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RESUMO. Este estudo visou estabelecer as concentracdes adequadas da nitrapirina para a
inibi¢io das demandas de oxigénio produzidas pelas oxidagdes dos compostos nitrogenados
durante a mineralizagio aerébia de lixiviado, utilizando a macréfita aquitica Myriophyllum
aquaticum como fonte de matéria orginica dissolvida (MOD). Para tanto, realizaram-se
incubagbes com lixiviado com diferentes tratamentos: (i) tratamento com MOD, (ii)
tratamento com MOD + nitrapirina em diferentes concentragdes (10; 25 e 50 mg L),
visando encontrar a concentragio que inibisse o processo de nitrificacio, (iii) tratamento
com MOD + NH,SO,, (iv) tratamento com MOD + NH,SO, + nitrapirina, ¢ (v)
tratamento com MOD + azida. A partir destas incubagdes, foram efetuadas medigdes
periddicas da quantidade de oxigénio dissolvido destes tratamentos. Os resultados indicaram
que a proporcio de 10 mg L' de nitrapirina para cada 10 mg C de lixiviado € eficaz para
inibir a oxidagio dos compostos nitrogenados de lixiviados de macroéfitas aquiticas.

Palavras-chave: demanda de oxigénio, inibicio, nitrificacio, lixiviado, macréfita aquitica.

ABSTRACT. Inhibition of the mineralization of nitrogen compounds in leachate
from aquatic macrophytes: methodological adequacy. This study aimed to establish
the adequate concentrations of nitrapyrin for the effective inhibition of oxygen demand
required for the oxidation of nitrogen compounds during aerobic mineralization of
leachate. The aquatic macrophyte Myriophyllum aquaticum was used as a source of dissolved
organic matter (DOM). The leachate was incubated in several chambers, containing
different composition and treatments: (i) treatment with leachate (DOM), (ii) treatment
with DOM plus nitrapyrin in different concentrations (10; 25 and 50 mg L), aiming at
finding the right concentration that inhibits the nitrification process, (iii) treatment with
DOM plus NH,SO,, (iv) treatment containing DOM and nitrapyrin plus NH,SO,, and (v)
treatment with DOM plus azide. The dissolved oxygen amount in each incubation
treatment was periodically measured. The results indicated that the ratio of 10 mg L' of
nitrapyrin for each 10 mg C of leachate is efficient in inhibiting the oxidation of nitrogen
compounds from aquatic macrophytes.

Key words: oxygen demand, inhibition, nitrification, leachate, aquatic macrophytes.

Introdugao

As macroéfitas aquiticas produzem eclevadas
quantidades de matéria orginica em ecossistemas
aquiticos continentais, principalmente nas zonas
litorAneas. Ao se decomporem, tais recursos liberam
matéria orginica dissolvida (MOD) e compostos
inorginicos (p. ex. nutrientes) para a coluna d’igua,
além de se acumularem no sedimento em forma de
matéria orginica particulada (MOP) (Wetzel, 2001).
Tais para a
manutencio dos ciclos biogeoquimicos (p. ex.
carbono) (Cronin et al., 2006), como o do nitrogénio

transferéncias sio fundamentais

(Xie et al., 2004) e também para o fluxo energético
dos ecossistemas aquiticos (Wetzel, 1995). Apés a
morte das plantas, ocorre a perda da integridade
celular dos tecidos e grandes quantidades de MOD

sio  dissolvidas. Esse material lixiviado ¢
principalmente procedente das fracoes
citoplasmiticas e constituido basicamente de
carboidratos  (Best et al., 1990), polifendis

(Suberkropp et al., 1976; Cunha-Santino e Bianchini
Jr.,, 2003) e nutrientes como nitrogénio (p. ex.
amonia), orto-fosfatos (Gupta et al., 1996), potissio ¢
cilcio (Mun et al., 2001).
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Em condigdes aerdbias, durante a decomposigio, os
microrganismos transformam os detritos em moléculas
orginicas menores e, em seguida, estas em produtos
inorginicos, como: H,O ¢ CO, e¢ NH,". Esses
processos de transformagio dos compostos orginicos
em inorginicos sio denominados, de modo geral, de
mineralizagoes. Parte dos compostos orginicos (p. ex.
compostos nitrogenados e de carboidratos) ¢, ainda,
utilizada pelos microrganismos para aumentarem em
ntmero e biomassa (Stockar et al., 2006). Em oposigio
a mineralizacio, o processo de manutenc¢io dos
compostos na forma orginica ¢ denominado
imobilizagio (= assimilagio biolégica da matéria
orginica). A formagio de compostos hiimicos ¢ outro
evento que contribui para a imobiliza¢io, mas, neste
caso, o processo ¢ quimico.

As transformagbes que ocorrem no ciclo do
nitrogénio (amonificagio, nitrificagio, desnitrifica¢io)
sio intensamente acopladas umas 3as outras e
influenciadas  pela disponibilidade de carbono
orginico e¢ pelo metabolismo da microbiota. A
mineralizagio do nitrogénio, ou seja, a amonificagio é
controlada pela razio C:N do meio. Em condigdes de
elevada razio C:N, o nitrogénio ¢é basicamente
convertido em biomassa de microrganismos e, em
baixa razio, observa-se a produgio de NH,* (Strauss e
Lamberti, 2002).

Tendo em vista que os processos degradativos
sio essencialmente constituidos por reacdes de
oxidagio (quimicas, fotoquimicas e bioquimicas),
os consumos de oxigénio tém sido utilizados
frequentemente para as avaliagdes das cinéticas das
mineralizagées. A exemplo dos procedimentos
adotados nos testes de DBO, esses experimentos de
longo prazo registram, para um determinado
periodo de incubagio, a quantidade de oxigénio
dissolvido (OD) consumido, servindo para
quantificar a degradagio bioquimica (demanda
carbonicea) dos compostos orginicos (Santos ef al.,
2006) Esses experimentos também permitem
determinar a quantidade de oxigénio utilizada para
oxidar formas reduzidas de nitrogénio (demanda
nitrogenada), nio-prevenida por inibidor. Nesse
caso, a oxidagio da amoénia pode ser inibida pela
nitrapirina (2-cloro-6-triclorometil-piridina; Sigma
Chemical”) que atua sobre a amonia
monooxigenase, impedindo a nitrificacio. Esse
método de inibigio fornece o rendimento da
demanda nitrogenada pela diferenga desta em
relagio 3 demanda total de oxigénio (demanda dos
compostos de carbono e dos compostos
nitrogenados). Virios estudos realizados em solos
utilizaram a nitrapirina como inibidor da oxidagio
do nitrogénio reduzido, principalmente em solos e
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sedimentos (Strauss e Lambert, 2000; 2002). Assim,
considerando a importincia da avaliagio do consumo
de oxigénio na degradacio da matéria orginica
(compostos de carbono e nitrogénio) nos sistemas
aquiticos, este estudo visou estabelecer as
concentragdes adequadas da nitrapirina para a efetiva
inibicio das demandas de oxigénio produzidas pelas
oxidagdes dos compostos nitrogenados, durante a
mineralizagio aerdbia de lixiviado de uma macrdfita
aquitica (Myriophyllum aquaticum).

Material e métodos

Coleta de material

Exemplares adultos de Myriophyllum aquaticum
foram coletados manualmente em dois pontos
(margem direita) da regido litorinea do reservatério
do Monjolinho (22°00°’S e 47°54'W; campus da
Universidade Federal de Sio Carlos, Sio Carlos,
Estado de Sio Paulo). Em laboratério, as plantas
foram lavadas para a remogio de perifiton, particulas
de sedimento e material aderido; em seguida, foram
secas em estufa (50°C) e trituradas em moinho tipo
Willie (Tecnal; modelo TE 650).

Para a obtengio dos lixiviados de M. aquaticum foram
realizadas extracdes aquosas a frio (4°C) com duragio de
24h (Miiller ef al., 1999). A extracio constituiu-se de 10 g
(PS) de fragmentos de planta integra (previamente
esterilizados) em 1,0 L de dgua (destilada esterilizada). As
esterilizagdes das plantas (previamente secas, trituradas e
embaladas em papel aluminio) ¢ das amostras de dgua
destilada foram realizadas em autoclave vertical (Fabbe;
modelo 103) durante 15 min., a 1 atm e 121°C (Ward ¢
Johnson, 1996).

Apés as extracoes, as fragbes particuladas foram
separadas das dissolvidas por filtragio em membranas
de éster de celulose, previamente lavadas com 100 mL
de dgua destilada, com poro de 0,45 um (Millipore).

Experimentos de mineralizagao (com inibidores:
nitrapirina e azida)

Para a execug¢io dos experimentos, duas amostras
de dgua do reservatdrio foram coletadas nas regides
selecionadas para as coletas de M. aquaticum. Em
seguida, foram misturadas (para obtengio de uma
amostra integrada) e filtradas em membrana de éster
de celulose (Millipore; didmetro de poro = 0,45 pm).

Teste 1: Inicialmente, foram montadas dez
cAmaras de mineralizagio contendo lixiviado de M.
aquaticum ¢ dgua do reservatério filtrada com adigio
ou nio de nitrapirina:

(1) trés cAmaras com lixiviados (conc.: 202,6 mg
CLY;

(11) trés cAmaras com lixiviados (conc.: 202,6 mg
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C L") acrescidos de nitrapirina (conc.: 10 mg L™),
de acordo com APHA (1998);

(111) duas cimaras-controle contendo apenas igua
do reservatério filtrada;

(iv) duas cAmaras-controle com dgua do
reservatério e nitrapirina (conc.: 10 mg L™).

Teste 2: Posteriormente, realizou-se outro
experimento que contemplou os seguintes tratamentos:

(1) duas cAmaras com lixiviados (conc.: 69,2 mg
CLY;

(i1) trés cAmaras com lixiviados (conc.: 69,2 mg C
L") acrescidos de nitrapirina (conc.: 25 mg L™");

(111) trés cAmaras com lixiviados (conc.: 69,2 mg
C L") acrescidos de nitrapirina (conc.: 50 mg L);

(iv) trés cAmaras com lixiviados (conc.: 69,2 mg
C L") enriquecidas com sulfato de amonio
((NH,),SO,; conc.: 3,0 mg L™);

(v) trés cAmaras com lixiviados (conc.: 69,2 mg C
L") acrescidos de nitrapirina (conc.: 50 mg L) e
enriquecidas com sulfato de aménio ((NH,),SO,;
conc.: 3,0 mg L);

(vi) duas cAmaras com lixiviados (conc.: 69,2 mg
C L") acrescidos azida (0,5%), conforme Santos ef al.
(2006);

(vil) duas cimaras-controle contendo apenas
dgua do reservatério filtrada;

(vi)) duas cimaras-controle com dgua do
reservatorio e nitrapirina (conc.: 25 mg L);

(x) duas cimaras-controle com dgua do
reservatério e nitrapirina (conc.: 50 mg L);

(x) duas cimaras-controle contendo igua do
reservatrio enriquecida com sulfato de aménio
(conc.: 3,0 mg L™);

(xi) duas cAmaras-controle com dgua do reservatdrio
¢ nitrapirina (conc.: 50 mg L) enriquecidas com sulfato
de aménio (conc.: 3,0 mg L™);

(xil) duas cimaras-controle com dgua do
reservatério e azida (0,5%).

Durante 45 (Teste 1) ¢ 49 dias (Teste 2) foram
registradas as concentragbes de OD por método
polarogrifico (oximetro YSI, modelo 58). Depois de
efetuadas as determinagdes, os
fechados para evitar as difusdes de oxigénio. Os
processos degradativos anaerdébios foram evitados
pela oxigena¢io (com ar comprimido filtrado),
quando as concentracdes de OD aproximaram-se de
2,0 mg L. Os valores médios das concentragdes de
oxigénio dos foram, posteriormente,
subtraidos dos valores médios das
enriquecidas  com  lixiviado.  Dessa  forma,
neutralizaram-se os efeitos dos consumos de
oxigénio das oxida¢des da matéria orginica presente

frascos foram

controles
incubacoes

na dgua do reservatério.
Considerou-se que o consumo de oxigénio
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estivesse diretamente relacionado com a oxidagio do
recurso orginico e que esse processo pudesse ser
representado por um modelo cinético de primeira
ordem (Bitar e Bianchini Jr., 2002), similar ao utilizado
nos testes de DBO. Os ajustes cinéticos de oxigénio
consumido (OC) foram realizados utilizando
regressdes nio lineares, calculadas com o algoritmo
iterativo de Levenberg-Marquardt (Press ef al., 1993).

De acordo com esses procedimentos,
descreveram-se as variagdes temporais do consumo
de oxigénio (Equacio 1).

—kdt
OC=0C, , \l-¢ (1)

em que:

OC = valores acumulados das concentragdes de
oxigénio consumido (mg L'); OC,, = quantidade
méixima de oxigénio consumido (mg L7); k; =
coceficiente de desoxigenagio (dia™); e t = tempo (dia).

Os consumos acumulados de OD dos
tratamentos foram linearizados e os testes de
varidncia unidirecional (Anova, um-fator) ¢ de
comparagio mudltipla de Tukey-Kramer foram
aplicados para avaliar as diferengas entre os
tratamentos a que os lixiviados foram submetidos,
sendo adotado um nivel de significiAncia alfa de 0,05.

Resultados e discussao

Os consumos de oxigénio dissolvido durante a
mineralizagio aerdbia dos lixiviados (MOD) de M.
aquaticum no Teste 1 sio apresentados na Figura 1. O
tratamento com nitrapirina na concentragio de
10 mg L' foi semelhante ao tratamento que
continha apenas MOD (p > 0,05). Dessa forma, o
OC,,x de ambos os tratamentos foram similares
(MOD = 94 mg g"' C e MOD + nitrapirina = 97
mg g C; Figura 1), concluindo que a concentragio
utilizada de nitrapirina nio foi suficiente para inibir
o processo de nitrificagio.

O Teste 2 foi, entio, realizado na tentativa de
encontrar concentra¢io de nitrapirina que inibisse
efetivamente a nitrificago. Nesse caso, levou-se em
consideragio a concentragio inicial de carbono da
MOD e a concentragio inicial de nitrapirina.
Optou-se por diminuir a concentragio inicial de
carbono das amostras (Teste 1 = 202,6 ¢ Teste 2 =
69,2 mg C L!) e também se elevou a concentragio
de nitrapirina, inicialmente, sugerida no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1998) que foi de 10 mg L. As
concentragdes de nitrapirina adotadas no Teste 2
foram 25 ¢ 50 mg L', o que garantiu menor
proporgio entre MOD e o agente inibidor.
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Os consumos de oxigénio dos tratamentos
considerados no Teste 2 apresentaram diferengas
relevantes que possibilitaram
significAincia do teste estatistico em relagio ao

a conclusio de

100
MOD
,_‘o 80
ICD
j=2)
E 60+
o
i=]
E 404
> 4y — -1
2 OCmax =94 mgg-~C
8 504 © kd = 0,093 dia™
) 2 _
o r'=0,98
04
0 10 20 30 40 50
Tempo (dia)

Nunes et al.

delineamento experimental. Nesse contexto, com
base nos resultados apresentados na Figura 2,
observa-se o consumo de oxigénio na mineralizagio
de cada um dos tratamentos.

100
MOD + nitrapirina >
‘_,0 80
'0'7
j=2)
E 60+
o
i=]
g 40 4
2 OCmax=97mgg-lc
8 504 kd = 0,085 dia™
a 2 _
o r'=20,98
04
0 10 20 30 40 50
Tempo (dia)

Figura 1. Ajustes cinéticos do consumo de oxigénio de MOD de M. aquaticum submetido a dois tratamentos no Teste 1.
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Figura 2. Ajustes cinéticos dos consumos de oxigénio das mineralizagées de MOD lixiviados de M. aquaticum submetidas a diferentes

tratamentos (Teste 2).
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Pelas anilises estatisticas, pode-se verificar que o
valor médio de OC, . (Tabela 1) das ciAmaras que
continham apenas MOD foi significativamente
diferente das demais (p < 0,001). Os tratamentos
que incluiram MOD com adigdo de nitrapirina nas
concentragdes de 25 mg L' e 50 mg L' foram
semelhantes entre si (p > 0,05). O tratamento com
MOD e azida apresentou, também, consumo de
oxigénio distinto dos demais (p < 0,01).

Tabela 1. Parimetros cinéticos do consumo de oxigénio de
MOD de M. aquaticum submetido a diferentes tratamentos no
Teste 2.

Tratamentos OC,. Frro kd Erro r

MOD (sem inibidores) 987 13 0,122 0,005 0,99
MOD + nitrapirina 25 375 4 0,130 0,005 0,99
MOD + nitrapirina 50 329 5 0,142 0,007 0,98
MOD + Azida 13 0 0,240 0,028 0,90
MOD + NH, 371 5 0,143 0,006 0,99
MOD + NH, + nitrapirina 50 181 2 0,127 0,003 0,99

A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar
que o aumento da concentragio da nitrapirina de 10
mg L7 para 25 ¢ 50 mg L causou inibicio do
processo de nitrifica¢io, reduzindo o consumo de
oxigénio ca. 3 vezes. A concentracio de 10 mg L™
sugerida no Sthandard Methods for the Examination of
Water and Waterwaste (APHA et al., 1998) pode nio
ter causado o efeito inibidor, uma vez que a
nitrapirina é uma substincia que apresenta baixa
solubilidade em substincias polares (p. ex. dgua). E
possivel, ainda, que a elevada propor¢io entre MOD
(e, consequentemente, INOD) e nitrapirina
experimentada no primeiro tratamento tenha
concorrido para a auséncia de inibi¢io.

No segundo teste, o sulfato de amoénio foi
adicionado a MOD para garantir a presenca de
nitrogénio nas incubag¢des, uma vez que o lixiviado
poderia  apresentar concentragdes  deste
composto. Nos tratamentos enriquecidos com o
(NH,),SO, ¢ na presenga de nitrapirina (50 mg L),
houve diferengas significativas em relagio 3 MOD
acrescida de (NH,),SO, (p < 0,01),mostrando que
esta propor¢io de nitrapirina foi adequada para a
inibicio do processo de nitrificagio.

De acordo com os elevados dos
cocficientes de determinagio (r* = 0, 90 a 0,99;
Tabela 1), observa-se que o modelo cinético adotado
foi adequado para descrever as cinéticas de consumo
de oxigénio dos processos aerébios de oxidagio do
lixiviado de M. aquaticum. A exce¢io do tratamento
com azida, que apresentou um k, de 0,240 dia™!, os
demais tratamentos apresentaram ky que variaram de
0,122 a 0,143 dia”, nio havendo diferencas entre
estes coeficientes.

baixas

valores

Nunes et al.

Conclusao

Com base nos tratamentos utilizados ¢ na anilise
estatistica, sugere-se que a propor¢io de 10 mg L™
de nitrapirina para cada 10 mg C de MOD seja
eficaz no processo de inibi¢io da oxidagio dos
compostos nitrogenados de lixiviados de macrofitas
aquiticas. Por sua vez, a solu¢io que contém 0,5%
de azida foi suficiente para inibir as oxidagdes
mediadas pelos microrganismos.
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