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RESUMO

Foi definida em condigdes de laboratério, o procedimento de
marca¢do da vinhaca com 'SN por meio do processc fermentativo. O
crescimento do 1évedo em meio contendo 'SN-NH,4*, antes de sua utilizaco

na fermentacao etanodlica (fermentacao com 1évedo marcado com 'SN(FELE))
mostrou ser o mais viavel. Nesse processo, a recuperagao metabolica do
tragador na vinhaga foi de 8,6% em meédia por ciclo, com recuperacao
acumulada em trés ciclos de 20,1%. A adicao direta de sulfato de
amonio-19N (90,39 atomos %) a dorna de fermentacio (fermentacéo ciclica
com adicdo de sulfato de amonio-1SN(FESE)), mostrou recuperacdo inferior
ao processo FELE, sendo de 1,4% em média por ciclo e a acumulada em sete
ciclos de 3,4%. A distribuicao quantitativa do tracador entre o lévedo

reciclado e o vinho apdés a fermentagao, evidenciou o potencial de



Xiv.

utilizacéo da técnica isotopica em estudos do metabolismo nitrogenado no
processo de fermentagao etandlica.

A vinhaga-'SN produzida segundo o procedimento FESE de
marcagao, foi utilizada na avaliagdo de perdas gasosas de N quando
aplicada a solos de caracteristicas texturais diferentes e complementada
com uréia num experimento de laboratério. Em extratos acidulados
contendo N-volatilizado dos solos incubados com as fontes marcadas
(uréia e vinhaca), em sistemas fechados com arraste de ar, foi
determinada a natureza das perdas (N-amoniacal e N-organico volatil) e
sua procedéncia (N-uréia, N-vinhaga e N-so0l0). Ao final do experimento, ¢
balanco-1°N no solo permitiu estimar as perdas totais das fontes. Em
relagao ao N aplicado, foram estimadas perdas gasosas da uréia de 11,2 e
15,3% no solo LR e de 17,5 e 25,2% no solo PV, quando efetuada a simples
incorporacdo em relagdo a complementagcao da vinhaga, respectivamente.
No tratamento de complementagdo mineral, as perdas gasosas de N-vinhaga
foram de 59,1e 13,5% nos solos LR e PV respectivamente. Os resultados
mostraram que as perdas de N-organico volatil foram exclusivamante
provenientes do solo, sendo as de carater amoniacal provenientes da uréia
e vinhaga. Foi comparada a variabilidade experimental em relagao a
variabilidade isotopica das fragbes nitrogenadas marcadas nas
vinhacas-1oN.

A 1uz dos resultados obtidos e antecedentes da literatura,
discutiu-se uma hipdtese que contribua a explicar resultados de resposta
na produtividade de soqueiras de cana-de-agucar, em estudos com

complementagdo nitrogenada.



LABELLING OF VINASSE WITH SN AND EVALUATION OF GASEOUS
NITROGEN LOSSES OF 'SN-VINASSE AND 'SN-UREA IN SOILS
CULTIVATED WITH SUGAR-CANE (Saccharum spp).

ADVISER: Prof. Dr. Paulo Cesar Ocheuze Trivelin

AUTHOR: Eng. Agr. Waldo Alejandro Rubén Lara Cabezas.

SUMMARY

A procedure of !SN-vinasse labelling was developed under
laboratory conditions trough a fermentative process. The growth of yeast

in ‘SN—NH4* medium before its use in etanolic fermentative process (FELE

procedure of labelling) was the most successfull. The mean metabolic
recovery of the label from the vinasse by this procedure, after
fermentation, was 8.6% per cycle and the cumulative recovery for three
cycles was 20.1%. The direct addition of 'SN-ammonium sulphate (90.39
atoms%) to the vintage tub (FESE procedure of labelling), showed less
mean recovery per cycle and cumulative of 3.4% for seven cycles, in
relation to FELE procedure. Quantitative distribution of the tracer between
recycled yeast and wine after fermentation, showed the potential use of
the isotopic technigue in nitrogen metabolism studies in the etanolic

fermentation process.



The T'SN-vinasse produced according to FESE labelling
procedure was utitised to evaluate the potential 10S3es of Jaseous
nitrogen when applied to different textural soils and complemented with
urea under laboratory conditions. Acidulated extracts contaimning
volatilised nitrogen from soils incubated with the labelled scurces (urea
and vinasse) were obtained from a forced-draft system. The nature of the

lost nitrogen (volatile organic-N and volatilised NHz-NJ and its origin

(urea-N, vinasse-N and soil-N) were determined in these extracts. At the
end of the experiment the soil 'SN-balance allowed the estimation of total
losses of the sources. In relation to the applied nitrogen, the gaseous
losses of urea were estimated as 11.2 and 15.3% in the LR soil and 17.5
and 25.2% in the PV soil, when urea was applied once and complemented to
vinasse, respectively. The gaseous losses of N-vinasse were 59.1 and
13.5% in the LR and PV soils, respectively, when freated with vinasse
complemented with urea. The results aiso show that volatile organic-N
losses were only from the so1l and NH--N losses from both sources applied,
Comparison was made between experimental and isotopic variability of
nitrogen fractions of labelled 'SN-vinasse.

From these results and from others found in the literature a
hypothesis was discussed which contributes to explain productivity

responses of ratoon sugar-cane to nitrogen complementation studies.



1. INTRODUCAO

A escolha de produzir alcool combustivel como alternativa ao
petrdleo, trouxe como consequéncia para o Brasil residuos de significativa
importancia soécio-politica e ecoldégica, entre 0s quais, a vinhaga passou a
se constituir no subproduto mais volumoso e de maior poder contaminante,
produzido pela industria sucro-alcooleira. De todas as possibili dades de
utilizacdo da vinhaga estudadas, a aplicagdao “in natura” aos so0l0s
cultivados com soqueiras de cana-de-agucar e sua potencial utilizagao em
outras culturas, continua sendo ainda a mais viavel economicamente. A
vinhaga constitui-se num verdadeiro fertilizante organo-mineral e
melhorador de caracteristicas fisicas do solo. Nao deve ser esquecido que
esta forma de utilizagao foi devida a valiosa contribuigao do Professor
Jayme Rocha de Almeida com seus estudos pioneiros no inicio da década de
S0 (Almeida, 1952). Esses estudos mostraram que a vinhaga, longe de
acidificar os solos, produzia uma reagao alcalinizante, “contra todos 0s
ensinamentos dos grandes mestres® tornando “realidade a solugao
definitiva do angustiante problema do escoamento da vinhaga“, e colocou
fim a um dogma da época. Decorridos 40 anos desde a execu¢do desses

estudos, a caracterizacdo da vinhaca pelo Professor Almeida como um



N-fertilizante. Avaliar esses aspectos levardo a solugdo ndo conseguida
pela pesquisa convencional, no exemplo citado anteriormente. £ conviccao
do autor a necessidade de introduzir modificagdes no enfoque experimental
atualmente utilizado, assim como, utilizar a valiosa contribui¢do do
isotopo estavel 'SN para a solucdo desse importante problema, dada as
implicac0es de caracter econémico (substituicdo de adubagdao mineral),
académicas (conhecimento da dindmica do N no sistema solo-planta),
socio-politicas e ecologicas. Com a finalidade de auxil iar a pesquisa neste
e outros estudos, surgiu a idéia de produzir vinhaga marcada
bioquimicamente com o isdtopo estavel SN, buscando solucdes proprias
para problemas brasileiros. Sendo assim, 0s principais objetivos deste
estudo sao:

1. obtengdo de vinhaga marcada biogquimicamente com 0 is6topo
estavel N, a partir de mosto de caldo de cana.

2. Avaliar o potencial de perdas gasosas de N da vinhaga e do
N-uréia complementar em dois solos de caracteristicas texturais

diferentes, em condi¢0es de laboratorio.



novo “dégma” em torno da vinhaga? Pode-se afirmar “a priori” que entre oS
nutrientes desprezados da vinhaga, o nitrogénio € o principal, dado sua
importancia na nutrigdao mineral das plantas. A melhor prova desta
afirmacao se constitui na escassa pesquisa realizada visando compreender
os efeitos da aplicagdo da vinhaga na dindmica do nitrogénio no solo como
dos outros nutrientes e a auséncia absoluta de trabalhos reiativos as
transformagdes no solo desse nutriente contido na vinhaga, e seu
aproveitamento pela cultura. -

Tomando como exemplo 0 grande numero de estudos efetuados

nas duas ultimas décadas, visando determinar a necessidade de

esse objetivo n3o foi atingido. Ao modo de ver do autor, ao considerar a
vinhaga exclusivamente como adubo potassico, associado as limitagdes da
propria metodologia experimental utilizada nesse tipo de estudosz, sdo os
principais responsaveis por resultados tdo pouco esclarecedores. £
reconhecida a alta complexidade dessa “caixa preta” € sabe-se de fonte de
diversos estudos que a adicdo de material organico ao solo acarreta
profundas alteragdes do meio, de maior ou menor reversibilidade, sequndo
0 material e as condigdes ambientais existentes. Nao deve ser ignorado que
0 nitrogénio aproveitado pela soqueira é a soma de 4 fontes nitrogenadas

principais: N-vinhaga, N-nativo do solo, N-fixado biolégicamente e



2. REVISAO DE LITERATURA

Os numerosos estudos de complementagdo mineral da vinhaga
aplicada "in natura” em solos cultivados com soqueiras de cana-de-agucar
desenvolvidos nos ultimos anos, mostram a preocupacao de diversos
pesquisadores da area no sentido de definir as condigdes determinantes de
resposta da cultura em termos de produtividade e quatidade tecnologica da
matéria prima industrializada. Além de algumas hipéteses levantadas
tentando explicar os conflitantes resultados avaliados até o presente, nao
estao definidas essas condi¢bes, colocando em manifesto as timitagdes do
enfoque metodoldgico tradicionalmente utilizado em estudos de nutrigao
de plantas. Por outra parte, trabalhos visando compreender melhor 0s
efeitos da vinhaga na dindmica do nitrogénio no solo sdo escassos, sendo

determinantes na solugao do problema.

2.1. Efeito da complementagao mineral da vinhaga

aplicada em soqueiras de cana—-de-agticar.

Até o presente, parece existir consenso quanto a dose de

vinhaga a ser aplicada segundo sua procedéncia. Os resultados disponiveis



vém demostrando que entre 35 a SO m3/ha da vinhaga de mosto de melago e
80 a 150 m3/ha da vinhaca proveniente de mosto misto e de caldo, n3o
representam perigo de salinizagao dos solos, assim como, ndo prejudicam
a qualidade da materia prima em termos de atraso na maturagao,
diminuigao no teor da pol do caldo e maiores aumentos no teor de cinzas.
(GLORIA & ORLANDO F2, 1984 e KIEHL, 1985).

0Os numerosos estudos de composi¢ao quimica da vinhaga foram
determinantes para a definigdao da dose, mostrando como ja havia sido
indicado por ALMEIDA (1966), que a variabilidade da sua composi¢ao esta
sujeita a natureza da mateéria prima, mosto e vinho, assim como, do
funcionamento do aparelho destilador apds processo fermentativo & sua
posterior concentragdo ou diluigdo com aguas residuais do processo
agro-industrial. Portanto, sua aplicagdo continua subordinada a

determinagdo analitica prévia. Também tem sido recomendada sua
aplicagao em fungao do equivalente a 200 kg de K,0/ha (equivalente a

adubagdo mineral) sendo possivel aplicar teores mais elevados ao solo,
dada a distribuigao da vinhaga em area total e ndao em faixas, como
acontece com a adubagao mineral (COPERSUCAR, 1979).

A complementagdo mineral (especialmente nitrogenada) tem
sido cogitada pelo desbalanceamento de nutrientes como nitrogénio e
fosforo em relagdo ao potassio da vinhaga. Essa deficiéncia, suprida por
uma complementagao, deveria melhorar em teoria a resposta de
produtividade de colmos e ndo afetar a qualidade tecnoldgica da cultura,
(SILVA et alii, 1981; MONTEIRO et alii, 1981; RODRIGUES et alii, 1984;
PEREIRA et alii, 1985; ALONSO et alii, 1987; SOBRAL et alii, 1988).



Resultado desse tipo de experimentos, apresentados na Tabela 1, foram
ordenados segundo o0 indicador de resposta definido por PLANALSUCAR
(1979). solos com mais de 35% de argila apresentam maior possibilidade
de exito de resposta, sem necessariamente o autor deste estudo concordar
com esse controvertido critério. Os experimentos foram caracterizados
levando em consideracdao aqueles parametros explicitados pelos autores,
sendo salientada a quantidade de N adicionado aos solos via vinhaga e 0s
acréscimos de produtividade e qualidade tecnolégica (AProd. e AQ.T.) em
relagdo a testemunhas com aplicagao unicamente da vinhaga. Ainda assim,
muitos autores nao explicitam a época da complementagdo ap6s a
aplicacdo da vinhaga, a sua procedéncia (mosto de melago, mistc ou caldoj,
em alguns casos a época de corte da soqueira (SOBRAL et alii, 1988), a
caracterizagao quimica completa da vinhaga utilizada (PEIXOTO & COELHO,
1981 e GLORIA et alii, 1984), assim como a classe textural do solo
(MONTEIRO et alii, 1981; ALBUQUERQUE & MARINHO, 1984; SILVA & GURGEL,
1981 e SILVA et alii, 1981).

Dos 61 tratamentos considerados, 41% apresentam acréscimos
de produtividade a partir de 10 t/ha, sendo 46% em solos com conteudo de
argila superior a 35%, e de 36% em solos com argila inferior a 35%. Embora
ndo seja conclusivo o parametro utilizado por Planalsucar (1979), na
defini¢do da resposta, 0s acréscimos mais expressivos se apresentam em
solos argilosos (20 a 30 t/ha de cana). Resulta-se perigoso referenciar um
unico parametro, embora seja reconhecida sua importancia na qualificagao
da fertilidade de um solo, na procura de justificar respostas, dada a

complexidade do sistema e o exig(io controle experimental de campo que é
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possivel de ser efetuado. Normalmente entre a instalagao dos tratamentos
e a avaliagao de produtividade e gualidade tecnologica da materia prima,
transcorrem 10 a 12 meses, e sem duvida, 0os efeitos pretensamente
estudados podem ser mascarados por fatores de carater climatico, de
manejo e ainda inerentes ao sistema solo-planta, que Ssao pouco
conhecidos. Entretanto, nos trabalhos revisados, a qualidade tecnologica da
matéria prima parece nao ser afetada pelas doses de vinhaca e do N
mineral complementar. Na literatura encontra-se outras hipdteses para
explicar esses resultados. GLORIA et alii (1984) - experimentos 22, 53 e
5S4 da Tabela | - relacionam a maior intensidade de resposta a
complementagao nitrogenada em solos com maior CTC, sendo confirmado
por RODRIGUES et alii (1984) para solos com CTC acima de 7,0 meq/ 100g
solo. Por suavez, ESPIRONELLO et alii (1981) - experimentos 14, 15, 16 e
42 - sugerem que a reposta a complementagao apresente-se como fungao
do teor de N na vinhaga, afirmando como provavel, que a complementagao
ndo seja necessaria para quantidades acima de 60 kg/ha de N contido na
vinhaga. Por outro lado, enquanto estudos do fracionamento nitrogenado
nos diferentes tipos de vinhaga nao sejam efetuados e publicados, a
disponibilidade do nitrogénio desse fertilizante fica sujeita a
questionamento.

Por outra parte, estudos de taxa de mineralizagao do N-vinhaga
e 0s proprios efeitos da vinhaga na taxa de mineralizagé@o do N do solo s&o
indispensaveis para entender a necessidade de complementagdo. Segundo
NUNES et alii (1981), sendo aproximadamente 50% do N-total da vinhaga de

mosto misto prontamente mineralizavel e usado pelo metabolismo
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microbiano, sua disponibitidade para a cultura poderia ainda ser uma
realidade, 10go apds sua liberagao.

Segundo SILVA et alii (1980) complementacgdes nitrogenadas
defasadas da época de maior demanda pela cultura poderiam expiicar 0S
resultados diferentes dos esperados. Nesse sentido, a falta de informagao
em relagdo a época da complementagdo, ndo explicitada em alguns
trabalhos, ndo permite analisar este importante aspecto.

Considerando somente 0s experimentos que explicitam o teor
de N da vinhaga com resposta acima de 10 t/ha (25) pode-se apreciar uma
frequéncia importante de resposta (73%), quando a vinhaga procede de
mosto misto ou caldo, e a adigdo de N via vinhaga é menor que a
complementagao, independente da classe textural do solo. Teoricamente,
parece l6gico supor que a resposta da complementagdo nitrogenada seja
mais expressiva quando a quantidade de N via vinhaga for inferior a dose de
complementagao, e com um tipo de vinhaga com efeitos no solo menos
intensos e duraveis (menor teor de matéria organica em relagdo a vinhaga
de mosto melago), permitindo deixar disponivel o N para a cultura, ainda no
periodo de maior demanda. Obviamente que esta e as hipéteses
anteriormente levantadas ndo vao além de conjecturas, e que, a definigao
do problema na procura das causas que realmente estdo determinando
resposta, requer que se efetue mudangas de enfoque experimental,
langando mao de metodologias que permitam compreender melhor as
drasticas alteragdes do ciclo do N no sistema solo-planta. Nesse sentido a
literatura mostra esforgos isolados (CARNAUBA et alii, 1989; ALMEIDA et

alii, 1982), visando determinar o destino do N complementado a vinhaca,
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utilizando a técnica isotopica com ISN. Esses resultados serdo discutidos

no item 2.2.

2.2. Efeitos da aplicacdo da vinhaga na dinamica do

N no solo e suas alteragdes microbiolbgicas.

Sabe-se que o grande reservatério de nitrogénio no solo é a
matéria organica e que a liberagao do N mineral a solugdo do solo é
determinada pela atividade microbiana, assim como, diversos fatores
estardo determinando 0 aproveitamento pela <cultura {drenagem,
topografia, textura do solo, praticas culturais, umidade e temperatura). Ao
se tratar de definir a necessidade de substituir ou complementar a vinhaca
com fertilizante é obrigatério avaliar os efeitos de sua aplicagdo na
dinamica do nitrogénio no solo e na massa microbiana, assim como avaliar
0 proprio destino no solo do nitrogénio da vinhaga dado que em ultima
instancia, a resposta efetiva da soqueira sera o produto da interagdo de
quatro fontes nitrogenadas principais: N-nativo do solo, N-fixado
biologicamente, N-vinhaga e N-fertilizante. Nesse sentido, o isétopo
estavel SN através da utilizacdo de fertilizantes-'SN assim como da
vinhaca-1SN mediante o estabelecimento de delineamentos experimentais
adequados, permitirdo contribuir valiosamente ao esclarecimento desses
aspectos mencionados.

Até o presente, poucos trabalhos foram desenvolvidos nesse
sentido, sendo limitados a condigdes de laboratério, utilizando altas doses

de vinhagca muito acima das recomendacgbes indicadas para condigbes de
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campo. (VELLOSO et alii, 1982; NUNES et alii, 1981; AMARAL SOBRINHO,
1983; NEVES et alii, 1983 e TAUK & RUEGGER, 1987). Embora esses estudos
nado permitam efetuar extrapolagdes principalmente em termos
guantitativos dos fendmenos estudados, sdo validos sob 0 ponto de vista
qualitativo e portanto representam os fendmenos que devam estar
acontecendo em condi¢des de campo, sob infiuéncia da vinhaca aplicada.
Material de solos incubados com doses crescentes de vinhaca
acompanhado da adigao de N-NOs~ mostraram acréscimos no teor de N-NH,*
em fungao do perfodo de incubagdo e das doses de vinhaca utilizada
(AMARAL SOBRINHO et alii, 1983 e NUNES et alii, 1981). Em condi¢des de
campo VIETES & BRINHOLI, (1990) observaram também acréscimos de

N-NH,* entre 98 e 220 dias apos a aplicagao da vinhaga na profundidade
até 20 cm. Nesse sentido é sugerido a amonificagao do N-organico nativo
do solo e/ou do N-orgédnico da vinhaga dada a alta proporgao de N-soluvel
prontamente mineralizavel. Também € sugerido que parte do N-NO;-
contribua através do processo de reducao dissimilatéria. Por outra parte, o
N-NO;~ desaparece 10go apds a incubagdo do solo com vinhaga. AMARAL
SOBRINHO et alii (1983) sugerem que esse fendbmeno seja devido a
desnitrificagao, dado a expressao de pulsos de N-NO,~ e de N,O verificados.
A presenga de material energético no solo forneciao pela vinhaga
demandaria O, para atender as necessidades metabdiicas microbianas ¢
portanto o N-NO=~ seria reduzido.

Estudando a lixiviagao de N-NH," e N-NO;~, VELLOSO et alii

(1982) observaram que a aplicagZo de vinhaga ao S0lo Gerou expressivos
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efluentes de N-NH,* devido provavelmente a concorréncia com o K* pelos
sitios de troca, que deve ser preferencialmente adsorvido. O N-NO5~

diminuiu nos efluentes sendo também sugerida a desnitrificagao.

Observagbes de acréscimos no teor de N-organico do solo
também tem sido efetuados em so0los incubados, em funcao de doses
crescente de vinhaga (AMARAL SOBRINHO et alii, 1983; 1987 e CARNAUBA
et alii, 1989).

Em retacao ao destino do N-fertilizante, CARNAUBA et alii
(1989) utilizando sulfato de amdnio-'SN (100 kgN/ha equivalente)
complementando a aplicagao de 120 m3/ha eqiivalentes de vinhaga, por um

periodo de 108 dias, observaram decrescimo gradual do N-NH,*

fertilizante acompanhado por um acréscimo correspondente no teor de
N-organico devido a imobilizagdo, e mais baixa recuperacéc; ao
N-fertilizante no solo nos tratamentos com adigdo de vinhaga até os 70
dias de incubagdo. Sado atribuidas perdas de tipo gasosa, mais também
poderia ter acontecido lixiviacao as quais, nao foram determinadas. Por
sua vez ALMEIDA et alii, (1982) utilizando a mesma fonte enriquecida com
19N em solo 1atossolo vermelho escuro, textura média, incubado com dose
eqivalente a 200 m3/ha de vinhaga, ja tinham verificado a estimulagao do
processo de imobilizacao do N-fertilizante nos primeiros 15 dias de
incubagao, ficando ao final do periodo, 38% em meédia do N-fertilizante na
fragdo organica. Também atribuem perdas de N no balango final em virtude
de um processo desnitrificante.

Estimulagdo da atividade de nitrogenase foi observada por
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NEVES et alii (1983) em solo incubado com doses crescentes de vinhaga
até 1200 m3/ha complementada com Mo e fosfato, permitindo calcular
equivalente de fixacdo em torno de 25 kgN/ha. A atividade dos
microrganismos fixadores foi acentuada ap6s a precedente dos
microrganismos nao fixadores, estimulados pela presenga de N-soluvel da
vinhaga.

Estudos efetuados por CAMARGO (1954) mostraram que ©
efeito acidificante inicial da vinhaga favorecia o crescimento de fungos do
genero Neurospora spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp. entre outros,
sendo mais expressivo em solos mais argilosos. Posteriormente com a
diminuigdo da acidez pelo ataque fungico da matéria organica coloidal da
vinhaga, seria favorecido o crescimento bacteriano. TAUK & RUEGGER
(1987) observaram esses efeitos até cinco meses apds a aplicagdo de 200
a 500 m3/ha equivalentes da vinhaca. Segundo NEVES et alii (1983) todas
as mudangas nos processos biolégicos, provocados pela adigdo de vinhaga
ao solo sdo temporarias, desaparecendo com a exaustdo dos substratos
energéticos presentes na vinhaga.

Embora seja facil itado esse tipo de estudos em condi¢des de
laboratério, tanto por motivos de ordem econdmica como de controle dos
parametros avaliados, esforgos devem ser feitos no sentido de realizar
estudos desse tipo em condigdes de campo, em forma integrada aos
trabalhos de complementagdao mineral, dado que o sistema radicular e a
rizosfera do solo interagem com as formas de N do solo e afetam suas
transformagdes, assim como, a intensidade dos processos envolvidos

(desnitrificagao, volatilizagao de ambnia, lixiviagao, imobilizagao e
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nitrificagao).

Assim, estudos da dinamica do nitrogénio no sistema
solo-planta associado a parametros de solo bem definidos e integrados aos
estudos de complementacdao mineral a aplicacao da vinhaga, Sao
fundamentais para definir as causas determinantes da resposta pela
soqueira. Para abandonar o terreno das hipéteses, o0 uso da vinhaga marcada
com N, associado a utilizacZo de fertilizante enriquecido com esse
isétopo, viria possibilitar a definigao de questdes como:

- destino do N-vinhaga no sistema solo-planta, sua interagao com
0S processos de imobilizagao, mineralizagao, lixiviagdo, perdas gasosas e
sua disponibilidade para a cultura.

- efeito no N-organico do solo e mineral e sua disponibilidade
paraa cultura.

- destino do N-fertilizante no sistema solo, sua interagao com 0s
mesmos processos e sua disponibilidade para a cultura.

- discriminagao na cultura, do N proveniente do solo, da vinhaga e
do fertilizante complementado.

- quantificacao do N residual no solo, da vinhacga e do fertilizante
e seu efeito residual para o préximo corte da soqueira.

Cabe salientar que a possibilidade de quantificar esses
fendmenos, permitirao compreender a vantagem da complementagao

nitrogenada ou sua substitui¢ao, com os evidentes beneficios econdmicos.
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2.3 Marcagao de vinhaga com !SN.

A utilizagZo do isétopo 'SN tem sido essencial no estudo dos
processos de transformagao do N e suas interagbes no solo. Varios
aspectos relacionados com o0 fwnover desse nutriente tem sido estudados:
a natureza quimica da materia orgéanica do solo, decomposigao de residuos
vegetais, atividade enzimatica, valor residual do N imovilizado, taxa €
extensao do furnover afetado por diferentes formas de N-mineral, outras
sais, inibidores de nitrificagdo, conteudo de agua no solo, temperatura, etc
(HAUK & BREMNER, 1976).

Na marcacdo de vinhaca-'SN, a utilizacZo da materia prima
marcada com esse tragador sugere a utilizagao de material vegetal
previamente marcado (colmo) do qual seria extraido o caldo, sendo
posteriormente submetido a fermentagao. Entretanto, estudos de adubagao
em cana-de-acUcar com a utilizagdo de fertilizante-!SN, em condigdes de
campo, tem mostrado que a marcagao do colmo dificilmente supera a
concentragdo de 'SN acima de 1,0 atomo %, embora esse valor seja
flutuante em fungao de diversos fatores que ndo cabe nesse Caso analisar.
Por outra parte, a transformagdao em vinhaga do caldo, requer a presenga
obrigatoéria do 1évedo, que apresenta teor de nitrogénio (7 a 8%) suficiente
para produzir drastica diluigdo isotdépica no N-vinhaga, o que inviabilizaria

sua utilizagdo como material marcado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Processo de marcagao da vinhaga com o isétopo

estavel SN.

J1.1. Sele¢do av procedimento de marcagao

A semelhanga de outros compostos nitrogenados enriquecidos
com SN, o nivel de marcacg3o da vinhaca, assim como, o volume produzido
devem ser compativeis com o tipo de estudo que ira fazer uso do produto .
Porém, a diferenga da natureza fisico-quimica dos processos que originam
esses compostos, com a consequente homogeneidade da composigao
isotopica, a natureza complexa e seletiva do processo bioquimico
envolvido na produgdo de vinhaga (fermentagao etanélica), é determinante
da sua heterogeneidade na composigao isotdpica, independente do
procedimento de marcagao a ser selecionado. Deve-se estar ciente que na
fermentagdo vao coexistir formas nitrogenadas susceptiveils de
transformagdo microbiolégica, e consequentemente susceptiveis de
marcagdo, assim como, formas nitrogenadas que vdo sofrer escassa ou
nenhuma alteragdao metabdlica, e portanto, constituem formas mais

resistentes de serem marcadas com o is6topo.

a) Adicdo de sulrato de aménio-"9N (s.a-"N) ao substrato
fermentativo, Para obtencdo de vinhaca-'>N foram testados dois
procedimentos através do processo fermentativo de caldo de

cana-de-acucar: adic3o de s.a.-'SN ao mosto fermentescivel e fermentacio
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com lévedo previamente marcado com 1SN na etapa de multiplicagao

celular.

a-1) Fermentagdo ciclica com adicdo de sa-"SN (FESE) Foi
adicionado ao mosto no inicio de cada ciclo fermentativo, 0,2 g/1 de s.a.
enriquecido a 90,39 atomos%!°N (44,5 ppm de N) & dorna de fermentac3o,
até completar sete ciclos, com a reutilizagdo do 1évedo centrifugado,
gerando duas fontes simultaneas de enriquecimento da vinhaga: a propria
fonte amoniacal e o 1évedo reciclado. Nesses ciclos foi utilizado caldo de
cana que apresentou pol de 16,0%, 86,0% de pureza, 18,0% de ART, pH S, 1 ¢
178,3 ppm de N-total.

a-2) Fermentacdo com 1évedo marcado com "N (FELE)  Este
procedimento foi desenvolvido no Departamento de Quimica, ESALQ/USP,
piracicabal’). Aproximadamente 100 mg de lévedo foi multiplicado num
meio de cultivo inicial (11, durante 12hs) sem arejamento, e
posteriormente, transferido a meio com aeragao (41) em banho-maria
(32°C) durante 18 a 20 hs. Durante o periodo de multiplicacdo celular
(meio com arejamento), foi adicionado por gotejamento 1,5 1 de solugao de
sacarose 15% m/v. Apos multiplicado e decantado, o inéculo foi separado
por centrifugagao (780g/15 min), ressuspenso em agua destilada e
guardado em geladeira até sua utilizagdao na fermentagao. Os meios de
cultivo foram previamente esterelizados em autoclave (120°C durante 20

min e | atm de press&o) e adicionado 1 g/1 de s.a. a 90,39 atomos®'>N e a

(1) Dr. Luis C. Basso - Depto. Quimica, ESALQ/USP. Comunicagdo pessoal.
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solugao nutritiva preparada segundo recomendagao do Departamento de
Quimica da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz™ 1,37 g/l de
KyPO4 . 3H,0; 0,24 g/1 de Mg30,4 anidro; 0,02 g/1 de MnS0, . Hy,0, 0,03 g/1 de
InSQ, . 7H,0 e 1 g/1 de extrato de levedura. Foram executados trés ciclos

fermentativos utilizando caldo de cana extraido com prensa hidraulica
(250kg/cm2) que apresentou 18,46% de ART, pH 4,7 e teor de 695 ppm de
N-total, sem adicdo de outros nutrientes & dorna que os fornecidos via

mosto.

J. 1.2 Procedimento ae rermentagdo etandlica para proaugio de

vinhagca-"oN em condigoes de laboratorio

O procedimento fermentativo utilizado em laboratério foi
aquele empregado pelo Departamento de Fermentagao da Cooperativa de
Produtores de Acgucar e Alcool do Estado de Sao Paulo (COPERSUCAR),
Piracicabal!).

Como substrato fermentescivel foi wutilizado caldo de
cana-de-acucar extraido com prensa hidraulica automatica “Pinette
Emidecau” da CODISTIL (250kg/cm?2), fornecido pela COPERSUCAR. No
procedimento FESE de marcacgao, foi utilizado 1évedo prensado Fleischmann
numa concentragdo de 30 g/1{m/v), sendo alimentada a dorna (erlenmeyer
21) com s.a.-!3N; 0,10 g/1 de superfostato simples e 0,11 g/1 de sulfato de
magnésio. A adi¢do de caldo a dorna (700 ml, 31°C), contendo o lévedo em

suspensao (300 ml), foi efetuada por batelada alimentar em intervalos

(1) Dr. Luis Hiroshi - CTC, Piracicaba, S.P. Comunicagdo pesscal.
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requlares de 15 minutos com agitagdo continua, e colocada em
banho-maria (32°C). Apos 0 término da fermentacao (12 a 15 hs), 0 vinho
foi centrifugado a 7809 durante 15 minutos e destilado para a obtengao da
vinhaga a metade do volume inicial. O 18vedo centrifugado foi ressuspenso
em &gua acidulada a pH 2,5 até sua nova utili zagao.

No procedimento FELE, na suspensao do inéculo contido na
dorna (120 mi) foi adicionado 300 ml de caldo por batelada alimentar,
determinando uma concentracao do lévedo em torno de 9,0% (m/m) e
destilando o vinho a 1/3 do volume inicial para a obtengao de vinhaga-!°N.
O restante do procedimento fermentativo foi similar ao utilizado no

procedimento FESE.

3.1.3. Determinagdes analiticas aos componentes do processo

rermentativo

Para efeito de balango nitrogenado foram pesados os volumes
respectivos dos componentes da fermentagao de ambos os procedimentos
de marcagao.

0 etanol do vinho delevurado, foi determinado pelo método de
dicromato adotado pelo Instituto de Tecnologia Rural da ESALQ, e por
destilagdo seguida de densitometria eletrénica (densimetro A. PAAR, DMA
46), nos procedimentos FESE e FELE, respectivamente. Os calculos de
eficiéncia dos ciclos fermentatives levaram em consideragao a relagao
estequiométrica de produgdo de 64,75 ml de etanol a partir de 100g de
agucares redutores totais (ART) e o rendimento, calculado pela relagao do

volume de etanol produzido a partir de 100 kg de ART. A concentragao de
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nitrogénio no inéculo e 1évedo centrifugado foi referida com base em
massa seca em estufaa 102°C durante S hs.

A determinagao de nitrogénio total (Nt) no 1évedo e vinhaga foi
efetuada por digestao sulfdrica com peroxido de hidrogénio de acordo com
PARKINSON & ALLEN (1975). A sequir os extratos foram destilados,
titulados e preparados pelo método de Rittenberg para analise da
concentragao isotopica de SN mediante espectrometria de massas,
segundo procedimento adotado pela Segdo de [sotopos Estaveis do
CENA/USP. (TRIVELIN et alii, 1973).

3.1.4. Composigdo isotdbica do material rermentaao.

Nos componentes: caldo de cana, inoculo, 1évedo centrifugado e
vinhaga do procedimento FESE efetuaram-se o fracionamento nitrogenado e
a seguir, analise da composigao isotépica com a finalidade de verificar a
homogeneidade isotopica dessas fragdes. Uma variagao grande dessa
composigao dificultaria a interpretagao de resultados de estudos com a
utilizacdo de vinhaga-'°N. De fato, espera-se que a composicdo isotopica
fosse variavel nas diferentes fracdes, devido a propria natureza complexa
dos agentes principais da fermentagao (caldo e 1évedo), com composi¢ao
nitrogenada variavel (N-proteico, aminas, amidas, vitaminas, amino
agucares, etc), assim como, da dinamica do préprio processo fermentativo
dada a assimilagdo incompleta dos compostos nitrogenados do mosto pelo
18vedo.

No fracionamento nitrogenado foi adotado o procedimento

anteriormente utilizado por LARA et alii, (1990). Foi isolada a fracao
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denominada N-solivel (Ns) pela extracdo com solucéo de etanol 80% (v/v)
em banho maria a 35°C durante 20 minutos, segundo 0 procedimento de
KABAT & MAYER (1967) para determinacdo colorimétrica de N-amino
soluvel. Os extratos foram centrifugados a 780 g durante 10 minutos,

efetuada posterior digestdo-destilagao Kjeldahl, e analise da concentragao
isotdépica. A fragdo de N-insoluvel (Ni) foi calculada pela diferenga de Ns
do Nt, e sua concentragdo isotépica (B) estimada através da equagdo de

diluicdo isotépica:
Ns (A) + Ni (B) =Nt (C) (1)

sendo A e C os valores de concentracdo isotépica de N de Ns e Nt,
respectivamente.

A proporgao do nitrogénio no componente da fermentagado (x =
lévedo centrifugado, indculo ou vinhaga) proveniente do s.a.-'>N (ZNXPF)
foi calculado pela expressado geral de diluigao isotopica:

%NXPF = [(at%'>N

), / (at%'SN,, )] 100 (2)

exc eXC

onde (at%'SN,,.), constitui a concentracdo de SN da amostra expressa em

exc
excesso do isétopo no componente da fermentacao obtida, subtraindo-se a
abundancia de "N do componente da fermentacio (atomos%!°N) & aquela de
abundancia natural dos componentes correspondentes (0,375 e 0,380
atomos% SN para o caldo e 0,376 e 0,370 atomos%'SN para o 18vedo, nos

procedimentos FESE e FELE, respectivamente.) A expressdo (at%'>N,,.)
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constitui a concentragao de 'SN em excesso da fonte s.a.-'>N, obtida
subtraindo os valores absolutos de s.a. (atomos%'SN) dos respectivos
valores de abundancia natural de 'SN nos componentes da fermentagao.
Tanto para o Nt como para a fracao Ns de cada componente, foi calculado
esse parametro pela expressdo acima. Logo, pela diferenga em relagao ao
Nt é possivel calcular a proporgao e quantidade (% e mg) do nitrogénio

nativo no 1évedo e vinhaca, respectivamente.

3.2. Estudo de perdas gasosas de N da vinhaga-'SN e

uréia-'>N em condigdes de laboratério.

Foram utilizadas amostras de terra seca ao ar tamisadas a
2mm, provenientes de areas com solo latossolo roxo (LR) de textura muito
argil osa e podzolico vermelho amarelo (PV) de textura arenosa, da camada
0-20 cm de profundidade, cultivados com cana-de-agucar, das usinas Santo
Antonio e Modelo do Municipio de Piracicaba, SP. A caracterizagéo
fisico-quimica efetuada nos laboratérios da COPERSUCAR consta da Tabela
2. A vinhaca-'SN utilizada neste estudo foi produzida em laboratério de
acordo com o procedimento FESE descrito anteriormente. A vinhaca de
composicdo natural de SN também foi produzida em laboratério. Como
complementagao nitrogenada foi utilizada uréia comercial granulada (2,1
mm ¢), sendo que a uréia-"™™N (10,253 atomos%'SN) foi produzida
(BENDASSOLLI et alii, 1988) e granulada (BENDASSOLLI,1992) no
laboratorio de producao de isétopos estaveis do CENA/USP. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, constando de quatro

tratamentos para cada solo incluindo um controle, com trés repeticdes,
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como detalhado a seguir:

To = controles sem aplicagao de vinhaca e uréia

T, = incorporagao da uréia-1SN (U*) a 2,0 cm de profundidade na dose media
de 81,0 mg N/vaso (equivalente 100 kgN/ha).

T, = aplicagao superficial da vinhag¢a-'SN (V*) na dose média de 87ml/vaso
(3,7mgN/vaso, eqiivalente 100 m3/ha). Os solos LR e PV receberam as
vinhagas correspondentes aos 42 (V*,) e 5¢ (V*c) ciclo fermentativo,
respectivamente. (Ver Tabela 6).

T; = Complementagdo com uréia apos quatro dias de aplicagao da vinhaga,
simulando na medida do possivel. a aplicagao do adubo na época do
trato cultural da soqueira. Este tratamento foi subdividido em dois
subtratamentos com utilizaga@o da fonte alternativa marcada: V* - U e
V- U*, utilizando V*5 e V"3 (média de 4,0mgN/vaso) nos solos LR e PV
respectivamente, e vinhaca com abundancia natural de 'SN (Vy, 3,8
mgN/vaso). (Ver Tabela 6).

Foi adicionado 250 g de TFSA dos solos @ camaras de plastico
acondicionadas para avaliar perdas de nitrogénio por volatilizagao,
constituindo-se em um sistema fechado com arraste de ar isento de
amoénia (1,3 + 0,1 1/min) do tipo utilizado por MILLS et alii (1974). A terra
foi umedecida com volumes equivalentes de vinhaca e agua deionizada
sequndo 0 tratamento. A uréia foi incorporada simultaneamente em todos
0s tratamentos, retirando-se a camada superficial de 2 cm de terra
correspondente. No subtratamento V - U%, foi adicionado 57 ml de vinhaga
Vo e completado 0 volume com agua para aplicar quantidade equivalente de

nitrogénio &s vinhagas-15N. O ar arrastado através das camaras foi passado
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através de solugao diluida de H,50, padronizado, sendo efetuadas trocas

das solugfes a intervalos de 12 a 48 hs aurante o periodo de 17 dias de
incubagao. Nas coletas parciais foi determinada amoénia pelo metodo
fenol-hipoclorito adotado de WEATHERBURN(1967). 0s extratos
correspondentes de cada tratamento foram juntados, concentrados ate
volume de 30 a 50 ml, mediante evaporador rotatério, e efetuado por
separado, digestdo-destilacdo Kjeldahl para determinagao de
N-volatilizado total (Nvt) e destilagao simples para determinagdo do

N-NH; volatilizado (N-NHs,). Posteriormente, as amostras foram

preparadas pela via Umida Rittenberg, para analise de concentragao de '"N
mediante espectrometria de massas.

A analise conjunta dos subtratamento (V¥ - U e V - U¥),
baseada na determinagdo de nitrogénio e a correspondente concentragao
isotopica dos extratos, permitiu discriminar as perdas nitrogeriadas para
cada solo, em termos de sua procedéncia: fonte nitrogenada (proveniente
da vinhaga (PV) ou proveniente da uréia (PU)), assim como, de sua natureza:
origem organica e/ou amoniacal. As seguintes relagdes foram utilizadas na
estimativa do balango nitrogenado das perdas:

Do extrato digestao-destilagdo, do subtratamento V* - U.

Ny = NPV + Ny PS

e do extrato por destilacdo desse mesmo subtratamento:

N-NHs, = N-NHg PV + N-NH; PS (4)
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Dos extratos correspondentes ao subtratamento V - U* sao

chtidas expressdes equivalentes:
Nyt = N, PU+ N, PS  (extrato digestao-destilagao) (3)
N-NHs,, = N-NHz, PU + N-NH5 PS (extrato destilagao) (6)
sendo estimadas a seguir as perdas amoniacais totais:

N-NH3VT = N-NHs, PV + N-NHz, PU + N-NHs, PS (7)

e o nitrogénio organico volatil (N-org.vol.).
N-org.vol.(PX) = N,, (PX) - N-NH, (PX) (8)

onde 0 X pode ser da fonte (U e V) ou do solo (S) e, portanto, a sequir

pode-se cé!cular 0 balango geral das perdas:

Balango perdas (mg/vaso, %) = N-NHz VT + N-org.vol.(PX) (9)

Nas amostras de terra foi determinado o nitrogénio
volatilizado total proveniente da fonte nitrogenada marcada (NvtPF,
mg/vaso) ao final do periodo de incubagao, pelo método indireto de

balango-15N segundo a expressao:
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NvtPF (mg/vaso) = NaF (mg/vaso) - NSPF (mg/vaso) (10)

onde NaF corresponde a fonte-!SN adicionada e NSPF ao nitrogénio no solo
proveniente da fonte-!SN. Esse parametro, por sua vez, foi determinado
usando a mesma expressao indicada anteriormente (2) e as concentragdes
naturais de SN, ja citadas, dos solos utilizados neste estudo. Nos
tratamentos que utilizaram vinhaca-'N foi considerada a concentraco
isotépica correspondente ao N-total.

A utilizagdo da metodoiogia isotopica gera terminologia
especifica ao estudo desenvolvido, sendo necessario explicita’r a definicao
de alguns termos utilizados para facilitar a methor compreensao do texto

(Ver Anexo).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Processo de marcagao da vinhaga com o isétopo

estavel 1SN,

4 1.1.56/ecdo do processo de marcagao.

Os ciclos fermentativos dos procedimentos FESE e FELE de
marcagao mostraram resultados similares em termos de producdo média
de alcool por ciclo (7,4 e 7,2% v/v), eficiéncia do processo (78,7 e 79,8%),
e rendimento (50,9 e 51,6 litros de etanol/ 100 kg de ART).

Em virtude da fermentagdo ter ocorrido normalmente dentro
dos padrdes de estudos sob condicdes de laboratério e nao constituir

objetivo deste estudo, nao sera procedida a discussao do processo em si.
a-1) Fermentacdo ciclica com adi¢3o de s.a.- 15N (FESE).
Na Tabela 3 é apresentado o balan¢o de massa de cada ciclo

fermentativo. Cabe salientar o aumento expressivo de massa celular

(64,13 g, incluindo o lévedo residual na dorna) ao final do processo
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fermentativo do primeiro ciclo, produto da baixa concentracao celular
;titizada na fermentacao. Dado o expressivo teor de nitrogénio do 1évedo,
foi utilizada uma concentragdo de inéculo inferior ao normal para esse
processo, o que foi procedido para evitar a diluigdo isotépica. Porém, como
sera apreciado na discussao da marcagao da vinhaga, este processo foi
prejudicado pela expressiva assimilagdo pelo 1évedo do nitrogénio do
s.a.- 15N,

A Tabela 4 apresenta 0S acréscimos de massa seca do 1évedo
(incluindo a massa residual do 1évedo na dorna, procedido para efeito de
balango isotépico), o conteudo de nitrogénio total, os valores de
concentracdo de SN, o conteGdo relativo do nitrogénio no lévedo
proveniente do s.a.-' N (% do total) e em termos de massa (NIPSA). Com
base nesses resultados, foi estimado o nitrogénio assimilado pelo 1évedo
proveniente do s.a."°N (NalPSA) em cada ciclo fermentativo, pela diferenca
de NIPSA entre o final (Ffn) e o inicio (IFn) de cada ciclo. Assim, foi
calculada a recuperagdo total por ciclo e a relativa ao nitrogénio do
s.a.- 15N acumulado que foi admitido & dorna.

Pode-se apreciar que o expressivo acréscimo de massa celular
registrado no primeiro ciclo fermentativo, como comentado anteriormente,

resultou em recuperagao acumulada significativa de 82,2% do ‘SN-NH4+ no

1évedo, com a correspondente exigua recuperagdao do N marcado nas
vinhagas produzidas e em torno de 2 mg de N com 7,0 atomos % excesso de
1SN no sétimo ciclo (Ver Tabela ).

0 balango nitrogenado nos componentes 1évedo e vinhaca, ao

final dos sete ciclos fermentativos, mostrou recuperagao meédia total de
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86,0% do nitrogénio do s.a.-'>N (Tabelas 4 e S), sendo que o restante nio
recuperado poderia ter permanecido como material nitrogenado em
suspensdao no vinho, precipitado na centrifugacdce, perdide como
componente volatil na destilagdo do vinho (etapa de obten¢do da vinhaca).
Pode ainda ter sido devido a erros na determinagdo da massa do lévedo
centrifugado, que submetido a determinagdo do nitrogénio total por
digestdo-destilagao tomou como referéncia a massa seca em estufa.
Estudos de fermentagao que venham utilizar esse tracador, devem
considerar esses aspéctos metodolégicos para efeito de balango
nitrogenado.

A caracterizagdo quimica das vinhagas produzidas nos sete

icios é apresentada na Tabela 6. Com excegao do nitrogénio, 0s teores dos

(]

outros nutrientes e da matéria organica sao similares as vinhagas de
mosto de caldo produzidas industrialmente. A relagac C/N revelou-se
muito alta, devido ao baixo teor de nitrogénio que, por sua vez, foi

consequéncia da baixa concentragado de N no caldo.

a-2) Fermentac3o com 1évedo enriquecido com SN (FELE)

O balanco de massa correspondente aos trés ciclos &
apresentado na Tabela 7. Para evitar crescimento significativo da massa
celular no processo fermentativo foi utilizada concentracdo celular em
torno de 9,0% de 1évedo previamente marcado com 'SN. De fato, no primeiro
ciclo somente foi apreciado um acréscimo de 11,9% da massa celular (4,89

g, incluindo a massa residual de 1évedo) com conseguente beneficio na
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marcagac ¢as vinhagas produzidas, como € apresentado a seguir.

Neste processo, foi dificil avaliar a assimilagczo efetiva do
nitrogénio proveniente do s.a.-13N pelo indculo na etapa de multiplicacao
celular, devido a ocorréncia de perdas causada por transbordamento do
meio aerdbico. Para efeito da estimativa de recuperagdo do tragador no
18vedo e na vinhaga foi considerado o nitrogénio contido no 1évedo ao inicio
do processo fermentativo, e que correspondeu a 44,6% do N-s.a. utilizado
na fase multiplicativa. A caracterizagdo quimica das vinhagas produzidas
nos trés ciclos pode ser apreciada na Tabela 6. Pode-se verificar que o
teor de nitrogénio dessas vinhagas, resultaram como consequéncia do teor
de nitrogénio presente no caldo utilizado.

Na Tabela 8 pode-se apreciar o conteudo de nitrogénio do
lévedo proveniente do s.a.-1SN (NIPSA) para os trés ciclos executados, o
nitrogénio desassimilado (NdPSA), calculado pela diferenga dos NIPSA
entre o final e inicio de cada ciclo, constituindo 33,3% do nitrogénio
marcado presente no indculo. No terceiro ciclo o NdPSA pode ter sido
subestimado (18,6 mg) em relagao ao valor correspondente do nitrogénio
marcado detectado na vinhaga (26,1 mg), devido muito provavelmente a
erros na referéncia de massa seca do conteido de nitrogénio no lévedo
centrifugado. (Ver Tabela 9)

A comparagao dos procedimentos de marcacado da vinhaga pode
ser apreciada na Tabela 10. O procedimento FELE revelou-se mais
favoravel, uma vez que apresentou garantida assimilagdo do tragador pelo
l1évedo, eficiente transferéncia de material nitrogenado marcado do 1évedo

a vinhaga, e fermentagbes mais rapidas sem maiores acréscimos de massa
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ceidiar.

0Os volumes de vinhaca-'3N produzidos nestas condi¢des podem
satisiazer as necessidades de estudos de laboratério e casa de vegetagao.
A produgao de maiores volumes para utilizacao em estudos sob condi¢des
de campe, necessariamente vao requerer a execugao de ensaios prévios,
dado que a simples extrapolagao da experiéncia de laboratério nao ¢
aconselhavel.

O procedimento descrito a seguir deve servir como referéncia
para a producdo de 200 litros de vinhaca-'SN, considerado volume
suficiente para abranger areas de estudo com 20 m2 de superficie
(dosagem equivalente a 100 m3/ha). Admitindo-se o aproveitamento de
S0% do s.a.-'SN pelo 1évedo na fase de crescimento, para a producao de 6 Kg
de 18vedo-15N seriam necessarios 270 g de s.a. enriguecido com 30 atomos
% de SN além de outros nutrientes necessarios ao processo de
crescimento. Posteriormente, a fermentagao seria efetuada em dorna
contendo 70 litros de mosto de caldo (500 a 600 ppm de N), com
concentragao celular em torno de 9,0% m/m e efetuando-se ao menos 4
reciclagens do lévedo, para produzir a vinhaga a razédo de S0 litros/ciclo.
Esse procedimento podera resultar em vinhacas, com marcagdes de 10 até

4 atomos % excesso de 1SN, em ciclos consecutivos.

4 1.2 Composicdo 1sotoplca do material rermentado.

Nas Tabelas 11 e 12 pode-se apreciar 0s resultados do

fracionamento nitrogenado (Ns e Ni) e a respectiva composi¢ao isotopica
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ac lévedo centrifugado e vinhaga produzida, nos sete ciclos fermentativos,
segundo o procedimento FESE de marcagao.

No 1évedo centrifugado (Tabela 11) pode-se apreciar que 2
concentragdo do Nt diminuiu consideravelmente em relacdo ao nitrogénio
do in6culo, devido ao expressivo acréscimo da massa celular que ocorreu
no primeiro ciclo.

Em termos relativos, o indculo sofreu variagdo na sua
composigao nitrogenada apods o primeiro ciclo fermentativo, mantendo-se
estavel com o decorrer dos ciclos subseqientes. O decréscimo nos teores
da subfragdo N-as do 1évedo centrifugado (3,5% em média para os sete
ciclos) em relagao ao inéculo (13,1%) correspondeu ao respectivo
acréscimo na fragao Ni (93,1%) em relacdo ao teor inicial presente no
indculo (83,5%).

Por outra parte, a subfracdo N-nas ndao apresentou variagao
apreciavel, permanecendo estavel apos os ciclos fermentativos. Esses
resultados estao indicando que parte importante do Ns do in6culo passou a
constituir compostos nitrogenados estaveis (depésitos de proteinas) no
1évedo centrifugado.

Os valores de composicdo isotopica de N das fragdes de
nitrogénio, (Tabela 12) mostra que a marcagdo do Nt do Iévedo
centrifugado, é produto da assimilagao do tragador fundamentalmente na
fragao de Ni. Por sua vez, a fragdo Ns do 1évedo ndo mostra acréscimos tao
expressivos de marcagac ao longo dos ciclos, como na fragao Ni sendo
muito provavel que a subfragao N-nas seja a responsavel pela marcagao

mostrada por essa fragao, embora nao tenha sido possivel determina-la
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diretamente. Esses resultados sao até esperados em termos bioquimicos,
evidenciando que o N-amoniaca! assimilado passou a formar parte do “pool”
protéico do 1évedo.
A baixa concentracdo do N-total nas vinhacas-'N produzidas,
(Tabela 11) foi conseqiéncia do baixo teor de N do substrato
fermentescivel. Em termos relativos pode-se observar ainda na Tabela 11,
que ocorreu sensivel acréscimo da subfragao N-nas da vinhaga (61,4% como
valor médio dos sete ciclos), em relagao ao valor do caldo (54,8%). Pode-se
apreciar também que a fracdo Ns € a mais importante na vinhaca (71,6%,
incluindo as fragcdes N-as e N-nas como valor médio dos sete ciclos) em
relagdo a Ni, refletindo também proporgdo similar ao do caldo que as
originaram. A menor importancia relativa da fragao Ni em relagdo ao
aproveitamento do N-vinhaga pela cana-de-agucar confirma o observado
por NUNES et alii (1981), sugerindo que a fragdo nitrogenada mais
abundante na vinhaga estaria disponivel a planta através da agao
microbiolégica no periodo da maior exigéncia pela cuitura. Por sua vez, a
composicdo isotopica de 'SN (Tabela 12) da fracdo soluvel (Ns) mostra a
semelhanca a de Nt. Nessa fracao, o proprio N-amoniacal adicionado e nao
assimilado, como os produtos nitrogenados metabolicos do |évedo, podem
ser 0s responsaveis pela marcagao observada.
No procedimento FELE de marcacao ndo efetuou-se o
fracionamento nitrogenado, uma vez que intencionou-se modificar a
metodologia de fracionamento para obter analise da composi¢do isotopica

direta das fragdes segundo indicagdes do Depto. de Quimica, ESALQ/USP,
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Piracicabal!’. O fracionamento nitrogenado reveste-se de inportancia na
utilizaco da vinhaca-1oN em estudos a serem realizados.
Os resultados de composi¢do isotépica no lévedo e vinhaga

permitiram também quantificar a distribuigdo do '>N-NH,4* ao final da

fermentagao, em ambos procedimentos de marcagao, assim como a
distm‘buicéo do N-caldo. Ainda mais, o fracionamento nitrogenado permitiu
conhecer-se a distribuicao do nitrogénio do s.a-15N nas fragdes de Ns e
Ni, no 1évedo e vinhaga.

Nao foi objetivo deste trabaiho, estudar a dinamica do
nitrogénio na fermentagao etandlica, mesmo assim, 0S resultados sao
apresentados a titulo de exempio, como informacdes valiosas que podem
ser extraidas de estudos de fermentacao alcodlica que venham a utilizar o

tragador com essa finalidade.

4.1.3. DIstrivuicdo ao nitrogénio do 5.4 -"N é do mosto nos
COmMPonentes. 1évedo centrirugado é vinho aelevurads, oa

rermentagdo etanclica.

A Figura 1 mostra a distribuicdo média do N derivado do
sa-'9N e do mosto no lévedo centrifugado e vinho delevurado nos sete
ciclos fermentativos, com o procedimento FELE de marcacao. O
fracionamento nitrogenado realizado, permitiu discriminar nas fragdes de

Ns e N no lévedo e vinhaga, a distribuicdao do N-amoniacal marcado

(1) Dr. Luis C. Basso. Dpto. Quimica, ESALQ/USP. Comunicagdo pessoal.
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adicionado. No lévedo por exemplo, pode-se estimar que do  total

w

assimilado (36,6 mg de N), 4,9 e 95,1% em média para os sete ciclo
ficaram nas fragdes de Ns e Ni respectivamente, considerando ¢ balango
nitrogenado € isotépico das respectivas fragles. O mesmo poderia ser
efetuado na vinhaca. Esse tipo de informacgao pode resuitar ainda mais
interessante em estudos de cinética da fermentacao .

No procedimento FELE pode ser obtida informacdo como mostra
a Figura 2 seguindo a mesma linha de raciocinio. Nesta condi¢ao, foi
possivel avaliar a iiberacdo do N derivado do s.a.-!'°N do 1évedo ao vinho
apresentando valores de 9,8; 19,8 e 3,7% nos trés ciclos consecutivos, a
variagdo do N-nativo do 1évedo nesses ciclos e a distribuicdo do N do

mosto, entre 0 1évedo e 0 vinho delevurado.

4.2. Estudo de perdas gasosas de nitrogénio da vinhaga-'SN

e uréia-19N em condicdes de laboratério.

As Figuras 3 e 4 mostram as taxas médias diadrias de
evaporagao da agua (g/h) e de N-NHz volatilizado (pg/h) nos solos LR e PV,

respectivamente, dos tratamentos U* e V-U que mostraram registros mais
apreciaveis de perdas. As taxas mais expressivas de evaporacao de agua
ocorreram no segundo dia de incubagao em ambos 0S S0l0s, tempo esse
anterior a aplicacao de uréia, sendo verificadas a partir dai, taxas
decrescentes até 6 e 12 dias nos solos PV e LR, respectivamente. Ao final

do experimento, 0s teores médios de umidade foram de 3,1 (PV) e 7,6%
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(LR}, wvalores esses superiores a terra seca ao ar (1,4 e 3,68 m/m). A
umidade do ar de arraste das camaras ndo foi controlada, podendo ter
contribuido para evitar o secamento dos solos.

As taxas de N-NH; volatilizado do tratamento V-U foram

superiores as registradas pelo tratamento U*. Por sua Vez, ambos 0S
tratamentos mostraram taxas mais expressivas no solo PV. vVarios fatores
associados poderiam explicar esses resultados, 0s quais serao discutidos
mais adiante em relacdo as analises dos extratos. Pode-se apreciar

também a defasagem entre 0s maximos de volatilizagao de N-NHs e perdas

de agua. CHAO & KROONTJE (1964) sugeriram que a evaporagao de agua pode
anteceder as perdas de amoénia, uma vez que ha solucao do solo predomina a

forma N-NH,* e sua transformagao a N-NHz & fase de vapor ¢ demorada.

Essa condigao favoreceria o aumento da concentracao de amonia na solugao
do solo, determinando maiores taxas de perdas. Mclnnes et alii,! citados
por HARGROVE (1888) mostram resultados coincidentes com 0s obtidos
neste estudo.

Na Tabela 13 pode-se apreciar que entre o tratamento U* e o
subtratamento V-U* de cada solo, nao fol observada diferenca
significativa no nitrogénio residual das fontes marcadas (NrSPF). A média
dos tratamentos em cada solo, mostrou maior recuperagao do nitrogénio

das fontes uréia e vinhaca no LR em relacdo ao PV, evidenciande a

TMCINNES, K.J.; FERGUSON, R.B.; KISSEL, D.E.; KANEMASU, E.T. Field measurements of
ammonia loss from surface applications of urea solution to bare scil Acrap_.! Madison,
18:192-6,19863
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importancia da textura do solo na retengao de amédnia e,como consequéncia,
nas perdas gasosas nitrogenadas.

No fratamento V*, 0 balango isotdpico mostrou recuperagao
integral do nitrogénio adicionado via vinhaga. A pequena guantidade
adicionada (média de 3,9 mg/vaso), poderia estar mascarando a ocorréncia
de eventuais perdas, dado que a precisdo do método de balanco-'SMN &
dependente daquela inerente ao método de determinacao do N-total no solo
por digestdo e destilacdo (2 a S%). Esse aspécto sera discutido com
detalhes adiante.

0 balanco-‘SN permitiu estimar as perdas por volatiliza¢do de
N da fonte marcada (NvtPF) para os solos, que sd30 mostradas na Figura S.
No LR, as perdas médias estimadas do tratamento U* e subtratamento
V-U* foram de 11,2 e 15,3% (9,1 e 13,1 mg/vaso), respectivamente, e para
0 solo PV foram de 17,5 e 25,2% (14,1 e 21,3 mg/vaso), em relagdo ao N

aplicado. Por outra parte, a determinac¢ao do N-total volatilizado efetuada

nos extratos que continham o N-NH5 volatilizado e que foram submetidos a

técnica analitica por digestao-destilagao (Tabela 14) do subtratamento
V-U¥*  mostrou perda comparativamente inferior a estimada pelo
balanco-1SN em ambos solos: 5,67 e 13,1 mg/vaso respectivamente, para o
solo LR e 7,65 e 21,3 mg/vaso, para o solo PV. Ndo deve ser excluida 3
possibilidade de ter acontecido deficiéncia na vedacao das camaras, assim
€como, perdas devido a desnitrificacao mostradas por AMARAL SOBRINHO et
alii (1983). Entretanto, sob o ponto de vista qualitativo a analise isotdpica
dos extratos contendo o0 N-volatilizado forneceu evidéncias de sua

natureza (amoniacal e organica), assim como, da fonte nitrogenada
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Figurc S: Perdas gasosas de N proveniente da incorporagao
da ureio (2 em) e da vinhaga compiementada com
uréia nos solos LR e PV Y _ Bgigngo ISN.

(I'As meédias dos tratamentos, entre solos, seguidas
de ietras maiusculas desiguais diferem estatistica
mente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. Os vg
lores entre tratamentos, para cada solo, seguidos
das mesmas letras minusculas, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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ex¢gena ¢ 4o N-nativo do solo.

Na Tabela 14 sao também apresentados os resultados do
N-volatilizaco total nos dois solos, quando a uréia complementou a
aplicagaec da vinhaga. A analise isotdpica dos extratos contendo
N-volatilizado correspondentes ao subtratamento V*-U, permitiu detectar
pequenas perdas de N proveniente da vinhaga (0,91 e 0,11 mg/vaso nos
solos LR e PV, respectivamente) em relagao ao total volatil izado e que nao
foram detectadas pelo método de balango-!SN. Porém, em relacdo ao
N-vinhaca adicionado (4,4 mg/vaso de N-vinha¢a no solo LR e 3,7 mg/vaso
da vinhaga do 32 ciclo no solo PV) pode-se apreciar que essas perdas foram
mais significativas no solo LR (20,7%) em relagdo ao solo PV {(3,0%).

Em relacao ao subtratamento V-U*, a analise isotépica dos
extratos mostrou perdas maijores da uréia no solo PV, sendo mostrado
também pelo método de balanco-'SN. Como em termos do N-volatilizado
total as perdas foram significativamente maiores no solo PV, pode-se
deduzir que nelas contribuiram o nitrogénio proveniente da uréia e do solo
mais efetivamente.

Na Tabela 15 pode-se apreciar 0s resultados de N-NHz

volatilizado total (extratos exclusivamente destilados) dos tratamentos
U* e V-U correspondentes a cada solo. A comparagao estatistica das
médias dos tratamentos mostra que as perdas foram maiores no solo PV
tanto para o total como segundo sua procedéncia (PF e PS). Como mostrado
pelo balanco-19N, as perdas provenientes da uréia no subtratamento V-U*
foram superiores as do tratamento U* e maiores para o solc FV, zambém

confirmado pela determina¢do colorimétrica nas coletas parciais que
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permitiram estimar as taxas de N-NH;z volatilizado (Figuras 3 e 4).

0s resultados do subtratamento V*-U vem a confirmar o
observade nos extratos de N-total volatilizado, mostrando que a
procedéncia do nitrogénio perdido da vinhaga é de carater amoniacal.
Evidéncias de perdas nitrogenadas de forma indireta, provenientes da
aplicacao da vinhaga ja tinham sido observadas previamente por LARA et
alii (1987), em experimento de campo.

Nas Tabelas 16 e 17 € apresentado o balango nitrogenado das
perdas do tratamento V-U para os so0i0s LR e PV. No solo LR (Tabeia 16), a
comparagao entre os extratos esta mostrando que o nitrogénio volatilizado
proveniente da vinhaga e da uréia € de procedéncia amoniacal sendo
observada diferenc¢a significativa em relagdo ao nitrogénio procedente do
solo (PS). O balango esta mostrando que 51,0% do nitrogénio volatilizado
total foi da uréia, 10% proveniente da vinhaca e o 39% restante,
proveniente do solo (47,6% de origem amoniacal e 52,4% de origem
organico volatil). |

Admitindo que a proporgado relativa dessas perdas tenha sido
equivalente a aquela apresentada pelo balanco-'SN, o0s valores relativos de
51,0; 10,0 e 39,0% corresponderiam as perdas efetivas de 13,1; 2,6 e 10,0
mgN/vaso respectivamente, para uréia, vinhaga e do solo. Em relagao ao N
aplicado, essas perdas representaram 15,3% para N-uréia e 59,1% do
N-vinhaga no solo LR.

Para 0 solo PV (Tabela 17) a comparacao entre 0S extratos
embora tenha mostrado diferenga significativa nas perdas <o nitrogénio

proveniente da vinhaca, estas devem ser avaliadas criteriosamente, dado
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gue para peguenas quantidades, o meétodo de balango esta sujeito a
probiemas de precisdao analitica. Para efeito de balango, ndo foi
censiderada a existéncia de diferenga significativa, como mostrado em
relagdo a uréia e aos resultados de vinhaga no solo LR. Neste solo, pode-se
apreciar que 53,1% e 1,2% das perdas nitrogenadas avaliadas, foram
provenientes da uréia e da vinhaga respectivamente, sendo 45,7%
proveniente do solo (59,2% de procedéncia amoniacal e 40,8% de origem
organico volatil).

Da mesma maneira, a propor¢do de perdas indicadas
corresponderia a perdas efetivas de 21,3; 0,5 e 18,3 mgN/vaso da uréia,
vinhaga e do solo, respectivamente. Em relagdo ao N aplicado, essas perdas
representaram neste solo, 25,2% do N-uréia e 13,5% do N-vinhaga.

Caracteristicas inerentes aos solos estudados, assim como,
0s conhecidos efeitos da vinhaga aplicada ao solo, podem contribuir para
explicar os resultados obtidos. Em solos de textura arenosa e consequente
baixa CTC, a volatilizagdo de aménia resulta mais significativa (CHAC &
KROONTJE, 1964; GASSER, 1964, ANJOS & TEDESCO, 1976 e BURESH, 1987).
De fato, MARTINS & BREMNER (1989) encontraram correlagdes diretas
significativas entre a amdnia volatilizada e o teor de areia e de carater
inverso, em relagao ao teor de silte e argila em diferentes solos. Por outro
lado, a vinhaga deve estar contribuindo indiretamente para aumentar essas
perdas ao favorecer a hidrélise mais ativa da uréia, pela maior retengao
dedgua no solo (ROSENFELD et alii!, citados por ORLANDO F° et alii, 1983)

1 ROSENFELD,U,; BAPTISTELA,J.R.; LEME, EJ.A. Aplicacéo de vinhaca por aspersdc em Latossol Roxo.
in: CONGRESSO NACIONAL DOS TECNICOS AGUCAREIROS DO BRASIL, 2, Rio de Janeiro, 1981.Anais. Rio

de Janeiro,STAB,1981.p. 235-48.
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e neloc aumento da atividade da urease como seria esperado, pela adi¢cdo de
materiai organico soluvel ao solo. Também a adigdo de cations trocaveis
contidos na vinhaga: K*, Ca2* e Mg2* principalmente (NUNES et alii, 1981;

1982 e CAMARGO et alii, 1983) concorreriam com o NH,* proveniente da

hidrolise da uréia pelo sistema de troca, sendo transportado pela corrente
de evaporacao de agua até a superficie do solo, entrando no equilibrio
NH,* == NH3 na solugao do solo e ficando portanto, exposto a perda por
volatilizacao.

Diferentemente da uréia gue foi incorporada e favoreceu a
expressac das caracteristicas préprias de cada solo no processo de
volatilizagdo, a vinhaga foi aplicada superficialmente resultando em sua
menor difusao no solo argiloso, e portanto, dos compostos nitrogenados
associados ao material organico coloidal da vinhaga. Somado aos efeitos
indicados anteriormente, outros processos estariam sendo mais
intensamente estimulados no solo argiloso e que favoreceriam a perda do
N-vinhaga mais vigorosamente nesse tipo de solo. Conhecido € o aumento
da atividade microbiana em solos sob a influéncia da vinhaga (LEAL et alii,
1983) favorecendo o processo de amonificagao por um lado (AMARAL
SOBRINHO et alii, 1987) tanto do N-nativo como dos compostos
nitrogenados soliveis da prépria vinhaga (71,6% em média segundo o
fracionamento efetuado neste estudo), assim como do eventual aumento do
pH (ndo determinado) provocado principalmente por reaCées de reducao
(que consomem fons H') e que se refietem no abaixamento do potencial
redox do solo (LEAL et alii, 1983), assim como pela intrcdugZo oo =zlo de

cations basicos da vinhaga (NUNES et alii, 1981). Portanto, perdas mais
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efetivas por voiatilizagao, assim como, por desnitrificacdo do N-vinhacga
em solos argilosos, poderiam estar contribuindo para favorecer uma
resposta mais efetiva das soqueiras de cana-de-agucar a complementagao
nitrogenada em solos com contetdo de argila maior, como sugerido por
PLANALSUCAR (1979) e observado em alguns trabalhos (PEREIRA et alii,
1685; ROBAINA et alii, 1984 e SOBRAL et alii, 1987). Obviamente, este
estudo que utiliza pela primeira vez de vinhaca-!°N requer da confirmacgo
de outros que venham a utiliza-la num sentido mais amplo. Resulta
relevante poder discriminar as fontes de nitrogénio disponivels para a
sogueira no periodo de maior demanda, produto das intera¢des das diversas
fontes (N-solo, N-fixado, N-vinhaca e N-adubo) com 0 sistema solo-planta,
na definicao das verdadeiras necessidades de complementagdo ou

substitui¢ao nitrogenada, em areas com aplicagdo de vinhaga

42.1. Precisdo o estimativa oo NrSPV (balango-"°N) e ao
MWILEPV (extralos por 01gestdo-aestilacdo) em rélagdo a
variapriiaaae experimental e ae composicdo 1sotdpica oa

vinhaca-"N

Embora seja assumido comumente que a distribuigdo do
nitrogénio marcado seja uniforme entre diferentes partes da planta,
inclusive dentro de um mesmo tecido, e que sua distribui¢do dentro da
planta seja igual para todos os periodos de crescimento, estas suposicdes
nao sao validas como indicado por HAUK & BREMNER (1276} Faz-se

necessario portanto, recorrer a parti¢ao do nitrogénio entre as diferentes
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pzrtes da planta e fragdes metabdlicas em fungado do te'mpo. De fato, como
indicam es3es autores, quando se adiciona material organico enriquecido
com SN ao so0lo, com a finalidade de estudar a decomposicio desse
materiai, ndo € considerada a distribui¢ao heterogenea do ISN entre o0s
constituintes nitrogenados labeis e mais estaveis. Este estudo confirma o
observado per esses autores. O fracionamento nitrogenado efetuado na
vinhaca com as correspondentes concentracdes de SN no Nt e Ns,
determinadas diretamente e da fragao Ni estimada pela equacao de dilui¢do
isotopica, mostraram essa desuniformidade, que foi acentuada nos
primeiros ciclos de produgao de vinhaga-'SN (Ver Tabela 12). Portanto, foi
conveniente explorar os resultados em termos de precisao da estimativa
de NrSPV e NvtPV deste estudo, tanto quanto para a variabilidade
experimental, como para a variabilidade da composicao isotépica de SN
nas vinhagas utilizadas .

Para 0 balanco-'SN foi efetuada essa compara¢ac nas amostras
de terra considerando os resultados individuais de cada unidade
experimental, da estimativa do nitrogénio residual no solo proveniente da
vinhaga (Ver Tabela 18). Pode-se verificar que a precisao na determinagao
de NrSPV (C.V. = 15%) resultou principalmente da variacao da concentragao
média de 'SN entre as parcelas (C.V. = 10-11%) comparada a do N-total
(C.V. = 4,0%). A comparacao das meédias para essa variavel ndo apresentou
diferenga significativa, tanto em termos de variabilidade experimental
como isotépica nas fragdes nitrogenadas da vinhaga-'SN. Pode-se
constatar também que a variabilidade isotépica nao foi diferente da

experimental em termos de coeficiente de variagdo, € que o intervalo de
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cerfianga sugere a provavel perda do N-vinhaga na estimativa do
balanco-I3N. Por tanto, a utilizacdo neste estudo da concentracdo de 'SN
ccrrespendente ao contetdo de N-total da vinhaga marcada (6,205 e 6,531
atomos % excesso para 0s solos LR e PV, respectivamente) ndo representou
maior fonte de erros sob o aspécto metodolégico.

A analise da precisdo analitica da variavel NvtPV efetuada nos
extratos por digestao-destilagao dos subtratamentos V*-U para 0s solos
LR e PV, pode ser apreciada na Tabela 19. O solo LR apresentou variagdo
isotopica significativamente inferior (CV=18%) em relagao a variagao
experimental (C.V.=38%). A comparagio das médias do NvtPV ndo mostrou
diferenga significativa quando considerada a composi¢ao isotdpica das
diferentes fracdes do N na vinhaca, sendo que a variagdo experimental
mostrou diferenca entre as médias. O intervalo de conf fanca, por sua vez,
esta sugerindo a presenga de N-volatilizado proveniente da vinhaga, apesar
da amplitude do proprio intervalo.

No solo PV foi utilizada vinhaca-'SN proveniente do 32 ciclo
fermentativo que apresentou maior variabilidade isotépica que
experimental, com menor precisdo (C.V.=72,0%) na estimativa de NvtPV.
Esta situagdo exemplifica os cuidados que assinalam HAUK & BREMNER
(1976) em relagao a material isotopicamente heterogeneo. Resulta dificil
neste subtratamento avaliar se a utilizagdo da concentracdo de 'SN
correspondente ao N-total da vinhaga tenha sido 0 mais adequado, quando é
desconhecida a precedéncia das formas do nitrogénio na mineralizagao.
Ainda assim, os intervalos de confianga estdo indicando que essas perdas

foram menores para o solo LR.
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Do discutido anteriormente, deve-se colocar em evidéncia que
a utilizagdo em futuros estudos de vinhagas-'°N assim como de quaiquer
material marcado com o tracador, requer que se efetue um prévio
fracionamento de seus compostos nitrogenados, a fim de estabelecer o
nivel de confian¢a que possa ser obtido com os resuitados, evitando com
isso problemas que levem a interpretagdes erradas nesses estudos.
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5. CONCLUSOES

Em relagdo ao procedimento de marcagac da vinhaga com o isétopo
15N 0s resultados permitiram concluir que:

- 0 crescimento do 1&évedo em meio contendo 'SN-NH,*, antes

da sua utilizagdo na fermentagao etanélica, apresentou-se como 0
procedimento mais viavel para a produ¢do de vinhaga marcada com 0
tragador.

Em relacdo ao estudo de perdas gasosas de N provenientes da
aplicacdo complementar de uréia-'SN em solos com aplicacdo de
vinhaca-19N, os resultados permitiram concluir que:

- As perdas gasosas do N-uréia foram segundo o método de
balanco de SN de 11,2 e 15,3% respectivamente, quando efetuada sua
simples incorporagao emrelagao a complementacado da vinhaga no solo LR.
No S0l0 PV as perdas respectivas foramde 17,5 e 25,2%.

- As perdas de N-vinhaga com complementagao mineral de
N-uréia foram de 59,1 e 13,5% nos solos LR e PV, respectivamente.

- A utilizagdo da vinhaga-'>N requer que seja feito o
fracionamento nitrogenado e analise da composigao isotopica das fragdes
nitrogenadas da mesma, para garantir que essa variabilidade mostre
precisado similar a aquela obtida considerando a variabilidade biologica e

experimental do estudo.
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APENDICE : 6lossario de Termos.

1.Produgde de vinhaca marcada com "N

Material marcado com 'SN. Substancia que contem 0 is6topo estavel
numa concentragao superior a abundancia natural, sem apresentar
composi¢ao isotopica uniforme entre 0s diversos compostos nitrogenados.
Ex. materia organica marcada com SN,

Material enriquecido com °N, Substancia que contém 0 1S6topo estavel
numa concentragao superior a abundancia natural, apresentando
composi¢do isotopica uniforme do composto nitrogenado simples presente
na substancia. Ex. uréia-'oN,

(NaPSA) Nitrogénio assimilado pelo 1évedo proveniente do
s.a.-15N. Fragdo absoluta do nitrogénio total do 1évedo assimilado da
fonte nitrogenada marcada em cada ciclo fermentativo.

(NdPSA) Nitrogénio desassimilado do 1évedo proveniente do
s.a.-19N. Fragao absoluta do nitrogénio total do 1évedo que foi liberado
durante o processo fermentativo devido a lise celular, proveniente do
aquele que assimilou previamente no processo de multiplicagao celutar da
fonte nitrogenada enriquecida.

(NIPSA) Nitrogénio no 1évedo proveniente do sulfato de
aménio-19N. Corresponde a fragdo absoluta do nitrogénio total do léveqo,
assimil ado da fonte nitrogenada marcada ( s.a.-'>N neste estudo) em forma

acumulativa nos ciclos fermentativos consecutivos.
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(NvPSA) Nitrogénio na vinhaga proveniente do s.a.-!5N. Fracao
absoluta do nitrogénio total da vinhaga que ficou com o tragador, ndo
cendo assimilado durante o processo fermentativo (procedimento FESE

de marcagao) ou aquele proveniente do 1évedo previamente marcado
(procedimento FELE de marcagao).

2 Fraclonamento nitrogenaao.

(Ni) Nitrogénio insoluvel. Estimado pela diferenga entre o N-total do
componente determinado por digestao-destilagao e Ns.

(Ns) Nitrogénio soluvel. Parte do N-total do componente da fermentagao
(18vedo e vinhaga) extraido com solugdo de etanol 80% (v/v) segundo 0
procedimento proposto por KABAT & MAYER (1967) e efetuado a seguir
digestao-destilagao Kjeldahl. Essa fragdo foi dividida em N-amino soluvel
(N-as) determinado colorimetricamente e N-nao amino soluvel (N-nas)
calculado pela diferenca de (Ns) - (N-as).

J. Perdas gasosas de N da vinhaga é uréia

(NrSPF) Nitrogénio residual no solo proveniente do fertilizante.
Fracao absoluta do N-fertilizante enriquecido com SN presente numa
massa de solo determinada.

(NSPF) Nitrogénio no solo proveniente do fertilizante. Propor¢ao
relativa do N-fertilizante enriquecido com SN em relacdo ao N-total do
solo, presente numa massa determinada.

(NvtPF)Nitrogénio volatilizado total proveniente do fertilizante.
Perdas gasosas do N-fertilizante estimadas pela diferenga entre o N

aplicado e o NrSPF, inciuindo perdas na forma de NH; como por

denitrificagao, sempre que as perdas por lixiviagdo sejam evitadas.





