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ORIENTADOR: Prof. Dr. Paulo Cesar Ocheuze Trivelin 

AUTOR: Waldo Alejandro Rubén Lara Cabezas 

RESUMO 

Foi definida em condições de laboratório, o procedimento de 

marcação da vinhaça com 15N por meio do processo fermentativo. e

crescimento do lêvedo em meio contendo 15N-NH4
+

, antes de sua utilização

na fermentação etanólica (fermentação com lêvedo marcado com 15N(FELE))

mostrou ser o mais viável. Nesse processo, a recuperação metabólica do 

traçador na vinhaça foi de 8,6% em média por ciclo, com recuperação 

acumulada em três ciclos de 20, 1 %. A adição direta de sulfato de 

amônio-15N (90,39 átomos %) à dorna de fermentação (fermentação cíclica

com adição de sulfato de amônio-15N(FESE)), mostrou recuperação inferior 

ao processo FELE, sendo de 1,4% em média por ciclo e a acumulada em sete 

ciclos de 3,4%. A distribuição quantitativa do traçador entre o lêvedo 

reciclado e o vinho após a fermentação, evidenc10u o potencial de 
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utilização da técnica isotópica em estudos do metabolismo nitrogenado no 

processo de fermentação etanólica. 

A vinhaça- 15N produzida segundo o procedimento FESE de 

marcação, foi utilizada na avaliação de perdas gasosas de N quando 

aplicada a solos de características texturais diferentes e complementada 

com uréia num experimento de laboratório. Em extratos acidulados 

contendo N-volatilizado dos solos incubados com as fontes marcadas 

(uréia e vinhaça), em sistemas fechados com arraste de ar, foi 

determinada a natureza das perdas (N-amoniacal e N-orgânico volát1 l) e 

sua procedência (N-uréia, N-vinhaça e N-solo). Ao final do e�<per1ment0, e 

balanço- 15N no solo permitiu estimar as perdas totais das fontes. Em 

relação 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 

incorporação em relação a complementação da vinhaça, respectivamente. 

No tratamento de complementação mineral, as perdas gasosas de N-vinhaça 

foram de 59, 1 e 13,5% nos solos LR e PV respectivamente. Os resultados 

mostraram que as perdas de N-orgânico volátil foram exclusivamante 

provenientes do solo, sendo as de carater amoniacal provenientes da uréia 

e vinhaça. Foi comparada a variabil idade experimental em relação a 

variabilidade isotópica das frações nitrogenadas marcadas nas 

vinhaças- 15N. 

A luz dos resultados obtidos e antecedentes da 1 iteratura, 

discutiu-se uma hipótese que contribua a explicar resultados de resposta 

na produtividade de soqueiras de cana-de-açúcar, em estudos com 

complementação nitrogenada. 



LABELUN6 OF VINASSE WITH 15N ANO EVALUATION OF GASEOUS

NITROGEN LOSSES OF 15N-VINASSE ANO 15N-UREA IN SOILS

CUL TIVATED WITH SUGAR-CANE (Saccharum spp). 

SUMMARY 

ADVISER: Prof. Dr. Paulo Cesar Ocheuze Trivelin 

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

A procedure of 15N-vinasse labelling was developed under 

laboratory conditions trough a fermentatíve process. The growth of yeast 

in 15N-NH4 + medium before its use in etanolic fermentative process CFELE

procedure of labell ing) was the most successfulL The mean metabolic 

recovery of the label from the vinasse by th1s procedure, after 

fermentation, was 8.6% per cycle and the cumulative recovery for three 

cycles was 20.1 %. The direct addition of 15N-ammonium sulphate (90.39 

atoms%) to the vintage tub (FESE procedure of label ling), showed less 

mean recovery per cycle and cumulative of 3.4% for seven cycles, in 

relation to FELE procedure. Ouantitative distribution of the tracer between 

recycled yeast and wine after fermentation, showed the potent1al use of 

the isotopic technique in nitrogen metabolism studies in the etanolíc 

f ermentation process. 

x:v. 
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The 15N-vinasse produced according to FESE labe l l ing

procedure was util ised to evaluate the potential loss2s of qaseou�. 

nitrogen when app 1 ied to diff erent textural so1 ls and complemented w1th 

urea under laboratory conditions. Ac1dulated extracts contaming 

volatilised nitrogen from soils incubated with the labelled sources (urea 

and vinasse) were obtained from a f orced-draft system. The nature of the 

lost nitrogen (volat1le organic-N and volati11sed NH3-NJ and its origin

(urea-N, vinasse-N and soi 1-N) were determined in tnese extracts. At the 

end of the experiment the soil 15N-balance allowed the estímat1on of total

losses of the sources. ln relat1on to the applied nitrogen, the gaseous 

losses of urea were estimated as 1 1.2 and 15.3% in the LR s01 l and l 7.5 

and 25.2% in the PV soil, when urea was applied once and complemented to 

vinasse, respectively. The gaseous losses of N-vmasse were 59.1 ano 

13.5% in the LR and PV soils, respectively, when trear:ed with vmasse 

complemented with urea. The results also show that volati1e organic-N 

losses wer� on ly from the sO1 l and NH3-N los�es trom bot!í s0urc-9s appl 1ed

Comparison was made between experimental and 1sotop1c var1ac1 litv of 

nitrogen fractions of labelled 15N-vinasse.

From these results and from others found in the literature a 

hypothesis was discussed which contributes to expiam productiv1ty 

responses of ratoon sugar-cane to nitrogen complementation studies. 



1. 

1. 1 NTRODUÇÃO

A escolha de produzir álcool combustível como alternativa ao 

petróleo, trouxe como conseqüência para o Brasil resíduos de s1gnificativa 

importância sócio-política e ecológica, entre os quais, a vmhaça passou a 

se constituir no subproduto mais volumoso e de maior poder contaminante, 

produzido pela indústria sucro-alcooleira. De todas as possibili dades de 

uti11zação da vinhaça estudadas, a aplicação "in natura" aos solos 

cultivados com soqueiras de cana-de-açúcar e sua potencial utilização em 

outras culturas, continua sendo ainda a mais viável economicamente. A 

vinhaça constitui-se num verdadeiro fertil izante orgâno-mineral e 

melhorador de características físicas do solo. Não deve ser esquecido que 

esta forma de utilização foi devida a valiosa contribuição do Professor 

Jayme Rocha de Almeida com seus estudos pioneiros no inicio da década de 

50 (Almeida, 1952). Esses estudos mostraram que a vinhaça, longe de 

acidificar os solos, produzia uma reação alcalinizante, "contra todos os 

ensinamentos dos grandes mestres" tornando "realidade a solução 

deflnitiva do angustiante problema do escoamento da vinhaça", e colocou 

fim a um dogma da época. Decorridos 40 anos desde a execução desses 

estudos, a caracterização da vinhaça pelo Professor Almeida como um 
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N-fertilizante. Avaliar esses aspectos levarão à solução não conseguida

pela pesquisa convencional, no exemplo citado anteriormente. É convicção 

do autor a necessidade de introduzir modificações no enfoque experimental 

atualmente utilizado, assim como, utilizar a valiosa contribuição do 

isótopo estável 15N para a solução desse importante problema, dada as 

implicações de caracter econômico (substituição de adubação mineral), 

acadêmicas (conhecimento da dinâmica do N no sistema solo-planta), 

sócio-politicas e ecológicas. Com a finalidade de auxil iar a pesquisa neste 

e outros estudos, surgiu a idéia de produzir vinhaça marcada 

bioquímicamente com o isótopo estável 15N, buscando soluções próprias 

para problemas brasileiros. Sendo assim, os principais objetivos deste 

estudo são: 

1. obtenção de vinhaça marcada bioquimicamente com o isótopo

estável 15N, a partir de mosto de caldo de cana. 

2. Avali ar o potencial de perdas gasosas de N da vinhaça e do

N-uréia complementar em dois solos de características texturais

diferentes, em condições de laboratório. 
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fertilizante potássico quase que exclusi.,./amerite. Não tff;J sido ::-:ado L;ffl 

novo "dógma" em torno da vinhaça? Pode-se afirmar "a prioíl" que entre os 

nutrientes desprezados da vinhaça, o nitrogênio é o principal, dado sua 

importância na nutrição mineral das plantas. A melhor prova desta 

afirmação se constitui na escassa pesquisa realizada visando compreender 

os efeitos da aplicação da vinhaça na dinâmica do nitrogênio no solo como 

dos outros nutrientes e a ausência absoluta de trabalhos relativos as 

transformações no solo desse nutriente contido na vinhaça, e seu 

aproveitamento pela cultura. 

Tomando como exemplo o grande número de estudos efetuados 

nas duas últimas décadas, visando determinar a necessidade de 

complementação nitrogenada via fertilizante após aplicação d3 ·11nt,aça em 

soqueiras de cana-de-açúcar, pode-se concluir como b31anço qeíal, que 

esse obJetivo não foi atingido. Ao modo de ver do autor, ao considerar a 

vinhaça exclusivamente como adubo potássico, associado as limitações da 

propria metodologia experimental utilizada nesse tipo de estudos, são os 

principais responsáveis por resultados tão pouco esclarecedores. É 

reconhecida a alta complexidade dessa "caixa preta" e sabe-se de fonte de 

diversos estudos que a adicão de material orgânico ao solo acarreta 

profundas alterações do meio, de maior ou menor reversibilidade, segundo 

o material e as condições ambientais existentes. Não deve ser ignorado que

o nitrogênio aproveitado pela soqueíra é a soma de 4 fontes nitrogenadas

principats: N-vinhaça, N-nativo do solo, N-fixado biológicamente e 
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2. REVISÃO DE LITERATURA

Os numerosos estudos de complementação mineral da vinhaça 

aplicada "in natura" em solos cultivados com soqueiras de cana-de-açúcar 

desenvolvidos nos últimos anos, mostram a preocupação de diversos 

pesquisadores da área no sentido de definir as condições determinantes de 

resposta da cultura em termos de produtividade e qualidade tecnológica da 

matéria prima industrializada. Além de algumas hipóteses levantadas 

tentando explicar os conflitantes resultados avaliados até o presente, não 

estão definidas essas condições, colocando em manifesto as 1 imitações do 

enfoque metodológico tradicionalmente utilizado em estudos de nutrição 

de plantas. Por outra parte, trabalhos visando compreender melhor os 

efeitos da vinhaça na dinâmica do nitrogênio no solo são escassos, sendo 

determinantes na solução do problema. 

2.1. Efeito da complementação mineral da vinhaça 

aplicada em soque1ras de cana-de-açúcar. 

Até o presente, parece existir consenso quanto a dose de 

vinhaça a ser aplicada segundo sua procedência. Os resultados disponíveis 
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vêm demostrando que entre 35 a 50 m3/ha da vinhaça de mosto de melaço e 

80 a 150 m3 lha da vinhaça proveniente de mosto misto e de ca Ido, não 

representam perigo de salinização dos solos, assim como, não preJudícam 

a qualidade da matéria prima em termos de atraso na maturação, 

diminuição no teor da pol do caldo e maiores aumentos no teor de cinzas. 

(GLORIA & ORLANDO Fº, 1984 e KlEHL, 1985). 

Os numerosos estudos de composição quimica da vinhaça foram 

determinantes para a definição da dose, mostrando como já havia sido 

indicado por ALMEIDA ( 1966), que a variabilidade da sua composição está 

sujeita a natureza da matéria prima, mosto e vinho, assim como, do 

funcionamento do aparelho destilador após processo fermentativo e sua 

posterior concentração ou diluição com águas residuais do processo 

agro-industrial. Portanto, sua aplicação continua subordinada a 

determinação analitica prévia. Também tem sido recomendada sua 

aplicação em função do equivalente a 200 kg de K20/ha (equivalente a

adubação mineral) sendo possível aplicar teores mais elevados ao solo, 

dada a distribuição da vinhaça em área total e não em faixas, como 

acontece com a adubação mineral (COPERSUCAR, 1979). 

A complementação mineral (especialmente nitrogenada) tem 

sido cogitada pelo desbalanceamento de nutrientes como mtrogénio e 

fósforo em relação ao potássio da vinhaça. Essa deficiência, suprida por 

uma complementação, deveria melhorar em teoria a resposta de 

produtividade de colmos e não afetar a qualidade tecnológica da cultura, 

(SILVA et alii, 1981; MONTEIRO et alii, 1981; RODRIGUES et alii , 1984; 

PEREIRA et alii, 1985; ALONSO et a111, 1987; SOBRAL et alii, 1988). 



6. 

Resultado desse tipo de experimentos, apresentados na Tabela 1, foram 

ordenados segundo o indicador de resposta definido por PLANALSUCAR 

( 1979): solos com mais de 35% de argila apresentam maior possibi1 idade 

de exito de resposta, sem necessariamente o autor deste estudo concordar 

com esse controvertido critério. Os experimentos foram caracterizados 

levando em consideração aqueles parâmetros explicitados pelos autores, 

sendo salientada a quantidade de N adicionado aos solos via vinhaça e os 

acréscimos de produtividade e qualidade tecnológica C�Prod. e �O.T.) em 

relação à testemunhas com aplicação unicamente da vinhaça. Ainda assim, 

muitos autores não explicitam a época da complementação após a 

aplicação da vinhaça, a sua procedência (mosto de melaço, misto ou caldo), 

em alguns casos a época de corte da soqueira (SOBRAL et alii, 1988), a 

caracterização química completa da vinhaça 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 1 O t/ha, sendo 46% em solos com conteúdo de 

argila superior a 35%, e de 36% em solos com argila inferior a 35%. Embora 

não seja conclusivo o parâmetro utilizado por Planalsucar ( 1979), na 

definição da resposta, os acréscimos mais expressivos se apresentam em 

solos argilosos (20 a 30 t/ha de cana). Resulta-se perigoso referenciar um 

único parâmetro, embora seja reconhecida sua importância na qualificação 

da fertilidade de um solo, na procura de justificar respostas, dada a 

complexidade do sistema e o exigüo controle experimental de campo que é 
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possível de ser efetuado. Normalmente entre a instalação dos tratamentos 

e a avaliação de produtividade e qualidade tecnológica da materia prima, 

transcorrem 1 O a 12 meses, e sem dúvida, os efeitos pretensamente 

estudados podem ser mascarados por fatores de carater climático, de 

manejo e ainda inerentes ao sistema solo-planta, que são pouco 

conhecidos. Entretanto, nos trabalhos revisados, a qual idade tecnológica da 

matéria prima parece não ser afetada pelas doses de vinhaça e do N 

mineral complementar. Na 1 iteratura encontra-se outras hipóteses para 

explicar esses resultados. GLORIA et alii (1984) - experimentos 22, 53 e 

54 da Tabela 1 - relacionam a maior intensidade de resposta a 

complementação nitrogenada em s olos com maior CTC, sendo confirmado 

por RODRIGUES et alii ( 1984) para solos com CTC acima de 7,0 meq/ 1 OOg 

solo. Por sua vez, ESPI RONELLO et a 1 i i ( 1981 ) - experimentos 14, 15, 16 e 

42 - sugerem que a reposta a complementação apresente-se como função 

do teor de N na vinhaça, afirmando como provável, que a complementação 

não seja necessária para quantidades acima de 60 kg/ha de N contido na 

vinhaça. Por outro lado, enquanto estudos do fracionamento nitrogenado 

nos diferentes tipos de vinhaça não sejam efetuados e publicados, a 

disponibilidade do nitrogênio desse fertilizante fica sujeita a 

questionamento. 

Por outra parte, estudos de taxa de mineralização do N-vinhaça 

e os próprios efeitos da vinhaça na  taxa de mineralização do N do solo são 

indispensáveis para entender a necessidade de complementação. Segundo 

NUNES et alii (1981), sendo aproximadamente 50% do N-total da vinhaça de 

mosto misto prontamente mineralizavel e usado pelo metabolismo 
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microbiano, sua disponibi !idade para a cultura poderia ainda ser uma 

realidade, logo após sua liberação. 

Segundo SILVA et alii ( 1980) complementações nitrogenadas 

defasadas da época de maior demanda pela cultura poderiam explicar os 

resultados diferentes dos esperados. Nesse sentido, a falta de informação 

em relação a época da complementação, não explicitada em alguns 

trabalhos, não permite analisar este importante aspecto. 

Considerando somente os experimentos que explicitam o teor 

de N da vinhaça com resposta acima de 1 O t/ha (25) pode-se apreciar uma 

frequência importante de resposta (73%), quando a vinhaça procede de 

mosto misto ou caldo, e a adição de N via vinhaça é menor que a 

complementação, independente da classe textural do solo. Teoricamente, 

parece lógico supor que a resposta da complementação nitrogenada seja 

mais expressiva quando a quantidade de N via vinhaça for inferior a dose de 

complementação, e com um tipo de vinhaça com efeitos no solo menos 

intensos e duráveis (menor teor de matéria orgânica em relação a vinr1aça 

de mosto melaço), permitindo deixar disponível o N para a cultura, ainda no 

periodo de maior demanda. Obviamente que esta e as hipóteses 

anteriormente levantadas não vão além de conjecturas, e que, a definição 

do problema na procura das causas que realmente estão determinando 

resposta, requer que se efetue mudanças de enfoque experimental, 

lançando mão de metodologias que permitam compreender melhor as 

drásticas alterações do ciclo do N no sistema solo-planta. Nesse sentido a 

literatura mostra esforços isolados (CARNAUBA et ai i i, 1989; ALMEIDA et 

al I i, 1982), visando determinar o destino do N complementado à vinhaça, 
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uti 1 izando a técnica isotópica com 15N. Esses resultados serão discutidos

no ltem 2.2. 

2.2. Efeitos da aplicação da vinhaça na dinâmica do 

N no solo e suas a1terações m1crob1ológicas. 

Sabe-se que o grande reservatório de nitrogênio no sol o é a 

matéria orgânica e que a liberação do N mineral à solução do solo é 

determinada pela atividade microbiana, assim como, diversos fatores 

estarão determinando o aproveitamento pela cultura {drenagem, 

topografia, textura do solo, práticas culturais, umidade e temperatura). Ao 

se tratar de definir a necessidade de substituir ou complementar a vinhaça 

com fertilizante é obrigatório avaliar os efeitos de sua aplicação na 

dinâmica do nitrogênio no solo e na massa microbiana, assim como avaliar 

· o próprio destino no solo do nitrogênio da vinhaça dado que em última

instância, a resposta efetiva da soqueira será o produto da interação de

quatro fontes nitrogenadas principais: N-nativo do solo, N-fixado

biologicamente, N-vinhaça e N-f erti lizante. Nesse sentido, o isótopo

estável 15N através da utilização de fertilizantes- 15N assim como da

vinhaça- 15N mediante o estabelecimento de delineamentos experimentais

adequados, permitirão contribuir vai iosamente ao esclarecimento desses

aspectos mencionados.

Até o presente, poucos trabalhos foram desenvolvidos nesse 

sentido, sendo limitados à condições de laboratório, utilizando altas doses 

de vinhaça muito acima das recomendações indicadas para condições de 
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campo. (VELLOSO et alii, 1982; NUNES et alii, 1981; AMARAL SOBRINHO, 

1983; NEVES et alii, 1983 e T AUK & RUEGGER, 1987). Embora esses estudos 

não permitam efetuar extrapolações principalmente em termos 

quantitativos dos fenômenos estudados, são válidos sob o ponto de vista 

qualitativo e portanto representam os fenômenos que devam estar 

acontecendo em condições de campo, sob influência da vinhaça aplicada. 

Material de solos incubados com doses crescentes de vinhaça 

acompanhado da adição de N-No3- mostraram acréscimos no teor de N-NHi"

em função do perfodo de incubação e das doses de vinhaça utilizada 

(AMARAL SOBRINHO et alli, 1983 e NUNES et alii, 1981). Em condições de 

campo VIETES & BRINHOLI, ( 1990) observaram também acréscimos de 

N-NH/ entre 98 e 220 dias após a aplicação da vinhaça na profundidade

até 20 cm. Nesse sentido é sugerido a amonificação do N-orgânico nativo 

do solo e/ou do N-orgânico da vinhaça dada a alta proporção de N-solúvel 

prontamente mineralizável. Também é sugerido que parte do N-No3-

contribua através do processo de redução dissimilatória. Por outra parte, o 

N-N03- desaparece logo após a incubação do solo com vinhaça. A.MARAL

SOBRINHO et alii ( 1983) sugerem que esse fenômeno seja devido a

desnitrificação, dado a expressão de pulsos de N-N02 - e de N20 verificados.

A presença de material energético no solo f ornecioo pela vinhaça 

demandaria o2 para atender as necessidades metabólicas microbianas e

portanto o N-No3- seria reduzido.

Estudando a lixiviação de N-NH/ e N-No3-, VELLOSO et alíi

( 1982) observaram que a aplicação de vinhaça ao solo gerou expressivos 
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efluentes de N-NH/ devido provavelmente a concorrência com o K+ pelos

sities de troca, que deve ser preferencialmente adsorvido. O N-N03 -

diminuiu nos efluentes sendo também sugerida a desnitrificação. 

Observações de acréscimos no teor de N-orgânico do solo 

também tem sido efetuados em solos incubados, em função de doses 

crescente de vinhaça (AMARAL SOBRINHO et alii, 1983; 1987 e CARNAUBA 

et alii, 1989). 

Em relação ao destino do N-fertilizante, CARNAUBA et alii 

( 1989) utilizando sulfato de amônio- 15N ( 100 kgN/ha eqüivalente) 

complementando a aplicação de 120 m3/ha eqüivalentes de vinhaça, por um 

período de 108 dias, observaram decrescimo qradual do N-NH/ 

ferttlizante acompanhado por um acréscimo correspondente no teor de 

N-orgânico devido a imobilização, e mais baixa recuperação do

N-fertiHzante no solo nos tratamentos com adição de vinhaça até os 70

dias de incubação. São atribuídas perdas de tipo gasosa, mais também 

poderia ter acontecido l ixiviação as quais, não foram determinadas. Por 

sua vez ALMEIDA et alii, ( 1982) utilizando a mesma fonte enriquecida com 

15N em solo latossolo vermelho escuro, textura média, incubado com dose 

eqüivalente a 200 m3/ha de vinhaça, já tinham verificado a estimulação do 

processo de imobilização do N-fert111zante nos primeiros 15 dias de 

incubação, ficando ao final do período, 38% em média do N-fertilizante na 

fração orgânica. Também atribuem perdas de N no balanço final em virtude 

de um processo desnítrificante. 

Estimulação da atividade de nitrogenase foi observada por 
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NEVES et alii ( 1983) em solo incubado com doses crescentes de vinhaça 

até 1200 m3/ha complementada com Mo e fosfato, permitindo calcular 

eqüivalente de fixação em torno de 25 kgN/ha. A atividade dos 

microrganismos fixadores foi acentuada após a precedente dos 

microrganismos não fixadores, estimulados pela presença de N-solúvel da 

vinhaça. 

Estudos efetuados por CAMARG0 ( 1954) mostraram que o 

efeito acidificante inicial da vinhaça favorecia o crescimento de fungos do 

genero Neurospora spp., Asperg111us spp. e Penici ll ium spp. entre outros, 

sendo mais expressivo em solos mais argilosos. Posteriormente com a 

diminuição da acidez pelo ataque fúngico da matéria orgânica coloidal da 

vinhaça, seria favorecido o crescimento bacteriano. T AUK & RUEGGER 

( 1987) observaram esses efeitos até cinco meses após a aplicação de 200 

a 500 m3/ha eqüivalentes da vinhaça. Segundo NEVES et alii ( 1983) todas 

as mudanças nos processos biológicos, provocados pela adição de vinhaça 

ao solo são temporárias, desaparecendo com a exaustão dos substratos 

energéticos presentes na vinhaça. 

Embora seja facil itado esse tipo de estudos em condições de 

laboratório, tanto por motivos de ordem econômica como de controle dos 

parâmetros avaliados, esforços devem ser feitos no sentido de realizar 

estudos desse tipo em condições de campo, em forma integrada aos 

trabalhos de complementação mineral, dado que o sistema radicular e a 

r1zosfera do solo interagem com as formas de N do solo e afetam suas 

transformações, assim como, a intensidade dos processos envolvidos 

(desnitrificação, volatilização de amônia, lixiviação, imobilização e 
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nitrificação). 

Assim, estudos da dinâmica do nitroqênio no sistema 

solo-planta associado a parâmetros de solo bem definidos e integrados aos 

estudos de complementação mineral à aplicação da vinhaça, são 

fundamentais para definir as causas determinantes da resposta pela 

soqueira. Para abandonar o terreno das hipóteses, o uso da vinhaça marcada 

com 15N, associado a util ização de fertil izante enriquecido com esse 

isótopo, viria possibilitar a definição de questões como: 

- destino do N-vinhaça no sistema solo-planta, sua interação com

os processos de imobilização, mineralização, lixiviação, perdas gasosas e 

sua disponibilidade para a cultura. 

- efeito no N-orgânico do solo e mineral e sua disponibilidade

para a cultura. 

- destino do N-fertil izante no sistema solo, sua interação com os

mesmos processos e sua disponibilidade para a cultura. 

- discriminação na cultura, do N proveniente do solo, da vinhaça e

do fertilizante complementado. 

- quantificação do N residual no solo, da vinhaça e do fertilizante

e seu efeito residual para o próximo corte da soque ira. 

Cabe salientar que a possibilidade de quantificar esses 

fenômenos, permitirão compreender a vantagem da complementação 

nitrogenada ou sua substituição, com os evidentes benefícios econômicos. 
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2.3 Marcação de vinhaça com 15N.

A utilização do isótopo 15N tem sido essencial no estudo dos

processos de transformação do N e suas interações no solo. Varios 

aspectos relacionados com o turnover desse nutriente tem sido estudados: 

a natureza quimica da materia orgânica do solo, decomposição de residuos 

vegetais, atividade enzimática, valor residual do N imovilizado, taxa e

extensão do turnover afetado por diferentes formas de N-mineral, outras 

sais, inibidores de nitrificação, conteudo de água no solo, temperatura, etc 

(HAUK & BREMNER, 1976). 

Na marcação de vinhaça-15N, a utilização da materia prima

marcada com esse traçador sugere a ut 1 li zação de material vegeta 1 

previamente marcado (colmo) do qual seria extraido o caldo, sendo 

posteriormente submetido a fermentação. Entretanto, estudos de adubação 

em cana-de-açúcar com a utilização de fertilizante- 15N, em condições de 

campo, tem mostrado que a marcação do colmo dificilmente supera a 

concentração de 15N acima de 1,0 átomo %, embora esse valor seja

flutuante em função de diversos fatores que não cabe nesse caso analisar. 

Por outra parte, a transformação em vinhaça do caldo, requer a presença 

obrigatória do lêvedo, que apresenta teor de nitrogênio (7 a 8%) suficiente 

para produzir drástica diluição isotópica no N-vinhaça, o que inviabilizaria 

sua utilização como material marcado. 
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3. MATERIAL E Ml:TODOS

3.1. Processo de marcação da vinhaça com o isótopo 

estáve 1 15N.

3 !. !. Seleção do procedimento de marcação. 

A semelhança de outros compostos nitrogenados enriquecidos 

com 15N, o nivel de marcação da vinhaça, assim como, o volume produzido 

devem ser compativeis com o tipo de estudo que irá fazer uso do produto . 

Porém, a diferença da natureza físico-química dos processos que originam 

esses compostos, com a conseqüente homogeneidade da composição 

isotópica, a natureza complexa e seletiva do processo bioquímico 

envolvido na produção de vinhaça (fermentação etanólica), é determinante 

da sua heterogeneidade na composição isotópica, independente do 

procedimento de marcação a ser selecionado. Deve-se estar ciente que na 

fermentação vão coexistir formas nitrogenadas susceptíveis de 

transformação microbiológica, e conseqüentemente susceptíveis de 

marcação, assim como, formas nitrogenadas que vão sofrer escassa ou 

nenhuma alteração metabólica, e portanto, constituem formas mais 

resistentes de serem marcadas com o isótopo. 

a) Adição de sulfato de amônio-15N (sa. -15NJ ao substrato

fermentativo. Para obtenção de vinhaça- 15N foram testados dois 

procedimentos através do processo fermentativo de caldo de 

cana-de-açúcar: adição de s.a.- 15N ao mosto fermentescível e fermentação 
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com lêvedo previamente marcado com 15N na etapa de multiplicação 

celular. 

a-1) Fermentação cfclica com adição de sa. - 15N (FESE) Foi

adicionado ao mosto no inicio de cada ciclo fermentativo, 0,2 gil de s.a. 

enriquecido a 90,39 átomos% 15N (44,5 ppm de N) à dorna de fermentação, 

até completar sete ciclos, com a reutil ização do lêvedo centrifugado, 

gerando duas fontes simultâneas de enriquecimento da vinhaça: a própria 

fonte amoniacal e o lêvedo reciclado. Nesses ciclos foi utilizado caldo de 

cana que apresentou pol de 16,0%, 86,0% de pureza, 18,0% de ART, pH 5, 1 e 

178,3 ppm de N-total. 

a-2) Fermentação com lêvedo marcado com 15N (FELE) Este

procedimento foi desenvolvido no Departamento de Química, ESALQ/USP, 

Piracicaba<0 . Aproximadamente 100 mg de lêvedo foi multiplicado num 

meio de cultivo inicial ( 11, durante 12hs) sem arejamento, e

posteriormente, transferido a meio com aeração (41) em banho-maria 

(32ºC) durante 18 a 20 hs. Durante o período de multiplicação celular 

(meio com arejamento), foi adicionado por gotejamento 1,5 l de solução de 

sacarose 15% m/v. Após multiplicado e decantado, o inóculo foi separado 

por centrifugação (780g/ 15 min), ressuspenso em água desti lacta e 

guardado em geladeira até sua utilização na fermentação. Os meios de 

cultivo foram previamente esterel izados em autoclave ( 120ºC durante 20 

mine I atm de pressão) e adicionado 1 g/1 de s.a. a 90,39 átomos% 15N e a 

( 1) Dr. Luis C. Basso - Depto. Química, ESALQ/USP. Comunicação pessoal.
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solução nutritiva preparada segundo recomendação do Departamento de 

Química da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz": 1,37 gil de 

K2P04 . 3�0; 0,24 g/1 de MgS04 anidro; 0,02 g/1 de MnS04 . �O; 0,03 g/1 de 

ZnS04 . 7H20 e 1 g/1 de extrato de levedura. Foram executados três ciclos

fermentativos utilizando caldo de cana extraido com prensa hidrâulica 

(250kg/cm2 ) que apresentou 18,46% de ART, pH 4, 7 e teor de 695 ppm de 

N-total, sem adição de outros nutrientes à dorna que os fornecidos via

mosto. 

3. 1.2 Procedimento de fermentação etanólica para produção de

vin/Jaça- 15 Nem condições de laboratório. 

O procedimento fermentativo utn izado em laboratório foi 

aquele empregado pelo Departamento de Fermentação da Cooperativa de 

Produtores de Açúcar e Alcool do Estado de São Paulo (COPERSUCAR), 

Píracícaba<n . 

Como substrato fermentescível foi utilizado ·caldo de 

cana-de-açúcar extraido com prensa hidráulica automática "Pinette 

Emidecau" da CODISTIL (250kg/cm2 ), fornecido pela COPERSUCAR No 

procedimento FESE de marcação, foi utilizado lêvedo prensado Fleischmann 

numa concentração de 30 g/Hm/v), sendo alimentada a dorna (erlenmeyer 

21) com s.a.- 15N; O, 1 O gil de superfostato simples e O, 11 g/1 de sulfato de

magnés1o. A adição de caldo à dorna (700 ml, 3l ºC), contendo o lêvedo em

suspensão (300 mD, foi efetuada por batelada alimentar em intervalos

( 1) Dr. Luis Hiroshi - CTC, Piracicaba, S.P. Comunicação pessoal.
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regulares de 15 minutos com agitação continua, e colocada em 

banho-maria (32°C). Após o término da fermentação ( 12 a 15 hs), o vinho 

foi centrifugado a 780g durante 15 minutos e destilado para a obtenção da 

vinhaça a metade do volume inicial. O lêvedo centrifugado foi ressuspenso 

em água acidulada a pH 2,5 até sua nova utili zação. 

No procedimento FELE, na suspensão do inóculo contido na 

dorna ( 120 mD foi adicionado 300 ml de caldo por batelada alimentar, 

determinando uma concentração do lêvedo em torno de 9,0% (mim) e 

destilando o vinho a 1 /3 do volume inicial para a obtenção de vinhaça- 15N. 

O restante do procedimento fermentativo foi similar ao utilizado no 

procedimento FESE. 

3.1.3. Determinações analíticas dos componentes do processo 

f ermentat Ivo 

Para efeito de balanço nitrogenado foram pesados os volumes 

respectivos dos componentes da fermentação de ambos os procedimentos 

de marcação. 

o etanol do vinho delevurado, foi determinado pelo método de

dicromato adotado pelo Instituto de Tecnologia Rural da ESALO, e por 

destilação seguida de densitometria eletrônica (densimetro A PAAR, DMA 

46), nos procedimentos FESE e FELE, respectivamente. Os cálculos de 

eficiência dos ciclos fermentativos levaram em consideração a relação 

estequiométrica de produção de 64,75 ml de etanol a partir de 100g de 

açúcares redutores totais (ART) e o rendimento, calculado pela relação do 

volume de etanol produzido a partir de 100 kg de ART. A concentração de 
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nitrogênio no inóculo e lêvedo centrifugado foi referida com base em 

massa seca em estufa a 102ºC durante 5 hs. 

A determinação de nitrogênio total (Nt) no lêvedo e vinhaça foi 

efetuada por digestão sulfúrica com peróxido de hidrogênio de acordo com 

PARKINSON & ALLEN ( 1975). A seguir os extratos foram destilados, 

titulados e preparados pelo método de Rittenberg para análise da 

concentração isotópica de 15N mediante espectrometria de massas, 

segundo procedimento adotado pela Seção de Isótopos Estáveis do 

CENA/USP. (TRIVELIN et alii, 1973). 

3. 1.4. Composição isotópica do material fermentado.

Nos componentes: caldo de cana, inóculo, lêvedo centrifugado e 

vinhaça do procedimento FESE efetuaram-se o fracionamento nitrogenado e 

a seguir, análise da composição isotópica com a finalidade de verificar a 

homogeneidade isotópica dessas frações. Uma variação grande dessa 

composição dificultaria a interpretação de resultados de estudos com a 

utilização de vinhaça-15N. De fato, espera-se que a composição isotópica 

fosse variável nas diferentes frações, devido a própria natureza complexa 

dos agentes principais da fermentação (caldo e lêvedo), com composição 

nitrogenada variável (N-proteico, aminas, amidas, vitaminas, amino 

açúcares, etc), assim como, da dinâmica do próprio processo fermentativo 

dada a assimilação incompleta dos compostos nitrogenados do mosto pelo 

lêvedo. 

No fracionamento nitrogenado foi adotado o procedimento 

anteriormente utilizado por LARA et alii, (1990). Foi isolada a fração 
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denominada N-solúvel (Ns) pela extração com solução de etanol 80% (v/v) 

em banho maria a 35ºC durante 20 minutos, segundo o procedimento de 

KABAT & MAYER ( 1967) para determinação colorimétrica de N-amino 

solúvel. Os extratos foram centrifugados a 780 g durante 1 O minutos, e 

efetuada posterior digestão-destilação Kjeldahl, e análise da concentração 

isotópica. A fração de N-insolúvel (ND foi calculada pela diferença de Ns 

do Nt, e sua concentração isotópica (B) estimada através da equação de 

diluição isotópica: 

Ns (A) + Ni (8) = Nt (C) ( 1 ) 

sendo A e C os valores de concentração isotópica de 15N de Ns e Nt,

respectivamente. 

A proporção do nitrogênio no componente da fermentação (x =

lêvedo centrifugado, inóculo ou vinhaça) proveniente do s.a.-15N (%NxPF)

f 01 calculado pela expressão geral de diluição isotópica: 

(2) 

onde (at% 15Nexc)a constitui a concentração de 15N da amostra expressa em

excesso do isótopo no componente da fermentação obtida, subtraindo-se a 

abundância de 15N do componente da fermentação (átomos% 15N) à aquela de

abundância natural dos componentes correspondentes (0,375 e 0,380 

átomos% 15N para o caldo e 0,376 e 0,370 átomos% 15N para o lêvedo, nos 

procedimentos FESE e FELE, respectivamente.) A expressão (at% 15Nexc )f
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constitui a concentração de 15N em excesso da fonte s.a.- 15N, obtida 

subtraindo os valores absolutos de s.a. (átomos% 15N) dos respectivos 

valores de abundância natural de 15N nos componentes da fermentação. 

Tanto para o Nt como para a fração Ns de cada componente, foi calculado 

esse parâmetro pela expressão acima. Logo, pela diferença em relação ao 

Nt é possível calcular a proporção e quantidade (% e mg) do nitrogênio 

nativo no lêvedo e vinhaça, respect 1vamente. 

3.2. Estudo de perdas gasosas de N da vinhaça-15N e

uré1a-15N em condições de laboratório.

Foram utilizadas amostras de terra seca ao ar tamisadas a 

2mm, provenientes de áreas com solo latossolo roxo (LR) de textura muito 

argil osa e podzólico vermelho amarelo (PV) de textura arenosa, da camada 

0-20 cm de profundidade, cultivados com cana-de-açúcar, das usinas Santo

Antonio e Modelo do Municipio de Piracicaba, SP. A caracterização 

físico-qu1mica efetuada nos laboratórios da COPERSUCAR consta da Tabela 

2. A vinhaça- 15N utilizada neste estudo foi produzida em laboratório de

acordo com o procedimento FESE descrito anteriormente. A vinhaça de 

composição natural de 15N também foi produzida em laboratório. Como 

complementação nitrogenada foi utilizada uréia comercial granulada (2, 1 

mm ♦), sendo que a uréia- 15N (10,253 átomos%15N) foi produzida 

(BENDASSOLLI et ali i, 1988) e granulada (BENDASSOLLI, 1992) no 

laboratório de produção de isótopos estáveis do CENA/USP. o delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, constando de quatro 

tratamentos para cada solo incluindo um controle, com três repetições, 
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como detalhado a seguir: 

TO = controles sem aplicação de vinhaça e uréia 

T 1 = incorporação da uréia- 15N (U*) a 2,0 cm de profundidade na dose méd1a 

de 81,0 mg N/vaso (eqüivalente l 00 kgN/ha). 

T2 = aplicação superficial da vinhaça- 15N (V*) na dose média de 87m l/vaso 

(3,7mgN/vaso, eqü1valente 100 m3/ha). Os solos LR e PV receberam as 

vinhaças correspondentes aos 4º (V* 4) e Sº (V*5) ciclo fermentativo, 

respectivamente. (Ver Tabela 6). 

T3 = Complementação com uréia após quatro dias de aplicação da vinhaça, 

simulando na medida do possível. a aplicação do adubo na época do 

trato cultural da soque ira. Este tratamento foi subdividido em dois 

subtratamentos com ut111zação da fonte alternativa marcada: V* - u e 

V - U*, util izando V* 7 e V* 3 (média de 4, OmgN/vaso) nos so 1 os LR e P V 

respectivamente, e vinhaça com abundância natural de 15N (V0, 3,8 

mgN/vaso). (Ver Tabela 6). 

Foi adicionado 250 g de TFSA dos solos à câmaras de plástico 

acondicionadas para aval lar perdas de nitrogênio por volatil ização, 

constituindo-se em um sistema fechado com arraste de ar isento de 

amônia (1,3 ± 0,11/min) do tipo utilizado porMILLS et alii (1974). A terra 

foi umedecida com volumes equivalentes de vinhaça e água de ionizada 

segundo o tratamento. A uréia foi incorporada simultâneamente em todos 

os tratamentos, retirando-se a camada superficial de 2 cm de terra 

correspondente. No subtratamento V - U*, foi adi clonado 57 m l de vinhaça 

Vo e completado o volume com água para aplicar quantidade eqü1valente de 

nitrogênio às vinhaças- 15N. O ar arrastado através das câmaras foi passado 
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através de solução diluida de H2504 padronizado, sendo efetuadas troca� 

das soluções a intervalos de 12 a 48 hs ourante o periodo de 17 dias ae 

incubação. Nas coletas parciais foi determinada amônia pelo metodo 

fenol-hipoclorito adotado de WEATHERBURN( 1967). Os extratos 

correspondentes de cada tratamento foram juntados, concentrados até 

volume de 30 a 50 mi, mediante evaporador rotatório, e efetuado por 

separado, digestão-destilação Kje ldah I para determinação de 

N-volatilizado total (Nvt) e destilação simples para determinação do

N-NH3 volatilizado (N-NH3). Posteriormente, as amostras foram

preparadas pela via úmida Rittenberg, para análise de concentração de 15N

mediante espectrometria de massas.

A análise conjunta dos sub tratamento ( V* - u e V ·- U*), 

baseada na determinação de nitrogênio e a correspondente concentração 

isotópica dos extratos, permitiu discriminar as perdas nitrogenadas para 

cada solo, em termos de sua procedência: fonte nitrogenada (proveniente 

da vinhaça (PV) ou proveniente da uréia (PU)), assim como, de sua natureza: 

origem orgânica e/ou amoniacal. As seguintes relações foram utilizadas na 

estimativa do balanço nitrogenado das perdas: 

Do extrato digestão-destilação, do subtratamento V* - U: 

� = �PV + �PS 

e do extrato por destilação desse mesmo subtratamento: 

(4)
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Dos extratos correspondentes ao subtratamento V - U* são 
f) 

cbt1das expressões equivalentes: 

e 

N._1 = �PU + �PS (extrato d1gestão-desti1ação) CS) 

N-NH3v = N-NH
3
vPU + N-NH

3
vPS (extrato destilação) (6) 

sendo estimadas a seguir as perdas amoniacais totais: 

(7) 

e o nitrogênio orgânico volátil (N-org.voU: 

N-org.vol.(PX) = Nvt, (PX) - N-NH3v (PX) (8) 

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

pode-se calcular o balanço geral das perdas: 

Balanço perdas (mg/vaso, %) = N-NH3VT + N-org.voUPX) (9) 

Nas amostras de terra fo1 determ1nado o n1trogên1o 

volatilizado total proveniente da fonte nitrogenada marcada (NvtPF, 

mg/vaso) ao f1nal do periodo de incubação, pelo método ind1reto de 

balanço- 15N segundo a expressão: 
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NvtPF (mg/vaso) .. NaF (mg/vaso) - NSPF (mg/vaso) ( 1 O) 

onde Naf corresponde a fonte- 15N adicionada e NSPF ao nitrogênio no solo 

proveniente da fonte- 15N. Esse parâmetro, por sua vez, foi determinado 

usando a mesma expressão indicada anteriormente (2) e as concentrações 

naturais de 15N, já citadas, dos solos utilizados neste estudo. Nos

tratamentos que utilizaram vinhaça-15N foi considerada a concentração

isotópica correspondente ao N-total. 

A utilização da metodologia isotópica gera terminologia 

especifica ao estudo desenvolvido, sendo necessario explicitar a definição 

de alguns termos utilizados para facilitar a melhor compreensão do texto 

(Ver Anexo). 



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Processo de marcação da vinhaça com o isótopo 

estável 15N.

4. !. /.Seleção do processo de marcação.

33. 

Os ciclos fermentativos dos procedimentos FESE e FELE de 

marcação mostraram resultados similares em termos de produção média 

de álcool por ciclo (7,4 e 7,2% v/v), ef1c1ênc1a do processo (78,7 e 79,8%), 

e rendimento (50,9 e 51,6 litros de etanol/ 100 kg de ART). 

Em virtude da fermentação ter ocorrido normalmente dentro 

dos padrões de estudos sob condições de laboratório e não constituir 

objetivo deste estudo, não será procedida a discussão do processo em sL 

a-1) Fermentação cic11ca com adição de s.a.- 15N <FESE).

Na Tabela 3 é apresentado o balanço de massa de cada ciclo 

fermentativo. Cabe salientar o aumento expressivo de massa celular 

(64, 13 g, incluindo o lêvedo residual na dorna) ao final do processo 
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fermentativo do primeiro ciclo, produto da baixa concentração celular 

utilizada na fermentação. Dado o expressivo teor de nitrogênio do lêvedo, 

foi utilizada uma concentração de inóculo inferior ao normal para esse 

processo, o que foi procedido para evitar a diluição isotópica. Porém, como 

será apreciado na discussão da marcação da vinhaça, este processo foi 

pre jud1cado pela expressiva assimilação pelo lêvedo do nitrogênio do 

s.a.-15N.

A Tabela 4 apresenta os acréscimos de massa seca do lêvedo 

(incluindo a massa residual do lêvedo na dorna, procedido para efeito de 

balanço isotópico), o conteúdo de nitrogênio total, os valores de 

concentração de 15N, o conteúdo relativo do nitrogênio no lêvedo 

proveniente do s.a.- 15N (% do total) e em termos de massa (N1PSA). Com 

base nesses resultados, foi estimado o nitrogênio assimilado pelo lêvedo 

proveniente do s.a.15N (Na1PSA) em cada ciclo fermentativo, pela diferença 

de N1PSA entre o final (Ffn) e o inicio (IFn) de cada ciclo. Assim, foi 

calculada a recuperação total por ciclo e a relativa ao nitrogênio do 

s.a. - 15N acumulado que foi admitido à dorna.

Pode-se apreciar que o expressivo acréscimo de massa celular 

registrado no primeiro ciclo fermentativo, como comentado anteriormente, 

resultou em recuperação acumulada significativa de 82,2% do 15N-NH4
+ no

lêvedo, com a correspondente exigüa recuperação do N marcado nas 

vinhaças produzidas e em torno de 2 mg de N com 7,0 átomos % excesso de 

15N no sét1mo ciclo (Ver Tabela 5).

O balanço n1trogenado nos componentes lêvedo e vinhaça, ao 

final dos sete ciclos fermentativos, mostrou recuperação média total de 
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38. 

86,0% do nitrogênio do s.a.- 15N (Tabelas 4 e 5), sendo que o restante não 

recuperado poderia ter permanecido como materia 1 nitrogenado em 

suspensão no vinho, precipitado na centrifuQação, perdido como 

componente volátil na destil ação do vinho (etapa de obtenção da vinhaça). 

Pode ainda ter sido devido a erros na determinação da massa do lêvedo 

centrifugado, que submetido a determinação do nitrogênio total por 

digestão-destilação tomou como referência a massa seca em estufa. 

Estudos de fermentação que venham ut1lizar esse traçador, devem 

considerar esses aspéctos metodológicos para efeito de balanço 

nitrogenado. 

A caracterização química das vinhaças produzidas nos sete 

cicios é apresentada na Tabela 6. Com exceção do nitrogênio, os teores dos 

outros nutrientes e da matéria orgânica são similares as vinhaças de 

mosto de caldo produzidas industrialmente. A relação C/N revelou-se 

multo alta, devido ao baixo teor de nitrogênio que, por sua vez, foi 

conseqüência da baixa concentração de N no caldo. 

a-2) Fermentação com lêvedo enriquecido com 15N (FELE)

o balanço de massa correspondente aos três ciclos é

apresentado na Tabela 7. Para evttar cresc1mento s1gn1f1cat1vo da massa 

celular no processo fermentativo foi uti11zada concentração celular em 

torno de 9,0% de lêvedo previamente marcado com 15N. De fato, no primeiro 

ciclo somente fo1 apreciado um acréscimo de 11,9% da massa celular (4,89 

g, incluindo a massa residual de lêvedo) com conseqüente benefício na 
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41. 

marcação das vinhaças produzidas, como é apresentado a seguir. 

Neste processo, foi difícil avaliar a assimilação efetiva do 

nitrogênio proveniente do s.a.- 15N pelo inóculo na etapa de multiplicação 

celular, devido a ocorrência de perdas causada por transbordamento do 

meio aeróbico. Para efeito da estimativa de recuperação do traçador no 

lêvedo e na vinhaça foi considerado o nitrogênio contido no lêvedo ao inicio 

do processo fermentativo, e que correspondeu a 44,6% do N-s.a. utilizado 

na fase multiplicativa. A caracterização química das vinhaças produzidas 

nos três ciclos pode ser apreciada na Tabela 6. Pode-se verificar que o 

teor de n1trogênio dessas vinhaças, resultaram como consequência do teor 

de nitrogênio presente no caldo uti l1zado. 

Na Tabela 8 pode-se apreciar o conteúdo de nitrogênio do 

lêvedo proveniente do s.a.-15N (N1PSA) para os três ciclos executados, o

n1trogênio desassim11ado (NdPSA), calculado pela diferença dos N1PSA 

entre o final e inicio de cada ciclo, constituindo 33,3% do nitrogênio 

marcado presente no inóculo. No terceiro ciclo o NdPSA pode ter sido 

subestimado ( 18,6 mg) em relação ao valor correspondente do nitrogênio 

marcado detectado na vinhaça (26, 1 mg), devido muito provavelmente a 

erros na referência de massa seca do conteúdo de nitrogênio no lêvedo 

centrifugado. (Ver Tabela 9) 

A comparação dos procedimentos de marcação da vinhaça pode 

ser apreciada na Tabela 1 O. o procedimento FELE revelou-se mais 

favorável, uma vez que apresentou garantida ass1mi1ação do traçador pelo 

lêvedo, eficiente transferência de material nitrogenado marcado do lêvedo 

a vinhaça, e fermentações mais rápidas sem maiores acréscimos de massa 
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45. 

ce iU�ar. 

Os volumes de vinhaça- 15N produzidos nestas condições podem 

sat 1sf azer as necessidades de estudos de laboratório e casa de vegetação. 

A p:--odução de maiores volumes para utilização em estudos sob condições 

de campo, necessariamente vão requerer a execução de ensaios prévios, 

dado que a simples extrapolação da experiência de laboratório não é 

aconse l háve 1. 

o procedimento descrito a seguir deve servir como referência

para a produção de 200 litros de vinhaça- 15N, considerado volume 

suficiente para abranger áreas de estudo com 20 m2 de superfici e 

(dosagem equivalente a l 00 m3/ha). Admitindo-se o aproveitamento de 

50% do s.a. - 15N pelo lêvedo na fase de crescimento, para a produção de 6 kg 

de lêvedo-15N seriam necessários 270 g de s.a. enriquecido com 30 átomos 

% de 15N além de outros nutrientes necessários ao processo de 

crescimento. Posteriormente, a fermentação seria efetuada em dorna 

contendo 70 litros de mosto de caldo (500 a 600 ppm de N), com 

concentração celular em torno de 9,0% mim e efetuando-se ao menos 4 

reciclagens do lêvedo, para produzir a vinhaça à razão de 50 litros/ciclo. 

Esse procedimento poderá resultar em vinhaças, com marcações de 1 o até 

4 átomos% excesso de 15N, em ciclos consecutivos. 

4 1.2 Composição isotópica do material fermentado. 

Nas Tabelas 11 e 12 pode-se apreciar os resultados do 

fracionamento nitrogenado (Ns e ND e a respectiva composição isotópica 



'fflBEtA
 1

1.
 

f!
ac

ionamen
to

 n
i �

do
 nos

 oonpctletl
te

s 
cb

 p
roce

sso
 de

 f
ermen

tação
 et:anó

ll
ca

, 
segu,oo

 prooed1.ment:o
 FESE

 de
 llru:'Ca

 
çoo

 d,
1 

vinhaç
a 

1 5
N 

i
 
l 

-

Car{
n

nen
te

 
Na

 
Ni

 
Nt

 

N-
1'11'1

 
N""flil

fl 

f-PII
 

%
 

ppn
 

%
 

ppn
 

'
 

ppn
 

'
 

SUbs
tra

to
s 

cal
do

 de
 cana

 
23

,6
 

13
,2

 
97

,7
 

54
,8

 
57

,0
 

32
,0

 
17

8 ,
3 

100
,0

 
Irocul

o 
90

33
,6

 
13

,1
 

23
95

,8
 

3,
4 

57
76

3,
2 

83
,5

 
69

19
2,

6 
10

0,
0 

19
 Ci

cl
o 

Lê
vedo

 cen
tr

ifuga
do

 
13

60
,8

 
3,

3 
13

95
,9

 
3,

4 
38

43
4 1

 
7 

93
,3

 
41

19
1,

4 
10

0,
0 

Vinhaça
 

5,
4 

12
,3

 
27

,3
 

62
,0

 
11

,3
 

25
,7

 
44

,0
 

10
0,

0 

29
 C

iclo
 

Lê
vedo

 oen
tr

ifu
gaoo

 
14

68
,9

 
4

,0
 

19
44

,8
 

5,
3 

33
26

4,
8 

90
,7

 
36

67
8,

5 
10

0,
0 

Vinhaça
 

4,
0 

9,
5 

27
,3

 
65

,0
 

10
,7

 
25

,5
 

42
,0

 
10

0,
0 

39
 C

ic
lo

 
Lê

vedo
 ce

nt
ri

fug
ado

 
12

77
 ,8

 
3,

5 
12

02
,4

 
3,

3 
33

89
5,

4 
93

,2
 

36
37

5,
6 

10
0,

0 
Vinhaç

a 
4,

3 
10

,2
 

30
,4

 
72

,4
 

7,
3 

17
,4

 
42

,0
 

10
0,

0 

4
9

 
Ci

cl
o 

Lêvedo
 cen

tr
if

uga
cb

 
12

61
,9

 
3 ,

5 
12

08
,5

 
3,

4 
33

15
5,

4 
93

,l
35

62
5,

8 
10

0,
0 

' '
inha

ça
4,

4 
10

,2
 

26
,9

 
62

,6
 

11
,7

 
27

,2
 

4 3
,0

 
10

0,
0 

59
 C

ic
lo

 
lê

vedo
 cen

tr
if

ugado
 

11
85

,0
 

3,
5 

91
5,

0 
2,

6 
32

56
6,

6 
93

,9
 

34
66

6,
6 

10
0,

0 
Vi.nhl!lç

a 
4,

1 
10

,0
 

24
,6

 
60

,0
 

12
,3

 
30

,0
 

41
,0

 
10

0,
0 

69
 Ci

cl
o 

t.ê
vec:b

 CP.
nt

ri
 fuqa

cb
 

11
11

,1
 

3,
3 

97
2,

2 
2,

9 
31

51
3,

9 
93

,8
 

33
59

7,
2 

10
0,

0 
V�

a 
4,

3 
10

,3
 

25
,0

 
59

,5
 

12
, 7

 
30

,2
 

42
,0

 
10

0,
0 

79
 C

ic
lo

 
I.ê

veoo
 cen

tr
i fu3

ado
 

12
38

,0
 

3,
5 

10
80

,5
 

3,
1 

32
62

7,
 7 

93
,4

 
34

94
6,

2 
10

0,
0 

Vinhilç
a 

4,
8 

9,
4 

24
,5

 
48

,0
 

21
,7

 
42

,6
 

51
,0

 
10

0,
0 

-
-
-

-
-
-
--

( 
1 
l

Va
lo

re
s 

rré
di

os
 de

 dua
s 

repe
ti

çne
s

. 



TJ\B
EtA

 1
2.

 
C?m

oen
t.ração

 i
sotóp

ica
 de

 15
N 

(á
tcm:,s

 1
 

15
N)

 
de

te
rminada

 MS
 f

rações
 à!

 ni
�

o 
cb

 cal
cb

 de
 cana

 e
 inÓculo

 e
 nos

cnrp::ren
te

s 
lê

vedo
 cen

tr
iflqldo

 e
 vinhaça

 no
 p

roce
sso

 FESE
 

de
ma

rc
aç

ão
 (

t)
 

Cmp:nen
te

s 
Ns

 
Ni

 
Nt

 

(EJ.!!!
) 

(á
t.

%
1

5
N

) 
(J;!!!!

) 
(â

t.
%

u
N

) 
<EE!!

l 
(á

t.
 %

1
5

 
N

) 
Subl!ltra

t.os
 

Ol
ll

h
 

1\!
 

f'
i1

flr1
 

12
1
,1

 
0,

]7'1
 

'57
,0

 
0,

36
6 

17
8
,J

 
0

,3
75

 
rnócu

lo
 

11
42

9,
4 

0,
37

4 
5
7

76
3

,2
 

0,
37

6 
69

19
2

,6
 

0
,3

76
 

19
 Ci

cl
o 

lêvedo
 oen

tr
if

uga
cb

 
27

56
,7

 
4,

58
0 

38
43

4,
 7 

5,
22

7 
41

19
1,

4 
5,

18
4 

Vi
n

ha
ç ,

1 
32

,7
 

3,
72

7 
11

,3
 

0,
35

1 
4
4

,0
 

2,
86

0 

29
 C

ic
lo

 
lê

vedo
 Cen

tr
if

uga
do

 
34

13
, 7

 
7,

04
8 

33
26

4,
8 

9,
47

9 
36

67
8,

5 
9,

25
3 

Vinhaça
 

31
,3

 
4 ,

49
6 

10
,7

 
3,

83
7 

42
,0

 
4,

32
8 

39
 Ci

cl
o 

lê
vedo

 oen
tr

if
uga

cb
 

24
80

,2
 

8,
49

5 
33

89
5,

4 
13

,5
61

 
36

37
5,

6 
13

,2
16

 
Vinhaça

 
34

,7
 

6,
16

3 
7,

3 
2,

23
3 

42
,0

 
5,

48
0 

49
 Ci

cl
o 

lê
ve<b

 oen
tr

if
uqa

cb
 

24
70

,4
 

9,
26

3 
33

15
5,

4 
16

,4
60

 
33

,;
z
s

,a
 

15
,9

08
 

Vinhaça
 

31
,3

 
7,

00
3 

11
, 7

 
5,

45
6 

43
,0

 
6,

58
2 

59
 C

ic
lo

 
lê

veoo
 cen

tr
ifuga

do
 

21
00

,0
 

12
,2

02
 

32
56

6,
6 

19
,1

37
 

34
66

6,
6 

18
,7

17
 

Vinhaça
 

28
,7

 
7,

48
4 

12
,3

 
5,

57
4 

41
,0

 
6,

91
1 

69
 C

ic
lo

 
lê

veoo
 oen

tr
ifu

qa
do

 
20

83
,3

 
12

,5
27

 
31

51
3,

9 
2 1

,4
11

 
33

59
7,

2 
21

,0
13

 
Vinha

ça
 

29
,3

 
8,

05
4 

12
,7

 
6,

00
0 

42
,0

 
7 ,

4 3
3 

79
 Ci

cl
o 

I.êvec:h
 oen

tr
ifu:Ja

do
 

23
18

,5
 

14
,3

92
 

32
62

7,
7 

23
,4

11
 

34
94

6,
2 

22
,8

13
 

V
inhaça

 
29

,3
 

8,
57

3 
21

,7
 

6,
10

1 
51

,0
 

7,
52

1 

O::m
oen

tr
aç

ão
 

15
N 

vinha
ç a

 
Con

oen
traçã

o 
1 5

N 
lê

vedo
Va

lo
re

s 
rréd

ios
 

N
 

to
ta

l
 

(N
t

) 
5,

87
4a

 
15

,1
66

a 
N 

so
lúve

l 
(N

s l
 

6,
50

0a
 

9,
78

7b
 

l\l
 

i"
c:o

lÍ
ri"'!

l 
/N

i
) 

4
,
2

2
2
b

 
J5

,"i
�A

ii. 
(Tuk

c
y

 
P
 

> 
O
, 
O

ll
 

(l
) 

Va
lo

re
s 

TTL
"<:l

io
s 

de
 d

ua
s 

repe
ti

ciíe
s

,J::,,
 



48. 

ao lêvedo centrifugado e vinhaça produzida, nos sete ciclos fermentativos, 

segundo o procedimento FESE de marcação. 

No lêvedo centrifugado (Tabela l 1) pode-se apreciar que a 

concentração do Nt diminuiu consideravelmente em relação ao nitrogênio 

do inóculo, devido ao expressivo acréscimo da massa celular que ocorreu 

no primeiro ciclo. 

Em termos relativos, o inóculo sofreu variação na sua 

composição nitrogenada após o primeiro ciclo fermentativo, mantendo-se 

estável com o decorrer dos ciclos subseqüentes. o decréscimo nos teores 

da subfração N-as do lêvedo centrifugado (3,5% em média para os sete 

ciclos) em relação ao inóculo ( 13, 1 %) correspondeu ao respectivo 

acréscimo na fração N1 (93, 1 %) em relação ao teor inicial presente no 

inóculo (83,5%). 

Por outra parte, a subfração N-nas não apresentou variação 

apreciável, permanecendo estável após os ciclos fermentativos. Esses 

resultados estão indicando que parte importante do Ns do inóculo passou a 

constituir compostos nitrogenados estáveis (depósitos de proteínas) no 

lêvedo centrifugado. 

Os valores de composição isotópica de 15N das frações de

nitrogênio, (Tabela 12) mostra que a marcação do Nt do lêvedo 

centrifugado, é produto da assimilação do traçador fundamentalmente na 

fração de Ni. Por sua vez, a fração Ns do lêvedo não mostra acréscimos tão 

expressivos de marcação ao longo dos ciclos, como na fração Ni sendo 

multo provável que a subfração N-nas seja a responsável pela marcação 

mostrada por essa fração, embora não tenha sido poss1vel determina-la 
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diretamente. Esses resultados são até esperados em termos bioquímicos, 

evidenciando que o N-amoniacal assimilado passou a formar parte do "pool" 

protéico do lêvedo. 

A baixa concentração do N-total nas vinhaças-15N produzidas,

(Tabela 11) foi conseqüência do baixo teor de N do substrato 

fermentescfvel. Em termos relativos pode-se observar ainda na Tabela 11, 

que ocorreu sensível acréscimo da subfração N-nas da vinhaça (61,4% como 

valor médio dos sete ciclos), em relação ao valor do caldo (54,8%). Pode-se 

apreciar também que a fração Ns é a mais importante na vinhaça (71,6%, 

incluindo as frações N-as e N-nas como valor médio dos sete ciclos) em 

relação a Ni, refletindo também proporção similar ao do caldo que as 

originaram. A menor importância relativa da fração Ni em relação ao 

aproveitamento do N-vinhaça pela cana-de-açúcar confirma o observado 

por NUNES et a 1 i i ( 1 98 1 ) , sugerindo que a fração nitrogenada mais 

abundante na vinhaça estaria disponível à planta através da ação 

microbiológica no período da maior exigência pela cultura. Por sua vez, a 

composição isotópica de 15N <Tabela 12) da fração so lúve 1 (Ns) mostra a 

semelhança a de Nt. Nessa fração, o próprio N-amoniacal adicionado e não 

assimilado, como os produtos nitrogenados metabólicos do lêvedo, podem 

ser os responsáveis pela marcação observada. 

No procedimento FELE de marcação não efetuou-se o 

fracionamento nitrogenado, uma vez que intencionou-se modificar a 

metodologia de fracionamento para obter análise da composição isotópica 

direta das frações segundo indicações do Oepto. de Química, ESALO/USP, 
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Piracicaba( n o fracionamento nitrogenado reveste-se de inportância na 

utilização da vinhaça- 15N em estudos a serem realizados. 

Os resultados de composição isotópica no lêvedo e vinhaça 

permitiram também quantificar a distribuição do 15N-NH4 + ao final da

fermentação, em ambos procedimentos de marcação, assim como a 

dtstrtbuição do N-caldo. Ainda mais, o fracionamento nitrogenado permtt1u 

conhecer-se a distribuição do nitrogênio do s.a.-15N nas frações de Ns e 

Ni, no lêvedo e vinhaça. 

Não foi objetivo deste trabaiho, estudar a dmám1ca do 

nitrogênio na fermentação etanó11ca, mesmo assim, os resultados são 

apresentados a titulo de exemplo, como informações valiosas que podem 

ser extrafdas de estudos de fermentação alcoólica que venham a utilizar o 

traçador com essa finalidade. 

4. t .3. Distribuição do nitrogênio dos.a. -15N e do mosto nos

componentes.· lêvedo centnfugado e v1nno delevurado1 da 

fermentação etanóllca. 

A Figura 1 mostra a distribuição média do N derivado do 

s.a.-1 SN e do mosto no lêvedo centrifugado e vinho delevurado nos sete

ctclos fermentativos, com o procedimento FELE de marcação. o

fracionamento nitrogenado realtzado, permitiu d1scrimmar nas fr8ções de

Ns e N no lêvedo e vinhaça, a distribuição do N-amoniacal marcado

( 1) Dr. Luis e. Basso. Dpto. Quimice, ESALO/USP. Comunicação pessoal.
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Figuro 1. Distribuição do N fornecido à fermentação pelo s.a. - 15N e do 
mosto no procedimento FESE de marcação da vinhaça - 15 N. 
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adic1on2:do. No lêvedo por exemplo, pode-se estimar que do total 

assimilado (36,6 mg de N), 4,9 e 95, 1 % em média para os sete ciclos 

fíc3ram nas frações de Ns e Ni respectivamente, considerando o balanço 

nitrogenado e isotópico das respectivas frações. o mesmo poderia ser 

efetuado na vinhaça. Esse tipo de informação pode resultar ainda mais 

interessante em estudos de cinética da fermentação . 

No procedimento FELE pode ser obtida informação como mostra 

a Figura 2 seguindo a mesma linha de raciocínio. Nesta condição, foi 

possível avaliar a 11beração do N derivado do s.a.- 15N do lêvedo ao vinho 

apresentando valores de 9,8; 19,8 e 3, 7% nos três ciclos consecutivos, a 

variação do N-nativo do lêvedo nesses cfclos e a distribuição do N do 

mosto, entre o lêvedo e o vinho delevurado. 

4.2. Estudo de perdas gasosas de nitrogênio da v1nhaça-15N

e uré1a-15N em cond1ções de laboratório.

As Figuras 3 e 4 mostram as taxas médias diárias de 

evaporação da água (g/h) e de N-Nl7:3 volatilizado Cug/ri) nos solos LR e PV, 

respectivamente1 dos tratamentos U* e V-U que mostraram registros ma1s 

apreciáveis de perdas. As taxas mats expressivas de evaporação de água 

ocorreram no segundo dta de incubação em ambos os solos, tempo esse 

anterior a aplicação de uréia, sendo verificadas a partir dai, taxas 

decrescentes até 6 e 12 dias nos solos PV e LR1 respect1vamente. Ao ftnal 

do experimento, os teores médios de umtdade foram de 3, 1 (PV) e 7,6% 
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(LR), v2.1o:--es esses superiores à terra seca ao ar ( 1,4 e 3,6% m/m). A 

umidade do zr de arraste das câmaras não foi controlada, podendo ter 

contr1buido para evitar o secamento dos solos. 

As taxas de N-N� volat111zado do tratamento v-u foram 

superiores as registradas pelo tratamento U*. Por sua vez, ambos os 

tratamentos mostraram taxas mais expressivas no solo PV. Vários fatores 

associados poderiam explicar esses resultados, os quais serão discutidos 

mais adiante em relação as análises dos extratos. Pode-se apreciar 

também a defasagem entre os máximos de volatilização de N-NH
3 

e perdas 

de água. CHAO & KR00NT JE ( 1964) sugeriram que a evaporação de água pode 

anteceder as perdas de amônia, uma vez que na solução do solo predomina a 

forma N-NH4 + e sua transformação a N-N� à fase de vapor é demorada. 

Essa condição favoreceria o aumento da concentração de amônia na solução 

do solo, determinando maiores taxas de perdas. Mc!nnes et al li, 1 citados 

por HARGROVE ( 1988) mostram resultados coincidentes com os obtidos 

neste estudo. 

Na Tabela 13 pode-se apreciar que entre o tratamento U* e o 

sub tratamento V-U* de cada solo, não foi observada diferença 

significativa no nitrogênio residual das fontes marcadas (NrSPF). A média 

dos tratamentos em cada solo, mostrou maior recuperação do nitrogênio 

das fontes uréia e vinhaça no LR em relação ao PV, evidenciando a 

1 Mc1NNES, K.J.; FERGUSON, R.B.; KISSEL, D.E.; KANEMASU, E.T. Field measurements of 

ammonia loss from surface applicatlons of urea solution to bare sei L ,ô r1r·:Jn._, 1 .Mad1son, 

�: 192-6, 1986e 



TABELA
 1

3.
 N

it.J:ogêni
o 

t.otal
 do

 so
lo

 
(N

t)
, 

o:n
CB1

tr
ação

 de
 

15
N,

 ni
trogênio

 no
 so

lo
 p

rovenien
te

 da
 f

on
te

 nnrca
da.

 
(l'lSPf

'J 
ni

 t
f.,:-

,,f:

nio
 re

si
dua

l 
oo

 so
lo

 p
ro

veni
en

te
 da

 f
oo

te
 marca

da
 

(N
rSP

F)
 (

l}
 

So
los

 

LR
 

PV
 

LR
 

C:)
nt

.ro
le

s 0
 •

•
 

,.
 
V

 

Tt:a
tanen

to
s 

U
* 

V*
 

V*
 
-

u
 

V
 

-
U
* 

�
a
 

U
* 

V*
 

V*
 
-

u
 

V
 

-
U*

�
di

a 

Nt
 

ng
/vaso

 

57
6,

8a
 

51
5 ,

4b
 

57
2,

2a
 

56
3,

3ab
 

55
6,

9A
 

17
3,

3a
 

95
,7b

16
2 ,

Sa
16

6,
6a

 
14

9,
5B

 

48
5,

6 
11

9,
0 

Ccn
cen

tra
çã

o 
1 

5
N 

at
.%

 e
xc

. 

1,
23

1 
0,

05
3 

0,
05

4 
1,

21
8 

- 3,
79

9
0,

27
2

0,
11

9 
3,

57
5 

0,
37

7
(2

) 
0,

38
0 

NSP
F 

% 12
,S

a 
0,

85
b 

0,
76

b 
). 2

, 3a
 

6 ,
6B

 

38
,S

a 
4,

2c
 

2,
3d

 
36

,2
b 

20
,3A

 

NrSP
F 

ng
/vaso

 

72
,l

a 
4,

4b
 

4,
3b

 
69

,3a
 

37
,S

A 

66
,7

a 
4,

0b
 

3,
7b

 
60

,3a
 

33
,7B

 

(l
) 

As
 m:.

�
as

 ge
rai

s 
cbs

 t
ra

t:u1'en
to

s 
do

s 
so

lo
s,

 
se

oui
das

 de
 l

etr
as

 rrai
ús

cul
as

 di
fe

ren
te

s 
di

fe
rem

 e
sta

ti
sti

carren
te

 pe
lo

 te
ste

 de
 

Tuk
ey

 ao
 ni

ve
l 

de
 5

%.
 

Os
 val

ore
s 

en
tre

 t
ra

i::arte
nt0

s 
de

 um
 rre

srro
 so

lo
, 

se
gui

do
s 

de
 rre

smas
 l

et
ras

 min
ús

cul
as

, 
nã

o 
di

fe
rem

 
er

 
tre

 s
i.

 pe
lo

 t
este

 de
 T

uk
ey

 a
o 

ní
ve

l 
re

 5
%.

 
(2

)
Val

ore
s 

de
 abtmdân

ci
a 

iso
tóp

ica
 na

tur
al

 de
 1

5N
 do

s 
so

lo
s.

U1
 

O'\
 

.
 



57. 

importância da textura do solo na retenção de amônia e,como consequência, 

nas perdas gasosas n1trogenadas. 

No tratamento V*, o balanço isotópico mostrou recuperação 

integral do nitrogênio adicionado via vinhaça. A pequena quantidade 

adicionada (média de 3,9 mg/vaso), poderia estar mascarando a ocorrênc1a 

de eventuais perdas, dado que a precisão do método de ba1anço- 15N é 

dependente daquela inerente ao método de determinação do N-total no solo 

por digestão e destilação (2 a 5%). Esse aspécto será discutido com 

detalhes adiante. 

o balanço-15N perm1t1u estimar as perdas por volatilização de

N da fonte marcada (NvtPF) para os solos, que são mostradas na Figura 5. 

No LR, as perdas médias est1madas do tratamento U* e subtratamento 

V-U* foram de 11,2 e 15,3% (9, 1 e 13, 1 mg/vaso), respectiVamente, e para

o solo PV foram de 17,5 e 25,2% ( 14, 1 e 21,3 mg/vaso), em relação ao N

aplicado. Por outra parte, a determinação do N-total volatilizado efetuada 

nos extratos que cont1nham o N-N� volatilizado e que foram submetldos a 

técnica analitica por digestão-destnação (Tabela l 4) do subtratamento 

V-U*, mostrou perda comparativamente inferior à est1mada pelo

balanço-15N 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. Não deve ser excluida a

possibilidade de ter acontecido deftciência na vedação das câmaras, ass,m

como, perdas devido a desnitrif1cação mostradas por AMARAL SOBRINHO et

al1i <1983). Entretanto, sob o ponto de vista qualitativo a análise isotópica

dos extratos contendo o N-volatiltzado forneceu evidências de sua

natureza (amoniacal e orgânica), assim como, da fonte nitrogenada
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exógena e ja N-nativo do solo. 

Na Tabela 14 são também apresentados os resultados do 

N-volatil1zaco total nos dois solos, quando a uréia complementou a

apl lcação da vinhaça. A análise 1sotópica dos extratos contendo 

N-volatil1zado correspondentes ao subtratamento V*-U, permitiu detectar

pequenas perdas de N proveniente da vinhaça (0,91 e 0,11 mg/vaso nos 

solos LR e PV, respectivamente) em relação ao total volatil izado e que não 

foram detectadas pelo método de balanço- 15N. Porém, em relação ao 

N-vinhaça adicionado (4,4 mg/vaso de N-vinhaça no solo LR e 3,7 mg/vaso

da vinhaça do 32 ciclo no solo PV) pode-se apreciar que essas perdas foram 

mais significativas no solo LR (20, 7%) em relação ao solo PV (3,0%). 

Em relação ao subtratamento V-U*, a análise isotópica dos 

extratos mostrou perdas maiores da uré1a no solo PV, sendo mostrado 

também pelo método de ba1anço- 15N. Como em termos do N-volatilizado 

total as perdas foram significativamente maiores no solo PV, pode-se 

deduzir que nelas contribuíram o nitrogênio proveniente da uréia e do solo 

mais efetivamente. 

Na Tabela 15 pode-se apreciar os resultados de N-NH3

volatilizado total (extratos exclusivamente destilados) dos tratamentos 

U* e V-U correspondentes a cada solo. A comparação estatfstica das 

médias dos tratamentos mostra que as perdas foram maiores no solo PV 

tanto para o total como segundo sua procedência (PF e PS). Como mostrado 

pelo balanço-15N, as perdas provenientes da uré1a no subtratamento V-U* 

foram superiores as do tratamento U* e ma.iores para o solo i:v, também 

confirmado pela determinação colorimétrica nas coletas parciais que 
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perr.;ítiram estimar as taxas de N-NH3 volatilizado (Figuras 3 e 4).

Os resultados do subtratamento V*-U vem a conf1rmar o 

observado nos extratos de N-total volati 1 izado, mostrando que a 

procedênc1a do nitrogênio perdido da vinhaça é de carater amomacal. 

Ev1dênc1as de perdas nitrogenadas de forma ind1reta, provenientes da 

aplicação da vinhaça já tinham sido observadas prev1amente por LARA et 

ai í i ( 1987), em experimento de campo. 

Nas Tabelas 16 e 17 é apresentado o balanço n1trogenado das 

perdas do tratamento v-u para os solos LR e PV. No solo LR (Tabela 16), a 

comparação entre os extratos está mostrando que o ni trogên 10 vo l at 111 zado 

proveniente da vinhaça e da uréia é de procedência amontacal sendo 

observada d1ferença signtf1cat1va em relação ao nitrogênio procedente do 

solo (PS). o balanço está mostrando que 51,0% do nitrogênio volat111zado 

total fo1 da uré1a, 10% proven1ente da vinhaça e o 39% restante, 

proveniente do solo (47,6% de origem amoniacal e 52,4% de origem 

orgânico volátil). 

Admitindo que a proporção relativa dessas perdas tenha sido 

equivalente a aquela apresentada pelo balanço- 15N, os valores relativos de 

51,0; 10,0 e 39,0% corresponderiam às perdas efetivas de 13, 1; 2,6 e 10,0 

mgN/vaso respectivamente, para uréia, vtnhaça e do solo. Em relação ao N 

ap11cado, essas perdas representaram 15,3% para N-uréia e 59, 1 % do 

N-vinhaça no solo LR

Para o solo PV (Tabela 17) a comparação entre os extratos 

embora tenha mostrado d1f erença stgntficativa nas perdas do nitrogênio 

proventente da vinhaça, estas devem ser avalladas criteriosamente, dado 
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QC'= para pequenas quantidades, o método de balanço está sujeito a 

probl€mas de precisão anall tica. Para efeito de balanço, não foi 

ccnsiderada a existência de diferença significativa, como mostrado em 

relação a uréia e aos resultados de vinhaça no solo LR. Neste solo, pode-se 

apreciar que 53, 1 % e 1,2% das perdas nitrogenadas avaliadas, foram 

provenientes da uréia e da vinhaça respectivamente, sendo 45,7% 

proven1ente do solo (59,2% de procedência amoniacal e 40,8% de origem 

orgânico volátil). 

Da mesma maneira, a proporção de perdas indicadas 

corresponderia à perdas efetivas de 21,3; 0,5 e 18,3 mgN/vaso da uréia, 

vinhaça e do solo, respectivamente. Em relação ao N aplicado, essas perdas 

representaram neste solo, 25,2% do N-uréia e 13,5% do N-vinhaça. 

Caracteristicas inerentes aos solos estudados, assim como, 

os conhecidos efeitos da vinhaça aplicada ao solo, podem contribuir para 

explicar os resultados obtidos. Em solos de textura arenosa e conseqüente 

baixa CTC, a volatilização de amônia resulta mais significativa (CHAO & 

KROONT JE, 1964; GASSER, 1964; ANJOS & TEDESCO, 1976 e BURESH, 1987). 

De fato, MARTINS & BREMNER ( 1989) encontraram correlações diretas 

significativas entre a amônia volat11ízada e o teor de areia e de carater 

inverso, em relação ao teor de s11te e argna em d1f erentes solos. Por outro 

lado, a v1nhaça deve estar contr1buindo indiretamente para aumentar essas 

perdas ao favorecer a hidrólise mais ativa da uréia, pela maior retenção 

deágua no solo (ROSENFELD et alii 1, citados por ORLANDO Fº et al1i, 1983) 

1 ROSENFELO,U.; BAPTISTELA,J.R.; LEME, E.J.A. Aplicação de vinhaça por aspersão em Latossol Roxo. 
ln: CONGRESSO NACIONAL DOS TÉCNICOS AÇUCAREIROS DO BRASIL, 2, Rio de Janeíro, 1981.Anais. Rio 

de Janeiro,STAB, 1981.p. 235-48. 
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e :::<:lo aumento da atividade da urease como seria esperado, pela adição de 

material orgânico solúvel ao solo. Também a adição de cátions trocáveis 

contidos na vinhaça: K+, ca2+ e Mg2+ principalmente (NUNES et alii, 1981; 

1982 e CA.�ARGO et alii, 1983) concorreriam com o NH/ proveniente da 

h1dról1se da uréia pelo sistema de troca, sendo transportado pela corrente 

de evaporação de água até a superffc1e do solo, entrando no equll íbrio 

NH/ ;..� NH3 na solução do solo e ficando portanto, exposto a perda por

volatilização. 

Diferentemente da uréia que foi incorporada e favoreceu a 

expressão das características próprias de cada solo no processo de 

volatilização, a vinhaça foi aplicada superficialmente resultando em sua 

menor difusão no solo argiloso, e portanto, dos compostos nitrogenados 

associados ao material orgânico coloidal da vinhaça. Somado aos efeitos 

indicados anteriormente, outros processos estariam sendo mais 

intensamente estimulados no solo arg1loso e que favoreceriam a perda do 

N-vinhaça mais vigorosamente nesse t1po de solo. Conhecido é o aumento

da atividade microbiana em solos sob a influência da vinhaça (LEAL et a111,

1983) favorecendo o processo de amonificação por um lado (AMARAL

SOBRINHO et aHi, 1987) tanto do N-nativo como dos compostos

nitrogenados solúveis da própria vinhaça (71,6% em média segundo o

fracionamento efetuado neste estudo), assim como do eventual aumento do

pH (não determinado) provocado principalmente por reações de redução

(que consomem ions H+ ) e que se refletem no abaixamento do potencial

redox do solo (LEAL et al1i, 1983), assim como pela intrcduç:o :-10 �:,lo de

cátions básicos da vinhaça (NUNES et alii, 1981 ). Portanto, perdas mais
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efetivas por volatilização, assim como, por desnitrificação do N-vinhaça 

em solos argilosos, poderiam estar contribuindo para favorecer uma 

resposta mais efetiva das soqueíras de cana-de-açúcar a complementação 

nitrogenada em solos com conteúdo de argila maior, como sugerido por 

PLANALSUCAR ( 1979) e observado em alguns trabalhos (PEREIRA et alii, 

1985; ROBAINA et alií, 1984 e SOBRAL et alii, 1987). Obviamente, este 

estudo que utiliza pela primeira vez de vinhaça- 15N requer da confirmação 

de outros que venham a ut111za-1a num sentido ma1s amplo. Resulta 

relevante poder discriminar as f entes de nitrogênio disponive1s para a 

soqueira no periodo de maior demanda, produto das interações das diversas 

fontes (N-solo, N-f1xado, N-vinhaça e N-adubo) com o sistema solo-planta, 

na definição das verdadeiras necessidades de complementação ou 

subst1tu1ção nitrogenada, em áreas com apl1cação de vinhaça 

4.2. 1. Precisão da estimativa do NrSPV (balanço-15N) e do

NvtPV (extratos por dfgestão-desti!açãoJ em relação a 

variabi/1dade experimental e de compos1�"ão isotopica da 

vin/Jaça-15N.

Embora seja assumido comumente que a distribuição do 

nitrogênio marcado seja uniforme entre diferentes partes da planta, 

inclusive dentro de um mesmo tecido, e que sua distribuição dentro da 

planta seja igual para todos os periodos de crescimento, estas suposições 

não são válidas como indicado por HAUK & BREMNER ( 1976) Faz-se 

necessário portanto, recorrer a partição do nitrogênio entre as díf erentes 
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p2rtes da planta e frações metabólicas em função do tempo. De fato, como 

indicam essE:s autores, quando se adiciona material orgânico enriquecido 

com 15N ao solo, com a finalidade de estudar a decomposição desse

mater1al, não é considerada a distribuição heterogenea do 15N entre os 

constitu1ntes nitrogenados labeis e mais estáveis. Este estudo confirma o 

observado por esses autores. O fracionamento nitrogenado efetuado na 

vinhaça com as correspondentes concentrações de 15N no Nt e Ns, 

determinadas diretamente e da fração Ni estímada pela equação de diluição 

isotópica, mostraram essa desun1formidade, que foi acentuada nos 

primeiros ciclos de produção de vinhaça-15N (Ver Tabela 12). Portanto, foi 

conveniente explorar os resultados em termos de precisão da estimativa 

de NrSPV e NvtPV deste estudo, tanto quanto para a variabi1 idade 

experimental, como para a variabilidade da composição isotópica de 15N 

nas vinhaças utilizadas. 

Para o balanço- 15N foi efetuada essa comparação nas amostras 

de terra considerando os resultados individuais de cada unidade 

experimental, da est1rriativa do nitrogênio residual no solo proveniente da 

vinhaça (Ver Tabela 18). Pode-se verificar que a precisão na determinação 

de NrSPV (C. V. = 15%) resultou principalmente da variação da concentração 

média de 15N entre as parcelas (C. V. = 10-11 %) comparada a do N-total 

(C.V. = 4,0%). A comparação das médias para essa variável não apresentou 

d1ferença significativa, tanto em termos de variabilidade experimental 

como isotópica nas frações nitrogenadas da vinhaça- 15N. Pode-se 

constatar também que a variabi !idade isotópica não f oí diferente da 

experimental em termos de coeficiente de variação, e que o intervalo de 
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c1r.fi2nçJ sugere a provável perda do N-vinhaça na estimativa do 

balanço- 15N. Por tanto, a utilização neste estudo da concentração de 15N 

ccrrespcndente ao conteúdo de N-total da vinhaça marcada (6,205 e 6,531 

átomos% excesso para os solos LR e PV, respectivamente) não representou 

maior fonte de erros sob o aspécto metodológico. 

A análise da precisão analitica da variáve 1 NvtPV efetuada nos 

extratos por digestão-destilação dos subtratamentos V*-U para os solos 

LR e PV, pode ser apreciada na Tabela 19. O solo LR apresentou variação 

isotópíca significativamente inferior (CV= 18%) em relação a variação 

experimental (C.V.=38%). A comparação das médias do NvtPV não mostrou 

d1f erença significativa quando considerada a composição isotóplca das 

diferentes frações do N na vinhaça, sendo que a variação experimental 

mostrou diferença entre as médias. O intervalo de confiança, por sua vez, 

está sugerindo a presença de N-volat1ltzado proveniente da vinhaça, apesar 

da amplitude do próprio intervalo. 

No solo PV foi utilizada vinhaça- 15N proveniente do 32 ciclo 

fermentativo que apresentou maior variabilidade isotópica que 

experimental, com menor precisão (C.V.=72,0%) na estimativa de NvtPV. 

Esta situação exemplifica os cuidados que assinalam HAUK & BREMNER 

( 1976) em relação a material isotopicamente heterogeneo. Resulta diflcil 

neste subtratamento avaliar se a utilização da concentração de 15N 

correspondente ao N-total da vinhaça tenha sido o mais adequado, quando é 

desconhecida a precedência das formas do nitrogênio na mineralização. 

A1nda assim, os intervalos de conflança estão indicando que essas perdas 

foram menores para o solo LR. 
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Do discutido anteriormente, deve-se colocar em evidência que 

a utilização em futuros estudos de vinhaças- 15N assim como de qualquer 

material marcado com o traçador, requer que se efetue um prévio 

fracionamento de seus compostos nitrogenados, a fim de estabelecer o 

ntvel de confiança que possa ser obtido com os resultados, evitando com 

isso problemas que levem a interpretações erradas nesses estudos. 
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5. CONCLUSÕES

Em relação ao procedimento de marcação da vinhaça com o isótopo 

15N os resultados permitiram concluir que:

- O crescimento do lêvedo em meio contendo 15N-NH/, antes

da sua utilização na fermentação etanól1ca, apresentou-se como o 

procedimento mats viável para a produção de vinhaça marcada com o 

traçador. 

Em relação ao estudo de perdas gasosas de N provententes da 

aplicação complementar de uréia-15N em solos com aplicação de

v1nhaça- 15N, os resultados permitiram concluir que: 

- As perdas gasosas do N-uréia foram segundo o método de

balanço de 15N de 11,2 e 15,3% respectivamente, quando efetuada sua

simples incorporação em relação a complementação aa vinhaça no solo LR. 

No solo PV as perdas respectivas foram de 17,5 e 25,2%. 

- As perdas de N-vinhaça com complementação mineral de

N-uréia foram de 59, 1 e 13,5% nos solos LR e PV, respectivamente.

- A utilização da vtnhaça-15N requer que seja fe1to o

fracionamento nitrogenado e aná11se da composição ísotópica das frações 

nitrogenadas da mesma, para garantir que essa variabilidade mostre 

precisão simHar a aquela obtida considerando a variabilldade biológica e

experimental do estudo. 
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APENOICE : Glossário de Termos. 

I.Pradução de vinhaça marcada cam 15N

Material marcado com 15N. Substância que contem o isótopo estável

numa concentração superior a abundanc1a natural, sem apresentar 

composição isotópica uniforme entre os diversos compostos n1trogenaaos. 

Ex. matería orgânica marcada com 15N.

Mater1al enr1quec1do com 15N. Substância que contém o isótopo estável

numa concentração superior a abundancia natural, apresentando 

composição isotóp1ca uniforme do composto nitrogenado simples presente 

na substância. Ex. uréia-15N.

(NaPSA) Nitrogênio assimilado pelo lêvedo proven1ente do 

s.a.- 15N. Fração absoluta do nitrogênio total do lêvedo assimilado da

fonte nitrogenada marcada em cada ciclo fermentativo. 

(NdPSA) Nitrogênio desassimilado do lêvedo proveniente do 

s.a.- 15N. Fração absoluta do nitrogênio total do lêvedo que foi liberado

durante o processo fermentativo devido a l1se celular, proveniente do 

aquele que assimilou previamente no processo de multiplicação celular da 

fonte nitrogenada enriquecida. 

CN1PSA) Nitrogênio no lêvedo proveniente do sulfato de 

amôn10- 15N. Corresponde a fração absoluta do nitrogênio total do lêvedo,

assimilado da fonte nitrogenada marcada ( s.a.-15N neste estudo) em forma

acumulativa nos ciclos fermentativos consecutivos. 
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(NvPSA) Nitrogênio na vinhaça proveniente do s.a. -15N. Fração

absoluta do nitrogênio total da vinhaça que ficou com o traçador, não 

sendo assimilado durante o processo fermentativo (procedimento FESE 

de marcação) ou aquele proveniente do lêvedo previamente marcado 

(procedimento FELE de marcação). 

2 Fracionamento nitrogenado. 

(NO Nitrogênio insolúvel. Estimado pela diferença entre o N-total do 

componente determ1nado por digestão-destilação e Ns. 

CNs) Nitrogênio solúvel. Parte do N-total do componente da fermentação 

(lêvedo e vinhaça) extraido com solução de etanol 80% (v/v) segundo o 

procedimento proposto por KABAT & MAYER ( 1967) e efetuado a seguir 

digestão-destilação Kjeldahl. Essa fração foi div1dida em N-amino solúvel 

(N-as) determinado co1or1metricamente e N-não amino solúvel (N-nas) 

calculado pela diferença de (Ns) - (N-as). 

3. Perdas gasosas de N da vinhaça e uréia.

(NrSPF) N1trogên1o residual no solo proveniente do ferti11zante. 

Fração absoluta do N-fertilizante enriquecido com 15N presente numa 

massa de solo determinada. 

(NSPf) Nitrogênio no solo proveniente do ferti11zante. Proporção 

relativa do N-ferti lizante enriquecido com 15N em relação ao N-total do 

solo, presente numa massa determinada. 

(NvtPf}N1trogên1o vo1at111zado tota1 proven1ente do fert111zante. 

Perdas gasosas do N-fert11izante estimadas pela diferença entre o N 

aplicado e o NrSPF, incluindo perdas na forma de N� como por 

denttrtf1cação, sempre que as perdas por ltxiviação sejam evitadas. 




