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Resumo

Pretendeu-se com este trabalho avaliar a influéncia da aplicagdo de residuos orgéanicos na
atividade das fosfatases acidas, celulases, B-glucosidase, ureases e proteases visto serem

indicadores de stresse, produtividade e qualidade do solo.

Foram aplicados a um solo classificado na familia Bp (Barros pretos ndo calcéarios de dioritos
ou gabros) ou Vertissolo segundo a classificacdo da FAO trés residuos organicos: lamas
residuais urbanas (SS), composto de residuos sélidos urbanos de recolha indiferenciada
(MMSWC) e composto de residuos agricolas (AWC) em trés doses, correspondentes ao

equivalente a 6, 12 e 24 t/ha de matéria seca.

Dos resultados obtidos podemos dizer que de uma maneira geral a atividade das enzimas
aumentou em todas a situag¢des estudas, sendo notdria uma tendéncia de aumento ao longo

do tempo.

Palavras-chave: Atividade enzimética, Residuos organicos, Composto, Lamas de ETAR



Abstract

Three different organic residues where applied to soil: municipal sewage sludge (SS),
agricultural wastes compost (AWC) and mixed municipal solid waste compost (MMSWC), in
three different amounts corresponding to the equivalent of 6, 12 and 24 t/ha of dry matter. To
assess their influence on the quality and degree of soil degradation the activity of the enzymes
acid phosphatase, cellulases, b-glucosidase, urease and protease were determined, since
they are stress, productivity and soil quality indicators.

From the obtained results we can say that generally the activity of all enzymes increased in all

the studied cases, with evidence of an increasing trend over time.

Keywords: Enzymatic activity, Organic residues, Compost, Sewage sludge
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Utilizacdo de residuos organicos como corretivos do solo: Avaliagdo da atividade enziméatica

1. Introducao

A aplicacao ao solo de materiais ricos em matéria organica produzidos a partir de residuos
organicos da atividade humana é uma boa estratégia para cumprir as metas propostas pela
diretiva europeia 1999/31/EC, relativa a deposicao de residuos em aterros, que prevé a sua
reducdo de modo a diminuir a libertacdo de gases com efeito de estufa e consequentemente

0s seus efeitos no aquecimento global.

A aplicacdo de materiais organicos nos solos agricolas pode constituir uma alternativa
benéfica, que ird ndo s6 contribuir para a melhoria da qualidade dos solos, mas também
reduzir a necessidade do uso de fertilizantes inorganicos (Alvarenga, et al., 2015). A matéria
orgéanica veiculada neste tipo de produtos vai promover a formacdo de agregados estaveis,
melhorar as condi¢cdes de arejamento, a capacidade de retencédo de agua, a capacidade de
troca cationica e melhorar as reservas de carbono organico do solo (Mattana, et al., 2014). No
entanto, uma grande variedade de substancias indesejadas como elementos tdxicos e

contaminantes organicos, podem ter efeitos adversos no ambiente (Alvarenga, et al., 2013).

“A degradacdo ou melhoria dos solos tem um impacto importante
noutros dominios, (...) como a protecao das aguas de superficie
e subterraneas, a salde humana, as alteracfes climaticas, a
protecdo da natureza e da biodiversidade e a seguranca dos
alimentos” (UE, 2006).

Assim, torna-se imperativo avaliar o risco do uso de materiais organicos, tais como lamas de
estacdo de tratamento de aguas residuais (ETAR), compostos de residuos de soélidos urbanos

(RSU) ou agricolas como corretivos do solo.

Tendo em conta o papel fundamental das enzimas na decomposi¢cao da matéria organica e
no ciclo dos nutrientes (Ciarkowska, et al., 2014), o estudo da atividade enzimatica, tem sido
usado como um indicador de stress e da produtividade para a avaliacdo da qualidade e grau

de degradacéo do solo.

No entanto, uma vez que a aplicagdo de residuos, como por exemplo lamas de ETAR, em
solos agricolas, pode resultar num aumento da concentragdo de poluentes no solo, é
importante otimizar as dosagens de modo a evitar riscos para a saude humana e para o
ambiente (Roig, et al., 2012).
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Este trabalho foi realizado no &mbito do projeto RESORGRISK — Avaliac&o do risco ambiental
da utilizacdo de residuos organicos como corretivos do solo PTDC/AACAMB/119273/2010

financiado pela Fundacao para a Ciéncia e Tecnhologia (FCT)

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da aplicacdo de diferentes doses de diferentes
residuos organicos na qualidade do solo, usando como indicador a atividade de enzimas do

solo que desempenham um papel importante nos ciclos do fésforo, azoto e carbono.
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2. Revisao Bibliogréfica

2.1 Necessidade em matéria organica dos solos em Portugal
Continental

Uma das caracteristicas dos solos em Portugal continental é o seu baixo teor de matéria
organica, segundo a Carta de Solos de Portugal 66% dos solos séo classificados como sendo
de baixa qualidade. Giordano et al. (1991) chamam a atencéo para o facto de Portugal ser o
pais do Sul da Europa com maior risco de erosao e degradacao do solo. Portugal, dado a sua
localizacdo na bacia do Mediterraneo, possui condi¢des climéaticas (pouca humidade e
temperaturas elevadas) que promovem uma rapida mineralizacdo da matéria organica do solo
0 que conduz a baixos niveis de fertilidade e de disponibilidade de nutrientes (Alves, et al.,
2007).

A matéria organica do solo desempenha um papel muito importante no desenvolvimento e
funcionamento do ecossistema terrestre. Representa 1 a 6% da massa total da camada aravel
de um solo mineral, o seu teor vai influenciar as propriedades fisicas e quimicas, sendo
determinante para a qualidade e resiliéncia do solo (Varennes, 2003). Segundo Santos (2012)
€ o principal suporte energético e nutritivo dos microrganismos do solo, fonte de diversos

nutrientes indispensaveis a planta, mantém a temperatura o solo e condiciona de modo

decisivo, 0s movimentos da agua e dos nutrientes.

De acordo com o Ministério da Agricultura Desenvolvimento Rural e Pescas (MADRP, s.d.),

podem-se definir como principais fun¢des da matéria organica no solo:

- Favorecer a estrutura do solo, uma vez que leva a formagédo de agregados mais estaveis
gue facilitam a circulagéo da agua e do ar no solo, assim como a penetracao das raizes, e

reducao dos riscos de eroséo;
- Aumentar a capacidade de retencdo da 4gua no solo, tornando-o menos sensivel a secura;

- Constituir uma fonte de azoto, de enxofre e de outros nutrientes para as plantas e melhorar

a capacidade de retencdo destes elementos no solo;

- Aumentar a capacidade de fixacdo de certos elementos téxicos para as plantas que, assim,

0s absorvem em menores quantidades;
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- Suporte a atividade bioldgica do solo que é assegurada pela fauna e um grande nimero de

microrganismos que fazem do solo um meio vivo;
- Contribuir para a fixacao de diéxido de carbono, reduzindo a sua concentracao na atmosfera.

Os solos agricolas sdo muitas vezes sujeitos a processos de degradacao acompanhados por
um declinio do teor de matéria organica, o que contribui para uma perda de fertilidade do solo
(Hernandez, et al., 2007).

Na perspetiva de contrariar a tendéncia para o esgotamento dos solos em matéria organica,
0 caminho a seguir devera promover a valorizacdo dos residuos organicos cujas
caracteristicas permitam a utilizagdo como corretivo (Baltazar, 2015). Segundo Garcia-Gil et
al., (2000) citando Bastian e Ryan (1986) uma forma de reverter esta degradacao na qualidade
do solo é a adicdo de matéria orgénica, como por exemplo, residuos organicos provenientes
de exploragbes agricolas, como estrumes, chorumes ou residuos da atividade agricola,
compostos de residuos solidos urbanos ou lamas provenientes do tratamento de efluentes de

diferentes origens.
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2.2 A Problematica Residuos na Unido Europeia

Desde os anos 90 que a Unido Europeia (UE) tem vindo a introduzir metas e politicas de
desperdicio direcionadas quer para cadeias de residuos e op¢les de tratamento quer em

termos de instrumentos mais abrangentes como a Diretiva Quadro de Residuos (AEA, 2015).

Gestdode Prevencao

residuos de residuos

Foco na economia circular

&
<

\ 4

Figura 1- Integragdo das politicas relativas a utilizacdo de materiais

Adaptado de AEA, 2015

De modo a alcangar uma economia circular de desperdicio zero (Figura 1) a Diretiva Quadro
de Residuos orienta a politica da UE para uma hierarquiza¢éo de residuos em que é dada
prioridade a prevencdo, reutilizacéo, reciclagem, recuperacao e por ultimo a eliminagdo em

aterro como ultimo recurso.

A gestao de residuos é uma parte fundamental da politica ambiental da UE, enquadrada pela
estratégia definida pelos Programas de Acdo em matéria de Ambiente, que tém um caracter
plurianual. Em 2013 foi aprovado o 7.° Programa de Acdo em Matéria de Ambiente da Uniao
Europeia “Viver bem, dentro das limitagdes do nosso planeta”, que guia a politica de ambiente
na Europa, nas suas diferentes areas, no periodo entre 2014 e 2020. Na &rea residuos tem
como principais objetivos, transformar os residuos num recurso, diminuir a produc@o per
capita de residuos e em termos absolutos, limitar a valorizagdo energética a materiais ndo
reciclaveis, diminuir gradualmente a deposicdo em aterro de materiais reciclaveis ou
valorizaveis, garantir uma reciclagem de alta qualidade e o desenvolvimento de um mercado

para as matérias-primas secundarias.

Segundo dados do Eurostat (2017) a geracao de residuos da UE-28 (excluindo residuos

minerais) diminuiu 5,3% no periodo 2004-2014, e o valor per capita 8%.
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“Apesar de recentes progressos na prevencao e gestdo de residuos, a
geracdo de residuos na UE continua a ser substancial, e o desempenho em
relacéo as metas politicas é variavel. A UE parece estar a progredir para o seu

objetivo de 2020, de atingir uma reducgédo dos residuos produzidos per capita
(AEA, 2015).

Mas a gestao de residuos precisard de mudar radicalmente para se poder gradualmente
extinguir a deposicdo em aterro de desperdicios reciclaveis ou recuperaveis. Da mesma
forma, os Estados Membros da UE precisardo de fazer um esforco para atingirem a meta de

50% de reciclagem de algumas cadeias de residuos urbanos até 2020 (AEA, 2015).
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2.3 Residuos Soélidos Urbanos

O Decreto-Lei 178/2006 define residuo urbano como “o residuo proveniente de habitacbes
bem como outro residuo que, pela sua natureza ou composi¢ao, seja semelhante ao residuo

proveniente de habita¢des”.

7

A producdo de residuos € uma consequéncia do uso de recursos nas atividades
socioecondmicas que caracterizam o nosso dia-a-dia. Estes tém origem nas varias etapas do
metabolismo socioecondmico, desde 0 momento em que 0S recursos sdo extraidos da
natureza até ao momento em que 0s materiais e produtos em que se transformam deixam de
ter utilidade para o seu consumidor (PERSU 2020, 2014). Os impactes ambientais
relacionados com os residuos vao para além da sua producdo, a qual € um indicador
importante de como a sociedade usa 0s seus recursos, mas dependem da forma como séo

processados e eventualmente reintegrados no sistema produtivo (PERSU 2020, 2014).

2.3.1 Producé&o de RSU em Portugal

A producéo de residuos urbanos (RU) em Portugal continental no ano de 2016 foi segundo
dados da APA (2017) de aproximadamente 4,64 milhdes de toneladas (Figura 2),
correspondentes a uma capitacdo anual de 472 kg/hab.ano, isto €, uma producéo diaria de

1,29 kg de RU por habitante, o que indica um aumento de 3% em relag&o a 2015.
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Figura 2 - Producéo e capitacdo de residuos urbanos em Portugal continental

Fonte: APA, 2017

Do total de RU recolhidos, 86 % foram provenientes de recolha indiferenciada e 14% de
recolha seletiva, em termos absolutos os valores mais elevados verificaram-se nos maiores

centros populacionais, regides de Lisboa e Vale do Tejo e na regido Norte. (APA, 2017).

Em termos de composicao fisica os residuos urbanos séo constituidos por diversos tipos de
materiais e produtos em fim de vida. Os materiais biodegradaveis representam cerca de 55%,
em peso dos residuos urbanos e sao constituidos pelos bioresiduos, por residuos verdes
(recolhidos em separado), papel/cartdo e embalagens de cartdo para alimentos liquidos
(PERSU 2020, 2014).
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Figura 3 - Residuos urbanos encaminhados para as diversas operagdes de gestdo, em 2016 e em Portugal
continental (em percentagem).

(Adaptado de APA (2017))

Como apresentado a figura 3, em 2016 os RU produzidos em Portugal continental foram
sujeitos as seguintes operacdes de gestdo: 29% deposicdo em aterro, 22% valorizagédo
energética, 27% tratamento mecénico e biologico, 11% valorizacdo material, 9% de
tratamento mecanico e 2% de valorizagdo orgéanica. O que segundo os dados da APA (2017)
comprova a tendéncia de diminuic&o do envio direto para aterro, que se vem a registar desde
2013.

2.3.2. Valorizag&o Agronémica de RSU

A fragcdo orgéanica dos RSU, pode ser valorizada, sendo a compostagem uma das alternativas
possiveis e mais ecolégica para o problema de gestdo de RSU. Porque a agricultura, a
floresta, a horticultura, o combate a erosao e a recuperacéo de solos degradados sao alguns
dos usos possiveis para 0 composto organico. No entanto, dado o caracter poluente destes
residuos, normalmente associada a presenca de elementos metalicos potencialmente toxicos,
€ necessario conhecer pormenorizadamente as suas caracteristicas para que a utilizacdo dos
RSU compostados na agricultura ndo esteja associada a transferéncia de poluigédo (Baltazar,
2005).
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Se bem aplicado, o composto pode assim ter uma dupla funcdo com beneficios ambientais e
econdmicos, a sua producdo, fruto da valorizacdo organica, promove o desvio da fragédo
biodegradavel dos RU de aterro e o seu escoamento, através de uma correta aplicagdo no
solo, podera promover a corre¢cao e aumento da produtividade dos solos nacionais (PERSU
2020, 2014).

Em 2012, foi comercializado mais de 83% do composto produzido. No entanto, € de realcar
que do composto produzido nesse ano, apenas 23% resultou de matéria organica recolhida
seletivamente, ndo tendo existido, por parte da generalidade dos sistemas, uma aposta neste
tipo de recolha (PERSU 2020, 2014).
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2.4 Lamas de ETAR

As lamas de ETAR, ou lamas de depuracao, sao residuos de natureza organica que resultam
do tratamento de 4guas residuais, domésticas ou da atividade agropecuaria, em estagfes de
tratamento préprias, designadas por estacdo de tratamento de aguas residuais (ETAR).

A composicdo e a qualidade das lamas de depuracéo néo varia apenas com a composicao
das aguas de onde provém, mas também com a tecnologia de tratamento a que foram
sujeitas. Na sua constituicdo encontram-se substancias organicas e minerais de natureza
diversa e que poderdo estar presentes, em maior ou menor quantidade, diferentes

organismos, alguns dos quais patogénicos.

A composic¢do quimica das lamas de depuracdo pode variar de ETAR para ETAR e, dentro
de cada ETAR, ter varia¢des sazonais como reflexo da variacdo na composicao dos efluentes

gue recebe ao longo do ano.

Em regra, as lamas desidratadas sdo compostas maioritariamente por agua (cerca de 70 a 80
%). Em peso seco, a matéria organica € o principal constituinte das lamas (cerca de 50 a 70

%), variando em funcdo do grau de estabilizac&o.

Com o aumento demogréfico, os avangos a nivel tecnologico e a crescente preocupacao
relativamente a qualidade dos cursos de agua e da sua biodiversidade é de prever o aumento

do nimero de ETAR em funcionamento e o consequente crescimento de producédo de lamas.

2.4.1 Valorizagdo agronomica de Lamas

A valorizagdo agronomica de lamas comecou por ser regulada na UE através da Diretiva
86/278/CEE, cujo principal o objetivo era regulamentar a utilizacdo das lamas de depuracéo
na agricultura, de modo a evitar os efeitos nocivos, dos metais pesados presentes nas lamas,

nos solos, na vegetacdo, nos animais e no homem.

As lamas podem ser diretamente aplicadas no solo, no entanto essa aplicacdo tem que ter
em conta o previsto no Decreto-Lei n° 276/2009 que estabelece o regime de utilizacdo de
lamas de depuragdo em solos agricolas. A reutilizagdo das lamas de depuracdo para fins
agricolas enfrenta alguns problemas técnicos, ndo apenas devido a sua carga poluente, mas

também devido ao fato de que as lamas sao produzidas durante todo o ano, enquanto que a
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sua aplicacédo ao solo pode ser realizada uma ou duas vezes por ano (Alvarenga, et al., 2015).
Para uma maior eficiéncia em termos econdémicos a aplicacdo das lamas deve ser efetuada
em solos agricolas préximos da unidade onde sédo produzidas de modo a reduzir os custos do

seu transporte.
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2.5 Residuos Agricolas

O Decreto-Lei n° 178/2006, relativo ao regime geral de gestédo de residuos, define residuos
agricolas como os residuos provenientes de exploracao agricola e ou pecuéria ou similar.
Deste modo, os residuos agricolas abrangem uma grande variedade de materiais que vao
desde restos de producéo, residuos vegetais agricolas e florestais, passando por residuos de
produtos animais, dejetos de animais, cadaveres e restos orgéanicos, até plasticos, residuos

de embalagem e residuos de mecénica agricola.

2.5.1 Destino dos residuos agricolas com aproveitamento agronémico

Dos residuos agricolas referidos anteriormente alguns deles podem ser reutilizados nas
exploracdes como corretivos organicos do solo, como € o caso do estrume e do chorume. De
acordo com os dados do ultimo recenseamento agricola nacional (2009) em Portugal, o
destino mais comum do estrume e chorume € a sua utilizagdo na exploracdo como corretivos
ou fertilizantes organicos. Das exploracées nacionais que referem qual o destino destes
efluentes, cerca de 95% utilizam-nos no solo. Sé nos Agores, 0 seu destino € repartido entre
0 uso no solo (54%) e outras utilizagbes (43%) (INE, 2011).

No que se refere aos subprodutos e detritos vegetais resultantes das catividades agricolas,
como os restos de culturas e material resultante da poda, um dos destinos mais correntes
destes residuos é a incorporacao no solo, uma vez que podem contribuir para a manutengéo
ou melhoria do teor de matéria organica. Segundo o INE (2011), cerca de 73% das
exploracdes incorpora os restos de culturas horticolas e 74% procede a0 mesmo com 0S
restolhos. Metade das exploragbes queima o0s materiais resultantes da poda, sem
aproveitamento de energia, e apenas 33% o0s utilizam para aproveitamento energético. As
palhas tém como principal destino as camas ou a alimentagdo animal para 62% das
exploracdes, a venda destes subprodutos e detritos ndo tem expressédo como destino final,

guer para aproveitamento energético quer para outros fins.
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2.6 A importanciado tratamento dos residuos antes da sua aplicacao
ao solo

O uso inadequado de residuos organicos pode resultar em poluicdo do solo e
consequentemente das aguas superficiais e subterrdneas, assim como do ar. Na realidade, a
agricultura é responsavel em larga escala pelas emissbes de amoniaco para a atmosfera,

com efeitos acidificantes, assim como de gases com efeito de estufa.

A compostagem representa uma opg¢ao importante para a gestdo de residuos organicos, com
beneficios ambientais e econdmicos, uma vez que permite a biooxidagdo da matéria organica
num material mais estavel e menos degradavel, livre de compostos fitotoxicos, patégenos,

parasitas e sementes de ervas daninhas e parcialmente humificado (Alvarenga, et al., 2015).

Cunha Queda (1999) define a compostagem como sendo um processo aerébio controlado de
biooxidacdo de substratos heterogéneos biodegradaveis, resultante da acdo dos
microrganismos (bactérias, actinomicetas e fungos) naturalmente associados aos substratos,
durante o qual ocorre uma fase termdfila, a libertacdo temporaria de substancias com efeito
fitotbxico e a biomassa sofre profundas transformacfes (mineralizacdo e humificacéo

parciais), sendo o produto final, designado composto, estavel, higienizado e homogéneo.

Em Portugal o composto ganha importancia acrescida tendo em conta a necessidade de
matéria organica do solo, uma vez que como ja foi referido 66% dos solos nacionais
apresentam uma classificacdo de baixa qualidade, apresentando o0s valores mais
desfavoraveis em termos de fertilidade entre os paises do Sul da Europa. Se bem aplicado, o
composto pode assim ter uma dupla fungdo com beneficios ambientais e econémicos, a sua
producdo, fruto da valorizagdo organica, promove o desvio de RUB de aterro e 0 seu
escoamento, através de uma correta aplicacdo no solo, poder4 promover a correcdo e

aumento da produtividade dos solos nacionais (PERSU 2020, 2014).

As lamas produzidas nas ETAR s&o hoje em dia, na sua maioria, tratadas através do processo
de digestdo anaerébia (DA). A DA da matéria organica biodegradavel ocorre em quatro
etapas, denominadas por hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. No interior
de um digestor anaerébio, desenvolve-se uma associacdo bacteriana constituido por
bactérias acidogénicas, acetogénicas e metanogénicas que degradam a matéria organica

dando origem a dois produtos, lamas digeridas e biogas (Pinto, 2015). Sendo que estes dois
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podem ser aproveitados de modo sustentavel, as lamas através da sua valorizacédo

agronémica e o biogas como fonte de energia para a propria ETAR.

A DA das lamas tem como principais vantagens para além da reducdo da massa total,
reduzindo-se o custo do seu transporte, a eliminacdo de odores desagradaveis das lamas,
uma elevada taxa de destruicdo de microrganismos patogénicos dependendo do regime de

temperatura (Pinto, 2015).

A co-compostagem de lamas digeridas ird melhorar a sua qualidade e superar alguns dos
seus inconvenientes como a falta de estabilidade, o excesso de agua, contaminacao com
microrganismos patogénicos, e em alguns casos diminuir a disponibilidade de metais nos

solos tratados (Alvarenga, et al., 2015).

Na realidade, a compostagem e a digestao anaerdbia representam processos de gestao de
residuos bem estabelecidos na Europa, mas os Estados-Membros seguem diferentes
abordagens na classificagdo de composto, isto é, se ele é considerado um residuo ou néo
(Alvarenga, et al., 2015).

A aplicagdo do composto na agricultura permite reduzir a utilizagéo de fertilizantes sintéticos
azotados, que € uma importante fonte de gases com efeito de estufa (GEE) devido as
emissdes de N.O por volatilizacdo. Deste modo, a aplicacdo de uma tonelada de composto
permite reduzir a emissao de 140 kg de CO; eq (PERSU 2020, 2014).
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2.7 Legislacao em vigor

A aplicac@o de lamas de ETAR no solo é regulada pelo Decreto-Lei n°® 279/2009 de 2 de
outubro, que transpde para a lei nacional a Diretiva 86/278/CEE. Este diploma estabelece
todos os conceitos, regras, diretrizes e restricbes da valorizacao agricola das lamas, de forma
a permitir a sua eficaz utilizacdo como fertilizante agricola e corretivo do solo, protegendo
simultaneamente o Homem, o Ambiente e os animais dos possiveis efeitos nocivos,
associados, normalmente, a uma ma pratica desta atividade. Nele vém descritos os limites
relativos aos teores de metais pesados, substancias organicas e parametros microbioldgicos,

bem como tudo o que se refere ao licenciamento, armazenamento e transporte das lamas.

No caso dos compostos produzidos a partir de residuos organicos o seu uso e
comercializacdo sdo regulados pelo Decreto-Lei 103/2015 de 15 de junho. Este diploma
estabelece as regras a que deve obedecer a colocacao no mercado de matérias fertilizantes,
assegurando, simultaneamente, a execucdo na ordem juridica interna das obrigacdes
decorrentes do Regulamento (CE) n.° 2003/2003, do Parlamento Europeu e do Conselho, de
13 de outubro de 2003, relativo aos adubos. Nele vém indicados todos os limites relativos a
valores maximos admissiveis de microrganismos patogénicos, de sementes e de propagulos
de infestantes, teores totais de materiais inertes, de metais pesados, compostos organicos,

dioxinas e furanos, bem como quais as andlises a realizar e a sua periodicidade.
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2.9 Atividade Enzimatica do Solo

Os microrganismos sd@o responsaveis por mais de 80% da atividade metabdlica do solo
(Varennes, 2003). Sendo uma das suas fun¢des essenciais 0 processamento e recuperagao
de nutrientes provenientes de detritos e da matéria organica acumulada do solo, o que requer
a atividade de enzimas extracelulares para processarem compostos organicos complexos em

subunidades assimilaveis (Caldwell, 2005).

As enzimas do solo séo originarias de fungos e bactérias do solo, de raizes das plantas, de
células microbianas, de residuos de plantas e animais, etc. (Yang, et al., 2008). As bactérias
e fungos libertam enzimas extracelulares para transformar a matéria organica em formas
assimilaveis, enzimas que desempenham um papel fundamental na degradacdo da matéria
organica do solo (Veres et al., 2015). Tal como referem Sinsabaugh et al., (2002) a
decomposicéo de residuos organicos requer a intervencdo de enzimas extracelulares que
quebram as ligacBes estruturais da matéria organica transformando o azoto e fésforo

organicos em formas inorganicas.

Deste modo, a determinagéo da atividade de enzimas extracelulares exprime diretamente a
atividade microbiana e a sua contribuicdo para o ciclo dos nutrientes (Caldwell, 2005; Veres
et al., 2015). Alteraces na atividade das enzimas extracelulares que degradam os principais
componentes da matéria organica tém sido relacionadas com alteracdes nas taxas de
decomposicdo e armazenamento de carbono no solo. Por sua vez a atividade de enzimas
extracelulares ¢é influenciada pelas propriedades fisicas, quimicas, microbiolégicas e
bioquimicas do solo (Veres et al., 2015). Assim, a atividade de enzimas do solo tem sido
sugerida como potencial indicador da qualidade e da fertilidade do solo, devido a sua estreita
relag@o com a biologia do solo, por serem de facil medi¢éo e de répida resposta as alteracdes
ocorridas no solo (Dick & Bandick, 1999).

As fosfatases acidas (EC 3.1.3.2), sdo enzimas chave no ciclo do fésforo e catalisam as
reacbes de hidrolise dos componentes organicos fosfatados, sendo referidas como
indicadores da atividade microbiana (Cunha-Queda, 1999), pois contribuem para a nutricdo
das plantas e microrganismos através da hidrolise de fésforo organico em fosforo inorgéanico,
que € a unica forma disponivel para plantas e células microbianas (Liliana & Rao, 2004).
Godinho (2009), refere que a presenca de fosfatases no solo estd correlacionada com
situacBes de stresse fosfatado e com o crescimento das plantas. Por exemplo, quando se

verifica deficiéncia de P no solo, ocorre a secrecao de fosfatases pelas raizes das plantas,
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com a consequente solubilizacdo e remobilizacdo de fésforo, para a melhor absor¢éo pelas
mesmas (Godinho, 2009). De acordo com Alef & Nannipieri (1995) a atividade da fosfatase é
influenciada néo so pelo pH e temperatura, mas também pelo teor em matéria organica e tipo

de solo, dai que se verifiqguem varia¢cdes na sua atividade dependendo das estacdes do ano.

As proteases (EC 3.4.21.19) e as ureases (EC 3.5.1.5) sdo enzimas que atuam no ciclo do
azoto. As proteases podem ser detetadas em microrganismos, plantas e animais, catalisando
a hidrolise de proteinas em polipéptidos, oligopéptidos e aminoacidos (Alef & Nannipieri,
1995). A sua atividade no solo decresce em profundidade e aumenta apds o tratamento pela
adicdo de compostos organicos (Dick, 1988 citado por Godinho, 2009). As ureases tém um
papel importante na libertagdo de N inorganico no ciclo do azoto (Bandick & Dick, 1999). Estas
catalisa a hidrélise da ureia, transformando-a em NH; e CO; (Yang et al.,, 2008). A sua
atividade diminui com a adicdo de fertilizantes azotados uma vez que a adigdo do produto

final da reacao enzimatica (NH4*) parece inibir a sua sintese (Dick & Bandick, 1999).

As Celulases (EC 3.2.3.4) sé@o enzimas extracelulares, envolvidas no ciclo do C, com um
importante papel na degradacao da matéria organica (MO), sendo apontadas como bom
indicador da qualidade e quantidade de MO existente no solo (Alvarenga et al., 2008). As
Celulases sdo sistemas de enzimas envolvidas na hidrolise da celulose, um importante
componente das plantas (Dick & Bandick, 1999) degradam a celulose libertando acucares

redutores como produto.

Tal como a Celulase, a B-glucosidase (EC 3.2.1.21) € uma enzima extracelular, que
desempenha um papel importante na degradacao da MO. As glucosidases desempenham um
papel chave na fase final da degradagdo da celulose catalisando a hidrélise de grandes
moléculas de hidratos de carbono produzindo agucares mais simples como a glucose, uma

fonte de energia dos microrganismos do solo (Alvarenga, et al., 2008).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Caracterizacdo dos Residuos Organicos Utilizados

Foram testados trés residuos organicos diferentes; lamas residuais urbanas (SS), composto
de residuos agricolas (AWC) e composto de residuos solidos urbanos de recolha
indiferenciada (MMSW(C), cujas caracteristicas quimicas e microbiolégicas estdo descritas em
Alvarenga et al., (2015). Os residuos organicos foram escolhidas tendo em conta o seu
potencial beneficio em termos agricolas, uma vez que possuiam mais de 30% de matéria

organica e também tendo em conta fatores logisticos como transporte e aplicacao.

Lamas Residuais Urbanas (SS)

As lamas residuais foram obtidas numa estacao de tratamento de aguas residuais (ETAR) de

uma cidade com 6000 habitantes de caracteristicas rurais na regido do Alentejo.

A ETAR tem um sistema de lamas ativadas, com uma elevada taxa de arejamento, seguindo-
se um processo de nitrificacdo-desnitrificacdo. As lamas sédo desidratadas mecanicamente
por centrifugacdo permitindo valores de matéria seca na ordem dos 15% e eram na altura

enviadas para aterro.

Figura 4 - Tanque de decantacéo e leito de secagem de lamas.

Composto de Residuos Solidos Urbanos de Recolha Indiferenciada (MMSWC)

O composto de residuos solidos urbanos € proveniente de uma estagdo de compostagem na
regido de Setubal que serve uma populacdo de cerca de 113000 habitantes. A estagéo de

compostagem recebe Residuos Solidos Urbanos (RSU) de recolha indiferenciada que sao
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sujeitos a uma separacdo mecanica seguida de um tratamento biolégico. O composto

produzido € comercializado a granel principalmente para aplicagdo em solos de vinha.

T 1| TN

Figura 5 - Centro de recolha de residuos sélidos urbanos e estacdo de compostagem

Composto de Residuos Agricolas (AWC)

O composto de residuos agricolas foi produzido numa herdade na regido do Alentejo a partir
dos residuos da limpeza dos olivais, da colheita e processamento das azeitonas para
producédo de azeite e do estrume de ovelha produzido na herdade, nas propor¢des: 61% de
estrume de ovelha, 21% de residuos de lagar de azeite, 10% de folhas de oliveira e 8% de

farinha de carne. O composto produzido € normalmente aplicado nos solos da herdade.

Figura 6 - Residuos agricolas e destrogador de residuos verdes

Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas das caracteristicas quimicas e biol6gicas dos

residuos utilizados e os respetivos limites legais.
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Tabela 1 - Caracterizagdo quimica e bioldgica dos residuos orgéanicos e Limites legais para lamas e
composto.

Limites Legais

Parametro SS MMSWC AWC
Lamas? Composto®*1
Humidade (%) 84,6 33,8 22,5
pH (H20) 7.4 7,8 8,3 55-9
CE (mS cm™) 1,23 7,19 6,12
OM (% p/p) 74,3 39,5 41,3 >30
Njeldani 6,2 2,1 1,8
CIN 5,9 9,3 11,8
P total (%P-0s) 6,9 3,6 3,5
Cd (mg kg™ <0,3 3,0 1,1 20 5.0
Cr (mg kg™ <5,6 14,5 99,1 1000 400
Cu (mg kg™ 155,8 179,5 54,9 1000 600
Hg (mg kg™) <1,3 0,63 <0,28 16 5.0
Ni (mg kg™) 22,5 29,2 360,5 300 300
Pb (mg kg?) <5,6 202,3 17,4 750 500
Zn (mg kg™) 581,1 473,5 412,8 2500 1500
Teste de Autoaquecimento (C) 31,9 22,8 21,8
Classe de estabilidade Y \Y Y
indice de germinac&o (%) 57,4 29,7 103,9
Escherichia coli (CFU g?) 4,3 x 104 <1x10 <1x10 <1000 <1000
Salmonella spp. (presente/ausente
em 50g) Presente Ausente Ausente Ausente Ausente*?

aDecreto-Lei n° 279/2009; ® Decreto-Lei 103/2015; *! valor maximo para composto Classe Ill; *2 em 25 g

(Adaptado de Alvarenga, et al., 2015)

Da analise dos dados presentes na tabela podemos verificar que a lama SS néo se encontra
higienizada estando a concentracdo de microrganismos acima do permitido. O composto

AWC tem um teor de Niquel (Ni) superior ao permitido para o uso em solos agricolas.
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3.2 Esquema de Amostragem dos Solos

Os residuos organicos foram aplicados a um solo classificado na familia Bp (Barros pretos
nao calcarios de dioritos ou gabros) ou Vertissolo segundo a classificacdo da FAO. O ensaio
decorreu no Centro de Agricultura Experimental, Instituto Politécnico de Beja (figuras 7 e 8).
O solo apresenta um teor de matéria organica inferior a 1%. Foram definidos talhdes com 3x2
m? e os residuos foram aplicados em trés doses diferentes, com o equivalente a 6, 12 e 24
toneladas de matéria seca ha'para a lama SS. A dose de cada um dos compostos, AWC e
MMSWC, foram calculadas de modo a que veiculasse a mesma quantidade de matéria
organica por unidade de area. Uma semana apos incorporagéo dos residuos, procedeu-se a
sementeira de azevém anual (Lolium multiflorum Lam.). Foram realizadas quatro repetices
para cada modalidade e 1 controlo (sem corretivo e com plantas). Durante o ensaio, foram
feitas quatro amostragens de solo que corresponderam a quatro tempos diferentes (TO, T1,
T2 e T3), sendo:

TO - & sementeira,
T1 - 12 dias ap6s a sementeira,
T2 - na colheita, 4 meses apds a sementeira,

T3 - 4 meses apobs a colheita.

Figura 7 - Instalagdo do ensaio no Centro de Agricultura Experimental, Instituto Politécnico de Beja.

As amostras de solo nos diferentes tempos de amostragem foram recolhidas a 20 cm de
profundidade. Logo apés a colheita as amostras foram mantidas refrigeradas a temperatura
de 4 °C.
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Figura 8 - Vista geral do campo de ensaios no Centro de Agricultura Experimental, Instituto Politécnico de
Beja.
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3.2 Atividades Enzimaticas

Para a determinagdo da atividade enzimética as amostras foram crivadas a 2 mm e mantidas

refrigeradas a temperatura de 4°C.

As determinacdes das atividades enzimaticas foram feitas em triplicado para cada uma das 4
repeticdes, exceto nas ureases em que foram feitas em quadruplicado. Os resultados s&o

expressos em umol de produto formado g* de matéria seca tempo™.

3.2.1 Fosfatases Acidas

O método utilizado baseia-se na determinacdo por espectrofotometria molecular da
guantidade de p-nitrofenol que é libertado apds a incubacéo de 1 g de solo durante 1 hora, a
37 °C com o substrato p-nitrofenilfosfato (PNP &c.) (Tabatabai e Bremner, 1969; Eivazi e

Tabatabai, 1977). A atividade enzimatica é expressa em pumol p-nitrofenol gt m.s. h.

3.2.2 Proteases

A atividade das proteases foi determinada através do método de determinacao
espectrofotométrica dos aminoacidos libertados ap0s a incubacdo da amostra em presenca
de caseinato de sédio, durante 2 horas a 50 °C (Ladd e Butler, 1972 in Alef & Nannipieri,

(1995). A atividade enzimatica é expressa em pmol tirosina gt m.s. 2h™,

3.2.3 Ureases

A atividade das ureases foi determinada pelo método de Kandeler e Gerber (1988) descrito
em Alef & Nannipieri, (1995). O método baseia-se na determinagdo por espectrofotometria
molecular do azoto amoniacal libertado, apds a incubacdo do solo com substrato de ureia

durante 2 horas a 37 °C. A atividade enzimatica é expressa em pmol NHs* g*m.s. h.
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3.2.4 Celulases Totais

A determinacao das celulases totais foi realizada pelo método de Hope e Burns (1997) descrito
em Alef & Nannipieri, (1995) e baseia-se na determinacdo espectrofotométrica dos agucares
redutores produzidos apos incubacao de 1 g de solo durante 16 horas a 40 °C na presenca

de celulose microcristalina. A atividade enzimatica é expressa em umol glucose g*m.s. 16h-

1

3.2.5 p-glucosidases

O método utilizado baseia-se na determinacdo, por espectrofotometria molecular, da
guantidade de p-nitrofenol que é libertado apds a incubacéo de 1 g de solo durante 1 hora, a
37 °C com o substrato p-nitrofenil-p—D-glucopirandésido, descrito em Alef & Nannipieri, (1995).

A atividade enzimatica é expressa em pmol p-nitrofenol gt m.s. h't.

3.3 Andlise quimica

Os teores apresentados de Azoto Kjeldahl, Fésforo assimilavel e Matéria Organica foram
determinados no Instituto Politécnico de Beja no ambito do projeto ResOrgRisk e encontram-

se descritos em Alvarenga et al., 2017.
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3.4 Tratamento Estatistico

A analise estatistica dos dados foi feita com o software Statistix 10 (Analytical Software) para
Windows. Os dados foram sujeitos a uma analise de variancia a dois fatores com interagdo e
aplicado o teste de Tukey para avaliar as diferencas significativas entre as médias (p < 0,05).
As correlagBes foram executadas no programa Excel do Windows, versdo Microsoft Office
Excel 2007.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Atividade Enzimética

De acordo com os objetivos do trabalho apresentam-se inicialmente os resultados relativos as

atividades enzimaticas estudadas para cada corretivo organico utilizado.

4.1.1 Fosfatases Acidas

De um modo geral, verificou-se uma tendéncia para o aumento da actividade enziméatica ao
longo do tempo com a aplicagdo de MMSWC e AWC, independentemente da dose aplicada
(Tabela 2). Nos solos onde se aplicou a lama SS, com excepcdo da dose 6, a actividade
enzimatica final (T3) ndo apresenta diferengas significativas em relacdo ao TO (inicial).
Salienta-se ainda que, nos solos onde foi aplicado o residuo SS nas doses 12 e 24, ocorreu
uma diminuicéo significativa da actividade enzimatica entre os tempos TO e T1, o que podera
estar relacionado com o facto da matéria organica da lama residual urbana nao estar
estabilizada, influenciando as popula¢des de microrganismos existentes no solo. Foi no solo
em que este residuo foi aplicado na dose 24 que a actividade das fosfatases acidas foi maxima

(3,49 umol p-nitrofenol g* m.s. h?).

Tabela 2 - - Efeito médio da interacdo Tempo x Dose na atividade das fosfatases acidas ao longo do ensaio
para os diferentes corretivos organicos. Os valores apresentados sdo respeitantes amédia de 4 repeticdes.

Fosfatases acidas
(umol p-nitrofenol g* m.s. h't)

tempo

Dose TO T1 T2 T3
controlo 0,319h 0,53fgh 0,68¢fan 0,92defg

6 0’70efgh 0,369h 1,06cdef 1,44bcd

SS

12 1,37bcd 0,379 1,28bede 1,80°

24 1,4Qbcd 0,28h 3,492 1,65kc
controlo 0,31fghi 0,534 0,68¢ 0,92°

6 0,249ni 0,464 0,47def 0,55¢d

MMSWC -

12 0,22ni 0,36¢f9 0,982 1,122

24 0,35¢fgh 0,20i 0,930 1,112
controlo 0,31f 0,53¢ 0,68¢ 0,92bc

6 0,28f 0,634 0,70d 0,84¢

AWC
12 0,24f 0,54¢ 0,634 1,042
24 0,19f 0,51¢ 0,60de 1,052

Valores médios por residuo, seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si de forma significativa (p<0,05).
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Nos solos onde foram aplicados os compostos MMSWC e AWC, para todas as doses
estudadas, ha diferencas significativas entre a actividade enziméatica inicial (TO) e final (T3).
No caso dos solos onde foi aplicado a lama SS na dose 24 verificou-se que a actividade das
fosfatases 4cidas diferiu significativamente de todas as outras no tempo de amostragem T2.
A actividade das fosfatases acidas para as doses de aplicacdo 12 e 24 no T3 aumentou

significativamente em relagdo ao controlo no mesmo tempo.

No caso do composto MMSWC verificou-se que a actividade enzimatica diminuiu
significativamente no tempo T1 para as doses 12 e 24 relativamente ao controlo. No tempo
T2 s6 se verificou um aumento significativo da actividade das fosfatases &cidas nos solos
onde foram aplicadas as doses 12 e 24. Esta tendéncia foi igualmente observada no tempo
T3. No caso dos solos onde foi aplicado o composto AWC, ndo se observaram diferencas

significativas entre as doses aplicadas.
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4.1.2 Celulases Totais

As celulases totais foram detetadas no tempo TO para todas a modalidades estudadas, e no
tempo T3 apenas para os solos onde foram aplicados a lama SS e o composto MMSWC
(Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito médio da interagdo Tempo x Dose na atividade das celulases totais o longo do ensaio para
os diferentes residuos organicos. Os valores apresentados sao respeitantes a média de 4 repetigdes.

Celulases totais
(umol glucose g m.s. 16h™)

tempo

Dose TO T1 T2 T3

controlo 0,20¢ n.d. n.d. n.d.

ss 6 0,61¢ n.d. n.d. 0,444
12 0,424 n.d. n.d. 1,112
24 0,444 n.d. n.d. 0.94b

controlo 0,20 n.d. n.d. n.d.

0,33¢ n.d. n.d. n.d.

MMSWE 12 1,15¢ n.d. n.d. 0,58d
24 2,232 n.d. n.d. 1,43

controlo 0,20¢ n.d. n.d. n.d.

AWC 6 0,422 n.d. n.d. n.d.
12 0,412 n.d. n.d. n.d.

24 0,33 n.d. n.d. n.d.

n.d. — ndo detetado

Valores médios por residuos, seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si de forma significativa (p<0,05).

Para a modalidade onde se aplicou o residuo SS registaram-se diferencas significativas entre
as doses aplicadas e o controlo, sendo os valores registados superiores aos deste; ndo tendo
porém havido no TO diferengas entre as doses 12 e 24, que apresentaram uma atividade mais

baixa do que a dose 6.

Ainda apara o residuo SS, ndo se detetou atividade das celulases totais nos tempos de
amostragem intermédios. Contudo, no final do ensaio (T3) a atividade volta a ser detetada, e
apenas nos solos onde foi aplicado o residuo, mas desta vez com diferengas significativas
entre doses aplicadas. Verificou-se um aumento da atividade destas enzimas em relagéo ao

tempo inicial (TO) nas doses 12 e 24 e uma diminuicdo na dose 6.
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Nos solos onde foi aplicado o composto MMSWC em TO a atividade das celulases nao so
difere significativamente entre dose aplicadas como também aumenta com o aumento da dose
de composto aplicado. Verificou-se que para foi a dose 24 que se observou o valor mais
elevado da atividade desta enzima (2,23 pmol glucose g* m.s. 16h?). A enzima volta a estar

ativa em T3 mas apenas para as doses 12 e 24.

Relativamente aos solos onde foi aplicado o composto AWC a atividade das celulases totais
apenas foi detetada no inicio do ensaio (T0), i.e., a sementeira, tendo se verificado diferencas

entre as doses aplicadas e o controlo.

A evolucdo da atividade das celulases totais parece indicar que atuam logo no inicio da

incorporagdo da matéria organica no solo.
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4.1.3 p-Glucosidase

Em geral a atividade da B-glucosidase apresenta diferencas significativas ao longo do tempo
independentemente do residuo aplicado, verificando-se uma diminuig&o significativa da sua
atividade entre TO e T1 (Tabela 4). Em todas as modalidades esta diminui¢cdo foi seguida de
um aumento da atividade em T2 com excec¢éo da amostra MMSWC dose 6 em que o0 aumento

apenas se deu em T3.

Nos solos onde foram aplicados os residuos SS e MMSWC a atividade € mais elevada no
inicio (TO) do que em T3 mantendo-se 0s valores ainda assim superiores aos do controlo. Nas
amostras de solo onde se adicionou o composto AWC e no controlo a atividade da glucosidase
foi maior e T3 do que no inicio (TO).

Tabela 4- Efeito médio da interacdo Tempo x Dose na atividade da B-glucosidase o longo do ensaio para
os diferentes residuos orgéanicos. Os valores apresentados séo relativos a média de 4 repeticdes.

B-glucosidase
(umol p-nitrofenol g* m.s. ht)

tempo
Dose TO T1 T2 T3
controlo 0,94 0,579 1,14f 1,27¢f
ss 6 5,14¢ 0,599 1,65¢ 2,68
12 7,362 0,589 1,63¢ 2,574
24 6,28° 0,729 2,614 2,68
controlo 0,949 0,57hi 1,14¢f 1,27¢
6 4,772 0,949 0,43 1,51d
MMSWC
12 4,50p 0,769h 1,22¢ 2,01¢
24 4,33b 0,64hNi 1,25¢ 2,18¢
controlo 0,94¢ 0,579 1,14¢cd 1,27
6 1,044 0,599 1,31° 1,542
AWC
12 0,94¢ 0,609 1,05de 1,36
24 0,619 0,499 0,78f 1,512

Valores médios por tratamento, seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si de forma significativa (p<0,05).

Nos solos onde foi aplicado o corretivo SS houve diferencas significativas na atividade da
glucosidase em TO em funcédo da dose aplicada sendo o valor mais elevado registado na dose
12 (7,36 umol p-nitrofenol g* m.s. h''), seguindo-se uma descida consideravel em T1 sem
diferencas significativas entre doses, ou seja, apesar de haver diferencas entre as doses em
TO, em T1 estas dissipam-se sendo a atividade da B-glucosidase semelhante em todas as

doses. Em T2 registou-se uma subida cujos valores apenas diferem no controlo e na dose 24,
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continuando a verificar se um aumento no final do ensaio (T3) onde tal como em T1 néo se
verificam diferencas entre doses, com excec¢ao do controlo em que os valores se mantém

semelhantes aos de T2.

Os solos onde foi aplicado o residuo MMSWC, tiveram um comportamento semelhante aos
solos onde foi aplicado o0 SS, registando-se uma descida acentuada em T1 onde também nédo
se verificaram grandes diferencas entre doses aplicadas, seguindo-se um aumento da
atividade a partir de T2, com excecao da dose 6, em que este sO se verificou em T3 tendo
coincidindo com o valor mais baixo registado para a atividade da glucosidase (0,43 umol p-
nitrofenol g m.s. h1). No entanto, ndo houve diferencas significativas na atividade da B-
glucosidase entre as doses 12 e 24, mas sim entre estas e a dose 6 do inicio (T0) e no final

do ensaio (T3).

No que se refere aos solos onde se aplicou o residuo AWC, a diminuicdo da atividade
enzimatica em T1 nao foi tdo expressiva e em TO nas diferentes doses a atividade nao diferiu
muito significativamente do controlo, com excecdo da dose 24 em que os valores registados
foram inferiores ao controlo. Nos dois tempos que se seguiram, a atividade voltou a
demonstrar uma tendéncia de aumento, tendo os valores em T3 sido semelhantes entre o
controlo e a dose 12 e entre a dose 6 e a dose 24 para as quais se registaram os valores mais

elevados para esta modalidade.
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4.1.4 Ureases

No ensaio realizado podemos verificar que, a atividade da ureases foi superior no final do
ensaio (T3) do que no inicio (TO) para todos os residuos e doses estudadas (Tabela 5).

Tabela 5- Efeito médio da interagdo Tempo x Dose na atividade das ureases o longo do ensaio para os
diferentes residuos organicos. Os valores apresentados sao relativos a média de 4 repetigdes.

Ureases
(umol N-NH4* g* m.s. 2h?)
tempo

Dose TO T1 T2 T3
controlo 1,554 1,440def 2,82b 3,962
ss 6 1,97¢ 1,484 0,979h 3,10°
12 1,27def 2,12¢ 0,91h 3,762
24 1,19fgh 1,544 1,23¢fg 3,04b
controlo 1,55¢ 1.44¢ 2,82¢ 3,962
MMSWE 6 1,46¢ 0,93f 1,45¢ 3,66
12 0,95f 0,97f 0,82f 2,82¢
24 0,75f9 0,84f 0,539 2,38d
controlo 1,55¢f 1,44 2,82¢ 3,962
AWC 6 1,95d 1,60¢f 2,78¢ 4,022
12 1,67¢ 1,259n 1,16" 3,58P
24 1,52¢f 1,299h 1,40f9 3,81P

Valores médios por tratamento, seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si de forma significativa (p<0,05).

A atividade das ureases nos solos onde foi aplicado o residuo SS ndo apresentou diferencas
muitos significativas entre modalidades com exce¢éo da dose 6. Em T1 verificou-se uma
ligeira diminuig&o da atividade, no controlo e na dose 6, e uma subida nas doses 12 e 24. Em
T2 todas as modalidades registaram uma diminuicdo da atividade da enzima exceto o controlo
onde se verifica um aumento. No final do ensaio (T3) a atividade das ureases aumentou em
todas as modalidades, sendo mais elevada no controlo do que nos solos onde foram

adicionados os residuos.

Para a modalidade em que se utilizou o residuo MMSWC a atividade das ureases foi ao longo
do ensaio maior no controlo do que nos solos com residuo. Entre os tempos TO e T1 ndo
houve diferencas significativas nas doses 12 e 24, nos solos com a dose 6 houve uma ligeira

diminuicdo em T1 que em T2 voltou aos valores iniciais enquanto que nos com a dose 12 nédo
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houve alteracdes significativas e nos solos com a dose 24 diminuiram ligeiramente. Em T3

verificou-se um aumento significativo para todas a doses estudadas.

Nos solos onde foi adicionado o AWC e com excec¢ado dos onde foi adicionado na dose 6, ndo houve
diferencas significativas entre as doses. Em T1 deu-se uma pequena descida da atividade enzimdtica
seguindo se um aumento em T2 e T3 para a dose 6 e o controlo que ndo apresentaram diferencgas
entre eles e para as doses 12 e 24 os valores mantém-se sem grandes diferencas significativas em T2,

aumentando entdo no final do ensaio.

A atividade das ureases foi maxima (4,02 umol N-NHs* g* m.s. 2h?) no solo onde foi aplicado a
dose 6 do composto AWC e foi verificada no T3 embora néo diferindo significativamente do

controlo
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4.1.5 Proteases

Durante o decorrer do ensaio a atividade das proteases nédo foi detetada, ou os valores
registados encontravam-se abaixo do limite de quantificacdo ou abaixo do limite de detecdo
da técnica utilizada (Tabela 6) pelo que os dados néo foram tidos em consideracdo para o

tratamento estatistico.

Tabela 6 - Evolugao da atividade das proteases o longo do ensaio para os diferentes residuos organicos.
Os valores apresentados sdo relativos a média de 4 repeticdes.

TO T1 T2 T3

controlo n.d. n.d. n.d. n.d.

6 n.d. n.d. n.d. n.d.
SS 12 <0,003* <0,003* n.d. <0,01**
24 <0,01** <0,003* <0,003* <0,01**

controlo n.d. n.d. n.d. n.d.

MMSWE 6 n.d. n.d. n.d. n.d.

12 n.d. n.d. n.d. n.d.

24 n.d. n.d. n.d. n.d.

controlo n.d. n.d. n.d. n.d.

6 n.d. n.d. n.d. n.d.

AWC
12 <0,003* n.d. n.d. n.d.
24 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. — ndo detetado; * limite de dete¢do; ** Limite de quantificagédo
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4.2 Carateristicas Quimicas

Em seguida apresentam-se o0s resultados das caracteristicas quimicas dos solos para as

diferentes modalidades. Os dados apresentados correspondem ao tempo T2 que coincide

com o final do ciclo da cultura instalada, ou seja, com a colheita do azevém anual.

Tabela 7 - Efeito dos residuos aplicados no solo, nas caracteristicas quimicas estudadas. Os valores

apresentados sdo respeitantes a média de 4 repeticdes.

Passimilével
Dose (mg P20s kg™* m.s.)
controlo 151,820
<s 6 219,9%¢
12 256,72
24 514,2°2b¢
controlo 151,820
6 202,5abc
MMSWC
12 400,3abc
24 348,3abc
controlo 151,82
6 159,08abe
AWC
12 239,3abc
24 553,5abc

Nkijeldanhl
(mg N kg m.s.)

5602
5602
8002
8802
5602
7902
7802
970
5602
5402
6402
9302

MO
(%p/p)
0,942
0,98ab
0,990
11183bc
0,94ab
0,872
0,902
1’10abc
0,942
0,872
1103abc
1105abc

Valores médios por coluna, seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si de forma significativa.

Pela andlise dos dados da Tabela 7 podemos dizer que de um modo geral nos solos em

estudo, a aplicacdo dos residuos teve um efeito semelhante nos teores de Passimilavel, Nkjeldan €

MO, isto é, independentemente do residuo aplicado verificou-se um aumento com o0 aumento

da dose aplicada.
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4.3 Correlagéo entre os parametros avaliados

De modo a relacionar todos os parametros e melhor interpretar os resultados obtidos foram
estabelecidas matrizes de correlacdo entre as atividades enzimaticas e os parametros
quimicos avaliados, para cada um dos residuos aplicados no tempo T2. Nao foram feitas

correlagbes com as celulases uma vez que estas nao estavam ativas em T2.

A Tabela 8 apresenta os coeficientes de correlacdo de Pearson entre as caracteristicas
quimicas e as atividades enziméticas nos solos onde foi aplicada a lama SS. A partir desta
tabela podemos verificar que todos os parametros tem uma elevada correlacdo entre si, com
excecdo das ureases que apenas tém correlacéo significativa ainda que negativa com as f-

glucosidase.

Tabela 8 - Matriz de correlagdo entre as atividades enzimaticas nos solos onde foi adicionado o corretivo
SS e os parametros quimicos avaliados, no tempo T2.

Fosf. &c. B-gluco.  Urease Passim. MO Nijeldani
Fosf.4c. 1
B-gluco. 0,980 1
Urease N.S. -0,543 1
Passim. 0,987 0,966 N.S. 1
M.O. 0,982 0,960 N.S. 0,996 1
Nk 0,796 0,722 N.S. 0,804 0,765 1

NS - n&o é significativo
Os coeficientes de correlacdo com mdédulo >0.497 séo significativos a o=0,1; com modulo >0,576 sao significativos

a a=0,05; com médulo >0,708 sdo significativos a a=0,01; com médulo >0,823 séo significativos a ¢=0,001; com
modulo >0,891 sdo significativos a a=0,0001.

As fosfatases acidas, enzimas que hidrolisam o P organico em P inorganico, forma na qual o
P pode ser absorvido pelas plantas teve uma correlacdo positiva bastante elevada (a=0,0001)
com o teor de P assimilavel no solo o que esta de acordo com os dados apresentados por
Yang, et al. (2008). Tendo sido nos solos em que a lama SS foi aplicada no tempo T2 que se

registou a sua atividade maxima (3,49 umol p-nitrofenol g* m.s. h%).

A atividade da B-glucosidase também revelou uma correlacdo positiva bastante elevada (a=
0,0001) com o teor de MO do solo, como era de se esperar dado o seu importante papel na

degradacao da MO Alvarenga et al (2008) referem que a atividade das B-glucosidases € usada
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para avaliar a qualidade do solo uma vez que esta € prejudicada por praticas agronémicas

que promovam a perda rapida de MO e beneficiada pela introducao correctivos organicos.

Nos solos onde foi aplicado o composto MMSWC (Tabela 9) as ureases nao se verificou uma
correlagdo significativa com o teor de MO do solo. No entanto, apresentam uma correlacdo
negativa bastante elevada (a=0,0001) com o teor de Nedani O que esta de acordo com 0s
dados obtidos por Bandick e Dick (1999) que sugerem que a adicdo de fertilizantes azotados
inibe a atividade das ureases uma vez que a adicdo do produto final da reacdo enziméatica
(NH4%) suprime a sua sintese. O teor de Passimiiavel teve igualmente uma correlacdo negativa

com a atividade das ureases.

Tabela 9 - Matriz de correlac&o entre as atividades enzimaticas nos solos onde foi adicionado o residuo
MMSWC e os pardmetros quimicos avaliados, no tempo T2.

Fosf. &c. B-gluco.  Urease Passim. MO Nietdani
Fosf. ac. 1
B-gluco. 0,906 1
Urease -0,510 N.S. 1
Passim. 0,806 0,505 -0,875 1
M.O. 0,553 0,581 N.S. N.S. 1
Nk N.S. N.S. -0,930 0,681 0,581 1

NS - nao é significativo
Os coeficientes de correlagdo com modulo >0.497 s&o significativos a a=0,1; com mdédulo >0,576 sdo significativos

a a=0,05; com mdédulo >0,708 sdo significativos a a=0,01; com mdédulo >0,823 séo significativos a a=0,001; com
médulo >0,891 sao significativos a =0,0001.

As fosfatases &cidas e a B-glucosidase apresentam uma correlacdo positiva com o teor de
Passimilavel S€NdO esta no caso das fosfatases acidas elevada (a=0.01), tal com era de esperar
uma vez que sdo enzimas chave na hidrolise do Porganico €M Pinorganico. T@mbém se verificou
uma correlag@o positiva com o teor de matéria organica no solo e uma correlagdo negativa

com a atividade das ureases.

Com a aplicagdo do composto AWC as atividades das enzimas estudadas apresentaram um
comportamento semelhante (Tabela 10), tendo todas elas uma correlacdo negativa com as
caracteristicas quimicas do solo. Se esta correlacdo negativa era esperada no que se refere
a atividade das ureases em relagao ao teor de Nyeldani, j& N80 0 era em relacdo as fosfatases
acidas e o teor de Passimiael € de MO e em relacdo as B-glucosidase e o teor de MO. No
entanto, para as actividades das fosfatases e da -glucosidase com a aplicacdo do composto

AWC registou-se uma diminuicdo da atividade com o aumento da dose aplicada para valores
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muitas vezes inferiores aos do controlo. O que podera estar relacionado com o facto deste
composto apresentar uma estabilidade da matéria organica mais elevado do que a dos outros
dois residuos ou a eventualmente estar presente alguma substancia que iniba a actividade,
como por exemplo metais pesados como o niquel para o qual se verificou estar em
concentracdo mais elevada (360,5 mg kg?') da observada para os outros dois residuos e

acima do limites previstos pelo decreto-lei n° 103/2015.

Tabela 10 - Matriz de correlagdo entre as atividades enziméaticas nos solos onde foi adicionado o corretivo
AWC e os parametros quimicos avaliados, no tempo T2.

Fosf. &c.  B-gluco. Urease Passim. MO Nkjeldani
Fosf.ac. 1
B-gluco. 0,824 1
Urease 0,756 0,728 1
Passim. -0,752 -0,901 -0,655 1
M.O. -0,800 -0,891 -0,909 0,748 1
Nk -0,766 -0,924 -0,674 0,998 0,783 1

NS - n&o é significativo

Os coeficientes de correlagdo com modulo >0.497 séo significativos a a=0,1; com mdédulo >0,576 s&do significativos
a a=0,05; com mdédulo >0,708 s&o significativos a a=0,01; com mdédulo >0,823 s&o significativos a ¢.=0,001; com
médulo >0,891 séo significativos a 0=0,0001.
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5. Conclusoes

A aplicacdo de materiais organicos ao solo pode ser uma boa estratégia para a reducéo de
deposicdo de residuos organicos em aterro, desde que as propriedades fisico-quimicas,
quimicas e bioquimicas do solo ndo sejam negativamente afetadas e que ndo aparecam
condicdes nocivas no solo. Neste estudo, foi possivel verificar que dum modo geral a atividade

enzimatica no solo aumentou com a aplicagdo dos materiais organicos estudados.

Contudo, e apesar do aumento da atividade das enzimas, resultante da aplica¢éo de residuos
organicos ao solo, poder ser um bom indicador do efeito benéfico da aplicacdo destes
residuos ao solo, na sua aplicacao devera ser dada atencao a presenca de outras substancias
organicas e inorganicas que poderdo ter um efeito nocivo quer para as plantas quer para o

ambiente.

Os resultados indicam que ap6s a colheita das plantas a atividade enzimatica manteve-se e
na maior parte dos casos foi superior & verificada para o controlo pelo que serd importante

realizar semelhante estudo durante mais um ciclo de cultura.
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