Atividade de enzimas ligadas ao ciclo do nitrogénio em solo
submetido a frequentes aplicacoes de lodo de esgoto
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RESUMO: Grande proporgdo do nitrogénio no solo
esta na forma de material proteinaceo, cuja quebra ¢
regulada pela atividade de proteases extracelulares.
Outra enzima envolvida no ciclo do nitrogénio, a
urease, é responsavel pela hidrolise da uréia a amonia e
CO,. Neste trabalho, avaliou-se o efeito da
suplementagio do solo com diferentes doses e tipos de
lodo (ETE de Barueri ¢ ETE de Franca) na atividade
das enzimas protease e urease. As aplica¢oes de lodo
ao solo iniciaram-se em 1999 a taxas que variaram na
dose recomendada, tomando-se como base os
requerimentos da planta em N, até uma taxa 8 vezes
maior. Nos anos de 2004 e 2005 os lodos ndo foram
aplicados. Em 2006 e 2007 somente foi aplicado o lodo
de Franca. Os resultados deste trabalho referem-se as
coletas de solo feitas no ano agricola 2007/2008. A
atividade da protease aumentou com o aumento da
dose de lodo de Franca. Por outro lado, houve
decréscimo da atividade da protease com o aumento da
dose do lodo de Barueri. Na maior dose deste lodo a
atividade foi semelhante a obtida no tratamento com
fertilizacao mineral. A menor atividade daquela enzima
foi obtida no tratamento testemunha. A atividade da
urease foi maior nos tratamentos com o lodo de Franca
independentemente da dose aplicada. A atividade das
duas enzimas envolvidas no ciclo do nitrogénio foram
sensiveis indicadores da qualidade de solo tratado com
lodo de esgoto.
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Introducio

Lodo de esgoto ¢ um residuo rico em matéria
orgianica gerado durante o tratamento das aguas
residudrias nas Estagdes de Tratamento de Esgotos
(ETEs). O tratamento eficiente do esgoto resulta num
efluente com baixa carga orgénica e na produgdo do
lodo orgdnico (biossélido). Este residuo apresenta
inicialmente natureza liquida, com teor de solidos em
torno de 2%, e a preocupagdo inicial é com sua
estabilizagdo, podendo ser desidratado, parcialmente,
visando diferentes destinos. Quando desidratado, o
lodo apresenta consisténcia semelhante a do esterco ou

a um adubo orgidnico e apresenta significativa
quantidade de matéria orginica além de nitrogénio,
fosforo e micronutrientes essenciais as plantas.

A principal op¢io para reciclagem de biossélidos ¢
o seu uso como condicionador de solos agricolas.
Virios estudos no Brasil ja comprovaram a sua eficacia
para uso agricola, entretanto, a possivel presenga de
poluentes como metais pesados, patogenos e
compostos organicos persistentes, sdo fatores que
podem provocar impactos ambientais negativos. O
nitrato também representa um problema devido a falta
de sincronismo entre a mineralizagao do N orgénico e a
absorgdo pelas plantas, resultando em risco de
contaminag¢do do lencol freatico (Pires, 2009). Uma vez
adicionados ao solo, alguns dos poluentes podem entrar
na cadeia alimentar ou acumular-se no préprio solo, no
ar, nas aguas superficiais, nos sedimentos e nas dguas
subterrineas.

A influéncia do lodo de esgoto sobre os processos
bioquimicos que envolvem os nutrientes do complexo
solo/planta e sobre a populagdo de organismos de solo
ainda € pouco estudada nas condigdes brasileiras
(Ferreira & Nishiyama, 2003). No entanto, os efeitos
sobre as caracteristicas fisico-quimicas e 0s organismos
do solo muitas vezes ndo podem ser dissociados dos
efeitos primdrios das propriedades quimicas e fisicas
do solo. Como o comportamento da microbiota do solo
depende da qualidade e da quantidade dos residuos que
estdo sendo adicionados ao mesmo, € indispensavel a
realizagdo de estudos sobre o efeito do lodo de esgoto
na atividade microbiana do solo, com a finalidade de
aumentar os conhecimentos sobre as alteragdes que
venham a causar no ciclo de nutrientes. A atividade de
hidrolases do solo, como protease € urease, tem sido
citadas como sensiveis indicadores de mudangas
induzidas pelo manejo devido as suas fortes relagdes
com o conteido e qualidade da matéria organica do
solo (Tejeda et al., 2006).

Material e Métodos

O experimento vem sendo conduzido desde 1999
em uma 4drea experimental da Embrapa Meio
Ambiente, em Jaguariuna, SP, em Latossolo Vermelho
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distroférrico, textura média/argilosa. Dois tipos de
lodos de esgoto sdo aplicados periodicamente. O lodo
de Barueri (LB) recebe tanto esgotos domésticos como
industriais, enquanto o lodo de Franca (LF) ¢
predominantemente doméstico. As aplicagdes de lodo
foram feitas em abril e novembro de 1999 e em
novembro de 2000, 2001, 2002 e 2003. Em 2004,
2005, 2006 ¢ 2007 nio foi aplicado o lodo de Barueri,
O lodo de Franca foi reaplicado em 2006 e 2007. As
amostras de solo deste trabalho foram coletadas no ano
agricola 2007/2008 em todos os tratamentos..

O experimento foi montado em delineamento
experimental de blocos ao acaso, com trés repeti¢des e
os seguintes tratamentos: testemunha, sem aplicagdo de
fertilizantes ou lodo de esgoto (T), aplicagdo de
fertilizantes minerais (FM) e doses 1, 2, 4 ¢ 8 de lodo
de esgoto. A dose 1 foi calculada considerando o N
recomendado para a cultura do milho AG4051. As
doses 2, 4 e 8 foram duas, quatro e oito vezes maiores
que a dose 1. Doses suplementares de K foram
adicionadas devido ao baixo teor deste elemento nos
lodos. Os compostos foram sempre uniformemente
distribuidos na superficic do solo e incorporados a
profundidade de 0-20 cm. Cada parcela experimental
(20 m x 10 m) ¢ constituida por 12 linhas de milho
espacadas de 0.9 m com aproximadamente 5 sementes
por metro. Foram retiradas cinco subamostras por
parcela, nas profundidades de 0-10 e 10-20 c¢m, no final
do ciclo do milho, que foram homogeneizadas para
formar uma amostra composta.

As atividades das enzimas protease e urease foram
quantificadas pelos métodos descritos por Alef &
Nannipieri (1995a e b). Resumidamente, a atividade da
protease foi medida apds a incubagdo de lgr de solo
com caseinato de sédio em tampao-Tris, pH = 8,1, por
2 h, a 50°C. O reagente Folin-fenol reagiu com a
tirosina liberada formando um complexo azul, que foi
determinado espectrofotometricamente a 700 nm. A
atividade da protease foi expressa em mmol tirosina g’
h'. A atividade da urease foi determinada medindo-se
o0 amdnio liberado apds a incubac¢do do solo com uréia.
O amoénio foi quantificado pelo método de destilagio a
vapor (Tedesco et al., 1985). A atividade da urease foi
expressa em pug NH,-N g’ h''.

Resultados

A analise de solo realizada em todos os
tratamentos, no periodo de florescimento pleno do
milho, no ano agricola 2007-2008, a 0-20 cm de
profundidade, ¢ apresentada na Tabela 1.

A atividade da protease, a 0-10 cm de
profundidade, foi maior no tratamento 2LF seguido do
tratamento 1LB e 1LF. A menor atividade desta enzima
foi obtida no tratamento testemunha. A 10-20 cm de
profundidade, as maiores atividades se mantiveram nos
tratamentos ILF, 2LF e 1LB, com o menor valor
obtido no tratamento testemunha (Tabela 2).

A atividade da urease, na menor profundidade de
solo, foi maior nos tratamentos com o lodo de Franca,
independentemente da dose, seguido pelo tratamento
FM e pelos tratamentos com o lodo de Barueri.
Conforme ocorreu com o lodo de Franca ndo houve

efeito das doses do lodo de Barueri na atividade da
urease. Em relagdo ao tratamento testemunha, as
atividades da urease foram, em média, 208 % ¢ 108 %,
maiores nos tratamentos com o lodo de Franca ¢ o lodo
de Barueri, respectivamente. Na profundidade de 10-20
cm, ndo houveram diferengas significativas na
atividade desta enzima em todos os tratamentos, ‘a
excegdo da testemunha, onde foi obtido o menor valor.

Discussio

Nos organismos vivos a maioria do N orgénico
esta na forma de proteina (Kogel-Knaber, 2006).
Estima-se que cerca de 40% do N total do solo é
material  proteindceo  que  inclui  proteinas,
glicoproteinas, pepetideos e aminoacidos. As proteases
que sdo produzidas por extensa gama de bactérias,
actinomicetos e fungos (Kumar & Takagi, 1999)
hidrolizam as proteinas do solo para peptideos e
aminodcidos. Devido a abundancia de proteinas e
pepetideos no solo, as proteinases, provavelmente,
suprem grande parte do N biodisponivel. A maior
atividade da protease no tratamento 2LF pode estar
relacionada ao maior teor de material proteindceo
encontrado neste tratamento. Segundo Geisseler &
Horwath (2008) o aumento na atividade da protease em
decorréncia da adi¢do de proteina ao solo é dependente
da quantidade adicionada ¢ também de sua
solubilidade. Deste modo, no caso do lodo de Franca, a
menor atividade da protease na menor dose pode ser
decorrente da menor quantidade de material
proteindceo, o que ndo poderia ser sugerido para o lodo
de Barueri. Neste caso, com o aumento da dose de
lodo, em ambas as profundidades, as atividades da
protease diminuiram indicando que algum outro fator
bidtico ou abidtico pode estar influenciando a atividade
desta enzima na maior dose do lodo. O lodo de Barueri,
por ser de origem industrial, apresenta maiores teores
de metais pesados e pode conter compostos organicos
que sdo prejudiciais a atividade dos microrganismos.
Poucas informagdes ainda sdo disponiveis sobre os
varios reservatorios de C e N que governam a produgio
de enzimas extracelulares na complexa comunidade
microbiana do solo (Geisseler & Horwarth, 2008).

As atividades da urease foram bem maiores nos
tratamentos com lodo do que a atividade obtida no
tratamento testemunha. Resultados similares foram
obtidos por Alvarenga et al. (2009). Ao contrério,
porém, estes autores verificaram que a atividade da
urease aumentou com a dose de lodo, o que ndo foi
verificado no presente trabalho. Tal fato pode estar
relacionado ao periodo de tempo que se passou entre a
adi¢do do lodo ao solo e a retirada das amostras. No
presente estudo a aplicagdo mais recente de lodo foi
feita ha mais de 120 dias e, neste caso, o solo ja
poderia ter atingido um certo grau de equilibrio, sem o
efeito do fluxo inicial de C facilmente degradavel, que
aumenta a atividade microbiana.

E interessante observar que mesmo sem a
aplicagdo do lodo de Barueri desde 2004 (em 2003 foi
feita a ultima aplicagdo), na maior dose, tanto a
atividade da protease como a atividade da urease foram
maiores que as observadas no tratamento testemunha,



demonstrando que de certa forma, a dose aplicada no
tratamento 2LB também contribuiu para aumentar o
‘status * bioquimico do solo. Necessario se faz que os
fatores responsaveis pelos decréscimos na atividade
destas hidrolases no solo suplementado com o lodo de
Barueri, sejam identificados e considerados como
parametros adicionais na recomendac¢do de doses de
lodo ao solo.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram
que a atividade da protease e da urease foram sensiveis
indicadores de qualidade de solo tratado com lodo de
esgoto. Estudos futuros sdo necessdrios para melhor
caracterizar a composi¢do organica dos lodos, assim
como a quantidade de metais totais e disponiveis para
melhor entendimento dos resultados encontrados.
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Tabela 1. Anélise quimica dos solos dentro de cada tratamento.

Tratamentos pH MO (%) P Cu Zn
(CaCl,) mg dm*

T 5,40 2,20 4,00 0,60 0,60
FM 4,93 2,60 21,00 0,80 1,77
ILF 5,30 2,57 28,00 1,33 3,83
2LF 5,10 2,83 61,00 2,00 7,40
ILB 5,10 2,60 33,00 3,57 12,13
2LB 5,07 2,50 58,00 6,10 21,57

() Médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste LSD
(P<0,05). T, testemunha, FM, fertilizagdo mineral, 1LF, dose 1 do lodo de Franca; 2LF, duas vezes a
dose 1LF; 1LB, dose 1 do lodo de Barueri; 2LB, duas vezes a dose 1LB.

Tabela 2. Atividade da protease ¢ da urease nos solos dos tratamentos.

Tratamentos Atividade da protease (mmol tirosina g”'h™) Atividade da urease (ug NH, g h™)
0-10 cm 10-20 cm 0-10 cm 10-20 cm
T 9,53 ¢ 11,776 10,71d 2431b
FM 12,33 be 13,03 be 29,01 ab 31,64 ab
1LF 13,63 b 16,17 ab 34,11 a 33,33 a
2LF 1827 a 1737 a 3187a 3442a
1LB 15,33 ab 17,60 a 20,74 ¢ 26,88 ab
2LB 12,83 be 12,87 be 23,74 bo 34,46 a

Erro padrio 1,31 1,11 1,89 2,70

M Médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste LSD (P<0,05). T,
testemunha, FM, fertilizagdo mineral, 1LF, dose 1 do lodo de Franca; 2LF, duas vezes a dose 1LF; 1LB, dose 1 do

lodo de Barueri; 2LB, duas vezes a dose 1LB.



