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RESUMO

DIAS JUNIOR, Henrique Eduardo. Densidade e atividade microbiana de solo contaminado
com metais pesados. Lavras: UFLA, 1996. 82 p. (Dissertagdo - Mestrado em Solos e
Nutrigdo de Plantas)”.

A densidade e atividade microbiana foram avaliadas através de quantificagio do C da
biomassa microbiana, contagem em placas do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)
de fungos, bactérias e actinomicetos cultivaveis, nimero mais provavel (NMP) de amonificadores,
nitrificadores e diazotréficos de vida livre, respiragdo basal do solo, respiragdo especifica da
biomassa ou quociente metabolico (gCO,) e relagdo C microbiano / C orgénico total do solo, em
sete sitios contaminados com metais pesados (Zn, Cu, Mn, Pb e Cd), em area pertencente a
Companhia Mineira de Metais (MG), e um sitio controle, localizado 4, aproximadamente, 1 km de
distancia dos sitios contaminados. Todos os parimetros avaliados, com excegdo do NMP de
amonificadores, o qual ndo apresentou diferengas significativas entre os diversos sitios estudados,
foram afetados pela contaminagdo, variando, entretanto, com as caracteristicas quimicas, fisicas e
bioldgicas dos sitios estudados. O C da biomassa microbiana, medido através do método da
fumigacdo-extragdo, apresentou uma redugio acima de 80 % nos sitios CSv e CU, ambos sem
vegetagio, e nos sitios CCB, e CVc em relagdo ao sitio controle (Sa). A respiragdo basal do solo

foi maior no sitio CATi, onde havia a presenca de capim Andropogon sp. As menores atividades

*Orientadora; Fatima Maria de Souza Moreira. Membros da Banca: José Oswaldo Siqueira e
Romildo da Silva.



foram observadas nos sitios sem vegetagdo (CSv e CU). A populagdo de actinomicetos e fungos
cultivaveis foi menos afetada pela contaminagdo em relagdo a populagé@o bacteriana. A populagio
de diazotroficos de vida livre (Azospirillum amazonense, A. lipoferum e A. brasilense) foi
altamente sensivel a4 contaminag@o, estando presente apenas no sitio Sa. Microrganismos oxidantes
de amonio apenas foram verificados nos sitios CATi e CBd, enquanto os microrganismos
oxidantes de nitrito foram verificados em todos os sitios, com excessdo do sitio CSv, sendo o
maior valor encontrado no sitio CATi, seguido do sitio Sa. Os pardmetros gCO, e a relagdo entre
C-microbiano e C orgéanico do solo ndo se mostraram como bons indicadores da contaminagdo. A
biomassa microbiana correlacionou-se positivamente com a evolugdo de CO, , com as popula¢des
de amonificadores, oxidantes de nitrito, actinomicetos, bactérias e fungos cultivaveis do solo.
Amonificadores, oxidantes de nitrito e actinomicetos também correlacionaram-se positivamente
com a respiragdo basal do solo. Entretanto, a concentragdo total dos metais correlacionou-se
significativamente apenas com a populagdo bacteriana e com o gCO,. A densidade de bactérias
correlacionou-se negativamente com Cu e Cd (e Zn a 10% de probabilidade), enquanto gCO;
correlacionou positivamente com estes trés metais. Os resultados mostram efeito benéfico da
presenga de vegetagdo, principalmente, do capim Andropogon sp, que reduziu o impacto causado
pela contaminagdio por metais sobre a biomassa microbiana, respiragdo, populagdo de

actinomicetos e nitrificadores.



SUMMARY

MICROBIAL DENSITY AND ACTIVITY IN SOIL CONTAMINATED WITH HEAVY

METALS

Microbial density and activity were evaluated through biomass-C, colony-forming-units
(CFU) of culturable fungi, bacteria and actinomycetes, most-probable number (MPN) of
amonifiers, nitrifiers and free-living diazotrophs, basal respiration, metabolic quocient (¢CO;) and
microbial C/soil organic C ratio in seven sites contaminated with heavy metals (Zn, Cu, Cd, Pb e
Mn), belonging to “Companhia Mineira de Metais” (CMM), and one control site, 1 km far from
the others. All evaluated parameters, except, amonifiers MNP, were affected by the high
contamination levels, depending on soil physical, chemical and biological characteristics. Biomass -
C, measured by fumigation-extraction method, was reduced by 80 % in sites CSv e CU, without
vegetation, and also in sites CCB, e CVc compared to the control site (Sa). Basal respiration was
highest in site CATi with the grass Andropogon sp. The lowest activities were observed in the
sites without vegetation (CSv and CU). Culturable fungi and actinomycetes populations were less
affected by contamination than bacterial population. Free-living diazotrophs (Azospirillum
brasilense, A. amazonense e A. lipoferum) was highly sensitive to contamination. They were
found only in the control site (Sa). Ammonium oxidizers were detected just in sites CATi and

CBd, meanwhile, nitrite oxidizers were found in all sites, except, CSv site. MPN of amonifiers



xii

were high and similar in all sites. The gCO, and microbial - C /soil organic - C ratio were not good
indicators of soil contamination. Biomass C was also positively correlated with CO, evolution,
amonifiers, nitrite oxidizers and culturable actinomycetes, bacteria and fungi population.
Amonifiers, nitrite oxidizers and actinomycetes populations were positively correlated with soil
basal respiration. However, total heavy 'metal concentrations was only correlated with gCO, and
bacterial population . Bacterial density was negatively correlated with Cu, Cd and Zn, meanwhile
gCO; were positively correlated with Cu, Zn and Cd. The results showed a beneficial effect of
vegetation, mainly Andropogon sp, in reducing heavy metal contamination impacts on Biomass-C ,

respiration, actinomycetes and nitrifiers populations.



1 INTRODUCAO

Na faixa tropical do planeta, além dos problemas sociais e econdmicos, existem cerca de
650 milhdes de hectares sendo utilizados como éreas de cultivo e, aproximadamente, 2 bilhdes de
hectares nos mais diversos estagios de degradagio (Jesus, 1994). Parte desta degradagdo € devido
a atividade mineradora, a qual, apesar de pontual, movimenta um elevado volume de material,
causando, conseqiientemente, um grande impacto ao ambiente. Entretanto, a atividade de
mineragio ¢ de grande importincia social e econdmica pela geragdo de empregos diretos e
indiretos, além de divisas para o pais.

Atualmente, existe exigéncia legislativa de que areas degradadas pela mineragdo devam ser
recuperadas. A recuperagdo dessas areas degradadas deve ser parte integrante do processo, a
partir do inicio do planejamento até um longo periodo apos encerrada a atividade extrativista,
devendo-se levar em conta, os aspectos ecologicos fundamentais como a biodiversidade e a
sustentabilidade dos ecossistemas o que podera, a médio e a longo prazo melhorar os resultados
bioldgicos, além de reduzir os custos das operagdes.

Um dos grandes problemas enfrentados na recuperagio de algumas areas degradadas € a
alta concentragiio de metais pesados, impossibilitando a revegetagdo local devido & sua elevada
toxidez. A redugéo da toxidez de metais visando o crescimento de plantas em solos contaminados

pode ser alcangado por processos biolégicos e quimicos como mudangas no pH do solo, através



da calagem, incorporagdo de matéria orgénica ou material argiloso, remogéo da camada de solo
poluida ou dilui¢do com solo n3o contaminado ou com substratos inertes.

Os processos biologicos mediados pela comunidade microbiana do solo sdo de
fundamental importincia na recuperagdo de areas degradadas. A disponibilidade de varios
nutrientes para as plantas, ciclos biogeoquimicos, o desenvolvimento da estrutura do solo e
melhoria de condi¢gdes fisicas e quimicas sdo alguns dos processos realizados pelos
microrganismos do solo importantes na sustentabilidade dos ecossistemas. Além disso, sdo
importantes em processos de remogdo de metais atuando como biorremediadores. No entanto, o
excesso de metais toxicos exerce efeitos diversos sobre a populagdo microbiana do solo e sua
atividade, podendo reduzir sua diversidade, causar a morte ou afetar Vseus processos bioquimicos.

Apesar da atividade de minerago abranger extensdes significativas do territorio brasileiro,
seu impacto ambiental tem sido verificado somente na vegetagdo e, especificamente, em areas de
mineragio e operagOes industriais de ferro e aluminio. Os efeitos dos metais pesados sobre a
comunidade microbiana do solo tém sido investigada quantitativamente (C microbiano, ATP,
contagem em placas e observagdes diretas de diferentes grupos microbianos) ou enfatizando
atividades especificas (enzimas dos solos, respiragdo e fixagdo de N,), além de estudos de
tolerancia e diversidade microbiana.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a densidade e a atividade de microrganismos em
amostras de solo coletadas em area contaminadas por metais pesados, pela atividade de extragdo e

industrializa¢do de zinco.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metais pesados, microrganismos do solo e processos biolégicos

As atividades industriais, de mineragdo e agricolas resultaram em um aumento da
contaminagdo de metais pesados para o meio ambiente. Estes metais quando presentes no solo em
baixas concentragdes sdo benéficos as plantas e microrganismos, visto que, varios constituem-se
de elementos essenciais ao desenvolvimento vegetal e animal. Entretanto, quando em excesso,
podem tornar-se bastantes toxicos aos organismos vivos, pela sua introdugéo na cadeia alimentar
(Costa, 1991). Alguns metais pesados, como Cu, Zn, Fe e Mn, séo nutrientes essenciais para a
maioria dos organismos, os quais necessitam destes elementos em concentragdes muito baixas que
variam entre 1 e 100 pg . g "' de biomassa seca. Naturalmente, a maioria dos metais pesados
ocorre no solo como elementos raros, estando presentes em altas concentragGes apenas em certo
minerais (Tyler, 1981).

Nas tltimas décadas, tem-se verificado um grande interesse no estudo de metais pesados
nos solos ndo s6 pela toxidez destes as plantas, animais e outros organismos, mas também devido
4 sua dificil remogdo, ja que sdo imobilizados por diferentes componentes do solo como matéria

organica humificada, 6xidos e hidroxidos de Fe e Al e argila, podendo em determinadas situagdes,



processo de contaminagio e ocupagdo dos sitios de troca do solo resulta num aumento da
concentragdo de ions metalicos livres na solu¢o do solo (Tyler, 1981). Além disso, mudangas em
propriedades do solo como, potencial redox, pH, aumento da decomposi¢do da matéria orgénica,
perdas de particulas de textura fina, sdo responsaveis pela mobilizagio de metais para a solugéo
(Gupta, 1992). Os fatores que afetam a disponibilidade de metais no solo sdo: textura, pH,
capacidade de troca de cations, teor de matéria orgénica e competigdo idnica (Kurek, Czaban e
Bollag, 1982; Malavolta, 1994, Tisdale, Nelson e Beaton, 1985). Segundo Msaky e Calvet (1990),
os metais podem ser retidos no solo por precipitagdo e adsor¢do, os quais dependem de fatores
como a natureza do metal, tipo do solo e dos constituintes organicos e minerais. A reten¢io de
metais nos solos pode ocorrer por adsorgdo especifica a superficie de carga variavel, troca
catidnica em superficie de carga permanente e precipitagdo de novas fases sélidas (Madrid e Diaz-
Barrietos, 1992). Estes mecanismos de retengdo determinam a biodisponibilidade e mobilidade de
metais pesados no solo.

A populagio microbiana do solo exerce um papel fundamental para o perfeito
funcionamento do sistema solo-planta, especialmente, nos ecossistemas naturais onde a fertilidade
do solo depende quase que inteiramente dos processos microbianos (Siqueira et al., 1994).
Processos como fixagdo de N, , nitrificagio, mineralizagdo da matéria orgénica do solo,
amonificagio, entre outros, todos mediados pela biomassa microbiana do solo, podem ser afetados
diretamente pela contaminagdo com metais ou, indiretamente, devido a efeitos toxicos sobre as
plantas, causando um decréscimo na quantidade de substratos liberados na regido rizosférica.
Estes efeitos dependerdo do tipo e da concentragdo do metal ou metais, além das caracteristicas

dos solos (Brookes, 1995). Segundo Tyler (1981), solos que possuem alta contaminagdo com



metais pesados, geralmente, apresentam uma redugdo na diversidade de espécies e o
desenvolvimento de linhagens resistentes. A inibigio desses processos essenciais ao perfeito
funcionamento do ecossistema, pode aumentar a longo prazo a dependéncia das plantas aos
fertilizantes quimicos.

Estresses abi6ticos causados pela poluigdo com metais pesados, tanto em fontes
orginicas e inorganicas, podem afetar a morfologia, crescimento e metabolismo dos
microrganismos do solo, devido a desnaturagdo protéica, distirbios funcionais ou perda da
integridade das membranas celulares (Leita et al, 1995). Assim, solos sob impacto da poluigdo
com metais pesados podem apresentar significativa redugéo no tamanho e atividade da biomassa
microbiana (Bardgett e Saggar, 1994; Brookes et al., 1986; Brookes e McGrath, 1984; Chander ¢
Brookes, 1991a, b, ¢, 1992 e 1993; Doelman e Haanstra, 1984; FlieBbach, Martens e Reber, 1994;
Leita et al., 1995; Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995). Além disso, a inibi¢do de processos como a
decomposigdo e mineralizagdo de residuos orgénicos especificos no solo, influenciados pela
atividade de diferentes grupos de microrganismos, devido a estresses ambientais, tais como metais
pesados, pode causar sérias consequéncias para o funcionamento do ecossistema em termos de
ciclagem de nutrientes e fertilidade do solo (Bewley e Parkinson, 1986). O acimulo de C
orgénico, devido a menor decomposigéo da matéria organica do solo tem sido verificada em solos
contaminados com metais pesados (Chander e Brookes, 1991a).

Deve-se considerar também, que os efeitos dos metais pesados ocorrem devido a
interagdes dos mesmos, ou seja, sdo efeitos aditivos, sendo quase impossivel a determinagéo de
efeitos isolados em situagdes de multicontaminagdo (Chander e Brookes, 1993; Fliefbach,

Martens e Reber, 1994).



Os efeitos benéficos da presenga de vegetagdo sobre a populagdo microbiana do solo tem
sido relatado por varios pesquisadores (Cattelan e Vidor, 1990a,b;, Rovira e Davey, 1974, Siqueira

e Franco, 1988; Siqueira et al, 1994). Na rizosfera, regido de influéncia das raizes, onde a

atividade quimica, fisica e, principalmente, bioldgica torna-se muito maior, ocorre a liberagdo de °

compostos organicos, como exsudatos e secregdes, para o solo adjacente, tornando este sitio !

muito especializado e favorecendo a populagdo microbiana (Rovira e Davey, 1974; Siqueira e
Franco, 1988). Além disso, plantas tolerantes ou hiperacumuladoras desenvolveram mecanismos
que reduzem a disponibilidade e/ou toxicidade de metais presentes no solo, 0s quais variam com a
espécie de planta e metal ou metais poluentes. A produgdo de fitoquelatinas por espécies
tolerantes e hiperacumuladoras constitui um mecanismo de prote¢do a elevadas concentragdes de
metais no solo (Steffens, 1990). Plantas hiperacumuladoras podem absorver grande concentragdes
de metais chegando a mais de 10000 pg.g” de Zn e Mn e 1000 pg.g” de Co, Cu, Cr, Pb e Ni
(Baker e Brooks, 1989) reduzindo, com isto, a concentragio de metais na regido rizosférica,
podendo favorecer, portanto, o desenvolvimento da populagdo microbiana. Algumas plantas
podem ainda apresentar a capacidade de reduzir a solubilidade e toxicidade de metais nos solos na
regido rizosférica através de processos de oxirredugdo, modificagdo do pH ou formagdo de
complexos organo-metalicos soliveis ou insoluveis menos toxicos. A produgdo de acidos oxalicos
e maldnico na zona radicular pode reduzir a toxicidade de metais pelo processo de complexagédo
(Foy, Scott e Fisher, 1988; Foy, 1988). O aumento do pH na rizosfera tem sido verificado em
plantas tolerantes a metais como o Al sendo, geralmente, adaptadas a solos acidos (Foy, 1988).
Alteragdes quimicas, fisicas e bioldgicas ocorrem em conseqiéncia da retirada da

vegetac¢do nativa do solo, podendo causar queda na produtividade e degradagdo do ecossistema



(Siqueira et al.,1994). A importincia da presenga da cobertura vegetal sobre a microbiota foi
observada em um trabalho na Regido Sul do Brasil, o qual estudou diferentes tipos de manejo do
solo sobre a populagio microbiana. Os resultados mostraram um decréscimo de 65% na biomassa
quando retirou-se a vegetagdo de um campo nativo, apresentando os menores valores de biomassa
e atividade microbiana quando comparados aos diferentes sistemas de cultivos, consorciados ou
ndo, além do campo nativo (Cattelan e Vidor, 1990a). A populagdo de fungos, actinomicetos,
solubilizadores de fosfato e, principalmente, a de bactérias foram afetadas pela retirada da
cobertura vegetal neste ecossistema (Cattelan e Vidor, 1990b), confirmando a importédncia da
presenga de cobertura vegetal afetando a populagdo microbiana e seus processos biologicos.

A maioria dos trabalhos tém estudado os efeitos dos metais sobre o crescimento de
plantas e saide animal, ndo levando em conta os efeitos sobre microrganismos do solo,
principalmente, “in situ”, ou sobre seus importantes processos biologicos. Além disso, a maior
parte dos experimentos avaliaram o impacto da contaminagio com metais pesados sobre a
populagdo microbiana e seus processos em solos contaminados pela a aplicagdo de residuos
orginicos, como lodo de esgoto, muitas vezes enriquecido com metais na forma de sais
inorgénicos (Brendecke, Axelson e Pepper, 1993; Brookes et al., 1986; Brookes e McGrath,
1984; Brookes, McGrath e Heijnen, 1986, Chander e Brookes, 1991a, b, ¢, d, 1993; Chaudri,
" McGrath e Giller, 1992a, b; Chaudri et al., 1993a, b; FlieBbach, Martens e Reber, 1994; Giller et
al., 1993, Hiroki, 1992; Hirsch et al., 1993; McGrath, Brookes e Giller, 1988; Obbard, Sauerbecke
Jones, 1993; Reddy, Cheng e Dunn, 1983; Smith e Giller, 1992; Valsecchi, Gigliotti e Farini,

1995).



As concentragdes encontradas no solo tém sido usadas para fixar os limites permissiveis |
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de metais nos solos. Atualmente, cada pais membro da Comunidade Européia apresenta os limites
permissiveis de concentragdo de metais potencialmente toxicos em poluentes e os solos que os
recebem. Entretanto, evidéncias cientificas que explicam estes limites sdo ainda escassas,
principalmente, no que se refere i sensibilidade de microrganismos do solo. Um conceito Gnico
baseado em fatores quimicos do solo que poderia predizer a disponibilidade de metais e sua

toxicidade bioldgica sob diferentes condigdes de solo, é ainda inexistente (Lorenz, McGrath e

Giller, 1992). Recentemente, tem-se verificado significativos efeitos toxicos de metais pesados '

sobre a populagdo microbiana do solo e seus processos em concentragdes proximas ou abaixo dos
valores estabelecidos nestes limites (Brookes, 1995; Brookes et al., 1986, Brookes, McGrath e
Heijnen, 1986; Chander e Brookes, 1991a; 1993; Chaudri et al,, 1993b; FlieBbach, Martens e

Reber, 1994).

Pardmetros microbiologicos tém se mostrado mais sensiveis & contaminagio com metais

pesados, sendo, portanto tteis no monitoramento da polui¢do de solos (Brookes, 1995). Segundo
Lima (1994), a atividade microbiana constitui um excelente indicador das condigdes biologicas do
solo, além de seus efeitos benéficos sobre o crescimento de plantas. Entretanto, Doelman et al.
(1994), alertam para a dificuldade de utilizagdo dos microrganismos como um todo no
monitoramento da polui¢do do solo, pois sua atividade e nimero sio afetados por uma grande
quantidade de fatores como pH, matéria orginica, temperatura, umidade, tef)res de O, e CO,,
sendo os primeiros a serem afetados pela poluigio do solo devido suas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas. Estes mesmos autores, sugerem o uso do indice de

sensitividade/resisténcia da comunidade microbiana do solo no monitoramento de niveis de metais
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pesados. Segundo eles, este indice é de facil obtengdo, baixo custo e padronizavel, constituindo
um teste ecologico de grande importancia.

Pouca ou nenhuma aten¢do tem sido dada a contribuigdo dos microrganismos na
recuperagio de areas degradadas. Entretanto, o sucesso da recuperagio dessas areas depende do
desenvolvimento da comunidade microbiana do solo (Tate, 1985). Os microrganismos podem ser
um importante instrumento na remogdo de metais e, conseqilente recuperacio dessas areas
contaminadas, atuando como importantes biorremediadores, através de processos de imobilizagao,
mobilizacdo e transformagdes de metais por reagdes de precipitagdo extracelular, acumulagdo
intracelular, reagdes de oxidagio e redugdo, metilagio e demetilagio, ligagdo extracelular e
complexacdo (Brierley, 1991). Estudos sobre a imobilizagdo e transporte de metais pesados por
dois fungos de solo constataram que a sor¢do de metais variou com o pH, a concentragio e
natureza do metal e com o fungo testado. Além disso, verificou-se que os metais foram removidos
do meio por diferentes mecanismos (Mullen et al., 1992). Diferentes microrganismos (7 espécies
de bactérias e 4 de fungos) foram capazes de remover metais pesados do meio de cultura,
constituindo em um importante fator de imobilizagdo de metais no ambiente do solo, regulando a
disponibilidade dos mesmos para as plantas (Kurek, Czaban e Bollag, 1982).

As espécies de microrganismos predominantes em areas contaminadas com metais
pesados, geralmente, s@o tolerantes as condi¢Ges locais devido a um processo de selegdo (Tyler,
1981). Tem-se verificado que a maioria das espécies de bactérias tolerantes a altas concentragGes
de metais pesados eram gram negativas (Duxbury e Bicknell, 1983). A populagdo fungica do solo
tem se mostrado mais tolerante em areas contaminadas com metais pesados do que as populagGes

bacterianas e de actinomicetos (Hattori, 1992; Hiroki, 1992; Yamamoto, Tatsuyama e Uchiwa,
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1985). Assim, a selegio de estirpes de microrganismos resistentes as condigdes adversas,
eficientes e competitivos para posterior introdugdo dos mesmos nas areas de recuperagdo, pode
ser de extrema importéncia.

O restabelecimento da microbiota em solos degradados pode ocorrer naturalmente,
necessitando, porém, de um longo periodo de tempo. Para que este restabelecimento ocorra €
necessario que se fornega uma fonte de carbono (Mills, 1985). A adigdo de fonte de C a qual,
aumente a atividade microbiana podem estimular a incorporagéo de metais ou sua complexagdo
por produtos da decomposigdo da matéria organica (Pompéia, 1994).

Assim, na recuperacdo de areas contaminadas com metais pesados deve-se utilizar de um
conjunto de tratamentos para a obten¢do de resultados satisfatorios, sendo que na escolha de
métodos adequados deve-se levar em conta o uso da terra, tipo e caracteristicas do solo e efeitos a
longo prazo. Além disso, embora a atividade biologica ndo esteja correlacionada com
produtividade, uma baixa atividade bioldgica esta, provavelmente, associada a areas sob impacto
como, por exemplo, a contaminagio de metais pesados. Praticas de manejo como a fertilizagdo
quimica, podem a curto prazo manter a produtividade em areas em recuperagdo. Entretanto, a
longo prazo, o sucesso desta recuperagdo sem a adigio de excessivas fontes de nutrientes,

dependera de praticas que estimulem o retorno da atividade biologica no solo.
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2.2 Densidade e atividade microbiana do solo

2.2.1 Carbono da biomassa microbiana

A biomassa microbiana do solo é composta de bactérias, fungos, microfauna e cianoficias
e ¢ definida como a parte viva da matéria orgénica do solo (Jenkinson e Ladd, 1981). Ela funciona
como um importante reservatério labil de varios nutrientes essenciais s plantas, desempenhando
um papel fundamental na ciclagem de nutrientes e na funcionalidade dos ecossistemas. A
biomasssa microbiana pode armazenar, aproximadamente, 1 a 4 % do carbono total, 2 a 6 % do
nitrogénio total ¢ 2 a 5 % do fosforo total do solo, sendo fundamental na manutengéo e
produtividade de varios ecossistemas naturais e de muitos agrossistemas, os quais dependem, em
grande parte, de processos mediados pelos microrganismos, como a decomposicdo da matéria
orgénica do solo (Grisi € Gray, 1986, Jenkinson e Ladd, 1981). Quando em condigdes ambientais
favoraveis, a extensdio do “turnover” da matéria orginica do solo é controlada, principalmente,
pelo tamanho e atividade da biomassa microbiana. O material organico incorporado ao solo
constitui a forga motriz dos processos metabolicos envolvendo varios nutrientes essenciais, pois é
convertido em energia e novos metabolitos pela populagio microbiana dos solos (Martens, 1995).
Alta correlagdo entre C orginico e C microbiano tem sido verificada (Anderson e Donsch, 1989;
Weigand, Auerswald e Beck, 1995).

A estimativa da biomassa microbiana pode fornecer dados uteis sobre modificagdes nas
propriedades biologicas dos solos, decorrentes de praticas agricolas, como diferentes tipos de

manejo dos solos e diferentes culturas (Alvarez et al., 1995; Andrade, Miyazama ¢ Hamakawa,
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1994, Cattelan e Vidor, 1990b; Franzluebbers, Zuberes, Hons 1995; Jordan et al, 1995), efeito do
uso de fertilizantes organicos ou quimicos e biocidas em geral (Anderson ¢ Domsch, 1989,
Bardegett e Leemans, 1995; Biederbeck, Campbell ¢ Smith, 1987, Cheng e Colman, 1990;
FlieBbach, Martens e Reber, 1994, Franzluebbers, Zuberes, Hons 1995, Ghoshal e Singh, 1995;
Harden et al., 1993; Jordan et al, 1995, Lovell e Jarvis, 1996), desmatamento e formagdo de
pastagens (Pfenning, Eduardo e Cerri,1992), além de ser um indicador mais sensivel de mudancas
edaficas e biologicas que afetam a qualidade dos solos, ao contrario de analises quimicas e fisicas
em solos sob impacto, como por exemplo, metais pesados (Anderson e Domsch, 1989; Brookes,
1995; Brookes et al., 1986; Brookes e McGrath, 1984; Franzluebbers, Zuberes e Hons 1995; Grisi
e Gray, 1986, Powlson, Brookes e Christensen, 1987).

A relagio C microbiano/C organico tem se mostrado como um indicador mais sensivel de
mudangas ocorridas no ambiente devido a poluentes quimicos, como metais pesados, do que
apenas o teor de matéria orgnica. Solos que receberam lodo de esgoto contaminado com zinco e
cobre apresentaram uma alta redug@o na %.de C microbiano em relagdo ao C orgénico do solo
(Chander e Brookes, 1991a; 1993). Isto também foi observado por Valsecchi, Gigliotti ¢ Farini
(1995), que verificaram uma drastica redugo neste pardmetro em solos altamente contaminados
por varios metais pesados. De modo contrario, este parimetro ndo funcionou para indicar os
efeitos adversos da contaminagio com metais pesados em 3 diferentes solos, situados préximos a
usina de fundigio de metais, provavelmente, devido & grande variagdo nas caracteristicas dos solos
como pH, textura e teor de matéria orginica (Insan, Hutchinson e Reber, 1996). Segundo
Anderson e Dorﬁsch (1989), a relagio C microbiano / C orginico pode indicar se um solo esta no

estado de equilibrio, perda ou acumulagéo de C.
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O método da fumigagdo-incubagéo € utilizado como padrdo para calibragio dos outros
métodos na quantificagdo da biomassa microbiana dos solos, o qual tem como principio basico que
as celulas mortas da biomassa indigena pelo fumigante é usada como substrato durante a
recolonizagdo da populagdo através de inoculo durante um periodo padrio de 10 dias de
incubagdo aerobica. Diferengas nas propriedades quimicas e fisicas dos solos podem mascarar os
resultados de biomassa obtidos pelo método da fumiga¢do incubagdo. Este método apresenta
restrigdes quando se trabalha com solos com pH < 4,5-5,0, que ndo contenham fontes de carbono
facilmente degradaveis, solos secos ao ar ou aqueles que receberam recentes adi¢des de substratos
organicos frescos, as quais sdo superadas quando se utiliza 0 método da fumigagdo-extragdo
(Brookes et al, 1986; Martens, 1995, Dumontet e Mathur; 1989). O método da fumigagdo-
extragdo apresenta como principio basico a extragdo do C microbiano apds a morte dos
microrganismos e lise celular pelo ataque do cloroformio e liberagdo dos constituintes celulares, os
quais sdo degradados por autolise enzimaticas e transformados em componentes extraiveis

(Joergensen, 1995).

2.2.2 Populagio de bactérias, fungos e actinomicetos cultiviveis

As bactérias sdo microrganismos procariontes sendo, geralmente, a maioria heterotroficas
nos solos. Representa o grupo de maior nimero nos solos representando, entretanto, 25 a 30% da
biomassa microbiana total dos solos agricolas. Estdo envolvidas em processos importantes como a

fixagdo biologica de N, nitrificagdo, denitrificagdo, decomposi¢do da matéria organica, ciclagem



14

de nutrientes e produgdo de substdncias promotoras de crescimento, entre outros (Paul e Clark,
1989; Siqueira e Franco, 1988).

A densidade e composi¢cdo da flora bacteriana sdo altamente influenciadas pela
combinagdo de fatores ambientais como umidade, aera¢do, temperatura, teor de matéria organica
do solo, acidez e suprimento de nutrientes (Alexander, 1977).

Outro importante grupo de microrganismos do solo € representado pelos actinomicetos,
o qual ¢ bastante heterogénio apresentando produgdo de micélio e esporos assexuais (conidios)
assemelhando-se com isto, aos fungos, e as bactérias gram negativas por serem procariontes,
apresentar sensibilidade aos virus e produzirem antibioticos (Siqueira e Franco, 1988). No solo,
em relagdo a outras populagdes bacterianas, sio numericamente inferiores, sendo entretanto, mais
numerosos que as populagdes de fungos. Normalmente, de 10 a 50% da comunidade microbiana
do solo € constituida por populagdes destes microrganismos (Alexandre, 1977).

Os actinomicetos participam de importantes processos como a degradagdo de substancias
normalmente ndo decomposta por fungos e bactérias como fenois, quitina, himus e parafina,
decomposigdo da matéria organica em temperaturas mais altas, atua no equilibrio microbiologico
através da produgdo de antibioticos, além da fixagdo biologica de nitrogénio atmosférico através
do estabelecimento da simbiose com espécies de angiospermas, a maioria de porte arbustivo e
arboreo, sendo os géneros mais estudados, A/nus, Casuarina e Myrica (Siqueira e Franco,1988).
Sdo microrganismos heterotroficos podendo ser encontrados em muitos ‘“habitats” sendo,
portanto, diretamente influenciados pela disponibilidade de substratos oxidaveis, o que os torna,
geralmente, mais abundantes em solos ricos em matéria orgénica. A combinagdo de fatores

ambientais como teor de matéria orgnica, pH, umidade e temperatura influenciam o tamanho da
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comunidade, sua atividade bioquimica e os géneros e espécies encontrados de actinomicetos nos
solos (Alexander, 1977). Mais de vinte géneros ja foram isolados dos solos, sendo Streptomyces,
Nocardia e Micromonospora os mais comuns (Williams e Wellington, 1982). Tipicamente, o
género Streptomyces é dominante no solo representando 70 a 90% das colonias desenvolvidas em
meio de cultura solido (Paul e Clark, 1989).

Ao contrario da populagdo bacteriana e de actinomicetos, os fungos sdo microrganismos
eucariotos e, embora ndo sejam predominantes numericamente, representam 70 a 80% da
biomassa microbiana dos solos (Siqueira e Franco, 1988). Como os actinomicetos, os fungos
também sdo heterotroficos em sua nutrigdo, tendo, conseqiientemente, a distribuicdo de sua
populagdo determinada pela disponibilidade de substratos orgénicos oxidaveis (Alexander, 1977,
Paul e Clark, 1989). Os principais fatores externos que mais influenciam a comunidade fiingica
incluem o teor de matéria organica, pH, uso de fertilizantes orgénicos ou inorgénicos, umidade do
solo, aeragdo, temperatura, estagdo do ano e tipo de vegetagdo (Alexander, 1977).

Uma das principais fungdes desempenhadas pela populagdo fungica nos solos € a sua
atividade heterotrofica sobre o material orgénico do solo, o que os torna agentes de controle
biologicos de outros fungos e nematéides fitopatogénicos, além de realizarem importantes
relacdes simbioticas mutualisticas (micorrizas) e parasiticas (doengas) com as raizes da maioria das
plantas (Siqueira e Franco, 1988).

A técnica de isolamento e contagem em placas pelo método de diluigdo em série €
amplamente empregada para estimar a populagdo de microrganismos do solo. Apresenta como
principios basicos a dispersdo da amostra de solo e distribuicdo de uma aliquota em um meio de

cultura apropriado, incubag@o sob condigdes adequadas e contagem das coldnias desenvolvidas
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(Wollum II, 1982). Entretanto, este método € considerado extremamente limitado por detectar
apenas uma pequena propor¢do dos microrganismos, ou seja, aqueles capazes de se desenvolver
em meios de cultura seletivos para cada grupo (Paul e Clark, 1989). Apesar de cuidados de
padronizagdo na agitagdo e dispersdo das amostras de solo durante o processo de diluigdo, pode
ocorrer durante estas operagdes a fragmentagdo de hifas, as quais em ambientes onde existam uma
alta populagdio de microrganismos que apresentem crescimento micelial, ocasionam a
superestimagdo da populagdo, uma vez que serdo contadas como colonias simples (Lorch,
Benckieser e Ottow, 1995). Por esta razdo, este método tem se mostrado muitas vezes
inadequado ao isolamento e enumerag@o da populagdo fungica do solo, podendo, no entanto, ser
utilizado no estudo de fatores ambientais sobre a populagdo microbiana.

De modo geral, para o isolamento de grandes grupos de microrganismos do solo, usam-
se meios ricos em nutrientes e com inibidores seletivos. Para o isolamento e crescimento de
actinomicetos, deve-se ter um meio especial onde o uso de antibidticos para fungos, como por
exemplo ciclohexamida, micostantin, entre outros, e para bactérias, como a estreptomicina, €
recomendado.

Geralmente, os actinomicetos apresentam desenvolvimento mais lento, de
aproximadamente, 10 a 14 dias de incubagdo a temperatura de 25 a 30° C, formando coldnias
pequenas, arredondadas e tenaceas apresentando micélio aéreo. Os neutrofilos (pH 6,5-7,0) s@o os
mais representativos deste grupo. Para o isolamento de bactérias e fungos presentes no solo tém-
se utilizado meios ricos em fontes de carbono, como glicose, e proteinas, como peptona. O
desenvolvimento das coldnias bacterianas é muito rapido, ocorrendo em, aproximadamente, 3 dias

‘a temperatura de 30° C. Para estudos da populagdo fungica ¢ recomendado o uso de antibioticos



como estreptomicina e penicilina para evitar o rapido crescimento bacteriano, pois estes
apresentam um desenvolvimento mais lento (Wollum II, 1982; Lorch, Benckieser € Ottow, 1995).

Alguns trabalhos tem sido realizados para estudar os efeitos de diferentes sistemas de
cultivo e do uso de adubagdio quimica e orgdnica sobre a populagdo de bactérias, fungos
actinomicetos, solubilizadores e celuloliticos cultivaveis pelo método da diluigdo em série da
amostra seguido da inoculagdo em meios especificos e do isolamento e contagem em placas das
unidades formadoras de colonias (Silva Filho e Vidor, 1984; Nuernberg, Vidor e Stammel, 1984,
Cattelan e Vidor, 1990a;b), estando sujeitos as limitagdes do método. Este método foi utilizado
para avaliar o nimero de unidades formadoras de colonias de fungos e bactérias em area sob
impacto da atividade de mineragéo de ferro (Trindade, Tétola e Dias Junior, 1994), além de
estudos dos efeitos da contaminagdo de solos com metais pesados sobre a populagdo microbiana
(Brendecke, Axelson e Pepper, 1992; Hattori, 1992; Hiroki, 1992; Landmeyer, Bradley e
Chapelle, 1993; Yamamoto, Tatsuyama e Uchiwa, 1985), e isolamento de microrganismos
resistentes a contaminag¢do (Yamamoto, Tatsuyama e Uchiwa, 1985). De modo geral, a populagdo
fungica tem se mostrado mais resistente aos efeitos adversos da contaminagdo com metais,

seguido da populagéo bacteriana e de actinomicetos (Hattori, 1992; Hiroki, 1992).
2.2.3 Microrganismos amonificadores e nitrificadores
O nitrogénio do solo estd quase todo na forma orgénica fazendo parte de aminoécidos,

acidos nucléicos, aglcares aminados e formas complexas (Siqueira et al., 1994). Para se tornar

disponivel para as plantas é necessario que seja transformado para N inorganico pelo processo de
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mineralizag3o, através da degradagdo desses compostos organicos até a forma mineral NH," (Paul
e Clark, 1989), o qual é essencialmente microbiologico, sendo dividido em duas etapas (Alef,
1995a; Victoria, Piccolo e Vargas, 1992):
1) A amonificagio de compostos orgdnicos realizadas por um grande nimero de
microganismos heterotroficos;
2) A nitrificagdo ou oxidagdo da amonia liberada, principalmente, por bactérias
quimioautotroficas.

A populagdo de microrganismos amonificadores é composta por uma grande diversidade
de microrganismos heterotroficos aerébicos e anaerdbicos, sendo que este ultimo grupo, realiza
mais lentamente o processo (Alef, 1995a; Paul e Clark, 1989; Tsai, Baraibar ¢ Romani, 1992). O
processo de amonificagdo € altamente dependende da relagdo C:N dos compostos orgénicos,
estando ligada ao metabolismo de células ativas, exceto para a hidrolise da uréia pela urease

extracelular. A amonia pode ser liberada por diferentes mecanismos (Alef, 1995a):

1) Desaminag3o hidrolitica:
R-NH; + H,O — R-OH + NH;
2) Desaminag3o oxidativa:
R-CHNH,-COOH + H,0 — R-CO-COOH + 2H" + NH;
3) Desaminagio redutiva:
R-CHNH;-COOH + 2H" — R-CH,= COOH + NH;
4) Desaminag@o dessaturativa:
R-CH,-CHNH,-COOH — R-CH= CH-COOH + NH;

A nitrificagdo consiste na oxidagio da amodnia a nitrato via nitrito realizada,

principalmente, por dois grupos altamente especializados de bactérias quimioautotroficas
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aerObicas gram negativas da familia Nitrobacteriaceae, tendo a atividade limitada, principalmente,
pelas concentragbes de NH; e O,, além de fatores como temperatura, umidade, pH e suas
interrelagdes (Alexander, 1977, Paul e Clark, 1989, Schmidt e Belser, 1982; Tsai, Baraibar e
Romani, 1992). Segundo Alexander (1977), a nitrificagdo torna-se negligivel em valores de pH
abaixo de 5,0, pois além de afetar o processo em si, reduz o nimero de microrganismos

envolvidos. O processo segue os seguintes passos (Alef, 1995a):

1) Oxidagdo da amonia:
NH; + 1,5 0, > NO; + H,0 +2H"
G°=-273,9 kJ/mol

2) Oxidagdo do nitrito:
NOz- + 0,5 02 - NO3-

G°=-76,7 kJ/mol

Devido a impossibilidade de separagio dos diversos grupos de microrganismos pelo
método do plaqueamento direto em placas, pois apesar do uso de meios de cultivo estritamente
inorgénicos, ainda ocorre o crescimento de contaminantes heterotroficos presentes no indculo
(Andrade, Miyazama ¢ Hamakawa, 1994; Schmidt e Belser, 1982) a estimativa da populagio de
microrganismos amonificadores e nitrificadores, geralmente, é realizada por inoculagdes de
suspensdes diluidas de solo, em meio liquido de cultura (Sarathchandra, 1978) e o nimero de
células viaveis estimado através de tabelas do nimero mais provavel (NMP), considerando

positivas as culturas onde a amdnia, nitrito e nitrato sdo detectados por reagdes quimicas. A
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amonificagdo de aminoacidos tem sido proposta para estimar a atividade microbiana nos solos
como um método simples e rapido (Alef et al., 1988).

O nitrogénio inorganico produzido no processo de mineralizagdo esta sujeito a perdas por
lixiviagio ou pelo processo de denitrificagdo. Pode ainda ser imobilizado pela populagédo
microbiana do solo ou fixado nas argilas do solo (Alef, 1995a).

A amonificagdo e nitrificagdo do nitrogénio pode ser inibida ou estimulada por elementos
metalicos, variando com o tipo, concentragio e disponibilidade do metal ou metais em questdo. A
inibicdo desses processos, devido & contaminagdo por metais pesados € de dificil interpretagdo,
principalmente, por que as propriedades dos solos que afetam a disponibilidade e,
conseqiientemente, a toxicidade dos metais. Por outro lado, a acumulagio de nitrogénio mineral

no solo pode refletir efeitos adversos de ions metalicos sobre a imobilizagdo (Tyler, 1981).
2.2.4 Microrganismos diazotroficos de vida livre

Os microrganismos estio altamente envolvidos na ciclagem do nitrogénio dos solos
através de processos como a fixagdo de N, , nitrificagdo, denitrificagdo, mineralizagio e
imobilizagdo (Dobereiner, 1995).

Antes de 1970, considerava-se que diazotroficos aerdbicos eram bactérias que utilizavam
o N, atmosférico como sua tinica fonte de N para o desenvolvimento, sendo capazes de crescer
sob concentragdes atmosféricas de O, devido & mecanismos de prote¢do da nitrogenase contra o
oxigénio como Azotobacter spp. Apos 1970, ocorreram isolamentos de novas espécies € géneros

de diazotroficos aerdbicos como Herbaspirillum, Acetobacter, Azospirillum e Azoarcus que ndo
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possuiam mecanismos de protegdo da nitrogenase contra 0 oxigénio € que por isso eram
consideradas microaerofilicas quando fixavam N, (Dobereiner, 1995).

As espécies do género Azospirillum sdo as mais bem estudadas deste grupo de
diazotroficos e infectam raizes de graminears’forrageiras e cereais, proliferando nos espagos inter e
intracelulares e, principalmente, no protoxilema das raizes sendo encontrados na maioria dos solos
tropicais (Dobereiner, 1992; Siqueira e Franco, 1988). Sdo capazes de crescer em meio de cultura
semi-solidos, onde através de mecanismos de quimiotaxia, se movem para a regido onde taxa de
difusdo de O, esta em equilibrio com a taxa de respiragdo da bactéria. Como a maioria das
gramineas s30 mais eficientes na realizagdo da fotossintese (plantas C4) do que as leguminosas, o
estudo da fixacdo de N, e sua conversdo em formas assimilaveis pelas plantas tem despertado
grande interesse dos pesquisadores (Dobereiner, 1992). Além disso, apesar da pequena quantidade
de N, fixada na associagdo graminea-microrganismo, a economia erﬁ adubos nitrogenados pode
ser significativa devido as extensas areas de cultivo dessas espécies (Siqueira e Franco, 1988).

A enzima nitrogenase € responsavel pela redugdo do dinitrogénio a amonio. Além disso,
pode catalisar a redugdo de acetileno, cianeto, isocianeto, azoto, ciclopropano, diazirina e oxido
dinitrogénio. Teoricamente, a nitrogenase consome 6 elétrons e 6 protons para reduzir uma
molécula de N, em duas de NHs, além da liberacdo de duas moléculas de H', consumindo,
aproximadamente, 16 moles de ATP/mol de N, durante a reagdo, como na equagdo abaixo (Alef,
1995b):

8H' +N,+8¢ — 2 NH; + H,

Estudos sobre os efeitos adversos da contaminagio de metais pesados sobre

microrganismos fixadores de N, estdo quase todos concentrados em trabalhos com bactérias do
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género Rhizobium (Chaudri, McGrath e Giller , 1992a, b; Chaudri et al., 1993a, b; Giller et al.,

1993; Heggo, Angle e Chaney, 1990; Hirsch et al., 1993; McGrath, Brookes e Giller, 1988;
Obbard, Sauerbecke Jones, 1993; Reddy, Cheng e Dunn, 1983; Smith e Giller, 1992). Estes
estudos verificaram que em solos contaminados, geralmente, ocorre morte e redugio na
diversidade das espécies, além de afetar a capacidade de fixagdo de nitrogénio, muitas vezes com
total perda de efetividade desta caracteristica. De modo contrario, poucos trabalhos estudaram
estes efeitos sobre bactérias heterotroficas de vida livre, além de cianobactérias (Brookes,
McGrath e Heijnen, 1986, Lorenz, McGrath e Giller, 1992). A contaminagdo com metais em
concentragSes proximas ou abaixo dos limites permitidos pela Comunidade Européia ocasionou
redugdes significativas na fixagio de N, por bactérias heterotroficas (Brookes et al., 1984, citado
por Brookes, 1995; Lorenz, McGrath e Giller , 1992). Entretanto, devido as baixas taxas de
fixagdo assimbidtica de N, na maioria dos solos, este ndo é um pardmetro recomendado para ser
usado como indicador de solos poluidos (Brookes, 1995). No entanto, o estudo dos efeitos da
contaminagdo por metais pesados sobre os organismos envolvidos neste processo se justifica,

devido a importancia destes na sustentabilidade dos ecossistemas.

2.2.5 Respiracao microbiana do solo

Varias definicdes tém sido dadas ao termo respiragdo. Anderson (1982), definiu
respiragio como sendo um processo de produgdo de energia no qual compostos orgénicos ou
inorginicos reduzidos atuam como doadores de elétrons. Constitui um processo universal ndo

sendo restrito aos microganismos dos solos. Representa o mais antigo e mais utilizado pardmetro



23

para quantificar a atividade metabolica nos solos (Kieft e Rosacker, 1991), podendo ser avaliada
através da evolugdo de CO; ou consumo de O, e dividida em dois tipos, segundo Alef (1995b),
sendo a respirag@o basal aquela definida como a respira¢do sem a adi¢do de substrato ao solo e a
respiragdo induzida pelo substrato como a respiragdo do solo medida quando adiciona um
substrato especifico, como por exemplo, glicose, aminoacidos, sacarose, etc.

Geralmente, a atividade microbiana ¢ avaliada através da evolugdo de CO,, podendo ser
altamente influenciada por diversos fatores do solo, como teor de umidade, temperatura, estrutura
do solo e disponibilidade de nutrientes (Alef, 1995b), além da presenca de compostos toxicos
como biocidas, em geral, e metais pesados (Biederbeck, Campbell e Smith, 1987, Brendecke,
Axelson e Pepper, 1993; Brookes et al, 1986, Brookes ¢ McGrath, 1984; Chander e Brookes,
1991¢; Chander e Brookes, 1992; Doelman e Haanstra, 1984, FlieBbach, Martens e Reber, 1994,
Harden et al, 1993; Leita et al, 1995; Olson, McKercher e Germida, 1984; Valsecchi, Gigliotti e
Farini, 1995).

A respiragdo basal (RB) do solo ou induzida por substrato (RIS) pode ser utilizada para
avaliar a atividade da populagdo microbiana em areas mineradas. A RB e RIS foram utilizadas
para verificar o impacto da minerago de ferro sobre a atividade de microrganismos em um “top
soil”, em estéril com e sem vegetagdo, em rejeito € numa area em recuperagdo (Trindade, Tétola e
Dias Junior, 1994)

Pesquisas avaliando os efeitos de metais pesados sobre a respiragdo dos solos tém
apresentado, algumas vezes, resultados distintos. Estudos tem verificado que a contaminagdo ndo
teve efeitos consistentes sobre respiragio microbiana do solo (Bardgett e Saggar, 1994), enquanto

outros tém verificado um decréscimo (Brookes et al, 1986, Chander e Brookes, 1991c; Doelman e
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Haanstra, 1984; Fritze et al., 1989; Hattori, 1992; Insan, Hutchinson e Reber, 1996) ou um
aumento (FlieBbach, Martens e Reber, 1994, Leita et al., 1995; Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995)
nas taxas de evolugdo de CO,. Este aumento na respiragdo deve-se, provavelmente, a uma maior
reciclagem da populagdo microbiana, necessitando com isto de um maior consumo de energia para
sua sobrevivéncia (Chander e Brookes, 1993; Leita et al., 1995).

Os efeitos da contaminagdo com metais pesados sobre a respiragdo especifica da
biomassa ou quociente metabolico (qCO,), ja foram relatados em vérios trabalhos (Bardgett e
Saggar, 1994; Brookes e McGrath, 1984; Chander e Brookes, 1991c; FlieBbach, Martens e Reber,
1994; Insan, Hutchinson e Reber, 1996; Leita et al, 1995, Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995). Este
parimetro ecofisiologico tem se mostrado como um indicador mais sensivel da contaminagdo dos
solos com metais pesados do que valores de biomassa e respiragéo isolados. Solos contaminados
tém apresentado maiores valores de gCO, em relagdo a solos ndo contaminados, mostrando que
ocorreu um maior gasto de energia para a manutengdo da populagdo microbiana existente
(Bardgett e Saggar, 1994; Chander e Brookes, 1991c; FlieBbach, Martens e Reber, 1994; Leita et
al, 1995, Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995). Isto sugere que microrganismos consomem mais
substrato para sobreviver nessas condi¢des de estresse devido a um processo de selegdo e
adaptagdo (Chander e Brookes, 1993). Entretanto, Insan, Hutchinson e Reber (1996) verificaram
que 0 gCO; ndo se mostrou como um bom pardmetro para diferenciar sitos contaminados por
metais daqueles ndo contaminados, provavelmente, devido as diferengas quimicas e fisicas como

textura, pH e teor de C organico ocorridas na area estudada.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area estudada

O presente estudo foi realizado em area de, aproximadamente, 14 hectares localizada na
Companhia Mineira de Metais (CMM), no municipio de Trés Marias, regido norte do Estado de
Minas Gerais. A area é remanescente de depdsito de mineragdo, misturado, ao longo de décadas
com residuos industriais provenientes da extragdo e industrializagdo de zinco, apresentando alto
grau de contaminagdo por diversos metais pesados e em estadio avangado de degradagdo

ambiental.

3.2 Adequaciio de procedimentos e métodos para a avaliacio da densidade e atividade

microbiana em amostras de solo contaminadas com metais pesados

Antes da determinagio definitiva das anélises biologicas (carbono da biomassa
microbiana, contagem em placas do numero de unidades formadoras de colonias de bactérias,
fungos e actinomicetos cultivaveis, estimativa do nimero de amonificadores, nitrificadores e
diazotroficos de vida livre e a respiragio basal do solo) foi realizada a adequacdo dos
procedimentos e metodologias a serem utilizados no laboratorio de Microbiologia do Solo da

UFLA.
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3.3 Coleta e preparacio das amostras

A primeira coleta das amostras foi realizada dia 31 de novembro de 1995 para adequagio
da metodologia a ser utilizada. Portanto, coletou-se as amostras na profundidade de 0-20 cm, em
sete sitios contaminados e um sitio controle, em area adjacente, a aproximadamente 1 km de
distancia. Em cada sitio coletaram-se trés repeticdes perfazendo um total de 24 amostras no
estudo. Os diferentes sitios amostrados foram selecionados de acordo com a cobertura vegetal
existentes conforme descritos na Tabela 1. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado. Para o transporte, processamento e armazenamento das amostras
seguiu-se a metodologia descrita por Valsecchi, Gigliotti e Farini (1995). As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos e colocadas em caixa de isopor com gelo até o transporte para
o laboratério de Microbiologia do Solo da UFLA. As amostras foram, em seguida, peneiradas
(abertura = 4mm), quando realizou-se a retirada manual de raizes e restos vegetais, sendo
determinada a capacidade de campo (CC) de cada amostra e o conteudo de umidade ajustado para
60% da CC. As amostras foram entdo armazenadas em temperatura de 4° C, por no maximo de 60
dias quando foram utilizadas para as analises microbioldgicas. Oito dias antes das analises as
amostras foram retiradas e incubadas a temperatura de 27 £ 2° C no escuro, visando reduzir os
efeitos da amostragem, transporte, peneiramento e armazenagem sobre 0s microrganismos e seus
processos (Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995).

Apos a adequacdo da metodologia, realizou-se nova coleta de amostras, nos mesmos
sitios estudados (Tabela 1), no dia 8 de abril de 1996. Para o transporte, processamento,

armazenamento e incubagdo das amostras utilizou-se o procedimento realizado na primeira coleta
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Tabela 1: Caracteristicas dos sitios amostrados

Identificagdo Principais caracteristicas dos sitios amostrados
Codigos
CSv Contaminado e sem cobertura vegetal (frente de escorrimento do rejeito)
CuU Contaminado e sem cobertura vegetal, area da ustulagdo.
CBd Contaminado e com cobertura vegetal, predominando Brachiaria decumbens
Stapf. Prain. (retirado ao lado da toceira).
CATi Contaminado e com cobertura vegetal, predominando Andropogon sp, trema
(Trema micrantha (L.) Blum.) e inga (Inga sp).
Cvc Contaminado e com vegetagdo arbustiva tipica de cerrado, sem vegetagdo
graminoide.
CCB, Contaminado e com cobertura vegetal de Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf.
(capim bengo) e com fortes sintomas de fitotoxidez (morte acentuada).
CCB; Contaminado e com cobertura vegetal de Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf.
(capim bengo) e com algum sintoma de fitotoxidez
Sa Solo agricola adjacente cultivado com de hortali¢as e milho

(Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995), como descrito anteriormente.

3.4 Anilises biologicas

As anélises biologicas foram realizadas através da determinagdo do carbono da biomassa

microbiana, contagem em placas do nimero de unidades formadoras de colonias de bactérias,

fungos e actinomicetos cultivaveis, estimativa da populagiio de algumas espécies de diazotroficos
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de vida livre, amonificadores e nitrificadores cultivaveis através da técnica do nimero mais
provavel, enquanto que a atividade microbiana foi avaliada através da medigdo da respiragdo basal

do solo.

3.4.1 Carbono da biomassa microbiana

A determinagio do carbono da biomassa microbiana foi realizado através do método da
fumigacdo-extragdo e oxidagdo do carbono orginico pelo dicromato de potassio (K2Cr07)
(Vance, Brookes e Jenkinson, 1987, Joergensen, 1995). Para isto, 20 gramas das amostras (peso
fresco) foram fumigadas com 25 ml cloroférmio livre de etanol sob vacuo de, aproximadamente,
600 mm de Hg por 2,0 minutos apds o inicio da ebulicdo em “dessecador umidecido”,
permanecendo 24 horas em contato com o vapor deste fumigante, em local escuro e a uma faixa
de temperatura de 27 + 2 ° C. O carbono organico do solo foi extraido por S0 ml de uma solugdo
de sulfato de potassio 0,5 M (K,SO,) sob agitagdo de 30 minutos, apos o qual o extrato foi
filtrado em filtro de papel Whatman 42. Uma aliquota de 8 ml do filtrado, juntamente com 2 ml de
K2Cr,07 66,7 mM, 10 ml de acido sulfiirico concentrado (H2SQO; , 98%) e 5 ml de acido fosforico
(H3PO, , 88 %) foram aquecidos em chapa térmica por refluxo por 3 minutos apds o surgimento
da primeira bolha, quando ocorreu a reagio de oxidagiio do carbono presente nas amostras de
solo. Apés o resfriamento da mistura, o K,Cr,05 residual foi quantificado através de titulagdo com
sulfato ferroso amoniacal 33,3 mM (Fe(NHy4),(SO4),6H,0) e difenilamina 1%, em meio acido,
como indicador. Devido  instabilidade do titulante (Fe(NH,4)2(SO4).6H20), antes de cada analise,

realizou-se sua padronizagio (Anderson e Ingram, 1993), que consistiu na titulagio de 1 mL de
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K>Cr,07 66,7 mM na presenga do indicador difenilamina a 1%, sendo que a exata concentra¢do do
Fe(NH4)2(S04).6H,0 foi dada pela formula:
Concentragido do Fe(NH4)»(S0,4),6H,0=0,4 /v

onde: v = volume gasto de Fe(NH,)(SO,),6H,0 na titulagdo

O carbono da biomassa microbiana foi calculado pelas formulas:

C oxidéavel do solo (ug C. g de solo seco) = (Br - A) x N x 0.003 x 50 x 10°
8 xPS

onde: Br = volume gasto para titular o branco;
A = volume gasto para titular a amostra;
N = normalidade exata do sulfato ferroso amoniacal;
0,003 = meq do C;
50 = volume de extrator;
8 = volume da aliquota;
PS = peso seco da amostra,

10® = fator de conversdo para pg C

Carbono da biomassa microbiana = (ug C. g de solo seco)

Cuic = (Cp - CNF) . ke

onde: Cpe = carbono da biomassa microbiana do solo,
Cr = carbono da amostra fumigada,
Cne= carbono da amostra nio fumigada;

kc = 2,78 (fator de corregdo obtido por Vance, Brookes e Jenkinson, 1987)
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A partir dos resultados do C da biomassa microbiana e do teor do C orgénico total das
amostras de solo, calculou-se a relagio entre estes dois pardmetros, expresso como a percentagem

de C microbiano em relagdo ao C total do solo (Anderson, 1994).

3.4.2 Contagem de bactérias, fungos e actinomicetos

O niimero de bactérias, fungos e actinomicetos cultivaveis no solo foi determinado
através da contagem do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) pelo método da
inoculagdo de suspensdes diluidas de solo em meios de cultura (Wollum II, 1982). Assim,
preparou-s¢ uma diluigio decimal em série, colocando-se 10 gramas (base seca) da amostra
composta de cada sitio (3 amostras simples) em erlenmeyer de 250 mL que continham 95 mL de
solucdo tampio fosfato esterelizada em autoclave a 121° C por 20 minutos (dilui¢do 10™"). Estes
frascos foram agitados por 30 minutos em agitador de movimento circular horizontal de,
aproximadamente, 200 rpm para dispersdo das amostras de solo. Em seguida, efetuaram-se as
dilui¢Ses posteriores retirando, com uma pipeta estéril, 1 mL dos frascos da dilui¢do 10" para
tubos de ensaio com 9 mL da solugdo tampio fosfato (diluigio 102). Para as proximas dilui¢Ses
foram retirados 1 mL da dilui¢do anterior e colocadas em tubos de ensaio com 9 mL da solugdo
tampao-fosfato. Foram feitas trés repetigdes (trés placas) por dilui¢io para cada grupo de
microrganismo e sitio estudado. Para a populagdo de fungos cultivaveis utilizou-se as dilui¢3es
102, 10? ¢ 10* para os sitios contaminados e 10® , 10* e 10” para o sitio controle. Para a
populagio de actinomicetos cultivaveis as dilui¢Ses utilizadas foram 103, 10™ e 107 para os sitios

contaminados e 10, 10 e 10? para o sitio controle, finalmente, para a populag@o de bactérias
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cultivaveis utilizou-se as dilui¢des 10, 10° e 10® para os sitios contaminados e 107, 10° ¢ 107
para o sitio controle. Os meios utilizados foram meio Agar Nutriente (Wollum II, 1982), meio
Martin (Wollum II, 1982) e meio Waksman (Waksman,1961), respectivamente, para bactérias,
fungos e actinomicetos (Tabela 2). Foi adicionado ciclohexamida (actidione), (Sigma Chemical),
esterelizada por filtragem através de membrana de celulose nitrato, com poros de 0,2 pm de
didmetro (Schleicher & Schiill) suficientes para obter a concentragéo de 150 mg / L de meio
Waksman para evitar crescimento fiingico e, ampicilina + estreptomicina, também esterelizadas
por filtragem, como descrito acima, suficientes para obter a concentragio de 50 mg / L de meio
Martin para cada antibitico, no intuito de evitar o crescimento de bactérias do solo. Neste meio
também foi utilizado o corante rosa bengala na concentragdo de 30 mg / L de meio, com a
finalidade reduzir o crescimento radial fingico (Martin, 1950). Aos meios de cultura vertidos 1 dia
antes da inoculagio, adicionou-se, superﬁcialrt;ente, 0,1 mL da suspensio de solo por placa
(“spread plate™), espalhando-se com uso da alga de Drigalsky. As placas foram incubadas na
posigdo invertida em sala de crescimento, a uma faixa de temperatura de 27 + 2 °C. Realizou-se a
contagem do numero de colonias de bactérias apos 3 dias de incubagdo, para fungos, depois de 6
dias e para actinomicetos, apos 8 dias. Para a contagem de bactérias e actinomicetos foram
consideradas as dilui¢des onde houve crescimento de até 300 coldnias por placa e para fungos de

até 100 colOnias por placa.

3.4.3 Niimero de amonificadores e nitrificadores

Para estimativa do nimero de microrganismos amonificadores e nitrificadores seguiu-se o

método das inoculagdes de suspensdes diluidas de solo, em meios de cultura liquidos segundo
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TABELA 2: Composigdo quimica dos meios utilizados para isolamento e crescimento de fungos,
bactérias e actinomicetos cultivaveis.

Constituintes Fungos Bactérias Actinomicetos
Quimicos Quantidades utilizadas (gramas . L )
Glicose 10,0 5,0 --
Peptona 5,0 5.0 -~
K,HPO, 0,5 -- 0,3
KH;PO, 0,5 = =
MgSO, 7H,0 0,5 -~ 1,0
Amido soluvel -- -~ 10,0
NaNOQO; -- -- 1,0
NaCl - - 0,5
Extrato de levedura 0,5 1,0 --
Extrato de carne -- 3,0 -
Rosa-de-bengala 0,03 -~ -
Agar 20,0 20,0 20,0

Schmidt e Belser (1982) e Saratchchandra (1978) (Tabelas 3 e 4) e a estimativa do nimero de

células viaveis através da utilizagido de tabela do numero mais provavel (NMP). O preparo da série

de diluigdes foi realizada conforme o itém 3.4.2. Apds a inoculagdo, os tubos foram incubados em

sala de crescimento a uma faixa de temperatura de 27 + 2 °C por 7 dias no escuro, para

microrganismos amonificadores, com uma avaliagdo preliminar no terceiro dia, ja que nas diluigdes

mais baixas, devido a maior densidade de microrganismos, pode ocorrer nitrificagio da amdnia,

tornando o meio amarelo claro, devido a acidez. Os tubos positivos, ou seja, aqueles com

produgdo de amdnia, apresentam mudanga na coloragdo de laranja para rosa. Os tubos para



33

contagem de microrganismos nitrificadores (oxidantes de amonio e de nitrito), foram incubados
em estufa de crescimento a temperatura de 29 + 1 °C por 7 semanas, no escuro, quando se
realizou a avaliagdo da presenga ou ndo de nitrificadores, detectando-se através de reagdes

quimicas, a presenga de NO;" ¢/ou NOj",

3.4.4 Numero de Azospirillum spp

A estimativa do nimero de diazotroficos de vida livre do género Azospirillum (4.
brasilense, A. amazonense e A lipoferum), foi realizada utilizando o método da inoculagdo de
suspensdes diluidas de solo, em meio de cultura semi-solido, em vidros de 10 cc contendo 4 mL
de meio por vidro. O preparo da série de diluigdes foi realizada conforme o itém 3.4.2. Utilizou-
se o meio Nfb semi-solido (Dobereiner, 1978), para isolamento de Azospirillum brasilense e A.
lipoferum e o meio LGI semi-solido (Magalhies et al., 1983) para o isolamento e crescimento de
Azospirillum amazonense (Tabela 5). Foram realizadas trés diluigdes por meio, com trés
repeti¢des por diluigdo, para cada sitio estudado. Apos a inoculagdo com 0,1 mL das suspensdes
das amostras compostas de solo, os vidros foram incubados em sala de crescimento a temperatura
de 27 + 2 °C por 10 dias. A presenca do crescimento desses microrganismos foi realizada através
de observagdes visuais da formagdo de “peliculas” brancas proximas a superficie, seguido da
confirmagio da atividade da nitrogenase pelo método da redugdo de acetilelo (ARA) por
cromatografia gasosa e, finalmente, observagdes microscopicas. A estimativa do numero de

células viaveis foi realizada através da utilizagio de tabela do nimero mais provavel (NMP).



TABELA 3: Composigdo do meio de cultivo para nitrificadores.
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Meio de cultivo

(mL solugdo estoque/ L. de meio)

Constituintes Concentragéo da
quimicos solugdo estoque (g/100 Oxidantes de amonio  Oxidantes de Nitrito
(NH4)2804 r;l,l(;) 10,0 -
KNO, 0,85 - 1,0
CaCl,.2H;0 1,34 1,0 1,0
MgS0,.7H,0 4,00 1,0 5,0
Azul de bromotimol 0,04 5,0 -
K,HPO, (0,2 M) 3,48 -- 4,0
KH,PO, (0,2 M) 2,72 7,5 1,0
Ferro Quelatado 1,0 1,0
FeSO,.7H,0 0,246
EDTA dissodico 0,331
Elementos Tragos 1,0 1,0
NaMoO, .2H,;0 0,01
MnCl, 0,02
CoCl,. 6H;0 0,0002
ZnSO,. TH,0 0,01
CuS0,. 5SH;0 0,002

3.4.5 Respiracao microbiana do solo

A atividade microbiana foi avaliada através da respiragdo basal das amostras de solo,

sendo determinada pela captura do CO, evoluido de uma amostra de 50 gramas de solo (base



TABELA 4: Composi¢do quimica do meio para isolamento de microrganismos amonificadores.

Constituintes quimicos Quantidade utilizada
, (g.L-"
Acido casamino (arginina ou caseina hidrolisada)............................ccccoeviinnnn. 10,0
Extrato de levedura ..o, 0,1
KoHPOy ... 1,0
MESO4.THO ..ot 0,1
FESO4.THO ... 0,01
MNSO4.4H0 ... 0,01
Vermelho de Fenol ..............c...oooiiiiiiii e 0,02

seca) por 20 mL de uma solugio de NaOH 0,05 M em um recipiente de 1000 cc, hermeticamente
fechado e incubado por trés dias no escuro a temperatura de 27 + 2°C. Apods o periodo de
incubagdo, o CO; capturado foi precipitado como carbonato de bario, através da adi¢do de 5 mL
de cloreto de bario 0,5 M, e o excesso de NaOH foi titulado com solugdo HCI 0,05 M na presenga

de fenolftaleina 0,1 % (modificado de Alef, 1995b). A taxa de evolugdo de CO, é calculada

através da seguinte formula:

CO, (mg / kg de solo seco) =(Vo - V) x 1.1 x 1000
PSS

onde: Vo = volume de HCI gasto na titulagdo do branco (média dos brancos);
V = volume de HCI gasto na titulagdo da amostra;

PSS = peso do solo seco;
1,1 = fator de conversdo (1 ml NaOH 0,05 M = 1,1 mg de CO,),

1000 = para ter resultados kg de solo seco.

35
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TABELA 5: Composi¢do quimica dos meios utilizados para isolamento e crescimento de
diazotroéficos de vida livre.

Constituintes quimicos Azospirillum amazonense Azospirillum lipoferum e A.
(pH=6,0) brasilense (pH = 6,8)
Sacarose 50g -
KH,PO, 0,12g --
KzI'IPO4 0,03 g 0,5 g
MgSO4 .7H20 0,2 g 0,2 g
CaCl, .2H,0 0,02g 0,02g
NaCl 0,1g 0,1g
FeEDTA (1,64%) 4mL 4mL
Sol. de vitaminas ImL ImL
Sol. micronutrientes® 2mL 2 mL
Agar 1,75g 1,75g
Azul de bromotimol
(0,5% em 0,2N NaOH) -- 2mL
Ac. malico -- 508
M Solugio de vitaminas
¢ Biotina 10mg
¢ Piridoxina. 20mg
o Agua estéril (dissolver em “banho maria” e manter em geladeira)
100ml
@ Solugio de micronutrientes
e NaMo0,.2H,0O 0,2g
e MnSO,H,O 0,235g
] H3B03 0,28g
¢ CuS0,.5H0O 0,008g
L ZI‘ISO4.7H20 0,024g
e H,O 200ml
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3.4.6 Respiracio especifica da biomassa ou quociente metabélico (¢CO-)

A partir da resultados da respiragio basal das amostras de solo € do C da biomassa
microbiana, calculou-se o quociente metabolico (¢CO,), que representa a quantidade de C-CO,
evoluida por unidade de C microbiano (ug C-CO,.hora™ /ug C-biomassa.g™ solo seco) (Anderson,

1994).
3.5 Analises quimicas

As analises quimicas de rotina e dos teores de metais soliiveis em agua e biologicas foram
realizadas na Universidade Federal de Lavras (UFLA), nos laboratérios de Microbiologia do Solo,
Fertilidade do Solo, Fisica do Solo e Relagdo Solo-Planta, do Departamento Ciéncia do Solo. As
analises de teores totais de metais foram realizadas no laboratorio da Empresa Mineira de Metais
(CMM).

Foram realizadas analises quimicas de pH em agua, na relagéio 1,0:2,5 (solo : 4gua), Ca,
Mg e Al trocaveis extraidos com KCl IN e analisados por titulometria, respectivamente
(EMBRAPA, 1979; Vettori, 1969); P e K disponiveis foram obtidos através de uma solugéo
extratora Mehlich T (HCI 0,05 N + H,S04 0,025 N) e determinados por colorimetria e fotometria
de chama, respectivamente (Vettori, 1969), e o S dete@nado pelo método turbimétrico
(Blanchar, Rehm e Caldwell, 1965). A acidez potencial (H" + AP foi determinada de forma
indireta, através da solugio SMP e quantificada em potencidmetro (Quaggio, Raij ¢ Malavolta,

1985). O carbono orgénico foi determinado pelo método colorimétrico através de digestdo por
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bicromato de sodio (Raij, Quaggio e Cantarella, 1987). Indiretamente, através da quantificagdo do
C orgénico, realizou-se o calculo da matéria organica do solo. A CTC efetiva, CTC a pH 7,0,
soma de bases, saturagio por bases e saturagdo por aluminio foram determinadas de forma indireta
através dos valores de acidez potencial, bases trocaveis e aluminio trocavel.

A concentragdo total de metais (Cd, Zn, Cu, Pb, Cr e Mn) foi obtida através de
dissolugdo das amostras de solo por uma mistura concentrada (1:3) de HNO; : HCI (acido
nitrico:acido cloridrico) ("aqua regia™) conforme Forster (1995) seguido da determinagdo dos

metais pesados por Espectometria Atomica de Emissdo de Plasma.

3.6 Anailises estatisticas

As determinagdes de biomassa e respiragio foram realizadas em triplicata, enquanto que
as demais, devido a grande quantidade de material envolvido (placas de petri, tubos e vidros),
foram feitas a partir de amostras compostas € em duplicata. Foram realizadas transformagdes dos
dados das variaveis para satisfazer os principios de distribuigdo normal de média e desvio padrdo
(teste de Lillieforms) ou da homogeneidade das varidncias (teste de Cochran). Os resultados do C
da biomassa microbiana, respiragdo ¢ contagens foram transformados para Logaritmo (x + 1)
antes da realizagio da ANAVA. Para a respiragdo especifica da biomassa e a % de C microbiano
em relagdo ao C organico total do solo utilizou-se a transformaggo arco seno da raiz quadrada de
(x/100). Os dados foram submetidos 4 analise de varidncia, ao teste de média e a regressdo linear

multipla em backward pelo Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG), versdo 5.0-93
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(Euclides, 1983). As interrelagGes entre os parimetros avaliados foram verificadas através de

analises de correlagdo de Pearson.



4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Caracteristicas quimicas do solo

As quantidades totais médias de Cu, Zn, Cd, Pb, Cr e Mn soluveis em "aqua regia" nos
sitios amostrados, o somatorio da concentragdo total média de todos os metais, bem como os
limites superiores permitidos pela Comunidade Econdmica Européia (CEE), encontram-se na
Tabela 6. Com excessdo do Cd, os teores de todos os metais no sitio controle (Sa), se encontra
bem abaixo dos valores maximos permitidos pela CEE. A concentragdo de todos os metais, exceto
Cr, foi muito superior nos sitios contaminados em relagdo ao controle, sendo que neste, todos os
metais, com excessdo do Cd, encontram-se em niveis normalmente encontrados em solos ndo
contaminados (Doelman, 1986, Malavolta, 1994). Apesar de serem verificadas concentragdes
totais maiores de Cd em determinadas situa¢des como, por exemplo, alto teor deste elemento na
rocha de origem, provavelmente, ocorreu uma pequena contamina¢do neste sitio, devido sua
proximidade da unidade de processamento, em torno de 1,0 km. Segundo Kabata-Pendias e
Pendias (1985), o teor de Cd pode ser muito alto nas proximidades de minas e, em especial, perto
das unidades de processamento.

Através das concentragdes totais médias dos elementos, verifica-se que todos os sitios da
area estudada apresentaram altos niveis de contamina¢do, sendo Cu e o Zn os principais

contaminantes, variando de 4 a 49 e 11 a 89 vezes maiores nos sitios contaminados em relagio ao



TABELA 6: Quantidades médias extraidas de metais pesados soluveis em “aqua regia”,
somatorio da concentragdo total média nos sitios estudados e limites superiores de
concentragdo total de metais (soluveis em “aqua regia) permissiveis pela
Comunidade Econ6mica Européia (CEE):

Metais (mg.kg™)
Sitio Mn Cr Cu Pb Cd Zn Z‘”
CSv 133 25 446 134 53 3042 3833
CU 287 30 68 70 26 1483 1964
CBd 1625 33 887 1016 79 11969 15609
CATi 758 20 808 383 92 6526 8587
CVc 602 35 619 250 86 6791 8383
CCB, 797 26 865 393 109 10372 12562
CCB, 516 21 543 333 41 5523 6977
Sa 98 28 18 24 7 135 310
Limite superior
CEE?® - 50 140 50 3 150

) Somatoria da concentragfio total média de todos metais estudados

@ Limites superiores de concentragio total de metais (soliveis em “aqua regia”) permissiveis pela
Comunidade Economica Européia (CEE) em solos que receberam lodo de esgoto ou composto
de lixo (Doelman, 1986, FlieBbach, Martens e Reber, 1994; Chander e Brookes, 1991a; 1993).

sitio Sa, respectivamente. A concentragdo total média de Pb no sitio CBd, o mais contaminado

com este metal, foi 42 vezes maior que no sitio Sa, ultrapassando 1000 mg.kg™. Nos demais sitios

variou entre 3 e 16 vezes (70 e 393 mgkg’) em relagdo ao controle. O Mn seguiu a mesma

tendéncia do Pb, sendo sua concentragio maior, também, no sitio CBd (1625 mgkg™). O Cd

apresentou concentragdes inferiores aos demais elementos, com excegdo do Cr, sendo o menor

valor encontrado no sitio CU (26 mg.kg™"), e o restante apresentando concentragdes variando de

41 a 109 mgkg™.
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As concentragdes totais médias encontradas para Cu, Zn, Pb e Cd nos sitios
contaminados estdo acima dos limites permissiveis de metais em solos europeus que receberam
residuos orgénicos (Tabela 6). Além disso, os valores encontrados estdo muito acima da
concentragdo verificada em muitos trabalhos (Brookes, 1995; Brookes e McGrath, 1984; Brookes
et al., 1986; Brookes, McGrath e Heijnen, 1986, Chander e Brookes, 1991a, b, c, d; 1993;
Chaudri, McGrath e Giller, 1992a, b, Chaudri et al., 1993a, b; Doelman e Haanstra, 1984,
Dumontet e Mathur, 1989; FlieBbach, Martens e Reber, 1994; Hattori, 1992; Hiroki, 1992; Hirsch
et al, 1993; Lorenz, McGrath e Giller, 1992; McGrath, Brookes e Giller, 1988; Obbard,
Sauerbecke e Jones, 1993; Reddy, Cheng e Dunn, 1983; Smith e Giller, 1992; Yamamoto,
Tatsuyama e Uchiwa, 1985) que avaliaram o impacto da contaminagdo dos solos com metais
pesados sobre a populagdo microbiana e seus processos.

Deve ser considerado que a contaminagio nos diferentes sitios ocorreu por uma fonte
inorgénica (rejeito de mineragdo e processamento de Zn) e os limites de concentragdo total de
metais foram estabelecidos, principalmente, para contaminantes organicos como lodo de esgoto e
composto de lixo, os quais podem atuar na complexag¢@o de metais reduzindo a disponibilidade e,
conseqiientemente, a toxicidade dos mesmos, fornecendo, a0 mesmo tempo, carbono para os
microrganismos do solo. Assim, estes limites podem estar superestimados para contaminagdes via
materiais inorganicos, como o caso deste estudo.

Visando estimar o grau de contaminagio de cada sitio, uma vez que os efeitos da
contaminagio com metais pesados sio aditivos, realizou-se a somatoéria da concentragio de todos
os metais (Tabela 6). Verifica-se que os sitios CBd e CCB, , apresentaram valores da somatdria

(Z) das concentragGes totais dos metais superiores a 10000 mg kg . Os menores valores foram
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verificados para os sitios sem vegetagdo CU e CSv. Entretanto, a biodisponibilidade desses metais
variam com as caracteristicas dos solos e com o tipo e concentragdo do metal ou metais em
questdo (Malavolta, 1994; Tisdale, Nelson e Beaton, 1985).

As caracteristicas quimicas e fisicas dos diferentes sitios estudados encontram-se na
Tabela 7. Observa-se que, de modo geral, maiores valores de pH, teores de P, K, Mg, soma e
saturacdo de bases ¢ menores valores de aluminio trocavel, acidez potencial e saturagio de
aluminio nos sitios contaminados em relagio ao controle. Os menores valores de pH ¢ P
disponivel foram verificados nos sitios CU e Sa. Além disso, os sitios sem vegetagdo (CU e CSv),
os sitios com capim bengo (CCB; e CCBy) e o controle (Sa) apresentaram os menores teores de
carbono orgénico. Apenas os sitios CATi e CU apresentaram maiores valores de CTC efetiva e
total em relagdo ao controle. A textura ndo apresentou grandes variagSes entre os diversos sitios,
indo de franco-argiloso nos sitios CVc e CSv a franco-arenoso no sitio CCB..

Os teores de matéria orginica foram baixos a médios (Kiehl, 1985) nos sitios estudados,
sendo os maiores teores verificados nos sitios CBd, CATi e CVc (Tabela 7).

A matéria orgénica pode complexar metais reduzindo ou aumentando sua disponibilidade
nos solos, o que vai depender do tipo de matéria organica, caracteristicas do solo e do metal em
questdo (Lo, Yang e Lin, 1995; Tisdale, Nelson ¢ Beaton, 1985). O cobre, por exemplo, ¢ um dos
elementos que mais fortemente se ligam & matéria orgénica do solo tendo sua disponibilidade
altamente afetada pela formagdo de complexos metal-matéria orgéanica, que sdo importantes para
explicar porque as deficiéncias do elemento ndo séo tdo freqiientes quanto as de zinco em valores

alto de pH (Malavolta, 1994; Tisdale, Nelson e Beaton, 1985).



TABELA 7: Parametros de fertilidade dos sitios da area estudada:

Sitios pH P K Ca Mg Al H+ Al S t T m V. Corg Areia Silte Argila
mg kg cmol. . dm’ % gkg”’ %

CSv 543 1000 4367 093 1,70 0,13 3,53 2,73 2,87 627 500 4400 830 31 40 29
CU 443 200 4933 423 237 0,77 5,63 6,70 7,47 1233 11,67 52,00 3,30 24 50 26
CBd 6,07 16,00 8867 240 1,30 0,10 2,60 393 403 6,53 3,67 6233 1433 26 49 25
CATi 647 2333 71,00 6,57 0,80 0 2,13 753 7,53 19,67 0 73,00 16,30 19 44 37
CVc 587 29,00 5000 217 1,90 0,03 3,20 4,17 420 690 0,67 47,00 1233 29 41 30
CCB; 6,27 20,00 86,33 213 123 0,03 1,77 357 3,60 533 100 6733 9,00 35 43 22
CCB, 6,37 2333 7200 130 1,23 0,03 1,37 273 2,77 410 1,00 66,33 5,33 51 34 15
Sa 483 467 68,67 227 1,13 0,90 4,63 357 4,47 820 21,67 44,67 8,30 14 50 36
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4.2 Carbono da biomassa microbiana

Verificaram-se diferengas siginificativas entre os sitios amostrados (Figura 1a), sendo
encontrados os maiores valores nos sitios CATi e Sa (725,2 e 706,7 ng de C.g" de solo seco,
respectivamente). Os sitios CSv e CU, ambos sem vegetagdo e os sitios CCB, (capim bengo) e
CVc (cerrado sem vegetag3o rasteira) que apresentaram menor biomassa (98,9; 139,0; 92,4 e
135,6 pg de C.g™ de solo seco, respectivamente), tiveram uma redugdo acima de 80% em relago
ao sitio Sa, evidenciando o elevado grau de impacto da contaminagdo sobre a biomassa nestes
sitios. Os sitios CBd e CCB; ndo diferiram significativamente entre si € com o sitio controle.

Além da elevada contaminag@o nos sitios CSv e CU, a auséncia de vegetagdo e o baixo
teor de carbono e baixo pH, podem ter contribuido para uma redugio na biomassa nestes sitios.

Cattelan e Vidor (1990a), verificaram que um solo sem cobertura vegetal apresentou a
menor biomassa, em relagdo ao mesmo solo, quando sujeito a seis tipos diferentes sistemas de
cultivo, onde ocorreu maiores teores de matéria orgnica, que constitui importante fonte de
energia e nutrientes para os microrganismos heterotroficos (Alexander, 1977), além de ter
aumentado a retengio de umidade, o que favoreceu o desenvolvimento microbiano.

O pH do solo pode afetar diretamente o metabolismo microbiano, influenciando a
absorcdio de nutrientes e a permeabilidade das membranas pela concentragio de H' ou OH ou ter
efeitos indiretos sobre a fisiologia, interagdo com outros organismos, adsor¢do de substratos,
disponibilidade e solubilizagdo de nutrientes e outros elementos toxicos (Siqueira e Franco, 1988).
Além disso, a maioria dos solos acidos apresentam concentragdes inadequadas de nutrientes ou

elementos prejudicando o desenvolvimento de plantas e microrganismos (Tsai, Baraibar ¢ Romani,
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FIGURA 1: Carbono da biomassa microbiana (a) e C-microbiano como %
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1992). Deve-se levar em conta também, que a solubilidade de metais potencialmente téxicos como
Mn, Fe, Zn, Cu, Cd e Pb aumenta com a reduggo do pH do solo (Siqueira et al., 1994).

Estudos verificaram uma redugio na biomassa microbiana do solo em area onde ocorreu
decréscimo do pH pelo incremento da deposigdo acida com diéxido de enxofre (SO) (Bewley e
Parkinson,1984; 1985).

Apesar da elevada contaminagdo com Zn, Cu e Cd do sitio CATi, a biomassa foi alta e
ndo diferiu daquela verificada no sitio controle. Este sitio apresentou um maior teor de carbono
organico que os demais sitios, podendo ter ocorrido uma maior complexagdo de metais pelos
materiais organicos depositados pela vegetagdo.

Dumontet e Mathur (1989), verificaram que um solo contaminado com 5000 pg. g' de
Cu apresentou efeito reduzido sobre a populagio microbiana sendo isto atribuido a formagdo de
complexos entre Cu-matéria orgénica do solo. Entretanto, a solubilidade destes complexos ira
depender do tipo de componente organico envolvido. Acidos hiimicos formam complexos de
baixa solubilidade, diminuindo a mobilidade de metais. Entretanto, ligagdes entre metais e 4cidos
organicos, tais como acido acético, aumentam sua mobilidade e disponibilidade biologica (Lo,
Yang e Lin, 1992). Portanto, os efeitos da matéria orgénica sobre o comportamento dos metais
pesados no solo, aumentando ou reduzindo a sua disponibilidade, dependera da natureza dos
complexos formados (Lo, Yang e Lin, 1992; Tisdale, Nelson e Beaton, 1985).

Outro fator a ser considerado, é que a matéria orgénica do solo constitui a forga geradora
de energia utilizada nos processos metabélicos realizados pela populagdo microbiana envolvendo

varios nutrientes essenciais (Alexander, 1977, Martens, 1995; Siqueira e Franco, 1988),
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constituindo fonte de energia e C para o crescimento e metabolismo da populagdo microbiana
(Bolton, Fredrickson e Elliott, 1992).

Também pode ter ocorrido influéncia do tipo de cobertura vegetal reduzindo a toxicidade
de altas concentragGes de metais sobre a biomassa do solo. A populagdo microbiana ¢ altamente
influenciada na regido rizosférica atingindo valores muitas vezes superiores aquele encontrado no
solo ndo rizosférico (Rovira e Davey, 1974). Isto ocorre porque a regido rizosférica constitui um
ecossistema muito especializado devido a liberagdo compostos organicos, os quais favorecem a
populagdo microbiana do solo. Estes compostos constituem a principal fonte de energia e carbono
para o crescimento e metabolismo da populagdo microbiana presentes na rizosfera (Bolton,
Fredrickson e Elliott, 1992). Além disso, algumas plantas através de processos de oxirredugio,
modificagdo do pH ou formagdo de complexos organo-metalicos soliveis ou insoliveis menos
toxicos tem reduzido a solubilidade e toxicidade de metais nos solos na regido rizosférica. A
produgdo de acidos oxalicos e malonico na zona radicular pode reduzir a toxicidade de metais pelo
processo de complexagio (Foy, Scott e Fisher, 1988, Foy, 1988). Plantas tolerantes ou
hiperacumuladoras possuem mecanismos que reduzem a disponibilidade e/ou toxicidade de metais
podendo, além disso, absorver maiores concentragbes de metais (Baker e Brooks, 1989)
reduzindo com isto, a concentra¢do dos mesmos na regido rizosférica.

O conteado médio do C da biomassa microbiana encontrado nos sitios estudados variou
de 92,4 a 7252 pg de C.g" de solo seco, se situando em faixas de valores semelhantes ou
proximas as encontradas por autores em outros solos contaminados por metais pesados.
Valsecchi, Gigliqtti e Farini (1995), estudando os efeitos da contaminagdo com metais pesados

pela aplicagdo de residuos orgénicos em uma é4rea de 8 km? , encontraram valores de biomassa C
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que variaram de 105 a 508 pg de C.g” de solo. A biomassa microbiana foi, entretanto, pouco
afetada pelos metais pesados quando se comparou sitios de diferentes contaminages. Isto,
provavelmente, ocorreu devido as diferengas quimicas e fisicas entre os sitios estudados, o que
deve ter influenciado a biomassa microbiana e sua atividade, mascarando os efeitos diretos dos
metais pesados. Chander e Brookes (1991a) e Chander e Brookes (1993) verificaram que o C da
biomassa variou entre 79 a 716 pg de C.g" de solo, em fungio do grau de contaminago, devido a
aplicagio de lodo de esgoto e caracteristicas dos solos, como textura e teor de C organico.
Brookes et al. (1986) e Brookes e McGrath (1984) observaram valores do C da biomassa
microbiana em solos contaminados e n&io contaminados com metais pela aplicagdo de lodo de
esgoto entre 68 e 191 e 127 e 287 pg de C. g de solo, respectivamente.

Os dados referentes 2 % de C microbiano em relagdo ao C organico total do solo
encontram-se na Figura 1b. Os valores médios obtidos variaram de 1,2 a 8,5%. Segundo Weigand,
Auerswald e Beck (1995), esta variagdo na relagio C microbiano/C organico do solo, pode ser
explicada pelas diferengas quimicas e fisicas entre os sitios estudados. O maior valor foi
encontrado no sitio controle (8,5 %), seguido pelo sitio CATi (5,3 %). Os sitios CCB; e CU,
apresentaram valores de % C microbiano em relagdo ao C orgénico de, aproximadamente, a
metade daquele verificado no sitio controle (4,4 %), sendo, entretanto, estatisticamente iguais.
Estes altos valores encontrados nos sitios CCB; e CU, deve-se as baixas concentragdes de C
orgénico total nestes sitios com 5,0 e 3,0 g.kg", respectivamente, indicando alto grau de estresse
neste ambiente. Os sitios CSv e CCB; apresentaram os mais baixos valores (1,2 %), devido a
baixa biomassa apresentada e aos baixos teores de C organico, sendo entretanto, mais altos do que

os valores de C organico total verificados nos sitios CCB; e CU.
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A elevada porcentagem encontrada para o sitio Sa (8,5%) estd muito acima daquela
proposta por Jenkinson ¢ Ladd (1981), que consideram normal entre 1 e 4% do C orgénico total
do solo. Provavelmente, o valor encontrado neste sitio, deve-se a0 manejo empregado, visto que
constitui uma area de uso intensivo com plantio de hortaligas e milho, o que deve ter estimulado
uma maior reciclagem ou “turnover” do C orgénico do solo depositado na regido rizosférica e,
conseqiientemente, sua redugdio e estabilizagdo em niveis mais baixos neste sitio. Entretanto,
apesar destes baixos niveis de C organico, a elevada biomassa neste sitio pode ser explicada por
n3o haver o fator estressante, ou seja, a contaminagdo com metais pesados.

| Cattelan e Vidor (1990a) encontraram valores médios de % de C microbiano em relagao
ao C orgénico total do solo entre 1,0 e 2,0 % em solos sujeitos a diferentes sistemas de cultivo.
Varios estudos com solos de regides temperadas que receberam ou ndo residuos orgénicos
coﬁtaminados e nio contaminados com metais pesados, além de residuos inorgéanicos
contaminados, foram observados valores de % C microbiano em relagdo ao C orgénico do solo
dentro da faixa estabelecida por Jenkinson e Ladd (1981), apresentando uma variagdo de 0,2 a
4,1% dependendo do grau de contaminag3o e das caracteristicas dos solos (Chander e Brookes
1991a; Chander e Brookes, 1993; Insan, Hutchinson ¢ Reber, 1996; Valsecchi, Gigliotti e Farini,
1995).

O uso deste parimetro como indicador de efeitos negativos sobre a dindmica do carbono
do solo, causados pela contaminagdo com metais pesados, tem apresentado resultados
contraditorios. Chander e Brookes (1991a), encontraram valores de % C microbiano em relagio
ao C organico, aproximadamente, duas vezes maior em solos que ndo receberam lodo de esgoto

ou receberam lodo ndo contaminado com metais em relag@io aos solos que receberam lodo de
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esgoto com elevada concentragdo de Cu ou Cu e Zn. Resultados semelhantes foram observados
por Valsecchi, Gigliotti e Farini (1995) e Chander e Brookes (1993), que verificaram uma redugéo
nos valores desta relagio em solos contaminados com metais pesados quando comparados aos
solos nd@o contaminados. Entretanto, solos contaminados e ndo contaminados por metais pesados,
estudados por Insan, Hutchinson e Reber (1996) ndo diferiram em relagdo a este pardmetro,
provavelmente, devido a grande heterogeneidade das caracteristicas dos solos estudados como
teor de matéria organica, pH e textura.

No presente trabalho, este parimetro também ndo se mostrou como um bom indicador
dos efeitos da contaminag@o sobre a dindmica do carbono no solo para os sitios CATi, CCB; e CU
como proposto por Chander e Brookes (1991a; 1993). Nestes sitios este pardametro ndo diferiu
estatisticamente daquele verificado para o sitio controle. Isto, provavelmente, ocorreu devido as
diferentes coberturas vegetais e caracteristicas quimicas e fisicas dos diversos sitios estudados

como verificado por Insan, Hutchinson e Reber (1996).

4.3 Respirac¢iio microbiana e quociente metabélico (¢CO;)

Os dados referentes a respiragdo microbiana do solo encontram-se na Figura 2a, com os
valores médios entre os sitios contaminados diferindo significativamente entre si. O sitio CATi
apresentou os maiores valores de respiragédo (32 mg de CO; kg de solo seco), seguido dos sitios
CBd, CCB, e Sa (11,5; 10,5 e 12,5 mg de CO, kg de solo seco, respectivamente). Os sitios CSv
e CU apresentaram valores de respiragdo bem inferiores aos demais (1,6 e 2,0 mg de CO; kg! de

solo seco, respectivamente). Estes dois sitios tinham como caracteristicas comuns, além da
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elevada contaminagfo, a auséncia de cobertura vegetal, baixos valores de pH e C organico total do
solo. Portanto, provavelmente, a atividade microbiana avaliada através evolugdo de CO, , também
foi influenciada pela presenca e tipo de cobertura vegetal sobre os efeitos adversos da
contaminagdo do solo por metais pesados, como foi verificado para a biomassa.

O teor de C orgéinico e pH também influenciam na respiragdo microbiana do solo. Como
relatado anteriormente, o C orgénico do solo constitui a fonte de nutrientes e energia para a
realizagdo dos processos microbianos, como a respiragdo do solo enquanto o pH pode afetar
diretamente ou indiretamente a populagdo microbiana e seus processos (Alexander, 1977; Bolton,
Fredrickson e Elliott, 1992, Siqueira e Franco, 1988).

Estudos em area onde ocorreu o decréscimo do pH devido a poluigdo com dioxido de
enxofre (SO,), verificaram menores taxas de respiragdo basal do solo (Bewley e Parkinson, 1986a,
citado por Bewley e Parkinson, 1986) e menores taxas de evolugdo de CO, quando adicionou-se
celulose ou uréia, em relagdo a duas areas menos contaminadas (Bewley e Parkinson, 1986).

A respiragio do solo tem respondido de modo contraditorio em relagdo a contaminagao
com metais pesados. Alguns estudos tem verificado que a contaminagdo ndo teve efeitos
consistentes sobre respiragdo microbiana do solo (Bardgett e Saggar, 1994), enquanto outros tém
verificado um decréscimo pela adi¢io de residuos organicos (Brookes et al, 1986, Chander e
Brookes, 1991¢c; Doelman e Haanstra, 1984; Hattori, 1992) ou inorganicos (Fritze et al., 1989,
Insan, Hutchinson e Reber, 1996) ou um aumento (FlieBbach, Martens e Reber, 1994; Leita et al.,
1995; Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995) nas taxas de evolugdo de CO,. Este aumento na
respiragio deve-se, provavelmente, a uma maior reciclagem da populagdo microbiana,
necessitando com isto de um maior consumo de energia para sua sobrevivéncia (Chander e

Brookes, 1993; Leita et al., 1995). Segundo Leita et al. (1995), muitas vezes, em baixos niveis de
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contaminag¢do tem-se verificado um aumento na evolugdo de CO,, mas quando a contaminagdo
ocorre em maiores concentragdes, a respiragdo do solo decresce.

Os resultados médios da respiragdo especifica da biomassa ou quociente metabélico
(¢CO) encontram-se na Figura 2b. O sitio CCB; apresentou o maior valor de gCO; (12,8 ng de
C-CO, .10 hora™/ng de C-biomassa.g” de solo seco) sendo mais de 6 vezes maior do aquele
verificado no sitio controle (2,18 pg de C-CO; .10°. hora™/jug de C-biomassa.g™ de solo seco). Os
sitios CATi, CBd, CVc e CCB, apresentaram valores estatisticamente iguais ao do sitio controle.

Estes resultados mostram que apesar da baixa biomassa verificada no sitio CCB; em
relagdo ao solo controle ela é constituida de microrganismos muito ativos. Neste sitio verificou-se
alta contaminag@o, baixa biomassa ¢ uma evolu¢do de CO, semelhante daquela verificada no sitio
controle. Os baixos valores de gCO; nos sitios CSv e CU, os quais foram, estatisticamente iguais
ao sitio Sa, ocorreram devido & baixa biomassa e respiragdo do solo, decorrentes dos vérios
fatores estressantes verificados nestes sitios como a auséncia de vegetagdo, elevada contaminagdo
e aos baixos valores de pH, teores de nutrientes e carbono Qrgﬁnico do solo. O baixo valor de
gCO, verificado no sitio Sa ocorreu devido 4 alta biomassa € média evolugdo de CO, , que apesar
de apresentar baixo pH e teores de nutrientes, ndo constitui um ecossistema estressado pela
contamina¢do com metais pesados.

Este parimetro ecofisiologico tem se mostrado como um indicador mais sensivel da
contaminagio dos solos com metais pesados do que valores de biomassa e respiragdo isolados.
Entretanto, ele ndo se mostrou como um bom indicador do impacto de metais pesados pois apenas
o sitio CCB; apresentou valores de gCO, estatisticamente diferente daquele verificado no sitio

controle. Isto, provavelmente, se deve & heterogeneidade dos sitios estudados, uma vez que o uso
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do ¢gCO; como indicador da contaminagdo por metais tem sido recomendado em solos de
caracteristicas semelhantes (Anderson, 1994; Insan, Hutchinson e Reber, 1996).

Os efeitos da contaminagdo com metais pesados sobre a respiragdo especifica da
biomassa ou quociente metabolico, ja foram relatados em varios trabalhos (Bardgett e Saggar,
1994; Brookes ¢ McGrath, 1984; FlieBbach, Martens e Reber, 1994; Insan, Hutchinson e Reber,
1996; Leita et al, 1995, Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995). Solos contaminados tém apresentado
maiores valores de gCO, em relag@o a solos ndo contaminados, mostrando que ocorreu um maior
gasto de energia para a manuten¢do da populagio microbiana existente, ou seja, mais C orgénico
adicionado através dos substratos evoluiu na forma CO; no solo contaminado e mais C organico
foi convertidlo em uma nova biomassa no solo ndo contaminado (Bardgett e Saggar, 1994,
FlieBbach, Martens e Reber, 1994; Leita et al, 1995, Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995). Isto
sugere que microrganismos consomem mais substrato para sobreviver nessas condi¢Ges de
estresse devido a um processo de selegdo e adaptagdio (Chander e Brookes, 1993). Entretanto,
Insan, Hutchinson e Reber (1996) verificaram que o gCO, ndo se mostrou como um bom
parametro para diferenciar a sitos contaminados por metais daqueles ndo contaminados,
provavelmente, devido as diferengas quimicas e fisicas como textura, pH e teor de C organico

ocorridas na area estudada.

4.4 Contagens de microrganismos

O nimero médio de unidades formadoras de colonia (UFC) de fungos, bactérias e

actinomicetos variou entre os sitios e o grupo de microrganismo estudado (Figura 3).
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O nimero médio de propagulos viaveis por grama de solo seco, situou-se ao redor de 10°
a 107 para as bactérias; 0 (zero) a 10° para actinomicetos e 10* a 10* para fungos. Esta grande
variagio no nimero de UFC.g' de solo seco ocorreu devido, provavelmente, além da
contaminagdo, da presenga ou ndo de cobertura vegetal, do tipo dessa vegetagdo e as diferencas
quimicas e fisicas verificadas entre os diversos sitios.

O namero de bactérias, fungos e actinomicetos cultivaveis determinado através do
método da inoculagiio de suspensdes diluidas de solo em meios de cultura tem sido utilizado para
avaliar os efeitos de diferentes sistemas de cultivo (Cattelan e Vidor, 1990b; Nuernberg, Vidor e
Stammel, 1984; Silva Filho e Vidor, 1984) e da contaminagdo dos solos com metais pesados
(Hattori, 1992; Hiroki, 1992; Yamamoto, Tatsuyama e Uchiwa, 1985) sobre a populagdo de
bactérias, fungos e actinomicetos, além de estudos de ecologia microbiana em solos de cerrado
(Baldani et al., 1982; Coelho e Drozdowicz, 1978; Pereira, 1985).

Em solos de cerrado (LV e LE) de vegetag#o nativa e cultivado com soja, Pereira (1995)
encontrou valores de UFC.g" solo seco que variaram entre 10° a 10° para bactérias em geral e
actinomicetos. Entretanto, Coelho e Drozdowicz (1978), observaram valores de UFC.g" de solo
de actinomicetos cultivaveis na ordem de 10° a 10° em Latossolo sob vegetago tipica de cerrado.
Baldani et al. (1982), estudando os efeitos da calagem e da presenga de plantas sobre o nimero de
bactérias e de actinomicetos em um Latossolo Vermelho-amarelo de cerrado, encontraram valores
de UFC.g"! de solo, na ordem de 10° a 10°. O namero de UFC, em solo sujeito a diferentes tipos
de cultivo, foi ao redor de 10° a 107 para as bactérias; 10® a 10° para actinomicetos e 10* a 10°
para fungos (Cattelan e Vidor, 1990b;, Nuernberg, Vidor e Stammel, 1984, Silva Filho e Vidor,

1984). Em é4rea contaminada com metais pesados (Cd, Zn e Cu) pela aplicagio de residuos
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organicos, Hiroki (1992), encontrou valores de UFC.g” solo na ordem de 10° para fungos e 107
para bactérias e actinomicetos. Hattori (1992), obteve valores de UFC.g" de solo em dois solos
contaminados com Cd, Zn, Pb, Cr, Ni ou Cu pela aplicagéo de lodo de esgoto que variaram de 10*
a 10 para fungos e 10’ e 10° para bactérias.

Para a populagio de bactérias cultivaveis em meio agar nutriente, o nimero médio de
UFC.g'l de solo seco foi maior no sitio Sa, seguido pelo sitio CU, enquanto o sitio CCB, ,
apresentou menor nimero de UFC.g™ de solo seco (Figura 3a).

O elevado nimero de UFC de bactérias cultivaveis no sitio CU ndo era esperado, pois
este sitio encontra-se muito degradado, com baixos valores de pH e teor de C orgénico e elevada
contaminagdo. Além disso, este grupo de microrganismo é altamente estimulado na regido
rizosférica, podendo atingir valores 100 vezes maior em relagdo ao solo ndo rizosférico (Rovira e
Davey, 1974). Ja o sitio CSv, apresentou um baixo numero de UFC. g' de solo seco,
possivelmente devido, além da auséncia de vegetagdo, a elevada contaminagdo e aos baixos
valores pH e teor de C orgénico. Uma provével explicagdo para este fato é que pode ter ocorrido
a produgio de endosporos na populagdo bacteriana no sitio CU, como uma forma de resisténcia
ao estresse causado pela contaminaggo e degradagédo deste sitio.

Resultados semelhantes foram obtidos por Cattelan e Vidor (1990b), que verificaram um
menor nimero de bactérias e um maior nimero de endosporos em um solo sem cobertura vegetal
em comparagio ao mesmo solo sob sete diferentes tipos de cultivo. Silva Filho e Vidor (1984),
também verificaram um maior namero de endosporos em um solo erodido em relagédo a um solo
em recuperagiio. Em 4rea onde o pH foi reduzido em decorréncia da deposi¢do acida com diéxido

de enxofre (SO2), o nimero total de bactérias e de bactérias amiloliferas decresceu, enquanto
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houve um aumento no nimero de bactérias formadoras de esporos (Bewley e Parkinson, 1984).
Estes fatos refletiram as condi¢es adversas destes ambientes, pois os endosporos permitem as
bactérias sobreviverem em condigdes desfavoraveis (Alexander, 1977).

O numero médio de UFC.g" de solo seco de fungos cultivaveis em meio Martin
encontra-se na Figura 3b, sendo superior nos sitios CATi, CCB; e Sa, seguidos dos sitios CBd e
CU. O menor valor de UFC.g" de solo seco foi verificado no sitio CSv, sem vegetagdo. A
populaggo de fungos cultivaveis variou menos entre os diversos sitios quando comparada com a
populagio de bactérias, sendo os sitios CATi, CBd, CU, CCB, e CCB; estatisticamente igual ao
sitio controle se mostrando, portanto, mais tolerante & contaminagio e efeitos adversos do solo,
como baixo teor de nutrientes, C organico e pH.

Como observado para a populagéio de fungos cultivaveis, o nimero médio de UFC g'de
solo seco de actinomicetos cultiviveis em meio Waksman, também apresentou menor variagdo
entre os sitios estudados, sendo os sitios CATi, CBd, CVc, CCB, e CCB; estatisticamente iguais
ao sitio controle (Figura 3c). A presenca de vegetagdo parece ser fundamental para o
desenvolvimento deste grupo, pois nos dois sitios sem vegetago, ou o niamero de UFC foi baixo
(sitio CSv), ou nfio foi verificada a presenga de actinomicetos (sitio CU). Deste modo, a
populagfio bacteriana se mostrou como um indicador mais sensivel da contamina¢io em relagdo as
populagdes de actinomicetos e fungos.

Entretanto, deve-se salientar que este método de isolamento é altamente seletivo e apenas
detecta uma pequena parte da populagdo com determinadas caracteristicas bioquimicas e formas
de crescimento (Paul e Clark, 1989), como por exemplo, para o grupo de actinomicetos o género

Streptomyces ¢ o principal representante isolado variando de 70 a 90% (Siqueira e Franco, 1988),
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0 que pode limitar consideragdes mais generalizadas a respeito do impacto da contaminagio sobre
todo um grupo especifico estudado.

Alguns trabalhos tém demonstrado maior tolerdncia de fungos (eucariotos) do que
bactérias e actinomicetos (procariotos) a contaminagdo por metais pesados (Hattori, 1992; Hiroki,
1992). Actinomicetos, de modo geral, se mostraram mais tolerantes 4 Cd do que bactérias e
bactérias gram-negativas mais tolerantes que as gram-positivas (Tyler, 1981).

Os resultados de contagem de microrganismos nitrificadores (oxidantes de aménio e
oxidantes de nitrito) encontram-se na Tabela 8. Foram encontradas diferencas significativas entre
os sitios estudados e entre os dois grupos de microrganismos. Os microrganismos oxidantes de
amonio foram observados apenas nos sitios CATi e CBd, enquanto os oxidantes de nitrito foram
encontrados em todos os sitios, com excessdo do sitio CSv, onde além da elevada contaminagédo e
auséncia de vegetagdo, observou-se um baixo pH e baixo teor de carbono organico. Os maiores
nimeros de oxidantes de nitrito foram observados no sitio CATi, seguido do sitio Sa, enquanto
que, os mais baixos valores foram verificados nos sitios CVe, CCB; , CCB; e CU. Pode ter
ocorrido um efeito amenizador pela presenga do capim Andropogon sp e da Brachiaria
decumbens sobre a toxicidade dos metais nos sitios CATi e CBd, onde apesar da elevada
contaminagio, apresentaram elevado nimero de microrganismos oxidantes de nitrito, além dos
microrganismos oxidantes de amdnio serem verificados apenas nestes dois sitios.

Segundo Tyler (1981), o processo de nitrificagdo pode ser inibido ou estimulado por
elementos metalicos, variando com o tipo, concentragio e disponibilidade do metal ou metais em
questdo. Além disso, a inibigdo da nitrificagdo devido a contaminagio por metais pesados € de
dificil interpretagdo, principalmente, porque as propriedades dos solos que afetam a

disponibilidade e, conseqiientemente, a toxicidade dos metais. Por outro lado, a acumulagio de
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TABELA 8: Nimero mais provavel de microrganismos oxidantes de amdnio, oxidantes de nitrito,
Azospirillum amazonense e A. sp e amonificadores nos sitios estudados.

Sitios
Parametros CBd CCB, CATi CVe CCB, CSv CU Sa

Ox. de aménio 15,0 0 9,0 0 0 0 0 0
(NMP. 10'g ™)

Ox. de nitrito 822b 0,013c¢c 2500a 0,093c 0064c O0d 0,009c¢c 30,10b
(NMP. 10°g ™)

Azospirillum sp © 0 0 0 0 0 0 0 17,30
(NMP. 10°g )
A. amazonense 0 0 0 0 0 0 0 1,54
(NMP. 10°g ™)

Amonificadores  30,1a 4,2a 1310a 13,8a 70,7a Ja 22a 106 a
(NMP. 10°g ™)

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade
O Azospirillum. lipoferum e brasilense

nitrogénio mineral no solo pode refletir efeitos adversos de ions metalicos sobre a imobilizaggo.

O processo de nitrificagdo também ¢é afetado por fatores do solo como pH, salinidade,
teor de matéria organica, temperatura, umidade e aeragdo (Alexander, 1977; Paul e Clark, 1989,
Tsai, Baraibar ¢ Romani, 1992). A nitrificag8o torna-se negligivel em valores de pH abaixo de 5,0,
pois além de afetar o processo em si, reduz o nimero de microrganismos envolvidos (Alexander,

1977). Assim, os baixos valores de pH, juntamente com as altas concentragdes de metais pesados,
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podem ter sido os principais fatores que afetaram a presenca de nitrificadores nos sitios CSv e CU,
ambos sem cobertura vegetal.

A estimativa do numero de microrganismos amonificadores encontram-se na Tabela 8.
Nado ocorreu diferengas significativas entre os oito sitios estudados, apesar dos resultados
seguirem a tendéncia de alguns dados anteriores. Isto, provavelmente, ocorreu devido a grande
diversidade de microrganismos envolvidos neste processo. A amonificagdo de compostos
orgénicos € realizada por um grande namero de microrganismos heterotroficos (Alef, 1995a, Tsai,
Baraibar ¢ Romani, 1992), o que facilitaria a presenga de espécies tolerantes & contaminagdo com
metais pesados.

A estimativa do numero de diazotroficos de vida livre (Azospirillum amazonense e A.
lipoferum e A. brasilense) encontra-se na Tabela 8. A populagdo de diazotroficos de vida livre
estudados foi altamente sensivel & contaminagao por metais pesados, estando presentes apenas no
sitio Sa.

Quase todos os estudos sobre os efeitos adversos da contaminagdo de metais pesados
sobre microrganismos fixadores de N, estdo concentrados em trabalhos com bactérias do género
Rhizobium (Chaudri, McGrath e Giller , 1992a, b; Chaudri et al., 1993a, b; Giller et al., 1993,
Heggo, Angle e Chaney, 1990; Hirsch et al., 1993; McGrath, Brookes e Giller, 1988; Obbard,
Sauerbecke Jones, 1993; Smith e Giller, 1992; Reddy, Cheng e Dunn, 1983; Smith e Giller, 1992).
Todavia, poucos trabalhos estudaram estes efeitos sobre bactérias heterotroficas de vida livre,
além de cianobactérias (Brookes, McGrath e Heijnen, 1986; Lorenz, McGrath e Giller, 1992). A
contaminagio com metais em concentragdes proximas ou abaixo dos limites permitidos pela

Comunidade Européia ocasionou redug¢des significativas na fixagdo de N, por bactérias
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heterotroficas de vida livre (Brookes et al.,, 1984 citado Brookes, 1995; Lorenz, McGrath e
Giller, 1992). A inibigdo da fixa¢#o biolégica de N, foi completa em concentragdes de Zn, Cu, Ni,
Cd, Cr e Pb de 306; 92; 70; 9,8; 105 e 109 mgkg' que estdo, exceto Cr, bem abaixo das
concentragdes encontradas nos sitios aqui estudados. Ndo se tem conhecimento de estudos sobre
o impacto da contaminagdo com metais pesados sobre microrganismos do género Azospirillum.
Entretanto, a producdo de linhagens tolerantes a presenca de metais pode ser uma forma viavel de
estimular o crescimento dessas espécies em solos contaminados. Isto foi observado, quando
linhagens de Azospirillum brasilense tolerantes & Mn apresentaram maior crescimento ¢ atividade
da nitrogenase na presenga de 10 mM MnCl, do que aquelas ndo tolerantes (Rai, 1985 citado por

Foy, Scott e Fisher, 1988).

4.5 Inter-relacdes entre as varidveis biolégicas avaliadas

As correlagdes simples entre médias gerais dos pardmetros avaliados encontram-se na
Tabela 9.

A biomassa microbiana apresentou correlagdo significativa com a respiragdo do solo (r =
0,72), como observado por Cattelan e Vidor (1990a), que observaram uma alta correlagdo entre a
o C da biomassa microbiana e a evolugdo de CO, em solo sujeito a diferentes tipos de cultivo e
sob influéncias das variagdes climaticas ao longo do ano. Resultados semelhantes foram
observados por Ross et al. (1980) e Sarathchandra, Perrott e Uspdell (1984), que encontraram
estreita relagio entre biomassa e atividade respiratoria. Segundo Cattelan e Vidor (1990a), os

fatores que estimulam a atividade microbiana, geralmente, favorecem a formag@o de sua biomassa.
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Entretanto, Valsecchi, Gigliotti e Farini (1995), ndo encontraram correlagdo entre estas duas
variaveis em uma area contaminada com metais pesados, provavelmente, devido a extrema
variabilidade das caracteristicas fisico-quimicas dos sitios estudados.

A biomassa também correlacionou-se significativamente com a populagio de
amonificadores (r = 0,83), oxidantes nitrito (r = 0,89), actinomicetos (r = 0,63), bactérias (r =
0,79) e fungos cultivaveis (r = 0,75). Cattelan e Vidor (1990b), encontraram correlagGes
significativas entre biomassa microbiana e a popula¢do de fungos e de actinomicetos. Segundo
estes autores, nem sempre ha correlagdo entre a biomassa e a simples contagem da popula¢@o
microbiana em placas, pois ndo se est4 levando em conta o tamanho e a densidade das c€lulas e
hifas. Este aspecto também deve ser levado em conta para as populagdes de amonificadores e
nitrificadores determinadas através de inoculagdes de suspensdes de solo em meios liquidos e
estimadas por tabelas do nimero mais provavel.

O carbono da biomassa microbiana, a populagdo bacteriana e de fungos apresentaram
uma alta correlagdo com a % de C microbiano em relagdo ao C organico total do solo (r =0,82; r
=0,97 e r = 0,85, respectivamente). Anderson e Domsch (1989) e Weigand, Auerswald e Beck
(1995), também encontraram alta correlagdo entre C orgénico e C microbiano.

A evolugdo de CO, relacionou-se ainda com a populagdo microbiana do solo, tendo sido
encontradas correlagdes significativas com amonificadores (r = 0,91), oxidantes de nitrito (r =
0,91) e actinomicetos (0,78), indicando que a variagdo ocorrida entre os diversos sitios foi melhor
explicada por estes microrganismos. Diferentes resultados tém sido obtidos em estudos sobre a
contribuigdo de grupos especificos na respiragdo em solos contaminados com metais pesados. A
populagdo fingica foi responsavel por mais de 80% da respiragdo em 2 solos contaminados com

diferentes concentragdes de metais pela aplicagdo de lodo de esgoto (FlieBbach, Martens e Reber,
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TABELA 9: Coeficientes de correlagdo entre as variaveis biologicas avaliadas e entre as variaveis
e os teores de C organico nos sitios estudados

Variaveis Biomass Respira Amonifi Bacteria Actino Fungos Oxunitrito gCO, Cmic/ Corg
O]

m &)

(6) Q)

0] @ C org

Biomass
Respira
Amonifi
Bacteria
Actino
Fungos
Ox. nitrito
qCO,
C mic/

Corg
Corg

1,00
0,72* 1,00
0,83** 0,91**
0,79* 0,27ns
0,63* 0,78**
0,75* 0,61lns
0,89** 0,91**
-0,24ns 0,49ns
0,82* 0,36ns

0,54ns 0,75*

1,00

0,06ns, 1,00

0,83** <0,0lns 1,00

0,58n,s, 0,76* <0,0lns 1,00

0,91** 0,59ns 0,66* 0,75* 1,00

0,34n,s; -0,5Ins 0,39ns -0,1lns 0,20ns 1,00
0,39ns 0,97** 0,12ns 0,85** 0,63* -0,45ns 1,00

0,76* -0,09ns 0,74* 0,03ns 0,66* 0,50ns -0,10ns 1,00

* e **_significativo a 0,05 e 0,01, respectivamente pelo teste T.

™ Biomassa C, ® Respiragdo do solo, ® amonificadores, “’ actinomicetos,  oxidantes de nitrito,
® 94 de C biomassa em relagdo ao C organico total do solo e ’ C organico total do solo.

1994). Entretanto, em outro estudo, verificou-se que o aumento da populago fiingica coincidia

tanto com a redugdo da evolugio de CO,, quanto da populagio bacteriana em 2 solos

contaminados com varios metais pesados, 0 que mostrou que o decréscimo da respiragdo

dependeu, principalmente, do grau de toxicidade dos metais sobre a populagio bacteriana

(Hattori, 1992).

A respiragdo do solo, a populagdo de microrganismos amonificadores e de actinomicetos

correlacionaram-se, significativamente, entre si, € com o teor de C organico do solo. O grupo de

amonificadores do solo é composto de grande nimero de microrganismos heterotroficos (Alef,
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1995a; Tsai, Baraibar ¢ Romani, 1992), entre eles, fungos, bactérias e actinomicetos que atacam

alguma forma complexa de nitrogénio organico, ocorrendo liberagdo de amonia, atuando
diretamente no processo de decomposi¢do da matéria organica do solo (Alexander, 1977). O
suprimento de energia para estes microrganismos deriva da transformagdo, pelo processo de
oxidagdio, de compostos organicos, tais como celulose, proteinas, nucleotideos e compostos
humificados. Os produtos finais deste processo s3o dioxido de carbono (CO;) e 4gua (Alef,
1995b). Valsecchi, Gigliotti e Farini (1995), também encontraram uma alta correlacdo entre
respiragdo e carbono organico total em solos contaminados com diferentes metais pesados, sendo
que nos solos que havia maior teor de C orgénico, ocorreu uma maior atividade medida pela
evolugdo de CO,.

Varias correlagdes foram obtidas entre diferentes microrganismos o que, entretanto,
dependeu do comportamento de cada grupo nos sitios estudados. A populagio de fungos
correlacionou-se significativamente com a de bactérias (r = 0,76), enquanto 0s microrganismos
oxidantes de nitrito correlacionaram-se com actinomicetos (r = 0,66), com fungos (r = 0,75) e
com microrganismos amonificadores (r = 0,91) e a populagdo de actinomicetos correlacionou-se
significativamente com amonificadores do solo (r = 0,83), demonstrando que estas populagdes
estdo associadas. As relagdes ecologicas entre as diferentes espécies ou grupos de microrganismos
sdo de dificil caracterizaggo. Isto ocorre devido aos efeitos de fatores abidticos e bidticos que
causam grande variabilidade entre microssitios do solo influenciando direta e indiretamente a

populagdo microbiana e suas relagdes (Alexander, 1977; Cardoso, 1992, Pereira, 1995).
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4.6 Inter-relacdes entre a concentracio de metais e parametros biolégicos

As correlagBes entre os parimetros avaliados de todos os sitios e a concentrago total
média de todos os metais pesados encontram-se na Tabela 10. Poucas correlages foram
verificadas entre as variaveis biologicas ¢ a concentra¢@o total média de cada metal. Apenas a
populagio bacteriana, gCO; e a relagéo C microbiano / C total do solo, apresentaram correlagGes
significativas com os teores de metais pesados.

A populagdo bacteriana correlacionou-se negativamente com Cu e Cd (e Zn & 10% de
probabilidade) se mostrando como o pardmetro mais sensivel & contaminagéo em relagdo as outras
populagdes estudadas. As populagSes bacteriana e de actinomicetos sdo, geralmente, as mais
afetadas pela contaminag@io dos solos com metais pesados quando comparada a populagdo fungica
(Hattori, 1992; Hiroki, 1992). A % de C microbiano em relagdo ao C organico do solo foi afetada,
significativamente, pelo Cd. O quociente metabolico (¢CO:) apresentou correlages positivas com
Cu, Zn e Cd, ou seja, o aumento da concentragdo de metais devido & contaminag¢éo causou um
aumento na quantidade de C-CO; por unidade de C-biomassa. Este comportamento confirma os
resultados encontrados por diversos pesquisadores que verificaram um significativo aumento
na.quantidade de C-CO, por unidade de biomassa (Bardgett e Saggar, 1994; Brookes e McGrath,
1984; FlieBbach, Martens ¢ Reber, 1994, Leita et al, 1995, Valsecchi, Gigliotti e Farini, 1995).

As poucas correlagdes significativas verificadas, provavelmente, ocorreram devido as
analises serem realizadas com teores totais de metais, os quais variam sua biodisponibilidade de
acordo com o tipo e concentragdo do metal e caracteristicas dos solos (Malavolta, 1994, Msaky e

Calvet, 1990; Tisdale, Nelson e Beaton, 1985). Além disso, quando a contaminagdo ocorre com
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TABELA 10: Coeficientes de correlagdo entre as varidveis biologicas avaliadas e a concentragao
total média de todos os metais e sua somatdria nos sitios estudados.

Metais
Parametros Pb Cd Cr Zn Cu Mn z
bioldgicos
Biomassa C 0,11ns -0,25ns  -0,24ns -0,17ns  -0,10ns 0,10ns -0,13ns

Respiragdo 0,3%9ns 0,42ns -0,24ns  0,42ns 0,49ns 0,46ns 0,43ns
C-mic/Corg® -0,30ns -0,66* -026ns -0,57ns -0,57ns  -0,30ns  -0,54ns
qCO, 0,38ns 0,87** 0,10ns 0,76* 0,75* 0,50ns 0,73*
Amonificadores 0,19ns 0,06ns -0,43ns  0,06ns 0,21ns 0,20ns 0,09ns
Bactérias -0,29ns -6,68* -0,04ns  -0,59ns  -0,62* -0,27ns  -0,56ns
Actinomicetos  0,46ns 0,38ns -0,1lns  0,47ns 0,52ns 0,48ns 0,48ns
Fungos 0,14ns -0,25ns  -0,37ns  -0,05ns  -0,08ns 0,16ns -0,03ns
Oxidantes 0,12ns  -0,14ns -0,03ns -0,09ns  -012ns 0,2lns  -0,06ns
nitrito

* e **_significativo 0,05 e 0,01, respectivamente pelo teste T
U o4 de C biomassa em relago ao C orgénico total do solo.

diversos metais (multicontaminagio), como no caso deste estudo, torna-se dificil a determinag¢do
dos efeitos de cada metal separadamente uma vez que sdo aditivos (Chander e Brookes, 1993,
FlieBbach, Martens e Reber, 1994).

Realizou-se ainda analises de regressdo lineares multiplas em backward (RLMB) entre os
pardmetros avaliados e a concentragdo total média de todos os metais pesados (Tabela 11). Na
segunda coluna desta Tabela estdo os coeficientes de determinagdo quando todos os metais estdo

incluidos no modelo (Zn, Cu, Cr, Mn, Pb e Cd) e as colunas seguintes encontram- se estes
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coeficientes apos a retirada do modelo do metal pesado que menos se relacionou com cada uma
das caracteristicas avaliadas. Assim, o ultimo metal da série foi aquele que mais se relacionou com
cada parametro estudado.

Apenas qCO, apresentou coeficientes de determinag@o significativos em toda a série,
sendo o Cd, ultimo da série, o metal que mais influenciou este parametro. Os outros parametros
avaliados ndo apresentaram boa relagdo com os modelos dos metais pesados. Embora tenham
apresentados baixos coeficientes de determinagfio significativos a respiragdo e a populagdo
bacteriana foram afetadas por Cd (R* = 0,22) e Mn + Zn (R*=0,28), respectivamente. Isto mostra
a complexidade do sistema solo e a dificuldade de determinagéo dos efeitos de cada metal quando
a contaminagdo ocorre com diversos deles (multicontaminag@o), e quando se trabalha com teores

totais, como nos sitios estudados.



TABELA 11. Coeficientes de regresséo linear multipla em "backward" entre os parametros microbioldgicos avaliados e a concentragdo

total de metais pesados nas amostras de solos dos diferentes sitios estudados.

Numero de elementos participantes nos modelos Elemento
Parimetro 6 5 4 3 2 1 restante
Biomassa C 0,12ns (-Mn) 0,11ns (-Cd) 0,10ns  (-Cu) 0,09ns (-Cr) 0,05ns (-Zn)< 0,01ns Pb
Respiragédo 0,33ns (-Zn)0,33ns (-Cu)0,33ns (-Cr) 0,30 ns (-Mn) 0,25 ns  (-Pb) 0,22* Cd
qCO, 0,49* (-Pb) 0,49* (-Cr) 0,48*%*  (-Mn) 0,47**  (-Zn) 0,46**  (-Cu) 0,42** Cd
Fungos 0,21ns (-Cu) 0,2lns (-Mn) 0,21ns  (-Zn) 0,20ns (-Pb) 0,14ns (-Cd) 0,10ns Cr
Bactérias 0,32ns (-Pb) 0,31Ins (-Cd)0,31ns  (-Cr) 0,30 ns (-Cu) 0,28 * (-Mn) 0,17** Zn
C-biomassa/C-organico  0,30ns (-Cu) 0,30ns  (-Pb)0,29ns  (-Cd) 0,26ns (-Cr) 0,18ns (-Mn) 0,10ns Zn
Oxidantes de nitrito 0,16ns (-Cd)0,16ns (-Cr)0,16ns  (-Mn)0,15ns  (-Cu) 0,11ns  (-Zn) 0,13ns Pb
Actinomicetos 0,22ns (-Cd)0,2Ins (-Cr) 0,21ns  (-Mn) 0,18ns (-Zn) 0,15ns (-Pb) 0,14ns Cu
Amonificadores 0,26ns (-Cr)0,26ns  (-Cd)0,26ns (-Mn) 0,26 ns (-Cu) 0,18 ns  (-Zn) 0,15ns Pb

0L



5 CONCLUSOES

Todos os parametros avaliados, exceto, a populagdo de microrganismos amonificadores e
qCO,, foram afetados negativamente pela contaminagdo, variando, entretanto, com as

caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas dos sitios estudados.

A respiragdo especifica da biomassa ou quociente metabdlico e a relagdo C microbiano/ C
orginico do solo ndo se mostraram como bons indicadores dos efeitos da contamina¢do por

metais pesados sobre a populagdo microbiana.

As concentragdes totais dos metais nio foram adequadas para avaliar o impacto da

contaminagio sobre as variaveis biologicas estudadas.

A presenga de plantas amenizou o impacto negativo dos metais sobre a biomassa

microbiana, respiragdo, populagdo de actinomicetos e nitrificadores.
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