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Resumo

O trabalho teve como objetivo avaliar as alteracoes na
comunidade de microrganismos amonificadores e
nitrificadores do solo ap6s a adicao de doses de lodo
de esgoto. As parcelas foram distribuidas em um
delineamento experimental de blocos ao acaso, com
quatro repeticoes e cinco tratamentos (sem adicao de
lodo e com lodo em base seca nas doses de 12, 24, 36
e 48 Mg ha-1), perfazendo, assim, um total de 20
unidades experimentais. O lodo de esgoto utilizado
foi produzido via processo aerdbio na Estacdao de
Tratamento de Efluentes da KODAK do Brasil, situada
no municipio de Sao José dos Campos / SP. As amostras
de solo foram coletadas em todas as unidades
experimentais, antes da incorporacao do lodo de esgoto,
indicando o tempo 0, e 30 dias ap6s a aplicacao do
lodo no solo. As determinacoes microbioldgicas e as
formas de nitrogénio (N-N-NH4 e N-NO3) foram
realizadas no mesmo dia da coleta e depois submetidas
a analises. Os dados foram submetidos a analise de
regressao e correlacao. P6de-se concluir que os
microrganismos amonificantes e nitrificantes nao foram
inibidos pelas doses de lodo de esgoto aplicadas no
solo.
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INTRODUCAO

O lodo de esgoto é um residuo resultante do sistema
de tratamento bioldégico das aguas residuarias
provenientes das residéncias, estabelecimentos
comerciais, agroindustriais e industriais, que pode ser
utilizado na agricultura (SAO PAULO, 1999). Atualmente,
nas estacoes de tratamento de esgoto, o lodo, depois
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de desaguado e desidratado, é enviado para ser
depositado em aterros sanitarios, porém tem sido
verificado que essa operacdo tem proporcionado
aumento expressivo no custo operacional da disposicao
e também reduz a vida util do aterro. Nesse aspecto,
entre as alternativas recomendadas para desviar o lodo
do aterro, esta a sua utilizacao em solos agdricolas e
florestais (TSUTYA, 1999), onde ele atuara como um
fertilizante organo-mineral.

A utilizacdo de lodo para fins agricolas e florestais é
uma alternativa que vem sendo adotada nos Estados
Unidos e na Europa Ocidental, onde diariamente cerca
de 25 e 37%, respectivamente, do total de lodo gerado
pelas estacdoes de tratamento de esgoto sdo
aproveitados na adricultura (SABESP, 1998). No Brasil,
recentes trabalhos realizados pelo Programa de Pesquisa
em Saneamento Basico (PROSAB), no Estado do Parana,
confirmaram que a reciclagem agricola € uma opcdo
para a destinacao do lodo, quando os teores de metais
pesados e a presenca de microrganismos patogénicos
estiverem dentro dos limites propostos pela legislacao
(FERNANDES et al.,1996).

Devido a composicdo quimica do lodo, a sua
aplicacdo ao solo altera seus parametros fisicos,
quimicos e biol6gicos. Nesse sentido, o uso agricola
de lodo vem sendo estudado com relacdo as alteracoes
na porosidade, na infiltracdo da dgua no solo, no
aumento da resisténcia contra a erosao (JORGE et al.,
1991; MARCIANO et al., 2001); no aumento da
fertilidade do solo, pela elevacdo do pH, reducdao da
toxidez do aluminio, aumento do carbono organico e
pelo fornecimento de nitrogénio, fosforo, calcio e
magnésio para o solo e a planta (BERTON et al., 1989;
OLIVEIRA, 1995; SILVA et al., 1998); nos fatores que
contribuem para o aumento da produtividade de
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culturas agdricolas e florestais (LOURENCO et al., 1996;
GONCALVES et al., 1999); e na liberacdo de metais
pesados no solo e na agua (MATTIAZZO-PREZOTTO,
1994; BERTOCINI; MATTIAZZO, 1999).

Verifica-se que a maioria dos trabalhos relata sobre
os efeitos do lodo sobre composicao quimica e fisica
dos solos e tem sido dada énfase a liberacao de metais
pesados no solo. Contudo, sao poucos os trabalhos
desenvolvidos em condicoes de solos tropicais e a
campo que se propoe avaliar as alteracoes que ocorrem
na dinamica da comunidade de microrganismos e na
atividade microbiana do solo apo6s a aplicacao de lodo
de esgoto.

Os microrganismos estdo diretamente envolvidos
nos ciclos dos nutrientes no solo e a quantificacao de
grupos importantes da a indicacdo de como o0s processos
estdao ocorrendo. A amonificacdo ou degradacdao dos
compostos nitrogenados organicos é o passo limitante
da mineralizacdo feita por uma grande diversidade de
microrganismos amonificantes. Sua quantificacdo nos
solos fornece um indicativo do processo de
mineralizacao do nitrogénio e do ciclo deste elemento
no solo.

Com base no exposto, o presente projeto teve como
objetivo quantificar os microrganismos amonificadores
e nitrificadores no solo tratado com lodo de esgoto.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em condicoes
de campo, em uma area localizada nas dependéncias
da Fazenda Piloto do Departamento de Ciéncias Agrarias
da Universidade de Taubaté, no municipio de
Taubaté - SP.

As analises quimica e microbiolégica do solo foram
realizadas nos Laboratorios de Fertilidade do Solo e de
Microbiologia Agricola e Fitopatologia.

3.1. Unidade experimental

A unidade experimental foi constituida por um
recipiente metalico de forma circular e fechado na base
com as seguintes dimensodes: 1,2m de altura e 0,5 m
de diametro. Na base foi conectada uma torneira para
coletar a agua percolada pelo perfil do solo. O
recipiente foi preenchido na base com uma camada
de 0,2 m de brita e depois sobre a brita foi colocada
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uma camada de 0,4 m de solo referente ao horizonte
B e acima dessa uma outra camada de 0,4 m de solo
referente ao horizonte A.

3.2. Solo

O solo da area foi caracterizado como latossolo
vermelho amarelo distrofico e apresentou as seguinies
caracteristicas quimicas: pH (CaCL,) = 41; M.O = 18,3
gdm’; P=5mgdm’; K=23, Ca=17 Mg =9 mmol
dm3; Cu = 0,75 e Zn = 1,9 mg kg?

3.3. Lodo de esgoto

O lodo de esgoto utilizado foi produzido via
processo aerdbio na Estacdo de Tratamento de Efluentes
da KODAK do Brasil, situada no municipio de Sao José
dos Campos / SP. A composicdo quimica e as
quantidades de elementos quimicos adicionados ao solo
pela aplicacao das doses de lodo estao apresentados
na Tabela 1.

3.4. Implantacao do experimento

As parcelas foram distribuidas em um delineamento
experimental de blocos ao acaso, com quatro
repeticoes e cinco tratamentos (sem adicao de lodo e
com lodo nas doses de 12, 24, 36 e 48 Mg ha"),
perfazendo, assim, um total de 20 unidades
experimentais.

3.5. Coleta e preparo de amostras

As amostras de terra foram coletadas aleatoriamente
em cada parcela experimental, com o auxilio de um
trado de aco introduzido até a camada de 10cm de
profundidade.

As amosiras compostas de cada tratamento foram
constituidas da coleta e da homogeneizacdo de 5 sub-
amostras. Apos a homogeneizacdo, as amostras de solo
foram enviadas no mesmo dia ao laboratério para dar
inicio as andlises quimicas e microbiologicas.

As amostras de solo foram coletadas em todas as
unidades experimentais, antes da incorporacao do lodo
de esgoto, indicando o tempo 0 e 30 apos a aplicacao
do lodo no solo.

As determinacdes microbiologicas e as formas de
nitrogénio (N-N-NH, e N-NO,) foram realizadas nas
amostras no dia da coleta.
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Tabela 1. Composicdo quimica do lodo de esgoto usado no experimento e quantidades de macro e micronutrientes (base
seca)aplicados via doses de lodo no solo.

Atributo

Arsénio
Cadmio
Chumbo
Cobre
Cromo total
Fosforo total
Mercurio
Molibdénio
Niquel
N-NH,
N-NO,
N-NO,
N-total

Prata
Selénio
Sodio

Zinco

Carbono organico
Umidade

Solidos totais

Solidos totais volateis

Sélidos fixos

Coliformes fecais

Salmonella sp

Concentracao Quantidade em funcao das doses
——— (Mg ha')— -
12 24 36 48
—(mg kg')— — (kg ha') ————
< 0,10 - - - -
< 0,10 - - - -
< 0,10 - - - -
33 0,39 0,78 1,17 1,56
< 0,10 - - - -
386 4,63 9,26 13,89 18,52
< 0,01 - - - -
<2,0 - - - -
<1,0 - - - -
442 5,30 10,6 15,9 21,2
16,80 0,20 0,40 0,60 0,80
8,55 0,10 0,20 0,30 0,40
1688 20,25 40,5 60,75 81,0
833 10,0 20,0 30,0 40,0
< 0,10 - - - -
229 2,75 5,50 8,25 11,0
23 0,27 0,54 0,81 1,08
———(%) —
6,33 759 1518 2277 3036
83,78 - - - -
16,22 1946 3892 5838 7784
14,43 1731 3462 5193 6924
1,79 1,79 3,58 5,37 7,16
—(NMP)—
Ausente - - - -
Ausente - - - -
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3.6. Determinacdes microbioldgicas no solo
3.6.1. Microrganismos amonificantes

A quantificacdo do numero de amonificadores foi
realizada em 10g de amostras de terra misturadas em
solucdo tampao de fosfato TmM e preparada a partir da
diluicao 10" sucessivamente até 107. Depois, TmL de
cada diluicdao foi transferida para tubo de ensaio
contendo meio de cultura especifico para amonificadores
(arginina, extrato de levedura, K,HPO,, MgSO, .7H.0,
FeSO, .7H,0, MnSO, .4H,0, fenol vermelho e agua)
(SARATHCHANDRA, 1978), cuja Unica fonte de nitrogénio
era a arginina. Para cada diluicdo, foram utilizados trés
tubos de ensaio com capacidade de 15mL, contendo
4mL de meio de cultura e autoclavados a 121°C + 2
(1atm), por um periodo de 20 minutos. Os tubos, depois
de receberem 1 ml das suspensoes de solo, foram
mantidos, por 6 dias, em sala climatizada (28°C). A
presenca de amonificadores foi determinada pela
mudanca na coloracao (da cor laranja para rosa), que
foram anotados como positivos (presenca) e os sem
alteracao na coloracdo como negativos (auséncia) de
microrganismos amonificadores. A determinacdao do
Numero Mais Provavel (NMP) foi realizada pela
contagem dos tubos que apresentarem a ocorréncia de
amonia, e o cdlculo foi efetuado pela utilizacao da Tabela
de probabilidade de ocorréncia e os resultados expressos
com base em solo seco em estufa.

3.6.2. Microrganismos nitrificantes

A quantificacdo do numero de nitrificadores foi
realizada em 10¢ de amostras de terra misturadas em
solucdo tampao de fosfato TmM, e preparada a partir
da diluicdo 10" sucessivamente até 107. Depois, TmL
de cada diluicdo foi transferida para tubo de ensaio
contendo meio de cultura liquido especifico para
Oxidantes do Amoénio ((NH,),SO,, KH,PO,, MgSO,.
7H,0, CaCl,. 2H,0, NaCl, FeSO, e EDTA-Na), e para os
Oxidantes de Nitrito (NaNOZ, K,HPO,, MgSO, .7H,0,
CaCO,, NaCl, FeSO,, EDTA-Na e NaMoO,.H,0) (SAAD;
CONRAD, 1993). Para cada diluicao, foram utilizados trés
tubos de ensaio com capacidade de 15mL, contendo
4mL de meio de cultura e autoclavados a 121°C £ 2
(1atm), por um periodo de 20 minutos. Os tubos, depois
de receberem 1 ml das suspensoes de solo, foram
mantidos, por 4 semanas, em sala climatizada (28°C). A
presenca de oxidantes do amonio foi determinada pela
formacdo de uma coloracao rosa com a adicdo de gotas
de reagentes Griess-liosvay em uma aliquota de 0,1 ml
do meio de cultura inoculado. Nao ocorrendo a
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coloracdo rosa, o tubo foi anotado como negativo
(auséncia de bactérias oxidantes de aménio). Apos,
realizaram-se os testes para avaliar os microrganismos
oxidantes do nitrito ou seja, a transformacdo de NO,
em NO,. Para isso, foram adicionados gotas de reagentes
Griess-liosvay em uma aliquota de 0,iml do meio de
cultura inoculado. Nao ocorrendo mudanca na coloracao,
0s tubos foram anotados como positivo (presenca de
bactérias oxidantes de NO,) e nos casos em que ocorreu
mudanca para a coloracdo rosa, o que indicava presenca
de NO, os tubos foram anotados como negativos
(auséncia de oxidantes de NO,).

A determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP)
foi realizada pela contagem dos tubos que apresentarem
a ocorréncia de nitrito (oxidantes de aménia) e nitrato
(oxidantes de nitrito), e o calculo foi efetuado pela
utilizacao da Tabela de probabilidade de ocorréncia.

3.7. Formas nitrogenadas no solo
3.7.1. Determinacoes de N-NH', e N-NO,, + N-NO",
no solo

As formas de N inorganico no solo (N-NH", e
N-NO, + N-NO,) foram realizadas a partir da extracao
com a adicao de 50 ml de KCl 1 N, em 5 ¢ de amostras
da terra umida, e submetidas a agitacdao por 1 hora e,
depois de filtrada; aliquotas dos extratos foram destilados,
com a adicao de 0,2 g de MgO e depois 0,2 g de liga
Devarda. As concentracdes de N-NH", e N-NO-, +
N-NO, foram determinadas em seguida, pela titulacao
dos destilados, com H,SO, 0,050 N (BREMMER, 1965).

3.8. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de regressao
entre amonificantes e nitrificantes x doses de lodo de
esgoto e N-NH, e N-NO, + N-NO, x doses de lodo de
esgoto.

Resuitapos E DiscussAo
4.1 Microrganismos amonificantes

A contagem do numero mais provavel de
microrganismos amonificantes por grama de solo variou
de 2,3 x 107 para a parcela sem adicao de lodo a 14,9 x
107 para a parcela com 48 Mg ha' de lodo (Figura 1),
esses valores estao de acordo com os observados por
Alexander (1982) em solos de areas naturais. Observa-
se também que o aumento no numero de amonificantes
foi proporcional ao aumento nas doses de lodo aplicadas
no solo, esta resposta provavelmente se deve ao fato
da elevada quantidade de compostos nitrogenados
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incorporados ao solo via lodo, estes compostos
forneceram energia e carbono para a multiplicacdao e
crescimento dos amonificantes no solo (VICTORIA et
al., 1992; JAHNEL, 1997).
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Figura 1. NUmero mais provavel de amonificantes x 10’ g solo,
em solo tratado com doses de lodo de esgoto

O aumento no numero de microrganismos
amonificantes nas parcelas tratadas com lodo, também
pode ser explicada pelo fato de que o processo de
amonificacao ndo depende de microrganismos
especificos, 0 que possibilita a reacdo de amonificacao
mesmo em condicoes adversas do solo.

Pelos resultados apresentados na Figura 1, nota-se
que os elementos quimicos presentes na composicao
do lodo nao afetaram a comunidade de microrganismos
amonificantes no solo, isto ocorreu possivelmente por
dois motivos: o primeiro pelo fato de que a microbiota
que atua na amonificacdao é bastante diversificada,
incluido variados grupos de microrganismos
(ALEXANDER, 1982) e o segundo, talvez, porque a
concentracdo dos elementos quimicos ndo atingiu o
ponto de provocar uma inibicao na comunidade de
amonificantes no solo.

4.2  Microrganismos nitrificantes
4.2.1 Oxidantes de amonio

O numero de oxidantes de amoénio determinados
no solo, 30 dias ap6s a adicao de doses de lodo esta
apresentado na Figura 2, verifica-se que diferentemente
dos microrganismos amonificantes, os resultados revelam
que nao ocorreu uma resposta linear dos microrganismos
oxidantes de aménio em respostas as doses de lodo
incorporadas no solo. Observa-se que o numero de
microrganismo apresenta um aumento acentuado até
a dose de 24 Mg ha" e depois tende a se estabilizar até
a dose de 48 Mg ha'. Esta resposta de estabilidade dos
microrganismos ao lodo possivelmente ocorreu devido
ao aumento de NH-",, disponibilizado ao solo durante o
processo da amonificacdo.
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O numero reduzido dos oxidantes de amoénio
no solo se explica pelas condicdes adversas do solo aos
microrganismos oxidantes de amoénio. Isso porque esse
processo exige a acao de microrganismos especificos,
geralmente bactérias do género Nitrossomonas, que se
desenvolvem em faixas de pH entre 5,8 a 9,0, ou seja,
sdo sensiveis a solo com pH igual a 4,1, conforme foi
determinado no presente estudo. Segundo Rosolem et
al. (2003), a taxa de nitrificacdo decresce abaixo de pH
6,0 e praticamente € insignificante abaixo de pH 4,5.
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Figura 2. Numero mais provavel de oxidantes de amoénio
x 107 g solo, em solo tratado com doses de lodo de esgoto

4.2.2 Oxidantes de nitrito

No processo de oxidacao do nitrito a nitrato,
pode-se observar novamente uma resposta positiva dos
microrganismos oxidantes do nitrito em funcao das doses
de lodo aplicadas no solo. A escala reduzida desses
microrganismos no solo, também pode ser explicada
devido a especificidade dos microrganismos nesse
processo. Geralmente, as bactérias do género
Nitrobacter sdo responsaveis pela transformacao do
nitrito em nitrato, e estas sao sensiveis a pH inferior a
5,7.
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4.3. Formas nitrogenadas no solo
4.3.1. Nitrogénio Mineral (NH", e NO", + NO",) no
solo

A mineralizacao do nitrogénio organico, fornecido
pela adicao de doses de lodo, até aménio no solo, esta
retratada na Figura 4, percebe-se que os teores de
amoénio aumentam no solo na mesma proporcao em
que se elevam as doses de lodo adicionadas no solo.
Segundo Linderman et al. (1989) e Serna e Pomares
(1991), isso ocorre porque a quantidade de nitrogénio
mineralizavel no solo é praticamente proporcional ao
contetdo de nitrogénio organico existente no lodo.

Comparando a variacao dos microrganismos
amonificantes e nitrificantes apresentados nas Figuras
1, 2 e 3 com os teores de aménio e nitrato no solo das
Figuras 4, verifica-se que as quantidades de amoénio
liberadas no solo com as doses de lodo correspondem
a um incremento no ndmero de amonificantes e
nitrificantes.
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Figura 4. variacdo do teor de amonio no solo tratado com doses
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45,0 -
40,0 -
35,0 -
30,0 A
25,0
20,0
150
10,0

5,0 T T T 1
0 12 24 36 48

y=0,5075x+ 11,57

R%?=0,67*

Nitrito e Nitrato no solo (mg kg ™)

Doses de lodo de esgoto (Mg ha™)
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CoNcLusOEs

1. Os microrganismos amonificantes nao foram inibidos
pelas doses de lodo de esgoto.

2. Doses superiores a 12 Mg ha-1 nao proporcionaram
incremento nos microrganismos oxidantes de amoénio
€ nos teores de NO2 + NO3.

3. A amonificacdo e oxidacdo de aménio foram
predominantes em relacdo a oxidacao de nitrito.

ABSTRACT

This work aims to evaluate the changes in the
community of ammonifying and nitrifying
microorganisms in the soil after adding doses of sewage
sludge. The parcels were randomly distributed into an
experimental outline of blocks, with four repetitions
and five treatments (without adding sludge and with
sludge in drying basis in doses of 12, 24, 36 and 48 Mg
ha-1), totalizing 20 experimental unities. The sewage
sludge used was produced by means of aerobic process
in the Effluent Treatment Station of Kodak do Brasil, in
Sao José dos Campos, state of Sdao Paulo. The soil samples
were collected in all the experimental unities, before
sewage sludge embodiment incorporation, indicating
time O, and 30 days after the application of the sludge
in the soil. The microbiological determinations and the
nitrogen forms (N-N-NH4 and N-NO3) were
accomplished in the same day of the collection and
lately submitted to analysis. The data were subjected
to regression and correlation analysis. The results have
showed that the ammonifying and nitrifying
microorganisms were not inhibited by sewage sludge
doses applied into the soil.

Kev-wORDS
Ammonifying and nitrifying microorganisms. Sewage
sludge.
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