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DEGRADACAO DE BIOSSOLIDO INCORPORADO AO
SOLO AVALIADA ATRAVES DE MEDIDAS
MICROBIOLOGICAS

Autor: PAULO FORTES NETO
Orientadora: Profa. Dra. ELKE JURANDY BRAN NOGUEIRA CARDOSO

RESUMO

O trabalho, com o objetivo de avaliar as alteragdes na atividade microbiana e na
comunidade de microrganismos de um solo tratado com doses de biossolido, foi
desenvolvido em condi¢des de campo na Estagdo Experimentalldo Instituto de -
Pesquisa Florestal da Universidade de S&o Paulo, numa 4rea com reflorestamento
de eucalipto em um Latossolo Vermelho — Amarelo, localizada no municipio de
Itatinga/SP. O lodo foi obtido na estagéo de tratamento de esgoto da Companhia
de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo (SABESP), em Barueri /SP. As
doses correspondentes a 0, 10, 20,40 e 60 Mg.ha'_‘ de bissélidos foram aplicadas
e distribuidas superficialmente na ‘unidade experimental de 1m? e, depois,
incorporadas a 10 cm de profundidade no solo. Em cada unidade experimental
foram coletadas 10 subamostras de solo a profundidade de 0-20 cm, antes da
adigdo de biossolidos e, depois, de 30 em 30 dias, apds a aplicagdo de doses de
lodo, num periodo experimental de 240 diasf/Apés as amostragens no campo, 0s
solos foram passqdos em peneira de malha 2 mm, retirando-se subamostras para

determinagdo da umidade gravimétrica e andlise quimica e microbiologica
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tais como liberagdo de CO,, biomassa microbiana, quociente metabdlico (qCQO,),
atividade celulolitica, contagem de bactérias, fungos, amonificadores, formagéo
de NH', e hidrélise de diacetato de fluoresceina.

De acordo com os resultados obtidos, foram observadas diferengas
significativas entre as doses de biossélidos e épocas de amostragem, sobre a
varia¢do das medidas microbiologicas no solo. De uma maneira geral, o impacto
do biossolido sobre a atividade microbiana e os microrganismos do solo somente
foi observado nas parcelas que receberam a incorporagdio de 40 e 60 Mg ha™ de
biossdlido. A liberagdo de CO,, biomassa microbiana, quociente metabolico,
porcentagem de celulose degradada e numero de bactérias e amonificantes
representaram, com maior confiabilidade, a decomposi¢do do biosso6lido no solo.
Essas medidas microbianas foram influenciadas pela mineralizagdo do carbono e
nitrogénio, liberagdo de f6sforo, célcio, cobre, zinco e pela elevagéo no pH do
solo.

J& o método de diacetato de fluoresceina hidrolisado ndo foi eficiente na
quantificacdo da atividade microbiana durante a degrada¢io do biossdlido no

solo, e o numero de fungos foi sensivel apenas durante os primeiros 120 dias.

’



THE USE OF MICROBIOLOGICAL MEASURES TO DETERMINE THE
ALTERATIONS IN THE SOIL CAUSED BY THE APLICATION OF
BIOSSOLID.

Candidate: PAULO FORTES NETO
Adviser: Profa. Dra. ELKE JURANDY BRAN NOGUEIRA CARDOSO

SUMMARY

This paper aims at evaluating the alterations in the microbial activity and
in the micro-organisms community of a soil treated with growing doses of
biossolid. The work has been carried out in field conditions at the Experimental
Station of the Forest Research Institute of the “Universidade de Sdo Paulo” in an
area of Typic Hapludox reforested with Eucalyptus grandis located in the
township of Itatinga, S.P. The biossolid has been produced in the treatment
station of the Basic Sanitation Company of S&o Paulo State (SABESP), in
Barueri, S.P. The doses of biossolid corresponding to 0, 10, 20, 40 and
60 Mg.ha'! have been applied and distributed superficially in the experimental
unity of Im? and ‘later incorporated at 10 cm deep in the soil. In each
experimental unity 10 sub-samples of soil have been collected at a depth of 0-20
cm, before the addition of biossolid, and afterwards at every 30 days after the
application of growing doses of biossolid, within a 240-day experimental period.
After the field sampling, the samples were sieved on a 2mm mesh sieve, when
sub-samples were taken in order to determine the gravimetric moisture and the

biochemical and micro-biological analyses (liberation of CO,, microbial

A
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such as liberation of CO,, microbial biomass, metabolic quotient (qCO,),
cellulolytic activity, bacteria, fungi, and amnonifiers counting, formation of
NH",, besides hydrolysis of the fluorescein diacetate.

According to the results obtained from this study, significant differences
can be seen between the doses of biossolid and the sampling time on the
variations in the microbial parameters of the soil.

In general, the impact of biossolid on the microbial activity and on the soil
micro-organisms was only observed in those fragments which received the
incorporation of 40 and 60 Mg ha™ of biossolid. The CO, liberation, microbial
biomass, metabolic quocient, percentation of degraded cellulose, and the number
of bacteria and ammonifiers represented, more reliability, the decomposition of
biossod in the soil. These microbial measures were influenced by the
mineralization of carbon and nitrogen, liberation of phosphorus, calcium, copper,
zinc and by the elevation in the pH of the soil.

Nevertheless, the method of hydrolysis of fluorescein diacetate was not
effective was not effective on the quantification of the microbial activity the
biossolid degradation in the and the number of fungi was sensitive during the first

120 days.



1 INTRODUCAO

A réapida urbanizag8o, a industrializagdo e o crescimento populacional tém
provocado os mais diversos € complexos problemas na 4rea de saneamento
basico. Dentre eles destaca-se a produgéo diédria de esgoto que, disposto em locais
sem maiores cuidados sanitarios, causa a polui¢do e a degradagdo do ambiente.

O processo geralmente adotado para a destinagéo final, na maioria dos
municipios brasileiros, é o descarte do esgoto in natura nos corpos d’agua (rios e
mar). Essa forma de deposicéo final favorece o desenvolvimento de organismos
vetores e causadores de doengas, além de contaminar o ambiente com substancias
téxicas. Entretanto, algumas cidades do Pais adotam técnicas para tratar as aguas
servidas, provenientes de areas residenciais, industriais e comerciais, em estagdes
de tratamento de esgoto. Essas esta¢des de tratamento geram um residuo orgénico
semi- s6lido denominado de biossolido ou lodo de esgoto.

Na Regido Metropolitana de Sdo Paulo, a empresa de Saneamento Bésico
do Estado de Sédo Paulo (SABESP), por meio das cinco Esta¢cdes de Tratamento
de Esgotos (ETE’s), produz diariamente cerca de 278 Mg dia” de lodo de esgoto
(base seca). Esse residuo, depois de desidratado, € enviado para ser depositado no
aterro sanitdrio. A disposi¢do do biossolido em aterro sanitdrio vem
proporcionando aumento no custo operacional da estagéo de tratamento, devido
as despesas com o transporte € ao confinamento do biossdlido em células dentro
do aterro sanitario. Além dos custos, a disposi¢éo didria de biossélido reduz o

tempo de vida util do aterro sanitdrio. Nesse aspecto, entre as alternativas
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recomendadas para desviar o biossolido do aterro sanitario, temos: incinerag#o,
utilizacdo do biossolido na fabricacdo de agregados leves e tijolos para a
constru¢do civil, produgdo de adubos organominerais, producdo de Oleo
combustivel e reciclagem do lodo em solos agricolas e florestais.

Devido a composi¢do quimica € & presenga de matéria orginica no
biossodlido, a utilizag@o agricola e florestal ¢ uma das alternativas de tratamento
promissora, pois, além de reduzir o custo operacional da estacdo de tratamento de
esgoto, aumenta o tempo de vida 1til do aterro sanitario € melhora as condi¢des
de fertilidade do solo e nutri¢éo de plantas.

A utilizag@o do lodo de esgoto em solos agricolas vem sendo pesquisada
desde 1925, nos Estados Unidos, Holanda, Reino Unido e Dinamarca. No Brasil,
recentes trabalhos desenvolvidos pelo Programa de Saneamento Bésico do Estado
do Parana confirmam que a reciclagem agricola do lodo € uma técnica alternativa
para a disposi¢do desse residuo.

Em relag@o ao uso agricola do lodo de esgoto, varios trabalhos realizados,
tanto em condi¢Ges de clima temperado, quanto de clima tropical, relatam sobre a
eficiéncia do lodo como: condicionador fisico; fornecedor de macronutrientes ( N,
P, Ca, Mg, e S) e micronutrientes ( Zn, Fe, Cu e Mn) para o solo ¢ a planta e
agente de aumento na produtividade de culturas de gréios e forrageiras e na
liberagdo de metais pesados no solo. Contudo, apesar de os microrganismos
atuarem nos processos de decomposicdo da matéria orginica € mediarem a
mineraliza¢8o dos nutrientes no solo, sdo poucos os trabalhos desenvolvidos em
condic¢des de solos tropicais € ﬁ/gmpo, para avaliar as alteragcdes que ocorrem na
dindmica da comunidade de microrganismos e na atividade microbiana do solo
apos a aplicacdo de lodo de esgoto.

Com base no exposto, o presente projeto teve como objetivo avaliar,
duranfe o periodo de 240 dias, as alteragdes na atividade microbiana € na

comunidade de microrganismos do solo, a partir das estimativas de liberagédo de
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CO,,biomassa microbiana de carbono, coeficiente metabdlico, atividade
microbiana celulolitica, hidrdlise de diacetato de fluoresceina, contagem de
bactérias, fungos e amonificadores e as transformagées de nitrogénio em solos

tratados com doses de lodo de esgoto.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Biossolido

O biossoélido € um material semi-sélido e orgénico, resultante do sistema
de tratamento bioldgico das 4guas residudrias provenientes das residéncias e
estabelecimentos comerciais, agroindustriais e industriais, que pode ser utilizado
com seguranca na agricultura (CETESB, 1999). Estima-se que a producéo anual,
em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos da América e alguns da Unifo
Européia, em matéria seca, é de 4, 5 x 10% e 5,4 x 10° Mg dia!, respectivamente
(Miyasaka et al., 1983; Lake et al., 1984). Segundo a SABESP (1998), sdo
produzidos diariamente, pelas cinco EstacGes de Tratamento de Esgotos da
Regifio Metropolitana de S@o Paulo, cerca de 278 Mg (base seca) de lodo de
esgoto.

Atualmente a producfio € incipiente na grande maioria das cidades
brasileiras, porque os esgotos gerados s@o lancados in natura nos cursos d’agua;
porém, a geracdo de lodo tenderda a aumentar em fun¢do do crescimento
populacional e industrial € do aumento da conscientizacido em relacdo a
necessidade da despolui¢éo ambiental (Melo etal., 1994; Oliveira et al., 1995).

No mundo todo a destinagdo final do lodo, gerado nas esta¢des de
tratamento de esgotos municipais, constitui-se num sério problema. De acordo
com Vicent & Critcheley (1984) a produg@o média didria de esgoto por habitante

¢ de 82g em base seca. As técnicas de disposicdo e/ou aproveitamento do
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lodo véo desde o simples descarte no mar (proibido nos EUA e Europa), descarte
em aterros sanitarios, incineragfo, uso agricola e florestal, recuperacdo de éareas
degradadas, fabricagdo de agregados leves para construgéo civil, tijolos, adubos

organo-minerais e produgéo de 6leo combustivel (Tsutya, 1999).
2.2. Utilizacéo agricola do biossdlido

A utilizag@o do lodo em solos agricolas vem sendo avaliada desde 1925,
nos EUA, Holanda, Reino Unido e Dinamarca, onde cerca de 45% do lodo de
esgoto sfo aproveitados na agricultura (Kirkham, 1982; Juarez et al. 1987). Na
cidade de Nova lorque, a produgéo didria, de 220 Mg de lodo de esgoto (base
seca), ¢ transformada em grénulos com didmetros variando entre 2 € 4 mm, que
depois s@o transportados para vérias regides dos EUA, onde séo aplicados em
areas com cultivo de trigo, citros, pastagens e recuperagéo de areas degradadas
(Santos, 1996). No Brasil, recentes trabalhos desenvolvidos pelo Programa de
Pesquisa em Saneamento Basico (PROSAB), no Estado do Parand, confirmaram
que a reciclagem agricola do lodo ¢ uma técnica alternativa para o tratamento do
lodo, quando os teores de metais pesados e a presenga de organismos patogé€nicos
estdio dentro dos limites propostos pela legislagéo (Fernandes et al. 1996).

Quanto a legislagdo, a Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental
(CETESB) publicou, em janeiro de 1999, a norma P 4.230, com o objetivo de
estabelecer os procedimentos para a elaboragdo de projetos de utilizagdo de
biossdlido em areas agricolas no Estado de Séo Paulo (CETESB,1999).

Em relag8o ao uso agricola do lodo de esgoto, varios autores relatam a
eficiéncia do lodo como condicionador fisico para o solo, melhorando a
porosidade e a infiltragdo da dgua e aumentando a resisténcia do solo contra a

acdo da erosdo (Jorge et al., 1991; Marciano, 1999).



Quanto ao aspecto de fertilidade do solo, Berton et al. (1989) verificaram
elevacdo no pH dQ%i%uégfedug:ﬁo nos teores de aluminio trocavel, quando doses
de lodo foram adicionadas ao solo. Esse aumento no pH, decorrente da
incorporacdo de biossolido, deve-se a alcalinidade do material, associada as
reagdes de oxi-redugdo da matéria orgénica presente no solo, a na liberagdo de
amonio proveniente da degradacdo de compostos nitrogena&os existentes no lodo.
Devido a ocorréncia dessas rea¢des no solo, o aluminio trocivel € neutralizado,
por meio da precipitacdo com os ions hidroxilas, € também complexado, pelas
fragdes de matéria orgénica provenientes da decomposi¢do do lodo no solo
(Berton et al., 1989; Oliveira, 1995).

A adicdo de lodo em doses elevadas aumenta o teor de carbono orgénico
do solo. Melo et al. (1994) avaliaram as fra¢cdes de matéria orginica € a CTC de
um latossolo cultivado com cana-de-agiicar com adigéo de 4, 8, 16 ¢ 32 Mg ha™
de lodo de esgoto. Os resultados demonstraram que o lodo apenas na dose de 32
Mg ha™! determinou aumento significativo no teor de carbono orgénico e na CTC
do solo. Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente por Terry et al.
(1979), quando a adi¢do de 90 Mg ha' de lodo duplicou o teor de carbono
orgénico nos primeiros 5cm do solo e aumentou a CTC de 1 a 2 mmolcdm™ de
solo.

A medida que o biossolido se decompde no solo, os nutrientes sdo
liberados para a solu¢do do ‘solo, de onde serdo absorvidos pelas raizes,
imobilizados pelos microrganismos ou lixiviados para os horizontes inferiores do
solo.Vérios autores verificaram que os teores de fOsforo, cdlcio e magnésio
aumentaram proporcionalmente ao aumento das doses de biossolido adicionadas
no solo e que a baixa disponibilidade de potissio trocdvel no solo foi
conseqiiéncia dos baixos teores desse elemento no lodo (Berton et al. 1989;
Oliveira, 1995; Silva; et al., 1998). Com respeito as necessidades das culturas,

varios trabalhos tém demonstrado que a adi¢do de lodo de esgoto proporciona



aumentos na produtividade das culturas. Leslie (1970) e Mays et al. (1973)
relataram que o crescimento vegetativo e a produgdo de grios de varias culturas
em solos tratados com lodo foram iguais ou superiores aos das mesmas plantas
desenvolvidas em solos adubados com fertilizantes minerais nas doses
recomendadas.

Em experimento com as culturas de soja e de arroz, Bettiol et al (1982)
verificou que o biossolido na dosagem de 9 Mg ha supriu as necessidades das
culturas. Entretanto, Reddy & Dunn (1984) observaram uma elevagio na
producdo de soja, com doses de até 120 Mg ha, e Rappaport et al.(1988) na
cultura do milho, com doses de até 210 Mg ha”. Em um sistema de produgio da
bracatinga com feijio e milho consorciado, Lourenco et al. (1996) concluiram
que a adicdo de lodo favoreceu significativamente a produtividade do feijdo e do
milho. A aplicagéo de 43 Mg ha! aumentou a produtividade do feijédo e, para
aumentar a de milho, foi necessaria a dose de 66 Mg hal. Dessa forma, doses ao
redor de 50 Mg ha™ deverfio aumentar a produtividadé de ambas as culturas.

Trabalho realizado por Favaretto et al. (1997), com o objetivo de analisar o
efeito da adubag@o orginica com doses de biossdlido, em sistema de preparo
convencional do solo, no crescimento € na produtividade da cultura do milho
verificaram que a adicdo de 32 Mg ha de lodo de esgoto substituiu a adubagio
mineral recomendada para a cultura desse cereal.

Os principais agentes de poluicdo existentes no lodo sdo os metais pesados,
devido a alta capacidade que esses elementos apresentam para se acumular no
ambiente e entrar na cadeia tréfica, pelo caminho: lodo, solo, planta, animal e
homem (Kabata — Pendias & Pendias, 1985).

Quanto ao potencial do biossélido para liberar metais pesados para o solo e
as plantas, alguns autores t€m apontado que a disponibilidade desses elementos

depende do pH, teor de matéria orginica, contetido de argila, CTC e presencga de



oxidos de ferro e aluminio no solo (Sawhney & Norvell, 1980; Logan & Chaney,
1983; Mattiazzo-Prezotto, 1994; Bertoncini & Mattiazzo 1999).

2.3. Propriedades microbianas indicadoras de alteracdes no solo

Os estudos referentes ao uso de propriedades microbianas para avaliar as
alteracdes que ocorrem no solo, ap6s a aplicagdo de biossolido, tém sido
desenvolvidos com o objetivo principal de verificar a agéio dos metais pesados,
adicionados na forma de sais, sobre a comunidade e a atividade microbiana do
solo. Por isso, a maioria dos trabalhos relativos a adigéo de lodo refere-se aos
efeitos toxicos dos metais pesados, provenientes de biossdlido, sobre os grupos de
microrganismos € as atividades microbianas do solo. Praticamente sfo raros os
trabalhos realizados em solos tropicais € sob condig¢éo de campo para analise das
relagdes ‘das alteragdes quimicas no solo ocasionadas pela aplicagdo do lodo.
Porém, sdo muitos os trabalhos referentes & interagdo da microbiota do'solo e 0s
metais pesados liberados pelo lodo em solos de regido de clima temperado, em
‘experimentos realizados em condi¢bes de laboratério e de campo. Também tem
sido observado que muitos desses estudos sé@o realizados com aplica¢do de metais
pesados na forma de sais. De acordo com Jahnel et al. (1999), doses de metais
pesados que sdo toxicos na forma de sais podem néo ter efeito, quando ligados a
matéria orginica; mas, com o passar do tempo, a matéria orginica vai sendo
consumida e os metais pesados poderfio ser liberados para a solugdo e provocar
alteracdes na comunidade microbiana do solo.

A utilizacdo de propriedades microbianas para indicar a qualidade do solo
vem sendo pesquisada porque os microrgaﬁismos mantém uma intima relacéo
com as propriedades quimicas e fisicas e também porque sdo responsaveis por
inimeros processos bioldgicos e bioquimicos do solo; por isso, sdo sensiveis as

alteragdes de origens naturais e antropogénicas que ocorrem no solo. Entretanto,



apesar dessa caracteristica dos microrganismos, ha vérios critérios basicos para
que uma propriedade microbiana possa ser considerada como indicadora ideal
para avaliar as alteragdes resultantes do manejo dado ao solo (Brookes, 1995;
Marchiori Junior & Melo, 1999).

De acordo com Brookes (1995), a propriedade microbiana deve apresentar
as seguintes caracteristicas: (1) ser mensuravel de forma acurada; (2) ser testada
em uma variedade de tipos e condi¢des de solo; (3) ser sensivel a acdo do
poluente; e (4) apresentar validade cientifica confidvel.

As propriedades microbianas sensiveis as varia¢cdes provocadas no solo
pelos elementos poluidores sdo divididas em trés grupos. O primeiro € aquele que
mede a acdo de toda a atividade microbiana; o segundo determina o tamanho da
populacdo microbiana de um organismo, de um grupo funcional, ou da
comunidade; e o terceiro ¢ a correlagdio da atividade com a comunidade
microbiana predominante no solo (Brookes, 1995).

As andlises microbioldgicas parecem ser tuteis na avaliacdo da qualidade
do solo; porém, vérios autores relataram a necessidade de se utilizarem diversas
andlises a0 mesmo tempo, para se ter uma no¢do mais precisa das interferéncias
ocasionadas no ambiente e pelos poluentes no solo (Brookes, 1995).

Nos estudos para determinar o efeito do manejo do solo sobre as
atividades e a dindmica das comunidades microbianas no solo, as analises mais
utilizadas s@o: liberacdo de CO, pela respiracdo microbiana; mineralizagéo de
nitrogénio e carbono; fixacdo biologica de nitrogénio; atividades de enzimas;
contagem de grupos microbianos € biomassa de carbono. De acordo com Brookes
(1995), esses estudos fornecem dados importantes para o descarte, monitoramento
e recuperacdo de solos poluidos com metais pesados e, para Campbell et al.
(1992), essas anélises microbianas sdo importantes como indicativos da qualidade

do solo.
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2.3.1. Liberacio de CO,

A respirometria ¢ um método que determina a quantidade de carbono
liberado do solo na forma de CO,, resultante da decomposi¢do da matéria
orgdnica pela comunidade microbiana quimiorganotréfica do solo. Por esse
método, pode-se quantificar a quantidade de carbono que esta sendo degradada no.
solo e também verificar se as condi¢des climéticas e a presenga de elementos
poluentes, existentes na carga orgnica do lodo, estdo ou ndo comprometendo a
atividade microbiana na decomposi¢do e na mineraliza¢&o do carbono no solo.

A determinagdo da liberagdo de CO, € um método que, quando utilizado
sob condi¢des controladas de umidade (40-50% da capacidade de campo) e
temperatura (15-25°C), pode proporcionar dados confidveis a respeito da
decomposicdo da carga orginica do residuo no solo (Jenkinson & Powlson,
1976). Entretanto, durante a aplicacdo do método, deve-se verificar se a emissdo
do CO, reflete as variagdes proporcionadas pelo ambiente (umidade e
temperatura) ou de agentes poluentes, como metais pesados, sobre a comunidade
microbiana do solo (Brookes, 1995). Isso porque, quando a respiragdo microbiana
¢ determinada em amostras de solo coletadas no campo, essas amostras estio sob
a influéncia das condi¢Ges climdticas do momento da coleta, o que podera
proporcionar acentuadas variagSes nos resultados (Brookes, 1995). Estudos
realizados por Cook & Graves (1987) mostram essa flutuagdo ou variacdo de
ordem natural. Nesse estudo, a liberacdo de CO, no solo foi monitorada
diretamente em uma 4rea no campo durante 52 semanas (entre abril de 1977 e
maio de 1978). A liberagdo do CO, foi maxima, com aproximadamente 950 pg de
CO, cm” de solo em condigdio de verfo, ‘quando a temperatura foi bastante
elevada; mas depois declinou para menos do que a metade deste valor, em
dezembro desse mesmo ano, quando a condic¢do climatica predominante foi de

inverno com baixa temperatura. A influéncia da variac8o sazonal sobre a emiss@o
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de CO, do solo natural também foi observada por Burke et al. (1995); Trasar -
Cepeda et al. (1998).

No Brasil, Cattelan & Vidor (1990) e Balota et al. (1998) avaliaram a
atividade microbiana do solo submetido a sistemas de preparo e sucessdo de
cultura e verificaram que as amostras de solo coletadas no inverno apresentaram
menor atividade respiratéria basal que as coletadas no periodo de ver@o. Isso
ocorre porque no verdo a temperatura varia dentro de uma faixa considerada
como adequada para a maioria dos microrganismos mesoéfilos que vivem no solo
(Dommergues & Mangenot, 1970).

Quanto aos estudos realizados para avaliar quais as concentragdes de
metais pesados existentes no lodo que inibem a respira¢do microbiana, alguns
autores t€m verificado que a atividade microbiana, de uma maneira geral, néo €
afetada quando biossolido contendo metais pesados € adicionado ao solo. Jahnel,
et al. (1999) verificaram que a adi¢do de lodo de curtume contendo 1.142,4 mg
kg'l de Cr, ao invés de diminuir, estimulou a produgdo de CO, no solo. Isso,
segundo o autor, ocorreu provavelmente devido 4 presenga da matéria organica
prontamente decomponivel e ao alto teor de nutrientes existentes no lodo. Esta
relagdo entre maior atividade bioldgica de CO, com o aumento do carbono do
solo e/ou da biomassa microbiana também foi observada por Hendrix et al. (1988)
e Balota et al. (1998), em amostras de solo coletadas em parcelas submetidas ao
plantio direto. De acordo com Lo et al. (1992), a matéria orgénica do lodo e do
solo atua na complexagio de metais, reduzindo a sua disponibilidade a curto
prazo e, conseqiientemente, a sua toxicidade, fornecendo, ao mesmo tempo,
carbono para os microrganismos do solo. Por outro lado, a auséncia de efeitos
prejudiciais da aplicagdo de lodo contendo metais pesados a curto prazo ndo ¢é
garantia de que efeitos prejudiciais sobre as atividades e comunidades

microbianas ndo venham a ocorrer posteriormente no solo (Witter et al., 1994).
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Tem sido observado que a liberagdo de CO, é influenciada pela
concentracdo e tipo de metal pesado somente quando este € adicionado ao solo na
forma inorganica. Hattori (1989, 1992) observou uma reducéo acentuada na taxa
de liberacdo de CO, somente quando foram aplicados no solo quantidades de
metais pesados semelhantes aquelas encontradas no lodo, porém sob a forma de
sais minerais. Dias-Jinior et al. (1998), por outro lado, observaram que a
presenca de metais pesados em altas concentra¢des de Cu, Cd, Pb € Zn inibiram a
emissdo de CO, no solo.

Essa tendéncia de reducdo da respiracdo microbiana ocorre porque os
metais pesados livres sdo rapidamente dissolvidos na solugdo do solo e ficam
disponiveis para serem absorvidos pelos microrganismos, causando assim
modifica¢des na morfologia, inibi¢&o no crescimento e alteracdes no metabolismo
dos microrganismos do solo, por meio de distirbios funcionais, desnaturagédo de
proteinas e destrui¢do da integridade da membrana celular (Leita et al., 1995).

Em relagéo a contribui¢do de grupos especificos de microrganismos para a
respiracdo de solos que receberam doses de lodo contaminado com metais
pesados, diferentes resultados t€m sido obtidos. Fliessbach et al. (1994)
observaram que 80% da emissdo de CO, em dois solos que receberam aplicacéo
de biossolido foram provenientes da comunidade fiingica. Em contraposicéo,
Hattori (1992) verificou que o aumento nas populagdes de fungos coincidia tanto
com a reducdo da liberagdo de CO,, quanto com a diminui¢do da comunidade
bacteriana, demonstrandoNque a respirag@o depende, principalmente, do grau de
toxicidade dos metais pesados sobre as bactérias no solo.

Dias-Junior et al. (1998), em uma éarea contaminada com rejeito de
mineracdo de processamento de Zn, veriﬁca{ram que a emissdo de CO, do solo
também foi influenciada pelo pH, carbono orgénico e presenca de vegetagdo, e
ndo apenas pela ocorréncia dos contaminantes Cu, Pb, Cd e Zn. Ainda nesse

mesmo estudo, pode-se verificar que as principais caracteristicas bioldgicas,
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responsaveis pela variagdo do CO; foram o nimero de amonificadores e de
bactérias totais, além dos teores de carbono orginico do solo € da biomassa

microbiana.
2.3.2. Biomassa microbiana de carbono

A biomassa microbiana é definida como a parte viva da matéria orgénica
do solo, excluidas as raizes € a mesofauna, € desta biomassa constam apenas
aqueles organismos que tém um volume menor que 5 x 10~ micrémetros. Com
poucas excegdes, ela representa de 2 a 3% do carbono orgénico do solo, variando
de acordo com o teor de matéria orgénica do solo. Assim, hd uma relagéo linear
aproximada entre essas duas vaﬁéveis, embora possam ser influenciada pelo pH e
por caracteristicas fisicas e profundidade do solo (Cerri et al., 1985; Post &
Beeby, 1993).

A decomposi¢iio da matéria orgdnica e a ciclagem dos nutrientes sdo
processos biolégicos intermediados pela atividade da biomassa microbiana do
solo. Essa atividade ¢ sensivel as variagGes das condi¢des bidticas e abidticas, o
que permite que o seu acompanhamento reflita possiveis modifica¢des no solo,
podendo ser considerada como uma boa indicadora das altera¢cdes resultantes do
preparo, do cultivo e da aplicagdo de lodo no solo (Chander & Brookes, 1993;
Balota et al.,1998).

A biomassa microbiana do carbono no solo pode ser determinada por meio
de métodos de fumigacfo-incubagdo e fumigagéo-extragdo (Jenkinson &
Powlson, 1976; Brookes & McGrath, 1984). O método de fumigag&o-incubacéo
apresenta a vantagem de permitir a obtengﬁb de resultados referentes a taxa de
respiracdo do solo e, a0 mesmo tempo, de estimar a biomassa microbiana pela
diferenga da emisséo de CO, entre amostras de solo nfio fumigadas e fumigadas.

Entretanto, esse método tem as suas limitagdes, tais como: néo ser aplicado em
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condi¢des de solos acidos, bem drenados ou encharcados, ou em solos de
rizosfera de pastagens permanentes € em solos com adi¢do recente de residuos
orginicos com alta relagdo C/N (Jenkinson & Powlson, 1976; Ocio & Brookes,
1990). Nesse caso, o método de fumigacdo-extragcdo ¢ considerado mais
confidvel, porque o carbono, proveniente da comunidade microbiana morta, €
determinado por extracdo quimica. Evitam-se, assim, os problemas associados ao
periodo de incubagdo, tais como inibi¢gdo do desenvolvimento microbiano pela
acidez do solo, variagdo da umidade e da temperatura, imobiliza¢do de nitrogénio
e desnitrificagdio, que interferem na liberagio do CO, durante a incubagfo. Por
isso, o método de fumigagdo-extracdo pode ser aplicado a uma grande variedade
de solos, inclusive aqueles com baixo pH, alto teor de matéria organica fresca e
baixo teor de umidade (Brookes & McGrath, 1984; Feigl et al., 1995).

Na determinagdo do carbono microbiano, via fumigacdo-incubacdo e
fumigag@o-extracdo, esses métodos assumem um fator denominado de constante
k, para estimar a quantidade de biomassa microbiana existente no carbono total
do solo. No método de fumigag@o-incubag¢do, o valor dessa constante (k;) é
determinada a partir do desenvolvimento de culturas puras de microrganismos
contendo glicose marcada com '*C, e da determinagfio do '*C liberado, na forma
de CO, por esses microrganismos, durante a incuba¢do sob fumiga¢do com
cloroférmio (Wardle & Parkinson, 1990). Nesse caso, o fator k. representa a
propor¢é@o do carbono da biomassa microbiana morta convertido em CO,. E no
método de fumigagdo-extracdo, o fator (k..) para estimar a eficiéncia da extragéo
do carbono microbiano ap6s a fumigagdo é calculado por meio de regressdes
entre o carbono extraido e a biomassa microbiana, determinada por outros
métodos com fumigagdo-incubagédo, respiraq:a?{o induzida pelo substrato e carbono
marcado (**C) (Sparling & West, 1988; Sparling & Zhu, 1993).

Estes métodos assumem que os valores de k. € de k.. sdo constantes para

todos os solos; porém, sabe-se que, assim como a composi¢do da comunidade
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microbiana varia em razdo das condi¢Ges ambientais, os solos também
apresentam uma ampla variacdo em sua constitui¢do fisica e quimica. Por isso,
alguns autores observaram variagSes nos valores de k. (0,41 a 0,50) e k.. (0,13 a
0,38) (Jenkinson & Powlson, 1976; Oades & Jenkinson, 1979; Anderson &
Domsch, 1978; Sparling & Zhu, 1993).

Estudos mais aprofundados apontam que as medidas de biomassa
microbiana certamente t€m suas limitagdes, para avaliar a qualidade do solo. Séo
essencialmente medidas denominadas de “caixas pretas”, porque n@o permitem
avaliacdo das alteracdes na estrutura da comunidade microbiana, por exemplo, as
mudancas que ocorrem na dindmica das populagdes de fungos e bactérias no solo.
No entanto, esse método, quando comparado com outros, aparentemente mais
sensiveis para determinar o nivel de degradacdo do solo, tem-se revelado muito
mais preciso para indicar as mudangas iniciais no conteido de matéria organica
do solo (Powlson et al., 1987; Brookes, 1995).

Em relacdo & agdo da aplicag@io de lodo sobre a biomassa microbiana do
solo, varios autores tém observado que as alteragdes que ocorrem na biomassa
microbiana estdo relacionadas com a concentragdo, tipo € forma de metais
pesados liberados péla decomposi¢do do lodo no solo. Assim, Brookes & Mc
Grath (1984) e Witter, et al., (1994), avaliando o balango de carbono no solo,
verificaram que o tratamento com biossolido, contendo metais pesados acima dos
limites permitidos pela Uniéo Européia, proporcionou uma redugéo na biomassa
do solo. Dodson et al., (1997) observaram, em um latossolo roxo tratado com
biossélido contendo doses de crdmio, que a biomassa microbiana foi afetada pela
adigdo de lodo contendo concentragio de 100 mg kg™ de crémio. Por outro lado,
Jahnel et al.,(1999), aplicando doses de lodo de curtume contendo concentracoes
de cromio acima de 100mg kg-', verificaram que a biomassa microbiana néo foi
inibida pela presenca do crdmio no residuo. Isso pode também ter ocorrido

porque o pH do solo variou entre 6 € 8 e, nessa faixa de pH, o Cr (VI) encontra-se
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insolavel; por isso, a inibicdo observada na biomassa microbiana foi atribuida
apenas a diminuicdo da disponibilidade de carbono para os microrganismos do
solo (Bartlett & Kimble, 1976).

Quanto ao tempo para avaliar a acdo dos metais pesados, liberados pela
mineraliza¢do do lodo, sobre a biomassa microbiana, Fliessbach et al. (1994) e
Chander et al. (1995) observaram que a adi¢c@o de doses de lodo contendo metais
pesados favoreceu o crescimento da biomassa durante quatro semanas apds a
aplicagdo do lodo, independentemente do teor de metais pesados existente no
lodo. Porém, depois de 64 semanas, foi verificado que a biomassa microbiana
diminuiu no solo que recebeu a aplicagdo de lodo com teores mais elevados de
metais pesados € que aumentou no solo que recebeu a incorporac¢éo de lodo com
baixos teores desses elementos. Provavelmente, a inibicdo da biomassa
microbiana do solo com lodo em concentragdes mais elevadas de metais pesados
ocorreu porque os complexos orginicos contendo os metais foram
desestabilizados, quando o carbono dos agentes ligantes foi consumido pelos
microrganismos € os metais foram liberados para a solugéo e absorvidos pela
microbiota do sol.

Dessa forma, nota-se que as alteragfes proporcionadas na dinidmica da
biomassa microbiana, pela adi¢do de lodo no solo, ocorrem também devido a
variagdo do pH e a decomposi¢do da matéria orglnica. A esse respeito, séo
poucos os trabalhos realizados para analisar o efeito da mudanga de
caracteristicas quimicas do solo ocasionada pela incorporagéo do lodo a biomassa
microbiana. Porém, em relagdo aos tipos de manejo do solo, varios estudos t€ém
verificado que a biomassa microbiana € favorecida por préticas que modificam os
teores de N, Ca, Mg, K, P, pH, CTC e carbono orgdnico € que melhoram a
agregacdo das particulas do solo (Saffigna et al., 1989; Insam et al., 1991; Balota
et al., 1998).
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2.3.3. Contagem de microrganismos

Mudancas nas propriedades microbioldgicas causadas pelo manejo, e
aplicag@o de lodo no solo, podem ser detectadas diretamente nos microrganismos,
através da sua contagem em vez da determinar sua atividade. Isto porque as
alteragdes no solo, proporcionadas pela adi¢cdo de lodo, poderdo ocorrer de trés
formas: a) produzindo ac¢fo toxica direta sobre o crescimento, a morfologia e/ou o
metabolismo dos microrganismos; b) por meio de distirbios funcionais,
desnaturagdo de proteinas e destruicdo da integridade de membranas celulares,
alterando as condi¢Ges fisicas e quimicas do ambiente € c) diminuindo a
disponibilidade de substratos energéticos essenciais ao desenvolvimento dos
microrganismos (Brookes & McGrath, 1984; Brookes, 1995).

A contagem de microrganismos no solo ¢ uma medida que poderad ser
obtida diretamente por microscopia ou estimada por métodos indiretos, quando os
propéagulos existentes na amostra sdo capazes de formar colonias. Em todos os
procedimentos de isolamento, os microrganismos séo coletados em condigdes
naturais e colocados em condig¢des artificiais. Dessa maneira, qualquer que seja o
método empregado, havera sele¢do dos microrganismos, seja pelo meio de cultura
utilizado, seja pelas condi¢des ambientais do cultivo. Geralmente, a contagem de
microrganismos no solo ¢ realizada pela técnica de diluicdo e plaqueamento em
meio de cultura simples. Esse procedimento tende a diminuir a diversidade de
espécies de microrganismos que ocorrem naturalmente no solo, pois promove o
favorecimento do crescimento de um pequeno grupo de espécies com rapido
metabolismo e adaptadas a sobreviver em solo relativamente deficiente em
nutrientes (Brookes & McGrath, 1984; J ahnel et al., 1999).

Estudos efetuados por Jahnel et al. (1999), para avaliar a eficiéncia dos
métodos de quantificaciio de microrganismos em amostras de solo, revelaram que

a metodologia do plaqueamento em gotas foi igualmente sensivel para avaliar as
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alteracGes ocasionadas pela adigdo de matéria orgénica e metais pesados, em
comunidades de bactérias e fungos no solo, apresentando as vantagens de redugéo
de materiais, economia de reagentes e reducéo no tempo dedicado ao preparo das
amostras.

Séo poucos ou raros os trabalhos que tentam avaliar a influéncia da
mineralizag@o dos nutrientes e da variacdo do pH e da CTC, ap6s incorporagéo do
lodo, sobre a biodiversidade microbiana. Normalmente, esses trabalhos focalizam
apenas a ag#o seletiva de metais pesados liberados pelo lodo ou adicionados na
forma de sais sobre os diferentes grupos de microrganismos do solo (Skvortsova
et al., 1988; Aoyama & Itaya ,1995).

Avaliando a agdo dos metais pesados provenientes do lodo de esgoto
sobre os microrganismos do solo, McGrath (1994) verificou que a presenga
desses elementos em concentragdes de 127 Zn, 37 Cu, 21 Ni, 3,4 Cd, 52 Cre 71
Pb (mg kg") inibiu as bactérias heterotroficas de vida livre e fixadoras de N, e
reduziu as cianobactérias de vida livre em 50% no solo.

A utilizagdo do bioss6lido como mistura no substrato para a producéo de
mudas e sua incorporagdo no solo tem inibido e reduzido a infectividade de
fungos ectomicorrizicos. Bettiol et al. (1986), em um ensaio no qual os substratos
foram infestados com Pisolithus tinctorius, verificaram que o biossdlido inibiu a
formacdo de micorrizas em todas as propor¢des de lodo testadas e que a inibi¢éo
se acentuava com o aumento das doses de 2 a 10% (v/v). Porém, nesse trabalho,
os autores observaram que a inibicdo foi provocada por um desequilibrio
nutricional do substrato, € nfo por metais pesados. Loth & Hofner (1995)
observaram que a redugfo na colonizacdo radicular de fungos micorrizicos
- arbusculares foi independente das doses de lodo e que se devia a
biodisponibilidade dos metais pesados. Assim, em solo arenoso, a incorporagéo
de uma tnica dose de lodo reduziu a infec¢do das raizes pelo fungo em 70%, para

a cevada, e em 32%, para o milho. Entretanto, essa mesma dose de lodo, em um
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solo argiloso, ndo inibiu a atividade das micorrizas, porque nesse solo os metais
pesados sdo adsorvidos fortemente pela superficie dos minerais de argila,
reduzindo, dessa forma, a disponibilidade para plantas e microrganismos
(Mattiazzo- Prezotto, 1994; Dar, 1996).

Por outro lado, Jahnel (1997), avaliando a a¢@o da adicdo de lodo de
curtume contaminado com crdmio sobre a comunidade microbiana do solo,
observou que a aplicacdo do lodo estimulou a multiplicagdo de bactérias e de
fungos. Verificou, ainda, que a incorporacdo de lodo elevou sensivelmente o pH
do solo, favorecendo mais o crescimento da comunidade de bactérias do que o da
de fungos. Em um trabalho similar com biossdlido, Brendecke et al. (1993) ndo
observaram a agféo toxica de metais pesados no nimero de bactérias no solo.
Esses estudos revelam que as alteragcdes ocasionadas pela adicdo de biossélido
nos grupos de microrganismos do solo poderdo ocorrer em razéo do incremento
de nutrientes, varia¢do do pH, CTC, da umidade e do aporte de matéria orgénica,
e ndo somente pela acio dos metais pesados liberados pelo lodo (Dennis &

Fresquez, 1989; Tauk et al., 1990).
2.34. Mineralizacﬁo do nitrogénio

O nitrogénio orgénico existente no lodo € rapidamente mineralizado, até as
formas de amoénio e nitrato, pelos amonificadores e nitrificadores. Por ser um
processo mediado por microrganismos, qualquer elemento poluente, na
composi¢do quimica do lodo ou na alteragdo ocasionada no solo, podera
influenciar as rea¢des de transformacdo do nitrogénio. Por isso, a quantificagdo de
amonificadores e a determinagdo de teores de NH,;" e NO5’ poderdo ser utilizadas
como indicadores para avaliar a degradacdo de compostos nitrogenados no solo.

Viérios estudos tém verificado que as concentragdes de nitrogénio nas

+ - s . .
formas de NH; e NO;™ aumentam e acumulam no solo, 4 medida que se elevam
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as doses de lodo, pois a quantidade de nitrogénio mineralizdvel no solo ¢
proporcional ao conteido de nitrogénio total orgénico existente no lodo (Voos &
Sabey, 1987; Reddy et al., 1987; Parker & Sommers, 1983; Lindermam et al.,
1989 e Serna & Pomares, 1991). Porém, convém ressaltar que a utilizagéo da
determinagdo dos teores de NH;" e NOs™ no solo poderé ndo refletir com precisio
a real transformacéo do nitrogénio, porque esse elemento, quando disponivel na
solucdo, podera ser imobilizado, volatilizado, desnitrificado, adsorvido e fixado
pelos minerais e lixiviado pelo perfil do solo, prejudicando, dessa maneira, a
interpretacé@o dos resultados ( Victoria et al., 1992).

Quanto & mineralizagdo do nitrog€nio, varios trabalhos relatam a inibi¢éo
dos processos de amonificagdo e nitrificagdo pelos metais pesados liberados pelo
lodo. Assim, Wilson (1977), investigando a nitrificagdo em solos tratados com
biossolido doméstico e industrial, concluiu que a atividade dos microrganismos
nitrificadores foram inibidas pelos altos teores de Cd, Pb e Zn existentes no lodo.
Recentemente, trabalhos realizados por Ortiz & Acaniz (1993) e Chander et al.
(1995), utilizando biossélido com concentragdo de zinco, cobre e cadmio duas
vezes superior ao limite estabelecido pela legislagéo americana, constataram que
a presenga desses metais pesados inibiu a a¢do dos microrganismos na
mineralizacdo do nitrogénio no solo. Em um trabalho similar, com esterco,
composto urbano e biossolido enriquecido com zinco, cobre e cddmio, Hassen et
al. (1998) observaram que elevadas concentragdes desses metais inibiram a
amonificagdo e nitrificagio e que baixas concentragdes favoreceram a
imobilizacdo do nitrogénio no solo.

Cintra et al. (1997), trabalhando com biossélido contendo 100, 300, 900 e
2.700 mg kg™ de cromio, observaram que os amonificadores foram prejudicados
e que os nitratadores foram estimulados com as doses aplicadas de Cr no solo.
Porém, Jahnel et al.,(1999) realizando um estudo com a adicdo de lodo de

curtume contendo concentragdes acima de 100 mg kg™’ de cromio, verificaram
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um aumento significativo no nimero de microrganismos amonificantes, sem que
ocorresse aparente efeito inibitério, em razdo da presenca de compostos
potencialmente téxicos no lodo.

Ha consenso geral de que os efeitos dos metais pesados na mineralizagéo
de nitrogénio sdo dificeis de serem avaliados. As dificuldades sdo: falta de
padronizag@o dos procedimentos experimentais e variacdo nas propriedades do
solo, que podem alterar a toxicidade absoluta ou relativa do metal e, também,
porque existe um grande nimero de microrganismos capazes de mineralizar os
compostos nitrogenados (Tyler, 1981; Baath, 1989). De forma semelhante,
Duxbury (1985) concluiu que a informagéo sobre a acdo dos agentes poluentes
nestes processos € conflitante, e recomenda cautela na avaliagéo. Isso porque,
segundo Rother et al. (1982), o processo de adaptacdo aos metais pesados € a
selegdo de estirpes resistentes podem ocorrer em prazo tdo curto quanto o periodo
de exposi¢do dos microrganismos do solo ao lodo.

Quanto a influéncia da variacdo do pH no processo de mineraliza¢do do
nitrogé€nio no solo, estudo realizado por Sarathchandra (1978) verificou que a
taxa de nitrificacdo aumentou com a elevagdo do pH até 7,5 e que diminuiu,
quando o pH do solo baixou para 4,3. Diez et al. (1992) observaram que a
mineralizag@o do nitrogénio foi mais eficiente quando o pH do solo se encontrava
dentro da faixa de neutralidade, porque, nessa situacéo, os cations basicos ficam
disponiveis para os microrganismos, facilitando dessa forma as rea¢des em

questdo.
2.3.5. Hidrdlise de diacetato de fluoresceina (DAF) no solo
A atividade microbiana do solo podera ser determinada pela avaliagdo de

atividades de enzimas especificas ou pelo estudo das taxas de transformagdes de

substratos adicionados ao solo. Nesse sentido, a hidrolise de diacetato de
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fluoresceina (DAF) ¢ um método que tem como principio determinar a atividade
enzimatica no solo a partir de derivados de fluoresceina hidrolisados pelas
enzimas lipases, esterases e, parcialmente, por proteases de células vivas. Por esse
motivo, tem sido usado para avaliar a atividade microbiana do solo. A
fluoresceina permanece na célula, causando fluorescéncia intracelular, que pode
ser visualizada por microscopia de fluorescéncia ou quantificada por fluorometria
ou espectrofotometria (Chen et al., 1988; Boehm & Hoitink, 1992 ).

A técnica da hidrélise de DAF, para avaliar a atividade dos
microrganismos no solo, foi utilizada por Swisher & Carroll (1980), para
determinar a atividade da biomassa microbiana em serapilheira de floresta de
coniferas. A relagdo entre taxa de DAF hidrolisado e nimeros de microrganismos
decompositores de matéria orgédnica foi verificada também por Schurer &
Rosswall (1982), em amostras coletadas em diferentes profundidades do solo.
Chen et al. (1988), realizando um estudo para avaliar a supressividade do
substrato produzido a partir da compostagem de casca de madeira para Pythium

“ultimum, observaram que a atividade microbiana determinada pela hidrélise de
DAF foi mais elevada nas amostras coletadas no interior das pilhas € menor nas
coletadas na superficie das pilhas de compostagem. A esse respeito, Mandelbaum
& Hadar (1990) e Boehm & Hoitink (1992) verificaram que a atividade da
hidré6lise de DAF esta intimamente relacionada com o fornecimento de carbono e
disponibilidade de nitrogénio no ambiente. Zablotowicz et al. (1998) observaram
que a hidrdlise de DAF foi influenciada, na camada superficial do solo, pelo
aumento da densidade microbiana, proporcionado pela decomposi¢éo dos restos
culturais de soja. JA Mandelbaum & Hadar (1990) relataram que um aumento na
densidade de fungos e bactérias muitas vezes ndo corresponde a uma elevacéo na
taxa de atividade da hidrdlise de DAF.

Trabalho realizado por Ghini et al. (1998) demonstrou que a hidrélise de

DAF esta intimamente relacionada ao teor de matéria orgénica € a respiragio
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microbiana do solo, isto porque a matéria orgénica € o principal fornecedor de
energia e nutrientes para a atividade dos microrganismos do solo.

O método de hidrélise de DAF, apesar de apresentar um excelente
potencial para ser utilizado como indicador das alteragdes que ocorrem no solo,
apos a incorporagdo de residuos organicos, apresenta algumas limita¢des, como:
possivel hidrélise de DAF por enzimas extracelulares, diferengas entre os
organismos quanto ao tempo de absor¢do do DAF, adsor¢do do DAF pela matéria
organica e particulas do solo (Schurer & Rosswall, 1982; Stotzky & Bollag,
1990).



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em condigdes de campo, numa éarea
localizada na Estacdo Experimental do Instiiﬁéb vd’e ‘Pésqﬁisa Florestal (IPEF), da
Universidade de Sdo Paulo (USP), no municipio de Itatinga — SP. (Figura 1).

As andlises quimica e microbiolégica do solo foram realizadas nos
laboratdrios do Departamento de Solos e Nutricdo de Plantas da Escola Superior

de Agricultura Luiz de Queiroz/USP, em Piracicaba - SP.
3.1. Caracteristicas ambientais e cobertura florestal da area experimental

O clima da regifio é do tipo Cwa, segundo a classificagio de KOPPEN, ou
seja, mesotérmico de inverno seco, em que a temperatura média do més mais frio
(julho) € inferior a 18°C, e a do més mais quente (janeiro), superior a 22°C. O
total de chuvas no més mais seco nédo ultrapassa 30mm. A precipitacdo média
anual ¢ de aproximadamente 1.300mm. O tipo de solo ocorrente na area
experimental € caracterizado como pertencente a classe dos Latossolos Vermelho-
Amarelos, textura média, distr6fico. O cerrado € a vegetagdo natural
predominante na regido. Tais condi¢des edafoclimaticas e floristicas s&o

representativas de extensos blocos de florestas homogéneas do Planalto Paulista.
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Figura 1 - Area experimental localizada no Instituto de Pesquisa Florestal (IPEF)
3.2. Instala¢ao do experimento

A érea experimental, constituida de 20 parcelas de 600m? encontrava-se

em um terreno anteriormente ocupado por uma plantacdo de Eucalyptus grandis,
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por um periodo de sete anos. Apds o corte raso dessa vegetagdo, foi implantada
uma nova floresta de arvores de Eucalyptus grandis.

As unidades experimentais, com Im®> de area, foram implantadas seis
meses apos o plantio das mudas, nas ruas existentes entre as plantas de eucalipto
plantadas dentro de uma area de 600m?* (Figura 2).

As unidades experimentais foram distribuidas em um delineamento
experimental de blocos ao acaso, com quatro blocos e cinco tratamentos (sem
adi¢do de lodo e com lodo nas doses de 10, 20, 40 e 60 Mg ha'l), perfazendo,
assim, um total de 20 unidades experimentais implantadas dentro de uma érea

experimental de 12.000m?.

Figura 2 - Unidade experimental de Im’ situada entre as ruas de mudas de

Eucalyptus grandis



3.3. Solo

Amostras de solo foram coletadas na camada de 0-10 cm de profundidade,
na area de reflorestamento com Eucalyptus grandis, com a seguinte
caracterizagdo quimica: M.O =23,6 g dm?®, P=3,0; S-SO4= 9,3; Cu = 0,6;: Zn =04,
Mn = 1,3 mg dm®, K'=04; Ca™=2,0; Mg"=1,0; Al"= 14,3; SB=4,0; T=95,2
mmol.dm®, V = 3% e pH (CaCl,) = 3,8.

3.4. Biossolido

O biossolido utilizado foi obtido da digestdo anaerobia do esgoto, na

estagdo de tratamento da Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao

Paulo (SABESP), no municipio de Barueri (SP), localizado na Grande Sao Paulo

(Figura 3). _ N
r':," L “ o g ,

Figura 3 - Biossolido produzido pela estagdo de tratamento de esgoto da

SABESP/Barueri - SP
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Para realizar a caracterizagdo quimica (Tabela 1), amostras de lodo foram
coletadas e submetidas ao secamento em estufa regulada a 60°C *. 2, com
ventilagdo forcada até peso constante, trituradas, homogeneizadas e passadas em

peneira com malha de 2mm.

Tabela 1. Composi¢édo do lodo de esgoto em base seca proveniente da estagéo de
tratamento da SABESP de Barueri-SP

Parametros avaliados Valor
pH CaCl, (0,01M) 10,6
Umidade 65° C (gkg™) 628,60
Nitrogénio (g kg™) 18,66
Fosforo (g kg™) 9,40
Potassio (g kg™) 1,96
Carbono orgénico (g kg™) 172,26
Calcio (g kg™) 86,40
Magnésio (g kg'l) 3,80
Sédio (g kg™) 0,58
Matéria organica no material original (gkg™”) 116,17
Matéria orgénica no material seco (g kg™') 312,79
Cadmio (mg kg™) tragos
Cobre (mg kg™) 900,00
Crémio (mg kg™) _ 268,00
Ferro (mg kg') 55056,00
Niquel (mg kg™) 222,00

Zinco (mg kg™!) 1632,00
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3.5. Aplicagiio do biossélido no solo

O biossolido foi seco ao ar até peso constante, moido e peneirado em
malha de 0,5cm. Depois de homogeneizado, o material foi pesado e colocado em
sacos pldsticos nas quantidades de 1, 2, 4 e 6 kg, correspondentes aos tratamentos
de 10, 20, 40 e 60 Mgha™' de biossolido (base seca). Antes da aplicagdo do lodo,
efetuou-se a retirada da serapilheira acumulada na superficie do solo, para
facilitar a distribui¢dao e homogeneizar a mistura de lodo com o solo (Figuras 4 e
5).

O lodo foi aplicado e distribuido superficialmente dentro de 1m? e,

posteriormente, com o auxilio de uma pequena enxada, incorporado até a 10cm

de profundidade (Figuras, 6 e 7).

/
fﬁ '

Figura 4 - Serapilheira de eucalipto sob a superficie do solo
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Figura 7 - A superficiédo solo apés a incorporagio de 60 Mg ha™' de biossolido

3.6. Coleta e preparo de amostras

As amostras de terra foram coletadas aleatoriamente em cada unidade
experimental, com o auxilio de uma sonda de aco inoxidavel introduzida até a
camada de 10cm de profundidade (Figura 8).

As amostras compostas de cada tratamento foram constituidas da coleta e
da homogeneizacdo de 10 subamostras. Apds a homogeneizacao das amostras de
solo, elas foram acondicionadas em sacos pldsticos de 0,21 e mantidas sob baixas
temperaturas, (15°C) durante o tempo de transporte até o laboratorio.

As amostras de terra foram coletadas em todas as unidades experimentais,

antes da incorporacdo das doses de lodo, 15 dias apos a aplicagdo do lodo e,



depois, periodicamente, de 30 em 30 dias, durante o periodo compreendido entre

os dias 19 de agosto de 1998 e 19 de abril de 1999.

Figura 8 - Sonda de ago inoxidéavel utilizada na coleta de amostras de solo

As determinagdes microbiologicas, a extragdo para a determinagio das
formas de nitrogénio no solo e a aferi¢gdo da umidade do solo foram realizadas 24
horas apds a coleta das amostras de terra no campo, e o restante das amostras foi
armazenado sob refrigeragdo em cdmara fria a temperatura de 2° C.

Antes de serem realizadas as determinagdes das medidas microbioldgicas,
efetuou-se o peneiramento das amostras de terra em peneira com abertura de

2mm de malha.
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3.7. Variaveis avaliadas
3.7.1. Caracterizacao quimica do solo

As formas de nitrogénio no solo foram determinadas em amostras de terra
coletadas mensalmente durante o desenvolvimento do experimento no campo;
outras caracteristicas quimicas do solo foram determinadas em amostras de terra
coletadas de quatro em quatro meses na camada de 0-10cm de profundidade do
sblo.

A determinagio de N-NH," foi realizada a partir da extracdo do
nitrogénio do solo com a adi¢do de 40mL de KCl (2N) em 4g de solo. A mistura
foi submetida a agitag@o por uma hora e, depois de filtrada, aliquotas dos extratos
foram utilizadas para determinar, através da condutividade elétrica da solugéo, a
concentragiio de N-NH,", pelo método analitico Sistema de Analise por ‘Inje‘gﬁo
em Fluxo-FIA (Bremner, 1965; Ruzicka & Hansen, 1975).

As determinac¢des de pH, carbono orgénico, fésforo disponivel, célcio,
magnésio, potéassio, aluminio trocavel, capacidade de troca de cétions e saturagéo
por bases foram realizadas segundo Raij et al. (1987).

Na anélise para a determinacdo das concentragdes de Cu, Mn e Zn,
pesaram-se 20g de terra em frascos conicos de polietileno e adicionaram-se 40mL
. da solugdo extratora (DTPA 0,005 mol L' + trietanolamina 0,1 mol L™ + cloreto
de calcio 0,01 mol L'l, corrigidos a pH 7,3). Depois, efetuou-se, por duas horas,
em uma velocidade de 240 rpm, a agitacdo do frasco contendo a mistura. Apds a
agitacdo, a mistura foi filtrada, e a determinacdo das concentragdes totais de Cu,
Mn e Zn no filtrado foram realizadas por éspectrometria de absorgdo atOmica

(Lindsay & Novell, 1978).
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3.7.2. Avaliaciio da atividade microbiana e quantificacio de microrganismos

do solo

A atividade da comunidade microbiana e o nimero de fungos, bactérias e
amonificantes do solo foram determinados em amostras de terra coletadas
mensalmente, na camada situada entre 0-10cm de profundidade solo, dentro das
unidades experimentais de 1m?’, utilizadas para detectar as variagdes fisicas,
quimicas e sazonais de solos que receberam doses de lodo.

A atividade da comunidade microbiana e a quantificacdo de grupos de
microrganismos, responsdveis pela decomposi¢éo da matéria orginica e ciclagem
dos nutrientes no solo, ap6s a adi¢do de doses de lodo, foram avaliadas por meio
das determinagdes das segumtes medidas microbioldgicas: liberagdo de CO,;
biomassa de carbono; quoc1ente metabohco atividade microbiana celulolitica;
quantificacdo do niimero total de microrganismos (bactérias totais e fungos totais

e amonificadores) e hidrdlise de diacetato de fluoresceina no solo.
3.7.2.1. A liberacao de CO,

A atividade microbiana determinada pela emi5556 dé CO; do solo foi
realizada por meio da adig@o de 50g de terra peneirada e com umidade ajustada a
80% da capacidade de campo, dentro de um jarro de vidro fechado
hermeticamente, contendo, em seu interior, um cadinho de vidro com 10mL de
NaOH (0,5N).

Os jarros de vidro, depois de fechados, foram levados para a incubagédo em
uma sala climatizada a temperatura de 28°C 4+-2, por um periodo de sete dias. Em
intervalos de dois dias foram realizadas as deteﬁninag:ﬁes do CO, despreendido
pelas amostras de terra e que foi capturado pelo hidroxido de sddio contido nos

cadinhos de vidro.
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Aos cadinhos contendo o hidroxido de sddio foram adicionados 1mL de

BaCl, (50%) e trés gotas do indicador fenolftaleina (3%) e, depois, foi efetuada a
oSN

titulagdo com HCI (0,5N), para determinar as concentragdes em mg CO, g! de

solo (Stotzky, 1965). Ay

O valor médio de CO, liberado do solo em cada periodo de coletéi foi o/~

resultado do somatério da quantidade de CO, determinado durante 6 dias de

incubag@o das amostras de solo.
3.7.2.2. Biomassa microbiana de carbono

A determinagfo da biomassa de carbono no solo foi realizada usando-se o
método de fumigacdo e extracdo de amostras de terra (Vance et al., 19‘87). Para
isso, duas subamostras de 10g de terra por tratamento foram preparadas e uma
subamostra foi submetida & fumigagcdo com cloroférmio em um dessecador
fechado a vacuo, por um periodo de 24 horas. A outra subamostra, ndo fumigada,
foi armazenada por 24 horas na cadmara fria. Apds 24 horas, as subamostras
fumigada e ndo fumigada foram retiradas do dessecador ¢ da camara fria. A elas

foram adicionados 40mL de K;SO4 (0,5 M), e foram colocadas por uma hora em

um agitador continuo. Depois de agitadas, as subamostras foram filtradas em

papel de filtro Whatman n° 42; 10mL do filtrado das subamostras fumigada e nio
fumigada foram retiradas, para a determinagéo da biomassa de carbono.

As subamostras fumigada e nfo fumigada foram adicionados 1mL de
K»Cr;07 (0,4 N) e mais 10mL de uma mistura de H,SO, e H;PO,4 concentrados;
depois foram colocadas em banho-maria por uma hora, & temperatura de 60° C *.
2. Ap6s uma hora, as subamostras forarﬂ retiradas e, depois de resfriadas,
acrescentaram-se-lhes 10mL de dgua destilada. |

A determinagdo do carbono foi feita por titulagdo das subamostras

contendo uma gota de fenantrolina com Fe(NH4)(SO,), € o célculo da biomassa
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microbiana do carbono foi efetuado através da subtracdo dos valores de carbono
da amostra fumigada e ndo fumigada e a diferenga dividido pelo fator (k gc) igual
a0,33.

3.7.2.3. Quociente metabdélico (qCO,)

O quociente metabdlico € uma medida derivada das estimativas de
carbono liberado na forma de CO, e do carbono fixado pela biomassa microbiana
do solo. A obten¢édo dos dados foi realizada pela divisdo da respiragdo basal pelo

carbono da biomassa microbiana (Balota et al., 1998).
3.7.2.4. Atividade microbiana celulolitica

Para se estimar a atividade dos microrganismos celuloliticos do solo,
bolsas de nailon com telas de malhas de 0,lmm contendo 0,5g de algoddo
hidréfilo foram enterradas nas camadas de 0-10cm de profundidade do solo e,
posteriormente, retiradas nos periodos de 60, 90, 120 e 150 dias apods a aplicagdo
do lodo no solo, para avaliagdo do consumo de celulose (Figura 9).

A determinag@o da atividade foi realizada por meio da retirada do algodao
da bolsa, lavando-o em agua corrente. Depois de acondicionado em placa de
Petri, foi colocado dentro de estufa com ventilagdo forgada, 4 temperatura de 60°
C *.2, por um periodo de 48 horas. Apés esse periodo, a amostra de algoddo foi
pesada, e a determinagdo da taxa de degradacdo da celulose foi calculada através
da diferenga de peso entre o valor inicial determinado antes de enterrar o algoddo
e o valor final determinado em cada perioﬂo de retirada do algoddo do solo

(Santos & Grisi, 1979).



Figura 9 - Bolsa de nailon, contendo algodao em seu interior, enterradas no solo.

3.7.2.5. Contagem de bactérias e fungos do solo

A contagem de bactérias e fungos no solo foi determinada pelo Numero
Mais Provavel (NMP) de microrganismos do solo, utilizando a técnica de
plaqueamento em gotas de meio de cultura agarizado sobre placa de Petri (Jahnel
et al.,1999).

As diluigdes para determinar a contagem de bactérias e fungos foram
realizadas em uma suspensdo obtida a partir de 10g de terra suspensas em 90mL
de solugdo salina a 0,85%, contidas em f{rascos Erlenmeyer. Os frascos foram
submetidos por 10 minutos a agitag@o circulante e, depois, foram realizadas as
dilui¢des sucessivas até10? para fungos e até 10~ para bactérias. Essas dilui¢des

foram realizadas transferindo-se, com o auxilio de uma micropipeta, aliquotas de
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0,ImL dos tubos de ensaio contendo 0,9mL de meio de cultura agarizado,
mantidos em banho-maria a 45°C *.2 até o momento do plaqueamento.

O plaqueamento do meio de cultura agarizado foi realizado em cdmara de
fluxo laminar, com a distribui¢do de gotas com volume de 0,04 mL na superficie
de placas de Petri esterilizadas .As placas foram vedadas e incubadas em estufa
para D.B.O (demanda bioquimica de oxigénio) a temperatura de 28°C ™. 2, por
um periodo de 48 horas. Ap6s o periodo de incubagéo, foi contado o numero de
gotas que apresentavam crescimento microbiano em cada uma das diluigGes e
pdde-se estimar o Numero Mais Provavel (NMP) de microrganismos, com o
auxilio de uma Tabela de probabilidade de ocorréncia (Tabela de McCrady).

Para o crescimento de bactérias, o meio de cultura utilizado foi o agar
nutriente (Burnett et al., 1957), e, para os fungos, o0 meio de Martin, com excluséo

do corante rosa bengala (Menzies, 1978).
3.7.2.6. Quantificacao de amonificadores no solo

A quantificagdo do numero de amonificadores foi realizada em amostras
de terra miéturadas em solugdo salina de NaCl (0,85%), e preparando-se a
diluigéol 0" sucessivamente até 10, Depois, ImL de cada dilui¢do foi transferido
para tubo de ensaio contendo meio de cultura (0,5g K,HPO,, 0,2g MgSO, .7H,0,
10g NaCl, 0,2g asparagina, ImL sol. micronutrientes € ImL Fe EDTA), cuja
unica fonte de nitrogénio foi a asparagina. (Burnett et al., 1957).

Para cada dilui¢do foram utilizados quatro tubos de ensaio com capacidade
de 20mL, contendo 7mL de meio de cultura e autoclavados a 110°C *. 2 (latm),
por um periodo de 20 minutos. Os tuboé, depois de receberem 1 ml das
suspensdes de solo, foram mantidos, por 6 dias, em sala climatizada (28°C). A
presenca de amoénia foi determinada pela formag¢do de uma coloragdo marrom

aveludado, quando foram adicionadas gotas do reagente de Nessler.
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A determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) foi realizada pela
contagem dos tubos que apresentaram a ocorréncia de amoénia, € o célculo foi

efetuado pela utilizagdo da Tabela de probabilidade de ocorréncia.

3.7.2.7 Hidrdlise de diacetato de fluoresceina

A determinagfo da atividade microbiana pela hidrdlise de diacetato de
fluoresceina esta baseada no principio de estimar em espectrOmetro a fluoresceina
consumida apds o tratamento e incubagfo das amostras de terra com diacetato de
fluoresceina (Chen et al., 1988).

Para estimar a atividade microbiana através da hidrolise de diacetato de
fluoresceina, primeiramente foi realizado o preparo da curva de calibragéo para o
solo referente a cada tratamento. A curva de calibragdo foi preparada a partir de
SmL de tampéo fosfato em tubos de ensaio com rosca, adicionando-se solugéo
contendo 0, 50, 100, 150 e 200 pL de diacetato de fluoresceina. Os tubos foram
tampados e colocados em banho-maria, permanecendo em ebuli¢do por uma hora.
Depois de resfriada, a solugdo hidrolisada de diacetato de fluoresceina foi
introduzida em frascos Erlenmeyer contendo 5g de solo, aos quais se adicionaram
15mL de tampdo fosfato.

Paralelamente, quatro amostras de S5g de terra por repeticdo foram
colocadas em frascos Erlenmeyer (125mL), aos quais se adicionaram 20mL de
tampdo fosfato. Em seguida, foi aplicada uma solugéio de 200 pL. de diacetato de
fluoresceina, € a mistura foi incubada sob agiﬁagﬁo a 150 rpm, a 24° C, durante 20
minutos. Apos a incubagdo, a reagdo de hidrdlise de diacetato de fluoresceina foi

interrompida, com a adi¢do de 20mL de acetona.
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As amostras contendo o diacetato de fluoresceina hidrolisado foram
filtradas e, depois, uma aliquota do filtrado foi utilizada para realizar a leitura em
espectrofotdmetro ajustado a 490nm.

A atividade de diacetato de fluoresceina hidrolisado foi determinada

diretamente na curva em pg DAF g solo.
3.7.3. Variabilidade das medidas microbiolégicas

No estudo para avaliar a variabilidade espacial dos valores das medidas de
CO,, bactérias, fungos, amonificadores e hidrélise de DAF, em amostras de solo
coletadas em parcelas de 1 e 600 m® de érea.

Para isso foram coletadas aleatoriamente 12 amostras de solo na camada
de 0-10 cm de profundidade (item 3.6.) dentro da unidade experimental tratada
com 40 Mg ha! de biossolido. Ap6s a coleta, foram determinadas, nas amostras
de solo, o CO, liberado (item 3.7.2.1), o numero total de bactérias e fungos (item

3.7.2.5), amonificadores (item 3.7.2.6) e hidrélise de DAF (item 3.7.2.7).

3.7.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com
quatro blocos e cinco tratamentos a saber: auséncia de lodo, 10, 20, 40 e 60 Mg .
ha !, totalizando 20 unidades experimentais.

Os resultados de liberagéio de CO,, quociente metabdlico, € ntimero total
de bactérias, foram transformados por In(X); celulose degradada por arc sen (x);
biomassa microbiana por inversa de raiz (x)_ e diacetato hidrolizado e nimeros
totais de fungos e amonificadores, por raiz (x). Depois de transformados os
resultados foram submetidos 8 ANOVA (Teste F) e em caso de valor F calculado

significativo realizou-se o teste de comparacio de médias pelo teste t de Student
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(P > 0,05). Também foi realizado analise de carelacdo entre as medidas
microbiologicas e composi¢éo quimica do solo e de regressdo entre a composi¢do
quimica e medidas microbioldgicas com as doses de biossolido.

Os célculos foram efetuados através do aplicativo estatistico “SAS —

System for Windows 95 —release 6.11” (SAS Institute Inc, 1996).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Variacao dos fatores ambientais

A Figura 10 apresenta a variagdo da temperatura méxima, minima e média,
determinada no periodo de agosto de 1998 até abril de 1999, na Estagédo

Experimental do Instituto de Pesquisa Florestal da Universidade de Sdo Paulo
(USP).

35

30 -

()

&

@ 20

g /\-/'/.—././\-

& 15 . Temperatura

5

[_(
101 | —&— Tmax(oC)
s | | —8— Tmédia(oC)

—a— Tmin(oC)__

0 v — — — T T
Agosto Setembro  Outubro Novembro Dezembro  Janeiro  Fevereiro Margo Abril

Dias de coleta (meses)

Figura 10 - Variagdo da temperatura de agosto de 1998 a abril de 1999
determinada na Estagdo Experimental do Instituto de Pesquisa
Florestal da Universidade de Sdo Paulo, localizado em Itatinga/SP
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Pelos valores de temperatura mimina € maxima, observa-se que as
menores temperaturas foram determinadas nos periodos de agosto a outubro e de
margo a abril e que as temperaturas mais elevadas ocorreram no periodo entre
novembro e marco. Porém, ao considerar a variacdo da temperatura média,
constata-se que a diferenga entre 15 e 24°C, provavelmente, ndo foi uma variagio
suficiente para influenciar a atividade microbiana do solo. Isto porque, no
momento de maior atividade e crescimento microbiano, a temperatura média da
area variou entre 15 e 20°C, que seria adequada para a maioria dos
microrganismos do solo. Ainda, com o desenvolvimento da floresta de eucalipto,
as copas e raizes dessas arvores devem ter influenciado o microclima,
possivelmente deixando-o mais uniforme.

A Tabela 2 apresenta os resultados da umidade determinada através de
metodologia gravimétrica em amostras de solo coletadas na camada de 0-10 cm
de profundidade das parcelas sem aplicag@o de biossélidos € com aplicagdo de 10,
20, 40 e 60 Mg ha™', entre o periodo de agosto de 1998 ¢ abril de 1999. Observa-
se que a umidade do solo apresentou alguma variagdo entre os tratamentos € as
épocas de amostragem; entretanto, sem grandes extremos de encharcamento ou
dissecagdo, durante o desenvolvimento do experimento no campo.

Portanto, nas datas de coleta, presume-se que o teor de umidade nédo deve
ter sido fator determinante da atividade microbiana no solo. Ressalta-se, porém,
que pode ter havido maior desuniformidade nos periodos mensais situados entre

as datas de coleta, informag&o da qual ndo se dispde no presente trabalho.
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Tabela 2. Variagdo da umidade determinada por metodologia gravimétrica na
camada de 0 a 10 cm de profundidade de solo tratado com doses de
biossolido apds diferentes periodos de tempo até 240 dias

Dias de coleta

Biossalido 1 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mg ha™)
(umidade gravimétrica %)
0 11,0Aab® 11,0Aab 11,5Aab 13,2Aa  9,7Aab  13,0ABa 11,2Aab 12,0Ba 8,5 Ab 9,0Aab
10 12,7Aab 13,0Aab 12,7Aab 17,0Aa 8,5Ac 16,2Aa  11,0Abc 13,5Bab 7,7Ac 11,5Ac
20 12,7Aa 9,7Ab 12,2Aa 14,7Aa 9,2Ab 10,2Bab 11,5Aab 11,5Bab 9,2 Ab 8,0 Ab
40 12,7Ab 12,5Ab 12,5Ab 16,0Aa 8,7Abc 10,7Bb 9,5Abc 16,2Aa 9,5Abc 7,5Ac
60 13,5Aa 10,5Aa 13,5Aa 14,7Aa 8,5Abc 14,7Aa 9,7Abc 10,0Cb 5,7Bd 8,5Abc

M Medias seguidas de lewas maitisculas iguais, nas colunas, € minisculas iguais, nas linhas, ndo diferem

significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

4.2 Composicio quimica do solo

A seguir € apresentada apenas uma sintese global da composi¢do quimica
do solo, apos a incorporagdo de biossdlido, apenas para servir de guia ao leitor,
visto que a proposta do presente trabalho restringe-se a andlise das varidveis
microbiolégicas.

Quanto as alteragdes nas caracteristicas quimicas do solo, proporcionadas
pela incorporagdo de doses de biossdlido, observa-se, nas Figuras 11, 12,
13,14,15,16, 17 e 18, que o pH, carbono orgénico, CTC e os teores de célcio,
fésforo, cobre e zinco aumentam e que o Al diminui significativamente no solo,
ap0s adi¢do de biossdlido. Esses resultados confirmam a observagéo de outros
pesquisadores de que a pratica de incorporagédo de lodo resulta na elevagdo do pH

e na CTC, na reducdo do aluminio trocével e num incremento de fésforo, célcio,
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cobre e zinco (Terry et al. 1979; Berton et al., 1989, Melo et al., 1994; Mattiazzo-
Prezotto, 1994; Oliveira et al., 1995; Bertoncini & Mattiazzo, 1999).
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Figura 11 - Varia¢do do pH na camada de 0 a 10 cm de profundidade de solo

tratado com doses de biossélido apds diferentes periodos de tempo,
até 360 dias
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Figura 12 - Variacdo do teor de carbono organico na camada de 0 a 10 cm de

profundidade de solo tratado com doses de biossolido, apds
diferentes periodos de tempo, até 360 dias
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Figura 13 - Variagdo da CTC na camada de 0 a 10 cm de profundidade de solo

tratado com doses de biossolido, apds diferentes periodos de tempo,
até 360 dias
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Figura 14 - Variagfo do célcio na camada de 0 a 10 cm de profundidade de solo

tratado com doses de biossdlido, apos diferentes periodos de tempo,
até 360 dias
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Figura 15 - Variacdo do fosforo na camada de 0 a 10 cm de profundidade de solo

tratado com doses de biossolido, ap6s diferentes periodos de tempo
até 360 dias
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Figura 16 - Variacdo do cobre na camada de 0 a 10 cm de profundidade de solo

tratado com doses de biossolido, apds diferentes periodos de tempo,
até 360 dias



48

= %k
16 | R2=0,85
‘\.A
14
12
= R2 =0,72%*
& 10 -
£ u]
£ s
8 Biossolido
S (Mgha-1)
4 0
040
2 R2 =0,06ns | 4 60
- N
0 : : . : : , . v : , : -
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Dias de coleta

Figura 17 - Variacdo do zinco na camada de 0 a 10 cm de profundidade de solo

tratado com doses de biossolido, apds diferentes periodos de tempo,
até 360 dias
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Figura 18 - Variagcdo do aluminio na camada de 0 a 10 cm de profundidade de

solo tratado com doses de biossdlido, apos diferentes periodos de
tempo, até 360 dias
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4.3 Variabilidade das medidas microbiolégicas

No estudo para avaliar a variabilidade das medidas microbioldgicas
determinadas em amostras de solo coletadas em parcelas experimentais de 1m” e
600m? de éarea, foi constatado, quanto & dispersdo dos dados, que as estimativas
de liberagdo de CO,, amonificadores e bactérias totais apresentaram a mesma
varidncia, indicando que a 4rea experimental de Im? houve menor dispersio das
médias, em termos de variabilidade, para essas medidas microbioldgicas (Tabela
3). Por outro lado, para os fungos e hidrélise de diacetato de fluoresceina foi
observado que a varidncia dessas medidas em amostras de solo coletadas nas
areas de 1m? e 600 m? foram diferentes, sugerindo que a area experimental de

1m? houve maior dispersé@o das médias, para essas estimativas.

Tabela 3. Anélise da varidncia das medidas microbioldgicas determinadas em

amostras de solo coletadas dentro de parcelas de 1m? e 600m>.

Medidas microbiol6gicas Prob>F
Liberagdo de CO, 0,1508
Amonificantes 0,7268
Bactérias 0,3110
Fungos 0,0001
Hidrdlise de diacetato de fluoresceina 0,0001

4.4 Medidas microbiolégicas

A liberagdo de CO,, biomassa microbiana de carbono, quociente
metabolico, atividade de celuloliticos, bactérias totais, fungos totais,
amonificadores e atividade enzimatica de hidrélise de diacetato de fluoresceina

foram diferentemente afetados pelas alteragdes quimicas ocasionadas pela
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incorporagdo de biossolido no solo, pois, conforme discutido anteriormente, a
temperatura e a umidade ndo devem ter sido os principais fatores que exerceram

influéncia sobre a atividade e os grupos microbianos no solo.
4.4.1 Liberacao de CO,

A atividade respiratoria dos microrganismos do solo foi expressa como
mg de C-CO, liberado por g de solo, num periodo d@as apos a data de coleta
até 240 dias apds a incorporacdo de biossolido no solo. Os valores variaram
significativamente com as doses € o tempo de amostragem (Tabela 4). Os valores
de C-CO, variaram de 90,0 mg g'1 solo para a dose de 40 Mg ha!, no 15 dia, até
4500,0 mg g'1 solo com 60 Mg ha” de lodo, no 30 dia. Observa-se que, entre o 1
e o 15 dia, ocorreu uma redugfo significativa na emiss@o de CO, do solo das
areas com aplicacdo de biossdlido, seguida de um aumento acentuado até o 30
dia. Apds o 30 e até o 240 dia, verifica-se que os menores valores de C-CO,
foram determinados nas amostras de solo coletadas nas parcelas com 0 ¢ 10 Mg
ha'! e que os maiores valores nas amostras de solo foram provenientes das
parcelas com 20, 40 e 60 Mg ha' de biossolido.

O periodo de decomposi¢do do carbono foi dependente da quantidade de
biossolido aplicado no solo. Assim, com a incorporacdo de 10 ¢ 20 Mg ha™!
verifica-se, na Tabela 4, que, apos 240 dias, os valores de CO, liberado do solo
retornam aos valores observados anteriormente, antes da aplicacdo do biossolido.
J4 nas amostras de solo coletadas nas parcelas com 40 e 60 Mg ha™ de biossolido,
a atividade microbiana continua ativa na decomposi¢do do carbono no solo, com
os valores de CO; sendo, ainda no 240 dia, superiores aos determinados no solo
no inicio do experimento.

No Anexo A, estdo apresentados os resultados do acompanhamento

mensal do CO, realizado durante os 360 dias ap6s a incorporagéo do biossolido.
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Pelos dados obtidos, pode-se afirmar, que a decomposi¢do do biossélido das
parcelas com 10 e 20 Mg ha™ durou 240 dias, ao passo que, nas parcelas com 40

e 60 Mg ha™, permaneceu por mais de 360 dias.

Tabela 4. " Valores médios de C-CO, liberado por hora em amostras de solo
colhidas um dia antes e em diversos periodos apds a aplicacdo de

biossolido e incubadas na presenca de NaOH por seis dias

consecutivos.
Dias de coleta
Biossolido 1 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mg ha'")
(ug C- CO; g solo)

0 500,0Aa” 700,0Aa 900,0Ca 600,0Ca 700,0Ca 400,0Da 500,0Ca  500,0Ca 400,0Ca 200,0Ca

10 400,0Ab 100,0Bc 800,0Cb 400,0Cb 1200,0Ba 600,0CDb 800,0Cb 1500,0Ba 900,0Cb 300,0 Cc

20 600,0 Abc  100,0Bd 1600,0Ba 1300,0Bab 1500,0 Ba 1100,0Cab 1300,0Bab 1000BCab 800,0Cbc 600,0 Bc

40 400,0 Ad 90,0Be 2900,0Bb 1800,0 Bc 4000,0 Aa 2700,0Bb 1300,0 Bc 1200,0Bc 1600,0Bc 1000 Bcd

60 900,0 Ad 100,0 Be 4500,0Aa 2600,0 Ac 3800,0 Ab 3700,0 Ab 4000,0 Aa 3000,0 Ac 2600,0Ac 3800,0Ab

@ Variavel transformada por In (x). ® Médias seguidas por letras maiasculas iguais, nas colunas, e mintisculas iguais, nas linhas, ndo

diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

A Figura 19 apresenta a variagdo da emissdo de CO, do solo nos 6 dias
apos a data de coleta dos 30 d1a ta‘pxli(\:‘agﬁo de biossolido. Verifica-se que a
produgdo de CO, diminui significativamente, entre o 1° € o 15° dias, & medida
que se elevam as doses de biossolido incorporadas ao solo. Para este
comportamento, observado na liberagdo de CO,, podem-se aventar duas
hipéteses: na primeira, a causa seria a mudanga no substrato energético, ou seja, a

maioria dos microrganismos estabelecidos no solo estava adaptada a degradar
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compostos organicos de elevada relacdo C/N, proveniente da serapilheira de
eucalipto e ndo estava adaptada a decompor compostos organicos de baixa
relagdo C/N fornecidos pelo biossolido. A segunda hipdtese esta relacionada as
alteragdes das condigdes do meio, proporcionadas pela liberagdio de nutrientes e
elevacdo do pH do solo. Esses fatores exigiriam dos microrganismos um
determinado tempo para adaptagdo das enzimas e ajustamento do metabolismo
das células microbianas ao novo substrato organico e a nova condi¢@o quimica do
solo (Sistron, 1973; Cattelan & Vidor, 1990; Della Bruna, 1991; Wong, et
al.1995).

Também ndo se pode esquecer que, além da comunidade microbiana
original do solo, juntamente com o bioss6lido estd sendo incorporado grande
numero de células microbianas estranhas ao solo em quest&o.

Ja entre 0 15° € 30° dias, observa-se, na Figura 19, que a produgdo de CO,
aumenta significativamente, de uma maneira geral, com a elevagéo das doses de
biossolido adicionadas ao solo. Este aumento gradativo na quantidade de carbono
respirado pela comunidade microbiana, proporcional as doses de lodo aplicadas
ao solo, ocorreu, provavelmente, porque os microrganismos, apds se adaptarem a
nova condi¢gdo do meio, proporcionada pela incorporagdo do lodo, foram
estimulados pela eleva¢do do pH, aumentos nos teores de bases trocavéis, fésforo
e nitrogénio, redugcéo do aluminio e, principalmente, pelo fornecimento de
substratos energéticos. (Benedetti et al. 1991; Eivazi & Zakaria, 1993; Jahnel, et
al. 1999).
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Figura 19 - Variagdo da liberagdo de CO, do solo entre o 1 ¢ 30 dia apos a

aplicag:ﬁo de biossoélido (Médias mailisculas iguais, nas doses, ¢ minisculas iguais, nos

dias de coletas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5% )

A Figura 20 apresenta as curvas de liberagcdo de CO, em amostras de solo
coletadas nas parcelas com 0, 40 e 60 Mg ha'! em 8 periodos apos a adicdo de
biossolido. Observa-se que, a partir do 30 e até o 240 dia, a emissdo de CO,
aumentou com o incremento das doses, porque a matéria orgénica fresca presente
no Dbiossolido forneceu compostos energéticos necessarios para 0
desenvolvimento dos microrganismos. O que se constata € que a curva de
producdo de CO, reflete claramente o consumo de material energético pela
comunidade microbiana do solo (Eivazi & Zakaria, 1993; Jahnel, et al. 1999), ¢
esta tendéncia pode ser observada pela avaliacdo conjunta de produgdo de CO,

(Figura 20) com o nimero de microrganismos determinados no solo (Figuras 26,
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27 e 28). Segundo Bewley & Stotzky (1983), este fato ocorreria devido ao
crescimento de espécies microbianas tolerantes as mudangas proporcionadas pela

incorporagdo de biossdlido no solo.

In (ug C-CO,/g solo)
(=)}
wn

°
6
5 ® —il=0.78*
5,5 Biossolido

®  (Mghat)
®0
454 M 40
A0

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Dias de coleta

Figura 20 - Variag@o da liberagdo do CO, do solo, em periodos de 6 dias, de
amostras coletadas de 30 em 30 dias durante os 240 dias apds

aplicacdo de doses de biossolido

Ainda na Figura 20, verifica-se que a adigdo de 60 Mg ha™ de biossélido
no solo proporcionou maior atividade respiratoria em todas as épocas amostradas
e que o valor da quantidade de CO,, obtido pela dose de 60 Mg ha™ ap6s 240 dias
da aplicagdo, foi 16 vezes maior que o valor determinado no solo sem aplicagéo
de biossoélido, 12 vezes fnaior em relagdo & dose de 10 Mg ha', 6,2 vezes superior
ao da dose de 20 Mg ha'e 3,7 vezes superior ao valor obtido com a dose de 40
Mg ha. Também convém destacar que uma parte desse CO, liberado do solo
podera estar relacionada ao efeito rizosférico da cultura do eucalipto, devido ao

seu desenvolvimento em resposta as doses de biossdlido incorporadas no solo,
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pois Nuernberg et al. (1984) e Silva Filho (1984), estudando a libera¢do de CO,
durante 360 dias em areas com diferentes sucessdes de culturas, constataram
aumentos na emissdo de CO, ocasionados pelo desenvolvimento rizosférico das
culturas.

Os resultados sobre liberagdo de CO, refletem a relagéo existente entre
produgéo de CO; e o consumo de material energético e /ou carbono remanescente
ainda disponivel no solo para os microrganismos. Segundo Jahnel et al. (1999),
este aumento na taxa de liberagdo de CO, pode ser atribuido & presenga de fragdes
labeis de matéria orginica, como, entre outras, certos compostos nitrogenados
prontamente decompohiveis no lodo. Essa correlagdo entre maior atividade
microbiana de CO, e maior teor de carbono organico também foi observada por
Hendrix et al. (1998) e Balota et al. (1998), em amostras de solo coletadas em
areas submetidas ao plantio direto.

Em relagdo aos fatores climaticos, vale destacar que, apesar de nédo ter
sido evidenciada a influéncia da temperatura e umidade sobre a liberagéo de CO,
no solo, trabalhos realizados em condi¢des de campo, por Cook e Graves (1987);
Cattelan & Vidor (1990); Brookes (1995); Burke et al. (1995); Trasar-Cepeda et
al. (1998) e Balota et al. (1998), demonstraram que amostras de solo coletadas no
inverno apresentaram menor atividade respiratoria que as coletadas no veréo.
Provavelmente esse comportamento ndo foi observado neste estudo, porque a
variagdo das condigdes climaticas ocorridas entre o 1° e 240° dia ndo foi
suficiente para exercer influéncias mais pronunciadas sobre a emissdo de CO, do
solo. Por outro lado, observa-se (Figura 20) que a presenga de substrato
energético e nutrientes, proporcionada pela adicdo de lodo, influenciou
profundamente a atividade microbiana. —

A andlise de correlacdo entre as caracteristicas microbianas demonstra
que a respiracdo do solo se correlacionou positivamente com o quociente

metabolico (r = 0,99**), celulose degradada (r = 0,73*), bactérias totais
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(r = 0,94**), fungos totais (r = 0,58*), DAF (r = 0,48*), amonificantes
(r = 0,95%*) e NH'4 (r = 0,81%*) e, negativamente (r = -0,77**), com a biomassa.
Obviamente, era de se esperar que o coeficiente metabdlico apresentasse essa alta
correlagdo, visto que o seu valor € obtido a partir da formula CO,
liberado/biomassa microbiana e, portanto, este pardmetro ndo € independente
(Tabela 5).

Diferentes resultados tém sido obtidos em estudos sobre inter-relagéo
entre atividades microbianas e grupos especificos de microrganismos no solo.
Assim, Fliessbach et al. (1994), quantificando a liberacdo de CO, em solos
tratados com biossolido, observaram que a comunidade fiingica foi responsavel
por mais de 80% do carbono liberado na forma de CO, pela respiragéo do solo.
Os autores trabalharam com actidione para inibi¢cdo de fungos e estreptomicina
para bactérias. Sabe-se, entretanto, que nem todas as bactérias do solo sdo
sensiveis a estreptomicina, 0 que muito provavelmente levou a uma
superestimativa da parcela de CO, referente aos fungos. Jahnel et al. (1999), por
sua vez, verificaram que o aumento da respiragéo em solos tratados com lodo de
curtume coincidia também com o aumento da comunidade de bactérias no solo. Ja
Dias-Junior et al. (1998), estudando a emissdo de CO, em amostras de solos
coletadas em d&reas contaminadas com despejo industrial, contendo metais
pesados, constataram que a producdo de CO, do solo foi influenciada pela
presenca de amonificantes, oxidantes de nitrito, actinomicetos e biomassa
microbiana.

Quanto & respiragdo microbiana e as alteragdes quimicas ocasionadas pela
aplicacdo de biossdlido no solo, verifica-se (Tabela 6) que o CO, correlacionou-
se positivamente com o pH (r = 0,92**) e teores de fosforo (r =0,90%*%*), calcio (r
= 0,97*%), carbono orgénico (r = 0,60*), CTC (r = 0,87**), zinco (r = 0,98**) e
cobre (r = 0,91**), indicando,; dessa forma, que a incorporacéo de lodo elevou o

pH do solo a valores favoraveis ao desenvolvimento dos microrganismos, € que
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também forneceu nutrientes € carbono para o crescimento € multiplicagdo das
células microbianas no solo (Benedetti et al., 1991; Della Bruna et al., 1991;
Eivazi & Zakaria 1993; Jahnel et al., 1999). Este incremento na atividade
microbiana também deve ser decorrente do fato de que o biossolido, ao elevar o
pH, propiciou condig¢des para a neutralizagdo do aluminio no solo, reduzindo,
assim, a agfio toxica desse elemento sobre a comunidade microbiana e, portanto,
sobre a emissdo de CO, no solo. Esta tendéncia pode ser evidenciada na

correlagdo negativa estabelecida entre a liberagio de CO, e Al™ no solo.

Tabela 5. Correlagéo entre as medidas microbioldgicas determinadas em solo

tratado com doses de biossolido

Caracteristicas Liberagio CO; Biomassa qCO; (%) Celulose Bactérias Fungos DAF  Amonificantes NH™

Liberagdo CO, -

Biomassa -0,77** -

qCO, 0,99** -0,82%* -

(%) Celulose 0,73* 0,50* 0,65* -

Bactérias 0,94%* 0,88%* 0,79%*  (,83%* -

Fungos 0,58% 0,69* 0,56**  0,08ns -0,55% -

DAF 0,48* -0,27 ns 0,46*  0,28ns 0,47* 04lns -

Amonificantes  0,95%* -0,79** 0,81%*  0,96%* 0,94* -0,61*  048* -

NH" 0,81%** -0,61* 0,82%*  0,57* 0,68** 0,08ns  0,44*  0,74%* -

* ¢ **: significativos a 5 ¢ 1%, respectivamente ™ ndo significativo

Em relagdo a Tabela 6, percebe-se que a emissdo de CO, ndo foi inibida
pela elevagdo das concentragdes de cobre e zinco no solo; isso ocorreu,
provavelmente, porque esses metais ndo estavam em concentra¢des que pudessem
ocasionar problemas de toxicidade aos microrganismos, pois, segundo Lo et al.
(1992), a matéria organica do lodo ¢ do solo atuam na complexagdo desses
metais, reduzindo a curto prazo a sua dispbnibilidade e, conseqiientemente, a
toxidez, fornecendo, ao mesmo tempo, carbono como energia para o0s
microrganismos. Por outro lado, a auséncia de efeitos prejudiciais da aplica¢do de

lodo contendo metais pesados ndo € garantia de que efeitos prejudiciais sobre as
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atividades e comunidades microbianas ndo venham a ocorrer posteriormente no

solo (Witter et al., 1994, Jahnel et al., 1999).

Tabela 6. Correlagdo entre medidas microbioldgicas e caracteristicas quimicas do

solo tratado com doses de biossolido

Medidas microbiolégicas pH Fosforo  Cilcio C-org CTC “Zn Cu Al”
Liberagdo CO; 0,92%*  0,90%*  097** 0,60 0,87%*  0,08%* 091%%  -0,70%*
Biomassa -0,54* -0,47* -0,43ns -0,02ns -0,32ns -0,36ns 0,38ns 0,27ns
qCO, 0,84** 0,89%* 0,91** 0,19ns 0,82%* 0,93** 0,90** -0,51*
(%) Celulose 0,80* 0,70** 0,83* 0,33* 0,69** 0,75** 0,79%* -0,88%**
Bactérias 0,70** 0,92** 0,95** 0,66** 0,93** 0,93%* 0,72%* 0,47*
Fungos -0,35ns -0,85%* 0,70%* 0,27ng -0,55% 0,53* 0,61** -0,68**
DAF -0,74ns -0,36ns -0,54ns 0,06ns 0,54ns -0,97ns 0,88ns 0,90ns
Amonificantes 0,63** 0,67** 0,72** 0,23ns 0,54* 0,56* 0,55* -0,84**

* e **: significativos a 5 e 1%, respectivamente, " nfo significativo

4.4.2 Biomassa microbiana de carbono

Os resultados do carbono da biomassa microbiana do solo tratado com
doses de biossdlido encontram-se apresentados na Tabela 7. Observa-se que os
valores de carbono microbiano variaram significativamente com as doses de
biossélido e com as épocas de amostragens, sendo o menor valor 8,2 ug C g
solo determinado no 150° dia no solo da parcela com 20 Mg ha'l, € o maior, 146
g C glsolo, no 240° dia na parcela sem aplicag@o de biossélido.

Os maiores teores de carbono microbiano observados neste trabalho
variaram em faixas semelhantes ou proximas as dos valores relatados por outros
autores. Assim, Brookes & McGrath (1984), analisando amostras provenientes de
solos tratados com biossélido contaminado com metais pesados, observaram que
o carbono variou de 127 a 287 pug g'lsolo. Dar (1996), em amostras de solo
incubadas por 60 dias com biossélido sem e com adigdo de cddmio, observou que

os valores do carbono microbiano variaram de 101 a 196 ug g"solo. Os menores
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valores do presente trabalho, entretanto, apresentaram-se bem menores do que
aqueles obtidos pelos autores mencionados. Mesmo Jahnel et al. (1999), em um
experimento similar, com biossdlido proveniente da indudstria de curtume, com e
sem adi¢do de cromio, verificaram que o carbono microbiano variou de 35 a 86
ng g'solo, valores superiores ao dos menores aqui apresentados. Essa
variabilidade dos resultados de diferentes autores também pode ser parcialmente
devido ao fato de terem sido usadas metodologias e texturas de solo diferentes na
obtengdo da biomassa (Brookes & McGrath, 1984; Pfenning, et al., 1992;
Rodrigues et al., 1994; Dar, 1996).

Tabela 7. ) Biomassa microbiana na camada de 0-10 cm de profundidade em

solo tratado com doses de biossdlido, apds diferentes periodos de tempo,

até 240 dias
Dias de coleta
Biossolido 1 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mg ha'")
(1 & Cric g 5010)
0 0,0 Af» 00Af 40,0Ac 950Ab 890Ab  760Ab 10,7 Af 140De  78,0Bb 146,0 Aa
10 00Ae 00Ae 400Ac 670Ba 570Bb 450Bc 11,6Ad 18,0Cd  75,0Ba 74,0 Ba
20 00Ag 00Ag 340Bd 620Ba 530Bb 450Bc 82Bf 170Cc 69,0 Ca 38,0 Ed
40 0,0Af 00Af 340Bd 480Cbc 450Cbc 40,0Bc 9,7 ABe 300Bd  88,0Ba 51,0 Db
60 00Ag 00Ag 320Bd 340Dd 440Cb 260Be 9,0 ABf 41,0Ac 1440Aa  61,0Cb

()" Variavel transformada por inversa de raiz de (x). > Médias seguidas por letras maitisculas iguais, nas colunas, e

minusculas iguais, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

Na Tabela 7, verifica-se, em amostras de solo coletadas no 1° dia antes da
aplicacdo e no 15° dia apds a aplicacdo de biossdlido, que ndo foi possivel
quantificar a biomassa microbiana do solo pelo método de fumigagéo - extragdo.
Isso, provavelmente, podera estar relacionado com a retirada da camada de

serapilheira da superficie do solo, durante a operacdo de implantacdo do
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experimento, pois, com a remog¢do da serapilheira, pode ter ocorrido uma
diminui¢do nas entradas de material para a decomposi¢éo e, com esta diminuig#o,
a biomassa microbiana foi mineralizada e, como conseqiiéncia, reduzida no solo,
a ponto de nem ser detectada pelo método. A redugéo do valor da biomassa
microbiana € relatada também por Cerri et al., 1985; Bonde et al., 1988; Pfenning
et al., 1992. Porém, a partir do 30° dia, p6de-se quantificar o carbono microbiano
nas amostras de solo coletadas em todos os tratamentos.

Os dados da Tabela 7, entre o 30° e 240° dia, mostram que os teores de
biomassa microbiana dos solos que receberam doses de lodo tendem a ser
significativamente menores que os determinados no solo sem adi¢c@o de lodo. E
esta tendéncia foi mais acentuada no periodo compreendido entre o 30° e 150°
dia, nas areas com a aplica¢do de 40 e 60 Mg ha™ de biossolido. Estes resultados
sdo semelhantes aos obtidos por Brookes & McGrath (1984), que verificaram
reducdo na biomassa microbiana do solo com a adi¢cdo de lodo de esgoto,
sugerindo um efeito toéxico devido a presenga de metais pesados. Porém, em
trabalhos realizados por Fliessbach et al. (1994) e Jahnel et al. (1999) verificou-se
que a aplicagcdo de lodo contendo baixos e altos teores de metais pesados
estimularam a produ¢do da biomassa microbiana do solo porque, provavelmente,
a atividade desses metais foi neutralizada pela presenga da matéria orgénica
existente no lodo. Isto sugere, entdo, que a redugdo na biomassa microbiana do
solo, observada entre o 30° e 150° dia, pode ter ocorrido devido 4 mudanga da
composicdo do substrato energético, ao aporte de nutrientes, elevagdo no pH e ao
crescimento de novos grupos microbianos no solo. Além disso, o biossdlido
utilizado apresentou teores de metais pesados abaixo dos limites considerados
como toxicos pela norma 4.230, promulgadﬂa pela Companhia de Tecnologia e
Saneamento Ambiental (CETESB).

A avaliagéo conjunta de liberagdo de CO, e quantidade de biomassa

microbiana, observadas nesse periodo nos locais com adicdo de biossolido,
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permitem inferir que a incorporacdo desse material no solo ocasionou mudangas
nos padrdes metabdlicos dos microrganismos € que provavelmente, estimulou o
desenvolvimento de novas comunidades microbianas mais ativas, consumidoras
de matéria orginica. Conseqilentemente, o consumo da matéria orgénica
proporcionou aumentos na emissdo de CO; e diminuiu a disponibilidade de
carbono para os microrganismos, reduzindo, dessa forma, a producéo de carbono
microbiano. Vérios autores relatam que o manejo intensivo de culturas incluindo
tratos culturais e a adi¢do de fertilizantes pode reduzir o teor de biomassa
microbiana no solo (Cattelan & Vidor, 1990; Insam et al., 1991; Alvarez et al.,
1995; Vasconcellos et al., 1999; Vargas & Scholles, 2000).

Este comportamento dos microrganismos sugere que a adigdo de
biossolido apresentou um efeito inibitério sobre a producdo de biomassa
microbiana, devido ao estabelecimento de uma comunidade microbiana
ineficiente na imobilizag¢do do carbono no solo, € nfdo por causa da presenca de
compostos potencialmente tdxicos, como os metais pesados.

Realizando um levantamento sobre a decomposi¢cdo da matéria orgénica
no solo, constata-se, na maioria dos trabalhos realizados com a adi¢éo de residuos
organicos de elevada relagdo C/N, que o aumento na producdo da biomassa
microbiana esta diretamente relacionado, & baixa concentragéo de nitrogénio, que
limita a mineralizagdo e favorece a imobilizagdo do carbono pelos
microrganismos do solo (Powlson et al., 1987; Saffigna et al., 1989; Insam et al.,
1991; Balota et al., 1998; Vargas & Scholles, 2000). Assim, ¢ de se esperar,
entfo, que a incorporacéo no solo de residuos organicos com baixa relagdo C/N
promova uma redug@o na imobiliza¢do e um aumento na mineralizagdo do
carbono, devido a disponibilidade de nitrogéﬁio para os microrganismos do solo.
Isto sugere a hipdtese de que a redugdo da biomassa microbiana, observada no
presente estudo em parcelas com biossolido, esteja relacionada a baixa relagéo

C/N (9/1) do biossdlido.
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Estes resultados sugerem que a biomassa microbiana de solo tratado com
biossodlido foi influenciada, pela presenca do nitrogénio, indicando, dessa forma,
que a atividade dos microrganismos decompositores estd regulada mais pela
disponibilidade de nitrogénio do que pelo carbono no solo. Em outras palavras, a
qualidade da matéria orgénica, especificamente em relagdo ao equilibrio entre o
carbono/nitrogénio, tem importéncia pratica no manejo de residuos organicos no
solo, pois, quando sdo aplicados residuos orgénicos com baixa relagdo C/N, a
quantidade de carbono liberado na forma de CO, € superior ao carbono
imobilizado pelos microrganismos, acarretando uma diminui¢do da biomassa
microbiana (Bartlett & Kimble, 1976; Powlson et al., 1987; Saffigna et al., 1989).

Ainda em relacdo & acglo reguladora do nitrogénio durante a
decomposicdo da matéria orginica no solo, convém ressaltar que, nos estudos
sobre alteragdes microbjanas em solos tratados com biossolido, geralmente a
redugcdo da biomassa microbiana € relacionada a presenca de metais pesados
(Brookes & McGrath, 1984; Fliessbach et al., 1994; Chander et al., 1995; Witter,
1996; Dodson et al., 1997). Ndo existem trabalhos para verificar se a inibi¢cdo da
imobilizacdo do carbono, € realmente ocasionada pelos ions metalicos ou pela
disponibilidade de nitrogénio, devido a baixa relagdo C/N do biossolido.

A Figura 21 apresenta a curva de crescimento da biomassa microbiana
durante os 240 dias apds a incorporacdo de biossolido. Verifica-se que,
provavelmente, houve efeito do crescimento das plantas de eucalipto sobre a
quantidade de biomassa microbiana, ou seja, os teores de carbono microbiano
apresentam uma tendéncia de aumento em todos os tratamentos, sendo mais
acentuada no solo sem a adi¢@o de biossdlido, onde a matéria orginica gerada
pelas arvores tem uma relacdo C/N alta é, conseqiientemente, ocorre maior
acumulo de matéria orginica na biomassa. (Bonde, et al. 1988; Pfenning, et al.
1992).
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Pelos dados apresentados na Tabela 6, observa-se que a biomassa
microbiana  correlacionou-se negativamente com 0s  microrganismos
amonificantes (r = -0,79**), teor de NH', (r = -0,61*) e qCO, (r = -0,82**) no
solo, sugerindo que o nitrogénio liberado pela mineralizagdo dos compostos
nitrogenados do biossolido, ocasionaram inibicdo na producdo de biomassa, o
que pode estar relacionado ao efeito toxico de ions nitrato sobre a comunidade

microbiana do solo (Soderstrém et al., 1983; Verhaegen, et al., 1989).
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Figura 21 - Variagdo da biomassa microbiana do solo, durante os 240 dias apos

aplicacdo de doses de biossolido

| Verifica-se, na Tabelgl 5, que a biomassa apresentou correlagdo com o
numero de bactérias totais (r = 0,88**) e de fungos totais (r = 0,69*) no solo.
Nem sempre € possivel estabelecer uma correlagéo entre biomassa e a simples
contagem de microrganismos em placas. Entretanto, Tauk et al., 1990; Cattelan &

Vidor, (1990) e Dias-Junior, et al. (1998) revelaram que a biomassa se
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correlacionou significativamente com as comunidades de fungos, actinomicetos
ou de bactérias.

Quanto aos fatores do solo, observa-se (Tabela 6) que houve apenas
correlagdo negativa e significativa entre a biomassa € o pH (r = -0,54*) e entre
esta € o fosforo (r = -0,47*). Resultado similar também foi obtido por Dias-
Junior, et al. (1998), em solos de 4reas contaminadas com rejeitos de metaltrgica.
Por outro lado, Balota, et al. (1998), em amostras de solos coletadas em éreas
submetidas ao plantio direto, observaram alta correlagdo significativa entre o
carbono microbiano € o carbono orgénico do solo. Esses dados reforcam a
possibilidade de que o biossolido, por apresentar uma estreita relagdo C/N,
proporciona maior perda de carbono via respiragdo, reduzindo dessa forma a
quantidade de carbono disponivel para a imobilizacdo pelos microrganismos do
solo.

N3io houve correlagdo entre a biomassa microbiana e a umidade do solo,
o que reforga a idéia de que os fatores climéticos ndo devem ter tido influéncia

primordial na variag@o dos dados microbiologicos, conforme discussdo anterior.
4.4.3 Quociente metabdlico (q CO,)

Os valores obtidos na Tabela 8 evidenciam que houve diferengas
significativas na variagdo do quociente metabolico, nas épocas de amostragens
em solos sem € com adi¢do de doses de biossélido e, também, entre as doses de
biossolido. De uma maneira geral, o quociente metabdlico aumentou
proporcionalmente com a elevagéo das doses de biossélido adicionadas ao solo.
Os maiores valores, durante o experimento, foram determinados no solo da area
que recebeu a aplicagdo de 60 Mg ha” de lodo. No 150° dia, o quociente

metabolico referente a este tratamento foi cerca de 9,5 vezes maior do que o valor
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determinado no solo sem biossoélido e 2,8 e 3,3 vezes maior que o do solo com,
respectivamente, 20 e 40 Mg ha™ de biossélido.

D na camada de 0-10 cm de

Tabela 8. Variagio do quociente metabdlico
profundidade em solo tratado com doses de biossolido apds diferentes

periodos de tempo, até 240 dias

Dias de coleta

Biossolido T 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mg ha™)
———————————————————#1g C- COy/ug Cmic. h'') — p—
0 0,0Af® 00Af 225Dc 63Dd 7,8Dd 52Dd 467Ca 378Bb 51Cd 1,3De
10 0,0Af 0,0Af 200Dcd 59De 210Ced 133Dd 689Cb 833Aa 12,0Bd 4,0Ce
20 0,0Ad 0,0Ad 470Cb 209Cc 283Bbc 244Cc 1585Ba 588Ab 11,6Bc 159Bc
40 00Ae 00Ae 853Bb 375Bc 86,6Ab 725Bb  1340Ba 40,0Bbc 18,1 Ad 19,6 Bd

60
0,0 Ae 00Ae 140,6Ab 764Ac 863 Ac 1423 Ab 4444 Aa 73,1Ac  180Ad 623Ac

' Varigvel transformada por In (x). ) Médias seguidas por letras maitisculas iguais, nas colunas, e mintsculas iguais,

nas linhas, néo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

A Figura 22 apresenta a variag@o do quociente metabolico durante os 240
dias nas parcelas sem e com 60 Mg ha™'de biossolido no solo. Percebe-se que, no
solo sem biossolido a curva do quociente metabolico apresenta o mesmo
comportamento do solo com 60 Mg ha™! Porém, no tratamento com 60 Mg ha'a
variagdo foi mais acentuada principalmente nos primeiros 120 dias e depois,
tendem a apresentar uma diminuicdo ao longo do periodo estudado, sugerindo
que a comunidade microbiana retornam as condigdes metabolicas iniciais. Isso
pode ser atribuido, num primeiro momento, & reducio de substrato energético de
baixa relagdo C/N e, por isso, de rapida mineralizagdo no solo, e, num segundo
momento, pelo aumento da imobiliza¢cdo do carbono proporcionado pelo aporte

de matéria organica com elevada relacdo C/N, proveniente da serapilheira em
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formacgdo na superficie do solo. Esses resultados também foram obsevados por
Killham & Firestone (1984); Anderson & Domsch (1985); Ocio & Brookes
(1990); Insam et al (1991); Sakamoto & Obo (1994); Fliessbach et al. (1994);
Balota et al. (1998).

O aumento no quociente metabolico também poderd ocorrer quando
compostos potencialmente toxicos, como o0s metais pesados, atingirem
concentragdes que inibem a atividade microbiana do solo (Fliessbach et al., 1994;

Leita et al., 1995; Dias-Junior, et al., 1998).
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Figura 22 - Variagdo do quociente metabdlico do solo, durante os 240 dias apos
aplicacdo de doses biossolido

A andlise de correlagdo entre o quociente metabolico e as demais
caracteristicas biologicas (Tabela 5), revela que o quociente metabolico
apresentou correlagdo positiva com a liberacdo de CO, (r = 0,99**), e negativa,

com a biomassa microbiana (r = -0,82**). Esse comportamento era esperado,
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tendo em vista que o quociente metabdlico € o resultado da razdo entre CO,
liberado com o carbono imobilizado na biomassa pelos microrganismos.
As correlagdes com os fatores microbioldgicos € quimicos foram

idénticas aquelas determinadas para a liberagdo de CO, no solo.
4.4.4 Atividade dos microrganismos celuloliticos no solo

Iniciaram-se as avaliagdes no periodo entre 60 e 180 dias apds a
incorporagdo do lodo, visto que se presumia que a degradacdo da celulose
ocorreria lentamente no solo.

Pela andlise estatistica dos dados, pdde-se verificar que a atividade
celulolitica, no 60° dia apos a aplicagdo de biossolido, foi significativamente
influenciada pela dose de biossdlido, pois a porcentagem de celulose degradada
aumentou proporcionalmente, com o aumento da dose de biossé6lido aplicada no
solo até o 90° dia (Tabela 9). A partir desse periodo, as porcentagens de
degradagdo da celulose nas parcelas com doses de biossélido ndo apresentaram
mais diferengas significativas entre si.

E interessante observar que, no solo sem incorporag¢do de biossélido, os
microrganismos celuloliticos necessitaram de 120 dias para degradar 33,5% de
celulose, ao passo que, no solo com 60 Mg ha’l, esse mesmo valor foi obtido no
60° dia, e nos demais tratamentos, com 10, 20 ¢ 40 Mg ha de biossdlido, a taxa
de 33% de celulose degradada foi obtida entre 0 60° e 90° dia (Tabela 9). Esses
dados sugerem que a presenga de matéria orgénica, fésforo, nitrogénio e célcio
existentes no biossolido, associada a elevagé@o no pH do solo devem ter atuado no
estimulo do desenvolvimento de microrganisfnos celuloliticos, conforme também
foi observado por Della Bruna et al. (1991); Jahnel (1997). E possivel, também,

que a rizosfera do eucalipto tenha contribuido para a maior atividade microbiana
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celulolitica, pois resultados similares também foram observados por Nascimento

et al. (1995), em solo de areas cultivadas com milho e soja.

Tabela 9. Porcentagem de degradagdo da celulose ) na camada de 0-10 cm de
profundidade em solos tratados com doses de biossolido apds diferentes

periodos de tempo, até 240 dias

Dias de coleta

" Biossélido 60 90 120 150 180
(Mg ha™)
Celulose degradada (%)
0 6,4 De @ 19,9 Cd 33,5 Bc 51,0 Ab 74,5 Aa
10 12,0 Cd 55,0 Ac 68,5 Ab 67,5 Abc 84,0 Aa
20 29.6 Bb 35,0 Bb 57,2 Aa 59,0 Aa 68,7 Aa
40 27,8 Bb 55,0 Ab 69,5 Aa 67,5 Aab 84,0 Aa
60 37,5 Ab 40,0 Bb 72,0 Aa 77,7 Aa 78,2 Aa

) Variavel transformada por arc sen (x). ® Médias seguidas por letras maitisculas iguais, nas colunas, e mintsculas

iguais, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

Analisando a Figura 23, constata-se, na parcela com biossolido, a
ocorréncia de duas fases distintas na curva de degrada¢do da celulose no solo,
similar & curva de crescimento microbiano. A primeira fase seria caracterizada
pelo aumento acentuado no consumo de celulose (fase exponencial) até o 120°
dia, e a segunda, entre o 120° e 180° dia, com a estabilizagdo na decomposi¢do da
celulose. Resultado semelhante, em solo de area revestida com floresta tropical,
foi obtido por Santos & Grisi (1979), que verificaram que, inicialmente, a
celulose ¢ rapidamente consumida pelos microrganismos do solo, € que, depois,

ocorre uma diminui¢do na taxa de decomposi¢do, possivelmente devido ao
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escassseamento da celulose como fonte de energia para os microrganismos e
também pela liberagdo e acimulo de substdncias tOxicas pelos proprios
microrganismos, durante a decomposicdo da celulose no solo. Entretanto, a

celulose no watamento sem biossélido foi degradada linearmente.
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Figura 23 - Porcentagem de degradacdo da celulose em solo tratado com doses de

biossoélido

A taxa de degradag@o da celulose esteve estreitamente relacionada com o
ciclo do carbono no solo, pois apresentou correlagdes significativas com a
liberagdo de CO, (r = 0,73*), biomassa microbiana (r = 0,50*), q CO, (r = 0, 65%*)
e carbono orgéanico (r = 0,33*), indicando que essa medida poderia ser utilizada
como estimativa para avaliar a atividade dos microrganismos durante a
decomposicdo do biossolido no solo. A degradagdo da celulose foi também

correlacionada com a comunidade microbiana, tendo sido determinadas
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correlagdes com as bactérias (r = 0,83**) e amonificadores (r = 0,96 **) no solo
(Tabelas 5 € 6).

Quanto a composi¢do quimica do solo (Tabela 6), constata-se que a
melhoria nas condi¢des de fertilidade do solo, proporcionada pela adicdo de
biossdlido, estimulou a atividade dos microrganismos celuloliticos, pois foram
encontradas correlagdes positivas com o pH (r = 0,80%), fésforo (r = 0,70*%*),
célcio (r = 0,83%), NH'4 (r = 0,57%), CTC (r = 0,69%%), Cu (r = 0,79%*) e Zn (r =
0,75%%).

A degradagéo da celulose no solo foi avaliada pela perda de massa seca
de amostras de celulose colocadas em sacos de malha de nailon com abertura de
Imm, enterrados na camada de 0-10 cm de profundidade no solo. Para a
determinag¢do da perda de matéria seca, amostras de celulose foram coletadas aos
60, 90, 120, 150 e 180 dias ap6s a incorporagdo do biossdlido. Depois de
coletadas, as amostras de celulose foram secas em estufa a 60°C, determinando-se
a perda de massa seca, que foi transformada para porcentagem de celulose

degradada. A degradacdo da celulose no solo das parcelas que receberam doses de

biossdlido pode ser observada na Figura 24.

Figura 24 - Perda de massa seca da celulose em solo sem e com doses de

biossolido, 120 dias ap6s aplicac¢éo de biossélido
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4.4.5 Niimero mais provavel de bactérias

A contagem do numero provavel de bactérias, realizada ao longo do
tempo, variou entre 0,20 e 75,08 x 10° por grama de solo (Tabela 10). Estes
resultados sdo relativamente baixos, pois Silva Filho & Vidor (1984), Catellan &
Vidor (1990) e Fernandes (1995), em solos submetidos a diferentes sistemas de
culturas, determinaram valores variando entre 10° e 10”. Dias-Junior et al. (1998),
determinando a ocorréncia de bactérias em solos de areas contaminadas com
metais pesados, verificaram que o seu numero se situou entre 10° e 107, e Jahnel
et al. (1999), em amostras de solo com a adi¢cdo de lodo de curtume e sais de
crdmio, observaram que a contagem de bactérias ficou em 10° organismos por
grama de solo. Percebe-se que, nos dois ultimos trabalhos citados, que também
envolveram metais pesados, o nimero de bactérias ndo € muito discrepante
daqueles ora apresentados.

O baixo valor determinado na contagem de bactérias pode também estar,
relacionado & presenga de remanescentes de substincias inibidoras de crescimento
microbiano, provenientes da serapilheira do eucalipto € ndo em decorréncia da
incorporagéo de biossélido ao solo.

A partir da leitura realizada aos 15 dias apds a incorporagdo do
biossolido, ja era possivel observar diferengas estatisticamente significativas entre
as doses € o tempo (Tabela 10). Observou-se, também, que a parcela sem
biosso6lido apresentou os menores nimeros de bactérias, ao longo do tempo de
amostragem. Por outro lado, nas parcelas com aplicagdo de doses de biossolido,
constatou-se um aumento em consonancia com o aumento da dose de biossoélido.
Esses aumentos na contagem de bactérias, verificados nas parcelas com
biossélido, podem ter ocorrido devido & inoculagdo no solo de bactérias existentes
no biossdlido e, também, pelo fornecimento de substrato energético e nutrientes

provenientes da decomposi¢do do biossélido e pela elevagdo do pH do solo,
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favorecendo, dessa maneira, a multiplicagdo das células bacterianas (Cattelan &

Vidor, 1990; Brendecke, et al., 1993; Jahnel, et al., 1999).

Tabela 10. Ntmero mais provavel de bactérias () na camada de 0-10 cm de
profundidade de solo tratado com doses de biossolido, apds diferentes

periodos de tempo, até 240 dias

Dias de coleta

‘Biossélido 1 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mg ha')
(NMP de bactérias x 10° g”' solo)
0 1,33 Aa® 0,22 Db 0,69 Ca 0,63 Ca 0,20Cb 0,76Ca 0,68Ca 0,97Ba 0,25Cb 0,64Ba
10 0,77 Be 2,80 Cb 11,70 Ba 1,57 Bb 0,18Ce 3,02Bb 206Bb 149Bd 0,38Cd 0,67 Bc
20 0,42 Cf 10,58 Ba 12,99 Ba 148Bd 0,65 Be 246Bc 4,5Ab 3,55Abc 0,82 Be 0,93 Be
40 1,10 Ad 1540Bb 41,01 Aa 5,21 Ac 2,05Ac 3,06Bc 3,84 Ac 3,41 Ac 0,93Bd 4,50 Ac
60 1,48 Ac 75,08 Aa 51,29 Aa 5,15 Ab 1,56 Ac 423 Ab 445Ab 454Ab 2,39Ac 4,78 Ab

Y variavel transformada por In (x). ) Médias seguidas por letras maitisculas iguais, nas colunas, e minasculas iguais,

nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

Para evidenciar a influéncia do biossdlido sobre o comportamento das
bactérias no solo, a Figura 25 mostra graficamente as variagGes ocorridas em
amostras de solo coletadas na parcela com 60 Mg ha” de biossélido, nos 4
primeiros dias de coleta. Constata-se que o numero de bactérias varia no solo em
trés fases distintas: a primeira, com o numero de bactérias aumentando de forma
logaritimica, entre o 1° e 15° dias; a segunda, estaciondria, com os valores de
bactérias ndo diferindo estatisticamente entre o 15° e o 30° dia; e a terceira fase,
que ¢ de declinio, apresentando uma redug&o no crescimento de bactérias no solo.

Possivelmente, a fase de adaptagc@o ndo foi verificada, porque deve ter ocorrido
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logo nos primeiros dias, ap6s a adi¢do de biossdlido no solo, justamente no
periodo em que nédo houve coletas.

Na avaliagdo em conjunto da liberagéo de CO, (Figura 19) e do NMP de
bactérias (Figura 26), verifica-se que o nimero de bactérias refletiu as alteragdes
ocasionadas pela decomposi¢do do biossolido no solo, pois 0 maior aumento do
numero de bactérias ocorre no periodo inicial, na presenca do substrato energético
e, depois, diminui, & medida que o substrato é consumido pelos microrganismos
do solo.

O NMP de bactérias apresentou correlagdes positivas e significativas,
com as mesmas medidas microbiologicas que também se correlacionaram com a
liberagdo de CO,. Apenas a correlagdo com o NMP de fungos, embora também
significativa, mostrou-se negativa, isto porque, provavelmente, as mudangas
proporcionadas pelo biossolido favoreceram o desenvolvimento das células
bacterianas, que por serem metabolicamente mais ativas, competiram com 0s

fungos pelo consumo de substratos energéticos e nutrientes no solo.
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Figura 25 - Numero mais provavel de bactérias x 107 g de solo determinadas na
camada de 0-10 cm de profundidade de solo tratado com 60 Mg.ha’1

de biossolido em fung¢do do tempo de coleta (Médias seguidas de letras

maitisculas iguais, ndo diferem significativamente entre, si pelo teste t de Student 5%)
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Figura 26 - Niimero mais provavel de bactérias x 10° g solo, em parcelas sem e
com 60 Mg ha! de bioss6lido em difererentes periodos de

amostragens (Médias maitisculas iguais, nas doses, e mintsculas iguais, nos dias de coletas,

ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5% )

Na Tabela 6, observa-se que o numero de bactérias apresentou correlacéo
com o pH (r = 0,70*%*), CTC (r = 0,93**), carbono orgénico (r = 0,66**) e
nutrientes inorginicos no solo, o que sugere que a ocorréncia de bactérias foi
influenciada pela melhoria da fertilidade do solo, encontrando-se correlacdes
significativas com o pH (r = 0,70**), CTC (r = 0,93**), fosforo (r = 0,92*%*),
calcio ( r = 0,95%*) e carbono orgénico (r = 0,66**). Provavelmente o fosforo € o
calcio devem ter sido muito importantes para o aumento da comunidade de
bactérias no solo, pois o teor de fésforo e célcio, determinado em amostras de
solo coletada no 240° dia na parcela com 60 Mg ha™ de biossélido, foi cerca de
33 e 50 vezes superior ao teor desses elementos determinados nessa mesma
parcela antes da aplicagdo do biossélido. Outro fator que pode ter contribuido

para esse comportamento foi a elevacdo no pH do solo, que variou de 3,5, antes
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da adicéo de biossolido, para 5,5, apos 240 dias da incorporagio de 60 Mg ha™! de
biossélido. Essas condi¢cdes de pH, proximas da neutralidade favorecem o
crescimento das células bacterianas, que tendem a predominar no solo, devido
também a neutralizagdo do aluminio, conforme se pode observar na correlagéo
negativa determinada entre as bactérias € o teor de Al (r = -0,47*). Esses
resultados confirmam as observagdes de outros pesquisadores, de que a melhoria
na fertilidade do solo estimula o desenvolvimento das bactérias no solo
(Nuernberg et al., 1984; Dennis & Fresquez, 1989; Cattelan & Vidor, 1990; Tauk
et al., 1990; Jahnel et al.,1999).

As bactérias estiveram correlacionadas significativamente com as
concentra¢des de cobre (r = 0,72**) e zinco (r =0,93**) no solo, indicando que a
presenca desses metais ndo inibiu o crescimento das bactérias, porque
provavelmente a quantidade desses ions metalicos adicionados via biossélido foi
muito baixa, e também porque a adi¢cdo de matéria orgénica associada ao aumento
da CTC e pH tende a neutralizar esses elementos no solo (Mattiazzo-Prezotto,

1994; Oliveira et al., 1995; Bertoncini & Mattiazzo, 1999; Jahnel et al., 1999).

4.4.6. Numero mais provavel de fungos

O numero mais provavel de fungos por grama de solo variou de 0,20 a
4,80 x 10* (Tabela 11). Esses valores estdo no limite abaixo dos comumente
encontrados para os fungos em solos de locais que receberam interveng¢des
antropicas. Porém, esses valores tendem a diminuir, de acordo com o sistema
agricola adotado e a intensidade do manejo realizado no solo. Assim, em areas de
solo com cultivo agricola, os numeros de fuhgos variam entre 10* a 106, e, em
solos tratados com rejeitos orgdnicos e em 4reas contaminadas com despejo

industrial, contendo agentes poluentes como metais pesados, esses valores variam
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entre 10> e 10* (Tauk et al., 1990; Cattelan & Vidor, 1990; Dias-Junior et al.,
1998; Jahnel, et al., 1999).

No caso da area em estudo, os baixos valores verificados no nimero de
fungos talvez possam ser atribuidos, & presenca, no solo, de remanescentes de
compostos inibidores microbianos provenientes da decomposi¢céo da serapilheira,
durante o tempo em que a drea ficou reflorestada com eucalipto. Della Bruna et

al. (1991) também considera esta hipotese.

Tabela 11. Numero mais provavel de fungos ™ na camada de 0-10 cm de
profundidade de solo tratado com doses de biossdlido, apds diferentes

periodos de tempo, até 240 dias

Dias de coleta

Biossélido 1 15 30 60 9 120 150 180 210 240
(Mgha™)
(NMP de fungos x10* g solo) ---
0 1,4ABb() 05Bc  03Ccd 04Cc  02Cd 02Bcd 2,6Ba 1,0Ab 02Bcd 02 Bcd
10 1JABb 14Ab  1,5Bb 05BCc 08Bbc 13Ab 2,5Ba 1,7Aab 14Ab 04 Ac
20 0,8 Cd 1,6Abc  33Aa 06BCd 08Bd 12Ac 20Bb 07Bd 03Be 0, Ade
40 0,9 BCc 16Ab  33Ab 09Abc 13ABc 13Ac 48Aa 07Bc 06Bc 02Bd
60 1,7 Ab ,6Ab  40Aa 15Ab  1,8Ab 13Ab 48Aa 05Bcd 09Abc 03 Ad

) Variavel transformada por raiz de (x). ) Médias seguidas por letras maiiisculas iguais, nas colunas, ¢ minasculas

iguais, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

A Tabela 11 apresenta a média do nimero de fungos € a Figura 27 a
forma grafica da varia¢do da dindmica da comunidade de fungos do solo, apds 15
dias e a intervalos de 30 dias até 240 dias apOs a incorporacdo de doses de

biossolido. Observa-se que a comunidade flingica das amostras de solo estudadas
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foi significativamente influenciada pelo fator tempo, ou seja, o nimero de fungos
diminui ao longo do periodo estudado, independentemente das doses aplicadas no
solo.

Como pode ser visualizado na Figura 27, ocorreram dois periodos de
aumento no numero de fungos no solo: o primeiro, aos 30 dias apds a aplicacédo
de biossolido; € o segundo, aos 150 dias. O aumento de fungos observado no 30°
dia, pode ter ocorrido, devido ao fornecimento de matéria organcia e nutrientes
liberados pela decomposicdo do bioss6lido no solo, pois na parcela sem
biosso6lido ndo ocorreu aumento no nimero de fungos (Dennis & Fresquez, 1989;
Tauk et al.,, 1990; Hiroki, 1992; Jahnel, 1997). O crescimento no niimero de
fungos verificado no 150° dia foi motivado provavelmente por varia¢do sazonal,

tendo em vista que o aumento ocorreu em todos os tratamentos.
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Figura 27 - Nimero mais provéavel de fungos x 10* g'1 solo, em solo tratado com

doses de biossolido, em diferentes periodos de amostragens (Médias

mailusculas iguais, nas doses, ¢ mindsculas iguais, nos dias de coletas, ndo diferem

significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%)
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Quanto a correlagéo entre fungos e as caracteristicas microbioldgicas do
solo, foi verificado que o niimero totais de fungos apresentou correlagdes com as
mesmas medidas microbioldgicas correlacionadas com as bactérias, com excegéo
da percentagem de celulose degradada no solo. Em relacdo as caracteristicas
quimicas, os fungos néo apresentaram correlagéio com o teor de carbono orgéanico

e o pH do solo.
4.4.7 Microrganismos amonificadores e as transformacgdes de nitrogénio no solo

O nimero de amonificadores determinado durante diferentes periodos de
tempo, até¢ 240 dias ap6s a adi¢do de biossolido, estd apresentado na Tabela 12.
Percebe-se, de uma maneira geral, que o numero de amonificadores
correlacionou-se positiva e significativamente com a dose de lodo aplicada no
solo e com as épocas de amostragens. Nas condi¢des de solo de textura arenosa e
com baixos teores de matéria organica, o aumento das doses de lodo deve ser um
fator determinante da quantidade de compostos nitrogenados no solo, que séo
utilizados pelos microrganismos a medida que degradam os compostos de
carbono, para sua multiplicagdo e crescimento (Victoria et al.,1992; Jahnel,
1997).

A mineralizacdo do nitrogénio orgénico, fornecido pela adicdo de doses
de biossolido, até NH'4 no solo, foi quantificada no periodo compreendido entre o
15° e 120° dia. A partir deste periodo, nas medi¢des mensais ndo se detectou mais
a presenga desse ion no solo. A incorporagdo de doses de lodo no solo
propornciou, no 30° dia, aumentos significativos nos teores de NH*, indicando
que os compostos nitrogenados foram mineralizados pelos microrganismos
amonificadores no solo (Tabela 13). Depois desse periodo, observa-se uma
acentuada redugdo, talvez influenciada pelas transformac¢des de imobilizacdo,

desnitrificagdo, nitrificagdo,volatilizacdo e lixiviagdo pelo perfil do solo, tendo
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em vista que o solo € constituido de areia quartzosa e, por isso, com baixa
capacidade de adsor¢do e fixagdo de NH',. Varios autores relatam que as
concentragdes de nitrogénio nas formas de NH', aumentam € que este se acumula
no solo a medida que se elevam as doses de lodo aplicadas ao solo (Parker &
Sommers, 1983; Voos & Sabey, 1987; Reedy et al., 1987; Linderman et al., 1989
e Serna & Pomares, 1991). A interpretagéo dada a este fato pelos autores citados

¢ que a quantidade de nitrogénio mineralizdivel no solo € praticamente

proporcional ao contetido de nitrogénio orgénico total existente no lodo.

Tabela 12. Numero mais provavel " de amonificantes na camada de 0-10 cm de
profundidade de solo tratado com doses de biossolido, ap6s diferentes

periodos de tempo, até 240 dias.

Dias de coleta

Bioss6lido 1 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mgha™)
: (NMP de amonificantes x 10° g”* solo)
0 9,2 Bc® 0,2 Df 4,6 Dd 14,2 Bb 1,6 Ce 8,1Ec 0,7 Cf 1,2 Cf 32,1Ca 04 Bf
10 7,4 Bd 0,7 Dd 129Bc 94 Bd 34Bc 425Da 0,8Cd 23Cc 399Cb 0,2Bd
20 11,8 Ac 2,6 Cf 9,8 Cd 122Bc 3,8Be 68,6 Bc 1,1Cg 35,6 Bb 66,8Ba 0,4Bg
40 7,4 Bd 52Be 6l,1Ab 446Ac 378Ac 599Cc 34,1Ad 54,2 Bc 82,3 Aa 0,2Bf
60 9,8 ABf 9,6 Af 61,8Ab 534Ad 50,4 Ad 91,7Ac 30,2Be 62,4 Ac 82,7Ab 29 Ag

M variavel transformada por raiz de (x). ® Médias seguidas por letras maitsculas iguais, nas colunas, e miniisculas

iguais, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

Comparando o NMP de amonificantes e o teor de NH'4 no solo (Tabelas
12 e 13), verifica-se que, no 30° dia, as quantidades de NH", liberadas no solo
com as doses de biossolido correspondem a um incremento no numero de
amonificadores. Estes também apresentaram uma diminui¢do numérica nos 15

primeiros dias apds a incorporagdo, assim como aconteceu com os fungos e as
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bactérias (Tabelas 10 e 11), o que reflete uma fase lag inicial, seguida de
crescimento logaritmico, quando atingiram valores comparaveis ou maiores do
que os numeros iniciais. Essa resposta dos microrganismos em gerar novos
individuos provavelmente esteja relacionada ao contetdo de nitrogénio total
organico fornecido pelas doses de lodo, pois, conforme pode ser observado na
Figura 27, nas parcelas com aplicagio de 40 ¢ 60 Mg ha' o niimero de
amonificadores aumentou acentuadamente entre o 1° e 120° dia. J4 com as doses
de 10 e 20 Mg ha'l, esse crescimento ocorreu timidamente, com o nimero de
amonificadores apresentando valores semelhantes aos determinados no solo antes
da incorporagdo de biossoélido (Tabela. 12) e mantidos constantes no solo sem
adicdo de biossolido. Depois, com a redugdo nos teores de NH',4, constata-se,
também, uma tendéncia de redugé@o no nimero de amonificadores no solo (Tabela
12). Essa redugéo foi verificada até o 360° dia apos a incorporagdo de biossdlido
no solo, conforme pode ser observada no Anexo B.

Deve ser mencionado que, nos dois primeiros € nos cinco ultimos
periodos de coleta, quase ndo se constatou a presen¢a de amonio no solo, o que
vem mostrar que este ion € rapidamente transformado ou absorvido da solugédo do
solo, conforme j& discutido anteriormente, apontando-se as possiveis vias pelas
quais pode ocorrer. Portanto, o fato de ndo se encontrar NH'4 no solo ndo permite
concluir que néo tenha sido produzido. Seria necessario trabalhar com PN, para
ser possivel o acompanhamento das transformacg0es sofridas.

A contagem de amonificadores correlacionou-se com as mesmas medidas
microbioldgicas que se correlacionaram com a liberagdo de CO, e, também,
quanto aos fatores do solo, verificou-se que os amonificadores foram estimulados
pela melhoria das condi¢gdes de fertilidade, bois foram encontradas correla¢des
positivas e significativas com as caracteristicas quimicas do solo, similares ao do

qCOz
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Tabela 13. Aménio determinado na camada de 0-10 cm de profundidade de solo

tratado com doses de biossolido apos diferentes periodos de tempo, até

240 dias
Dias de coleta
Biosséliodo 1 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mgha™)
(mg NH*, g™* solo)
0 0,0Ac” 0,0Bc 2,7Ca 26Ba 28ABa 02Ab 00Ac 0,0Ac 00Ac 0,0Ac
10 0,0Ac 00Bc 45Ba 2,5Bb 32ABb 00Bc 00Bc 00Ac 00Ac 0,0Ac
20 00Ac 00Bc 51Ba 23Bb 25Bb 00Bc 0,0Bc 0,0Ac 0,0Ac 0,0 Ac
40 00Ac 29Abc 5,5Ba 3,2ABb 3,1 ABb 0,0Bc 0,0Bc 0,0Ac 0,0Ac 0,0 Ac
60 00Ac 32Aba 7.8Aa 39Bb 34Ab 00Bc 0,0Bc 0,0Ac 0,0Ac 0,0 Ac

" Meédias seguidas de letras mailisculas iguais, nas colunas, e mintlisculas iguais, nas linhas, ndo diferem

significativamente entre si, pelo teste t de Student a 5%

Biossolido
(Mgha")
0

040
A60

Raiz de NMP de amonificadores x 10° g" solo

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Dias de coleta

1 solo, em solo

Figura 28 - Numero mais provavel de amonificantes x 10° g
tratado com doses de biossolido, em diferentes periodos de

amostragem
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4.4.8 Hidrolise de diacetato de fluoresceina (DAF) no solo

A taxa de hidroélise de diacetato de fluoresceina (DAF) foi afetada de modo
significativo mais pelo periodo de amostragem do que pela incorporag¢do de
biosso6lido no solo, pois houve um aumento da atividade de DAF em todos os
tratamentos, & medida que passou o tempo apds a incorporacdo do biossolido

(Tabela 14).

Tabela 14. Diacetato de fluoresceina hidrolisado " na camada de 0-10 cm de
profundidade de solo tratado com doses de biossolido, apds diferentes

periodos de tempo, até 240 dias

Dias de coleta

Biossolido ] 15 30 60 90 120 150 180 210 240
(Mg ha)
(1 g DAF g solo)
0 610Ac® 530Bc  S00Bc  530Bc  1320Ab 1430Aa 670Bc  620Cc  1340Ab 109,0 Bb
10 550Ad  61,0Bed S60Bcd SS0Bd  83,0Bc 106,0Bb 53,0Bd  141,0Aa 770Bc 1450 Aa
20 540Ac  840Ac  720ABc 71,0ABc 730Bc 1810Aa 700ABc 920Bb 980Bb  68,0Cc
40 64,0Ad  1200Aab 820Ac 870Ac  46,0Cd 1080Bb 80,0ABc 131,0Aa 81,0Bc  97,0Bc

60 63,0 Ad 96,0 Ab 93,0 Ab 98,0 ABb 1050 ABb 1440Aa 93,0Ab 134,0 Aa  136,0Aa 146,0 Aa

) varisvel transformada por raiz de (x), @ Médias seguidas de letras mailsculas iguais, nas colunas, e mindisculas

iguais, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste t de Student 5%

Pelos dados da Tabela 14, observa-se que a estimativa de DAF
hidrolisado nédo apresentou uma tendéncia de resposta a aplicagdo de biossolido
no solo. Ou seja, essa medida ndo foi sensivel o suficiente para expressar a
atividade microbiana, durante a decomposi¢do do biossélido no solo. Entretanto

foi possivel observar que a taxa de DAF hidrolisado apresentou, no 120° dia, um
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aumento significativo e independente da adicdo de biossolido, e que esse
comportamento também foi determinado pelas medidas de qCO,, porcentagem de

celulose degradada, nimeros totais de bactérias, fungos e amonificadores.
4.5 Resposta da microbiota do solo a adicdo de biossé6lido

De uma maneira geral, o impacto do biossolido sobre a atividade
microbiana e os microrganismos do solo somente foi observado nas parcelas que
receberam a incorporagdo de 40 e 60 Mg ha™! de biossélido. Em doses abaixo de
20 Mg ha™!, as mudangas proporcionadas no solo em geral nfo foram suficientes
para ocasionar alterac¢des significativas no comportamento da microbiota do solo,
pois, durante o periodo de realizag@o do experimento, verificou-se que as medidas
microbiologicas determinadas nas parcelas com 10 e 20 Mg ha™' de biossolido
apresentaram comportamento similar ao observado na parcela sem a incorporagéo
de biossolido.

Quando se analisam as médias das medidas microbiologicas do solo
realizadas durante os 240 dias apds a incorporagéo de biossolido, observa-se que
a liberagcdo de CO,, biomassa microbiana, quociente metabdlico, porcentagem de
celulose degradada, nimero de bactérias e amonificantes representaram com
maior confiabilidade a decomposi¢do da matéria orgénica no solo. Foi possivel
verificar, analisando-se seus valores, uma tendéncia de varia¢do relacionada com
o consumo de substrato energético e nutrientes fornecidos pela adigdo de
biossélido ao solo. J& o método de diacetato de fluoresceina hidrolisado néo foi
eficiente na quantificacdo da atividade microbiana durante a degradagdo da
matéria orgénica no solo, € o nimero total de fungos foi sensivel apenas durante
os primeiros 120 dias.

Tendo como base o estudo de correlagdes, observa-se que os nuimeros

totais de fungos e o diacetato de fluoresceina hidrolisado apresentaram os
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menores valores de correlagdo com as demais medidas microbiologicas. Em
relacdo & alteragdo na composi¢do quimica do solo, verifica-se que apenas a
liberagdo de CO,, porcentagem de celulose degradada e o nimero de bactérias
apresentaram correlages significativas com todas as caracteristicas quimicas
determinadas no solo. Por outro lado, a atividade de diacetato de fluoresceina nédo

apresentou correlagdo significativa com as caracteristicas quimicas do solo.
4.6. Resposta do eucalipto a aplicaciio de biossdlido

O presente trabalho faz parte de um estudo sobre a aplicabilidade de
bioss6lido em plantacdo de floresta de eucalipto. De acordo com os resultados
determinados a respeito da liberagdo de nutrientes no solo, nutricdo do eucalipto e
rendimento de madeira, proporcionado pela aplicacdo superficial de doses de
biossolido, tem se constatado que as concentra¢des de fosforo, potassio, cdlcio e
enxofre aumentam no solo & medida que se elevam as doses de biossoélido, € que a
menor dose de 10 Mg ha™' de biossélido forneceu quantidades de potassio e célcio
no solo em concentragdes suficientes para atender 4 demanda do eucalipto.
Dentre esses elementos, o célcio foi o nutriente que apresentou um incremento
linear em sua concentra¢fo, em funcdo das doses de biossélido aplicadas no solo,
seguido depois pelo enxofre e pelo potassio (Poggiani et al., 1999).

A adigio de biossélido nas dosagens de 10 a 40 Mg ha™' ndo aumentou
significativamente o teor total de N e N inorginico no solo. A auséncia de
diferenca entre os tratamentos poderia talvez ser explicada pela forma de
aplicag@o do lodo (em linha, na superficie do solo) e também pela absor¢do do N
inorgénico pelo extenso sistema radicular dos eucaliptos (Andrade & Mattiazzo,
2000).

Em relagdo a nutrigdo do eucalipto, foi constatado, seis meses apds a

incorporagio de 10, 20 e 40 Mg ha™ de biossélido, que o teor de nitrogénio foliar
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foi maior do que aquele observado no tratamento com adubag@o mineral. Quanto
ao fosforo, foi verificado, apds quatro meses da aplicacdo de biossdlido, que a
concentragdo desse elemento nas folhas de eucalipto aumentou com as doses de
biossdlido, e a concentragéio mais elevada foi observada nas folhas das plantas
que receberam a dose de 40 Mg ha! (Poggiani et al., 1999; Gongalves, et al.,
1999).

A elevagdo das doses de biossdlido, entre 0 ¢ 40 Mg ha", com
suplementa¢do de potassio, resultou numa resposta quadritica em termos de
produtividade de madeira com casca. A produtividade elevou-se de 6,4 para 24,0
m® ha’', apds 1,5 ano de crescimento, quando se comparou a testemunha com o
tratamento que recebeu 40 Mg ha™. Ainda neste mesmo estudo, foi verificado que
a aplicacdo de 40 Mg ha™' de biossolido, sem suplementagdo de potéssio, resultou
numa produtividade semelhante aquela obtida com esta mesma dose, com
suplementagdo de potassio (Gongalves, et al., 1999).

A dose de 40 Mg ha proporcionou aumentos significativos na produgéo
de madeira, porque com a adicdo dessa dose no solo, foram fornecidas
quantidades elevadas de nitrogénio, fosforo, potassio e calcio, conforme pode ser
observado na Tabela 15. Caso essa quantidade de biossdlido fosse aplicada em
culturas agricolas de grios, por exemplo, as plantas talvez ndo tivessem a
capacidade de absorver uma grande parte desse nutriente, que fatalmente seria
lixiviado no solo e contaminaria o lengol freatico. Porém, quando essa dose €
recomendada para reflorestamento de eucalipto, as possibilidades de
contaminag@o do lengol fredtico parecem ser bem mais reduzidas, devido ao
rapido crescimento dessa cultura, que passa a concentrar esses nutrientes em sua
biomassa e ndo no solo. ‘

Torna-se, pois, extremamente importante fazer-se um trabalho de

pesquisa com acompanhamento detalhado da cinética de mineralizagdo do
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carbono e do nitrogénio do biossélido, a fim de permitir um adequado

dimensionamento das doses a serem utilizadas nas diferentes culturas.

Tabela 15. Quantidade de nutrientes incorporados ao solo pela adi¢do de doses de

biossolido.
Elementos Lodo 10 20 40 60
- gkg? (kg ha'')
Nitrogénio 18,66 186,6 373,2 746.,4 1119,6
Fésforo 9,4 94,0 188.,0 376,0 564,0
Potassio 1,96 19,6 39,2 78,4 117,6
Calcio 86,4 864 1728 3456 5184
Magnésio 3,80 38 76 156 228
mg kg'1
Céadmio tragos
Cobre 900 9,0 18 36 54
Cromio 268 2,6 5,2 10,4 15,6
Ferro 55056 550,5 1101 2202 3303
Niquel 222 2,2 4,4 8,8 13,2

Zinco 1632 16,3 32,6

65,2 97,8




5 CONCLUSOES

A adigdo de biossdlido ocasionou mudangas nas caracteristicas quimicas
e alteracdes na atividade microbiana do solo. Essas alteragdes ocasionaram
variagdes nos valores de CO, liberado, biomassa microbiana, quociente
metabolico, celulose degradada, ndmeros totais de bactérias, fungos e
amonificantes no solo.

A producdo de CO, no solo com adi¢do de bioss6lido ocorreu em trés
fases: uma, de redugdo, indicando que os microrganismos necessitam de um
determinado tempo para se adaptar a0 novo substrato energético € as novas
condi¢des do solo; outra, de estimulo, com a elevagéo da atividade microbiana
pelo aumento na oferta de fragdes labeis de matéria orginica e nutrientes
minerais; uma fase estaciondria; e, finalmente a dltima fase, com o declinio na
quantidade de CO, liberado do solo, devido a reducéo de substratos energéticos €
nutrientes. Esse comportamento indica que a medida de CO, refletiu claramente a
decomposi¢d@o do biossélido no solo.

A medida de biomassa microbiana de carbono foi sensivel a incorporagéo
de biossolido, € a maior intensidade respiratdria foi acompanhada por uma menor
imobilizacdo de carbono na biomassa, resultando no aumento do quociente
metabolico. ‘

A atividade dos microrganismos celuloliticos foi estimulada' pela
aplicacdo de biossolido, pois a taxa de degradacdo da celulose esteve

estreitamente relacionada com a liberagdo de CO,, biomassa microbiana,
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quociente metabdlico e carbono orgénico do solo. Isso indica que essa medida
poderé ser utilizada para avaliar o impacto da incorporagdo de biossélido ao solo.

O numero mais provavel de bactérias foi influenciado pela aplicagdo de
biossolido, com a variagdo desse nimero acompanhando uma curva caracteristica
de crecimento bacteriano, incluindo as fases lag, log, estaciondria e de declinio
populacional, conforme ocorreu com a liberagdo de CO,.

O numero de fungos aumentou acentuadamente, em func¢do da dose de
biossolido incorporada ao solo, até o 30° dia, e, depois, diminuiu até o 120° dia,
com um posterior crescimento no 150° dia, motivado provavelmente pela
variagdo sazonal, tendo em vista que o aumento ocorreu independentemente das
doses aplicadas.

Os amonificadores € a concentragio de NH', mineralizado no solo
aumentaram com as doses de biossélido aplicadas, certamente devido ao
conteido de nitrogénio orgénico existente no biossdlido.

No periodo de 240 dias de avaliagdo a atividade de hidrolise de diacetato
de fluoresceina ndo foi sensivel para quantificar a atividade microbiana durante a

decomposigdo do biossélido no solo.
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ANEXO A

Valores médios de C-CO, liberado por hora em amostras de solo colhidas um dia
antes e em diversos periodos apos a aplicacdo de biossolido e incubados na

presenga de NaOH por seis dias consecutivos.

Dias de coleta

" Biossolido 1 15 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
(Mgha™)

(ug C- CO; g™ solo)

0 500,0 700,0  900,0 600,0 700,0 400,0 500,0 4000 400,0 200,0 2693 213,0 2659 3795 "
10 400,0 100,0  800,0 400,0 1200 600,0 800,0 1500 900,0 300,0 230,0 3227 318,8  340,0
20 600,0 100,0 1600,0 1300,0 1800 1100 1300 1000  800,0 600,0 510,2 459,0 490,9  604,5
40 400,0 90,0  2900.0 1800 4000 2700 1300 1200 1600 1000 2837 13556 21920 1282

60 900 100 4500 2600 3800 3700 4000 3000 2600 3800 2909  1869,4 3051.1 1914

as
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ANEXO B

Numero mais provavel de amonificantes na camada de 0-10 cm de profundidade
de solo tratado com doses de biossélido, apds diferentes periodos de tempo, até

360 dias.

Dias de coleta
7Bio'ssgi:i§::' - ] “"15 30 60 79“(‘)“ - 126 ,.,_,.,,,l,?o, - "7]80' 2']7(:)”7'72'40 ’ 270 300”7 "'336777":7"38(1) ‘
(Mg ha')

(NMP de amonificantes x 10° g solo)

0 9,2 0,2 4,6 14,2 1,6 81 0,7 1,2 32,1 0,4 0,6 0.5 0,3 0,4
10 7,4 0,7 12,9 9,4 34 425 0,8 23 399 0,2 0,5 0,6 04 02
20 11,8 2,6 9.8 122 3,8 68,6 1,1 356 668 04 03 0,7 0,5 0,4
40 7.4 52 61,1 446 378 599 341 542 823 0,2 0,4 0.5 0,3 0,2

60 9,8 96 61,8 534 504 91,7 30,2 624 827 29 12 0.9 0,6 0.8
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