40
144 194,79 291,65 153.18 225,37 128.79 197.93




17

TABELA 2A. Valores da fragio NHy' nas quatro doses cstudadas durantc o periodo de 9 semanas.

Doscs Epocas (mg kg™

tha ! 2 3 4 5 6 7 8
0 20,81 8.28 14,79 50,34 11,35 7.47 12,47 14,87
24 28,40 14,58 21.69 60,88 9,13 8.61 14,95 11,55
48 37.98 16,81 25.73 69,41 9.53 8.97 18,08 11,47
144 74,30 27.31 43,91 93,65 20,20 11.72 23,94 17,09

TABELA 3A. Valorcs da fragio NO;™ nas quatro doscs estudadas durante o periodo de 9 semanas.

Doscs Epocas (mg kg)

tha'' 1 2 3 4 5 6 7 8
0 6,79 743 21.01 7.11 6,18 3.98 9,24 13,29
24 8.85 5.82 20.56 6.10 6,18 6.22 9.24 12,60
48 6,50 6.10 20.20 5.33 6,18 691 9,65 13,41

144 8,08 5.86 16.12 6,42 6,91 545 8,99 17.25






