UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
UMDADEACADEMK¥\DEHUMANDADESAJEWJASEEDUCAQAO
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - BACHARELADO

ROGER BITENCOURT VARELA

CARACTERI;ACAO DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO DE AREAS EM
REABILITACAO PELA ATIVIDADE CARBONIFERA NO MUNICIPIO DE TREVISO,
SANTA CATARINA

CRICIUMA
2012



ROGER BITENCOURT VARELA

CARACTERIZACAO DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO DE AREAS EM
REABILITACAO PELA ATIVIDADE CARBONIFERA NO MUNICIPIO DE TREVISO,
SANTA CATARINA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
para obtencdo do grau de Bacharel em
Ciéncias Biolégicas no curso de Ciéncias
Biologicas da Universidade do Extremo Sul
Catarinense, UNESC.

Orientador: Prof. Msc. Claudio Ricken
Co-orientador: Msc. Jader Lima Pereira

CRICIUMA
2012



ROGER BITENCOURT VARELA

CARACTERIZACAO DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO DE AREAS EM
REABILITACAO PELA ATIVIDADE CARBONIFERA NO MUNICIPIO DE TREVISO,
SANTA CATARINA

Trabalho de Conclusdo de Curso aprovado
pela Banca Examinadora para obtencdo do
Grau de Bacharel, no Curso de Ciéncias
Bioloégicas da Universidade do Extremo Sul
Catarinense, UNESC, com Linha de pesquisa
em Microbiologia Ambiental.

Criciima, 03 de dezembro de 2012.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Claudio Ricken — Mestre em Biologia Animal — (UNESC) - Orientador

Prof2. Nadja Zim Alexandre — Mestre em Geografia — (UNESC)

Prof2. Raquel Piletti — Mestre em Engenharia Quimica — (UNESC)



Dedico esse trabalho a minha familia,
meus amigos e colegas de trabalho,
especialmente aos meus pais, pelo
apoio, conselhos e ensinamentos sem
0S quais ndo seria possivel a
realizacdo deste e nenhum outro

trabalho.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, professor Msc. Claudio Ricken, que muito mais que
uma das referéncias que vou levar para minha vida profissional, um exemplo de
parceria e amizade. Muito obrigado pelas orientacbes, muitas vezes fora de hora, e
principalmente pela confianga em mim depositada.

Ao meu co-orientador Msc. Jader Lima Pereira, por atender prontamente
aos incansaveis questionamentos e fornecer toda base para a realizacdo desse
trabalho.

Aos amigos Fernanda Francielli Nascimento, Victor Hugo Cordova e
Samuel Elias pela ajuda nos campos e coletas. Seria quase impossivel fazer esse
trabalho sozinho. Muito obrigado pela ajuda.

Aos amigos da turma, Ritiele, Julianas e Karine, pela parceria durante
todo o curso, pelas ajudas, ndo s6 no TCC, mas em todas as outras disciplinas,
pelas conversas, troca de experiéncias e objetivos. Vocés tornaram esses quatro
anos muito mais faceis e agradaveis. Tenho certeza que todos serdo grandes
profissionais no futuro.

A todo pessoal do laboratério, especialmente a Samira, Amandinha e
Camila que me incentivaram a fazer pesquisa. Muito obrigado, o apoio de vocés foi
imprescindivel na minha escolha.

Aos meus irmaos Richard e Renan pelo apoio e ajuda sempre quando
necessarios.

E, finalmente, aos meus pais Claudionor e Fatima, que sdo minha fonte
de inspiracdo e energia. Tudo que fizer durante toda minha vida profissional sera
dedicado a eles, pois sem a base que tive e sem 0s ensinamentos que formaram
meu carater ndo seria possivel alcancar todas as coisas que alcancei até hoje.
Palavras sdo poucas para descrever o quao sou agradecido a vocés. Muito

obrigado!



“A tarefa nao é tanto ver aquilo que
ninguém viu, mas pensar o que ninguém
ainda pensou sobre aquilo que todo mundo
Vé bh

(Arthur Schopenhauer)



RESUMO

O solo é considerado um critico componente da biosfera, funcionando ndo somente
como base para a producdo de alimentos e fibra, mas também na manutencéo da
qualidade do ambiente local, regional e global. A mineracéo de carvao a céu aberto
foi uma das principais formas de degradacdo ambiental na regido sul de Santa
Catarina, conhecida como regido carbonifera. A utilizacdo de medidas da atividade
de micro-organismos para o monitoramento da qualidade do solo tem sido estudada
pelo fato dos micro-organismos e as propriedades fisico-quimicas do solo estarem
intimamente interligados. O presente estudo objetivou trazer novas abordagens para
o monitoramento da qualidade dos solos por meio da utilizacdo de parametros de
facil manipulacdo. Em uma area que sofreu degradacado pela atividade carbonifera
no municipio de Treviso, SC, foram coletadas em duas épocas do ano, amostras de
guatro estacGes amostrais com diferentes caracteristicas. Para a caracterizacdo da
comunidade microbiana, foram realizadas andlises para quantificacdo de bolores e
leveduras e bactérias heterotroficas, dois testes para quantificacdo da biomassa do
solo, e andlise dos parametros fisico-quimicos do solo de cada estagcéo amostral. Os
métodos de quantificacdo de biomassa microbiana n&o se mostraram eficientes para
os solos estudados. Os parametros fisico-quimicos e UFC de bolores e leveduras
mostraram uma semelhanca entre o solo do remanescente florestal e reabilitacdo de
guatro anos. Os solos com vegetacdo espontanea e reabilitacdo de dois anos
apresentaram um padréo semelhante entre si. Os micro-organismos heterotroficos
apresentaram um padrao de distribuicdo entre as duas amostragens, mostrando que
sd0 menos variaveis e podem apresentar resultados mais confidveis sobre a
gualidade do solo no presente estudo.
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1 INTRODUCAO

O solo é considerado um critico componente da biosfera, funcionando néo
somente como base para a producdo de alimentos e fibra, mas também na
manutenc¢ao da qualidade do ambiente local, regional e global (GLANZ, 1995).

Em florestas tropicais, como a Mata Atlantica, a importancia do solo se da
principalmente pelo sequestro de carbono, manutencdo da estrutura fisica,
capacidade de retencdo de agua e provisdo de nutrientes para plantas. O solo da
mata atlantica possui a maior biodiversidade de micro-organismos quando
comparado aos solos que ocorrem em latitudes maiores, podendo conter cerca de
1000 espécies de invertebrados e um grande numero de micro-organismos
(MOREIRA; HUISING; BIGNELL, 2010).

A qualidade do solo pode ser definida como a capacidade continua de
aceitar, estocar e reciclar agua, nutrientes e energia, bem como reter, dispersar e
transformar materiais quimicos e bioldgicos, funcionando como um tampao ou filtro
ambiental. Quaisquer fatores que alterem essas caracteristicas podera causar
impacto aos solos (JAHNEL et al., 2007 apud FONTANA, 2010).

A lei N° 14.675 (SANTA CATARINA, 2009) descreve impacto ambiental

como:

Qualquer alteracdo das propriedades fisico-quimicas e
biolégicas do meio ambiente, causada por qualquer forma de
matéria ou energia resultante das atividades humanas que,
direta ou indiretamente, afetam a salde, a seguranca e o bem
estar da populacdo, as atividades sociais e econdmicas, a
biota, as condi¢cles estéticas e sanitarias do meio ambiente.

Dessa forma pode-se entender que o solo pode ser alterado de diversas
formas pelas atividades antrépicas realizadas sobre o mesmo. Segundo Melloni
(2007) cada atividade gera uma alteracdo diferente, como o cultivo, mineracéao e
residuos industriais, e para avaliar a qualidade do solo nos diversos sistemas podem
ser utilizados atributos fisicos, quimicos e bioldgicos.

O municipio de Cricima e municipios vizinhos, inseridos na Regido
Carbonifera no sul do estado de Santa Catarina, obtiveram o seu desenvolvimento
econdmico, social e cultural, em parte, mediante a exploracdo do carvao mineral. Na

producdo tedrica sobre o carvao na regido sul do Brasil tem-se dado énfase aos
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agravos que essa atividade fez a natureza, ao meio ambiente e ao questionavel
progresso trazido por esta atividade (PHILOMENA, 2005).

A mineragdo € considerada uma das atividades humanas que mais
contribui para a alteracdo da superficie terrestre, provocando expressivos impactos
sobre a agua, o ar, o solo, o subsolo e a paisagem como um todo. A degradacéo €
um processo inerente a atividade de mineracdo e sua intensidade depende do
volume explotado, do tipo de mineragao e dos rejeitos produzidos (GRIFFITH, 1980).

A mineracdo de carvdo a céu aberto foi uma das principais formas de
degradacdo ambiental na regido sul de Santa Catarina, conhecida como regiao
carbonifera (LUNARDI-NETO et al., 2008).

De acordo com Koppe e Costa (2008) a mineragéo de carvao da origem a
areas de solos impactados, como resultado do processo de extracdo denominado de
lavra a céu aberto em faixas (strip mining).

Nesse processo, as camadas superficiais do solo e de outras formacdes
sedimentares que recobrem as camadas de carvdo sao removidas propiciando a
descobertura da camada de carvao, que é posteriormente lavrada. Os estéreis de
mineracdo sao depositados em pilhas de grande volume ao lado das cavas de
mineracéao (KOPPE; COSTA, 2008).

Quando o processo de reabilitacdo de areas mineradas nao acontece ou
€ inadequado, um processo previsivel nos solos construidos e nas demais areas
afetadas pela mineracdo de carvdo é a sulfurizacdo. Como consequéncia, 0
processo de sulfurizacdo pode ser ativado nos solos construidos em razédo da
oxidacao de sulfetos, principalmente a pirita, presentes nos estéreis de mineracgao.
Quando exposta ao oxigénio e agua, a pirita € oxidada sendo transformada em acido
sulfrico condicionando alteragcdes quimicas e mineralogicas. Esse processo é
denominado drenagem acida (INDA et al., 2010).

Segundo IPAT (2007) uma das principais reacdes geradoras de
drenagem &cida em solos impactados pela mineracdo de carvdo é a oxidacdo de
sulfetos por Fe*" com producéio de acidez e reducéo do ferro, descrita por Singer e
Stumm (1970 apud IPAT, 2007) mostrada a seguir.

FeS, + 14Fe® + 8H,0 < 15Fe*" + 250, + 16H"

Além do pH baixo, areas de minera¢do podem conter niveis elevados de
metais pesados ( GAIVIZZO, 2002; Klein, 2006; IPAT, 2007; QUINONES et al.
2008). De acordo com Costa; Zocche; Souza (2007), Amaral e Krebs (2010) os
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principais metais pesados encontrados em areas de mineracdo de carvdo séo Cr,
Zn, Fe, Co, Mn, Ni, Pb e Cu.

Para reduzir esses problemas na recomposi¢cdo do solo, as camadas e
horizontes devem ser separados durante as escavacgOes para, posteriormente,
serem colocados conforme a ordem original em que se apresentavam, atenuando os
efeitos indesejaveis oriundos de sua retirada (LUNARDI-NETO, 2008).

A qualidade do solo esté relacionada a atividade microbiana, ou seja, as
reacdes biolégicas e bioquimicas catalisadas pelos micro-organismos. Essas
reacdes sdo responsaveis pela decomposicdo de residuos de plantas, animais,
urbanos e industriais, pela ciclagem biogeoquimica, incluindo a fixacdo de N°, pela
formacéo de agregados do solo e pela taxa de decomposi¢cdo de materiais organicos
(ELSAS,1997 apud FORTES-NETO, FERNANDES, JAHNEL, 2007).

De acordo com Tortora (2005) os micro-organismos existentes no solo
utilizam o oxigénio, luz e nutrientes presentes neste. Seus nutrientes sao obtidos por
meio dos ciclos biogeoquimicos, dos quais 0S micro-organismos Sao pecas
importantes. Dentre os ciclos, podemos citar o ciclo do carbono, onde 0s micro-
organismos transformam moléculas organicas em moléculas inorganicas; ciclo do
nitrogénio, onde atuam nos processos de amonificacdo, nitrificacéo, desnitrificacéo e
fixacdo do nitrogénio; ciclo do enxofre, onde as bactérias convertem o enxofre
reduzido em H,S e em sulfatos completamente oxidados (SO42-); e do ciclo do
fésforo, onde ocorrem modificacdes de fosfato organico para inorganico.

A utilizacdo de medidas das atividades dos micro-organismos
relacionadas aos ciclos biogeoquimicos para o monitoramento da qualidade do solo
vem sendo pesquisada pelo fato desses organismos e as propriedades fisico-
guimicas do solo estarem intimamente ligados uns aos outros, além de que séo
responsaveis por inameros processos bioldgicos e bioquimicos, sendo, dessa forma,
sensiveis a qualquer tipo de alteracdo que ocorre no solo, seja ela natural ou
antropica (FORTES-NETO; FERNANDES; JAHNEL, 2007).

Os bioindicadores tém sido amplamente utilizados no monitoramento de
areas degradadas, dentre eles a atividade biologica do solo, como a quantificacéo
da biomassa microbiana, atividade metabdlica e caracterizagdo dos micro-
organismos vem ganhando destaque como novas técnicas (ZILLI, 2003; DERKS,
2007; MELLONI, 2007).
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Dentre os métodos para avaliar a atividade biolégica do solo, a
respirometria € uma técnica relativamente nova, mas que ja tem mostrado resultados
satisfatorios. A técnica consiste em avaliar o consumo de oxigénio ou producéo de
diéxido de carbono por unidade de volume e de tempo (BERNARDES; SOARES,
2005).

Outra técnica utilizada para quantificacdo de biomassa microbiana do solo
€ denominada incubacao e extracdo, desenvolvida por Vance, Brookes e Jenkinson
(1987). Essa metodologia segue os mesmos principios do método de fumigacéo e
incubacdo, porém o carbono é estimado pela extracdo direta pelo K,SO4 apés a
fumigacéao pelo cloroformio (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

A contagem de unidades formadoras de colénias também é uma técnica
amplamente utilizada em diversos tipos de estudos sobre microbiota do solo. Essa
técnica tem como intuito estimar a densidade populacional dos micro-organismos no
solo (SOUTO et al., 2008; ANDRADE, 2009; RIBAS, 2008). Esse método revela o
numero de micro-organismos capazes de se multiplicar e formar colbnias, presentes
no solo através do cultivo sob condi¢cdes de incubacdo e nutricdo adequadas
(ANTONINI, 2004).

Segundo Pfenning e Abreu (2010) os fungos exercem varias funcoes
importantes no solo, como o processo de decomposicdo que leva a mineralizacdo e
reciclagem de nutrientes de planta. Podem também interagir com bactérias,
actinomorfos e pequenos invertebrados, aumentando suas fun¢des no solo.

Dentro dos fungos encontrados no solo podemos citar os bolores e
leveduras, que se diferem dos outros tipos de fundo por se apresentarem,
predominantemente sob forma unicelular. No solo, a grande maioria dos bolores e
leveduras nutre-se da matéria organica, podendo atuar como detritivoros (DIAS;
SCHWAN, 2010).

As bactérias fazem parte do grupo microbiano que contribui tanto na
degradacdo e remineralizacdo do material organico presente no solo quanto no
sustento da biomassa do universo. Dentro desse grupo, as bactérias heterotréficas
sdo capazes de transformar em energia detritos organicos e uma variedade de
substratos de carbono incluindo aminoacidos, lipidios, glicolipidios e carboidratos
(RECHE; PITTOL; FIUZA, 2010).

Os solos construidos apos o processo de mineracdo de carvao tém suas

propriedades fisicas, quimicas e biolégicas alteradas, apresentando fatores como pH
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baixo e alta concentracdo de metais pesados que podem vir acarretar na reducéo da
populacdo de micro-organismos no solo (LUNARDI-NETO, 2008).

O carbono da biomassa microbiana € um indicador biolégico sensivel
para identificar alteracbes no solo em funcdo de diferentes tipos de uso da terra
(MATSUOKA; MENDES; LOUREIRO, 2002). Para Wardle e Hungria (1994) a
atividade das diferentes populacdes da biomassa microbiana pode ser influenciada
por fatores relacionados aos teores de nutrientes, efeitos simbioticos das plantas,
caracteristicas fisico-quimicas do solo, presenca de metais ou pesticidas, acdo do
fogo, microclima e estado trofico da matéria organica presente no solo.

A contagem de unidades formadoras de col6nias se apresenta também
como uma técnica extremamente relevante nos estudos de microbiologia do solo,
uma vez que permite a caracterizagao da biomassa microbiana assim como avaliar a
interferéncia de parametros fisico-quimicos e biolégicos através da distribuicdo das
diferentes populacdes microbianas e suas especificidades (HUNGRIA e ARAUJO,
1994).

Tendo em vista os danos causados pela mineracdo de carvdo a céu
aberto na regido carbonifera sul catarinense, a necessidade de implantacdo de
projetos de reabilitacdo e monitoramento dessas areas e a crescente utilizacdo de
bioindicadores para avaliacdo do processo de restauracdo de areas degradadas, 0
presente estudo se faz importante por trazer novas abordagens para o
monitoramento utilizando parametros de facil manipulacdo a fim de contribuir para
um melhor acompanhamento dos processos de reabilitacdo de areas degradadas

pela atividade carbonifera.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar a comunidade de micro-organismo em solos de diferentes

estadios de recuperacdo em uma area degradada por mineracdo de carvao no

municipio de Treviso, SC.
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1.2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar colénias de fungos e bactérias em cada estagdo amostral.

e Comparar a quantidade de colbnias de fungos e bactérias nas
diferentes estacdes amostrais nas diferentes épocas do ano.

e Correlacionar os valores das populacfes de fungos e bactérias com a
gualidade do solo das diferentes estacbes amostrais.

e Testar metodologias para a quantificacdo da biomassa de micro-

organismos em solos de areas degradadas pela atividade carbonifera



17

2 MATERIAS E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

O local onde foram realizadas as coletas de amostras do solo esta
localizado no municipio de Treviso, Santa Catarina. O acesso principal a area é
realizado pela rodovia SC-447 que liga Siderépolis a Treviso. A area estudada
corresponde a cerca de 220 ha que sofreram influéncia da mineracéo a céu aberto
iniciada em 1982 e finalizado em 1989 pela Carbonifera Préspera S.A., com uso da
dragline Marion. Dessa area aproximadamente 9 ha foram desapropriados pela
Prefeitura Municipal de Treviso (IPAT, 2007) como mostra a figura 1.

A éarea se encontra em uma zona de clima subtropical constantemente
umido, onde as temperaturas variam entre a maxima de 25,9 e a minima de 12,0°C.
A Floresta Ombrofila Densa (Mata Atlantica) estd presente na area na forma de
Floresta Montana, marcada intensamente pela influéncia oceéanica com alto indice
de umidade e baixa amplitude térmica (EPAGRI, 2001).

Geomorfologicamente, o local de estudo estd inserido na Unidade
Depressdo da Zona Carbonifera catarinense, apresentando relevo colinoso com
espesso manto de intemperismo, e ocorréncia de processos de solifluxao.
Pertencendo a formacéo geoldgica da Serra Geral, possui rochas vulcanicas desde
composicado basica até rochas com alto teor de silica, e baixo teor de ferro e
magnésio. Possui solo do tipo cambissolo, que séo constituidos por material mineral,
apresentando horizonte A com espessura inferior a 40 cm seguido de horizonte B
incipiente (EPAGRI, 2001).

As amostragens de solo foram realizadas em quatro ambientes: Estacao
amostral 01) um remanescente florestal sem interferéncia direta da mineracao;
Estacdo amostral 02) fragmento com vegetacdo espontanea sobre estéreis da
mineracao; Estacdo Amostral 03) uma area em processo de reabilitacdo com 4 anos
de cobertura vegetal; e Estacdo amostral 04) uma area em processo de reabilitacdo

com 2 anos de cobertura vegetal (Figura 2).
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Figura 1- Mapa de Localizagdo do campo Morozini no municipio de
Treviso — SC.
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Figura 2- Localizacao das Estacdes amostrais no Campo Morozini,
municipio de Treviso, SC.

Fonte: Modificado de Google Earth (2012)

2.1.1 Estacdo Amostral 01 - Remanescente florestal

A estacdo amostral 01 € um remanescente de Floresta Ombrdéfila Densa
Submontana, em estadio avancado de regeneracdo natural, que embora esteja
localizada na periferia da area minerada, ndo sofreu interferéncia direta em
decorréncia da mineracéo de carvao realizada em seu entorno (IPAT, 2009) (Figura
3).

Entre as espécies que compdem o remanescente pode-se citar Magnolia
ovata Spreng. (magndlia), Aspidosperma olivaceum Mull.Arg. (peréba-vermelha),
Ficus insipida Willd. (figueira-branca), Matayba elaeagnoides Radlk. (camboata),
Cupania vernalis Cambess. (camboata-vermelho), Geonoma gamiova Barb.Rodr.
(rabo-de-peixe), Syagrus romanzoffiana Cham. (geriva), Cabralea canjerana Vell.
Mart. (cangerana), Cedrela fissilis Vell. (cedro-rosa), Caseria silvestres Sw. (cha-de-
bugre), Nectandra oppositifolia Ness. (canela-ferrugem), Xylopia brasiliensis Spreng.
(cortica), Boehmeria caudata Sw. (assa-peixe), Inga sessilis (Vell.) Mart. (inga-

ferradura), Euterpe edulis Mart. (palmiteiro) entre outras (IPAT, 2009).
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Segundo IPAT (2009), dentre as espécies acima citadas algumas
merecem destaque especial por constituirem espécies tipicas de mata priméaria de
floresta ombrofila densa submontana, refletindo na importancia desse fragmento

como um remanescente de mata atlantica.

Figura 3- Interior do remanescente florestal localizado no Campo
Morozini, municipio de Treviso, SC

Fonte: Acervo do autor

2.1.2 Estacdo Amostral 02 - Fragmento com vegetacao espontanea

A estacdo amostral 02 constitui uma area as margens de uma lagoa
originada de uma cava de mineracao, area esta que sofreu intervencdes durante o
processo de mineracdo de carvdo a céu aberto, de modo que a vegetacdo hoje
existente no local é constituida predominantemente por espécies pioneiras e
secundéarias iniciais, fruto da regeneragédo espontanea (IPAT, 2009) (Figura 4).

Dentre as espécies observadas para esse fragmento, pode-se destacar
Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze (marica), Myrsine coriacea (Sw.) R.Br. ex Roem.
& Schult. (capororoca), Clethra scabra Pers. (carne-de-vaca), Kaunia
rufescens (Lund ex DC.) R.M. King & H. Rob. (mangerona-brava) , Cedrela fissilis

Vell. (cedro-rosa), Vermonanthura discolor (Spreng.) H.Rob. (vassourdo-branco),
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Lamanonia ternata Vell. (quaraperé), Piptocarpha tomentosa Baker (canela-podre),
Trema micrantha (L.) Blume (grandiuva), Tibuchina sellowiana Cogn. (quaresmeira),
Miconia cabucu Hoehne. (pixiricdo) , Miconia ligustroides (DC.) Naudin (pixirica),
Hieronyma alchorneoides Allemao (licurana), Baccharis dracunculifolia DC.
(vassoura), Weinmannia paulliniifolia Pohl ex Ser. (gramimunha) entre outras (IPAT
20009).

Figura 4- Fragmento de vegetacdo espontanea sobre pilha se estéreis no
Campo Morozini, municipio de Treviso, SC.

Fonte: Acervo do utor.

2.1.3 Estacdo Amostral 03 - Area recuperada mais antiga

A estacdo amostral 03 € umas das areas onde as intervencdes visando a
reabilitacdo ambiental foram implantadas ha mais tempo. Nesta estacdo a
implantacdo de cobertura vegetal, ocorreu a aproximadamente quatro anos (IPAT,
2009) (Figura 5).

O processo de reabilitacdo dessa area se deu através da remodelagem
topogréfica, incorporacdo de calcério aos estéreis remodelados, recobrimento do
substrato com argila, aplicacdo de cama de aviério, turfa de raspagem estabilizada e

fertilizante e por ultimo a introdugdo das espécies herbaceas como Paspalum
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notatum Fluggé (grama-forquilha), Arachis pintoi Krapov. & W.C.Greg (amendoim-
forrageiro) e espécies arbdreas como Mimosa scabrella Benth (bracatinga) e
Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha) por meio de semeadura a lanco
(IPAT, 2009).

Figura 5- Area em processo de reabilitacio ha 4 anos localizada no
Campo Morozini, municipio de Treviso, SC.

e ~ 3

2.1.4 Estacdo Amostral 04 — Area recuperada mais recente

A estacdo amostral 04 € umas das areas mais recentes considerando o
processo implantacdo de cobertura vegetal, sendo esta implantada héa
aproximadamente dois anos (IPAT, 2009) (Figura 6).

Assim como na estacdo amostral 03, o processo de reabilitacdo dessa
area se deu através da remodelagem topografica, incorporacdo de calcério aos
estéreis remodelados, recobrimento do substrato com argila, aplicacdo de cama de
aviario, turfa de raspagem estabilizada e fertilizante e por ultimo a introducéo das
espécies herbaceas como Paspalum notatum Fliggé (grama-forquilha), Arachis

pintoi Krpov. & W.C.Greg (amendoim-forrgeiro). Porém, nessa area nao foram
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implantadas espécies arbolreas, para evitar que as raizes penetrassem a uma maior
profundidade, formando caminhos para a infiltragdo da agua e a difusédo de oxigénio
no solo, uma vez que nesse local os estéreis de mineragdo apresentam maior
concentragéo de pirita (IPAT, 2009).

Figura 6- Area em processo de reabilitacdo ha 2 anos localizada no
Campo Morozini, municipio de Treviso, SC.

Fonte: Acervo do autor

2.2 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em duas épocas do ano, no primeiro
semestre, dia 28 de abril e no segundo semestre, dia trés de agosto de 2012, a fim
de avaliar a oscilacdo da atividade metabdlica de micro-organismos nas duas
estacdes do ano.

A coleta de amostras em cada estacdo amostral foi realizada de acordo
com a norma da NBR 14.283, de 1999, onde consta que o solo utilizado devera ser
retirado a uma profundidade de 0 - 15 centimetros (por se encontrar, nesta
profundidade, grande parte da populagdo microbiana aerobia). Em cada local foram

coletadas quinze subamostras com a superficie isenta de folhas e outros detritos,
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sendo que, as subamostras foram coletadas com, no minimo, 2 metros de distancia
entre uma e outra, variando essa distancia de acordo com a extensao da estacéo
amostral com a finalidade de abranger uma éarea representativa em cada estacao.
As subamostras de cada local estacdo amostral foram misturadas, para obtencéo de
uma amostra composta por local, e embaladas em sacos plasticos com vedacéao
tomando cuidado para deixar ar dentro dos sacos plasticos para manter as células e

micro-organismos viaveis. (Figura 7)

Figura 7- Amostras de solo sendo coletada e acondicionada em saco
plastico.

Em laboratério as amostras foram peneiradas com peneira de 2 mm,

guarteadas e refrigeradas a 4 °C até 0 momento da realizacdo das analises.

2.3 QUANTIFICACAO DO CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA ATRAVES DO
METODO DE FUMIGACAO E INCUBACAO

Um teste prévio, com o intuito de calibrar a metodologia de determinacao

da biomassa microbiana foi realizado através do método de fumigacao e incubacéo
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proposto por Jenkinson e Powlson (1976) com as modificagbes propostas por
Hungria e Araugjo (1994).

Esse método baseia-se na hipotese que se um solo for esterilizado, e em
seguida incubado com uma pequena parte de micro-organismos, segue-se um
grande fluxo de respiracdo proveniente da decomposi¢cdo dos micro-organismos que
estavam presentes no solo originalmente e que foram mortos pela fumigagéo.
Assume-se que esse fluxo é diretamente proporcional a quantidade de micro-
organismos presente no solo antes da fumigacéo, sendo assim, € possivel estimar a

biomassa presente na amostra antes da esterilizacdo (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

2.3.1 Preparo e fumigacéo das amostras para analise da biomassa microbiana

O preparo das amostras foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Jenkinson e Powlson (1976). Os testes foram realizados em triplicata, e
para a realizacdo dos testes as amostras foram novamente peneiradas (4 mm) e
retiradas seis subamostras de 14 g de solo de cada estacdo amostral com o auxilio
de uma balanca de preciséo eletrénica da marca Marte® modelo AL500. (Figura 8)

Para a esterilizacdo das amostras, as mesmas foram colocadas em
béqueres abertos dentro de um dessecador juntamente com um béquer contendo
175 mL de cloroférmio e um béquer contendo 175 mL agua destilada para manter a
umidade. Criou-se entdo um vacuo no dessecador, com o auxilio de uma bomba de
vacuo, para a evaporacao do cloroférmio e as amostras ficaram expostas ao gas
durante 48 horas para a esterilizacdo completa da microbiota do solo. (Figura 9)

Apbs a fumigacgdo o substrato fumigado foi reinoculado com uma pequena
subamostra de solo, com uma relacdo de peso de 1:9 (in6culo : solo fumigado)
totalizando 1,5 g, para que os micro-organismos do inoculo pudessem decompor 0s
outros micro-organismos mortos na fumigacdo. Simultaneamente uma amostra do
mesmo solo, porém ndo fumigada, foi preparada para corrigir a respiracdo que

ocorre no solo independentemente do fluxo de fumigacéao.



Figura 8- Subamostra de solo sendo pesada em balanga de preciséo.

Fonte: Acervo do autor.

Figura 9- Dessecador contendo as subamostras de solo, cloroférmio e
agua destilada.

Fonte: Acervo do autor.
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2.3.2 Incubagédo das amostras

Todas as amostras foram, entdo, incubadas em recipientes de vidro
diferentes com tampa vedada, hermeticamente fechados, junto de um frasco de
plastico contendo 5 mL uma solucdo béasica (KOH a 1 M) para capturar o CO;
proveniente da respiragdo dos micro-organismos. Foram utilizados dois periodos de
incubacéao diferentes a fim de avaliar qual apresentaria melhores resultados. Em um
primeiro teste as amostras permaneceram incubadas durante um periodo de sete
dias, enquanto no segundo teste as amostras permaneceram incubadas durante
quinze dias. Em ambos os testes as amostras permaneceram em uma estufa
incubadora DBO da marca Quimis® modelo Q315M, a uma temperatura constante
de 22°C (JENKINSON; POWLSON, 1976).

2.3.3 Anélise e quantificacdo da concentracdo de Carbono

O C do CO; capturado pela base foi determinado ao final do periodo de
incubacéo, por titulacdo a dois pontos (pH = 8,3 e pH = 3,7) com HCI 0,05 M. Em
seguida, o carbono da biomassa microbiana foi calculado de acordo com a seguinte

F-NF
kC

Onde: F e NF representa o C total liberado das amostras fumigadas e néo

relacéo: B =

fumigadas respectivamente. Kc € uma constante, representando a proporcédo de
carbono da biomassa microbiana morta que é convertida em CO, durante o periodo
de incubacéo. O valor da constante utilizado foi de 0,50, valor este descrito pelos

autores da metodologia.

2.4 QUANTIFICACAO DO CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA ATRAVES DO
METODO DE FUMIGACAO E EXTRACAO

O carbono da biomassa microbiana foi determinado por meio do método
de fumigacdo e extracdo proposto por Vance; Brookes; Jenkinson (1987) com as
modificacdes propostas por Hungria e Araujo (1994) e De-Polli e Guerra (1997).
Esse método foi desenvolvido através de modificagbes do método de fumigacgéo e

incubacéo, desenvolvido por Jenkinon e Powlson (1976).
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A hipétese deste método é de que se um solo for esterilizado por
exposicdo ao cloroférmio, o carbono presente nos microrganismos que estavam
originalmente presentes nos componentes celulares € liberado através da lise
celular. Esse carbono € entdo determinado por extracdo quimica. A diferenca da
guantidade de carbono entre amostras fumigadas e nao fumigadas revela a
biomassa microbiana da amostra (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

2.4.1 Preparo e fumigacao das amostras para analise da biomassa microbiana

A preparagdo das amostras foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Vance; Brookes; Jenkinson (1987). Os testes foram realizados em
duplicata, e para a realizacdo dos testes as amostras foram novamente peneiradas
(4 mm) e retiradas quatro subamostras de 20 g de solo de cada estacdo amostral.

Neste método as amostras sdo esterilizadas atravées do uso de
cloroformio. Duas subamostras de 20 g de cada estacdo amostral foram
esterilizadas.

Para a esterilizacao, as amostras foram colocadas em recipientes abertos
dentro de um dessecador junto com um béquer contendo 175 mL de cloroférmio e
um béquer contendo 175 mL agua destilada para manter a umidade. Foi criado um
vacuo no dessecador, através de uma bomba de vacuo, para a evaporacdo do
cloroformio e as amostras ficam expostas ao gas durante 48 horas para a
esterilizagcdo completa da microfauna do solo.

Simultaneamente a essas subamostras, foram preparadas duas
subamostras ndo fumigadas das respectivas estacbes amostrais. Essas amostras
foram apenas peneiradas e pesadas e utilizadas como controle de carbono ndo

proveniente de microrganismos presente no solo.

2.4.2 Extracao de Carbono

A extracdo de carbono das amostras foi realizada segundo a metodologia
descrita por De-Polli e Guerra (1997).

As subamostras fumigadas e ndo fumigadas foram depositadas em
Erlenmeyers de 125 mL e submetidas a extragdo com 50 mL de K,SO4 (0,5 M) por

30 minutos em agitacdo continua em uma mesa agitadora da marca TECNAL®
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modelo TE-1401 (Figura 10). Juntamente com as subamostras, foi preparada uma
solugéo controle contendo apenas 50 mL de K,SO,4. ApOs a extracdo as amostras
foram deixadas em repouso para a decantacdo por um periodo de aproximadamente
30 minutos, posteriormente a esse periodo as amostras foram centrifugadas durante
5 minutos a 3600 RPM (Figura 11) e posteriormente filtradas em filtro de papel

guantitativo de 125 mm faixa branca para a retirada do sobrenadante (Figura 12).

Figura 10- Amostras de solo e substancia extratora na mesa agitadora.

Fonte: Acervo do autor.
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Figura 11- Solugcdo de amostras de solo na centrifuga.

Fonte: Acervo do autor.

Figura 12- Solucdes das amostras centrifugadas sendo filtradas em filtro

Fonte: Acervo do autor.
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2.4.3 Andlise da concentracdo de carbono

A andlise da concentracdo de carbono absorvivel nas subamostras foi
realizada pelo método de determinacdo da demanda quimica de oxigénio (DQO)
descrita por Zuccari; Granes; Leopoldo (2005).

Uma aliquota de 3 mL da solucéo foi pipetada em um tubo de ensaio de
10 ml , em seguida, misturada com 2 mL da solucdo digestora, composta por
dicromato de potassio (K,Cr,0-) e acido sulfurico concentrado (H,SO,) para oxidar o
carbono. Nesse processo, o carbono, suscetivel a oxidacdo, é oxidado pelo
dicromato de potassio em meio acido sulfurico. Apés esse processo foi adicionado
sulfato de prata (Ag.SO,), solucdo catalitica, para acelerar o processo de oxidacao
do carbono (Figura 1).

Figura 13- Solucao extratora

pipetadas nos tubos de ensaio.

:

Fonte: Acervo do autor.

by

A quantidade de material oxidavel é proporcional a quantidade de
dicromato consumida na reacdo, onde o Cr*® se reduz a Cr*® que é colorido na
regido visivel do espectro (coloragdo verde). A coloracdo da amostra foi medida,

com auxilio de um espectrofotbmetro da marca Hach® modelo DR-2800, a 600 nm,
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e a quantidade de carbono presente a amostra foi estimada a partir de uma curva de

regressao linear previamente calibrada (Figura 14).

Figura 14- Solucdo da amostra no espectrofotometro.

\

Fonte: Acervo do autor.

2.4.4 Quantificacdo da biomassa microbiana através da concentracéo de

carbono

O carbono da biomassa microbiana foi calculado de acordo com a
seguinte relacao:

_F-NF
Kec

B

Essa equacdo foi descrita por Vance; Brookes; Jenkinson (1987) onde o F
representa o carbono total presente nas amostras fumigadas e NF representa o
carbono total presente nas amostras ndo fumigadas. Kec €& uma constante,
representando a proporcdo de carbono da biomassa microbiana morta que é
convertida em CO;, durante o periodo de incubag&o, o valor utilizado para esta

constante foi de 0,379 como descrito pelo autor da metodologia.
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2.5. CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA

Para andlise de unidade formadora de colbnias de bolores e leveduras ou
microrganismos heterotroficos, foi utilizada a metodologia previamente descrita pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Pesca, e todas as andlises foram realizadas em
duplicata (BRASIL, 2003).

Nesse método, uma solugdo da amostra € acondicionada em um meio de
cultura, no final do periodo de incubagdo 0s microrganismos acumulam-se em
colénias. As colbnias sédo formadas a partir de uma Unica célula microbiana, sendo
assim, o numero de colénias formadas no meio de cultura revela a populagéo

microbiana viavel presente no inéculo (ALVES, 2006).

2.5.1 Contagem de bolores e leveduras

Primeiramente foi pesada uma amostra de 25 g do solo anteriormente
peneirado, com auxilio de uma balanca de precisdo da marca Marte® modelo
AS2000C (Figura 15).

Figura 15- Pesagem das amostras de solo para andlises e Unidades
formadoras de colbnias.

Fonte: Acervo do autor.



34

Em capela de fluxo laminar, a amostra de solo foi entdo diluida em 225
mL de &gua diluente, em um saco plastico e homogeneizada em um
homogeneizador da marca IUL® modelo Silver panoramic (Figura 16), essa solucdo
foi considerada a diluicdo 10™. A partir dessa solucdo foram realizadas mais duas
diluicdes, a fim de realizar os testes utilizando 3 diluicdes diferentes.

Para preparar a diluicdo 107 foi retirado 1 mL da amostra 10, com auxilio
de uma pipeta (Figura 17), depositado em um tubo de ensaio contendo 9 mL de
agua diluente, e homogeneizada em agitador mecanico de tubos de ensaio da

marca Quimis® modelo Q220 (figura 18).

Figura 16- Solucado da amostra de solo sendo homogeneizada.
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Figura 17- Preparacéo das diferentes diluicoes da amostra.

..'.4-. -
Fonte: Acervo do autor.

Figura 18- Tubo de ensaio com diluicdo da amostra sendo
homogeneizado.

Fonte: Acervo do autor.
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Para o preparo da diluicdo 103, 1 ml da diluicdo 107 foi depositado em um
tubo de ensaio contendo 9 mL de &gua diluente, e posteriormente homogeneizada.

No final desse processo, obteve-se 3 diluicdes diferentes da amostra,
sendo elas, 10?, 102 e 107,

O meio de cultura utilizado no experimento foi Agar Batata Glicose. O
Agar foi inicialmente fundido e apos, resfriado em banho-maria a uma temperatura
de + 47°C. O meio foi acidificado até atingir pH 3,5 por meio da solu¢édo de &cido
tartarico 10%.

As placas de Petri foram vertidas com cerca de 15 a 20 mL do meio e
deixado solidificar em superficie plana.Em seguida foram identificadas com o
namero das amostras, o tipo de analise e a diluicdo. Em uma camara de fluxo
laminar, as placas contendo o meio foram secas e inoculadas com 0,1 mL de
inéculo, sendo que cada placa foi inoculada com inéculo de uma diluicdo diferente,
gue foi depositado entre o centro e a borda da placa e espalhado com o auxilio de
uma Alca de Drigalsky, até a absorcédo da amostra pela cultura (Figura 19).

Apés a inoculacgéo, as placas foram incubadas, sem inverter, em estufa a
25°C durante 7 dias. A contagem de col6nias se deu ap0s o periodo de incubacéo,
com o auxilio de um contador de col6nias da marca Phoenix® modelo CP 600 plus,
na placa da diluicdo que apresentou melhor visibilidade, intervalo entre 15 e 150
UFC (Figura 20).



Figura 19- Espalhamento do inéculo nas placas.

Fonte: Acervo do autor.

Figura 20- Contagem de unidades formadoras de col6nias de bolores e
leveduras em contador de colbnia.

Fonte: Acervo do autor.
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2.5.2 Contagem de bactérias heterotroficas

Para analise de heterotréficos, assim como a contagem de bolores e
leveduras, pesou-se 25 g de solo, da amostra previamente peneirada. Essa amostra
foi entdo diluida em 225 mL de agua diluente e homogeneizada para obtencdo da
diluicdio 10, A partir dessa diluigdo, foram realizadas as diluicdes 102 e 10°%e 10,
da mesma forma realizada com as amostras para analise de bolores e leveduras.

Com auxilio de uma pipeta, foi depositado um in6culo de 1 mL da diluicdo
da amostra entre o centro e a borda de uma placa de Petri previamente anotada de
acordo com o numero de identificacdo das amostras, o procedimento foi repetido
para cada diluicdo da amostra. Apds esse procedimento, foi vertido nas placas ja
inoculadas, cerca de 15 a 20 mL de Plate Count Agar (Agar padréo para contagem),
previamente fundido e mantido a +47°C em banho-maria (Figura 21).

O in6culo e o meio de cultura foram misturados, movimentando
suavemente as placas sobe uma superficie plana, em movimentos na forma de oito
cerca de seis vezes. Apdés a mistura, o meio foi deixado solidificar-se em uma

superficie plana.

Figura 21- Agar sendo vertido nas placas de Petri inoculadas com solucéo
do solo.

Fonte: Acervo do autor.
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As placas foram invertidas apos a solidificacdo, acondicionadas em um
suporte para placas de Petri e incubadas em uma estufa a temperatura de 36°C
durante 48 horas. Posteriormente ao periodo de incubacéo, a contagem de colénias
foi realizada com o auxilio de um contador de coldnias, na placa da diluicdo que

apresentou melhor visibilidade, intervalo de 30 a 300 UFC.

2.5 ATRIBUTOS FiSICOS E QUIMICOS DOS SOLOS

Foram compilados os resultados de analise de solos, onde foram
avaliados: pH, Fésforo, Potassio, Matéria Organica, Aluminio, Célcio, Magnésio,
Sadio, H + Al, Soma Bases-S, CTC, Saturacdo Bases-V. As analises seguiram 0s
critérios estabelecidos por Tedesco et al. (1995). Esses dados foram obtidos através
do Diagnostico ambiental e dos estudos de monitoramento da area realizada pelo
IPAT. Esses trabalhos estdo disponiveis no site da ACP do carvao:

<https://lwww.jfsc.jus.br/acpdocarvao/>
2.6 ANALISE DOS RESULTADOS
N&o foram realizados testes estatisticos para comparar os resultados, os

graficos de tendéncias foram gerados através do software Microsoft Office Excel
2007.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ATRIBUTOS FiSICOS E QUIMICOS DO SOLO

Os dados referentes as analises da area esta disposta na tabela 1.

As andlises de solo das areas em reabilitagdo foram realizadas no ano de
2012. Ja as analises dos solos de remanescente e vegetacdo espontanea foram
realizadas em 2007, ja que ndo séo realizados monitoramentos nessas areas pois

nao foram implantados nenhum processo de reabilitagdo nas mesmas.

Tabela 1- Atributos fisicos e quimicos do solo do Campo Morozini,
municipio de Treviso - SC.

Vegetacao
Remanescente  Espontanea Reab. 4 anos  Reab. 2 anos
pH 4,5 3.8 4.7 4.7
Fésforo (ppm) 0,3 4.9 0.4 0,2
Potéssio (cmolc/L) 71 85 71,03 71,98
Mat. Orgénica (%) 2.0 2.0 0,8 0,4
Aluminio (cmolc/L) 6.2 9.4 54 6.7
Célcio (cmolc/L) 2.0 1.0 0.80 0.35
Magnésio(cmolc/L) 1.0 0.7 1.1 0.56
Sédio (ppm) 12 15 18.21 24,93
H+AL (comlc/L) 13.80 25.97 8,3 9,66
Soma de bases
(cmolc/L) 3.24 1.99 2,18 1.21
CTC (cmolc/L) 17.04 27.95 10,48 10,87
Satur. Bases -V
(cmolc/L) 18.99 7.10 20,79 11.11

Fonte: Modificado de IPAT(2007) ; IPAT (2012)

A area de vegetacdo espontanea, apresentou os horizontes do solo mais
devastados e invertidos, enquanto a area de remanescente, se apresenta mais
conservada, com seus horizontes pouco afetados. As areas de reabilitacdo de 4 e 2
anos apresentam o solo remodelado e coberto com camada de argila (IPAT, 2007).

Quanto aos valores de pH podemos observar que todas as areas
apresentavam valores muito baixos, sendo o valor mais baixo € encontrado na area

de vegetacdo espontanea (3,8), a area de remanescente florestal apresenta o
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segundo menor valor (4,5). Os dois maiores valores de pH sdo das éareas de
reabilitacéo de 4 e 2 anos (4,7 para ambas).

De acordo com IPAT (2007) pH baixo nos solos pode diminuir o teor de
oxigénio, matéria organica e retencdo de agua, menor atividade microbiologica e
aumento de ions toxicos.

Os teores de fosforo, potassio e matéria organica sao de extrema
importancia no solo, pois esses elementos juntamente com o nitrogénio, que pode
ser calculado através da matéria organica (cerca de 5% da matéria organica é
formada por nitrogénio) sédo considerados macronutrientes importantes para o
crescimento de plantas e micro-organismos (PEET, 1992).

Foi verificado que a area de vegetacdo espontanea apresentava maiores
niveis que o remanescente florestal desses macronutrientes. A area de reabilitacao
de 4 anos se apresentava mais semelhante ao remanescente e a area de
reabilitacdo de 2 anos mais semelhante a vegetacdo espontanea. Porém o nivel de
matéria organica nessas duas areas foi consideravelmente mais elevado.

Segundo Tedesco et al. (1995), a capacidade de troca de céations (CTC)
refere-se ao total de cargas negativas no solo que retém cations de forma reversiva.
A CTC indica a reserva disponivel no solo e a inativacdo de componentes toxicos
entre outras. Se a maior parte da CTC estiver ligada com céations essenciais, este
pode ser considerado um solo rico em nutrientes, ao contrario, se estiver ligado a
cations toxicos caracterizam um solo pobre.

De acordo com os esses dados, a vegetacdo espontanea apresenta um
nivel maior de CTC (27,95 cmolc/L) seguido pelo remanescente florestal (17,4
cmolc/L) e as areas de reabilitacdo, que apresentam os menores niveis (cerca de 10
cmolc/L)

A soma dos cétions basicos K*, Na*, Mg™*, Ca’", ¢ denominada Soma de
Bases e a sua porcentagem de equivaléncia dentro da capacidade total de troca
chama-se Saturacado. A partir da saturacéo € possivel conhecer a ocupacao da CTC
pelos cations basicos e avaliar a fertilidade de disponibilidade de nutrientes no solo
(IPAT, 2007).

Nessas andlises é possivel notar que existe uma relacdo entre a soma de
bases e o nivel de acidez potencial (H + Al) indicando que essa néo disponibiliza as
bases como fatores nutricionais no fragmento de vegetacdo espontédnea, J4 no

remanescente florestal e area de reabilitagdo de 4 anos o nivel de saturacdo de
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base foi dentro dos valores estabelecidos para as necessidades nutricionais do solo
(IPAT, 2007).

Nos estudos de monitoramento das areas em reabilitagdo (IPAT, 2012),
realizados depois da implantacdo dos mesmos, foram analisados os estados de
conservacao das &reas reabilitadas. Nesses estudos foi possivel observar que a
area em reabilitacdo h4 2 anos apresenta a camada de material argiloso
avermelhado-esbranquicado com 46 cm de espessura, porém, em alguns locais,
encontrou-se fragmentos de estéreis expostos. A area de reabilitacdo de 4 anos
apresenta camada de argila de 55 cm sem aparecimento de estéreis.

A partir desses dados € possivel notar uma similaridade entre os solos do
remanescente e a area de reabilitacdo de 4 anos, assim como uma similaridade
entre 0 solo da area de vegetacdo espontanea e a area onde hoje se encontra a
reabilitacdo de 2 anos.

Apesar de possuir muitas de suas caracteristicas alteradas, a area de
vegetacao espontanea possui niveis de fosforo, potassio e nitrogénio mais elevados
gue o solo do remanescente. Porém, a saturacdo de Bases nessa area € menor
devido a maior acidez.

Com base na situacdo atual, é possivel observar que a area em
reabilitacdo ha 2 anos, embora mais recente, encontrasse em pior estado que a area

de reabilitacdo de 4 anos.

3.2 BIOMASSA MICROBIANA ATRAVES DO METODO DE FUMIGACAO E
INCUBACAO

Os resultados dos testes prévios com essa metodologia ndo se
mostraram satisfatérios, uma vez que o solo fumigado e ndo fumigado né&o
apresentou nenhuma diferenca na quantidade de carbono nos dois periodos de
incubacdo, sendo assim, foram incapazes de estimar a biomassa microbiana do
solo.

Segundo Hungria e Araudjo (1994) esse método para determinacdo da
biomassa microbiana ndo funciona em solos com teores elevados de matéria
organica e/ou com baixo pH. Como os testes prévios foram realizados com solo de
uma area que sofreu com a extragcdo de carvdo, o baixo pH do solo pode ter

influenciado nos resultados dessa andlise.
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Alguns autores propuseram que, em alguns casos, um periodo maior de

incubacdo, 10 a 20 dias, corrigiria esse erro (ROSS, 1990). Porém, nossos

resultados ndo mostraram diferenca entre os dois periodos de incubacao testados.

3.2 BIOMASSA MICROBIANA ATRAVES DO METODO DE FUMIGACAO E

EXTRACAO

Os dados referentes as analises da biomassa microbiana pelo método de

fumigacéo e extracdo estdo expressos da Figura 22.

Figura 22- Porcentagem de biomassa microbiana no solo das diferentes
estacdes amostrais localizadas no campo Morozini, municipio de Treviso,

SC.
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Os niveis de carbono provenientes da biomassa microbiana encontrada

por meio desse método foram muito baixos e ndo apresentaram uma diferenca

significativa entre pontos de amostragem e periodos de coleta. Além de n&o seguir

um padrdo entre as diferentes estacdes amostrais, esses dados nao corroboram

com os dados encontrados com os demais métodos de caracterizacdo de biomassa

realizados no presente estudo.

Esse fato pode estar ligado ao método utilizado para a extracdo. Vance;

Brookes e Jenkinson (1987) havia sugerido um tempo maior de extracdo, 2 horas.
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Ao contrario do tempo sugerido por De-Polli e Guerra (1997) utilizado no presente
estudo.

Hungria e Araujo (1994) argumentaram também que a constante Kec
utilizada na equacdo do método de fumigacdo e extracdo para quantificacdo de
biomassa é mais varidvel que a constante Kc utilizada no método de fumigacao e
incubacao, fazendo com que os dados obtidos pelo método de fumigacdo e extracédo
sejam mais variaveis. Sendo assim, solos com quantidade muito baixa de biomassa
microbiana podem sofrer um desvio que afeta consideravelmente 0s seus

resultados.

3.3 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

3.3.1 Bolores e Leveduras

N&o foi possivel observar um padrdo na dinamica da populacdo de
bolores e leveduras nas diferentes estacdes amostrais e periodos de coleta.

Na amostragem 1 o fragmento de vegetacdo espontanea apresentou o
maior nimero de unidades formadoras de colénia (2,9 x 10° UFC/g), seguido pelas
areas em processo de reabilitacdo de 2 anos (0,25 x 10° UFC/g) e 4 anos (0,29 x 10°
UFC/g), respectivamente, que apresentam uma diferenca pouco significativa entre
si, e a menor quantidade de unidades formadoras de col6nia foi encontrada no
remanescente florestal (0,044 x 10° UFC/g).

O fragmento de remanescente (1,5 x 10° UFC/g) e a area em reabilitacdo
de 4 anos (3,5 x 10°> UFC/g) apresentaram um aumento aparentemente significativo
na segunda coleta em relacdo a primeira, enquanto o fragmento de vegetacéo
espontanea (2,7 x 10°> UFC/g) e a area de reabilitacdo de 2 nos (0,25 x 10° UFC/g)
apresentaram uma diminuicdo na quantidade de unidades formadoras de colénia na

segunda coleta quando comparada com a primeira (Figura 23).
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Figura 23- Valores obtidos em UFC/g (Unidades Formadoras de Colbnias
por grama de solo) para populagdes de bolores e leveduras em solos do
campo Morozini no municipio de Treviso, SC.
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Fonte: Do autor.

A elevada variancia dos resultados obtidos sobre a populacédo de bolores
e leveduras é uma caracteristica das amostragens em areas de florestas da Mata
Atlantica. Pequenas alteracdes que ocorrem nesses ambientes podem resultar em
alteracdes no comportamento desses microrganismos do solo (OSAKI, 2008). Como
a area de estudo € bastante impactada e ja passou por vVarios processos antropicos,
diversos fatores podem estar influénciando a distribuicdo desse microrganismos.

O nivel mais alto de bolores e leveduras encontrados nas areas de
reabilitacdo em relacdo remanescente pode estar ligado ao processo de correcéo
das caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas implantado nessas areas.
Apods a modelagem com argila, foi realizada a incorporacdo de nitrogénio com cama
de aviario, turfa e fertilizantes (IPAT, 2009).

Segundo IPAT (2009) apesar da matéria organica da turfa ser degradada
rapidamente, ela auxilia ha manutencdo e no melhoramento das caracteristicas
microbiolégicas do solo. Além da turfa, o espalhamento de fertilizantes apés a
aplicacdo da turfa garante a presenca de macronutrientes, a cama de aviario
mantém os niveis de nitrogénio, fosforo e potassio criando assim um ambiente

propicio para o crescimento dessas comunidades.
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O baixo nivel de unidades formadoras de col6nias de bolores e leveduras
na area de remanescente florestal e o elevado niumero na area de vegetacédo
espontanea pode estar ligado aos niveis de pH, fosforo, potassio e nitrogénio nessas
areas.

Apesar da &rea de vegetacdo espontanea possuir um pH muito baixo,
fator que limita o crescimento de muitos micro-organimos, os fungos, de maneira
geral possuem capacidade de apresentar maior crescimento em pH mais acido, por
serem mais resistentes e ndo encontrarem competicdo nesses locais (GHIZELINI,
2005). Sendo assim, o pH nao seria um fator limitante do crescimento dos fungos na
area de vegetacdo espontanea, podendo favorecer o crescimento diminuindo a
competicao.

Esse pode ser um dos fatores que proporcionam um ambiente mais
adequado para o crescimento de bolores e leveduras na area de vegetacao
espontanea.

Segundo dados climatolégicos da EPAGRI-CIRAM (2012), obtidos
através de monitoramento realizado desde o ano de 1960 a 2004, o periodo que
corresponde a primeira coleta, 7 de maio, apresenta um menor indice pluviométrico,
gue varia entre 70,1 e 90mm, enquanto o periodo da segunda coleta, 3 de agosto,

apresenta um maior indice, que varia entre 110,1 e 150mm. (Figura 24)

Figura 24- Mapa-grafico de pluviosidade do estado de Santa Catarina nos
meses de abril e agosto.
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Fonte: Modificado de EPAGRI-CIRAM (2012)

Dados obtidos da estacdo meteorolégica do Campo Morozini, o periodo
da primeira amostragem, 16 a 23 de abiril, teve uma precipitacdo acumulada de 3,4
mm enquanto o periodo da segunda amostragem, 30 de julho a 3 de agosto,

apresentou um aumento, apresentando precipitacdo de 5,7 mm.
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Os dados da estacdo metereoldégica do Campo Morozini também
apresentaram diferengcas na temperatura, na primeira amostragem a temperatura
estava em torno de 21,0 °C enquanto na segunda amostragem a temperatura estava
em torno de 30,0 °C.

Segundo Dias e Schwan (2010) a umidade e a temperatura sao fatores
gue influenciam diretamente nas populacbes de leveduras. Altas temperaturas
aliadas a disponibilidade de agua favorecem o crescimento dessas populacoes.

Como mostram os dados de monitoramento da area, no periodo da
segunda coleta, houve um aumento da pluviosidade e temperatura, o que pode ter
tornado os solos do remanescente florestal e a area em reabilitagdo ha 4 anos mais
propicio para o crescimento das colénias de bolores e leveduras, o que leva a crer
gue essas ares possuem as caracteristicas normais do solo mais preservadas.

Ao contrario das duas areas citadas anteriormente, 0 remanescente
florestal e a area de reabilitacdo de 2 anos apresentaram uma diminuicdo nas
populacdes no periodo chuvoso.

Alguns estudos tém mostrado que metais pesados afetam diretamente as
comunidades de fungos dos solos. Dentre os diversos tipos de metais pesados, 0
Zn, Pb e Cu foram os que se mostraram mais danosos para a microbiota de fungos.
(SANTOS et al, 2007; DIAS-JUNIOR, 1998)

Segundo Quifiones (2004), a drenagem acida pode aumentar os niveis de
metais pesados no solo devido ao intemperismo causado pela agua da chuva, nos
estéreis de mineracéo expostos.

A diminuicdo da quantidade de unidades formadoras de colbnias de
bolores e leveduras observada no fragmento de vegetacdo espontanéa e
reabilitacdo de 2 anos no periodo chuvoso pode estar ligado ao aumento da
concentracdo de metais pesados no solo, uma vez que 0S microrganismos estao
diretamente expostos aos rejeitos de mineracdo na vegetacdo espontanea, ou pela
exposicao de estéreis visto nos estudos de monitoramento da area de reabilitacéo
de 2 anos, diferentemente das demais areas que apresentam o solo mais
conservado.

Apesar das hipbteses apresentadas no presente estudo possuirem
fundamentos ja bastante descritos na literatura, ainda se faz necessario mais

estudos que correlacionem as populacdes de bolores e leveduras com as variaveis
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ambientais indicadas para o monitoramento de areas em reabilitagdo, como forma

de avaliar a influéncia que eles exercem um sobre o outro.

3.3.2 Heterotroéficos

Ao contrario dos dados obtidos nas andlise de bolores e leveduras, a
distribuicdo das populacdes de bactérias heterotroficas seguiram um padrdo nas
diferentes estacdes amostrais e periodos de coleta.

Na primeira coleta, o fragmento de vegetacdo espontanea apresentou o
menor nimero de unidades formadoras de colénia (5 x 10° UFC/g), sendo seguido
pelo remanescente florestal (11 x 10° UFC/g). As duas &reas em processo de
reabilitacdo foram as areas que apresentaram 0 maior numero de unidades
formadoras de col6nias de bacterias heterotréficas, sendo que, dentre elas, a area
com o tempo de reabilitacdo mais antigo apresentou um nimero menor (26 x 10°g)
que a area mais recente (51 x 10° UFC/g), assim como ocorrido com as populacdes
de bolores e leveduras.

Na segunda coleta, todas as estacfes amostrais apresentaram um
aumento na quantidade de unidades formadoras de colbnias, seguindo o mesmo
padrdo da primeira coleta, onde a area de reabilitacdo mais recente e a mais antiga
apresentaram o0s maiores valores (140 x 10° UFC/g e 120 x 10°> UFC/g
respectivamente), seguidos pelo remanescente florestal (84 x 10° UFC/g) e por fim o
fragmento de vegetacdo espontanea (62 x 10° UFC/g) (Figura 25).

A distribuicdo dos bactérias heterotroficas no remanescente e na
reabilitacdo de 4 anos apresentram-se, de certa forma, semelhante a distribuicéo
das populacdes de bolores e leveduras para essas mesmas areas.

Diferentemente dos bolores e leveduras, nas analises de heterotroficos, o
remanescente apresentou maior numero de colénias quando comparado ao
fragmento de vegetacéo espontanea.

Segundo Dionisio (1996) o crescimento dos bactérias heterotroficas se da
em maior quantidade em ambientes que o pH se localiza entre 6,5 e 7,5. Ao

contrario do que acontece nas populacdes de bolores e leveduras.
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Figura 25- Valores obtidos em UFC/g (Unidades Formadoras de Colbnias
por grama de solo) para populacdes de heterotréficos em solos do campo
Morozini no municipio de Treviso, SC.
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Como a area de vegetacdo espontanea se apresenta disposta sobre uma
pilha de estéril e apresenta um menor valor de pH, a populacdo de bactérias
heterotréficas pode estar diminuida devido a esses fatores, uma vez que sdo mais
sensiveis que a populacdo de fungos e néo resistem a valores de pH muito baixos.

Da mesma forma que os bolores e leveduras, a maior quantidade de
unidades formadoras de col6nias de heterotréficos nas areas de reabilitacdo pode
estar ligada ao processo de correcdo das caracteristicas fisicas, quimicas e
microbiolégicas implantado nessas areas. Apos a modelagem com argila, foi
realizada a incorporacdo de nitrogénio com cama de aviario, turfa e fertilizantes
(IPAT, 20009).

No periodo de chuva foi possivel observar um aumento de unidades
formadoras de colbnias de bactérias heterotroficas em todas as estacdes amostrais.
OSAKI (2008) mostrou que as bactérias do solo tém um aumento de sua populacdo
nos periodos de maior temperatura e pluviosidade.

Esses fatores, registrados no periodo da segunda amostragem, podem ter
aumentado o numero de unidades formadoras de colbnias de bactérias
heterotroficas no solo. Porém esses dados néo corroboram totalmente com os dados

encontrados nas populacbes de bolores e leveduras, que apresentaram uma
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diminuicdo no periodo chuvoso nas areas de vegetacao espontanea e reabilitacdo
de 2 anos.

Um parametro que deve ser analisado em um futuro estudo, € a presenca
de micro-organismos esporulantes. Segundo Costa et al. (2010) esses organismos
sdo extremamentes resistentes, podendo sobreviver em condigdes ambientais
adversas através de estruturas denominadas enddsporos. Dessa forma, a
guantidade de enddsporos em uma determinada &area pode ser uitlizada como
parametro para medir a agressividade do ambiente, podendo ser utilizada para
medir qualidade de agua ou solo (FIGUEIREDO-FILHO, 2011).
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4 CONCLUSAO

Por meio da avaliacdo dos parametros fisico-quimicos do solo, foi
possivel observar que os solos do remanescente florestal e da 4rea em reabilitacéo
ha 4 anos apresentam-se mais semelhantes entre si apresentando um ambiente
mais propicio para as popula¢cdes microbianas. Enquanto os solos de vegetacao
espontanea e da area em reabilitacdo ha 2 anos apresentam um padrdo semelhante
entre si.

O método de quantificacdo de biomassa microbiana por meio da
fumigacéo e incubacdo ndo se mostrou eficiente para os solos estudados. Quanto
ao método de fumigacao e extracdo, no presente estudo ndo apresentou resultados
satisfatorios, porém, ressalta-se a necessidade de mais estudos para a adequacéo
dessa metodologia nas areas de mineracao.

Por meio da observacdo dos resultados foi possivel de caracterizacéo
microbiolégica do solo do presente estudo, foi possivel observar que as areas do
remanescente e em reabilitacdo ha 4 anos apresentaram os mesmos padrdes,
assim como a area de vegetacdo espontanea seguiu 0s mesmos padrdes que a
area de reabilitacdo de 2 anos se tratando de bolores e leveduras. O que leva a crer,
por meio desses resultados que a area de reabilitacdo de 4 anos se apresenta em
melhor estado. Porém, as amostragens de bolores e leveduras ndo mostraram
seguir um padrdo, por isso, se fazem necessarios estudos relacionando a
comunidade de bolores e leveduras com 0s aspectos das teorias apresentadas
neste trabalho.

Ao contrario dos bolores e leveduras, os heterotréficos apresentaram um
padrdo de distribuicdo entre as duas amostragens, mostrando que Sdo0 menos
variaveis e podem apresentar resultados mais confidveis sobre a qualidade do solo
no presente estudo.

Embora as analises de bolores e leveduras e as andlises de micro-
organismos heterotroficos tenham apresentado algumas diferencas em seus
resultados, as duas andlises se mostraram bastantes satisfatérias, porém mais
estudos sdo necessarios para descrever melhor a dindmica e os fatores que
influenciam as popula¢des de micro-organismos, para utiliza-las como ferramenta de

monitoramento de areas degradadas pela atividade carbonifera.
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