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RESUM O

A geragdo de efluente a partir do tratamento de esgoto vem se incrementando, ¢ sua
disposi¢do final representa uma questdo a ser resolvida. Assim uma das alternativas
encontradas ¢ sua utiliza¢do na agricultura como adubo organico, podendo substituir parte da
adubacdo mineral. Essa pratica, além de benéfica do ponto de vista da reciclagem de
nutrientes, representa uma economia de agua no setor agricola, que é cerca de 70% do
consumo total no Brasil. Este trabalho visou conhecer as caracteristicas do efluente produzido
pela Fossa Séptica Biodigestora, um sistema anaerdbio de tratamento de esgoto desenvolvido
pela Embrapa Instrumentagdo Agropecudria, bem como de avaliar o impacto da aplicagdo do
efluente no solo. Foram feitas trés coletas do material das caixas das diferentes camaras
biodigestoras, em sistemas inoculados com esterco ovino e bovino. Este material foi analisado
em seu estado bruto (liquido) em algumas anélises para a determinagdo de parametros como
condutividade, pH, DBO, DQO e teores de solidos. Para as demais andlises utilizou-se o
solido obtido apoés liofilizacdo do liquido. As concentragdes de macro e micronutrientes
presentes no efluente foram estimadas usando a técnica de ICP OES. A matéria organica
presente no efluente foi caracterizada segundo as espectroscopias de FTIR, RMN de °C e
RPE além da andlise elementar. O efluente produzido apresentou carater alcalino e
concentragdes significativas de sais nos dois sistemas analisados. Também foram observadas
quantidades elevadas de N-NH," e baixas de N-NO5’, tipico de sistemas anaerobios. A andlise
elementar do so6lido, obtido apos liofilizagao do liquido, mostrou que ndo ha uma tendéncia na
variagdo da composi¢do elementar (C, H, N) ao longo do processo de biodigestao, os quais
foram semelhantes tanto para o sistema inoculado com esterco ovino quanto bovino, assim
como nas diferentes coletas. O efluente apresentou quantidade significativa de nutrientes em
sua composi¢ao mineral. Através da caracterizagdo espectroscopica da matéria organica do
material liofilizado foi possivel notar que ndo ocorreram muitas variagdes nos grupamento
funcionais observados através dos espectros de FTIR, no decorrer do processo de biodigestao.
A RMN de "C possibilitou informagdes a cerca dos grupamentos aromaticos e alifaticos das
amostras, mostrando que o efluente possui carater bastante alifatico. O efluente foi aplicado
no solo durante trés anos, sendo este solo classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo
fase arenosa utilizado no cultivo de goiaba. Foram comparados os efeitos da adubagdo pelo
efluente com adubag¢do mineral do tipo NPK. Também foi analisado o solo de mata da regido.
Foram feitas analises de pH, condutividade, macro e micronutrientes, COT e FIL utilizando o
solo intacto. Fez-se a extragdo dos AH dos solos. Os AH foram caracterizados segundo a
composi¢do elementar, FTIR, RMN de "°C, RPE e Fluorescéncia em solugdo. A adicdo do
efluente proporcionou um aumento no pH do solo, observado principalmente na camada
superficial. Foi observado um incremento nas concentragdes de nutrientes no solo sob uso do
efluente em comparacdo com o solo com adubagdo mineral NPK. Alteracdes na fragdo
hiimica do solo com efluente em relagdo aos solos com aduba¢do NPK ¢ de mata foram
observadas. Através das técnicas de RMN de °C e RPE foi possivel notar diminuigdo na
aromaticidade e no grau de humificagdo da matéria organica, respectivamente, devido a
incorporacdo da matéria organica do efluente, de cardter bastante alifatico. Nas técnicas de
FIL e Fluorescéncia em solugdo, o grau de humificagdo para as amostras do solo com efluente
foram muito similares a do solo com adubac¢do mineral, ndo sendo observados, através destas
técnicas, efeitos da adigcdo do efluente. O efluente também forneceu macro ¢ micronutrientes
em quantidades significativas ao solo, ndo sendo observado efeito de salinizagdo nas
profundidades analisadas. Os resultados indicam o efeito benéfico do uso do efluente tratado
pela Fossa Séptica Biodigestora na fertilidade do solo.
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ABSTRACT

The generation of effluent from the sewage treatment is daily increasing then its final
disposition represents a mandatory question to be answered. An alternative is its agricultural
utilization such as organic fertilizer as a partial substitute of mineral fertilizer. This practice,
beyond inherent benefits due to nutrients recycling promotes agricultural water reuse, which
is responsible of around 70% of the total water consumption in Brazil. It was developed a
research following the stages of the domestic sewage treatment in the anaerobic system called
“Septic Cesspool Biodigester”, developed by Embrapa Agricultural Instrumentation, and also
the impact observed in the soil after the application of the treated effluent. Three samplings
were done in the different biodigestion chambers which were inoculated with either ovine or
bovine manure. These effluents were analyzed according to its original state (liquid),
regarding to the determination of some parameters such as conductivity, pH, OBD, OCD and
solids content. Other analyses of the effluent were done in the solid obtained after freeze
drying of the raw treated effluent. There were determined the mineral composition of the
effluent, using the ICP-OES technique. The effluent organic matter was characterized by
FTIR, "C-NMR and EPR spectroscopies and, elemental analysis. The effluent presented
alkaline character and significant salts concentration for both systems, high quantity of N-
NH.," and low content of N-NOs", characteristic of anaerobic systems. The elemental analysis
of the solid obtained after the liquid freeze drying, showed that there was not a variation
tendency in the percentages of C, H and N during biodigestion process. These values were
similar to the either ovine or bovine inoculated systems, and to the different samplings. The
effluent presented a quantity of macro e micro nutrients. Through the spectroscopic
characterization of the organic matter present in the freeze dried material, it was possible to
observe that there were not noticeable variations in the FTIR spectra in the course of the
process monitoring. The C NMR supplied information about aromatic and aliphatic groups,
showing that the effluent presented a high aliphatic content. The soil, classified as Yellow-
redish Lattosoil with sandy phase, was submitted to the effluent application during three years
and was used for the “goiaba” orchard. Thus, there were compared the effects effluent in
comparison of the NPK mineral fertilization as well as the soil of the native forest at the side
of the orchard. Determinations of pH, conductivity, macro and micro nutrients content, TOC
and LIF were done for the intact soil. Soil HA were extracted and characterized according to
their elemental composition, FTIR, C NMR, EPR and solution fluorescence. The application
of the treated effluent produced an increment in the pH value, mainly in the superficial layer.
There was observed nutrients increment in soil submitted to the effluent application when
compared with the NPK fertilized soil. Alterations in the humic fraction of the analyzed soil
(after effluent application) were observed when compared with the forest and NPK samples.
Results obtained by °C NMR and EPR detected a general diminution of the aromaticity and
the humification degree of organic matter, as a consequence of the aliphatic character of the
organic matter present in the effluent. The humification degree of HA extracted from the
applied effluent soil, determined by LIF and solution, were very similar to the ones observed
in the mineral fertilized soil. The effluent supplied macro e micro nutrients in significant
quantities to the soil, and it was not observed salinization effect in the analyzed depths. These
results show the benefic effect of the utilization of Septic Cesspool Biodigester effluent
regarding to the soil fertility.



CAPITULO 1-INTRODUCAO

O Brasil regrediu na tarefa de reduzir pela metade a propor¢ao da populagdo rural sem
acesso a saneamento adequado. Quase dois tercos dos brasileiros que vivem fora de areas
urbanas ainda ndo contam com servigo basico. Isso significa que mais de 20 milhdes de
pessoas — o dobro da populagdao de uma cidade como Sao Paulo — correm maiores riscos de
contrair doengas infecciosas ou parasitarias, que sdo adquiridas principalmente pelo contato
com o esgoto ndo tratado e / ou através da dgua do lencgol freatico, contaminada pelo uso de
fossas rudimentares (fossa “negra”, pogo, buraco). Em toda América Latina e Caribe, o Brasil
¢ o quarto pior em saneamento rural. Os dados sdo do estudo “Objetivos de Desenvolvimento
do Milénio — Uma visdo a partir da América Latina e do Caribe”, divulgado em 2005 pela
Comissdo Econdmica para a América Latina e o Caribe (CEPAL). Trata-se do mais amplo
levantamento sobre o tema ja feito na regido, que envolveu a participagao de doze agéncias da
Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), incluindo o Programa das Nacdes Unidas para o
Desenvolvimento (PNUD) (PNUD, 2005).

O relatorio mostra que a propor¢do da populagdo rural brasileira com acesso a
saneamento adequado caiu de 37 % em 1990 para 35 % em 2002. O desempenho foi o pior da
América Latina e fez com que o Brasil retrocedesse 6,3 % em relagdo ao que deveria alcangar
para reduzir pela metade até o ano de 2015 a populagao rural carente de esgotamento sanitario,
segundo os Objetivos do Desenvolvimento do Milénio, propostos pela ONU.

Um sistema desenvolvido pela Embrapa Instrumentacdo Agropecudria apresenta-se
como uma forma de viabilizar o tratamento de esgoto doméstico em areas rurais, sendo um
sistema simples e de baixo custo para a populagdo rural. Denominado de Fossa Séptica
Biodigestora, o sistema promove o tratamento anaerobio de fezes e urina através de duas
camaras de fermentacdo compostas por caixas d’agua de 1000 L interligadas por sistema de
sifao e uma caixa coletora de efluentes. O inoculante que transforma este material é o esterco
bovino ou ovino recém coletado, cuja microflora tem capacidade de digerir qualquer tipo de
alimento contido nestes dejetos, transformando o efluente obtido isento de germes
patogénicos (salmonellas, shigellas e outros) e também de odores desagradaveis.

Devido a sua capacidade fertilizante, o efluente vem sendo indicado no preparo de
solos e na adubagdo de pomares, apresentando efeito comparavel ao da adubacdo quimica
inorganica a base de nitrogénio, fosforo e potassio, a um custo praticamente zero. O retorno

ao solo desse liquido deve ser priorizado, pois transforma um residuo de disposi¢do
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problematica em insumo de grande valor para a agricultura, ja4 que o efluente fornece
macronutrientes € micronutrientes as plantas, atua como condicionador do solo e dessa forma
contribui para uma agricultura sustentavel.

Para as condigdes brasileiras, a reciclagem agricola de esgoto apresenta varios
aspectos positivos em fun¢do da influéncia de um clima tropical, que expde o solo a intensa
atividade intempérica, proporcionando uma rapida mineralizacdo da matéria organica.
Considera-se a matéria organica como um conjunto de substincias altamente heterogéneas
que inclui numerosos compostos de carbono, variando de agucares, proteinas e outros
constituintes bioldgicos, acidos organicos de baixas massas moleculares, como acidos acético
e oxalico, quase todos facilmente mineralizaveis, at¢ um conjunto complexo de produtos
recalcitrantes resultantes de transformagdes quimica e microbiana da matéria organica do solo
(MOS) (BUDZIAK et al., 2004). Essa mineralizag@o disponibiliza uma gama de nutrientes ao
meio, podendo ainda contribuir para a elevacao do pH do solo e a redugdo da acidez potencial

(SIMONETE et al., 2003).



CAPITULO2-REVISAO DELITERATURA

2.1 —Tratamento de Esgoto

O saneamento no Brasil ainda apresenta grandes problemas, conforme foi identificado
pelas pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no
periodo de 1992-2002. Os dados referentes ao esgotamento sanitario sdo criticos, revelando
indices de cobertura da populacdo urbana, por redes coletoras de 51,6 % e um percentual
desse esgoto coletado que passa por algum tratamento de cerca de 35 % (IBGE, 2004). O
tratamento desse esgoto em geral ¢ feito por combinagdo de processos fisicos, quimicos e
bioldgicos, que reduzem a carga organica do esgoto antes do seu langamento em corpos
d’agua. Sao considerados como tratados os esgotos sanitarios que recebem, antes de serem
langados nos corpos d’agua receptores, pelo menos o tratamento secundario, com a remog¢ao
do material mais grosseiro, da matéria organica particulada, e de parte da matéria organica
dissolvida do efluente. Considera-se como forma de tratamento do esgoto sistemas como filtro
biologico, o lodo ativado, as lagoas aerobia, anaerobia, facultativa, de estabilizagdo, aerada,
mista e de maturacdo, o vale de oxidacdo, a fossa séptica e o reator anaerdbio (IBGE, 2004).
A escolha do sistema de tratamento ¢ funcao das condigdes estabelecidas para a qualidade da
agua dos corpos receptores determinadas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA).

O esgoto urbano ¢ composto por residuos domésticos e efluentes industriais sendo que
se estes forem toxicos devem ser tratados em unidades da propria industria. A composi¢do do
esgoto ¢ bastante varidvel, sendo que a matéria organica, especialmente as fezes humanas,
confere ao esgoto sanitario suas principais caracteristicas, mutaveis com o decorrer do tempo,
pois sofre diversas alteragdes até sua completa mineralizagdo ou estabilizagdo.Enquanto o
esgoto sanitario causa poluicdo organica e bacteriologica, o industrial geralmente produz
poluicdo quimica.

Como resultado do baixo percentual de esgoto tratado tem-se que as Regides
Metropolitanas e grandes cidades concentram grandes volumes de esgoto, os quais sdo
despejados sem tratamento nos rios e mares que servem de corpos receptores. Em
conseqiiéncia, a polui¢do das dguas que cercam as maiores areas urbanas ¢ bastante elevada,
dificultando e encarecendo, cada vez mais, a propria captagdo de agua para o abastecimento.

Os corpos d’agua podem se recuperar da poluigdo, ou depurar-se, pela agdo da propria

natureza, desde que sejam respeitados os limites de descarga poluidora em funcao da vazao do
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corpo receptor. Freqlientemente, os mananciais recebem descargas de efluentes muito
elevadas para sua vazdo e ndo conseguem se recuperar pela autodepura¢do, havendo a
necessidade da depuragdo artificial ou tratamento do esgoto. O tratamento do efluente pode,
inclusive, transforma-lo em agua para diversos usos, como a irrigagao, por exemplo, (SOUSA

etal, 2001; ORON et al., 1999).

2.1.1 — Tratamento de Esgoto na Area Rural

O tratamento de esgoto em areas urbanas no Brasil ainda ndo ¢ suficiente para atender
a crescente demanda da populagdo, no entanto, apresenta-se num estagio avangado quando se
considera a situacdo da populagdo na area rural.

Segundo dados do IBGE (2002), na area rural do Brasil ha cerca de 32 milhdes de
habitantes, que em sua maior parte carecem de sistemas de saneamento basico.
Aproximadamente 16 % dessa populagdo possuem rede coletora de esgotos e/ ou fazem uso
de fossas sépticas. Contudo, a grande maioria (41%) utiliza-se de fossas rudimentares, mais
conhecidas como “fossas negras”, como solu¢do final para o esgoto doméstico gerado (IBGE,

2004).

A. B lela. cortra entrads
Agua das chuvas S :

de inzetos

A250mm
Hi

FIGURA 2.1 — A. Fossa rudimentar mostrada em um contexto ambiental. B. Esquema de uma fossa rudimentar

Essas fossas rudimentares sdo as principais responsaveis pela contaminagdo das aguas
subterraneas que abastecem os “pogos caipiras”. Na Figura 2.1A ¢é apresentado um esquema
mostrando uma fossa rudimentar em um panorama ambiental. O esgoto gerado na residéncia ¢
depositado na fossa, que consiste de uma simples escavagdo feita no solo, sem qualquer

revestimento interno de suas paredes (Figura 2.1B). No interior da fossa ocorrem reagdes na
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matéria organica presente nas fezes, em virtude da intensa atividade microbiana, com a
liberacdo de um liquido de odor desagradavel e também com altas concentracdes de nitrato
(NOs") e coliformes fecais, denominado chorume. Este liquido se infiltra nas paredes da fossa
e percola através do solo podendo atingir e contaminar as aguas subterraneas.

No Estado de Sao Paulo, verificaram-se alteracdes nas concentragoes naturais de NOs
em aguas subterrdneas. Dos pogos analisados, 3% apresentaram concentracdes de NOj
superiores a 10 mg L. Ainda, segundo o relatério da CETESB (2004) foi registrado um
aumento nas concentracdes minimas e maximas detectadas no periodo de 2001-2003,
indicando um progressivo aporte de nitrato nesses pogos atribuido, principalmente, a
contaminagdo por esgoto doméstico. No mesmo relatorio, também s3o mencionadas
contaminagdes bioldgicas das dguas subterraneas, registrando a presenca de coliformes fecais

em concentragdes na faixa de 1 a 5 % nos aqiiiferos analisados.

2.2 — Processos Biol 6gicos

Os processos biologicos usados em tratamento de esgotos sdo aqueles onde os
microrganismos utilizam a matéria organica biodegraddvel em um reator bioldgico para
obtencdo de energia para as suas atividades ¢ como fonte de matéria prima para a sua
reproducdo. Nestes processos, duas reagdes principais ocorrem, a de respiracdo, em que 0s
microrganismos utilizam a matéria organica para a obtencao de energia, gerando os chamados
produtos finais da respiragdo (CO, e H,0O) e a reagdo de sintese e reproducdo em que a
matéria organica ¢ utilizada como matéria prima para a reproducdo dos microrganismos.
Ainda pode-se considerar que na falta de uma fonte externa de matéria organica, os
microrganismos consomem matéria organica de sua propria composicdo, através de uma
reacdo denominada respiragdo enddgena.

No processo biologico, as reagcdes de respiragdo podem ser pela via aerobia, quando os
microrganismos utilizam oxigénio dissolvido (OD) para converter a matéria organica
biodegradavel em dioxido de carbono e 4gua. Na auséncia de OD, porém com a presenca de
nitrato (N-NO;), em uma condi¢do denominada anodxica, este pode ser utilizado em
substitui¢do ao OD para a reagdo de respiragdo, resultando também, como produtos finais da
respiragdo didoxido de carbono e agua e liberacdo de N-gasoso, em uma reagdo denominada de
desnitrificacdo. Na auséncia de OD e de N-NOs, a reacao de respiracao ¢ anaerdbia e tem

como produtos finais dioxidos de carbono e gas metano (ALEM SOBRINHO, 2001).
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2.2.1 —Digestdo Anaer ébia

O processo de digestdo anaerdbia ¢ conhecido desde o final do século XIX,
caracterizando-se pela estabilizagdo da matéria orgdnica em ambiente livre de oxigénio
molecular (Figura 2.3). Devido a robustez e alta eficiéncia, a digestdo anaerdbia estd presente
desde em simples fossas sépticas domésticas até em estacdes completamente automatizadas
servindo a grandes regides metropolitanas. Dentre os objetivos do processo anaerobio estdo as
seguintes funcoes:

- reduc¢ao substancial dos sélidos volateis;

- redugdo significativa dos organismos patogénicos;

- estabilizagdo de substancias instaveis presentes no esgoto.

Normalmente, a digestdo anaerobia ¢ opgao preferida de estabilizacdo, devido ao seu
baixo custo operacional. A digestdo anaerdbia gera como produtos da estabilizacdo o gas
carbonico e o gds metano, incentivando ainda mais esta op¢do de tratamento devido ao

potencial energético gerado.

Moléculas Organicas Complexas

|
Bactérias Hidroliticas
Acidogénicas

Acidos organicos,
Compostos neutros

II
Bactérias
Heteroacetogénicas
H, e CO, y Acetato
[I1a Ib
Bactérias Metanogénicas Bactérias Metanogénicas
Utilizando H, e CO, Utilizando CH;COOH
HQO (§ CH4 C02 € CH4

FIGURA 2.2 — Esquema da via de degradacdo anaerdbia da matéria organica
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A digestdo anaerobia ¢ um processo bioquimico de multiplos estdgios, capaz de
estabilizar diferentes tipos de matéria organica. O processo anaerobio ocorre basicamente em

seis estagios principais (JEYASEELAN, 1997):

1) Hidrolise de biopolimeros organicos complexos (proteinas, carboidratos e lipideos)
em mondmeros (aminodcidos, agucares e acidos graxos de cadeia longa) por bactérias
hidroliticas (grupo I) (acidogénicas);

2) Fermentagdo de aminoacidos e agucares por bactérias hidroliticas (grupo I);

3) Oxidagdo anaerébia de 4cidos graxos volateis e alcoois pelas bactérias
heteroacetogénicas (grupo II);

4) Oxidagdo anaerobia de produtos intermedidrios tais como acidos graxos volateis
pelas bactérias heteroacetogénicas (grupo II);

5) Conversao de hidrogénio a metano pelas bactérias metanogénicas utilizando
hidrogénio e didxido de carbono (grupo Illa);

6) Conversao de acetato a metano pelas bactérias metanogénicas utilizando acetato
(grupo IIIb).

No biodigestor coexistem trés grupos de bactérias mutuamente dependentes entres si:
bactérias acidogénicas hidroliticas, bactérias acetogénicas e bactérias metanogénicas. Esta
populacdo permanece em equilibrio dindmico, variando sua concentragdo de acordo com as
condi¢des operacionais de cada biodigestor. Outros organismos encontrados ¢ que podem
desempenhar papel fundamental no processo de digestdo sao as bactérias redutoras de sulfato

e as bactérias desnitrificantes (ALEM SOBRINHO, 2001).

2.3 — Fossa Séptica Biodigestora

O sistema denominado Fossa Séptica Biodigestora foi desenvolvido na Embrapa
Instrumentagdo Agropecudria, com o objetivo de promover o tratamento de esgoto em areas
rurais, onde segundo IBGE (2004) cerca de 84 % da populacdo fazem uso de fossas
rudimentares e/ ou ndo possuem qualquer tipo de captagdo/ tratamento do esgoto doméstico.

O sistema de fossa biodigestora contribui para a viabiliza¢do do tratamento de esgoto
doméstico e conseqiiente producdo de efluentes desinfetados. Consiste em um tratamento
bioldgico do esgoto por acao de digestdo fermentativa, utilizando-se de esterco bovino/ ovino
como meio inoculante de bactérias (Tabela 2.1). O sistema baseia-se no processo de

biodigestdo de residuos organicos (proteinas, carboidratos, lipideos) através da sua
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decomposigdo anaerdbia por bactérias (BOLZONELLA et al., 2005) produzindo residuos
desinfetados, evitando dessa forma, a proliferacdo de doencas veiculadas pela 4gua poluida
por esgoto doméstico (NOVAES et al., 2002).

Um esquema do sistema ¢ mostrado na Figura 2.2. O sistema ¢ composto por duas
caixas de fibrocimento de 1000 litros cada, conectadas exclusivamente ao vaso sanitario (pois
as aguas do chuveiro e da pia ndo apresentam potencial patogénico e sabdo ou detergente
possuem propriedade antibidticas que inibem o processo de biodigestdo) e uma terceira caixa

de 1000 litros que serve para coleta do efluente (adubo orgénico).

Curva 90 longa ) _
Te de inspecdo

Vélvula de retencao Vélvulas de : Tubos e conexdes / Registro de esfera
alivio da presséo de PVC de 4" ] solddvel de B0
("l ? — @ = f 1
i 1000L ‘ ‘ . 1000L ‘ i ~ 1000L Lﬁz
Caixas de cimento amianto ou polipropileno Caixa coletora
de efluentes

FIGURA 2.3 — Esquema do sistema da fossa séptica biodigestora (NOVAES et al., 2002)

As tampas das caixas devem ser vedadas com borracha e unidas entre si por tubos e
conexdes de PVC de 4”, com curva de 90° longa no interior das caixas e “T” de inspe¢io para
o caso de entupimento do sistema. Os tubos e conexdes devem ser vedados na jun¢do com a
caixa com cola de silicone e o sistema deve fica enterrado para manter o isolamento térmico.
Inicialmente, a primeira caixa deve ser preenchida com aproximadamente 20 litros de uma
mistura 1:1 de agua e esterco bovino (ou ovino) fresco. O objetivo desse procedimento ¢
aumentar a atividade microbiana e conseqiientemente a eficiéncia da biodigestao, devendo ser
repetido a cada 30 dias com 10 litros da mistura dgua / esterco através da valvula de retencao.
A Tabela 2.1 apresenta os principais microrganismos existentes no esterco de bovinos, que
atuam em simbiose na degradacdo dos substratos encontrados nas fezes humanas
(carboidratos, proteinas, gorduras entre outros). O sistema possui duas chaminés de alivio
colocadas sobre as duas primeiras caixas para descarga do gas acumulado (CHy). A coleta do

efluente ¢ feita através do registro de esfera de 60 mm instalado na caixa coletora.
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O dimensionamento do sistema ¢ indicado para uma familia de no maximo cinco
pessoas e permite que o material depositado nas caixas fermente por aproximadamente trinta

dias, periodo suficiente para uma completa biodigestdo (SCHOKEN-ITURRINO et al., 1995).

TABELA 2.1 — Bactérias presentes no rumem bovino (RUIZ, 1992)

Tiposde Bactérias Nomes

o Bacteroides succinogenes, Ruminococus flavefaciens, Ruminococus
Celuloliticas . o .
albus, Ruminococus Butyrivibrio fibrisolvens

Hemicelulolitica  Butyribrio fibrisolvens, Bacter6ide ruminicola, Ruminococus sp.

Butyvibrio fibrisolvens, Bacterdides ruminicola, Lachnospira
Pectinaliticas multiparus, Succinivibrio dextrinosolvens, Treponema bryantii,

Streptococus bovis

L Bacter6ide amylophilus, Streptococus bovis, Succimimonas
Amiloliticas » , ,
Amylolitica, Bacteroéide ruminicola

» Succinivibrio dextrinosolvens, Selenomonsas sp., Bacteroide
Ureoliticas ' . . o
ruminicola, Ruminococus bromii, Butivibrio sp., Treponema sp.

Apds o processo de desinfecgdo, o efluente gerado pode ser disposto em solo. Dentre
os principais sistemas de disposi¢do de aguas residuarias no solo (irrigagdo, infiltragao/
percolacdo e escoamento a superficie) a irrigacdo de culturas tem sido o método mais
acessivel (FEIGIN et al., 1991) e eficiente (DARWISH et al., 1999), particularmente, nos
paises em desenvolvimento onde ndo ha uma politica para o custo de tratamento das aguas

residuarias (FRIEDEL et al., 2000).

2.4 — Propriedades Quimicas do Solo

O solo, apesar de sua importancia vital para a humanidade constitui um material ainda
pouco compreendido. O estudo de sua organizagdo leva em conta os aspectos morfologicos e
estruturais, isto €, estuda seus constituintes (minerais ¢ organicos), suas dimensodes € 0 modo
como estes se encontram organizados. Envolve também a anélise dos espagos vazios (poros),
reflexo da organizacdo de seus constituintes. Trata-se de um estudo estatico que se baseia na

caracterizagdo do chamado perfil do solo. Os perfis se diferenciam através de horizontes,
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segundo uma organizagdo vertical, sendo os superiores mais ricos em matéria organica
(horizonte O) e os inferiores sobretudo em minerais (horizontes E, B e C). Tais horizontes se
distinguem pela cor, textura, estrutura e comportamento.

O solo em boas condigdes para o crescimento de plantas € constituido em seu
horizonte superficial (horizonte A), por aproximadamente 50 % de material sélido, 25 % de
agua e 25 % de ar. A propor¢do de dgua e de ar no solo pode variar de maneira bastante
acentuada e muito rapidamente, estando associada principalmente ao tamanho e quantidade de
poros existente, disponibilidade de 4gua e drenagem do terreno. A fase sdlida, ao contrario, ¢
mais constante (MELFI e MONTES, 2001). Essas condi¢des influenciam diretamente as
propriedades fisico-quimicas do solo.

Sdo muitas as propriedades quimicas do solo, sobretudo as relacionadas aos aspectos
de fertilidade e nutricdo de plantas. A troca idnica ¢ uma delas, e estd relacionada a presenca
de cargas superficiais, sendo entendida como um processo reversivel, pelo qual ions retidos na
superficie sdo substituidos por quantidades equivalentes de outros ions, estejam estes em
solu¢do ou ligados a uma outra fase sélida em contato com a primeira.

Nos solos, os mais importantes cations trocaveis sdo o Ca*", Mg®", H', K, Na' ¢
NH,". Entre os anions, os mais importantes sdo o SO42', CI', NOs, H,POy, HPO42', HCO5 e
os anions dos acidos humicos.

Uma outra propriedade quimica ¢ a capacidade de troca cationica (CTC), que define a
habilidade do solo em reter e adsorver cations. Estd relacionada a presenca de cargas
negativas na superficie das particulas coloidais (argilominerais, 6xidos e oxihidroxidos de Fe
e Al e compostos organicos — humus).

A CTC depende da textura do solo e, mais particularmente, do teor de argila e matéria
organica, pois tanto a argila quanto a matéria orgdnica apresentam grandes superficies
especificas, e portanto sdo materiais bastante reativos, dai possuirem CTC elevada. Destas
duas, a matéria organica, normalmente presente em menor quantidade, apresenta CTC cerca
de cinco vezes aquela das argilas, podendo também apresentar grande variacdo em funcao da
concentragdo dos grupos -COOH (MELFI e MONTES, 2001).

O pH ¢ outra propriedade quimica essencial, pois determina sob que forma os
elementos quimicos estardo nas solugdes que percolam o solo. Em fun¢ao do pH do solo e do
pKa dos elementos, pode-se prever sua existéncia sob uma forma catidnica (ou anionica), sob
forma de hidréxidos ou ainda sob forma de sais, sendo possivel definir a mobilidade dos

elementos em determinado solo, se conhecida a solubilidade dos produtos formados.
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2.5—-Matéria Organica do Solo

A matéria organica (MO) ¢ um importante constituinte do solo, sendo um componente
fundamental na qualidade dos sistemas agricolas em razao de seu conteudo e sua qualidade
serem os mais importantes fatores que mantém a fertilidade dos solos e a sustentabilidade dos
agroecossistemas (MARTIN-NETO et al., 2004; REEVES, 1997).

Segundo STEVENSON (1994), a matéria organica do solo consiste de uma mistura de
compostos em varios estagios de decomposi¢cdo, que resultam da degradagdo bioldgica de
residuos de plantas e animais, e da atividade sintética de microrganismos, denominado humus.
Este material complexo pode ser dividido operacionalmente, em substancias humicas (4cidos
htimicos, acidos fulvicos € humina) e ndo humicas (proteinas, aminoacidos, polissacarideos,
acidos organicos de baixa massa molar ceras e outros).

As substancias ndo hiimicas pertencem a grupos bem conhecidos da quimica organica
e suas caracteristicas fisicas e quimicas sdo bem conhecidas. Geralmente correspondem aos
compostos facilmente degradados por microrganismos, tendo, normalmente, tempo curto de
vida nos solos e sedimentos. Por sua vez, as substidncias htimicas (SH) sdo os maiores
constituintes da fracdo organica dos solos, sendo que ndo apresentam estrutura nem massa
molar definidas.

Quando se pensa em matéria organica destaca-se que ¢ um constituinte do solo que
pode representar at¢ menos de 1 % do total em massa, em muitos solos, mas que pelas
caracteristicas quimicas, envolvimento com as atividades bioldgicas, importincia para a
fertilidade do solo e nutricdo das plantas, papel na agregacdo das particulas do solo, e
reatividade com os demais constituintes endogenos e até exodgenos ao solo (como pesticidas e
metais pesados) tem papel muito relevante. Dentre as fungdes que a MO desempenha no solo,
pode-se destacar:

- bioldgica: regula as atividades da microflora e dos organismos da microfauna;

- nutritiva: serve como fonte de nutrientes para o crescimento das plantas, retendo e
fornecendo tanto os macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) quanto micronutrientes (Zn, Fe,
Mn e Cu), impedindo a perda por lixiviagdo e arraste dos fertilizantes quimicos;

- fisica e fisico-quimica: melhora a capacidade de retengdo de 4gua, drenagem, aeracdo
e conserva a estrutura do solo. E um dos grandes responsaveis pela CTC e pela capacidade
tampao do solo. Participa também no processo de decomposicao de agentes toxicos, formando
compostos complexos com metais toxicos e pesticidas, ajuda na retencdo de calor
influenciando na germinag¢do de sementes e desenvolvimento das raizes (STEVENSON,

1994).
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2.5.1 — Substancias Humicas

Segundo ZECH et al. (1997), a humificagdo ¢ a transformagdo de reservas
macromorfologicamente identificaveis em compostos humicos amorfos. Com isso, as
principais transformagdes que ocorrem durante a humificagdo, sdo a perda de polissacarideos
e de compostos fenolicos, a modificacdo das estruturas de lignina, e o enriquecimento em
estruturas aromaticas ndo ligninicas recalcitrantes. A humificacdo, bem como a decomposi¢ao
de residuo, ¢ mediada primeiramente por processo microbiologico, controlado principalmente
por variaveis locais especificas, tais como temperatura, regime de agua no solo, pH e
disponibilidade de nutrientes.

As SH sao diferentes de outros biopolimeros do hiimus, como carboidratos e proteinas,
pois ndo apresentam estrutura molecular e propriedades fisicas definidas e podem permanecer
por um longo periodo no solo (recalcitrancia). A presenca de varios grupos cromoforos em
sua estrutura resulta em absor¢do de energia em uma ampla faixa do espectro
eletromagnético, o que lhe confere cores variando de marron-clara a escura. Desempenham
um papel significante na formagao de agregados, no controle da acidez do solo e no ciclo de
elementos nutrientes. As SH sdo amorfas, escuras, com grande contetido de grupos organicos,
tais como, carboxilicos, fenolicos, endlicos, alcodlicos, quinonas entre outros € quimicamente
complexas (STEVENSON, 1994; SAAB, 1999; MARTIN-NETO et al., 2004).

Ainda hoje ndo existe um modelo estrutural para as substancias humicas que explique
totalmente sua composicdo quimica, estrutura, forma e tamanho, sendo que os modelos
existentes geram controvérsias e discussdes (CLAPP e HAYES, 1999; BURDON, 2001;
HAYES e CLAPP, 2001; MACCARTHY, 2001; PICCOLO, 2001).

2.5.1.1 —Modelo Macromolecular para as Substancias Humicas

Até pouco tempo as SH eram consideradas como polimeros macromoleculares, com
caracteristicas similares as macromoléculas bioldgicas como proteinas, polissacarideos,
acidos nucléicos e lignina. SCHULTEN e SCHNITZER (1993), a partir de técnicas analiticas
tais como pirolise, espectroscopia, degradacdo oxidativa e microscopia eletronica, sugeriram a
estrutura esquematica e macromolecular para os acidos humicos (AH), mostrada na Figura
2.4. Nessa estrutura, os AH contém longas cadeias alifaticas, grupos OH fenolicos livres e
ligados, nitrogénio e oxigénio como ponte de ligacdo dos grupos COOH localizados de
diferentes formas nos anéis aromaticos. De acordo com a solubilidade em fun¢do do pH, as

SH podem ser divididas operacionalmente, em acidos himicos, acidos fulvicos e humina. Os
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acidos fulvicos (AF) sdo soluveis em toda faixa de pH, os 4cidos hiimicos sdao soluveis em

meio alcalino e a humina (HU) ¢ insoluvel em toda faixa de pH (STEVENSON, 1994).
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FIGURA 2.4 — Modelo de estrutura para AH proposto por SCHULTEN e SCHNITZER (1993)

CH30H

Em 1997, SCHULTEN e SCHNITZER propuseram a existéncia de espagos vazios
(Figura 2.5) de diferentes tamanhos, onde poderiam alojar-se outros compostos organicos,
hidrofilicos ou hidrofobicos, como carboidratos e materiais proteinaceos, lipideos, pesticidas e

outros poluentes.
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FIGURA 2.5 — Modelo tridimensional de AH proposto por SCHULTEN e SCHNITZER (1997). Carbono : azul;
Oxigénio: vermelho; Nitrogénio: preto e Hidrogénio: branco. As letras A, B e C indicam os espacgos vazios
presentes, provavelmente, na estrutura das SH

2.5.1.2—-Modelo Supramolecular para as Substancias Himicas

A “quimica supramolecular” ¢ definida como a quimica dos arranjos e das ligacdes
intermoleculares, envolvendo entidades de grande complexidade que resultam da associagao
de duas ou mais espécies quimicas unidas por forgas intermoleculares, que podem ser ligagdes
secundarias, ligacdes de hidrogénio, interacdes doador-aceptor (tipo acido-base de Lewis) ou
interagdes i6nicas (OLENDZKI, 2006).

Segundo PICCOLO (2001), as SH seriam moléculas pequenas e heterogéneas, de
varias origens e auto-organizadas em conformacdes supramoleculares. As superestruturas
humicas ndo estariam associadas por ligagdes covalentes, mas sim seriam estabilizadas por
forgas fracas, tais como interacdes hidrofobicas do tipo van der Waals e ligagdes de
hidrogénio, estas ultimas sendo mais importantes quanto menor o valor de pH. Estas
interagdes determinariam a estrutura conformacional nas supramoléculas de SH.

Considerando o modelo supramolecular, os 4cidos fulvicos s3o associacdes de
pequenas moléculas hidrofilicas dispersas em solu¢ao devido a repulsdo eletrostatica das
cargas negativas provenientes da dissociacdo dos grupos acidos, como por exemplo, os

carboxilicos, a qualquer valor de pH. Os acidos himicos sdo constituidos por associa¢des de
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estruturas predominantemente hidrofobicas (cadeias polimetilénicas, 4acidos graxos e
esteroides), que sdo estabilizadas em pH neutro por forcas dispersivas hidrofobicas (van der
Waals, nt-wt, e ligagdes CH-m). Os &cidos hiimicos crescem gradualmente em tamanho com o
decréscimo do pH até a sua precipitagdo. Segundo PICCOLO (2001), a influéncia do pH
ocorre por meio da protonacdo da molécula e conseqiiente aumento das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares. O modelo supramolecular foi reforgado pelos resultados obtidos
por SIMPSON, 2002 ¢ SIMPSON et al., 2002. Estes autores demonstraram que as substancias
himicas extraidas de solos sdo formadas por uma mistura de substincias agregadas de massa
molecular em torno de 2000 Da e propuseram um esquema (Figura 2.6) para ilustrar como as
principais estruturas identificadas nas substancias humicas poderiam formar um agregado na

presenca de cations metélicos de ocorréncia natural nos ecossistemas terrestres.

FIGURA 2.6 — Esquema de estrutura das SH proposto por SIMPSON et al. (2002), unidades vermelhas: cations
metalicos; unidades pretas: polissacarideos; unidades azuis: polipeptidios; unidades verdes: cadeias alifaticas e
unidades marrons: fragmentos aromaticos

2.6 — Disponibilidade de Nutrientes no Solo

A disponibilidade de nutrientes no solo leva em conta trés fatores, considerando as
interagdes entre os nutrientes e a matéria organica do solo. Eles sdo (1) residuos de plantas e
animais no solo, os quais sob decomposicdo liberam N, P, S e micronutrientes para o
crescimento das plantas; (2) a biomassa microbiana, a qual serve como estoque temporario de
nutrientes (com tempo médio de residéncia de meses a poucos anos); € (3) a fragao htimica da
matéria organica, que tem um longo tempo médio de residéncia (250 a 1000 anos).

A conversdo de formas organicas de N, P e S para formas minerais disponiveis (NH,",

- - 2- , .. . . , - .
NOs, PO,>, SO4%) ocorre através da atividade de microrganismos e ¢ influenciada por fatores
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que afetam a atividade microbiana (temperatura, umidade, pH, entre outros) bem como pelas
razdes C/N, C/P e C/S de residuos de plantas em decomposi¢do. Este processo ¢ conhecido
como mineralizagdo e ¢ sempre acompanhado pela conversdo de formas minerais de
nutrientes em formas organicas, sendo este processo denominado imobilizacdo

(STEVENSON, 1986).

2.7 — Disposicéo de Residuos no Solo

Os trabalhos cientificos sobre a utilizacdo de esgotos tratados em praticas agricolas
tém demonstrado que sua disposi¢do no solo adiciona uma série de substancias que podem
alterar suas propriedades fisicas, quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas, afetando em geral,
positivamente o desenvolvimento das plantas (MELO et al., 1994; SOUSA et al., 2001;
FONSECA et al., 2005; HUSSAR et al., 2005; NGOLE et al., 2006; FONSECA et al., 2007).

Os residuos de esgotos gerados apds tratamento sdo constituidos essencialmente por
matéria organica, de acordo com o tipo de tratamento ao qual foi submetido. Isso significa que
sua disposi¢do no solo permite a incorporacdo de uma quantidade apreciavel de matéria
organica (MO) nos horizontes superficiais do solo.

A MO, como sabido, desempenha um importante papel na definicio de certos
atributos do solo, determinando algumas de suas mais importantes propriedades fisicas,
quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas. Indiretamente, sua presenca condiciona também a
dindmica das solugdes no interior do solo, afetando, dessa forma, o préprio funcionamento do
sistema pedolégico (MELFI e MONTES, 2001).

O uso de efluentes provenientes do tratamento de esgotos na agricultura ¢ uma pratica
comum em muitos paises (SAADI et al., 2006; FONSECA et al., 2007). Em paises de clima
tropical como o Brasil, esse tipo de pratica apresenta aspectos positivos em funcdo da
temperatura a qual o solo é exposto, o que favorece a uma intensa atividade intempérica,
proporcionando uma rapida mineralizacdo da MO e também disponibilizando nutrientes ao
meio. A principal vantagem na utilizacdo de efluentes reside na recuperagdo de um recurso de
grande importancia para a agricultura — a dgua; além disso, os constituintes desses efluentes
sdo produtos que podem aumentar a fertilidade dos solos por conter nutrientes essenciais as
plantas. Por outro lado, melhoram também a aptidao agricola dos solos, devido a MO que lhe
¢ adicionada, com a conseqiiente formac¢ao de humus.

A reutilizacdo de efluentes oferece, ainda, vantagens do ponto de vista da protecdo do
ambiente na medida em que proporciona a redu¢do ou mesmo a eliminagdo da polui¢do dos

meios hidricos habitualmente receptores desse material. Paralelamente da-se a recarga dos
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aquiiferos, beneficiada com a melhoria da qualidade da agua derivada da depuragdo

proporcionada aos efluentes através da percolacao no solo (MIRANDA, 1995).

2.8 — Efeito da Adicéo de Residuos Or ganicos nas Car acteristicas Quimicas
e Fisicasdo Solo

A adigdo de residuos organicos provoca importantes alteragdes nos atributos fisicos,
quimicos e fisico-quimicos do solo, em decorréncia do aumento do contetido de MO. Varios
autores mostraram os efeitos positivos que a adi¢do de matéria organica provoca no estado de
agregacao das particulas, na porosidade, na densidade, na capacidade de retengao e infiltragcao
de agua, na temperatura, na capacidade de troca catidonica (CTC), no pH e na fertilidade do
solo (METZGER e YARON, 1987; MARCIANO et al., 1999, FONSECA et al., 2005).

Alteragdes nas propriedades fisico-quimicas do solo afetam de forma acentuada sua
funcionalidade, pois alteram a circulacdo das solugdes no interior do solo. O pH é uma
propriedade quimica essencial do solo, visto que a concentracdo hidrogenidnica define o
comportamento dos elementos quimicos no solo e também o comportamento dos seres vivos
(fauna e flora). De uma maneira geral, a adi¢ao de residuos organicos provoca um aumento no
valor do pH e também nas cargas negativas do solo (BATAGLIA et al., 1983), sendo que a
existéncia de cargas elétricas condiciona a reatividade fisico-quimica dos constituintes do solo
com os ions que se encontram na solucdo do solo ou nos outros constituintes minerais,
polimeros orgéanicos ou minerais, que possuam cargas na superficie (MELFI e MONTES,
2001).

Normalmente, o valor de pH de aguas residuarias usados em irrigacao, nao tem
afetado significativamente o pH do solo, por causa do seu poder tampao. Dessa forma, ndo ¢
de se esperar efeito direto do efluente no pH do solo, mesmo com a ocorréncia de HCO3
(uma das formas presentes de alcalinidade) nas aguas residudrias. No entanto, existe a
possibilidade dessa alcalinidade associada as altas concentracdes de Na™ e COs> em 4guas

alcalinas, ocasionar um aumento no valor de pH do solo (BOUWER e IDELOVITCH, 1987).



Capitulo 2 — Revisdo de Literatura 18

2.9 — M étodos Espectr oscopicos

2.9.1 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A radiagdo infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético entre as
regides do visivel e das microondas. A espectroscopia no infravermelho ¢ uma das
ferramentas mais tteis para o quimico na identificagdo de compostos organicos e inorganicos,
pois, com exce¢do de poucos compostos homonucleares tais como as moléculas de Oy, N e
Cl,, todas as espécies moleculares absorvem radiag@o infravermelha (SKOOG et al., 2002). A
regido do infravermelho de maior utilidade para os quimicos organicos esta localizada entre
4000 e 400 cm™. H4 também uma regido de 14290-4000 cm™, chamada de infravermelho
proximo e outra em 700-200 cm™, denominada infravermelho distante.

A interagdo da radiacdo infravermelha com uma molécula envolve a interagdo de um
componente oscilante do campo elétrico da radiagdo com o momento dipolo oscilante da
molécula. Assim, para as moléculas absorverem radiacdo infravermelha como energia de
excitacdo vibracional ¢ necessario haver mudan¢a em seu momento de dipolo, e quando ha
esta modificacdo, os compostos absorvem energia em certas regides do espectro. As
moléculas diatdmicas homonucleares ndo apresentam mudanca em seu momento dipolo,
conseqiientemente ndo possuem absor¢ao no infravermelho (SILVERSTEIN, 2000).

A absorcdo de radiagdo infravermelha pela molécula resulta em movimentos
rotacionais e vibracionais dos grupos moleculares e de suas ligacdes quimicas. As vibragdes
podem ocorrer tanto na forma de estiramento, na qual os 4tomos permanecem no mesmo eixo
de ligacdo, variando-se o comprimento da ligagdo, como também na forma de deformagao
angular, onde as posigdes dos atomos mudam em relacdo ao eixo de ligacdo original
(SILVERSTEIN, 2000).

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho ¢ muito utilizada para
identificar grupos funcionais presentes em compostos organicos, sendo de grande importancia
na avaliagdo da taxa de degradagdo de compostos de lodo de esgoto (GRUBE et al., 2006) ¢
também na caracterizacdo das substincias humicas presentes no solo (STEVENSON, 1994).
As informagdes obtidas na identificagdo de grupos funcionais como hidroxilicos, carboxilicos,
carboxilatos, alifaticos, aminicos, entre outros, auxiliam a descrever a natureza dos AH das
mais diferentes origens. Na Tabela 2.2 sdo apresentadas algumas bandas tipicas das

substancias hiimicas.
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TABELA 2.2 — Bandas no infravermelho do acido hiimico descritas por NIEMEYER et al., (1992)

Regido (cm™) Origem

3380 Estiramento OH do grupo fenélico (contribui¢do de OH alifético, H,O e
possivelmente NH)

3030 Estiramento CH aromatico

2930 Estiramento CH assimétrico

2840 Estiramento CH simétrico

2600 Estiramento OH de H-ligado a —COOH

1720 Estiramento —C=0 de -COOH

1610 Estiramento C=C aromatico e/ou estiramento —COQ" assimétrico

1520-1525 Estiramento C=C aromatico, deformacdo N-H e estiramento C=N de amidas

1450 Deformacdo —CH de —CHj; e dobramento —CH de —CH,

1350 Estiramento —COO simétrico e/ou dobramento —CH de alifaticos

1270 Estiramento —C-O de fenolico

1225 Estiramento —C-O e deformagdo OH de -COOH

1170 Estiramento —C-OH de alifaticos OH
Estiramento C—O de polissacarideos ou derivados de polissacarideos e Si—O de

1050 e 1040 . .

impurezas silicatadas

830 Vibragao CH fora do plano. Impurezas argilosas

775 Vibragdo CH fora do plano

A espectrometria com transformacdes de Fourier (FTIR), que se desenvolveu muito

nos ultimos anos, tem varias vantagens sobre os instrumentos de dispersdo. Como nao se

usam monocromadores, a totalidade da faixa de radiagdo passa simultaneamente pela amostra

com enorme ganho de tempo. Isto permite resolugdes extremamente altas (< 0,001 cm™).

Além disto, o resultado de varias varreduras ¢ combinado para diminuir os ruidos, gerando

espectros com excelentes relagdo sinal/ ruido com relativamente pouca amostra

(SILVERSTEIN, 2000).
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2.9.2. — Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletr 6nica (RPE)

A RPE refere-se a absorcdo de energia de elétrons desemparelhados de um atomo,
molécula ou ion quando estes se encontram sujeitos a aplicagdo de um campo magnético.
Assim, a condi¢ao necessaria para se utilizar essa técnica ¢ que o sistema em estudo apresente
ao menos um e¢létron desemparelhado (WEIL et al., 1994).

O fendmeno de RPE ¢ baseado no efeito Zeeman eletronico, ou seja, na capacidade de
desdobrar o estado de energia do nivel de spin, o que ¢ obtido por meio da aplicagdo de
campo magnético. Em seguida, com a aplicacdo de uma radiagdo eletromagnética, € possivel
gerar transicdo dos elétrons em diferentes estados de spin de menor energia para o estado
excitado. No retorno ao estado fundamental, essa energia ¢ devolvida ao meio e pode ser
detectada. No caso do spin eletronico, o estado de menor energia ¢ ms = -2 e o estado

excitado é mg= +'5, conforme ilustrado na Figura 2.7, a qual ilustra o fendmeno de RPE.
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FIGURA 2.7 — A. Esquema simplificado do fendmeno de RPE, mostrando o efeito Zeeman para um sistema com
| = %; B. caracteristica do espectro de absor¢do; e C. a primeira derivada do espectro de absorgdo, a qual ¢
normalmente detectada nos espectrometros de RPE, indicando os pardmetros: fator g, largura de linha do sinal
(AH) e intensidade do sinal (I)
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As SH possuem radicais livres produzidos por grupos semiquinonas, formados pela

deidrogenagdo oxidativa de compostos fenolicos (Figura 2.8), os quais sdo observaveis pela

RPE (Figura 2.9).
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FIGURA 2.8 — Esquema da estabilizagdo do radical livre do tipo semiquinona (SENESI e SCHNITZER, 1977)

A técnica de RPE tem sido muito usada em estudos a cerca do grau de humificacao
das SH (RIFFALDI e SCHNITZER, 1972; SENESI e SCHNITZER, 1977; MARTIN-NETO
et al., 1991, MARTIN-NETO et al., 1994a). O grau de humificagdo esta associado a

estabilidade e complexidade das moléculas de SH, o que significa que cadeias maiores, com

maior conteudo de grupos aromaticos apresentardo maior grau de humificacdo. Assim, a RPE

tem se mostrado Util na caracterizacdo da matéria orgénica de solos submetidos a diferentes

formas de manejo (GONZALEZ-PEREZ et al., 2004), sendo possivel observar a diminuigio

do grau de humificagdo da matéria organica natural do solo quando sdo tratados com residuos

organicos (SANTOS, 2006).
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FIGURA 2.9 — Espectro tipico de RPE de acido himico mostrando o sinal do radical livre do tipo semiquinona

A técnica de RPE possibilita também informagdes estruturais sobre a complexacao dos
ions metalicos paramagnéticos, grande parte micronutrientes (Fe, Cu, Cr, Mn, Mo) com as
substancias htiimicas (MARTIN-NETO et al., 1991). Resultados obtidos por OLENDZIK
(2006) mostraram que os fons Fe’" estio ligados a MOS através de grupos oxigenados,
enquanto que os ions Mn>", observados na fragio humina formavam complexos de esfera

externa com ela.

2.9.3 — Espectroscopia de Ressonancia M agnética Nuclear (RMN)

As técnicas de RMN fundamentam-se na absor¢do seletiva de radiofreqiiéncias por
nlcleos presentes em amostras colocadas em um campo magnético. Os nucleos assim
excitados, apenas de forma muito ténue devido a pequena diferenca de energia entre os
estados energéticos, regressam ao estado fundamental emitindo energia radiante no dominio
temporal, que apds transformac¢dao matematica (aplicagdo de uma transformada de Fourier)
apresentam variagdes no dominio das freqiiéncias. A determinagdo precisa dos valores destas
radiofreqiiéncias especificas emitidas, que variam dependendo do campo magnético sentido
pelos nucleos, e a velocidade de regresso ao estado fundamental (relaxagdo) constituem a
esséncia das técnicas de RMN, permitindo ndo s6 a elucidagdo estrutural como também
estudos da dinamica molecular.

A absorcdo ¢ funcdo de determinados nucleos da molécula. Nicleos que possuem um
niamero de spin, |, igual a %2 (por exemplo, lH, 3H, BC, 15N, ]9F, 3]P) apresentam uma

distribuicao de carga esférica e uniforme, o que facilita a obten¢ao dos espectros de RMN.
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Segundo a mecanica quantica, o numero de spin |, determina o nimero de orientagdes
diferentes que um nticleo pode assumir quando colocado em um campo magnético uniforme,
de acordo com a férmula 2| + 1. Na Figura 2.10 estdo apresentados dois niveis de energia,
com um pequeno excesso de populagdo dos nucleos (com | = %) no estado de energia mais
baixa (N, > Ng) de acordo com a distribuigdo de Boltzmann. Os estados sdo identificados
como 2 e -¥2 (SILVERSTEIN, 2000; ATKINS, 2004).

O fendmeno da RMN ocorre quando se coloca a amostra em um campo magnético By
e os nucleos com | > 0 se orientam na diregdo de campo gerando 2| + 1 niveis de energia

(Figura 2.10), a qual € representada pela equacao

E= h’YBol
2n

onde h ¢ a constante de Planck e y ¢ a razdo giromagnética. Esse desdobramento em

niveis de energia € o efeito Zeeman. A diferenca de energia entre os dois niveis ¢ dada por

AE =hv = ho
2n

onde ® ¢ denominada freqiiéncia de Larmor e ¢ igual a -yBy. A espectroscopia de
RMN consiste, entdo, em detectar a freqiiéncia (0 = 21tv) em que ocorre a transicao entre os

dois niveis de energia.

E T Spin = -%2

="

Spin = +Y%2

MP B

FIGURA 2.10 — Dois niveis de energia dos hidrogénios, como descritos pela mecanica quéntica, em um campo
magnético de magnitude By. N ¢ a populagdo. A dire¢do do campo magnético (111) esta para cima, paralelo a
ordenada, e Byaumenta para a direita
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A RMN tornou-se relevante na identificagdo de compostos organicos, uma vez que
grupos de um dado nucleo ocupando posi¢des diferentes numa molécula podem ser
distinguidos em regides diferentes do espectro, possibilitando dessa forma estudos a cerca da
estrutura molecular em fungdo, principalmente, dos nucleos de 'H e de °C. O nucleo de *C
ndo ¢ magneticamente “ativo” (o numero de spin |, é igual a zero). O nicleo de "*C, porém,
tem como o nucleo de 'H, nimero de spin igual a Y. Como, entretanto a abundancia natural
de PC ¢ s6 1,1 % da de 12C ¢ sua sensibilidade apenas 1,6 % da do hidrogénio, a sensibilidade
total do nucleo de *C, em comparagio com 'H, ¢ cerca de 1/5700 (ATKINS, 2004).

Em virtude da baixa abundancia natural do isotopo "°C, a atividade na espectroscopia
de RMN de "*C somente desenvolveu-se, efetivamente, a partir do comego dos anos 1970
(vinte anos ap6s o rapido desenvolvimento da espectroscopia de "H) quando foi introduzida a
técnica pulsada com transformada de Fourier, a qual possibilitou a irradiagdo simultdnea de
todos os nucleos de °C. A medida espectroscopica de RMN de °C, pode ocorrer tanto com
amostras na forma liquida quanto na solida (SILVERSTEIN, 2000).

Na espectroscopia de RMN de "“C com amostras no estado liquido, elas sdo
usualmente dissolvidas em solventes deuterados e o sinal de °C do tetrametilsilano (TMS) é
usado como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos observados vao até cerca de 240
ppm a partir do TMS, uma faixa aproximadamente 20 vezes maior do que a dos espectros de
'H comuns (~12 ppm). Em conseqiiéncia desta larga faixa e de os sinais desacoplados serem
agudos, as impurezas sdo facilmente detectadas e espectros de misturas podem ser analisados
(SILVERSTEIN, 2000).

Para aplicacio RMN de "°C aos sélidos, a principal dificuldade encontrada reside na
baixa resolucdo caracteristicas das amostras solidas. Para obter um espectro com melhor
resolucdo, problemas como o alargamento de linha devido tanto as interagdes dipolares
heteronucleares (*C, '"H) como & anisotropia do deslocamento quimico, ¢ a baixa
sensibilidade devido aos longos tempos de relaxacdo spin-rede dos nucleos de *C devem ser
resolvidos. No estado liquido estas interacdes anisotropicas estdo presentes, mas sao
eliminadas pelo rapido movimento isotropico das moléculas. Com o desenvolvimento de
técnicas novas e sofisticadas tais como: desacoplamento de alta poténcia, técnica de rotacao
segundo o angulo magico (MAS, do inglés Magic Angle Spinning) ¢ polarizag¢ao cruzada (CP,
do inglés Cross Polarisation) estas limitagdes da RMN no estado solido tém sido melhoradas
(ATKINS, P. e PAULA, J. 2004).

Utilizando o desacoplamento de alta poténcia ¢ possivel eliminar o alargamento das

linhas no espectro RMN de "*C provocado principalmente pelas interacdes dipolares entre os
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nucleos de °C ¢ 'H. Estas intera¢des surgem devido & influéncia dos hidrogénios que sdo
abundantes e originam um campo local sob os nucleos de *C. O desacoplamento ¢é feito
através da redugdo do momento magnético dos niicleos de 'H que sio abundantes, pela
aplicacdao de sua radiofreqliéncia de ressonancia, que mantém o momento dipolo magnético
em alta rotagao.

A técnica de MAS elimina os vestigios da interagdo dipolar °C — 'H e minimiza os
efeitos da anisotropia sobre o deslocamento quimico através da rotacdo da amostra segundo o
angulo de 54,74° , denominado angulo magico, em relagdo ao campo aplicado (Figura 2.11).

A CP permite aumentar a sensibilidade dos nucleos de "*C e reduzir os longos tempos
de relaxacdo spin-rede, mediante transferéncia da magnetizagdo de spins de nucleos
abundantes como 'H para os spins de nucleos pouco abundantes como os de *C, contribuindo

também para o aumento da resolucdo pelo incremento de magnetizacao total.

Bo

FIGURA 2.11 — Na rotagdo no angulo magico, a amostra gira fazendo um angulo de 54,74° com a dire¢do do
campo magnético (By) aplicado. O movimento rapido sobre este angulo promedia em zero as interagdes dipolo-
dipolo e as anisotropias do deslocamento quimico (ATKINS, P. e PAULA, J. 2004)

Através da RMN de "°C podem-se identificar as diferentes vizinhangas dos respectivos
nucleos, frente a um campo magnético aplicado e, que possibilitam caracterizar a estrutura das
SH. No entanto, os espectros caracteristicos das SH (Figura 2.12) apresentam bandas largas e
sobreposi¢do, o que impede uma atribui¢do exata. Porém, existe a possibilidade de se obter
informac¢do semiquantitativa mediante a integracdo dos picos largos e a associacdo com
grupos funcionais caracteristicos das SH. As principais regides do espectro semiquantificadas
por RMN de °C no estado sélido em AH, mostrados na Figura 2.12, sio pertinentes aos
grupos alifaticos (0-45 ppm), N-alifaticos e metoxilicos (45-60 ppm), O-alifaticos (60-110
ppm), aromaticos (110-140 ppm), O-aromaticos (140-160 ppm), carboxilicos (160-185 ppm)
e carbonilicos (185-230 ppm).
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FIGURA 2.12 — Espectro RMN de "C tipico de AH mostrando os grupos funcionais associados as bandas
correspondentes (SKJIEMSTAD et al., 1998)

2.9.4 — Espectroscopia de Fluor escéncia em Solucao

Luminescéncia ¢ a emissao de luz por uma substancia quando submetida a algum tipo
de estimulo. A luminescéncia ¢ formalmente dividida em duas categorias, fluorescéncia e
fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado. O processo de luminescéncia de
uma molécula estd diretamente relacionado com os processos de absor¢do e dissipacdo de
energia da mesma. A energia absorvida ¢ dependente da diferenca de energia entre o estado
fundamental e o estado excitado (LAKOWICZ, 2004).

Quando a energia absorvida pela molécula ndo ¢ suficiente para sua ionizagdo ou
dissociagdo, ela permanecera no estado excitado por um determinado tempo, chamado tempo
de vida do estado excitado. Logo em seguida, ela emite energia na forma de calor e/ ou luz.
Essa luz emitida por esse processo ¢ o que chamamos de luminescéncia. Dependendo do
tempo de vida do estado excitado o processo ¢ denominado fluorescéncia ou fosforescéncia
(Figura 2.13). Estados excitados com tempos de vida curtos (107-107s), no qual envolvem
transi¢des singleto-singleto, levam a processos chamados de fluorescentes. Os processos
denominados fosforescentes requerem um estado intermediario tripleto, devido a reversao do
spin entre o estado fundamental e o excitado, o qual retarda a emissdo levando a estados
excitados com tempo de vida longo (> 10°s) (LAKOWICZ, 2004).

No estado excitado singleto, o elétron excitado estd emparelhado ao elétron que
permaneceu no estado fundamental. Dessa forma, o spin retorna ao estado fundamental com a

emissdo de um foton. Esse processo de transi¢do eletronica possui um tempo caracteristico
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préximo a 10 ns (10 x 107 s) sendo denominado fluorescéncia. Para que ocorra determinada
transicao, a energia absorvida deve ser equivalente a diferenca entre o estado eletronico inicial
e o excitado. Este valor representa o A de excitacdo e ¢ caracteristico de uma estrutura
molecular em particular. No retorno ao estado fundamental, o elétron emite energia que pode
manifestar-se em forma de calor ou emissao de féotons com um A especifico, chamado A de
emissdo, logo a energia emitida ¢ menor que a absorvida por causa das perdas na forma de

calor ou vibrac¢des moleculares (LAKOWICZ, 2004).
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FIGURA 2.13 — Niveis vibracionais e eletronicos de uma molécula organica, e caminhos de decaimento
radiativos e ndo radiativos (NARIMOTO, 2006)

Na fluorescéncia, transi¢des tipicas envolvem a promog¢ao de elétrons ndo ligantes (n)
ou ligantes () para orbitais antiligantes m*. Esses sdo altamente provaveis em compostos
denominados fluoréforos, os quais sdo sistemas moleculares contendo 4&tomos com pares de
elétrons nao compartilhados, tais como, oxigénio e nitrogé€nio € em estruturas aromaticas e/ ou
alifaticas conjugadas de insaturacdes com alto grau de ressonancia, isto ¢, deslocalizagdo
eletronica, como ¢é observado para as SH do solo (SENESI et al., 1991).

Nao existe uma defini¢do clara com respeito a composi¢cdo quimica e estrutural da
MO presente no solo. Sabe se, por exemplo, que os principais constituintes desse material sao
as SH. Porém, a estrutura quimica dessas substancias ainda ¢ indefinida, pois existem grandes
variagdes com relagcdo a sua composicao elementar, massa molecular, e concentragdo e tipos

de grupos funcionais.
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O uso da fluorescéncia nos estudos das SH estd apoiado pela presenca de varias
estruturas fluorescentes intrinsecas & molécula humica e seus precursores, particularmente
aromaticos, fenois e grupos quinona (SENESI et al., 1991). Estruturas fluorescentes nativas
ou incorporadas as SH constituem apenas uma pequena por¢do da macromolécula humica,
entretanto, sua variedade e a dependéncia de suas propriedades do meio de origem, permitem
a obtencdo de informagdes sobre seu comportamento fluorescente e sobre a natureza quimica
da SH (SENESI e LOFFREDO, 1999). O comportamento fluorescente médio da molécula ¢ o
resultado da soma de todos os espectros individuais dos diferentes fluoréforos da molécula.

A espectroscopia de fluorescéncia tem sido usada para avaliar o indice de humificagao
da matéria orgéanica do solo (ZSOLNAY et al., 1999; KALBITZ €t al., 2000; OHNO, 2002;
ZOLNAY, 2002; MILORI et al., 2002; CARVALHO et al., 2004). Para tal, tém sido

propostas metodologias utilizando modalidades de emissdo e de varredura sincronizada.

2.9.4.1 —Modalidade de Emissao

Em um espectro de emissdo costuma-se definir um comprimento de onda especifico
para excitagao das moléculas da amostra. O comprimento de onda da radia¢do incidente é
definido a partir do espectro de absorcdo da amostra, sendo aquele no qual houve maior
intensidade de radiacdo absorvida. Mantendo-se fixo o comprimento de onda de excitacao ¢
possivel obter os comprimentos de onda e as intensidades das emissdes provenientes da
relaxagdo dos componentes da amostra.

ZSOLNAY et al., (1999) propuseram uma metodologia para avaliar o indice de
humificacdo da matéria organica do solo, utilizando um espectro de emissao de fluorescéncia
com excitacdo em 240 nm. O indice de humificacdo, foi avaliado com base na area do
espectro, a qual foi dividida em quatro partes. Dividindo-se a quarta parte do espectro pela
primeira, obteve-se o indice, denominado A4/A;. Os autores utilizaram essa relagcdo a despeito
de que moléculas mais aromaticas fluorescem em comprimentos de onda maiores do que
moléculas com estruturas mais alifaticas, as quais necessitam de maior energia para
fluorescer. Dessa forma, a razdo entre essas duas areas ¢ um indicativo de qudo humificada
(maior aromaticidade) estd a MOS. Um espectro de fluorescéncia de emissao de uma solucao

de AH, segundo a metodologia de ZSOLNAY et al., (1999), ¢ apresentado na Figura 2.14.
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FIGURA 2.14 — Espectro de emissdo de fluorescéncia de AH extraidos de solo tratado com lodo de esgoto,
obtido segundo metodologia de ZSOLNAY et al., (1999). Comprimento de onda de excitagdo A= 240 nm
(NARIMOTO, 2006)

MILORI et al., (2002) propuseram utilizar como indice de humificagdo a area do
espectro de emissao medido com o maior comprimento de onda correspondente ao maximo de
intensidade de fluorescéncia obtido no espectro de excitagdo. Esta seria uma medida relativa
a quantidade de compostos mais condensados e mais aromaticos. Denominou-se A4es 0 indice
de humificagdo determinado segundo MILORI et al., (2002), que neste caso ¢ igual a integral
da regido total do espectro de emissdo (Figura 2.15) da amostra com comprimento de onda de

excitacao Aexc—= 465 nm.
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FIGURA 2.15 — Espectro de emissdo de fluorescéncia de AH extraidos de solo tratado com lodo de esgoto,
obtido segundo metodologia de MILORI et al., (2002). Comprimento de onda de excitagdo A= 465 nm
(NARIMOTO, 2006)

2.9.4.2 —Modalidade Sincronizada

O espectro de varredura sincronizada ¢ obtido monitorando-se os comprimentos de
onda de excitagdo e emissdo de forma sincronizada com um intervalo constante entre ambos,
onde AX = Aem - Aexe- Ao utilizar a modalidade de emissdao sincrona para estudar amostras
contendo uma grande variedade de compostos organicos, tais como as SH, aumentam-se as
chances de ocorréncia de sobreposicdo de picos, podendo gerar distor¢des no sinal de
fluorescéncia. No entanto, a resolugdo de um espectro de fluorescéncia pode ser comprimida
ou expandida conforme diminui-se ou aumenta-se o valor de AL (VO-DINH, 1978).
KALBITZ et al., (2000) sugeriram um valor de AL = 55 nm para avaliar o indice de
humificacdo da matéria organica do solo. Nesta metodologia, os espectros de fluorescéncia
sincronizados das SH apresentam dois picos em torno de 360 e 400 nm e um ombro proéximo
a 470 nm. Esse perfil muda dependendo do indice de humificacdo da matéria organica,
podendo ser avaliado medindo-se a razdo entre a intensidade de fluorescéncia em 400 e 360
nm ou em 470 e 360 nm. A Figura 2.16 mostra um espectro de fluorescéncia sincronizada

obtido para uma solu¢do de adcido humico extraido de solo tratado com lodo de esgoto.
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FIGURA 2.16 — Espectro de varredura sincronizada de AH extraidos de solo tratado com lodo de esgoto, obtido
segundo metodologia de KALBITZ et al., (2000). AL =55 nm (NARIMOTO, 2006)

2.9.5 — Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser (FIL)

O principio basico da FIL ¢ o mesmo exposto para fluorescéncia na sessdo anterior. A
diferenca consiste apenas no fato da excitacdo do material fluorescente ser feita através de um
laser. O uso do laser apresenta vantagens como a intensidade de luz mais alta num
comprimento de onda de excitacdo especifico produzindo assim melhor relacdo sinal-ruido
quando comparada a fluorescéncia induzida por ldmpada, e maior seletividade na excitagdo
tendo portanto, menos fatores de interferéncia no sinal da fluorescéncia.

Na Figura 2.17 tem-se um esquema basico da montagem experimental para realizar
analises de FIL em amostras opacas usando um laser de argdénio (Ar) como fonte de
excitacdao. O prisma na saida do laser possibilita a separagdo da emissdo laser da fluorescéncia
de fundo do gés, permitindo uma excitagdo “limpa” da amostra. A lente coleta o sinal de
fluorescéncia e focaliza sobre a fenda do monocromador. O filtro elimina a excitagao
espalhada pela superficie da amostra. O chopper serve para modular a luz numa freqiiéncia
definida que serve de referéncia para o amplificador lock-in. Um sistema de aquisigdo
controla o passo do monocromador ¢ a leitura do sinal do lock-in gerando o espectro de

emissdo da amostra.
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FIGURA 2.17 — Montagem experimental para realizacdo de andlises de fluorescéncia induzida por laser
(NARIMOTO, 2006)

A espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser tem se mostrado eficiente na
analise da matéria organica de solos, fornecendo resultados satisfatorios de forma agil, limpa
e em condigdes proximas das naturais, visto que as amostras de solo ndo precisam ser
submetidas a um tratamento prévio, como necessario em outras técnicas tais como RMN e
RPE entre outras (MILORI et al., 2003; MILORI et al., 2004; MILORI et al., 2006). Para a
analise de FIL sdo utilizadas pastilhas de solo (aproximadamente 1 cm de didmetro e 2 mm de

espessura) prensadas em molde de aco, como apresentado na Figura 2.18A.



Capitulo 2 — Revisio de Literatura 33

FIGURA 2.18 — A. Pastilhas de solo usadas para obteng@o dos espectros. B. laser incidindo sobre uma pastilha
de solo

A fluorescéncia do solo tem origem na MO, pois essa possui grupos funcionais ricos
em ligagdes insaturadas contidas em sistemas rigidos. Esses grupos, denominados fluor6foros,
estdo presentes principalmente na MO mais humificada, tais como OH fendlicos livres e
ligados, estruturas de quinona, grupos carboxilicos ligados e anéis aromaticos.

Utilizando a FIL, MILORI et al., (2004) propuseram para obten¢do do indice de
humificacdo, a razdo entre o valor da area sob a curva de fluorescéncia (ACF) com excitacao

em 458 nm e a porcentagem de carbono organico total (COT) presente na amostra de solo,
HFIL= ACF/COT

a qual visa normalizar a relagdo entre intensidade de emissdo e a concentragdo de

grupamentos fluoréforos presentes na matéria organica da amostra.

2.10 — Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP OEYS)

A espectrometria de emissdo 6tica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) ¢é
uma técnica analitica que pode ser usada para determinagdo de elementos em niveis de tragos,

baseada nos espectros de emissao dos mesmos (VANDECASTEELE e BLOCK, 1993).
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O principio fundamental da emissdo atdmica envolve a medida da intensidade da
radiag¢do eletromagnética na forma de luz emitida por atomos excitados e ou ionizados (ou
também por moléculas). Nesse caso, atomos sdo excitados e/ ou ionizados e ao retornar ao
estado fundamental emitem radiacdo em comprimento de onda especifico.

A espectrometria Optica de emissdo utiliza esse fenoOmeno para a determinacao
quantitativa de elementos (metais e alguns ndo metais) em uma ampla variedade de amostras
(dguas, materiais biologicos, clinicas, ambientais, alimentos, geoldgicos) IDE &
NAKAMURA, 2002, TREVIZAN et al., 2003. A amostra pode ser introduzida no plasma nas
formas gasosa, liquida ou suspensdo. Quando a amostra ¢ introduzida na forma liquida ou de
suspensao, geralmente usa-se o principio de nebulizagdo pneumatica.

No nebulizador, ou na saida desse, um gds em alta vazdo carrega a amostra para a
camara de nebulizacdo onde as pequenas goticulas (aerossol) formadas sdo arrastadas e
passam através do plasma, onde ocorrem os processos de secagem, atomizagdo, excitacao e
1onizagao dos atomos.

O plasma ¢ uma mistura gasosa condutora de eletricidade, parcialmente ionizado que,
dependendo da fonte de radiofreqiiéncia empregada, pode atingir temperaturas da ordem de
6000 a 11000 °C, sendo esses valores de temperatura elevados, os responsaveis pelos
processos de atomizagao, excitagcdo e ionizagdo citados anteriormente.

A radiagdo na forma de luz emitida pelos 4&tomos ou ions no plasma ¢ direcionada para
o sistema Optico do equipamento onde serd separada nos comprimentos de onda especificos
que sdo detectados e quantificados.

Esse método tem sido bastante atrativo ao possibilitar andlises multielementares em
uma ampla faixa de concentragdo em uma mesma amostra. A alta temperatura e atmosfera
inerte do gas argoénio, usado no plasma, diminuem as interferéncias quimicas da matriz,

resultando em boa sensibilidade e com baixos limites de detecgdo (SANTOS, 1999).

2.11 — Composicao Elementar

A determinacdo percentual dos elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre
em compostos organicos e organometalicos ¢ uma das aplicagdes quantitativas mais
importantes da cromatografia com fase gasosa. Usualmente, as amostras (1,0 mg) sdo pesadas
em recipientes de estanho e introduzidas automaticamente em um tubo vertical de quartzo

mantido a 1030 °C, pelo qual passa uma corrente constante de hélio. Quando a amostra
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penetra no tubo, a corrente de hélio ¢ enriquecida temporariamente por oxigénio € ocorre
combustdo rdpida da amostra. A mistura de gases obtida passa sobre Cr,O; para que a
combustdo seja quantitativa e sobre cobre, em 650 °C, para remover o excesso de oxigénio e
reduzir os o6xidos de nitrogénio a N,. A mistura de gases passa, finalmente, por uma coluna
cromatografica mantida a 100 °C aproximadamente. Os diversos componentes (N,, CO,
H,0) sdo separados e eluidos até um detector de condutividade térmica.

A analise elementar ¢ muito utilizada na tentativa de identificar alteragdes na
composicao de SH extraidas de solos sob diferentes tratamentos e manejos, incluindo adi¢ao
de lodo de esgoto tratado (SENESI et al., 1989; NARIMOTO, 2006; SANTOS, 2006).
Valores elevados da razdo atdmica H/C sugerem estruturas mais alifaticas, enquanto que
valores baixos podem ser devidos a estruturas mais aromaticas.

A partir dos valores de composicdo elementar ¢ possivel calcular a razdo atomica
C/N, a qual indica o grau de incorporagdo do nitrogénio na estrutura hiimica, o estado de
humificagdo da MOS, e também tem sido utilizada para verificar a taxa de degradagdo de
residuos organicos no solo e em compostos organicos produzidos a partir de residuos vegetais
(DA SILVA et al., 2004).

O processo de degradagao de residuos organicos no solo é acompanhado pela
conversao de C e N em tecido microbiano. Neste processo, parte do carbono ¢ liberada como
CO,. O teor de N em residuos organicos, refletido pela razdo C/N, ¢ de grande importancia na
magnitude de dois processos opostos: mineraliza¢do e imobilizagdo. Residuos com razdo C/N
superiores a 30 resultam em baixas reservas de N mineral, devido a imobilizagdo por
microrganismos. Por outro lado, residuos com razdo C/N inferiores a 20 possibilitam um

aumento no nivel de N mineral através de sua mineralizacdo (STEVENSON, 1986).
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CAPITULO 3—-0OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi de analisar a composi¢do do efluente gerado pela fossa
séptica biodigestora e sua acao fertilizante no solo, visando:

- compreender melhor a variabilidade da composicao do efluente gerado em diversos
locais e periodos do ano;

- compreender de forma mais precisa os processos de transformacdo da matéria
organica, assim como a sua composi¢ao final;

- avaliar a influéncia do inoculante (bovino e ovino) nas caracteristicas do efluente ¢;

- avaliar o impacto gerado na matéria organica e a disponibilidade de nutrientes para

as plantas ap6s a aplicacdo do efluente no solo.
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CAPITULO4—-MATERIAISE METODOS

Nesse trabalho analisaram-se amostras de material proveniente das trés caixas do
sistema da fossa séptica biodigestora; amostras de solo adubados com efluente, com adubagao

mineral e solos de mata. Foram também analisados os acidos humicos extraidos do solo.

4.1 —Parte 1. Amostrasde Efluente

4.1.1 — Amostragem e Preparo do Material da Fossa Séptica Biodigestora

O efluente analisado neste trabalho foi coletado em trés sistemas da Fossa Séptica
Biodigestora, instalados no Sitio Aparecida, na Fazenda Morro Verde e na Fazenda Santa
Candida.

O Sitio Aparecida ¢ uma pequena propriedade rural, localizada na cidade de Sao
Carlos-SP, na qual desenvolvem-se atividades agricolas familiares como cultivo de laranjas, e
também pecudrias como a criagdo de gado bovino. Neste Sitio, em 2001, foi instalado o
sistema da Fossa em substituicdo a fossa “negra”. O sistema, mostrado na Figura 4.1 ¢
composto por trés caixas de mil litros, as quais sdo adequadas para promover o tratamento do
esgoto doméstico dos habitantes do sitio. Neste sistema ¢ usado esterco bovino como

inoculante.

FIGURA 4.1 — Sistema da fossa séptica biodigestora instalado no Sitio Aparecida — Sdo Carlos/SP
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A Fazenda Morro Verde localiza-se na cidade de Itirapina-SP. Nesta Fazenda, em abril
de 2005, foi instalado no local um sistema da Fossa (Figura 4.2), de carater experimental, no
qual substitui-se o esterco bovino usado como inoculante, por esterco ovino, visando avaliar e
comparar a eficiéncia do processo de desinfeccdo. Esse experimento foi feito no intuito de
atender as necessidades de tratamento de esgoto em propriedades rurais que ndo possuem

criagdo de gado bovino, como freqiientemente, encontradas na regiao nordeste.

FIGURA 4.2 — Sistema da fossa séptica biodigestora instalado na Fazenda Morro Verde — Itirapina/SP

Na Fazenda Santa Céandida, pertencente a Sobloco Construtora S.A., foi instalado um
sistema da Fossa Séptica Biodigestora em 2003. O sistema foi redimensionado para promover
o tratamento do esgoto gerado por quatro familias (Figura 4.3), sendo utilizadas quatro caixas
de cinco mil litros cada, ao invés de trés caixas de mil litros, a qual ¢ apropriada para uma

familia de no maximo cinco pessoas.

™ -

FIGURA 4.3 — Sistema da fossa séptica biodigestora instalado na Fazenda Santa Candida — Sao Carlos/SP
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No sistema instalado na Fazenda Santa Céindida coletou-se somente o material da
caixa 3 para avaliar e comparar suas caracteristicas com o efluente gerado nos sistemas de
dimensdes menores (composto de trés caixas de 1000 litros), ndo sendo feita portanto, a
analise do material presente nas demais caixas deste sistema.

Para os outros dois sistemas (da Fazenda Morro Verde e Sitio Aparecida) foram feitas
trés coletas, em outubro de 2005, julho e outubro de 2006. Coletaram-se dois litros do
material de cada caixa (Figura 4.2) para analise da matéria organica, um litro para andlise de
parametros fisico-quimicos (Tabela 5.1, p. 51) realizada no Laboratorio de Saneamento da
Universidade de Sao Paulo (USP).

As amostras destinadas a analise de matéria organica foram congeladas e liofilizadas.
O solido obtido foi entdo moido em moinho criogénico e reservado.

As amostras foram nomeadas de acordo com o tipo de esterco usado como inoculante,
com a época de coleta e também com relagdo as trés caixas do sistema da fossa. A Tabela 4.1

apresenta a nomenclatura adotada para as amostras de efluente.

TABELA 4.1 — Nomenclatura adotada para as amostras de efluente

Nomenclatura Data da coleta Inoculante Caixa [ Local de Coleta
101 12 1
102 Outubro/2005 2
103 3
201 ” 1
202 Tulho/2006 Esterco ovino 2 Itirapina
203 3
301 A 1
302 3 2
Outubro/2006
303 3
1B1 * 1
182 Outubro/2005 2
1B3 3
2B1 . 1
2B2 2 2
Julho/2006 i 5

B3 Esterco bovino 3 Sao Carlos
3Bl 3 1
382 Outubro/2006 2
3B3 3

2FSC3* 22Julho/2006 3

*Fazenda Santa Candida

Em julho de 2006 fez-se também uma coleta do lodo de esgoto presente nas trés caixas
do sistema. O lodo foi congelado, liofilizado e posteriormente moido em moinho criogénico.

A nomenclatura adotada para as amostras de lodo ¢ descrita na Tabela 4.2.
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TABELA 4.2 — Nomenclatura adotada para as amostras de lodo de esgoto

Nomenclatura Data da coleta Inoculante Caixa | Local de Coleta
L201
L202 Esterco Ovino
L203
L2B1
L2B2
L2B3

L2FSC3*
*Fazenda Santa Candida

Itirapina

Da
Julho/2006

Esterco Bovino Séao Carlos

W (W [N [—=[W [N |

4.1.2 — Analisesdo Efluente

4.1.2.1 — Par ametros Fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos (Tabela 5.1, p.51) foram determinados segundo
metodologias descritas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater

no Laboratorio de Saneamento da USP em Sao Carlos.

4.1.2.2 — Condutividade e pH

Uma estimativa do teor total de sais em solugdo ¢ obtida pela medida de sua
condutividade elétrica (CE). A CE do efluente foi obtida apds sua filtracao. Para tal, calibrou-
se o condutivimetro (Condutivimetro Horiba, modelo ES-12E) com solu¢ao de KCI 0,01 mol
L, sendo que a condutividade elétrica dessa solugdo ¢ de 1,41 dS m™ a 25 °C. Lavou-se a
célula de condutividade trés vezes com agua e encheu-a com o efluente filtrado. Usou-se um
termostato para manter a temperatura a 25 °C.

Foram feitas andlises de pH das amostras de efluente filtrado, utilizando eletrodo de

vidro combinado.

4.1.2.3—-Andlise Elementar e Teor de Cinzas

Foram feitas as analises quimicas de C, N ¢ H das amostras do sélido obtido apods
liofilizagao do efluente, usando equipamento Fisons - Modelo: EA1108/CHNS-O pertencente
ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos. O oxigénio foi obtido

por diferenca %0 = 100 - (%C + %N + %H + %S + %Cinzas).
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O célculo da razao C/N e H/C foi efetuado a partir dos percentuais de C, N ¢ H
divididos pelas suas respectivas massas atomicas.

Para a determinagdo de cinzas, aproximadamente 20 mg de amostras de efluente
liofilizado foram calcinados durante duas horas a 700 °C em cadinho de platina, pré-seco e
pesado. O teor de cinzas foi calculado, apos a queima da matéria organica, por diferenca entre

a massa final do cadinho (cadinho calcinado) e inicial (cadinho tarado).

4.1.2.4 — Determinacao de Macro e Micronutrientes no Efluente por Espectrometria de
Emissdo Otica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES)

O conteudo mineral foi obtido através da digestdao por via seca de 0,10 g de efluente
liofilizado pesadas em cadinho de porcelana. As amostras foram calcinadas em mufla
elevando-se a temperatura até 550 °C, na qual permaneceu por duas horas. Apds resfriamento
até a temperatura ambiente, foram adicionados 10 mL de acido cloridrico concentrado e
aqueceu-se em banho de areia até completa evaporacdo do acido. Novamente esperou-se
alcangar a temperatura ambiente. Lavaram-se os cadinhos com 5 mL de HCI 1,0 mol L'l, e em
seguida com mais 5 mL de 4dgua deionizada, transferindo a solug@o para tubos plasticos com
tampa. O volume final de extrato foi de 10 mL, em solugdo acida 0,05 mol LA digestao foi
feita em duplicata. As amostras digeridas foram quantificadas em espectrometro de emissao

Otica com plasma de argonio induzido marca VARIAN, modelo Vista RL.

4.1.2.5 — Analises Espectroscopicas

4.1.2.5.1 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As medidas foram feitas segundo metodologia bem conhecida na literatura
(STEVENSON, 1994) utilizando um espectrofotdmetro de FTIR Perkin Elmer, Paragon 1000
PC, da Embrapa Instrumentagdo Agropecudria . Os espectros de pastilhas das amostras do
efluente liofilizado, preparadas com 1,0 mg de amostra ¢ 100 mg de KBr, foram obtidos a
partir de 64 varreduras, com resolucdo de 4 cm'l, no intervalo de 4000 a 400 cm’. Para

preparar as pastilhas foi utilizada uma pressao de 10 toneladas

4.1.2.5.2 — Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

As medidas de RPE foram feitas segundo metodologia de MARTIN-NETO et al.,
(1991). A poténcia de microondas utilizada foi de 2,0 mW para o material da fossa liofilizado.

Usou-se amplitude de modulacdo de 1G,, (Gauss pico a pico), freqiiéncia de modulagdo de
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100 KHz e 64 varreduras para obtencao dos espectros. Utilizou-se aproximadamente 20 mg
de amostra para efetuar ao experimento, as quais foram inseridas em tubos de quartzo com
didmetro interno de 3,5 mm.

As medidas do nivel de radicais livres do tipo semiquinona foram feitas utilizando-se
método do padrio secundario (CHIEN et al., 1997). A concentracio desses radicais (spin g)
foi obtida através da integral dupla do espectro de RPE, utilizando a aproximagio I x AH?
onde I corresponde a intensidade do sinal e AH a largura de linha tomadas pico a pico
(POOLE e FARACH, 1972). Posteriormente comparou-se a um padrdo Strong Pitch com
concentracio de spins conhecida (3 x 10" spins cm™) fornecido pela Bruker, utilizando rubi
sintético como padrao secundario (SINGER, 1959; MARTIN-NETO et al., 1994a). A
quantidade de radicais livres do tipo semiquinona foi normalizada pela massa de cada
amostra.

Para efetuar as medidas utilizou-se um espectrometro RPE de onda continua da
Bruker, modelo EMX de cavidade retangular, banda X (~ 9,0 GHz), pertencente a Embrapa

Instrumentacdo Agropecuadria.

4.1.2.5.2 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Fizeram-se medidas de RMN de "*C com amostras s6lidas, aproximadamente 300 mg
de efluente liofilizado, utilizando-se as técnicas de rotagdo segundo o angulo magico (MAS),
amplitude variavel (VA) e polarizacdo cruzada (CP) monitorando os nucleos do isétopo *C.
Foi utilizado um espectrometro Varian 400 MHz Unity Inova, empregando uma sonda para
amostras solidas da marca Doty, pertencente a Embrapa Instrumentagdo Agropecudria. A
freqiiéncia de ressondncia foi 100,58 MHz ("°C), a banda espectral utilizada para a CP foi de
50 KHz, tempo de contato de 1 ms, tempo de repeticao de 500 ms, tempo de aquisicdo de
0,0128 ms. A janela espectral foi de 0-230 ppm. As amostras foram medidas em rotores de
zirconia de 5 mm, com MAS de 6,4 KHz. A rampa no canal de 'H foi de 110-60% (em KHz)
da condi¢do de Hartman-Hahn (NOVOTNY, 2002). Os deslocamentos quimicos foram
expressos em ppm em relagdo ao TMS e referenciados em relagdao ao hexametilbenzeno.

As porcentagens de alifaticidade e aromaticidade foram calculadas a partir das areas dos

espectros, segundo STEVENSON (1994):

Alifaticidade (%)= Aree} dos sinais de C alifatico 0-110 ppm x 100%
Area dos sinais de C 0-160 ppm
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Aromaticidade (%)= Area dos sinais de C arométicos 110-160 ppm x 100%
Area dos sinais de C 0-160 ppm

4.2 —Parte 2: Amostrasde Solo

4.2.1 — Amostragem e Prepar o de Solo

O solo utilizado no experimento foi coletado na Fazenda Santa Candida em Sao
Carlos. Nesta fazenda, em 2003, foi instalado o sistema da Fossa Séptica Biodigestora para
promover o tratamento do esgoto doméstico gerado pelas familias locais.

Todo o efluente gerado apos o processo de desinfecgcdo ¢ usado como adubo organico
em uma plantacdo de goiaba da Fazenda. O solo analisado ¢ classificado como Latossolo
Vermelho Amarelo fase arenosa. A area de cultivo compreende aproximadamente nove
hectares, os quais recebem aplicagdo de efluente trés vezes ao ano, exceto em uma rua do
goiabal, que ¢ adubada somente com adubo do tipo NPK. Em toda a area cultivada ¢ feita
correcao da acidez do solo com calcario.

A coleta foi feita em agosto de 2006. Coletaram-se as amostras na area de projecao da
copa das frutiferas utilizando trado holandé€s, nas camadas de 0-10, 10-20 ¢ 20-40 cm, de
solos submetidos a adubagao mineral do tipo NPK, solos adubados com efluente e de solo de
uma mata nativa proxima ao goiabal. Foram coletadas amostras simples em cinco pontos
diferentes para se obter a amostra composta representativa da éarea. Os solos foram
acondicionados em bandejas plasticas, e secos a sombra. Em seguida foi realizada a limpeza
manual para retirada das raizes e restos de plantas e posteriormente passado em peneira de 0,5

mm. A nomenclatura adotada para as amostras de solo ¢ descrita na Tabela 4.3.

TABELA 4.3 — Nomenclatura adotada para as amostras de solo

Nomenclatura Descricdo Ol

(cm)
CE1 0-10

"~ CE2 | Soloadubado com efluente | 1020
CE4 20-40

—NPKL Solo com adubagdo mineral 010
NPK2 NP 10-20
NPK4 20-40
M1 0-10
M2 Solo de mata 10-20
M4 20-40

Todas as amostras de solos foram submetidas a um processo de extragdo e

fracionamento quimico das substancias htimicas por diferenga de solubilidade, seguindo a
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metodologia descrita pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS) descrito

no item 4.3.1. p.47.

4.2.2 — Analisesdo Solo

4.2.2.1 — Condutividade e pH do Extrato do Solo

Para determinar a condutividade das amostras de solo usou-se um método
desenvolvido pelo Laboratorio de Salinidade dos EUA, o qual extrai sais soluveis em agua
com base na relagdo agua /solo (VAN RALIJ, 2001).

Para a obtengdo dos extratos, adicionou-se 100 cm’ de solo seco. Em seguida
adicionou-se agua deionizada até o ponto de saturagcdo. Deixou-se em repouso por uma hora.
Utilizando um funil de Buchner, filtrou-se a mistura recolhendo a solu¢do em um frasco
plastico com tampa. O condutivimetro foi calibrado com solugdo de KC1 0,01 mol L™, sendo
que a condutividade elétrica dessa solugdo é de 1,41 dS m™ a 25 °C. Lavou-se a célula de
condutividade trés vezes com agua e encheu-a com o extrato do solo. Usou-se um termostato
para manter a temperatura a 25 °C. As medidas foram feitas em duplicata.

Para a determinagdo do pH do solo foi misturado 10 cm’ de terra fina seca ao ar
(TFSA) com 25 mL de CaCl, 0,01 mol L. As amostras foram agitadas por 15 minutos e
deixadas em repouso durante duas hora. Em seguida, procedeu-se a leitura utilizando um

eletrodo de vidro combinado.

4.2.2.2 — Analise de Macro e Micronutrientes Disponiveis no Solo

A determinagdo dos nutrientes disponiveis no solo foi feita segundo a metodologia

adotada pelo Instituto Agrondmico de Campinas, descrita por VAN RAIJ (2001).

4.2.2.3.1 — Extracao de Macronutrientes (Ca, Mg, K, P) com Mistura de Resinas Trocadora de
fons

a) Prepar o de Solugdes-padr &o
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Foi preparada uma solucao-padrao-estoque de calcio, magnésio, potassio e fosforo.
Essa solu¢do contém, por litro, 50,0 mmol, de Ca2+, 10,0 mmol, de Mg2+, 3,0 mmol. de K" e
40,0 mg de P dissolvidos em solugdo 0,8 mol L de NH4Cl e 0,2 mol L™ de HCL

Transferiu-se 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5 mL da solucao-estoque para baldes volumétricos de 50
mL, identificados, respectivamente, por A, B, C, D, E e F. Completou-se os volumes com

solucdo de NH4Cl1 0,8 mol L' em HCI 0,2 mol L
b) Preparo dos Extratos

Transferiu-se 2,5 cm’ de terra para um frasco plastico conico de 80 mL. Acrescentou-
se 25 mL de 4gua e uma esfera de vidro; tampou-se o frasco e agitou-o durante 15 minutos
para promover a desagregacdo do solo. Em seguida, retirou-se a esfera de vidro e
adicionaram-se 2,5 cm’ de resina, medida com cachimbo provida de fundo de malha de
poliéster. Fechou-se o frasco e agitou-o durante 16 horas, em agitador circular horizontal, a
uma velocidade de 220 rpm. No dia seguinte, abriram-se os frascos e transferiu-se, com um
jato de dgua, a suspensdo de solo e resina para uma peneira com malha de poliéster de 0,4 mm
de abertura. Lavou-se a resina com um minimo de agua possivel, até parar de sair argila.
Virou-se a peneira sobre um funil colocado em cima de um frasco plastico, de 100 mL.
Transferiu-se toda a resina da peneira para o frasco, usando exatamente 50 mL de solucdo de
NH4CI 0,8 mol L' em HCI 0,2 mol L. Transferiram-se também os 50 mL das solucdes-
padrdo A, B, C, D, E e F, para frascos plasticos de 100 mL e adicionou-se 2,5 cm’ de mistura
de resinas a cada uma delas (essas solugdes foram empregadas na constru¢cdo da curva de
calibragdo para cada elemento). Deixaram-se as suspensdes em repouso por 30 minutos, para
permitir a evolugdo do gés carbonico. Em seguida, fecharam-se os frascos e agitou-se por uma
hora, a 220 rpm.

Os extratos foram utilizados para as determinacgdes de célcio, magnésio, potassio e
fosforo. As quantificacdes de Ca, Mg foram feitas utilizando EspectrOmetro Absor¢ao
Atomica por chama - marca VARIAN, modelo EspectraAA 800; o potassio foi medido em
Fotdmetro de Chama , marca Micronal modelo B262 e o fosforo foi quantificado em sistema
FIA com Espectrofotometro VIS, marca FEMTO , modelo 432, sendo esses equipamentos

pertencentes a Embrapa Pecudria Sudeste-Sao Carlos.

4.2.2.3.2 — Extragdo de Micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Zn) Usando Solu¢do de DTPA em pH
7,3
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a) Preparo da Solugdo Extratora DTPA — &cido dietilenotriaminopentaacético
(DTPA 0,005 mol L") + trietanolamina (TEA 0,1 mol L) + cloreto de calcio (CaCl,.2H,0
0,01 mol L), a pH 7,30

Adicionou-se em um Becker aproximadamente 200 mL de dgua deionizada, 1,96 g de
DTPA e 14,9 mL de trietanolamina; agitou-se até completa dissolucdo. Em seguida,
adicionou-se 1,47 g de CaCl,.2H,0. Transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 1
L e completou-se o volume com agua deionizada. Corrigiu-se o pH para 7,30 + 0,05 com

acido cloridrico 4,0 mol L.

b) Preparo dos Extratos

Mediu-se 20 cm’ de solo, com auxilio de um molde tipo cachimbo, em frascos conicos
de polietileno e adicionou-se 40 mL da solugdo extratora de DTPA. Os frascos foram
tampados e agitados durante duas horas a 220 rpm. Apos a filtragem da suspensdo os extratos
estavam prontos para as analises dos metais.

Os micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Zn) disponiveis no solo foram quantificados em
espectrometro de absor¢ao atdmica por chama - marca VARIAN, modelo EspectraAA 800,

pertencente a Embrapa Pecudaria Sudeste-Sao Carlos.

4.2.2.3 — Determinagao do Carbono Organico Total

Para a determinagdo da porcentagem do carbono organico total (COT) presente nos
solos utilizou-se o equipamento Total Organic Carbon Analyzer, modelo TOC-V, marca
Shimadzu, acoplado ao Solid Sample Module SSM-500A, marca Shimadzu, pertencente ao

laboratério de Quimica Ambiental do Instituto de Quimica de Sao Carlos da USP.

4.2.2.4 — Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser (FIL)

Para as analises de FIL, as amostras de solo foram colocadas em um porta amostra
com janela de quartzo com 1 cm de didmetro.

A excitagao da fluorescéncia foi feita com um laser de argonio (Coherent — modelo
Innova 90C-458nm — 300 mW), sintonizado na linha de 458 nm com uma poténcia de 300

mW. A fluorescéncia das amostras foi coletada por uma lente convergente e focalizada sobre
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a fenda do monocromador da marca CVI (120 g mm-1 e “blaze” em 500 nm). A detecgdo ¢
feita através de uma fotomultiplicadora Hamamatsu com pico de resposta espectral em 530
nm. O sinal da fotomultiplicadora foi amplificado e retificado por um amplificador Lock-in e
em seguida enviado para o sistema de aquisicdo de dados, controlado por um
microcomputador.

Os espectros foram obtidos com janela espectral de 470-650 nm e resolugdo igual a
0,5 nm.

As medidas foram feitas em duplicata, utilizando um Instrumento de FIL pertencente a

Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria.

4.3 — Parte 3: Amostras de Acidos Humicos Extraidos do Solo

4.3.1 — Extrac&o e Fracionamento de Acidos Himicos do Solo

As substancias humicas (SH) do solo foram extraidas segundo SWIFT et al., (1996),
partindo-se de 200 g de TFSA de amostra, ap0s ter sido passada em peneira de 0,5 mm.

O valor de pH de cada amostra foi ajustado para 1-2 com adigdo de HCI Imol L. O
volume da solugdo foi ajustado com HCI 0,1 mol L™ até atingir uma concentragdo final com
uma relacdo de 10 mL de liquido por 1g de TFSA. A solucao foi agitada eventualmente
durante uma hora e, apds deixar a solugdo em repouso, separou-se o sobrenadante por
sifonacdo. O sobrenadante separado que seria utilizado para extragdo de acidos fulvicos (AF),
foi descartado ap6s neutralizagao.

Ao solo residual foi adicionado NaOH 0,1 mol L'l, resultando no final uma relacao
solo-solu¢do 1:10. A solucdo foi agitada durante 4 horas. A seguir, a suspensdo ficou em
repouso por 16 horas e o sobrenadante foi isolado através de uma centrifugacao (10000 rpm —
10 min) e reservado para posterior acidificagdo. O material insolivel, denominado humina,
também foi descartado.

O sobrenadante isolado foi acidificado com HCI 6,0 mol L'l, com agitacdo simultanea
até atingir pH 1,0 e mantido novamente em repouso por 16 horas. Em seguida, a solugdo foi
centrifugada (10000 rpm — 10 min) para separar o AH (precipitado) e as fracdes de AF, sendo
que as fragdes de AF foram descartadas.

A fracdo de AH foi redissolvida através da adicdo de um pequeno volume conhecido

de KOH 0,1 mol L. Adicionou-se 1,5 g KCI so6lido, atingindo uma concentracao de 0,3 mol
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L'[K']. Apds, centrifugou-se a solugo sob alta velocidade (15000 rpm — 10 min) para que os
solidos suspensos fossem removidos.

O AH foi entio reprecipitado, adicionando-se HCl 6,0 mol L' com agitagdo
simultanea até que fosse atingido pH 1,0-1,5, e ap6s, a suspensdo foi mantida em repouso por
16 horas. Centrifugou-se a solucao (10000 rpm — 10 min) e o sobrenadante foi entdo
descartado. O precipitado (AH) foi suspenso em solugdo HCI 0,1 mol L™ + HF 0,3 mol L™
num recipiente plastico e agitado durante 16 horas a temperatura ambiente.

A seguir a solugdo foi centrifugada (10000 rpm — 10 min) e o precipitado foi
transferido para uma membrana de dialise (Spectra/Por 6000 — 8000Da), preparada segundo a
metodologia de MC PHIE (1971), utilizando agua deionizada. Procedeu-se a dialise contra
agua deionizada até que a agua de didlise apresentasse teste negativo de ClI" com nitrato de
prata (AgNO3). Para isso, tal procedimento foi mantido durante aproximadamente cinco dias,
fazendo-se a troca da agua deionizada duas vezes por dia.

Apos a dialise, as amostras foram congeladas e liofilizadas e o s6lido obtido (AH) foi

reservado para posteriores andlises.

4.3.2 — Andlises dos Acidos Humicos

4.3.2.1 - Andlise Elementar e Teor de Cinzas

A andlise elementar e o teor de cinzas para as amostras de AH foram feitos conforme

descrito no item 4.1.2.3.

4.3.2.2 — Analises Espectroscopicas

4.3.2.2.1 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises de infravermelho das amostras de AH foram feitas conforme descrito no
item 4.1.2.5.1.
4.3.2.2.2 — Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

As medidas de RPE foram feitas segundo metodologia de MARTIN-NETO et al.

(1991). A poténcia de microondas utilizada foi de 0,2 mW para as amostras de AH. Usou-se
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amplitude de modulacdo de 1G,, (Gauss pico a pico), freqiiéncia de modulagdo de 100 KHz e
16 varreduras para obtengdo dos espectros. Utilizou-se aproximadamente 20 mg de amostra
para efetuar ao experimento, as quais foram inseridas em tubos de quartzo com didmetro
interno de 3,5 mm.

As medidas do nivel de radicais livres do tipo semiquinona nos acidos himicos foram
feitas utilizando-se método do padrdo secundario (CHIEN et al., 1997). A concentragdo
desses radicais (spin g) foi obtida através da integral dupla do espectro de RPE, utilizando a
aproximagdo I x AH?, onde I corresponde a intensidade do sinal ¢ AH a largura de linha
tomadas pico a pico (POOLE e FARACH, 1972). Posteriormente comparou-se a um padrao
Strong Pitch com concentragio de spins conhecida (3 x 10" spins cm™) fornecido pela
Bruker, utilizando rubi sintético como padrdo secundéario (SINGER, 1959; MARTIN-NETO
et al., 1994). A quantidade de radicais livres do tipo semiquinona foi normalizada pela massa
de cada amostra.

Para efetuar as medidas utilizou-se um espectrometro RPE de onda continua da
Bruker, modelo EMX de cavidade retangular, banda X (~ 9,0 GHz), pertencente a Embrapa

Instrumentacdo Agropecuadria.

4.3.2.2.3 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de RMN de "°C das amostras de AH foram feitas conforme descrito no

item 4.1.2.5.2.

4.3.2.2.4 — Espectroscopia de Fluorescéncia em Solugdo

Solugdes estoque de 200 ppm foram preparadas dissolvendo-se 2,0 mg de AH em 10,0
mL de solucdo de NaHCO;. Em seguida, a partir destas, foram preparadas solugdes de
concentragdo 20 ppm, sendo que o pH da solu¢ao resultante ficou em torno de 8. As amostras
foram colocadas em cubeta de quartzo multifacetada com tampa de teflon e analisadas a
temperatura ambiente utilizando um espectrometro de luminescéncia Perkin Elmer LS50B
pertencente a Embrapa Instrumentagdo Agropecudria. As andlises foram feitas em duplicatas.

Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos nos modos de emissdo e varredura
sincronizada, segundo as metodologias propostas por ZSOLNAY et al., (1999), MILORI et
al., (2002) e KALBITZ et al., (2000).
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a) Modalidade de Emissao

Na metodologia proposta por ZSOLNAY et al., (1999), obtiveram-se os espectros de
emissdo com excitagdo em 240 nm, com intervalo de varredura entre 300 e 700 nm e filtro de
290 nm. Para determinar o indice de humificagdo denominado A4/A;, o espectro foi dividido
em quatro partes. A area sob o maior quarto, entre 570 e 641 nm (A4) foi dividida pela area do
menor quarto, entre 356 ¢ 432 nm (A)).

Na metodologia proposta por MILORI et al., (2002), foram obtidos os espectros de
emissao com excitagdo em 465 nm, intervalo de varredura entre 480 ¢ 700 nm ¢ com filtro
aberto. O indice de humificacdo denominado A4¢s foi determinado a partir da integral da
regido total dos espectros de emissdo das amostras com comprimento de onda de excitagao

Aexc= 465 nm.

b) Modalidade de Sincronizada

Utilizando a metodologia de KALBITZ et al., (2000), foram obtidos espectros de
varredura sincronizada entre 300 ¢ 520 nm simultancamente com excitagdo € emissao com
filtro aberto e diferenca de comprimento de onda AL = 55 nm para as amostras de acidos
humicos extraidos do solo. A determinagdo do indice de humificagdo foi feita a partir da razao

entre as intensidades de fluorescéncia em 456 € 374 nm.
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CAPITULO5-RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 — Caracterizacdo do Efluente

5.1.1 — Parametr os Fisico-quimicos

Na Tabela 5.1 estdo listados os dados obtidos para o efluente (caixa 3 do sistema da

fossa), das coletas 2 e 3, feitas em julho/2006 e outubro/2006, respectivamente.

TABELA 5.1 — Parametros fisico-quimicos das amostras de efluente da caixa 3*

Parémetros 203 303 2B3 3B3  2FSC3

pH 8,05 8,14 8,67 8,61 7,73
(m[g)(ioL") 638 576 605 528 252
(ngf)i.l) 411 344 191 316 153
(nl:lg}’:ll%l) 0,86 2,02 0,66 3,27 3,31
(23'1‘}1) 562 517 517 427 269
(I':IlgLOtqul) 614 672 568 541 287

'ng;‘gl Et_%' 32 12 78 7 14

O'E‘:}; %_rl";‘xa 44 34 67 28 39
(msés{_.) 9% 117 134 130 66
(mS:;\L/_l) 88 89 122 120 64
(msés;) 8 28 12 10 2

Co?gsugl‘l’li.?)ade 5,35 424 4,63 2,98 )

* Amostras: O — Sistema inoculado com esterco ovino, Fazenda Morro Verde; B — Sistema inoculado com
esterco bovino, Sitio Aparecida; FSC — Fazenda Santa Candida (inoculante esterco bovino); os nimeros iniciais
2, 3 referem-se, respectivamente a ordem das coletas (07/2006 e 10/2006). DQO — Demanda Quimica de
Oxigénio; DBOs — Demanda Bioquimica de Oxigénio; SST — Soélidos Suspensos Totais; SSV — Soélidos
Suspensos Volateis; SSF — Solidos Suspensos Fixos

A Resolugdo N°357 do CONAMA de marco de 2005 estabelece as condigdes e
padrdes de langamento de efluente em corpos de 4gua. No entanto, o efluente analisado neste
trabalho ¢ indicado para uso como adubo organico sendo, portanto, disposto em solo. Para

efluentes dispostos em solo, a Resolugdo N°357 néo estabelece valores para tais parametros,
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somente faz men¢do no Artigo 29, de que “A disposicao de efluentes no solo, mesmo
tratados, ndo podera causar polui¢do ou contaminagdo das dguas”. Para que o efluente seja
langado em corpos de dgua € necessario antes, passar por um filtro de areia para remocao do
material suspenso ¢ também redugdo da DBO (NOVAES et al., 2002).

Na Tabela 5.1 pode-se observar que o processo de biodigestao ao longo das caixas do
sistema gera efluente, de carater alcalino, com valores de pH superiores a 7,70.

Os valores para as concentragdes de N-NH,4 (Tabela 5.1) variaram de 269 a 562 mg N
L' e para os teores de matéria organica, representados pela DQO e DBOs, os valores
encontram-se na faixa de 153 a 658 mg O, L. Esses resultados sdo superiores aos obtidos por
METCALF e EDDY (1991) e SOUSA et al. (2001), nos quais efluentes de esgotos tratados
utilizados em irrigacdo continham concentra¢des de nitrogénio amoniacal de 56 a 37 mg N-
NH; L' e de matéria organica (428 mg L™ de DQO e 155 mg L' de DBOs). No entanto,
segundo SOUSA et al., (1998), quando o solo apresenta certa capacidade de armazenamento
de nitrogénio (presenca de matéria organica) pode parecer vantajoso utilizar-se, como adubo
organico, efluente contendo mais nitrogénio amoniacal que na forma de nitrato, pois as
plantas assimilam nitrogénio nas formas de nitrato e ion amonio. Dessa forma, o uso de
efluente em culturas tem o mesmo efeito do nitrogénio aplicado na forma de fertilizante.

Os teores de solidos suspensos fixos e suspensos volateis sao um indicativo da fracao
mineral e organica, respectivamente, presente no efluente. Os valores de SSV apresentaram-se
praticamente constantes entre as amostras de um mesmo inoculante. No entanto, quando se
comparam as amostras inoculadas com esterco ovino e bovino, nota-se que as amostras 2B3 e
3B3 tém concentracao de SSV mais alta. Ja a concentragao de SSF variou de 8 a 28 mg LA
amostra 2FSC3 apresentou teores de solidos bem inferiores aos observados para as demais
amostras, possivelmente devido as maiores dimensdes deste sistema, o que favorece a
diluicao desses solidos.

A formacao do efluente ¢ influenciada por varios fatores dentre os quais estdo a
utilizagdo do esterco (inoculante) recém coletado, sendo que este afeta diretamente o processo
de biodigestdao, e a mudanga na alimentacdo humana, observada em especial, em épocas mais
frias do ano, onde ha maior tendéncia de consumir alimentos gordurosos. A influéncia deste
ultimo pode ser observada nos teores de dleo e graxas provenientes das gorduras e dleos
usados na alimentacdo. Para as amostras 203 e 2B3, coletadas em agosto de 2006, esses
teores sao superiores aos das 303 e 3B3 coletadas em outubro de 2006. No geral, a anélise
dos parametros listados na Tabela 5.1 revela uma composi¢ao variavel do efluente em virtude

dos fatores mencionados.
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5.1.2 - Andlise Elementar

Os valores obtidos para composi¢ao elementar das amostras dos solidos obtidos apos

liofilizac¢do do efluente e os respectivos teores de cinzas sdo apresentados na Tabela 5.2.

TABELA 5.2 — Composigdo elementar e teor de cinzas em amostras de efluente liofilizado*

Amostras C (%) N (%) H (%) O (%) Cinzas (%)
101 17 3 3 52 26
102 15 3 3 51 28
103 16 2 3 53 26
201 17 3 2 29 49
202 25 3 4 30 38
203 12 3 2 34 49
301 12 2 2 30 54
302 14 4 2 33 47
303 14 3 2 28 53
1B1 21 3 3 54 19
1B2 20 3 3 38 36
1B3 19 3 3 53 22
2B1 14 3 2 34 47
2B2 17 3 2 30 48
2B3 12 2 2 31 53
3Bl 13 3 3 32 49
3B2 14 2 3 44 37
3B3 15 2 2 28 53

2FSC3 9 2 1 34 53

*Q — inoculado com esterco Ovino; B — inoculado com esterco Bovino; Os nimeros iniciais 1,2 e 3 referem-se,
respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 e 10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1,
2 e 3 do sistema. Oxigénio determinado por diferenca.

A andlise elementar proporcionou informacdes sobre a distribui¢ao dos elementos
quimicos principais (C, N, H e O) na matéria organica do efluente, na qual ndo foram
observadas diferencas nas concentragdes desses elementos com relagdo ao inoculante
utilizado.

Os teores de carbono ao longo das trés caixas do sistema variaram de 12 a 25 %,
considerando as trés coletas analisadas. Os percentuais obtidos para N e H nas amostras foram
bastante similares, encontrando-se na faixa de 2-4 %. Ja nos teores de O e cinzas observam-se
variagdes significativas, conforme pode ser visto na Tabela 5.2. Os valores obtidos por analise
elementar / cinzas variaram aleatoriamente, ndo sendo observada qualquer tendéncia ao longo
do processo de biodigestao ou mesmo nas trés coletas analisadas.

Na Tabela 5.3 estdo apresentadas as razdes C/N calculadas a partir dos dados obtidos
por analise elementar. O material apresenta concentragdo elevada de compostos nitrogenados,

resultando em uma relagdo C/N baixa. Em virtude disto espera-se que haja uma rapida
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mineralizacdo do N-organico do efluente e que o N-efluente faga parte do ciclo do nitrogénio
tdo logo ele atinja o solo (FEIGIN et al., 1991). Assim, a relagdo C/N deste residuo ¢
modificada de tal forma a atingir no final a relagdo C/N da matéria organica do solo,
geralmente entre 9-14 (LUCHESE, 2002).

A degradacao de residuos organicos no solo ¢ acompanhada pela conversao de C e N
em tecido microbiano. Esta biomassa, juntamente com os residuos em decomposicao,
representa a fase ativa da matéria organica do solo e atua diretamente no desenvolvimento das

plantas ao liberar N durante o processo de mineralizagao.

TABELA 5.3 — Razdes atomicas C/N e H/C das amostras de efluente liofilizado*

Amostras C/N H/C
101 6,6 1,9
102 5,8 2,1
103 9,3 2,0
201 6,6 1,7
202 9,7 1,9
203 4,7 2,0
301 7,0 1,6
302 4,1 2,0
303 5,4 2,1
1B1 8,2 2,0
1B2 7,8 1,8
1B3 7,4 1,8
2B1 5,4 2,0
2B2 6,6 1,4
2B3 7,0 2,3
3Bl 5,1 2,4
3B2 8,2 2,3
3B3 8,8 1,7

2FSC3 5,25 1,3

*0O — inoculado com esterco Ovino; B — inoculado com esterco Bovino; Os niimeros iniciais 1,2 e 3 referem-se,
respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 e 10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1,
2 e 3 do sistema



Capitulo 5 — Resultados e Discussdo 55

A razdo H/C representa uma estimativa do grau de saturagao das moléculas, sendo que
para acidos humicos de solo esta razdo ¢ em torno de 1,0 (STEVENSON, 1994). Na Tabela
5.3 podem-se observar valores superiores a 1,0 para todas as amostras de efluente analisadas,

indicando, dessa forma o carater alifatico da matéria organica do efluente.

5.1.3—MacroeMicronutrientes do Efluente

Uma estimativa da composi¢do mineral do efluente ¢ apresentada na Tabela 5.4. O
efluente possui quantidades significativas de macronutrientes (K, P, Ca ¢ Mg) e menores de
micronutrientes (Fe, Mn, Zn e Cu). Esses nutrientes possivelmente se encontram ligados a

matéria organica do efluente, sendo liberados de forma gradual para o solo.

TABELA 5.4 — Composic¢ao mineral das amostras de efluente liofilizado da caixa 3*

Elementos 103 203 303 183 283 383 2FSC3

(mgL™)

Na 179,55 214,94 239,25 210,74 273,19 222,17 231,71
(0,39) (5,88) (2,70) (0,40) 6,11) (30,43) (3,63)

K 13448 13406 143,07 10967 12693  109.66 117,78
(4,52) (6,69) (2,03) (0,41) (2,30) (12,46) (0,10)

P 4426 43,00 39,31 4345 41,13 43,03 67,95
(0,78) (1,48) (0,18) (0,30) (1,63) (7,26) (0,04)

Ca 42,51 36,82 30,14 23.46 17.95 17,24 38,25
0,42) (1,29) (0,57) (0,00) (0,27) (2,92) (1,24)

M 14,57 10,78 8,12 7.62 2,06 413 19.47
g (0,15) (0,35) 0,27) (0,06) (0,26) (0,60) (0,43)
Fe 0,70 0.30 0,47 0,84 0,15 038 055
(0,03) (0,02) (0,02) (0,20) (0,02) (0,24) (0,06)
Mn 0,11 0,04 0,02 0,11 0,02 0,06 0,15
(0,00 (0,01) (0,00 (0,00) (0,00) (0,01) (0,00)
7n 0.26 0,07 0,17 0,40 0,08 025 0,15
(0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,05) (0,01)
Cu 0,05 0,03 0,04 0,10 0,04 0,09 0,08
(0,01) (0,00 (0,01) 0,01 (0,00) (0,03) (0,00)

*O — inoculado com esterco Ovino; B — inoculado com esterco Bovino; FSC — Fazenda Santa Candida. Os
nameros iniciais 1,2 e 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 e
10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1, 2 e 3 do sistema. () desvio médio das medidas, n =2

Observaram-se também altas concentragcdes de sodio, quando comparados com as
obtidas para os nutrientes. No entanto, essas concentragdes estdo dentro da faixa de 50-250
mg L™ observada para efluentes secundarios de esgoto tratado no mundo, segundo FONSECA
(2001), com excecdo da amostra 2B3 que apresentou valor superior a 250 m L. Geralmente,
pelo fato do efluente ser salino (Tabela 5.4), o seu uso como adubo organico pode provocar
aumento na salinidade no solo. O excesso de sais na zona radicular (independentemente das

espécies i0nicas presentes) prejudica a produtividade das plantas. Isso ocorre porque a maior
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concentragdo da solugdo ira exigir da planta mais energia para conseguir absorver agua (efeito
osmotico), uma energia que sera desviada dos processos metabolicos essenciais (BIEROLAI

etal., 1984).

5.1.4 — Analises Espectr oscopicas

5.1.4.1 — Espectroscopia de I nfravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise da matéria organica do efluente por infravermelho forneceu informagdes a
respeito dos grupos funcionais presentes no material. Analisando os espectros das Figuras 5.1
e 5.2 observa-se que ocorre variacdo nos grupamentos funcionais da matéria organica do
efluente, no entanto essa variagdo ndo segue uma tendéncia ao longo do processo de
biodigestdo (da caixa 1 a 3).

A interpretagdo dos espectros de FTIR foi feita de acordo com varios estudos
encontrados na literatura (SCHNITZER e KHAN, 1978; SILVERSTEIN ¢ WEBSTER, 2000;
NAKANISHI, 1962; PICCOLO e STEVENSON, 1982; BLOOM e LEENHER, 1989;
CANELLAS etal., 2001; POLAK et al., 2005).
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FIGURA 5.1 — Espectros de FTIR do material liofilizado das trés caixas do sistema da fossa séptica biodigestora.
O — inoculado com esterco Ovino; Os numeros iniciais 1, 2 ¢ 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta
das amostras (10/2005; 07/2006 e 10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1, 2 e 3 do sistema
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FIGURA 5.2 — Espectros de FTIR do material liofilizado das trés caixas do sistema da fossa séptica biodigestora.

B — inoculado com esterco bovino; Os numeros iniciais 1,2 e 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta
das amostras (10/2005; 07/2006 e 10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1, 2 ¢ 3 do sistema
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Os espectros das amostras apresentaram na regido de 3000 a 3500 cm™” uma banda
forte e larga centrada em aproximadamente 3400 cm™, que pode ser atribuida ao estiramento v
(O-H) da 4gua ligada e a varios grupos contendo OH. Nessa mesma regido, observou-se ainda
uma segunda banda centrada em torno 3270 cm’', que ¢ atribuida ao estiramento v (N-H) de
grupos aminas presentes nas moléculas.

Na regido de 2934 ¢ 2854 cm’™ encontram-se os estiramentos assimétrico e simétrico,
respectivamente, de estiramento C-H de grupos CH,—CH; (CELI et al., 1997), o que revela a
presenca de grupos alifaticos da matéria organica presente no efluente. No entanto, para as
amostras da coleta 3 (Figuras 5.1 ¢ 5.2) essa banda somente ¢ observada na amostra 1B3.

Uma banda centrada em 1660 cm™ pode ser atribuida ao estiramento v (C=0) de
grupos cetonas e a presenca de ions carboxilatos (deformacdo axial assimétrica)
(CANELLAS et al., 2001). Para a amostra 203 e as da coleta 3 também foi observado uma
banda em 1624 cm™, atribuida ao estiramento de fons COO™ ligados a metais (PICCOLO,
1982).

Uma outra banda, em 1400 cm™ ¢ atribuida aos estiramentos v (COO") de grupos
carboxilatos, sendo estes resultados coerentes com o carater alcalino do efluente (Tabela 5.1).

Em 1560 cm™, é observada (exceto nas amostras da coleta 3) uma banda devido as
vibragdes do esqueleto em anéis aromaticos (C=C). Nota-se uma tendéncia a diminui¢cdo na
intensidade relativa dessa banda (1560 cm™) quando se comparam as amostras no decorrer do
processo de biodigestdo (da caixa 1 a 3).

Na regido de 1100 a 1000 cm™ observaram-se bandas provenientes do estiramento C-
O de polissacarideos. A forte intensidade nessa regido ¢ praticamente constante nas amostras
durante todo o processo, em virtude de muitos polissacarideos apresentarem alta resisténcia a
degradagao biologica (PICANCO et al., 2000).

A regido de baixa freqiiéncia entre 800 a 400 cm” ¢ de dificil identificagdo,
geralmente atribuida a compostos aromaticos. No entanto, nessa regido também ocorre
absor¢do de compostos silicatados. Dessa forma, sendo o material analisado ndo submetido a
qualquer processo de purificagdo pode-se atribuir as bandas observadas nos espectros a

impurezas do tipo silicatadas.
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5.1.4.2 — Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletr 6nica (RPE)

A RPE tem sido muito usada na andlise da matéria organica do solo, fornecendo
informagdes a cerca da concentracdo de radicais livres do tipo semiquinona (Figura 5.3),
sendo esta concentracdo usada como parametro para avaliar o indice de humificacdo da
matéria organica.

NOVAES et al.,, (2006) observaram um aumento na concentragdo dos radicais
semiquinonas para amostras do lodo presente nas caixas do sistema da fossa, indicando assim
um aumento na humifica¢do da matéria organica. Porém, os fatores envolvidos na formacao
do efluente, dentre eles o processo de degradacdo anaerdbia e o curto espago de tempo do
material no sistema, sugerem ndo haver processo de humificacao considerado significativo na
parte liquida do sistema. Sendo assim, buscou-se avaliar a concentracdo desses radicais na
matéria organica do efluente de forma a compreender as alteragdes na fragdo humica do solo
causadas pela sua adigao.

Na Tabela 5.5 estdo apresentados os resultados obtidos para as concentracdes de
radicais livres do tipo semiquinona observadas para as amostras do solido obtido apds

liofilizacdo do material das caixas.
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TABELA 5.5 — Concentragao de radicais livres do tipo semiquinona nas amostras de efluente liofilizado*
Radicaislivres do tipo semiquinona

AlmesTES (spin g de C (107))
101 0,94 £ 0,05
102 3,17+0,11
103 2,12+0,04
201 1,61 £ 0,00
202 1,72 £ 0,03
203 2,15+ 0,00
301 1,83 £0,01
302 2,19+ 0,35
303 2,07+0,13
1B1 0,60 + 0,03
1B2 1,89 + 0,00
1B3 1,17 £ 0,06
2B1 nd
2B2 1,60 + 0,08
2B3 2,00+ 0,02
3B1 1,95 +£0,22
3B2 1,16 £0,16
3B3 1,11 £ 0,06

2FSC3 1,52 + 0,05

*O — inoculado com esterco Ovino; B — inoculado com esterco Bovino; FSC — Fazenda Santa Candida. Os
numeros iniciais 1, 2 e 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 ¢
10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1, 2 e 3 do sistema. Poténcia 2mW. nd — ndo detectado

Analisando a Figura 5.3, observou-se que nao ha uma tendéncia entre as concentragdes
de radicais livres do tipo semiquinona, as quais variaram aleatoriamente ao longo de processo
de biodigestdo e também entre as diferentes coletas do efluente. As amostras apresentaram
baixas concentragdes de radicais semiquinonas, sendo que para a amostra 2B1 ndo foi
detectado sinal quantitativo.

A RPE ¢ uma técnica extremamente sensivel e sob condi¢des favoraveis o limite de
detecgio para centros paramagnéticos encontra-se no intervalo de 10'" a 10" spin g, o que
equivale a parte por bilhdo (NOVOTNY, 2002). Essa alta sensibilidade ¢ o que possibilita a
analise de materiais complexos como residuos organicos nio purificados. Considerando o fato
de que a intensidade do sinal dos espectros de RPE ¢ proporcional a raiz quadrada da poténcia
(WEIL et al., 1994), aplicou-se poténcia de 2,0 mW para as amostras de efluente, em virtude
da baixa relagdo sinal / ruido (s/r), visando obter um sinal quantitativo (apropriada relagio s/r)
de radicais livres do tipo semiquinona. Isto se deve, provavelmente, a heterogeneidade de
compostos organicos, bem como minerais presentes no efluente. Portanto, os resultados
apresentados na Tabela 5.5 ndo sdo diretamente comparaveis aos obtidos para os acidos

himicos (Tabela 5.10), pois para esses, utilizou-se poténcia de 0,2 mW em virtude da
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abundancia de centros paramagnéticos e, conseqlientemente maior relagdo s/r, presentes nos

acidos humicos.
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2,5x10"" 4
~ 2,0x10"
._U -4
‘CD 17
£ 1,5x10"7 1 =
o
wnn 4
1,0x10"" 4
5,0x10"
0,0 4 —
10 20 30 1B 2B 3B 2FSC3

FIGURA 5.3 — Concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona em spin g'C™"' obtida para as amostras do
material liofilizado das trés caixas do sistema da fossa séptica biodigestora. O — inoculado com esterco Ovino; B
— inoculado com esterco Bovino; 2FSC3 - Fazenda Santa Candida. Os nameros iniciais 1, 2 e 3 referem-se,
respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 e 10/2006)

5.1.4.3 — Espectroscopia de Ressonancia M agnética Nuclear (RMN)

Experimentos de RMN de "*C foram feitos, a fim de se obter informagdes sobre a
composi¢cao de grupos funcionais do material presente nas trés caixas do sistema da fossa.

Como mencionado no Capitulo 2, a principal dificuldade da aplicagdo da RMN de "*C
aos solidos reside na baixa resolucdo caracteristicas das amostras solidas. Problemas como o
alargamento de linha devido tanto as intera¢des dipolares heteronucleares (°C, "H) como a
anisotropia do deslocamento quimico, e a baixa sensibilidade devido aos longos tempos de
relaxagio spin-rede dos nucleos de '*C devem ser resolvidos. As técnicas MAS e CP tém
possibilitado melhores resultados, diminuindo estas limitagdes da RMN no estado sélido.

Contudo, os espectros observados para amostras solidas, como os analisados neste
trabalho, apresentam bandas largas e sobrepostas, o que inviabiliza a identificagdo de linhas
da forma que ¢ feita para a RMN no estado liquido. Também sdo observadas bandas laterais
que podem comprometer a quantificagdo do sinal. Estas bandas ocorrem quando a velocidade
de rota¢do da amostra em torno do angulo magico (54,74°) é menor que a anisotropia do

deslocamento quimico (CSA) (PEURAVOURI et al., 2003). Para grupos carbonilicos e
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aromaticos, as bandas laterais sdo ditas de primeira ordem, apresentando valores de
intensidade usualmente <10 % da intensidade observada para a banda central. Ainda, sdo
geradas bandas de segunda e terceira ordens, no entanto, estas podem ser negligenciadas, pois
apresentam intensidade <1,0 % da banda central. Uma das formas de se minimizar a
interferéncia das bandas laterais ¢ integrando sua area e subtraindo-a da area do espectro.
Contudo, neste trabalho ndo foi feito a subtragdo dessas bandas laterais nos espectros,
somente uma estimativa de sua area, a qual representa em média 2,8 % para as amostras de
efluente e lodo.

Porém, existe a possibilidade de se obter informagdo semiquantitativa mediante a
integracao de regides especificas e a associagdo com grupos funcionais caracteristicos das SH.
Os principais grupos detectados por RMN de "*C no estado solido em AH, mostrados na
Figura 2.12, sdo grupos alifaticos (0-45 ppm), N-alifaticos e metoxilicos (45-60 ppm), O-
alifaticos (60-110 ppm), aromaticos (110-140 ppm), O-aromaticos (140-160 ppm),
carboxilicos (160-185 ppm) e carbonilicos (185-230 ppm).

Nas Figuras 5.4, 5.5, 5.6, 5.7 ¢ 5.8 estdo apresentados os espectros de RMN de "°C das
amostras liofilizadas de efluente inoculados com esterco bovino ou ovino, € de lodos,
coletados no fundo de cada caixa. Os espectros obtidos para as amostras de efluente foram
muito similares, apresentaram bandas largas e sobrepostas. A intensidade do pico em
aproximadamente 164 ppm, atribuido a C-carboxilico, apresentou grande variagdo entre as
coletas, tanto para esterco ovino quanto bovino. Pdde-se observar ainda, que a matéria
organica do efluente € rica em carboidratos (pico ~72 ppm), proteinas (~55 ppm) e em outros
compostos de carater alifatico indicado pelos picos em aproximadamente 30 e 23 ppm. Baixa
intensidade foi observada para carbonos aromaticos, os quais absorvem em torno de 130 ppm.

Os espectros obtidos para os lodos apresentaram menor intensidade nas bandas
observadas para os compostos alifaticos (0-45 ppm) em comparagdo com os obtidos para os
solidos suspensos do efluente. Para o lodo, tanto do sistema inoculado com esterco ovino
quanto para bovino, foi observado maior intensidade para o pico referente a carboidratos (~74
ppm) em relagdo aos demais grupos ao longo do espectro.

As porcentagens obtidas para os grupos funcionais presentes nas amostras de efluente
e lodo, calculadas a partir dos espectros de RMN de *C (PRESTON, 1996), estio
apresentadas nas Figuras 5.9, 5.10, 5.11 e 5,12. As amostras de efluente apresentaram carater
fortemente alifatico, enquanto que para o lodo a porcentagem de grupos alifaticos obtida ¢

menor e de grupos aromaticos, ligeiramente maior.
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Nao foi observada tendéncia na variacdo do percentual dos grupos funcionais nas
amostras de efluente, o que reforgou os dados obtidos por RPE, os quais indicaram haver
composicao variavel do material ao longo do sistema, assim como nas diferentes coletas.

Analisando os valores médios das porcentagens dos grupos funcionais em cada coleta
(Figura 5.10), observou-se que esses valores sdo muito similares estatisticamente. Dessa
forma, ndo foram observadas variagdes na matéria organica presente no efluente em fungao
do inoculante utilizado (esterco ovino ou bovino) ou mesmo da época em que foram

coletados.
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FIGURA 5.4 — Espectro de RMN de "°C de amostras de efluente liofilizado. O — inoculado com esterco Ovino;
Os numeros iniciais 1, 2 e 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 e
10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1, 2 e 3 do sistema
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FIGURA 5.5 — Espectro de RMN de "°C de amostras de lodo liofilizado. L20 — lodo do sistema inoculado com
esterco Ovino coletado em 07/2006; Os niimeros seguintes a letra referem-se as caixas 1, 2 e 3 do sistema
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FIGURA 5.6 — Espectro de RMN de "*C de amostras de efluente liofilizado. B — inoculado com esterco Bovino;

Os numeros iniciais 1, 2 e 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 e
10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1, 2 e 3 do sistema
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FIGURA 5.7 — Espectro de RMN de "*C de amostras de lodo liofilizado. L2B — lodo do sistema inoculado com
esterco Bovino coletado em 07/2006; Os nimeros referem-se as caixas 1, 2 e 3 do sistema
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FIGURA 5.8 — Espectro de RMN de °C de amostras de efluente (A) e lodo (B). 2FSC3 — Fazenda Santa
Candida, caixa 3, coleta 2; L2FSC3 — lodo da caixa 3 do sistema da Fazenda Santa Candida coletado em
07/2006
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FIGURA 5.9 — Porcentagem dos grupos funcionais obtidas através dos espectros de RMN de “C com
VACP/MAS das amostras de efluente de cada caixa e nas trés coletas. O — inoculado co esterco ovino; B —
inoculado com esterco Bovino; Os niimeros iniciais 1, 2 e 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta das
amostras (10/2005; 07/2006 e 10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1, 2 e 3 do sistema
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FIGURA 5.10 — Média da porcentagem dos grupos funcionais obtidas através dos espectros de RMN de "*C com
VACP/MAS das amostras de efluente em cada coleta. O — sistema inoculado com esterco ovino; B — sistema
inoculado com esterco Bovino; Os numeros iniciais 1, 2 e 3 referem-se, respectivamente, a ordem de coleta das
amostras (10/2005; 07/2006 ¢ 10/2006)
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FIGURA 5.11 — Porcentagem dos grupos funcionais obtidas através dos espectros de RMN de "*C com
VACP/MAS das amostras de lodo coletado em 07/2006. L20 — lodo do sistema inoculado com esterco ovino;
L2B - lodo do sistema inoculado com esterco Bovino; Os nimeros seguintes a letra referem-se as caixas 1,2 ¢ 3
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FIGURA 5.12 — Porcentagem dos grupos funcionais obtidas através dos espectros de RMN de "*C com
VACP/MAS das amostras de efluente e lodo. 2FSC3 — Fazenda Santa Candida, caixa 3, coleta 2; L2FSC3 — lodo
da caixa 3 do sistema da Fazenda Santa Candida coletado em 07/2006

Na Tabela 5.6 estdo apresentados os dados referentes as porcentagens de grupamentos
aromaticos e alifaticos observadas para as amostras de efluente e lodo. Observando-se os
valores isolados, nota-se que ocorreu variacao no percentual de grupos aromaticos e alifaticos
ao longo do processo de biodigestdo. No entanto, quando se analisaram os valores médios

obtidos para cada coleta, ndo foram observadas mudangas no grau de aromaticidade /
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alifaticidade das amostras, possivelmente, devido ao pequeno nimero de amostras analisado,
o que resultou em valores estatisticamente iguais.

A porcentagem de aromaticidade /alifaticidade observada para as amostras de efluente
foram similares as obtidas para o lodo, indicando um baixo grau de aromaticidade do material

presente na Fossa Séptica.

TABELA 5.6 — Porcentagem dos grupos aromaticos e alifaticos nas amostras de efluente e lodo obtidas através
dos espectros de RMN de *C*

Aromaticidade (%) Alifaticidade (%)
AMOSraS ~\/alor em  Médiaentre  Valorem  Médiaentre
cada caixa as caixas cada caixa as caixas
101 16 84
102 15 15,3+0,6 85 84,7+0,6
103 15 85
201 14 86
202 12 14,7+ 3,0 88 85,3+3,0
203 18 82
301 14 86
302 16 143+1,5 84 85,7+ 1,5
303 13 87
1B1 15 85
1B2 13 14,0+ 1,0 87 86,1+ 1,0
1B3 14 86
2B1 16 84
2B2 14 16,3 +2,5 86 83,7+2,5
2B3 19 81
3B1 13 87
3B2 14 12,0 £ 2,6 86 88,0+2,6
3B3 9 91
LO1 19 81
LO2 15 15,7 43,0 85 84,3+3,0
LO3 13 87
LBI 17 83
LB2 18 163+2,1 82 83,7+2,1
LB3 14 86
2FSC3 16 ) 84 )
LFSC3 16 84

*QO — inoculado com esterco Ovino; B — inoculado com esterco Bovino; Os nimeros iniciais 1, 2 e 3 referem-se,
respectivamente, a ordem de coleta das amostras (10/2005; 07/2006 e 10/2006) e os seguintes a letra, as caixas 1,
2 e 3 do sistema; L — lodo

Na Tabela 5.3 podem-se observar valores superiores a 1,0 para todas as amostras de
efluente analisadas, indicando, dessa forma o carater alifatico da matéria orgénica do efluente,

sendo essa informagio coerente com os dados obtidos por RMN de "°C e FTIR.
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5.2 —Impacto Causado pela Adicao de Efluente no Solo

5.2.1 - Condutividade e pH

Os valores de pH obtidos para as amostras de solo sdo mostrados na Tabela 5.7.
Analisando esses resultados pode-se observar que o solo analisado possui carater bastante
acido, isso ¢ mais nitido se compararmos os solos de mata, que ndo recebem qualquer tipo de
corretivo de acidez, com os demais solos que sdo tratados com calcario. O solo adubado com
efluente apresentou valor de pH ligeiramente superior ao solo com aduba¢do mineral em
especial na primeira camada. Segundo YAN et al., (1996) a adi¢dao de residuos organicos
pode ocasionar aumento no pH do solo devido, principalmente a dois diferentes processos:
descarboxilagdo de 4nions organicos consumindo H' e liberando CO, (R-CO-COO” + H" —
R-CHO + CO;) e desamina¢do de aminoéacidos. Porém, a contribuicdo deste Giltimo processo €
provavelmente de menor importancia, pelo fato de o grupo aminoacido encontrar-se

predominantemente protonado.

TABELA 5.7 — Valores de pH e condutividade para as amostras de solo*

Amostras de pH Condutividade a 25 °C (dSm™)
solo 0-10 cm 10-20 cm 20-40 cm 0-10 cm 10-20 cm 20-40 cm
CE 515+0,01  459+001 468+0,01 0,18+001 014+0,01 0,12+0,01
NPK 481+0,01 440+0,01 447+001 020+0,00 0,11+0,01  0,10+0,01
M 3,57+0,01  3,64+0,01 3,73+0,01 033+0,00 0,20+001  0,19+0,01

*CE: solo adubado com efluente; NPK: solo com adubagdo mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M:
solo de mata

A condutividade esta relacionada com o contetido de sais na solu¢do do solo. Na
Tabela 5.7 € possivel observar um decréscimo nesse conteudo conforme aumenta a
profundidade no solo. Dentre os solos analisados, o de mata apresentou maiores
concentragdes de sais. Pode-se observar também que o solo adubado com efluente desde o
segundo semestre de 2003, ndo apresentou excesso de salinidade, visto que seus valores de
condutividade estdo na faixa de 0,0-2,0 dS m™' e dentro desta faixa os efeitos da salinidade s3o

geralmente negligenciaveis (TOME Jr., 1997).
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5.2.2 —Macro e Micronutrientes Disponiveis no Solo

As concentracdes de nutrientes disponiveis no solo sdo mostradas na Figura 5.12.
Verificou-se um aumento nas concentracdes dos macronutrientes quando adicionado o
efluente, em relacdo ao solo adubado com NPK, ja os teores de micronutrientes para esses

dois solos foram semelhantes.
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FIGURA 5.12 — Concentrag@o de macro e micronutrientes disponiveis no solo. A e B — macronutrientes; C e D —
micronutrientes; CE: solo adubado com efluente; NPK: solo com adubagdo mineral a base de nitrogénio, fosfato
e potassio; M: solo de mata. As numeragdes referem-se as profundidades amostradas — 1: 0-10 cm; 2: 10-20 cm
e 4:20-40 cm

O solo de mata apresentou baixas concentragdes de nutrientes, exceto de ferro e

manganés, que foram superiores aos demais solos analisados. Possivelmente, devido ao
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carater acido deste solo, o qual favorece a disponibilidade de ferro e manganés, abundantes no
solo analisado.

Esse aporte de nutrientes no solo, ocasionado pela adicdo do efluente, ¢ importante,
pois possibilita a diminui¢do do uso de fertilizantes quimicos. Na Fazenda Santa Candida,
onde foi instalado este experimento, faz-se, normalmente, uso de fertilizante mineral a base de
nitrogénio, fosfato e potassio trés vezes ao ano. Em 2006, foi feita somente uma aplicacao,

visto que as concentracdes de nutrientes no solo foram consideradas satisfatorias.

5.2.3 —Carbono Organico Total (COT)

Na Figura 5.13 sdo mostradas as porcentagens de carbono total obtidas para as
amostras de solo. Os solos analisados apresentaram percentuais de carbono variando de 0,63 a
2,16 % C. Para as amostras pertinentes ao solo de mata observou-se maior teor de carbono
que os demais solos analisados, em virtude de esse solo ndo ter sido submetido a qualquer
forma de manejo. Comparando os solos adubados (Figura 5.13), pode-se observar que o solo
que recebeu aplicagdo de efluente apresentou maior teor de carbono. Esse aporte
proporcionado ¢ importante, pois dessa forma o efluente se torna mais uma alternativa para a

elevagdo dos teores de matéria organica no solo.

2,54 M O0-10cm
I 10-20 cm
1 20-40 cm
2,0

CE NPK M

FIGURA 5.13 — Porcentagem de carbono total em amostras de solo. CE: solo adubado com efluente; NPK: solo
com adubag¢@o mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M: solo de mata

O aporte de matéria organica provocado pela adicdo de efluente é pequeno se

comparado diretamente com o solo que recebeu adubagdo mineral. No entanto, deve-se
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considerar que o foram feitas poucas aplicacdes de efluente no solo desde que o sistema da
fossa foi instalado, no ano de 2003. Dessa forma, os resultados obtidos indicam uma
tendéncia ao aumento dos teores de carbono no solo com efluente. Contudo, a elevagio e
posterior manutencdo de teores elevados de carbono no solo dependera de aplicagdes
sucessivas do residuo (OLIVEIRA et al., 2002), visto que os efeitos sobre os teores de
carbono podem ser temporarios (MELO et al., 1994) em decorréncia da decomposi¢do da
matéria organica.

Corroborando com LEITE et al., (2004), os resultados obtidos para os teores de
carbono apresentaram maiores concentragdes na camada superficial (0-10 cm), e diminuem

linearmente conforme se aumenta a profundidade.

5.2.3 — Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser (FIL)

As analises de FIL foram feitas a fim de se obter informagao a respeito do indice de
humificacdo (Hri) da matéria organica do solo, usando amostras de solo intacto. A proposta
de célculo deste indice de humificacao ¢ a razdo entre o valor da ACF e o valor de COT

presente na amostra de solo intacto (MILORI et al., 2004), ou seja:

HFIL: ACF/COT

O indice de humificacdo obtido através da FIL estd representado na Figura 5.14. Nela
pode-se observar que as amostras de 0-10 e 10-20 cm para os solos CE e NPK apresentaram
valores bem proximos para o indice de humificagdo. J4 para a amostra na profundidade de 20-
40 cm, observou-se que o solo com adubac¢do mineral do tipo NPK obteve maior indice de
humificacdo. Os menores valores no solo CE representam um aporte de MO recente
proveniente do efluente ou da atividade microbiana. As amostras de AH do solo de mata
apresentaram grau de humificacio Hpy bem inferior aos demais solos, sendo que esse
comportamento ndo foi observado nos outros indices de humifica¢do avaliados. Essa grande
diferenga pode ser atribuida ao fato de a FIL analisar solos intactos, sem qualquer processo de
extracdo das SH, estando presentes todos os grupamentos fluoroforos da matéria organica do
solo, podendo ocorrer dessa forma, um efeito de dilui¢do da matéria organica humificada,

diminuindo o sinal de fluorescéncia.
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FIGURA 5.14 — Indice de humifica¢io (Hpy ) obtido através da fluorescéncia induzida por laser de amostras de
solo dividido pela porcentagem de carbono organico das mesmas. CE: solo adubado com efluente; NPK: solo
com adubacgao mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M: solo de mata

5.3 —Matéria Organica do Solo (Acidos Humicos)

5.3.1 — Andlise Elementar

Os valores obtidos para a composi¢ao elementar dos AH e os teores de cinzas estdo

apresentados na Tabela 5.8.

TABELA 5.8 — Composicao elementar (carbono, nitrogénio, hidrogénio, enxofre e oxigénio) e teor de cinzas em
amostras de AH extraidos do solo*

Amostras  C (%) N (%) H (%) S (%) O (%)  Cinzas (%)

CEl 48 4 5 2 37 4
CE2 47 4 5 2 36 6
CE4 48 4 4 2 36 5
NPK1 48 4 5 2 37 4
NPK2 48 4 5 2 36 5
NPK4 49 4 5 2 36 3
M1 49 4 3 2 40 1
M2 50 4 5 3 38 1
M4 50 4 4 2 38 2

*CE: solo adubado com efluente; NPK: solo com adubag@o mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M:
solo de mata. As numeragdes referem-se as profundidades amostradas — 1: 0-10 cm; 2: 10-20 cm e 4: 20-40 cm.
Oxigénio determinado por diferenga



Capitulo 5 — Resultados e Discussdo 78

A andlise elementar proporcionou informacdes sobre a distribui¢ao dos elementos
quimicos principais (C, N, H, S e O) nos AH, sendo que ndo foram observadas diferengas

significativas nos percentuais desses elementos nos trés solos analisados.

A razao C/N (Tabela 5.9) obtida para as amostras de AH variaram de 13,7 a 16,0.
Dados na literatura indicam que a razdo obtida estd dentro da faixa esperada para AH
extraidos de solo. (NICOLARDOT et al., 2001). Para as amostras de solo de mata observou-
se um aumento dessa razao ao longo do perfil do solo, indicando um aumento no indice de

humificacdo dessas amostras.

TABELA 5.9 — Razdes atomica C/N e H/C das amostras de amostras de AH extraidos do solo

Amostras* CIN H/C
CE1 14,2 1,29
CE2 13,7 1,27
CE4 14,3 1,11

NPK 1 14,1 1,22
NPK2 14,0 1,25
NPK4 14,5 1,23
Ml 14,7 0,82
M2 15,3 1,12
M4 16,0 1,02

*CE: solo adubado com efluente; NPK: solo com adubag@o mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M:
solo de mata. As numeragdes referem-se as profundidades amostradas — 1: 0-10 cm; 2: 10-20 cm e 4: 20-40 cm

De acordo com STEVENSON (1994), a razao H/C pode ser usada para avaliar o grau
de insaturacdo dos 4cidos humicos. Quanto maior esta razdo menor ¢ o grau de insaturacao
das moléculas. Na Tabela 5.9, observa-se que os AH dos solos CE apresentaram maiores
valores de H/C, indicando que essas amostras possuem maior grau de saturagdo que os demais
AH, possivelmente devido a incorporagdo da matéria organica presente no efluente. A razao
H/C observada para as amostras de AH de mata mostrou que este material possui alto grau de

insaturagao.
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5.3.2 — Analises Espectr oscopicas

5.3.2.1 — Espectroscopia de I nfravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises de infravermelho foram feitas visando obter informacgdes sobre a
composi¢ao de grupos funcionais, dos acidos htimicos extraidos dos solos.

As possiveis atribui¢cdes dos sinais foram baseadas no conhecimento acumulado pela
RMN de "C em solos e 4cidos hiimicos nos trabalhos descritos na literatura WILSON 1984 ¢
1987; SCHNITZER e PRESTON, 1986; PRESTON et al., 1994ab, 1996; KOGEL-KNABER,
1997; SCHULTEN e SCHNITZER, 1997, VEEMAN, 1997; ZECH et al., 1997; CELI et al.,
1997.

Os espectros de infravermelho para as amostras de AH sdo apresentados na Figura

5.15.
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FIGURA 5.15 —Espectros de FTIR de AH extraidos de amostras de solos adubados com efluente (CE), solo com
adubagdo mineral a base de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) e solo de mata

Uma banda larga na regido de alta freqiiéncia, entre 3600 ¢ 3070 cm™ presente em

todos os espectros ¢ atribuida as vibragdes de estiramentos O-H, indicando a abundante
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presenca de grupos hidroxilas nos AH obtidos. Na regido de 2918 e 2850 cm™ encontram-se
os estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, de CH alifaticos (CELI et al., 1997).

A banda em 1718 cm™ ¢ atribuida a vibragdes v (O-C=0) de ésteres ou v (C=0) de
cetonas (NAIDJA et al., 2002), enquanto que em torno de 1620 cm™ tem-se v (C=0) de grupo
amida — banda de amida I, C=C de anel aromatico, deformac¢ao axial de C=C, C=N, absor¢ao
anti-simétrica de C=0 de COO" e deformag¢do angular de H,O (NIEMEYER et al., 1992;
BAES e BLOOM, 1989; GUIMARAES, 1997).

Uma banda fraca em torno de 1420 cm™ refere-se ao estiramento assimétrico C-O e
/ou a deformagdo C-O-H dos COOH ¢ estiramento simétrico dos ions COO". A banda
préxima a 1236 cm™ é atribuida & deformacio axial C-O dos COOH (BAES e BLOOM,
1989) e estiramento simétrico C-O. Ainda, as absor¢des observadas entre 1200-1100 cm™
podem ser atribuidas ao v (C-O) de polissacarideos (STEVENSON, 1994; NIEMEYER et al.,
1992) provavelmente celulose ou hemicelulose residual (INBAR et al., 1989) ou impurezas se
silicatos relacionadas ao v (Si-O) (GUIMARAES, 1997).

Analisando os espectros obtidos para os AH extraidos do solo, observou-se que todos
eles apresentaram perfis semelhantes, indicando a presenca dos mesmos grupos funcionais,

ndo sendo observada, através desta técnica, qualquer alteragdo nestes grupos, em virtude da

adicao da matéria organica do efluente.

5.3.2.2 — Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletr 6nica (RPE)

O sinal do radical livre organico das substancias humicas, detectavel por RPE, ¢
atribuido a radicais livres do tipo semiquinona. Quanto maior a concentragdo de radicais
livres do tipo semiquinona, maior a humificacdo da matéria organica (SENESI, 1990a;
MARTIN-NETO et al., 1991, 1998). Normalmente a maior humifica¢do esta relacionada a
formagio de compostos mais aromaticos (KOGEL-KNABER et al., 1991). No entanto, pela
complexidade da MOS, ¢ temerario assumir um Unico tipo de radical como responsavel pelo
sinal, e na literatura internacional ndo se descarta a possibilidade de envolvimento de outros
tipos de estruturas (SENESI, 1990b; CHESHIRE ¢ MCPAHIL, 1996; WATANABE €t al.,
2005).

Para quantificacdo de espécies paramagnéticas, a concentracdo de spins ¢ diretamente
proporcional a integral dupla do espectro de RPE (Figura 2.9). Uma aproximagdo

normalmente muito utilizada para a obten¢ao da concentragdo de spins ¢ feita utilizando-se a
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formula I x AH* (POOLE, 1967), onde I ¢ a intensidade do sinal ¢ AH é a largura do sinal

tomada pico a pico.

TABELA 5.10 — Concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona ¢ largura de linha das amostras de AH
extraidos do solo CE, NPK e M, fornecidas por RPE*

Radicaislivresdo tipo semiquinona Larguradelinha

HmEElES (spin g* de C (10")) (Gauss)
CE1 1,92 +£0,02 4,52+0,10
CE2 1,36 £ 0,13 4,84 +0,07
CE4 2,59 +0,10 4,30 + 0,07

NPK1 1,74 £ 0,03 4,42 + 0,10
NPK2 1,82+ 0,01 4,59 + 0,00
NPK4 2,03 £0,06 4,77 £ 0,03
M1 2,05+ 0,04 4,25 +0,07
M2 2,66+0,13 4,25+ 0,00
M4 437+0,04 4,01 +0,07

*CE: solo adubado com efluente; NPK: solo com adubagdo mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M:
solo de mata. As numeragoes referem-se as profundidades amostradas — 1: 0-10 cm; 2: 10-20 cm e 4: 20-40 cm.
Poténcia 0,2 mW

Os resultados obtidos para a concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona para
as amostras de solos estao descritos na Tabela 5.10. A concentracdo desses radicais foi
avaliada em dois solos sob cultivo e diferentes tipos de adubos (CE e NPK) e em um solo de
mata (M). Nos trés solos analisados observou-se um aumento na concentracdo de radicais
semiquinona conforme se aumenta a profundidade.

No solo de mata foi observada maior concentracao desses radicais, indicando maior
indice de humificagdo dessas amostras. A adicdo do efluente no solo alterou
significativamente a concentragdo dos radicais semiquinona no solo. Comparado ao solo com
aduba¢ao NPK, observou-se que o solo com CE apresentou nas camadas de 0-10 e 20-40 cm
maiores indices de humificagdo, no entanto, ocorreu uma diminui¢ao neste indice na camada
de 10-20 cm (Figura 5.16). Dessa forma, nota-se uma contribui¢do dos radicais do tipo
semiquinona, presentes em baixas concentragdes no efluente (Figura 5.3, amostra 2FSC3), na

alteracdo da matéria organica natural do solo.
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FIGURA 5.16 — Comcentragdo de radicais livres do tipo semiquinona em spin g'C™" obtida para as amostras de
AH extraidos de solos adubados com efluente (CE), com adubagdo mineral a base de nitrogénio, fosforo e
potassio (NPK) e de solo de mata (M)

Caracteristicas adicionais dos radicais livres semiquinona podem ser obtidas usando a
largura de linha do sinal de RPE (POOLE ¢ FARACH, 1972; MARTIN-NETO et al., 2001).
MARTIN-NETO €t al., (2001) observaram que a largura de linha dos radicais livres do tipo
semiquinona era diretamente proporcional a diminui¢do do pH para Latossolos e 4cidos
humicos de turfa, fornecendo evidéncias de que o tempo de relaxagdo do estado excitado do
sinal semiquinona dessas substancias humicas seja maior em meio acido, devido as mudangas
conformacionais das SH, o que resulta em uma interacdo menos efetiva com o meio externo.

Geralmente, as amostras de acidos hiimicos com maior concentragao de radicais livres
do tipo semiquinona, sdo associadas a sinais com menor largura de linha, devido ao maior
grau de humificacdo e radicais mais protegidos com relacdo ao meio externo (MARTIN-
NETO et al., 2001; SPOSITO et al., 1996).

Corroborando com SANTOS (2006), MARTIN-NETO et al., 2001; SPOSITO et al.,
1996, os 4cidos himicos com maior concentragdo de radicais livres do tipo semiquinona
apresentaram menor largura de linha (Tabela 5.10). Observou-se que os acidos himicos
extraidos do solo de mata apresentaram maior concentragdo de radicais livres semiquinona e
menor largura de linha, sendo que para este solo foi observado maior carater acido (Tabela

5.7).
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5.3.2.3 — Espectroscopia de Ressonancia M agnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de "°C para as amostras de AH estdo apresentados na Figura
5.13.
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FIGURA 5.17 — Espectros de RMN de "°C dos AH extraidos do solo. CE: solo adubado com efluente; NPK: solo

com adubagdo mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M: solo de mata. As numeragdes referem-se as
profundidades amostradas — 1: 0-10 cm; 2: 10-20 cm e 4: 20-40 cm.
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As mesmas consideragdes feitas para o efluente da fossa com relacdo as limitagcdes da
RMN de *C no estado solido, citadas no item 5.1.4.3, também sdo aplicaveis para as de AH.

Na Figura 5.18 estdo apresentadas as porcentagens relativas aos grupamentos
aromaticos e alifaticos presentes nas amostras de AH. Nos AH do solo CE ocorreu uma
diminui¢do no teor de carbono alifatico com o aumento da profundidade, semelhante ao
observado para os de solo de mata. Com o uso do efluente, o solo recebe matéria organica de
carater mais simples devido ao processo de biodegradacdo a qual foi submetida no
biodigestor, sendo dessa forma incorporada ao solo mais facilmente. Em contraposicao, para o
solo de mata, tem-se um sistema fechado, no qual adiciona-se ao solo matéria organica fresca,
proveniente de folhas de arvores e também de origem animal. Este material ¢ degradado pela
acao dos microrganismos e lentamente incorporado a matéria organica do solo, sendo que nas
camadas de 10-20 e 20-40 cm ndo ocorreu alteragdo no teor desses grupos alifaticos (Figura

5.18C), indicando uma possivel estabilizacdo dessa matéria organica.
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FIGURA 5.18 — Porcentagem da 4rea total das bandas nos espectros de RMN de "*C com VACP/MAS das
amostras de AH. CE: solo adubado com efluente; NPK: solo com adubag@o mineral a base de nitrogénio, fosfato
e potassio; M: solo de mata. As numeragdes referem-se as profundidades amostradas — 1: 0-10 cm; 2: 10-20 cm e
4:20-40 cm
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Na Tabela 5.11 estdo apresentados os dados referentes as porcentagens de
grupamentos aromaticos e alifaticos observadas para as amostras de AH. Para as amostras de
AH do solo com efluente observou-se que a adi¢do do efluente provocou um aumento na
alifaticidade na matéria organica se comparado com o solo adubado com NPK. Resultados
semelhantes ao observado por SANTOS, (2006) ao avaliar o grau de aromaticidade de

amostras de Latossolo submetidos a adi¢do de lodo de esgoto.

TABELA 5.11 — Porcentagem dos grupos aromaticos e alifaticos nas amostras de AH obtidas através dos
espectros de RMN de "°C

Amostras® Aromaticidade (%) Alifaticidade (%)

CEl 21 79
CE2 21 79
CE4 27 73
NPK 1 26 74
NPK2 25 75
NPK4 26 74
M1 20 80
M2 24 76
M4 27 73

*CE: solo adubado com efluente; NPK: solo com adubag@o mineral a base de nitrogénio, fosfato e potassio; M:
solo de mata. As numeragdes referem-se as profundidades amostradas — 1: 0-10 cm; 2: 10-20 cm e 4: 20-40 cm

5.3.2.4 — Espectroscopia de Fluor escéncia em Solucéao

A fluorescéncia tem sido amplamente reconhecida como uma técnica relativamente
simples, sensivel e util para o estudo estrutural e funcional relativo as amostras tal como o
acido humico.

As principais vantagens desta técnica sao, a alta sensibilidade e seletividade, pois
somente aqueles grupos funcionais que fluorescem podem ser observados. Com isso, o uso da
técnica de fluorescéncia nos estudos sobre substancias humicas esta apoiado pela presenca
estavel de varias estruturas fluorescentes intrinsecas a molécula hiimica e a seus precursores,

particularmente anéis aromaticos, fenois e grupos quinona (SENESI et al., 1991).

5.3.2.4.1 — Modalidade de Emissao

Os espectros de emissdo foram obtidos utilizando metodologias propostas por
MILORI et al., (2002) e ZSOLNAY et al., (1999), as quais propdem a excitagdo das amostras

em 465 e 240 nm, respectivamente.
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Os espectros das amostras de AH pertinente as metodologias, assim como os

respectivos indices de humificacdo sdo mostrados nas Figuras 5.19, 5.20, 5.21 e 5.22.
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FIGURA 5.19 — Espectros de emissdo de fluorescéncia de AH extraidos do solo, medidos com comprimento de
onda de excitagdo A, = 465 nm. CE — solo adubado com efluente; NPK — solo com adubac¢do mineral a base de
nitrogénio, fosforo e potdssio; M — solo de mata
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Os espectros de emissao obtidos com Aex = 465 nm apresentaram-se como uma unica
banda com um maximo de emissdo centrado em torno de 524 nm. Observou-se um mesmo
perfil para os trés solos analisados, no qual a intensidade de fluorescéncia aumentou conforme
se aumentava a profundidade no solo.

Segundo MILORI et al. (2002), uma boa estimativa do indice de humifica¢dao para
amostras de AH pode ser obtida integrando-se a 4rea sob a curva dos espectros de emissao

com Aex = 465 nm, sendo denominado Aggs.
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FIGURA 5.20 — indice de humificagdo, A4es, obtido segundo metodologia de MILORI et al., (2002) para os AH
extraidos do solo. CE — solo adubado com efluente; NPK — solo com adubag@o mineral a base de nitrogénio,
fésforo e potassio; M — solo de mata

Os indices de humificagdo, A4¢s, obtidos para as amostras de AH estdo apresentados
na Figura 5.20. Observou-se que as amostras para os solo CE e NPK apresentaram indices de
humificacdo bem semelhantes, ndo sendo observada qualquer mudanga em func¢do da adicao
do efluente. Para as amostras de M, foram observados maiores indices de humificagdo nas
camadas de 0-10 e 10-20 cm e na camada de 20-40 cm apresentou carater menos humificado
que os solos sob cultivo.

Utilizando a metodologia proposta por ZSOLNAY et al., (1999) obtiveram-se os
espectros de emissdo com A = 240 nm. Os espectros apresentaram uma banda com as
maiores intensidades de fluorescéncia deslocadas para maiores comprimentos de onda. A
fluorescéncia de acidos huiimicos em comprimentos de onda longos, como neste caso, €
associada a sistemas insaturados conjugados (hidrocarbonetos aromaticos condensados tipo

tetraceno de estrutura linear ou pirileno de estrutura ciclica), e/ ou a nucleos aromaticos
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altamente substituidos por C=0 ¢ COOH (LUMB, 1978; SENESI, 1992; RIVERO et al.,
1998; OLK et al., 1999).
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FIGURA 5.21 — Espectros de emissdo de fluorescéncia de AH extraidos do solo, medidos com comprimento de

onda de excitagdo A, = 240 nm. CE — solo adubado com efluente; NPK — solo com adubagdo mineral a base de
nitrogénio, fosforo e potassio; M — solo de mata
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A proposta de ZSOLNAY et al., (1999) ¢ que, se as moléculas fluorescentes tornam-se
mais condensadas tenderdo a exibir um deslocamento sobre comprimentos de onda maiores.
A partir da excitacdo de diferentes amostras com radiacdo ultravioleta em 240 nm, foi
possivel observar no espectro de emissao da matéria organica dissolvida, um deslocamento
para comprimentos de ondas maiores, demonstrando progresso no processo de humificacao.
Deste modo, segundo ZSOLNAY et al., (1999) a area sobre o ultimo quarto da emissdo (562-
650 nm) dividido pela area do primeiro quarto (300-387 nm), denominado A4/A;, pode ser
usada como indice de humificagao.

Na Figura 5.22 sdo apresentados os indices de humificagdo, A4/A;, obtidos segundo

metodologia de ZSOLNAY et al., (1999) para as amostras de AH.
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FIGURA 5.22 — Indice de humificagio, A4/A,, obtido segundo metodologia de ZSOLNAY et al., (1999) para os
AH extraidos do solo. CE — solo adubado com efluente; NPK — solo com adubac¢iao mineral a base de nitrogénio,
fosforo e potassio; M — solo de mata

As amostras de AH dos solos sob cultivo (CE ¢ NPK) apresentaram o mesmo
comportamento ao longo do perfil do solo, com valores de A4/A; semelhantes. Segundo a
metodologia de ZSOLNAY et al., (1999) as amostras de AH extraidos do solo de mata

apresentaram carater menos humificado do que as demais analisadas.
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5.3.2.4.2 — Modalidade Sincronizada

O espectro de varredura sincronizada, medida com diferenca constante entre excitacao
e emissdo (AA = 55 nm), permitiu avaliar o grau de humificacdo através da metodologia
proposta por KALBITZ et al., (2000). De acordo com essa proposta, os espectros de
fluorescéncia sincronizados das substancias htimicas apresentam dois picos, um em torno de
360 e outro em 465 nm, e um ombro em torno de 470 nm. Esses picos podem apresentar
deslocamento no méximo de intensidade de fluorescéncia de menores para maiores
comprimentos de onda, o que estd associado com um aumento no nimero de nucleos
aromaticos altamente substituidos e/ ou com um sistema conjugado insaturado capaz de exibir
alto grau de ressonancia. Entdo, a razao da intensidade de fluorescéncia em 400 e 360 nm, ou
470 e 360 nm pode ser usada para medir o grau de humificagao das substancias humicas.

Nos espectros da Figura 5.23, identificaram-se os dois picos médios, um em 456 e
outro em 374 nm, os quais foram usados na determinagdo do indice de humifica¢dao, medindo-

se a razao I456/ I374.
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FIGURA 5.23 — Espectros de varredura sincronizada de AH extraidos do solo, medidos com diferenca de

comprimento de onda de emissdo e excitagdo AA = 55 nm. CE — solo adubado com efluente; NPK — solo com
adubagdo mineral a base de nitrogénio, fésforo e potassio; M — solo de mata
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FIGURA 5.24 — Indice de humificacdo, Lys¢/I374, obtido segundo metodologia de KALBITZ et al., (2000) para os
AH extraidos do solo. CE — solo adubado com efluente; NPK — solo com adubagdo mineral a base de nitrogénio,
fosforo e potassio; M — solo de mata

De forma semelhante ao observado pelas metodologias de MILORI et al., (2002) e

ZSOLNAY et al., (1999), o indice de humifica¢do Is¢/I374, mostrou que as amostras de AH

dos solos CE e NPK apresentaram o mesmo comportamento, revelando o mesmo indice de

humificacdo (Figura 5.24).

A andlise de correlagdo mostrou que os indices de humificagdo A4/A; € lise/I374

apresentaram boa correlacdo (R: 0,9249) enquanto que para o indice As¢s obtiveram-se

valores de R inferiores a 0,900, conforme pode ser visto na Figura 5.25.
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FIGURA 5.25 — Correlagdo entre as metodologias de fluorescéncia propostas para avaliar o indice de
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CAPITULO 6—CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que o efluente gerado pelo sistema da fossa séptica
biodigestora apresentou composi¢des varidveis, considerando as diferentes coletas e o tipo de
inoculante utilizado.

A andlise elementar e teor de cinzas indicaram ndo haver diferengas no percentual dos
elementos que possa ser atribuida aos inoculantes bovino /ovino. O teor de cinzas observado
para as amostras das trés caixas do sistema foi alto, indicando que o material da Fossa Séptica
Biodigestora possui uma fracdo mineral significativa. Esta fracdo mineral foi avaliada
somente para o material da terceira caixa e revelou que, de fato, o efluente possui quantidades
significativas de nutrientes que podem ser disponibilizados para as plantas. Também foram
encontrados altos teores de Na em relacao aos teores de nutrientes, no entanto, ndo foram
observados efeitos de salinizagdo no solo.

A andlise da matéria organica do efluente por métodos espectroscopicos indicou nao
haver diferengas em sua composi¢do com relagdo ao inoculante usado. No processo de
biodegradacdo ao longo do sistema da fossa séptica biodigestora observou-se que nao
ocorreram alteragdes significativas na composicao dos grupos funcionais da matéria organica
do efluente. O efluente possui carater bastante alifatico e ao ser incorporado no solo, observa-
se que modifica a matéria organica do solo.

A adicdo do efluente ao solo provocou modificagdo em suas propriedades fisico-
quimicas. Foi observado um aumento no pH do solo, ocasionado em fun¢do do carater
alcalino e da acdo da matéria organica do efluente. A analise de condutividade elétrica do
extrato do solo mostrou que a adi¢ao do efluente ndo provocou efeitos de salinizagao no solo,
visto que as concentragdes de sais no efluente sdo altas.

Foi possivel observar que a adi¢do do efluente ao solo apos 3 anos de aplicagdo,
provocou significativas alteragdes na parte himica da matéria organica do solo.

A analise elementar dos AH revelou que as amostras extraidas do solo CE
apresentaram maior grau de saturacdo que os demais solos analisados, em funcdo do caréter

alifatico da matéria orgénica do efluente que foi incorporada ao solo.
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Os espectros de FTIR obtidos sdo tipicos para AH. Neles as principais bandas estao
associadas a grupos hidroxilas, alifaticos, carboxilatos, carbonila e amina. Os espectros nao
mostraram diferengas significativas para os trés solos analisados.

Os resultados obtidos através da RPE ¢ RMN de °C indicaram uma diminui¢io no
indice de humificacdo das amostras de AH do solo CE comparado ao solo com adubagado
NPK, nas camadas de 0-10 e 10-20 cm.

A reutilizacdo do efluente, além de ser uma alternativa mais adequada sob o aspecto
ambiental também ¢ muito util do ponto de vista agricola, pois este demonstrou ser uma fonte
de macro e micronutrientes para as plantas, além de matéria organica para o solo. As técnicas
quimicas e espectroscoOpicas mostraram que o beneficio proporcionado pela adi¢do de efluente

ao solo, mesmo em um experimento de curta duracdo, pode ser significativo.
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