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RESUMO

SANTOS, Jessé Valentim dos. Biomassa e atividade microbiana como
indicadoras da reabilitacdo de areas contaminadas por elementos-traco.
2010. 47p. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia Agricola)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG*.

A fitorremediag@o tem sido uma das técnicas adotadas para amenizar a
toxicidade dos elementos-trago em 4areas contaminadas em decorréncia de
atividades antrépicas, como a mineragdo. E importante conhecer os efeitos do
uso dessas técnicas sobre a comunidade microbiana do solo, pois seus processos
bioquimicos, quando alterados, podem comprometer a ciclagem de nutrientes e a
fertilidade dos solos. A microbiota edafica é sensivel a mudancas no seu
ambiente e os pardmetros bioldgicos, como carbono da biomassa (Cmic),
respiracdo basal (RB) e induzida (RI), quociente metabolico (qCO,) e a razdo
Cmic/C organico (Cmic/Corg) e atividades enzimaticas, tém sido empregados no
monitoramento de uso do solo. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
estudar a biomassa ¢ a atividade microbiana como indicadoras da reabilitagao de
areas contaminadas por elementos-trago. Sete areas foram estudadas: area
revegetada 1: plantio de Eucalyptus camaldulensis, nas linhas (Al-L) e sem
cobertura nas entrelinhas (Al-EL); area revegetada 2: plantio de E.
camaldulensis, nas linhas (A2-L) e Brachiaria decumbens nas entrelinhas (A2-
EL); area contaminada sem vegetagdo (SV); pastagem (P) e vegetacdo nativa de
cerrado (C). Determinaram-se Cmic pela técnica da fumigag@o-extracdo; RB
pela liberagdo do CO, e captura por solucdo de NaOH, apds trés dias de
incubacdo; RI semelhante a RB, porém, com adicdo de glicose (0,5 %) e qCO,
pela razdo RB/Cmic. As atividades da [-glicosidase, da fosfatase acida e da
arilsulfatse foram determinadas por colorimetria, quantificando-se p-nitrofenil
liberado. A urease foi determinada a partir da destilagio do N-amoniacal
liberado pela atividade da enzima. Os ambientes SV, Al1-EL e Al-L, que
apresentaram os mais elevados teores de Zn, Cu, Cd e Pb, tiveram os mais
baixos de Cmic (39,4; 57,5 e 73,6 mg carbono g'1 de solo, respectivamente),
indicando rela¢do inversa entre os teores de elementos-trago e esse atributo
biologico. Na area revegetada 2 (A2-L, A2-EL), os valores de Cmic foram mais
elevados (124,68 ¢ 141,98 mg carbono g' de solo, respectivamente), nio
diferindo dos ambientes P (190,04 mg carbono g' de solo) e C (148,01 mg
carbono g” de solo). Embora essas 4reas estejam contaminadas, a reabilitagio
promoveu incrementos sobre as atividades e biomassa microbiana.

*Comité orientador: Claudio Roberto Fonséca Sousa Soares — UFLA (orientador)
Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA
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As areas ndo contaminadas (P e C) apresentaram baixos valores de qCO,,
enquanto nas areas com elevados teores de elementos-trago houve interferéncia
neste atributo; as atividades enzimaticas refletiram as condi¢des de
contaminag@o e cobertura de solo, sendo as areas revegetadas A2-L ¢ A2-EL,
junto com P e C, as que apresentaram as maiores atividades enzimaticas. Por
meio da andlise de componentes principais verificou-se que as areas reabilitadas
agruparam-se com areas livres de contaminagdo, demonstrando que a
substituicdo do solo, associada a implantagdo de cobertura vegetal, permitiu
melhorias na atividade e nos processos microbianos.

Palavras-chave: 1. Metais pesados, 2. Atributos biologicos, 3. Atividade enzimatica, 4.
Poluicao do solo.

iv



ABSTRACT

SANTOS, Jessé Valentim dos. Microbial biomass and activity as indicators
of rehabilitation of areas contaminated by trace elements. 2010. 47p.
Dissertation (Masters in Agricultural Microbiology) - Universidade Federal de
Lavras - Lavras, MG.*

Phytoremediation has been one of the techniques adopted to mitigate the
toxicity of trace elements in contaminated areas resulting from human activities
such as mining. It is important to know the effects of using these techniques on
soil microbial community, since their biochemical processes, when altered, can
compromise nutrient cycling and soil fertility. The soil microbiota is sensitive to
environmental changes and biological parameters such as biomass carbon
(Cmic), basal (BR) and induced (RI) respiration, metabolic quotient (QCO;) and
the ratio Cmic/organic carbon (Cmic/Corg) and enzymatic activities, have been
used in the monitoring of land use changes and diverse types of management
practices. The objective of this work was to study the microbial biomass and
activity as an indicator of the rehabilitation of areas contaminated by trace
clements. Seven areas were studied: revegetated area 1: Eucalyptus
camaldulensis, planted in rows (A1-L) and no coverage between the rows (Al-
EL); revegetated area 2: E. camaldulensis planted in rows (A2-L) and
Brachiaria decumbens in between the rows (A2-EL). These areas were
compared to a contaminated area without vegetation (SV), and areas with no
contamination: pasture (P) and native vegetation of cerrado (C). The Cmic was
determined by fumigation-extraction technique; RB by release of CO, and
capture by NaOH solution, after three days of incubation, RI similar to RB, but
with glucose (0.5%), the qCO, by the ratio RB/Cmic. The activities of [-
glucosidase, acid phosphatase and arilsulfatse were determined by colorimetry,
quantifying the p-nitrophenyl released. Urease was determined from the
distillation of ammonia-N released. Environments SV, A1-EL and A1-L which
had the highest concentration of Zn, Cu, Cd and Pb had the lowest Cmic (39.4,
57.5 and 73.6 mg carbon g’ soil, respectively), indicating an inverse relationship
between levels of trace elements and these biological attributes. In the area
replanted 2 (A2-L, A2-EL) Cmic values were higher (124.68 and 141.98 mg
carbon g soil, respectively), with no difference regarding the environments P
(190.04 mg carbon g™ soil) and C (148.01 mg carbon g™ soil),

* Guidance comittee:Claudio Roberto Fonséca Sousa Soares (UFLA) (orientador)
Fatima Maria de Souza Moreira -UFLA



although these areas are contaminated, rehabilitation promoted positive
increments on activities and microbial biomass. The non-contaminated areas (P
and C) showed lower values of qCO,, while in the areas with high levels of trace
elements there was no interference with this attribute; the enzymatic activities
reflected the conditions of contamination and soil cover. The revegetated areas
A2-L and A2-EL, together with P and C had the highest enzymatic activities.
Principal components analysis showed that the rehabilitated areas were grouped
with non contaminated areas, indicating that the replacement of the soil, along
with revegetation has made improvements in microbial activity.

Key words: 1. Heavy metals, 2. Biological parameters, 3. Enzymatic activity, 4. Soil
pollution.
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1 INTRODUCAO

Os elementos-trago sdo de ocorréncia natural no solo e sua acumulagao,
atingindo teores elevados, em decorréncia, principalmente, de atividades
industriais relacionadas a mineracdo, tem merecido atengdo crescente nas
ultimas décadas.

A recuperacdo de areas degradadas, incluindo as contaminadas por
metais, tem exigido a aplicagdo de diferentes tecnologias para amenizar os
efeitos toxicos desses elementos no solo. Dentre as varias estratégias de
remediagdo, a fitorremediagdo, que tem por principio a implantagdo de macicos
florestais nestes ambientes contaminados, tem se mostrado bastante promissora.
Porém, uma das dificuldades enfrentadas ¢é a alta concentracdo do contaminante,
impossibilitando o estabelecimento da vegetagdo (Soares et al., 2002). Uma
solucdo adotada para reduzir esse efeito ¢ a substituicdo do solo contaminado
por solo ndo contaminado (Accioly, 2001).

Conhecer os efeitos dessa substituigdo do solo, associada ao
estabelecimento vegetal, sobre a comunidade microbiana ¢ de fundamental
importancia, uma vez que interferéncias nos processos bioquimicos do solo,
intermediados por microrganismos, principalmente, podem causar sérias
consequéncias para o funcionamento do ecossistema, em termos de ciclagem de
nutrientes e fertilidade do solo. Poluicdo por elementos metalicos podem
apresentar efeitos adversos ndo apenas para atributos relacionados com a
qualidade de plantas e a produtividade, mas também causam alteracdes no
tamanho, na composicao e na atividade da comunidade microbiana (Giller et al.,
1998)

Como consequéncia do declinio de muitos ecossistemas no mundo, além

da caréncia de conhecimento das comunidades microbiana do solo, os



importantes papéis desempenhados pelos microrganismos nos ecossistemas
terrestres t€ém recebido atengdo crescente. Os microrganismos do solo podem
controlar a disponibilidade de nutrientes e exercem importante papel na
decomposi¢do de residuos de plantas, na ciclagem dos principais nutrientes, na
estruturacdo do solo, na fixacdo bioldgica de nitrogénio e na redugdo na
incidéncia de fitopatdogenos, por meio de associagdes micorrizicas, influenciando
direta e indiretamente o crescimento das plantas (Moreira & Siqueira, 2006).
Além disso, sdo muito sensiveis a mudangas no meio ambiente e influenciam os
niveis de fertilidade do solo, sendo importantes indicadores da sua qualidade.
Portanto, conhecimento dos fatores que afetam os microrganismos no solo ¢
fundamental para a sustentabilidade e manejo desse ambiente.

Diversos atributos bioldgicos, dentre os quais biomassa microbiana,
respiracdo basal e induzida, atividades enzimaticas e estrutura da comunidade
microbiana, tém sido utilizados como indicadores da qualidade do solo, sendo
empregados em programas de monitoramento, incluindo aqueles envolvendo
solos contaminados com metais (Vasquez-Murrieta et al., 2006; Renella et al.,
2005; Dias-Junior et al., 1998 ).

ConcentracOes elevadas de elementos-traco no solo afetam a
produtividade, a biodiversidade e a sustentabilidade dos ecossistemas,
comprometendo o equilibrio bioldgico, quimico e fisico do solo (Moreira &
Siqueira, 2006).

Embora os efeitos benéficos da presenca de vegetagdo sobre a
comunidade microbiana, bem como sua grande influéncia sobre os atributos
bioquimicos do solo, tenham sido bem documentados, ha caréncia de
informagdes sobre a influéncia da cobertura vegetal na comunidade microbiana,
em locais nos quais foram implantados programas de reabilitacdo de solos

contaminados com metais.



Tendo em vista que os microrganismos e suas atividades sdo bastante
influenciados por mudangas no ambiente solo e que a deposi¢do de residuos de
mineracdo, normalmente contendo teores elevados de metais, interfere de
maneira consideravel na comunidade e nos processos microbianos, torna-se
essencial o conhecimento do impacto das atividades relacionadas a mineragdo
sobre 0 comportamento microbiano do solo.

Embora diversos estudos tenham mostrado que a comunidade
microbiana do solo desempenha fungdes essenciais para o perfeito
funcionamento do sistema solo-planta, a maioria desses estudos tem sido
realizada em sistemas agricolas. Por outro lado, estudos em areas contaminadas
por elementos-tragos, bem como areas em sistemas de reabilitacdo, tém se
limitado a avaliar os efeitos toxicos desses elementos sobre o crescimento de
plantas e a saude animal, dando menor énfase aos seus efeitos sobre os
microrganismos e processos bioquimicos no solo.

Nesse contexto este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar os
efeitos da reabilitagdo de dareas contaminadas por elementos-trago, em
decorréncia da deposicdo de residuos do processamento de zinco, sobre as
atividades da comunidade microbiana e processos bioquimicos do solo, no
municipio de Trés Marias, MG. Para isso, os seguintes atributos biologicos
foram analisados: carbono da biomassa microbiana, respiracao basal, respiragado
induzida, quociente metabolico, carbono organico total, relacdo C da biomassa/C

orgénico e atividades enzimaticas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Elementos-trago no solo

O termo metal pesado tem sido bastante utilizado em diversos trabalhos
cientificos e, segundo Alloway (1990), refere-se aqueles elementos metalicos
que apresentam densidade atomica superior a 5g/cm™. Entretanto, de acordo
com Guilherme & Marchi (2005), o termo elemento-traco seria o mais adequado
pelo fato de a expressdo metal pesado nio ter sido definida por 6rgéo oficial na
area quimica. Os elementos associados com toxicidade ou polui¢ao sao Cd, Co,
Cr, Cu, Pb, Hg, Mo, Ni ¢ Zn (Nellesen & Fletcher, 1993). Alguns destes, dentre
os quais Zn, Cu, Mo, Co e Ni, sdo essenciais ao crescimento das plantas, mas,
quando em excesso, podem gerar um efeito negativo (Klauberg-Filho, et al.,
2005).

Elementos-traco no solo estdo associados a componentes organicos e
inorganicos, sendo o seu comportamento controlado por diversos processos
fisico-quimicos que regulam sua mobilidade, tais como precipitacdo e dissolugao
de solutos, oxidacdo-redugdo, complexacdo com ligantes organicos e
inorganicos e troca de ions por adsor¢do (McBride, 1994).

Os problemas causados pelo excesso de metais dependem da quantidade
e das formas quimicas em que ocorrem nos solos. Por exemplo, formas labeis
associadas as fracdes soluveis, trocaveis e matéria organica podem representar
pronta disponibilidade para movimentagdo em solos ou absor¢do por organismos
(Nascimento et al., 2003; Accioly, 2001; Ribeiro-filho, 1999). A Companhia de
Tecnologia de Sanemento de Sdo Paulo (CETESB, 2005) estabelece trés
categorias de classificacdo do solo referentes a concentragdes de elementos-traco
contaminantes: o valor de referéncia de qualidade (VRQ), para situa¢des de
ndo contaminac¢do; o valor de prevencdo (VP), para possivel alteragdo

prejudicial a qualidade dos solos, sendo utilizado em carater preventivo e,



quando esse valor no solo é excedido, 0 monitoramento dos impactos ¢ exigido e
o valor de intervencao (VI), que indica o limite de contaminagdo além do qual
ha riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saide humana e, quando excedido, a
area ¢ classificada como contaminada sob investigacdo, indicando a necessidade
de a¢des de intervengdo. Para os elementos Zn, Cu, Pb e Cd, esses valores sdo,
respectivamente: 60, 35, 17 ¢ <0,5 mg.kg'l, para a categoria VRQ; 300, 60, 72 ¢
1,3 mg.kg" para VP e 450, 200, 180 e 3 em areas agricolas na categoria VI.

A contaminagdo de solos por eclementos-trago compromete a
sustentabilidade agricola e ambiental, podendo trazer sérias consequéncias a
satide humana, em decorréncia da contaminagdo da cadeia trofica via absor¢ao
vegetal, sendo necessarias solugdes tecnoldgicas que mitiguem seus potenciais
efeitos toxicos ao meio ambiente (Soares & Siqueira, 2008; Galindo et al.,
2005). Essa contaminacao pode ser avaliada por meio de extragdes sequenciais,
que identificam as fragdes do solo nas quais os elementos encontram-se
associados. Isso permite inferéncias sobre a origem, a forma de ocorréncia, a
biodisponibilidade e a mobilidade de metais. Uma das praticas disponiveis para
tratamento de solos contaminados por elementos-trago ¢ a adi¢do de amenizantes
quimicos, visando imobilizar ou tornar os contaminantes menos disponiveis no
solo (Soares et al., 2002), seja para absor¢ao por plantas ou lixiviagdo para o
lencol freatico. Além da inativagdo dos metais, o material utilizado na
remediacdo do solo deve possibilitar o crescimento de plantas e ndo apresentar
toxicidade durante a sua aplicagdo. Compostos organicos, por sua vez, reduzem
a disponibilidade de metais no solo pela formacdo de complexos insoluveis
(Shuman, 1998). No entanto, a matéria organica pode também provocar aumento
da disponibilidade de metais para as plantas, devido a formacdo de quelatos
soluveis (McBride, 1994; Alloway, 1990).

Os elementos-traco interferem no funcionamento normal tanto das

plantas como da biota do solo, inibindo uma variedade de processos fisioldgicos



e bioquimicos, afetando a produtividade e a sustentabilidade dos ecossistemas e
induzindo danos, as vezes irreversiveis, ao “status” bioldgico, quimico e fisico
do solo (Klauberg-Filho, et al., 2005). Em dareas contaminadas por esses
elementos, sdo comuns danos como perda da cobertura vegetal, alteragdo na
estrutura do solo, erosdo, perda de nutrientes e de matéria organica, diminui¢ao
da densidade de propagulos e da atividade da microbiota (Liao & Xie, 2007;
Vasquez-Murrieta et al.,, 2006; Ribeiro-Filho et al., 1999; Dias Junior et al.,
1998).

As populagdes microbianas do solo sofrem acentuada influéncia do
ambiente, podendo os microrganismos ou seus processos ser inibidos em até
100% por diversos fatores estressantes, como, por exemplo, a deposi¢do de
metais (Siqueira et al., 1994). Por esses motivos, atributos microbioldgicos
podem ser ferramentas bastante iteis no monitoramento da polui¢cdo do solo. No
entanto, quando esses atributos sdo utilizados individualmente, ndo oferecem
informagdes adequadas da agdo de elementos contaminantes sobre a comunidade
de microrganismos do solo (Jahnel et al., 1997), devendo, por isso, ser

analisados em conjunto.

2.2 Reabilitagdo de areas contaminadas com elementos-trago

Os ecossistemas submetidos a processos degenerativos podem
apresentar-se em diferentes niveis, atingindo até a desertificagdo. Grande parte
da degradacdo pode ser reversivel por meio do emprego de diferentes
procedimentos de recomposigdo, incluindo: a reabilitacdo, que é definida como
o retorno da area degradada a um estado bioldgico apropriado, constituindo um
novo ecossistema; a recuperagdo, que se refere ao retorno a uma forma de
utilizacdo qualquer, conforme um plano preestabelecido para uso do solo que,
com o tempo, pode ter as fungdes ecoldgicas restabelecidas e a restauracéo, que

corresponde ao retorno as condigdes originais por meio de processos



espontineos. Os dois primeiros processos geralmente consistem da adogdo de
praticas recuperadoras com fortes intervengdes antropicas, enquanto o terceiro
abrange intervengdes simples, como a protecdo e o pousio da area (Lamb et al.,
2005).

Nos programas de recuperacdo, deve-se buscar um procedimento de
revegetacdo que seja sustentavel, ou seja, deve-se implementar ac¢des que
garantam o estabelecimento da vegetacdo inicial (ajustar o solo, selecionar as
plantas e selecionar organismos benéficos para inoculagdo) e que essa possa
facilitar o processo da sucessdao natural visando a completa cobertura vegetal e
diversidade biologica e funcional no novo ecossistema (Siqueira et al., 2007).

Atividades Dbiologicas, tais como respiragdo, mineralizacdo de
compostos organicos e atividade enzimatica, associadas a quantificacdo da
biomassa microbiana do solo, podem ser avaliadas por meio de técnicas bem
estabelecidas. Combinando atividade microbiolédgica e estimativa do niimero de
microrganismos, obtém-se indicadores mais sensiveis da polui¢do do solo do
que aqueles que seriam obtidos por meio de um unico parametro (Brookes,

1995).

2.3 Carbono da biomassa microbiana (Cmic) e carbono orgénico total
(Corg)

Teores de biomassa microbiana tém sido utilizados para avaliar efeitos
de elementos-trago no solo (Vasquez-Murrieta et al., 2006; Dahlin et al., 1997),
bem como para a reabilitagdo de areas degradadas (Carneiro et al., 2008; Silveira
et al., 2006). Elevadas concentragdes desses elementos causam a morte imediata
dos organismos, ao passo que baixas concentracdes daqueles considerados
toxicos causam uma mudanca gradual em sua viabilidade (Vasquez-Murrieta et
al., 2006). Os microrganismos de solos expostos, por longo periodo, ao estresse

por elementos-traco, ainda que em baixas concentracdes, ndo sdo habeis para



manter a estabilidade da biomassa, comparando-se com solos ndo contaminados.
No entanto, o desenvolvimento de tolerancia e mudan¢as na estrutura da
comunidade microbiana podem compensar perdas das popula¢des mais sensiveis
(Giller et al., 1998).

A biomassa microbiana ¢ a principal fonte de enzima no solo, sendo
assim responsavel pela quase totalidade da atividade biologica desse ambiente.
Apesar de representar pequena parte do carbono organico do solo, a biomassa ¢é
um indicador sensivel de mudangas neste ecossistema e os menores valores sao
geralmente encontrados em areas degradadas por atividades de mineragdo e
contaminadas com metais pesados, em comparagdo com areas bem preservadas
e com vegetacao natural (Moreira & Siqueira, 2006).

Turco et al. (1994) mencionaram que os organismos do solo contribuem
para a manutencdo da qualidade do solo pelo controle da decomposicao de
residuos de animais e plantas, a participacdo nos ciclo de nutrientes e a formagao
da sua estrutura. Os autores consideram, ainda, que os microrganismos do solo
sdo, potencialmente, um dos mais importantes marcadores bioldgicos
disponiveis e tuteis na classificagdo de sistemas contaminados e perturbados.
Segundo Smith & Paul (1990), um sistema inicia sua recuperacdo ndo apenas
devido a recolonizagao pelas plantas, mas ¢ dependente da fertilidade promovida
pelos microrganismos que acarretam mudancas fisico-quimicas nas propriedades
do solo, necessarias para o crescimento das plantas.

Devido ao fato de a biomassa microbiana ser considerada parte viva da
matéria organica do solo, ela pode ser utilizada como indice de qualidade na
comparagdo de ecossistemas naturais ¢ degradados. A biomassa microbiana esta
relacionada com o conteudo de matéria organica no solo, em solos cultivados;
por exemplo, de 2%-3% do carbono orgéanico total pertence ao carbono da

biomassa (Anderson & Domsch, 1978).



A

A avaliacdo da biomassa microbiana ¢ util para prover informagdes
rapidas sobre mudangas nas propriedades organicas do solo, detectar mudangas
causadas por cultivos ou devastacao de florestas ou determinar a regeneragdo de
solos apds a remocdo da camada superficial e avaliar os efeitos de contaminagao
por elementos-trago e pesticidas (Powlson et al., 1987). Dias Junior (1996),
estudando os efeitos da contaminagdo do solo por metais pesados, em area de
rejeito do processamento de zinco, no municipio de Trés Marias, MG, verificou
reducdo acima de 80% nos valores do carbono da biomassa em solos
contaminados, quando comparados com solo ndo contaminado adjacente.

Por essas razdes, o carbono da biomassa microbiana tem sido apontado
como um indicador de qualidade, com sensibilidade para detectar modificacdes
no solo antes mesmo que teores de matéria orgadnica sejam alterados
significativamente.

A matéria organica do solo representa o principal reservatorio de energia
para os microrganismos e de nutrientes para as plantas. Seu declinio ou
acréscimo serve para avaliar a preservacdo dos ecossistemas naturais e os
desequilibrios dos agroecossistemas, podendo ser utilizado como critério na
avaliacdao da sustentabilidade desses ambientes (Kaiser et al., 1995). Ela afeta
diretamente as caracteristicas biologicas do solo, pois atua como fonte de
carbono energia e nutrientes para os microrganismos quimio-heterotroficos
(Mielniczuk, 1999).

O solo pode ser considerado um incinerador bioldgico, operado pelos
organismos que nele se proliferam, tornando-se, dessa maneira, um importante
regulador de processos globais, como trocas gasosas e fluxos de nutrientes nos
sistemas solo-vegetagdo-amosfera (Moreira & Siqueira, 2006). Por estas
caracteristicas, tém sido verificadas correlagcdes entre os teores de carbono

organico e diferentes atributos bioldgicos do solo, inclusive em ambientes



contaminados por elementos-trago (Vasquez-Murrieta et al., 2006; Dias-Junior,
1998; Kuperman & Carreiro, 1997).

A razdo entre carbono microbiano e carbono organico total indica a
qualidade da matéria organica (Wardle, 1994). De acordo com Sparling (1992),
pode-se monitorar a dindmica da matéria organica do solo utilizando-se esta
relagdo. Embora este atributo biologico tenha sido relatado como um importante
fator da qualidade e fertilidade do solo (Reyes-Reyes et al., 2007), resultados
contraditorios foram encontrados por outros autores, quando estudaram
ambientes contaminados por elementos-trago (Dias-Junior et al., 1998) e, em
alguns casos, ndo foram encontradas diferengas significativas entre ambientes

contaminados e ndo contaminados (Insan et al., 1996).

2.4 Respiracédo basal (RB) e induzida (RI)

A respiragdo basal ¢ definida como a respiracdo sem adicdo de
substratos organicos ao solo e pode ser avaliada por meio da produgdo de CO,
ou consumo de O, (Alef, 1995). E um dos pardmetros mais antigos utilizados na
quantificagdo da atividade metabdlica nos solos (Moreira & Siqueira, 2006).
Assim como outras atividades metabolicas, ¢ dependente do estadio fisiologico
da célula e ¢ influenciada por diversos fatores no solo, tais como umidade,
temperatura, estrutura do solo e disponibilidade de nutrientes, bem como pela
presenca de compostos toxicos, como os elementos-trago (Renella et al., 2005;
Dias-Janior et al., 1998).

A decomposi¢do de residuos orgéanicos envolve reacdes bioquimicas de
oxidagdo por meio das quais os microrganismos, obtendo carbono e energia para
seu crescimento e fungdes celulares, transformam os compostos organicos
complexos em substratos mais simples e ou inorgdnicos prontamente
assimilaveis pelas plantas (Minhoni et al., 1990). Nas reagdes de oxidagao,

enquanto parte do carbono do substrato € utilizada na construgdo de um novo
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protoplasma celular, parte ¢ liberada na forma de CO,, a qual poderd ser
quantificada (Parr, 1975). Medidas de respiracdo microbiana refletem
diretamente a atividade de microrganismos heterotréficos (Nielsen & Winding,
2002).

Tanto a respiracdo basal quanto a induzida por substrato pode ser
utilizada para avaliar a atividade da populacdo microbiana em areas degradadas,
em solos que receberam adi¢@o de rejeitos de siderirgicas ou, mesmo, em areas
mineradas (Melloni et al., 2001b; Dias Junior, 1996). Melloni et al.(2001b)
verificaram reducdo nos valores das respiragdes basal e induzida, com aumento
na adi¢do de p6 de forno siderurgico, contendo diferentes teores de metais
toxicos. Zimakowska-gnoinska et al. (2000), estudando solos contaminados por
elementos-traco, na Espanha, verificaram alteragdes na taxa de consumo de
oxigénio, tendo os menores valores ocorrido naqueles ambientes mais
contaminados.

A taxa de libera¢do de CO, ¢ um atributo bioldgico do solo que também
pode ser utilizado para avaliar a reabilitagdo de areas contaminadas por metais.
Carneiro et al. (2008) verificaram aumento na taxa respiratoria de solos de
acordo com o tempo de reabilitagdo de areas de mineragdo de bauxita em Pogos

de Caldas, MG.

2.5 Quociente metabdlico (qCO,)
O quociente metabdlico, razdo entre C-CO, da atividade microbiana e o
C da biomassa, representa, tal como a biomassa microbiana e a respiragdo, um
indicador sensivel de altera¢des no ecossistema (Anderson & Domsch, 1989).
Segundo Sparling (1992), as mudangas no quociente metabolico
refletem o padrdo de matéria organica no solo, a eficiéncia da conversdo do C

microbiano, as perdas do C do solo e a estabilizagdo do C orgénico pela fragdo
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mineral do solo. Dessa forma, seu valor pode indicar se esta ocorrendo acimulo
ou perda de carbono no solo (Insam, 1990; Anderson & Domsch, 1989;).
Diversos trabalhos t€ém demonstrado o uso do qCO, em avaliacdes de
sistemas de uso do solo, bem como em solos contendo elevadas concentragoes
de elementos-trago, apresentado-o como um bom indicador da “qualidade” do
solo (Moscatelli et al., 2007; Renella et al., 2005; Dias-Junior et al., 1998;
Brookes, 1995). Também tem sido relatado que o qCO, ¢ um indicador sensivel
a contaminag@o de solos, inclusive, em alguns casos, mais do que a biomassa

microbiana e a respiragdo (Dias-Junior et al., 1998; Brookes, 1995).

2.6 Atividades enzimaticas

As enzimas t€m participagdo essencial nos ciclos dos elementos no solo
e, como sdo sintetizadas, principalmente, pelos microrganismos que nele vivem,
as condi¢des que inibem ou limitam a atividade microbiana, como a presenca de
elementos-trago ou componentes toxicos no solo, também inibem ou limitam a
atividade enzimatica. Por serem sensiveis a mudangas no solo, as enzimas sdo
consideradas bons indicadores de qualidade do solo e suas atividade especifica
ou global pode indicar o “estado de atividade” bioldgica do solo e, assim, sua
funcionalidade no ecossistema (Moreira & Siqueira, 2006). Uma das aplicagdes
dos indices de atividade enzimatica ¢ no monitoramento ou avaliacdo de
reabilitacdo de areas de mineracdo ou de solos contaminados, conforme estudos
ja realizados em varios paises (Carneiro et al., 2008; Mora et al., 2005; Renella
et al., 2005; Brookes, 1995).

Dentre as diferentes enzimas do solo, B-glicosidase, urease ¢ fosfatases
tém sido as mais estudadas. A atividade da arilsulfatase, embora em menor
destaque, também tem sido avaliada em solos, relacionada a contaminagdo por

metais (Renella et al., 2005; Kandeler et al., 1996).
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Eivazi & Tabatabai (1988) descreveram que a atividade da -glicosidase
tem correlagdo significativa com a matéria organica do solo e atua tanto na
hidrolise da celobiose como também de oligossacarideos, liberando glicose que
servira como fonte de energia para os microrganismos. Como o produto da
hidrolise dessa enzima ¢ fonte importante de energia para os microrganismos do
solo, alteragdes neste ambiente, que resultem em redugdo acentuada de sua
atividade, podem retardar ou, mesmo, comprometer o processo de reabilitacdo
de areas contaminadas.

Kuperman & Carreiro (1997) encontraram valores de atividades da -
glicosidase, em ambientes contaminados por metais, equivalentes a 3,3%
daqueles encontrados em areas ausentes de contaminagdo. Dessa maneira, a -
glicosidase tem sido reportada, dentre outras atividades de enzimas hidroliticas,
como uma importante enzima indicadora da qualidade do solo (Carneiro et al.,
2008; Dick et al., 1996; Tabatabai, 1994).

A urease pertence ao grupo das enzimas que agem na ligacdo C-N da
ureia (Dick, 1997). O processo de mineralizagdo do nitrogénio do solo ¢
resultante da degradacdo de compostos orgénicos, contendo este elemento,
decorrente da atividade dos microrganismos, 0s quais, por este motivo,
desempenham papel significativo no ciclo do nitrogénio, sendo responsavel pela
transformag¢ao do N orgénico presente no tecido vegetal para formas inorganicas
simples. O primeiro processo de transformacdo do nitrogénio organico em
mineral ¢ denominado amonificacdo e ¢ considerado limitante no processo de
mineralizagdo. Dentre as formas de nitrogénio organico encontradas, estd a
ureia, ocorrendo de forma natural, principalmente por meio de excre¢des de
animais. Pelo processo de amonificagdo, a ureia é convertida, com o auxilio da
urease, em amonio que, por sua vez, tera varios destinos, de acordo com as

condi¢cdes ambientais, podendo ser imobilizado pelos microrganismos,
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absorvido pelos vegetais ou, ainda, adsorvido pelos minerais de argila (Victoria
et al., 1992).

Dentre os microrganismos que hidrolisam a ureia estdo bactérias, fungos
e actinobacterias (Roberge & Knowles, 1967). A mineralizagdo do nitrogénio ¢é
influenciada pelos fatores que controlam o crescimento e a atividade microbiana
no solo. Dessa maneira, condigdes de solo desfavoraveis, como as verificadas
em solos contaminados por elementos-traco, podem interferir neste processo.
Carneiro et al. (2008) verificaram que, embora atividade de mineragdo de
bauxita tenha afetado significativamente a atividade da urease, processos de
reabilitagdo dessas areas promoveram aumento na atividade desta enzima.

Em muitos solos, a fracdo de fosforo organico ¢ maior do que a
inorganica. Por essa razdo, a disponibilidade deste elemento para as plantas
torna-se dependente da mineralizacdo dos compostos orgénicos, papel este
desempenhado pelas fosfatases. Essas enzimas sdo excretadas tanto pelas raizes
das plantas quanto pelos microrganismos, no entanto, as de origem microbiana
sdo as que predominam nos solos. Elas enzimas sdo induziveis e, portanto, sdo
sintetizadas predominantemente em condi¢cdes de baixa disponibilidade de
fésforo no solo (Schinner et al., 1996).

Assim como as fosfatases, as sulfatases sdo enzimas do solo
predominantemente de origem microbiana que desempenham importante papel
no processo de mineralizagdo dos compostos contendo enxofre e atuam na
hidroélise de sulfatos organicos, de modo a disponibilizar enxofre para as plantas.
No solo, podem ocorrer como exoenzimas e sua atividade tem sido
correlacionada com teores de matéria orgénica. Na natureza, ocorrem diferentes
tipos de sulfatases, sendo a arilsulfatase a mais estudada (Schinner et al., 1996;

Tabatabai, 1982).
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Kandeler et al. (1996), avaliando os efeitos de diferentes elementos-
trago em solos contaminados, verificaram que a arilsulfatase foi, dentre as varias

enzimas analisadas, aquela que apresentou a maior reducao de atividade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de estudo

O experimento foi realizado em uma area da Companhia Mineira de
Metais (CMM), localizada no municipio de Trés Marias, MG, cujo solo ¢é
classificado como antropogénico. Segundo Panoso et al. (1978), pela
classificacdo de Koppen, o clima da regido se enquadra no tipo AW, que
corresponde a savana, com inverno seco. A temperatura média anual varia de
19° a 22°C e a precipitacdo média anual ¢ de 1.100 a 1.420 mm. Localiza-se a
altitude de 539 m e apresenta relevo plano, vegetacdo original de cerrado,

latitude 45,11°S e longitude 18,24°W.

3.2 Antecedentes das areas de estudo

O local de estudo correspondeu a cinco areas, sendo trés consideradas
contaminadas (A1, A2 e SV) e duas livres de contaminagdo (C e P) (Figura 1).
Das trés areas contaminadas que apresentavam contaminagdo severa em
profundidade pelos elementos Zn, Cu, Pb e Cd, duas (Al e A2) foram
submetidas a reabilitacdo, nos anos de 2001 e 2002, quando foram implantados
projetos pilotos desenvolvidos pelo Departamento de Ciéncia do Solo da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Antes de desenvolver o programa de reabilitagdo foi desenvolvido o
diagndstico da contaminag@o. Na profundidade de 0-30 cm, foram feitas as
analises quimicas das areas, avaliando-se os teores totais de Zn, Cd, Cu e Pb. Na
area denominada de deposicdo de rejeito industrial (no presente estudo
designada como Area 1), os teores totais, avaliados por Ribeiro-Filho et al.
(1999), foram de 17.167, 584, 882 e 573 mg kg e, na area ustulagio (no
presente estudo designada como Area 2), foram de 1.844, 29, 145 ¢ 278 mg kg,

respectivamente. Varios estudos foram realizados com plantas nativas e
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exoticas, para verificar a tolerancia aos altos teores de elementos-trago (Marques
et al., 2000; Cury et al., 1998).

200 m
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FIGURA 1 Mapa da éarea de estudo, destacando as areas contaminadas submetidas a
reabilitagdo (Ale A2), area contaminada sem vegetacdo (SV) e areas sem
contaminagdo cerrado (C) e pastagem (P), localizadas a 6 e 7 km,
respectivamente, de distdncia da empresa (imagem obtida a partir do
Google Earth, 2009).

A partir de testes na propria area a ser reabilitada, verificou-se que a
espécie Eucalipto camadulensis se apresentou como uma das mais tolerantes,
sendo por isso selecionada para ser implantada no programa de reabilitagdo.
Diversos materiais com agdo amenizadora da fitotoxidez foram avaliados. A
aplicagdo de calcario ou de silicato de calcio reduziu a disponibilidade dos
elementos-trago no solo, facilitando o estabelecimento das plantas e
representando uma alternativa para a fitoestabilizagdo da area. A partir dos
diversos estudos realizados nas areas contaminadas, desenvolveu-se o modelo de
reabilitagdo que consistiu em dois programas que tinham por principio a
substituicdo de solo contaminado por solo ndo contaminado. Para isso, valas de

10x1x1 m foram abertas e o solo retirado foi espalhado na propria area do
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experimento, ndo gerando material para descarte. O solo utilizado para
substituicdo foi retirado de uma area de empréstimo, da propria Companhia, e
recebeu tratamento com calcario, matéria orgénica e fertilizante (4-14-8), para
garantir o estabelecimento adequado da vegetagdo (Accioly, 2001).

O primeiro programa de reabilitacdo consistiu na implantacdo de mudas
de eucalipto nas valas com solo substituido, definidas como linhas de plantio,
ndo havendo cobertura nas entrelinhas. No segundo programa, além das linhas
de plantio com eucalipto, nas entrelinhas foi adicionada uma camada de calcario
de 2 cm, além de uma de 20 cm de solo ndao contaminado, onde, posteriormente,
foram semeadas Brachiaria decumbens.

Em cada vala foram plantadas quatro mudas de eucalipto, com
espacamento de 2 m entre as plantas, totalizando, aproximadamente, 780 arvores

na area.

3.3 Coleta e preparacao das amostras

No més de fevereiro de 2009 foram coletadas amostras de solos, na
profundidade de 0-20 cm, nas areas submetidas aos programas de reabilitacdo.
Além dessas areas, para efeitos comparativos, também foram coletadas amostras
de solos de uma area contaminada sem cobertura de solo, de uma area sob
pastagem e outra sob cerrado nativo, totalizando cinco areas (Figura 1).

Nos locais submetidos a programas de reabilitagdo foram coletadas
amostras de solo nas linhas e nas entrelinhas. As seguintes designagdes foram
adotadas para identificacdo das areas: area 1: contaminada e reabilitada com
plantio de Eucalyptus camaldulensis nas linhas (A1-L) e sem cobertura nas
entrelinhas (A1-EL); area 2: contaminada e reabilitada com plantio de
Eucalyptus camaldulensis, nas linhas (A2-L) e semeada Brachiaria decumbens,
nas entrelinhas (A2-EL); area 3: cerrado (C); area 4: pastagem (P) e area 5:

contaminada sem vegetagdo (SV) (Figura 2).
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REABILITADAS

SEM CONTAMINACAO

CONTAMINADA

Sem Vegetagédo (SV)

FIGURA 2 Areas estudadas correspondentes aos diferentes programas de
reabilitagcdo (Area 1 ¢ Area 2), areas sem contaminagdo (cerrado e
pastagem) e com contaminagdo (sem vegetacao).
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Das areas reabilitadas foram coletadas 10 amostras compostas, tanto nas
linhas quanto nas entrelinhas, a partir de 5 amostras simples. Nas areas de
cerrado e pastagem foram coletadas 5 amostras compostas, totalizando 55
parcelas experimentais. O delineamento foi inteiramente casualizado.

No momento da coleta foi observada a ocorréncia de pouca ou nenhuma
vegetacdo espontanea na area 1 (linha e entrelinha), ao passo que, na area 2,
verificou-se intensa cobertura pela brachidria, bem como de vegetagdo
espontanea. A area SV encontrava-se totalmente desprovida de cobertura vegetal
e apresentava elevada umidade, decorrente da irrigagdo continua, procedimento
tomado para evitar espalhamento da contaminagdo pela a¢do do vento (Figura
2).

A coleta foi realizada utilizando-se trado holandés, por caminhamento em
ziguezague. As amostras foram acondicionadas, em sacos plasticos, em caixa de
isopor com gelo até o transporte para o Laboratorio de Microbiologia do Solo da
UFLA. No laboratdrio, as amostras foram peneiradas em malha de 2 mm,
mantidas em sacos plasticos e armazenadas em camara fria (4°C), até o

momento das analises.

3.4. Andlises quimicas e bioquimicas
3.4.1 Analises quimicas

As andlises quimicas das amostras de solos foram efetuadas no
Laboratorio de Ciéncias do Solo da UFLA, e compreenderam analises de
fertilidade e teores de metais pesados Zn, Cu, Pb e Cd, utilizando-se o extrator

Mehlich I.

3.4.2 Analises bioquimicas
As andlises bioquimicas consistiram na determinagdo da respiracdo basal

(RB), respiragdo induzida (RI), carbono da biomassa microbiana (Cmic),
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quociente metabdlico (qCO,), carbono orgénico total (Corg), relagdo Cmic/Corg
e atividades enzimaticas (B-glicosidase, urease, fosfatase acida e arilsulfatase).

A RB foi determinada de acordo com o método descrito por Alef (1995),
por meio da captura e da quantificagdo do CO, liberado no processo de
respiracdo microbiana por um periodo de incubacdo de trés dias. Para isso,
subamostras de 20 g de solo foram transferidas para frascos de 2 L, juntamente
com outro frasco contendo 10 mL de NaOH 0,05 mol L™ para a captura do C-
CO;, desprendido. Apds a incubagdo, o CO, capturado foi precipitado como
BaCO;, apos adigdo de 5 mL de BaCl, 0,5 mol L' e o excesso de NaOH foi
titulado com solugdo de HCI 0,05 mol L™ na presenca de fenolftaleina 0,1%. A
taxa de evolugio de CO, de cada amostra foi expressa em: mg CO, g”' solo dia™.
A RI foi determinada seguindo esse mesmo procedimento, porém, com adi¢do
de glicose (0,5 %) as amostras.

O Cmic foi determinado pelo método da fumigacio-extracao (Vance et
al., 1987), o qual consiste na oxidagdo do carbono organico pelo K,Cr,O;, em
amostras fumigadas e amostras ndo fumigadas por cloroférmio, sendo o C
organico de cada amostra extraido por solugdo de K,SO, (0,5 mol L"). Em
presenca de H,SO,4 ocorreu a oxidagdo do carbono presente nas amostras de solo
e 0 K,Cr,O; residual foi quantificado por meio de titulagdo com Fe(NH,4),(SO4),
6H,0, em presenca de difenilamina. O Cmic foi expresso em pg C g de solo.

A partir dos resultados da RB das amostras de solo e do Cmic, foi
calculado o qCO,, que representa a quantidade de C-CO, evoluido por unidade
de C microbiano (Anderson & Domsch, 1993). Os resultados foram expressos
em pg C-CO,h'/ug C-biomassa g solo seco.

O Coryg foi determinado pelo método descrito no manual de métodos de
analise de solo compilado pela Embrapa (Embrapa, 1997), que tem por
principio a oxidacdo da matéria organica via imida pelo K,Cr,0O; em meio

sulfarico. O excesso de dicromato ap6s a oxidacao foi titulado com solugao de
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Fe(NH,4),(S504), 6H,0.

A partir dos valores do Cmic e do Corg, foi calculada a razio entre esses
dois atributos. A Cmic/Corg, é dada em porcentagem, sendo uma medida da
qualidade da matéria organica (Wardle, 1994).

Foram determinadas as atividades das enzimas B-glicosidase, uréase e
fosfatase acida, além da arilsulfatase. A atividade da [-glicosidase foi
determinada de acordo com metodologia descrita por Eivazi & Tabatabai
(1988), a urease por meio da técnica da destilagdo do N-amoniacal liberado pela
acao da urease, descrita por Tabatabai & Bremner (1972), a fosfatase acida de

acordo com Dick et al. (1996) e a arilsulfatase por Tabatabai & Bremner (1970).

3.5 Analises estatisticas

Foi realizada analise de varidncia (ANAVA) para verificar as diferencas entre
as médias dos atributos biologicos do solo e, quando estas ocorreram, foi
aplicado o teste de Scott-Knott (5%) (Ferreira, 2003). Realizou-se teste de
correlagdo de Pearson (Sigmaplot 11.0) e, com os valores médios dos atributos
quimicos (Corg), bioldgicos (Cmic, RB, RI, qCO,, Cmic/Corg, B-glicosidase,
fosfatase acida, arilsulfatase e urease) e teores de elementos-traco (Zn, Cu, Pb e
Cd), procedeu-se a analise de componentes principais (PCA), utilizando-se o

software CANOCO 4.5 (ter Braak & Smilauer, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Propriedades quimicas do solo

Os valores médios de pH do solo (Tabela 1) variaram de 4,8 (SV) a 6,9
(A1-EL). Na area SV, o baixo valor do pH foi devido ao elevado valor de H+Al
(14,4 cmol/dm®). As linhas de plantio das areas reabilitadas (A1-L e A2-L)
apresentaram valores de carbono organico (Corg) superiores aos de suas
respectivas entrelinhas (A1-EL e A2-EL), demonstrando que a substituicdo do
solo contaminado por solo ndo contaminado favoreceu o crescimento de plantas
e, por consequéncia, o acumulo de material orgénico no solo (Tabela 1). O
menor teor de Corg na A1-EL ¢é explicado pela auséncia de vegetagdo, uma vez
que, neste ambiente, ndo foi implantada cobertura vegetal, sendo o teor
apresentado decorrente da presenca de poucas plantas espontaneas ou por
contribuicdo da deposicdo de material vegetal provenientes das linhas de plantio
adjacentes. O teor de umidade mais elevado na area SV se deve a pratica de
irrigacdo didria, com a finalidade de diminuir os efeitos da dispersdo dos

contaminantes por agdo do vento.

23



TABELA 1 Caracteristicas quimicas de solos de areas reabilitadas, (A1-L, A1-EL, A2-L e A2-EL) solo contaminado
sem vegetacdo (SV), solo de pastagem (P) e de cerrado (C) no municipio de Trés Marias, MG.

Areas pH P Mn K Zn Cu Pb Cd Ca”? Mg™ AI® H+Al UMD. Corg
mg/dm’ cmol/dm?--------—————- % g/kg

Al-L 65 580 468 52,6 28665 138,66 353 80,5 1,6 17 00 1,5 15,3 3,8
AI-EL 69 112 566 56,8  6680,3 4563 77,3 159,5 1,6 07 00 1,3 15,7 3.4
AL 63 88 55,8 80,8 688,8 140 156 13,0 2,2 Lo 0,1 2,0 19,1 53
A2-EL 63 27 83,5 72,7 331,5 8,1 16,6 18,1 2,5 12 01 2,0 21,1 4,8
C 55 07 24.4 123,4 1,8 14 <20 <002 0,4 06 1,6 4,9 9,4 3,6
p 57 1,0 30,9 80,4 3.4 2,6 <20  <0,02 0,7 03 02 2,7 72 5,6
SV 48 63 14463 40,8 136948 3433 32,5  565,1 813 220 14 144 32,5 24

Valores médios obtidos a partir de dez repeticdes nos ambientes A1-L,A1-EL, A2-L, A2-EL e a partir de cinco repeticdes nos
ambientes C, P e SV; UMD - umidade; Corg — carbono orgénico

24



Os teores médios dos elementos-traco Zn, Cu, Pb e Cd sdo apresentados
na Tabela 1. Os valores de intervengao para atividades industriais estabelecidos
pela CETESB (2005) sdo, respectivamente, de: 2.000, 600, 900 ¢ 20 mg kg™
Vale ressaltar que esses valores sdo para os teores totais. No presente trabalho,
podemos considerar que, exceto P e C, todas as demais areas estdo em situagdo
de contaminagdo, pois os valores encontrados sdo de teores disponiveis, os
quais situam-se proximos ou acima daqueles estabelecidos como limite

maximo, principalmente para o elemento Cd.

4.2 Atributos biologicos em areas reabilitadas

Varios atributos biologicos do solo foram influenciados pelos
programas de reabilitacdo, com exce¢do da RB e da relagdo Cmic/Corg (Tabela
3). A seguir, serdo discutidos os atributos em cada area reabilitada, em
comparagdo com as areas referéncias ndo contaminadas (C e P) e contaminadas

(SV).

4.2.1 Biomassa microbiana, respiracdo basal e induzida e quociente
metabdlico
A reabilitagdo contribuiu para a eleva¢do nos valores do Cmic, efeito

mais evidente nos ambientes A2-L e A2-EL (Tabela 2), tendo sido encontrados
aumentos da ordem de 216% e 260%, em relagdo ao SV, respectivamente. Além
disso, esses ambientes ndo diferiram das areas ndo contaminadas (C e P),
indicando elevada atividade microbiana, mesmo em solos com elevados teores
de elementos-traco. Segundo Moreira & Siqueira (2006), o valor da biomassa
encontrada no solo é, de certo modo, relacionado a quantidade de carbono que
este recebe em determinado tempo, sendo a biomassa favorecida em solos com
vegetagdo e, geralmente, encontrados baixos valores em solos contaminados
com elementos-trago.

Assim, os teores elevados de metais contribuiram para os baixos valores
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do Cmic nos ambientes A1-L e A1-EL, além do SV, enquanto os ambientes A2-
L e A2-EL foram favorecidos pela substituicdo do solo no processo de
reabilitacdo que reduziu os teores de metais nestas areas, além da condi¢do de
cobertura vegetal da linha com eucalipto e entrelinha com brachidria. Dias-
Junior et al. (1998) encontraram acréscimos de 120% e 210 % em solo de area
contaminada por rejeitos do processamento de zinco e com cobertura
predominante de Brachiaria decumbens, quando comparadas com areas de
referéncias contaminadas e sem cobertura vegetal.

Diversos estudos tém relacionado os efeitos de metais a diminui¢do no
Cmic em ambientes contaminados (Vasquez-Murrieta et al., 2006; Aratjo et al.,
2003; Dias-Janior et al., 1998). Ao mesmo tempo, tem sido evidenciada a
importancia da cobertura vegetal para promover aumento ou manutencdo dessa
biomassa. Os resultados obtidos neste estudo corroboram essas informagdes.

Os valores de Cmic/Corg variaram de 1,9% a 4,3%, porém, ndo foi
verificada diferenca significativa entre as areas, para este pardmetro. Segundo
Jenkinson & Ladd (1981), a relagdo Cmic/Corg no solo varia entre 1% a 4%, de
acordo com diferentes situagdes de cobertura do solo, porém, t€m sido
comumente encontrados valores entre 0,1% e 10%. Diferentes estudos
demonstram que a presenca de metais diminui esta relacdo, enquanto a
manutencdo de compostos organicos sobre a superficie do solo favorece a
elevacdo dos valores deste parametro.

Dias-Junior et al. (1998), trabalhando com solos contaminados por
metais, encontraram valores entre 1,2% a 8,5%, e relataram que o uso deste
atributo apresenta resultados contraditorios. Esta afirmativa tem corroborado o
que foi relatado por outros autores (Insan et al., 1996; Valsecchi et al., 1995;
Chander & Brookes, 1991). De acordo com Vasquez-Murrieta et al. (2006),

essas variagdes podem ser decorrentes das diferencas nas caracteristicas do
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solo, da vegetacdo, das praticas de manejo ou, ainda, de variagdes durante a
amostragem e de métodos analiticos.

Nao houve diferencas significativas para a RB entre as areas estudadas
(Tabela 2). No entanto, ap6s adicdo de uma fonte de carbono simples (glicose),
a taxa de respiratéria (RI) apresentou elevagdes em todas as areas, sendo
verificados incrementos de até 6,7 € 4,5 vezes nos ambientes A2-L e A2-EL,
respectivamente, em relacdo a RB. Melloni et al. (2001a) verificaram aumento
na liberagdo de CO, em resposta a adigdo de glicose, quando comparada com a
respiracdo basal. Estes autores verificaram, ainda, que menores valores de RI
ocorreram em areas com os mais baixos teores de Corg. Neste estudo, o
ambiente SV foi o que apresentou o menor valor de Corg, bem como a menor
liberagdo de CO,, ap6s adigdo de glicose.

Os ambientes com menores valores de qCO, foram aqueles livres de
contaminag¢do com C e P e as 4areas reabilitadas apresentaram os qCO, mais
elevados, demonstrando que a maior parte do carbono adicionado ao solo dos
ambientes contaminados com elementos-trago ¢ perdida como CO, e uma
menor parte é direcionada para o aumento da biomassa. Esse comportamento se
assemelha ao verificado por Dias-Junior et al. (1998), que estudaram atributos
bioldgicos de solos de areas de rejeito de mineragdo de zinco e verificaram os
maiores valores de qCO, nos ambientes contaminados por metais e que
apresentavam cobertura vegetal.

O qCO; reflete, de certo modo, a eficiéncia na utilizagdo do C pela
biomassa, sendo esta mais eficiente quanto menos CO, ¢é liberado pela
respiracdo (Moreira & Siqueira, 2006). Dessa maneira, locais em condigdes
mais estressantes, como a contaminagdo por metais, tendem a apresentar
maiores valores de (CO, (Dias-Junior et al., 1998). Além disso, quando os
microrganismos ndo morrem devido a exposi¢do a elementos toxicos, eles

necessitardo de maior quantidade de Corg para a sua manutengdo €, como
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consequéncia, ocorre elevacdo de suas atividades bioldgicas diversas (Kandeler

et al., 1996).
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TABELA 2 Atributos biologicos em areas contaminadas submetidas a programas de reabilitagdo (A1-L, A1-EL, A2,-L e
A2-EL) e areas de referéncia, contaminada sem vegetagdo (SV) e sem contaminagdo (C e P), em Trés

Marias, MG.
Areas Cmic RB RI qCo2*"  Cmic/Corg  B-glicosidase Fos.Ac.  Arilsulfatase Urease
mgCg”' solo mg CO,g™ solo dia™ % - mg p-nitrofenol g”'solo h™--—-- mgli\(l)-ll(\)ll}-llf g
Al-L 73,6b 23,7a 63,2b 24,86 2,3a 340,9a 98,3b 5,8a 4,2a
Al-EL 57,5b 20,1a 30,5b 18,08 1,9a 131,5b 68,2b 3,8b 2,3b
A2-L 124,7a 23,92 159,1a 12,07 2,4a 505,6a 138,7a 8,2a 43a
A2-EL 142,02 42,7a 191,22 19,68 3,6a 600,1a 145,7a 3,1b 5,52
C 148,0a 27,3a 118,6a 8,44 43a 405,02 132,6a 8,0a 6,6a
p 190,0a 27,2a 65,7b 9,44 3,7a 441,9a 156,6a 73a 5.7a
SV 39,4b 11,82 64,7b 21,4 22a 32,9b 62,3b 1,6b 0,6b

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5%

* Valores expressos em pg C-CO, h'/ug C-biomassa g solo seco
" Valores obtidos pela relagio RB/ Cmic

Fos.Ac.: fosfatase acida
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4.2.2 Atividades enzimaticas

Foram detectadas diferengas significativas para todas as atividades
enzimaticas avaliadas. Os ambientes SV e AI1-EL apresentaram as mais baixas
atividades para todas as enzimas (Tabela 2).

Quando se comparam as atividades das enzimas no ambiente C com os
solos contaminados sem cobertura vegetal (A1-EL e SV), verificam-se reducdes
de 68% e 92% para B-glicosidase, de 49% e 53% para fosfatase acida, de 52% e
80% para arilsulfatase e de 65% e 91% para a urease, respectivamente. Kandeler
et al. (1996) demonstraram que os efeitos da contaminagdo por metais sobre as
diferentes enzimas reduziram a atividade da urease em 50%, da fosfatase
alcalina em 14,8% ¢ da arilsulfatase em 93%. Estes autores ndo encontraram
diferengas significativas entre os niveis de contamina¢do por metais e a
atividade da B-glicosidase.

Eivazi & Tabatabai (1990) verificaram redugdes de 7% a 29% na
atividade desta enzima a partir da adi¢do direta dos elementos contaminantes
sobre diferentes tipos de solos, em experimento de laboratério. Tem sido
reportado que a presenca de ions em teores elevados tendem a reduzir a
solubilidade e a desnaturar enzimas, por meio de quebras na estrutura terciaria
da estrutura protéica, a qual € essencial para a atividade da enzima (Yuan et al.,
2007). Neste estudo, no entanto, a presenga de metais nao foi o Gnico fator que
explicou os valores das atividades enzimadticas, mas também a presenca ou
auséncia de cobertura vegetal, uma vez que os ambientes A2-L e A2-EL, embora
possuam teores elevados de elementos-trago, ndo diferiram dos ambientes C ¢ P,
os quais s@o ausentes de contaminag@o. Isto € bem evidente nas atividades da [3-
glicosidase e da urease, pois as duas areas sem cobertura de plantas (A1-EL e
SV) apresentaram valores significativamente diferentes daqueles com cobertura.

A condi¢do de cobertura proporcionou o aporte de matéria organica,

fornecendo energia e nutrientes para a biomassa microbiana. Na auséncia de

30



vegetacdo esse aporte ndo aconteceu e, consequentemente, a atividade
microbiana como um todo ficou comprometida.

Os resultados deste trabalho corroboram os relatados por diversos
autores, os quais tém demonstrado fortes diminuig¢des nas atividades enzimaticas
decorrentes da contaminacdo por metais associada a baixos teores de matéria
organica no solo pela auséncia de vegetacdao (Vasquez-Murrieta et al., 2006;
Kuperman & Carreiro, 1997; Kandeler et al., 1996). Alguns desses autores
também encontraram correlacdes negativas entre atividades enzimaticas e teores
de metais. Neste estudo também se verificou este efeito, sendo mais acentuado

nas atividades da B-glicosidase e da fosfatase acida (Tabela 3).

4.3 Relacdo entre atributos bioldgicos e elementos-traco no solo

Na Tabela 3 s@o apresentados os coeficientes de correlagcdes de Pearson
entre caracteristicas quimicas e atributos bioldgicos de solos. A RB apresentou
correlagdes negativas com os elementos-traco avaliados, exceto com o Pb,
porém, essas correlagdes foram baixas, e correlagdo positiva média com o pH do
solo. Este aspecto parece demonstrar que os efeitos dos metais sobre a atividade
microbiana tendem a ser bloqueadores de atividades metabdlicas ou, até mesmo
letais aos microrganismos, enquanto os efeitos do pH seriam um fator de
estresse que aumentaria 0 consumo energético para a manutencdo da biomassa.
Sendo assim, microrganismos em condi¢des de pH mais elevado emitiriam mais
CO,. Outro aspecto a ser considerado ¢ que a populacdo de microrganismos
pode ser alterada com variagdes no pH e os grupos mais adaptados podem
prevalecer sob a nova condigao estabelecida. Zimakowska-gnoinska et al. (2000)
encontraram baixas correlacdes positivas entre a respiracdo do solo ¢ os metais
Zn, Cu e Cd e alta correlagdo com o Pb.

A RI correlacionou-se positivamente com as atividades da -glicosidase

(r=10,76), enzima que participa da degradacdo de compostos simples de carbono
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e com a atividade da fosfatase acida (r = 0,61), a qual estd relacionada com a
disponibilidade de fosfatos inorganicos para a célula microbiana, portanto,
enzimas envolvidas com a geragdo de energia no interior da célula. Essas altas
correlacdes explicam a elevagdo da taxa respiratdria em decorréncia da adi¢do
da glicose durante a analise da RI, demandando maior atividade dessas enzimas.
A RI apresentou baixas correlagdes positivas com o Cmic e o Corg, além de
correlagdes negativas medianas com os metais contaminantes do solo.

O Cmic apresentou correlagdes negativas com os teores de elementos-
trago e qCO; e se correlacionou positivamente com todos os demais pardmetros
bioldgicos avaliados (Tabela 3), evidenciando que a biomassa microbiana ¢
resultado do somatdrio das diversas atividades metabdlicas, apresentando-se
como um bom atributo bioldgico para a avaliagdo dos ambientes em processos
de reabilitagdo, seja por ter se correlacionado com todos os indices avaliados,
seja por ter apresentado diferencas significativas entre seus valores nas areas,
conforme demonstrado na Tabela 2.

Todas as atividades enzimaticas avaliadas apresentaram correlagdes
negativas significativas com os elementos-tragco envolvidos no estudo, exceto a
arilsulfatase com o elemento Cu. As atividades enzimaticas [-glicosidase e
fosfatase acida apresentaram as maiores correlagdes negativas com oS
elementos-traco. Sendo assim, a elevagdo nos teores dos metais tende a diminuir
as atividades dessas enzimas, as quais estdo relacionadas com a ciclagem de
compostos organicos no solo, sendo responsdveis, respectivamente, pelas
quebras de carboidratos de baixo peso molecular e pela conversdo de formas
organicas do fosforo para formas inorganicas que serdo utilizados no
metabolismo microbiano (Schinner et al., 1996; Eivazi & Tabatabai, 1988).

Portanto, essas enzimas tendem a apresentar correlagdes positivas com o
Corg. As correlagdes entre as atividades da urease e da arilsulfatase com os

metais € com o Cmic foram consideradas baixas quando comparadas com as
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atividades da B-glicosidase ¢ da fosfatase acida. Embora muitas das correla¢des
tenham apresentado baixos valores, deve-se considerar que as interagdes entre
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos tornam o solo um ambiente complexo,
cujos aspectos bioquimicos ndo devem ser analisados por pardmetros isolados
(Dias-Junior et al., 1998; Insan et al., 1996; Anderson, 1994).

Verificou-se, por meio da analise de componentes principais (PCA), que
os componentes principais 1 ¢ 2 (CP1 e CP2) explicaram 61,1% das varia¢des
das caracteristicas quimicas e atributos biologicos dos ambientes estudados
(Figura 3). Os teores de elementos-traco, o Cmic, a RI e as atividades
enzimaticas foram separados pela CP1, que explica 41,5% das variagdes. A CP2
separa os atributos Cmic/Corg e qCO, e explica 19,63% das variagdes.

Avaliando-se as separacdes das areas, percebem-se trés grupos distintos:
A1-EL e SV ficaram agrupados por apresentarem concentracdes elevadas de
metais pesados; as areas contaminadas por elementos-traco submetidas a
reabilitacdo A2-L ¢ A2-EL ficaram agrupadas com os ambientes livres de
contaminagdo P ¢ C e estdo associadas as atividades enzimaticas ¢ ao Cmic,

enquanto 0 ambiente  Al-L ficou isolado dos demais.
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TABELA 3 Correlagao de Pearson obtida entre atributos biologicos e elementos tragos do solo de areas contaminadas
submetidas a reabilitagdo e areas de referéncia, em Trés Marias, MG.

RB RI Cmic qCO, Corg %Cmic/Corg B-glicosidase  Urease  Fosf. Acd.  Arilsf.
RB -
RI 0,16ns -
Cmic 0,15ns 0,29* -
qC0o2 0,39**  -0,12ns -0,43** -
Corg 0,06ns 0,36%* 0,25* -0,14 ns -
%Cmic/Corg 0,10ns  0,14ns  0,81**  -0,38*%*  -0,28% -
B-glucosidase 0,14ns 0,76** 0,37**  -0,21ns  0,58%* 0,06 ns -
Urease 0,16ns 0,18 ns 0,32*%*  -0,18ns  0,37** 0,08 ns 0,34%* -
Fosf. acd. 0,16ns 0,61** 0,49** -0,28%* 0,48** 0,24** 0,77** 0,33** -
Arilsulf. -0,03ns 0,09 ns 0,23* -0,27* 0,15 ns 0,18 ns 0,22 ns 0,25% 0,25* -
Zn -0,27*  -0,36%*  -0,42**  0,13ns  -0,43** -0,18 ns -0,65%** -0,42%* -0,72%* -0,34%*
Cu -0,28*%  -0,42** -0,38** 0,06ns -0,21ns -0,22 ns -0,58** -0,24%* -0,76** -0,20 ns
PB -0,06 ns  -0,41**  -0,39*%* (,19ns  -0,38%* -0,17 ns -0,52%%* -0,26* -0,66** -0,23*
Cd -0,26* -0,31*  -0,39** 0,14ns  -0,33** -0,20 ns -0,58** -0,33%* -0,66** -0,39%*
pH 0,44**  -0,13ns -0,11ns  0,34** 0,04 ns -0,15 ns -0,04 ns 0,02 ns -0,19 ns -0,06 ns
H+Al -0,23* 0,05ns -0,12ns -0,09ns  -0,29% 0,05 ns -0,28%* -0,20 ns -0,12 ns -0,15 ns

Fosf. acd. (fosfatase acida), Arilsf. (arilsulfatase), ns, * e **. Efeito ndo significativo e significativo, a 5% e 1%, respectivamente.

Valores obtidos a partir de 55 amostras.
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FIGURA 3 Analise de componentes principais para elementos-traco e
atributos bioldgicos do solo em areas contaminadas por
elementos-traco, submetidas a reabilitacdo (A1-L, A1-EL,

A2-L e A2-EL), areas

sem contaminagdo (C ¢ P) e area

contaminada sem vegetacdo (SV), em Trés Marias, MG.

O agrupamento das areas A2-L e A2-EL junto a P e ao C demonstrou

que a reabilitacdo tendeu a “deslocar”

os atributos bioldgicos para valores

proximos aos encontrados em ambientes ndo contaminados, demonstrando

melhores condi¢des de estabelecimento da microbiota em direc¢do as areas P e C

e condigdes menos favoraveis em dire¢ao
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Solos com menores teores de metais associados a presenca de vegetagado
foram distinguidos daqueles mais contaminados. Esse comportamento
demonstra que o fato de a entrelinha A1-EL ndo conter cobertura vegetal atuou
de maneira a contribuir negativamente com os atributos biologico neste
ambiente, fato confirmado quando compararam-se as dreas sob plantio de
eucalipto nos dois sistemas de reabilitagdo (A1-L e A2-L), indicando efeito da
cobertura da linha sobre a entrelinha. Portanto, a cobertura da entrelinha de
plantio com brachiaria parece ter sido um fator diferencial positivo para a
reabilitacdo da area contaminada por metais nos ambientes estudados.

Vasquez-Murrieta et al. (2006) verificaram que solos com elevados
teores de elementos-trago agruparam-se entre si, distanciando-se daqueles com
menores teores ou ausentes de contaminagdo, os quais tenderem a se agrupar em
fungdo dos atributos biologicos, como Cmic e Corg. Os atributos estudados
apresentam grande significado ecologico, evidenciado por fungdes
armazenadora de nutrientes e regulacdo da ciclagem da matéria organica, papéis
desempenhados pela biomassa microbiana. Estratégias que estimulem
incrementos nesses atributos bioldgicos do solo representam o ponto-chave no
sucesso dos processos de reabilitacdo de solos (Carneiro et al., 2008; Grisi,
1995), incluindo os contaminados por elementos-trago. Os resultados deste
trabalho mostram que a substituicdo de solos contaminados, associada a
implantacdo de cobertura vegetal, em areas contaminadas por elementos-trago
que foram submetidas a programa de reabilitagdo, ¢ bem sucedida, pois favorece

o estabelecimento ¢ a manutencao de uma microbiota ativa.
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5 CONCLUSOES

Programas de reabilitacdo de solos contaminados por elementos-trago,
por meio da revegetacdo do solo, promoveram melhorias na atividade
microbiana do solo.

O carbono da biomassa mostrou-se um bom parametro para o
monitoramento de ambientes contaminados por elementos-trago, por apresentar
relacdo inversa com esses elementos e relagdo positiva com os demais
parametros biologicos do solo.

A presenga de vegetacdo em solos contaminados por elementos-trago
favoreceu a comunidade microbiana, o que foi confirmado pela elevacdo do
carbono da biomassa, respiracdo induzida e atividades enzimaticas.

Verificou-se elevada atividade das enzimas p-glicosidase e fosfatase
acida em ambientes contaminados apods implantagdo de programas de
reabilitagdo, principalmente nos ambientes A2-L e A2-EL.

A analise de componentes principais revelou que a distribuicao dos
ambientes em grupos estd fortemente condicionada aos teores de elementos-

trago, a presenca de vegetacdo e aos atributos bioldgicos e bioquimicos do solo.
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