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RESUMO

SILVA, Alessandra Oliveira da. Biomassa microbiana do solo em cultivos de pinhéo-
manso consorciado com espécies vegetais e métodos comparativos de analise do
carbono microbiano. 2014. Dissertacdo (Mestrado) Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados, 2014.

A grande expansdo da cultura do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) no territério
brasileiro tem sido impulsionada pelo seu grande potencial na producdo de graos e
o0leos, apontada também como uma planta capaz de se desenvolver e produzir em solos
marginais apresentando um bom desenvolvimento na reabilitacdo de &reas degradadas.
O presente trabalho esta focado no estudo da biomassa microbiana do solo e seus
indices derivados, como 0s quocientes metabdlicos e microbianos, em cultivos de
pinhdo-manso e a quantificacdo do carbono da biomassa microbiana do solo,
estabelecendo uma comparacao entre os métodos de titulometria e espectrofotometria.
Foi realizado o monitoramento em duas areas experimentais estabelecidas em regides
distintas do Estado de Mato Gross do Sul, com diferentes sistemas de uso do solo. A
primeira area estudada foi no Distrito de Itahum, no Municipio de Dourados-MS, onde
foi avaliado o cultivo de pinhdo-manso consorciado com diversas espécies forrageiras,
adubos verdes e trés sistemas de rotacdo de culturas anuais. A segunda area estudada foi
utilizando amostras de solo obtidas em duas fitofisonomias distintas da regido Sul de
Mato Grosso do Sul (Cerrado e Floresta Semidecidua) onde foi estabelecida uma
comparagdo entre os métodos de titulometria e espectrofotometria, sendo realizada em
dois ensaios: (i) utilizando amostras de solo obtidas em sistema de manejo convencional
e sistema plantio direto; e (ii) utilizando amostras de solo obtidas. No primeiro estudo, a
biomassa microbiana do solo demonstrou ser sensivel aos diferentes uso do solo
avaliados. As espécies consorcio do pinhdo-manso, estilosantes-campo-grande,
braquiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) e os sistemas de rotacdo com milho
safrinha — crambe — soja — amendoim e com feijao-caupi — nabo — milho — feijéo-caupi
estimulou a manutencdo da comunidade de microrganismos do solo. A quantificagcéo da
biomassa microbiana do solo presente no segundo estudo apresentou o método de
espectrofotometria como uma alternativa ao método da titulometria, possibilitando,
assim, a eliminacdo e a utilizacdo do dicromato de potassio nos procedimentos
analiticos.

Palavras-chave: Jatrophs curcas L, atributos microbiologicos, dicromato de potassio.



ABSTRACT

SILVA, Alessandra Oliveira da. Soil microbial biomass in crops of Jatropha
intercropping with plant species and methods of comparative analysis of microbial
carbon. 2014. Dissertation (Master of Science) Federal University of Grande Dourados,
Dourados, 2014.

A grande expansdo da cultura do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) no territério
brasileiro tem sido impulsionada pelo seu grande potencial na producdo de grdos e
o0leos, apontada também como uma planta capaz de se desenvolver e produzir em solos
marginais apresentando um bom desenvolvimento na reabilitacdo de &reas degradadas.
O presente trabalho esta focado no estudo da biomassa microbiana do solo e seus
indices derivados, como 0s quocientes metabdlicos e microbianos, em cultivos de
pinhdo-manso e a quantificacdo do carbono da biomassa microbiana do solo,
estabelecendo uma comparacao entre os métodos de titulometria e espectrofotometria.
Foi realizado o monitoramento em duas areas experimentais estabelecidas em regides
distintas do Estado de Mato Gross do Sul, com diferentes sistemas de uso do solo. A
primeira area estudada foi no Distrito de Itahum, no Municipio de Dourados-MS, onde
foi avaliado o cultivo de pinhdo-manso consorciado com diversas espécies forrageiras,
adubos verdes e trés sistemas de rotacdo de culturas anuais. A segunda area estudada foi
utilizando amostras de solo obtidas em duas fitofisonomias distintas da regido Sul de
Mato Grosso do Sul (Cerrado e Floresta Semidecidua) onde foi estabelecida uma
comparacao entre os métodos de titulometria e espectrofotometria, sendo realizada em
dois ensaios: (i) utilizando amostras de solo obtidas em sistema de manejo convencional
e sistema plantio direto; e (ii) utilizando amostras de solo obtidas. No primeiro estudo, a
biomassa microbiana do solo demonstrou ser sensivel aos diferentes uso do solo
avaliados. As espécies consorcio do pinhdo-manso, estilosantes-campo-grande,
braquiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) e os sistemas de rotacdo com milho
safrinha — crambe — soja — amendoim e com feijao-caupi — nabo — milho — feijdo-caupi
estimulou a manutencdo da comunidade de microrganismos do solo. A quantificacdo da
biomassa microbiana do solo presente no segundo estudo apresentou o método de
espectrofotometria como uma alternativa ao método da titulometria, possibilitando
assim a eliminacdo e a utilizacdo do dicromato de potassio nos procedimentos
analiticos.

Key words: Jatrophs curcas L, microbiological attributes, potassium dichromate.



CAPITULO 1-REVISAO DE LITERATURA

1. A cultura de pinh&o-manso no Brasil
O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), também conhecido como pinh&o-do-

Paraguai, purgueira, pinha-de-purga, grdo-de-maluco, pinhao-de-cerca, turba, tartago,
medicineira, tapete, siclité, pinhdo-do-inferno, pinhdo-bravo, pido, pinhdo-das-barbadas,
entre outros nomes populares, pertence a familia das Euforbiaceas, a mesma da mamona
(Ricinus sp.) e da mandioca (Manhiot sp.). E um arbusto grande e de crescimento
rapido. Sua altura normal é de dois a trés metros, podendo alcancar até cinco metros em
condicGes especiais. Seu diametro do tronco € de aproximadamente 20 cm, com folhas
verdes, esparsas e brilhantes, largas e alternas em forma de palma. Possui raizes curtas e
pouco ramificadas, caule liso e cilindro, um floema com longos canais que se estende
até as raizes, onde circula o latex, a floracdo é monoica na mesma planta, mas com sexo
separado (ARRUDA et al., 2004). O fruto é seco deiscente, com trés sementes e
endocarpo lenhoso, liso, com apice e base agudos. A semente € endospérmica e
apresenta uma forma ovalada, um dorso convexo, envoltorio liso, coloracdo preta, e
medindo em média de 1,62 a 1,80 cm de comprimento que representa entre 53 a 79% do
peso do fruto (NUNES et al., 2009).

Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(2010), atualmente, o Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de
biodiesel do mundo, com uma producéo anual, em 2008, de 2,4 bilhGes de litros. Hoje
dezenas de espécies vegetais presentes no Brasil podem ser usadas na producdo de
biodiesel (Figura 1), entre elas a soja, dendé, girassol, babacu, amendoim, mamona e,
mais recentemente, a cultura do pinhdo-manso, por apresentar um alto potencial para
atender ao programa nacional de producdo de biodiesel e por ser uma espécie que
apresenta um grande rendimento de 6leo, produzindo, no minimo, duas toneladas de
oOleo por hectares/ano (LAVIOLA et al., 2011).
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Julho / 2013

Oleo de Algodio
1,05%

Outros Materiais Graxos
1,07%

Oleo de Fritura
1,41%

Gordura de Porco
0,08%

Figura 1. Matérias-primas utilizadas para producéo de biodiesel, julho de 2013 (ANP,
2013).

Segundo Andréo-Souza et al. (2010), o plantio comercial do pinhdo-manso no
Brasil ainda esta na fase inicial de implantacdo e domesticacdo da espécie e espera-se
que a cultura deixe de ser um potencial e passe a ser efetivamente uma matéria-prima

para o mercado de biodiesel.

Considerado uma grande opcéo agricola, o pinhdo-manso é indicado para as
areas aridas, semiaridas e na recuperacdo de areas degradadas, apresentando uma
distribuicdo geogréfica bastante ampla. Devido a essa grande distribuicdo, essa espécie
se multiplica em ambientes variados, obtendo maior éxito em solos profundos, bem
estruturados e pouco compactados (DRUMOND et al., 2007). O pinhdo-manso, quando
plantado no inicio da esta¢do chuvosa, inicia a producdo de frutos ja em seu primeiro
ano de cultivo, embora atinja o seu climax produtivo a partir do quarto ano, com a
capacidade produtiva potencial por mais de 40 anos (LAVIOLA e DIAS, 2008). O
pinh&o-manso tem sido utilizado em cultivos tanto para a protecdo do solo contra erosdo
como para estabelecimento de cercas vivas; suas folhas, seu latex, sua casca e seu 6leo
s&o bem conhecidos na medicina tradicional (SPINELLI et al., 2010).

Todas as partes do pinhdo-manso tém potencial econdmico: na medicina
tradicional, inseticida, cerca viva de pastagens e campos agricolas. Além disso, sua torta
é rica em nitrogénio, sendo utilizada como adubo orgénico e ragdo animal (SATO et al.,
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2009). Segundo Alves et al. (2008), apesar do pinhdo-manso ndo ser cultivado no
Brasil, ele mostra-se uma viavel para a agricultura familiar das regides Norte e
Nordeste, pois apresenta uma alta resisténcia a seca e uma boa adaptacdo as altas

temperaturas, visando uma alternativa promissora na geracao de emprego e renda.

1.1 Sistemas de manejo da cultura do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

O cultivo do pinhdo-manso vem crescendo nos ultimos anos e ainda ha caréncia
de informacGes sobre seu manejo, visando alta produtividade com o minimo de risco
econémico e ambiental (ROCHA et al., 2010). Uma das principais metas no estudo de
manejos do solo é buscar e desenvolver um sistema de manejo adaptado as condicBes
edafoclimaticas, social e cultural de cada regido, buscando préaticas voltadas a
sustentabilidade, contribuindo para a manutencédo e qualidade do solo, podendo, assim,
obter uma produtividade da cultura em longo prazo. O pinhdo-manso é uma espécie
resistente & seca, podendo se desenvolver em varios tipos de solo, inclusive nos
arenosos, salinos, alcalinos e rochosos, os quais, sob o ponto de vista nutricional e
fisico, sdo solos restritivos ao pleno desenvolvimento de raizes (ALVES et al., 2008).
Segundo Arruda et al. (2004), o pinhdo-manso deve, preferencialmente, ser cultivado
em solos mais profundos, bem estruturados e pouco compactados, para que o sistema
radicular possa se desenvolver e explorar maior volume de solo, satisfazendo a
necessidade da planta em nutrientes. A cultura do pinhdo-manso vem sendo implantada
visando o controle de erosdo, a recuperacdo de areas degradadas, a contencdo de
encostas de dunas e como cerca viva em divisdes internas (Alves et al., 2008). O
pinhdo-manso € propagado por sementes obtidas a partir da planta matriz selecionada e
por estaquia (DRUMOND et al., 2007). Segundo Neves et al. (2007), a viabilidade da
propagacdo comercial de mudas por estaquia depende da capacidade de enraizamento
de cada espécie e da qualidade do sistema radicular formado, a fim de proporcionar um

melhor desenvolvimento da planta.
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1.2 Potencial do pinh&o-manso para o setor agroenergético

Uma crescente preocupagdo mundial com o meio ambiente tem aumentado a
busca por fontes de energia renovaveis, colocando o biodiesel no centro das atencbes. A
busca por caminho de dominio tecnolégico, tanto de nivel agronémico como industrial,

tem provocado grande impacto na economia brasileira nos ultimos anos.

Durante a Segunda Guerra Mundial, o éleo do pinhdo-manso foi utilizado para
substituir o diesel, na Africa e na Asia, 0 que leva a necessidade da pesquisa sobre o uso
deste 6leo em motores a diesel (ARRUDA, 2004; CORTESAO, 1956; MARTINS E
CRUZ, 1985; FOILD et al, 1996).

Através do Programa de Biodiesel, o Governo Federal brasileiro vem
incentivando o plantio de areas com pinhdo-manso, tanto por pequenos agricultores
como por empresas agricolas que buscam a exploracéo de novos mercados. 1sso se deve
as vantagens que o pinhdo-manso apresenta em relacdo a mamona (oleaginosa indicada
pelo governo como a primeira escolha para projetos relacionados a agricultura familiar),
pois apresenta menos exigéncia hidrica e nutricional, uma capacidade de recuperacdo de
areas degradadas em funcdo de suas raizes e uma maior produtividade média
(TEIXEIRA, 2005). Arruda et al. (2004) salientam que o pinhdo-manso é um produtor
de 6leo com todas as qualidades necessarias para ser transformado em biocombustivel,
por ser uma espécie perene e de facil cultivo, além apresentar uma boa conservacéo da

semente colhida.

O cultivo do pinhdo-manso tem como principal objetivo a extracdo do 6leo, pois
é possivel obter duas toneladas de 6éleo por hectare (CARNIELLI, 2003). A semente do
pinh&o-manso contém aproximadamente 40-60% de 6leo. Sendo 20% &cidos graxos
saturados e o percentual restante é composto por &cidos graxos insaturados (LIMA et
al., 2012). Segundo Raja et al. (2011), esta € uma promissora alternativa viavel para a
producdo do dleo diesel, uma vez que tem desejavel caracteristicas fisico-quimicas e um
desempenho comparavel ao diesel. A composicdo do Oleo é similar a os outros 0leos

que sdo utilizados para fins comestiveis, porém, ha& presenca de alguns fatores
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antinutricionais toxicos, como ésteres de forbol, o que deixa o 6leo inadequado para o
uso alimenticio (HAHS et al., 2004).

Segundo estudos realizados por Ackon e Ertel (2005), o 6leo do pinhdo-manso
reduz as emissdes de CO,, ndo emitindo gases de efeito estufa e apresenta enxofre em
valores inexpressivos, sendo uma alternativa que atende aos fatores ambientais.
Contudo, Arruda et al. (2004) descrevem que o 6leo do pinhdo-manso apresenta um
bom rendimento em motores a diesel, quando 0 mesmo € utilizado cru entretanto, o seu

consumo é maior, devido a diferenca do poder calérico em relagdo ao diesel.

1.3 O aspecto fitossanitario do pinhdo-manso para o setor agroenergético

Apesar do pinhdo-manso apresentar um grande potencial para a producdo do
biodiesel, ainda é uma espécie ndo domesticada, também com um numero grande de
incertezas em todos 0s seus aspectos produtivos, econémicos, sociais, ambientais e
energéticos. Segundo Franco e Gabriel (2008), essa falta de informacdo limita o
aumento de competitividade e por consequéncia, 0 seu plantio em uma grande area
representa um investimento de alto risco. Os trabalhos que avaliam a produtividade do
pinhdo-manso normalmente estdo pautados em estimativas que nem sempre
correspondem a realidade do campo (ALBUQUERQUE et al., 2009).

Segundo Silva et al. (2012), é necessario 0 estabelecimento de técnicas que
propiciem a colheita uniforme, com uma maior quantidade de 6leo e reducdo dos custos
de producdo. Ao observar o florescimento e a manutencdo dos frutos observou a
desuniformidade dos frutos, os que levariam aos produtores a realizarem diversas
colheitas na lavoura durante a fase de producdo, 0 que aumentaria 0 custo da mao de
obra o que torna a cultura praticamente inviavel economicamente (ALBUQUERQUE et
al., 2008; LAVIOLA et al., 2011). Segundo Franco e Gabriel (2008), cultura do pinhéo-
manso ndo tolera o mato, uma competicdo que sempre ocorre na fase inicial de
implantacdo da lavoura e sofre com os processos de interferéncias causadas pelas

plantas daninhas.
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Atualmente, as mudancas climéticas levam a implementacdo de medidas efetivas
de adaptacdo regional, segundo Saturnino et al. (2005), o pinhdo-manso é uma espécie
tolerante a seca e suporta até trés anos de secas consecutivas, paralisando seu
crescimento nesse periodo, levando a perda das folhas. No entanto, Laime et al. (2009),
ao avaliar o desenvolvimento do pinhdo-manso em fungéo de diferentes laminas de
irrigacdo com A&gua, observa que a irrigacdo da cultura influencia positivamente na

altura das plantas.

Beltrdo e Cartaxo (2006) relatam que o pinhdo-manso é uma cultura pouco
atacada por pragas. No entanto, segundo Ungaro (2007) ao observar as pragas e as
doencas que atacam o pinhao-manso no Estado de Sdo Paulo, estaca que varios insetos
utilizam a cultura para a sua alimentacdo e reproducdo, tornando-se pragas em
decorréncia do aumento acentuado da populacdo. Segundo Concenco et al. (2014), a
compreensdo do nivel de ocorréncia e a composicdo da comunidade de plantas daninhas
dentro de cada gestdo ou sistema de cultivo é importante para o planejamento de um
conjunto de praticas eficiente para o controle dessas espécies.

1.4 Indicadores de qualidade do solo

O solo tem propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas que interagem de maneira
complexa, determinando a qualidade e a capacidade produtiva do mesmo. A
comunidade cientifica, consciente da importancia do solo para a qualidade ambiental e
preocupada com a degradacdo dos recursos naturais, iniciou na década de 90 uma ampla
discussdo sobre qualidade do solo e percepcBes diferenciadas surgiram desde que o
tema foi proposto. Segundo Doran e Parkin (1994), a qualidade de um solo funciona
dentro dos limites de um ecossistema natural ou manejado, para a sustentabilidade e a
produtividade de plantas e de animais, mantendo a qualidade do ar e da agua e
promovendo a salde das plantas, dos animais e do homem (Figura 2). Os estudos que
envolvem a qualidade do solo visam identificar um indice que seja capaz de servir como
um indicador, que auxilie na avaliacdo do solo em relacéo a degradacdo e as préaticas de
manejo utilizadas, a fim de monitorar as mudancas ambientais decorrentes (DORAN e
PARKIN, 1994; DORAN, 1997).
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Sustentara Qualidade Qualidade
produtividade do Solo Ambiental

Promover a
salide
das pessoas,
animais e
plantas

Figura 2: Representacdo esquematica do conceito de qualidade do solo destacando a importancia para o
funcionamento global dos ecossistemas. Adaptado de Mendes et al.(2011).

O monitoramento da qualidade do solo deve ser orientado para detectar
tendéncias de mudancas que sdo mensuraveis em um periodo relativamente longo
(ARAUJO et al., 2007). Segundo Doran et al. (1996), é fundamental a escolha de um
conjunto minimo de indicadores que apresentem caracteristicas com facilidade de
avaliacdo, capacidade de integracdo, adequacdo ao nivel de andlise da pesquisa,
sensibilidade as variagcdes de manejo e clima e possibilidade de medi¢Ges por métodos
quantitativos ou qualitativos. Por essas razdes, é necessario estabelecer um conjunto
minimo de indicadores que englobem os atributos fisicos, quimicos e biolégicos para a
analise de qualidade do solo (DORAN e PARKIN, 1994), porém, nenhum desses
indicadores individuais iria descrever ou quantificar todos os aspectos da qualidade do

solo.

Atualmente, existe na literatura uma grande quantidade de informagfes acerca
dos indicadores de qualidade do solo. Um indicador de qualidade do solo é uma

ferramenta que mede uma condi¢do, um processo ou um comportamento, permitindo a
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aquisicdo de informacBGes sobre uma dada realidade, em respostas as atividades
antropicas exercidas dentro de um determinado sistema (MARZALL, 2000). No
entanto, Liebig e Doran (1999) alertam para a escolha de determinados atributos, que
podem ser adequados para locais especificos, e a transferéncia desta escolha deve ser
restrita a pontos geograficos similares, com caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas
do solo. Dessa forma, a busca pelo estabelecimento de um indicador simples e confidvel

para a avaliacdo dos atributos do solo tem sido um dos desafios atuais das pesquisas.

1.5 Atributos microbiol6gicos de qualidade do solo

O comportamento biolégico do solo estd intimamente relacionado ao seu
funcionamento, apresentando uma inter-relacdo com os componentes fisicos e quimicos
(MENDES et al.,, 2011). Como indicador de qualidade do solo, os atributos
microbioldgicos tem a capacidade de responder rapidamente a mudancgas no ambiente
do solo, derivada das alteragcfes no manejo, justificando o uso de microrganismos e dos
processos microbioldgicas para esta finalidade (KENNEDY e PAPENDICK, 1995).

Os atributos microbiologicos tém sido amplamente apresentados e discutidos na
literatura como um indicador sensivel de qualidade do solo (CARTER, 1986;
TRINDADE et al.,, 2000; TOTOLA e CHAER, 2002; MATSUOKA et al., 2003;
ARAUJO e MONTEIRO, 2007). A qualificagdo da biomassa microbiana do solo
permite que se avaliem as mudancas iniciais no conteido da matéria organica, gerada
pelas praticas de cultivos (MERCANTE et al., 2008).

A biomassa microbiana do solo é definida como a parte mais ativa da matéria
organica do solo, incluindo bactérias, actinomicetos, fungos, protozoarios, algas e
microfauna, excluindo as raizes e animais menores de 5x10°pum® (JENKINSON e
LADD, 1981). Ela representa um importante componente ecoldgico, pois é responsavel
pela decomposicdo e mineralizagcdo dos residuos vegetais do solo, utilizando esses
materiais como fonte de nutrientes e energia para a formacéo e para o desenvolvimento

de suas células, bem como para a sintese de substancias organicas no solo (GAMA-
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ROGRIGUES, 1999). As Alteracdes na biomassa microbiana do solo podem ser

identificadas com antecedéncia, quando comparadas as mudancas na matéria organica.

A determinagdo da biomassa microbiana do solo deve ser distinguida da sua
atividade, uma vez que nao se trata de uma medida da atividade dos microrganismos e
sim da massa microbiana viva total do solo, considerando-se a populagdo microbiana
como sendo uma entidade unica (DE-POLLI e GUERRA, 1999). Assim, torna-se
importante a utilizagdo de outras analises, que permitam avaliar a atividade microbiana,
indicando assim o estado metabdlico da comunidade dos microrganismos presentes no
solo (TOLOLA e CHAER, 2002).

A determinacdo da atividade metabodlica (CO,) da comunidade microbiana do
solo tem sido utilizada para se avaliar a atividade geral da biomassa microbiana,
destacando a influéncia do clima e as propriedades fisicas e quimicas (GAMA-
RODRIGUES, 1999). Nesse sentido, a alta taxa de respiracdo pode ser interpretada
como uma caracteristica desejavel ao se considerar que a decomposi¢cdo dos residuos
organicos ira disponibilizar nutrientes para as plantas ou até mesmo uma situacao grave,
quando a intensa decomposi¢cdo da matéria organica estavel gera uma perda de
nutrientes (ROSCOE et al., 2006).

Ao avaliar os efeitos das condi¢cdes ambientais sobre a atividade microbiana do
solo, o quociente metabolico qCO, é importante, pois expressa a relacdo C-CO,/C-
BMS. Este quociente foi proposto originalmente por Andersom e Domsch (1978),
baseando-se na teoria do desenvolvimento bioenergético dos ecossistemas, Odum
(1969). O qCO;, refere-se a quantidade de CO; incorporada por grama de biomassa em

um determinado tempo, expresso a partir da relacdo C-BMS/ C-organico total.

Outro parametro utilizado para afericdo da qualidade do solo € o quociente
microbiano (gMIC), que tem um importante papel na compreensdo dos sistemas
produtivos, permitindo que se avalie a perda e ganho de carbono no solo. Em
circunstancias de fatores de estresse para 0s microrganismos, a capacidade de utilizagédo
do C é diminuida e consequentemente, leva a diminuig¢éo do qMIC (WARDLE, 1994).
Segundo Gama-Rodrigues e Gama-Rodrigues (2008). O solo com a presenca de matéria
organica de baixa qualidade nutricional gera um estresse na biomassa microbiana, o que

torna incapaz a utilizacdo total do C organico, levando a diminui¢do do quociente



18

microbiano. O estudo da biomassa microbiana do solo e sua atividade tornam-se de
grande importancia para se avaliar o estabelecimento de um equilibrio biodindmico do

solo (D ANDREA et al., 2002).

1.6 Métodos de analise do carbono da biomassa microbiana do solo

Entre os métodos mais utilizados no Brasil para a quantificacdo da biomassa
microbiana do solo, destacam-se o do cloroférmio-fumigacdo-incubacdo — CFI
(JENKINSON e POWLSON, 1976) e o método de cloroformio-fumigacao-extracdo —
CFE (VANCE et al., 1987) (Figura 3), ambos baseados na esterilizacdo parcial
(fumigacédo) das amostras de solo com cloroformio. No método CFl, a determinagéo do
tamanho da biomassa é realizada com base no fluxo de CO; que ¢é liberado das amostras
de solo fumigadas e as ndo fumigadas, apds um periodo de cerca de 10 dias; no entanto,
0 método CFE é determinado com base na extracdo do C-organico das amostras
fumigadas e ndo fumigadas (OLIVEIRA et al., 2001; MENDES et al., 2011).
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Figura 3: Representacdo esquematica do método de cloroférmio-fumigagdo-incubagdo e o método de
cloroférmio-fumigagdo-extragdo. Adaptado de Mendes et al. (2011).

Contudo, ambos o0s métodos apresentam vantagens e desvantagens. A
simplicidade no método de CFI e o fato que também pode determinar valores de taxa de
respiracdo microbiana (liberacdo do CO,) é uma das principais vantagens do método
(OLIVEIRA et al., 2001). Entre as suas limitagdes, destaca-se o fato do mesmo néo
poder ser utilizado em é&reas que receberam adicdes recentes de matéria organica
(MARTENS, 1995). A vantagem do método da CFE é que ndo h& dependéncia do



20

estado fisiologico da populacdo microbiana do solo. A desvantagem é a de que, na
auséncia de um analisador total de carbono, os procedimentos analiticos para a
determinacdo do C extraido das amostras sdo bem mais complexos e trabalhosos, e
envolve a utilizacdo de produtos toxicos (JENKINSON, 1988; SPARLING e ROSS,
1993; MARTENS, 1995).

Uma metodologia eficiente leva a busca pela padronizacdo da biomassa
microbiana do solo, que visa praticidade, menos tempo de trabalho envolvendo as
analises e uma boa repetibilidade, permitindo, assim, a construcdo de uma base de dados
para uma posterior identificacdo de indices de qualidade do solo (ROSCOE et al., 2006.,
MENDES et al., 2011). Segundo Faleiro et al. (2011), novas metodologias tornam-se
um grande desafio e constituem-se na busca de novos métodos para a realizacdo das
analises do carbono, capazes de evitar ou reduzir o uso de produtos tdxicos e que sejam
realizados sob condi¢Ges totalmente padronizadas, a fim de permitir a sua

reprodutibilidade.

As possibilidades metodoldgicas existentes para a avaliacdo da biomassa
microbiana do solo sdo varias e contemplam diferentes abordagens. Sdo métodos
bastante utilizados, porém possuem sua confiabilidade bastante questionada, por
acabarem sofrendo influéncia das condicbes experimentais (GAMA-RODRIGUES,
1994; RODRIGUES et al., 1994; GONCALVES et al., 2002).

1.6.1 Titulometria

As determinagdes titrimétricas referem-se a analise quimica quantitativa
efetuada pela determinacdo do volume de uma solucdo, cuja sua concentracdo seja
conhecida, que reage quantitativamente com um volume conhecido de solugdo que
contem a substancia a ser determinada; a solucdo de concentracdo conhecida como
solucdo padrdo e o peso da substancia a ser determinada sdo calculados a partir do
volume padrdo que foi utilizado (VOGEL, 1981). A determinacdo titrimétrica trata de
uma técnica muito utilizada para a determinacdo quantitativa de diversas substancias.

Segundo Sardella (1998), a titulometria € o estudo que se preocupa em estabelecer a
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dosagem das solugdes em uma determinada concentragcdo de uma solugéo, conhecida
como solucgéo padrdo. O processo em que é adicionada a solucéo padréo até a reacdo ser

completada é chamado de titulacao.

Segundo Beyer (1982), o ponto de titulacdo em que alguma indicacdo qualquer
assina-la é o termino da reacdo que é chamado de ponto final. Qualquer propriedade que
assinale uma variacdo em torno do ponto de equivaléncia pode servir para sinalizar o
fim da titulacido (OHLWEILER,1981).

1.6.2 Espectrofotometria

O método espectroscdpico de analise é baseado na medida de radiacdo produzida
ou absorvida pelas moléculas em um determinado comprimento de onda (SKOOG et
al., 2011). Segundo Gongcalves (1988), o método de analise via espectrofotometria de
absorcdo € uma técnica analitica muito especifica onde todos os atomos podem ser
absorvidos pela radiacdo e a quantidade de radiacdo é proporcional a concentracdo de
atomos que estdo sendo absorvidos na presente amostra.

O procedimento analitico geral utilizado para a utilizacdo do espectrofotémetro
de absorcao é descrito por Gongalves (1988), como sendo:

1) A amostra é convertida em solucéo;

2) Preparo de um branco analitico (solucdo similar & amostra em todos o seus

constituintes, que ndo contém o elemento a ser analisado);

3) Preparar a solucdo de calibracdo (padrdes) contendo quantidade extra do

elemento que se deseja analisar;

4) Aspirar/atomizar a solucdo branco e as solucGes padrfes e medir a resposta

para cada solucdo;

5) Elaborar um grafico de calibracdo (curva padrdo) para cada elemento que se

deseja analisar;

6) Aspirar/atomizar a solugdo da amostra.
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Obtendo-se o resultado analitico que se deseja. A absorbancia é a medida da
quantidade de radiacéo que foi absorvida pelos &tomos sob uma dada condicao, e ela é a
medida que se busca. (GONCALVES, 1988).
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2. Objetivos gerais

2.1 Avaliar e quantificar biomassa microbiana do solo, utilizando-se de atributos
microbiolégicos em cultivos de pinhdo-manso associado a diferentes espécies
forrageiras e outras espécies de cobertura, na regido Sul de Mato Grosso do Sul.

2.2 Quantificar o carbono da biomassa microbiana do solo, estabelecendo uma

comparagao entre os métodos de titulometria e espectrofotometria.
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CAPITULO 2 - BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO EM CULTIVOS DE
PINHAO-MANSO CONSORCIADO COM DIFERENTES ESPECIES
VEGETAIS

Resumo: A cultura do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) no territorio brasileiro tem
sido impulsionada pelo seu grande potencial na producéo de graos, 6leo e, em destaque,
pela sua adaptacdo em diferentes condi¢des edafoclimaticas. O sistema de manejo
empregado atualmente tem condicionado ao aumento dos atributos microbioldgicos do
solo em areas com diferentes consércios e cobertura vegetal, levando a contribuindo na
produtividade agricola e, consequentemente na conservagdo do solo. Neste contexto, o
presente trabalho tem o objetivo de avaliar a biomassa microbiana do solo e seus indices
derivados, como 0s quocientes metabdlicos e microbianos, em cultivos de pinhao-
manso consorciados com diversas espécies forrageiras, adubos verdes e trés sistemas de
rotacdo de cultura anuais; um sistema com cultivos de eucalipto e outro com vegetacao
nativa foram utilizados como referencial da condicdo original do solo. A cultura do
pinhdo-manso foi implantada em novembro de 2006 e as espécies de cobertura, em
janeiro de 2009, na Fazenda Paraiso, Distrito de Itahum, no Municipio de Dourados-
MS. A amostragem do solo foi realizada em fevereiro e maio de 2012, na profundidade
0 — 10 cm, sendo coletadas cinco amostras compostas, oriundas de cinco subamostras.
Os resultados mostraram que a vegetacdo nativa foi superior aos demais sistemas de
manejo quanto aos parametros microbiolégicos do solo avaliados. O consorcio do
pinhdo-manso com a espécie forrageira braquiaria ruziziensis (Brachiaria ruziziensis),
favorece a manutencdo da comunidade de microrganismos do solo em comparagdo ao
tratamento com as espécies de cobertura Capim-massai (Panicum maximum cv. Massai)
e Guandu-ando (Cajanus cajan), que promoveu uma reducdo Na dindmica da matéria
organica do solo, quando comparada aos demais sistemas manejados.

Palavras-chaves: Jatropha curcas L., consércio de culturas, atributos microbiolégicos.
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Introducéo

Uma crescente preocupacdo mundial com 0 meio ambiente tem aumentado a
busca por fontes de energia renovaveis. O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma
espécie perene, monoica, pertencente & familia das Euforbiaceas, a mesma da mamona
(Ricinus sp.). A planta possui rapido crescimento, podendo atingir até cinco metros de
altura em condicdes especiais; € nativo das Ameéricas e vem se destacando em todo o
Brasil (LAVIOLA et al.,, 2011; ARRUDA et al., 2004). Vem se destacando, por
apresentar um alto potencial para atender ao programa nacional de producdo de
biodiesel e por ser uma espécie que apresenta um grande rendimento de Oleo,
produzindo, no minimo, duas toneladas de 6leo por hectares/ano (LAVIOLA et al.,
2011).

A cultura que pode ser desenvolvida em pequenas propriedades, com a mao de
obra familiar (PURCINO e DRUMMOND, 1986) representando sua técnica de baixo
custo, capaz de apresentar um aumento do rendimento no sistema de produgdo. Como
uma grande expressdo para a agricultura de subsisténcia, o consorcio de culturas tem
sido a pratica mais utilizada (RAPOSO, 1995). O consércio de culturas é uma pratica
que busca sistemas que reduzem os riscos de perdas, um maior aproveitamento da
propriedade e um maior retorno econdmico, além de constituir uma alternativa
altamente vidvel para aumentar a oferta de alimentos (ANDRADE et al., 2001).
Segundo Alvarenga et al. (2001), o consércio entre culturas perenes com espécies de
plantas de cobertura apresenta grande eficiéncia no controlo da erosdo, com a
manutencdo de residuos vegetais na superficie do solo, propiciando, assim, um aumento

na disponibilidade de nutrientes.

Contudo, os diversos sistemas de uso da terra afetam de alguma forma, a
biomassa microbiana do solo (BMS), o que pode acabar intensificando ou retardando os
processos de decomposicdo, mineralizagdo e humificagdo do solo (ROSCOE et al.,
2006). A BMS pode sobreviver no solo em quantidades minimas, consumindo a matéria
organica presente no mesmo. A adi¢é@o de residuos organicos frescos no solo pode levar
ao aumento da populacdo microbiana, aumentando também a quantidade de carbono e

nitrogénio armazenado na biomassa microbiana, levando-se assim a sensibilidade dos
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microrganismos a adi¢do dos residuos (WAGNER e WOLF, 1998; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

A BMS compreende a parte viva e mais ativa da matéria organica do solo,
excluindo as raizes e os organismos maiores do que 5 x 10 pm?®, contendo, em média,
de 2 a 5 % do carbono orgénico e 1 a 5 % do nitrogénio total presente no solo (
JENKINSON e LADD, 1981; CERRI et al., 1992; DE-POLLI ¢ GUERRA, 1999).
Segundo Gama-Rodrigues (1999), a biomassa microbiana constitui a maior parte da
fracdo ativa, consequentemente, € mais sensivel que o C organico e o N total em aferir
as mudancas decorrentes dos manejos e das praticas agricolas utilizadas. No entanto, de
acordo com Anderson e Domsch (1989), a relagdo do carbono microbiano e o carbono
organico total presentes no solo aumentam ou diminui rapidamente, conforme ocorram
a elevacdo ou a diminuicdo rapida dos organismos presentes no solo em um sistema

ecologico, promovendo assim um equilibrio no ecossistema.

O processo de decomposicdo por meio da BMS baseia-se na acdo da fauna do
solo, principalmente a mesofauna e a macrofauma, que gera a fragmentacdo dos
residuos vegetais, levando ao aumento da area de contato da decomposicdo (LAVELLE,
1997). Como um pardmetro determinante, a avaliacdo da BMS é de fundamental
importancia para os estudos de extensdo dos processos ocorridos no solo, como o
monitoramento ambiental (DE-POLLI, 1999; WANG et al., 2003). A BMS permite que
se obtenha informacdes rapidas sobre as mudancas nas propriedades organicas do solo,
detectando mudancas causadas pelo cultivo inadequado ou pela devastacao das florestas
(FRIGHETTO, 2000).

Neste contexto, a BMS e sua atividade vém se destacando como indicadores
sensiveis para deteccdo das alteracdes ambientais, geradas pelo manejo adotado pelos
agricultores, podendo-se assim orientar o0 planejamento das praticas agricolas
sustentaveis mais adequadas (DORAN et al., 1994; MATSUOKA et al., 2003). Assim,
estudos envolvendo a biodindmica do solo em sistemas com diferentes espécies
forrageiras podem ser apontados como uma forma de manejo mais sustentavel,
amenizando as consequéncias ambientais dos impactos negativos (FERNANDES et al.,
2013). A preconizagdo dos sistemas de manejo que condicionem ao aumento dos

atributos microbiol6gicos em areas com diferentes consorcios no &mbito da conservagao
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dos sistemas produtivos interferem diretamente no funcionamento do solo e,
consequentemente, na sustentabilidade dos agroecossistemas, atuando como um
indicador de sua degradacdo (MERCANTE et al., 2004; SOUZA, 2011).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a biomassa microbiana do solo e seus
indices derivados (quocientes metabolicos e microbianos) em cultivos de pinhdo-manso
consorciados com diversas espécies forrageiras, adubos verdes e trés sistemas de

rotacdo de culturas anuais.

1. Material e Métodos

Os cultivos de pinhdo-manso foram implantados na Fazenda Paraiso, localizada
nas coordenadas geograficas com Latitude Sul 22°0544” ¢ Longitude W 55°18 48", no
distrito de Itahum, Municipio de Dourados - MS, em éarea de Latossolo Vermelho
Distrofico, com teores médios de 200 g kg™ de argila. Os dados agrocliméticos mensais
de precipitacdo pluvial (mm) e temperatura (°C) durante o periodo de estudo

encontram-se na Figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo pluvial e temperatura média mensal, registrada na estacdo metereoldgica
da Embrapa Agropecudria Oeste - Dourados, MS. As setas indicam as épocas de amostragens
do solo.
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A cultura do pinhdo-manso foi implantada em novembro de 2006, por meio de
semeadura direta no campo, em espacamento de 3x2 m e as espécies de cobertura, em
janeiro de 2009, sendo conduzidas no delineamento em blocos casualizados, as espécies
foram cultivadas em espagamento de 0,45m nas entrelinhas. As parcelas experimentais
foram constituidas de quatro repeticGes e treze tratamentos com espécies forrageiras
consorciadas nas entrelinhas do pinhdo-manso. Os tratamentos foram: testemunha,
pinhdo-manso sem nenhuma espécie cultivada nas entrelinhas. As espécies forrageiras
incluiram: estilosantes-campo-grande (Stylosanthes spp.); braquiaria ruziziensis
(Urochloa ruziziensis); braquiéria-ruziziensis + estilosantes-campo-grande; braquiaria-
humidicola (Urochloa humidicola); e capim-massai (Panicum maximum cv. Massai) .
Os sistemas de rotacdo de cultura anuais: rotacdo de cultura 1 (amendoim — crambe —
feijdo — milho); rotagdo de cultura 2 ( milho safrinha — crambe — soja — amendoim);
rotacdo de cultura 3 ( feijao-caupi — nabo — milho — feijdo-caupi). As espécies de adubos
verdes: guandu-ando (Cajanus cajan); e crotalaria (Crotalaria spectabilis). Uma area
adjacente com vegetacdo nativa (Floresta Semidecidual) foi concluida no estudo para

comparacao.

O manejo das espécies foi realizado por meio de rogadas, de acordo com a altura
indicada para cada espécie, e 0s residuos vegetais resultantes das rocadas foram
distribuidos sobre as parcelas, para o efeito de cobertura.

As amostragens do solo foram realizadas em duas épocas: fevereiro de 2012 e
maio de 2012, na profundidade de 0-10 cm, com quatro amostras compostas para cada
tratamento. Cada amostra foi constituida por cinco subamostras. Apo6s a
homogeneizacdo das amostras, estas foram acondicionadas em sacos plésticos e
armazenadas em camera fria (4° C), para a realizacdo das andlises laboratoriais. O solo
foi caracterizado quimicamente (Tabela 1), de acordo com Claessen (1997); parte das

amostras coletadas foi utilizada para as determinac@es microbioldgicas.



Tabela 1. Caracteristicas quimicas de amostras de solo. Valores médios de duas épocas de

avaliacdo, em sistemas consorciados com pinhdo-manso. Distrito de Itahum, Dourados, MS.
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pH MO P K Ca Mg H+AlI CTC V

Sistemas HO gdm® mgdm® cmol, dm3---mmmmmmo-- %
Testemunha 6,0 155 55 0,1 2,2 11 2,3 59 60,7
Estilosantes-campo-grande 6,2 16,6 55 02 22 10 2,6 6,1 575
Braquiéria ruziziensis 6,1 17,3 55 0,1 2,2 2,0 2,7 6,4 57,6

Braquidria-ruziziensis +

estilosantes 6,3 16,5 5,6 0,2 2,1 11 2,3 59 60,8
Braquiaria-humidicola 6,3 16,8 5,7 02 24 13 2,5 6,3 63,7
Capim-massai 6,4 149 55 01 19 10 2,6 58 550
Guandu —anéo 6,2 154 5,6 02 22 11 2,5 6,2 59,1
Crotalaria 6,3 151 5,6 01 21 10 2,7 6,0 61,1
*Rotacdo de cultura 1 6,3 16,4 5,7 01 22 1,0 2,4 58 61,9
*Rotagéo de cultura 2 6,2 17,3 5,7 0,1 2,1 1,0 2,6 6,1 604
*Rotacéo de cultura 3 6,2 16,2 5,6 0,14 23 11 2,6 6,2 58,3
Vegetacao Nativa 53 244 4,5 02 15 1,2 6,6 8,7 214

* Rotacgdo de cultura 1 (amendoim — crambre — feijdo — milho), rotacdo de cultura 2 ( milho safrinha — crambe — soja
—amendoim) e rotagdo de cultura 3 ( feijao-caupi — nabo — milho — feijao-caupi).

As anédlises do carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS) foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia do Solo da Embrapa Agropecuaria Oeste. O
C-BMS foi avaliado pelo método de fumigacdo-extracdo, de acordo com Vance et al.
(1987) e Tate et al. (1988). As amostras foram peneiradas (<2 mm) e subdivididas em
triplicatas, sendo uma parte submetida ao processo de fumigacdo com cloroférmio
previamente purificado, seguida de extracdo; a outra parte, apenas ao processo de
extragdo. A extracdo do C-BMS foi realizada utilizando K;SO4 0,5 M. As amostras
foram submetidas a leitura em um espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 495

nm.

Determinou-se a respiracdo basal (C-CO,), obtida pela incubacdo das amostras
com captacdo de CO,, com NaOH (1N), durante sete dias, pelo método da fumigacao-
incubacéo, proposto por Jenkinson e Powlson (1976). O quociente metabdlico (qCO,)
foi determinado segundo Anderson e Domsch (1990), sendo esse atributo obtido a partir
da relagdo de C-CO,/C-BMS; os quocientes microbianos (QMIC) foram obtidos pela

relacdo do C-BMS/ C-organico total. A matéria organica do solo (MO) foi determinada
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no Laboratério de Andlises de Solos da Embrapa Agropecuéaria Oeste, utilizando o

método descrito por Claessen (1997).

O delineamento estatistico adotado foi o de blocos casualizados, em um
esquema fatorial 13x2, sendo onze tratamentos com espécies consorciadas com pinhéo-
manso, mais um sistema com eucalipto e outro com vegetacdo nativa, e as duas épocas
de avaliacdo. As meédias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade, com o auxilio do programa estatistico Assistat (SILVA e AZEVEDO,
2009).

Os parametros referentes a biomassa microbiana do solo e indices derivados
foram submetidos a analise de agrupamento (cluster analysis), adotando-se o método do
vizinho mais distante (complete linkage) a partir da distancia euclidiana, para descrever
a similaridade entre os sistemas estudados. As andlises de agrupamento foram

processadas por meio do programa Statistica (HILL e LEWICKI, 2007).

2. Resultados e Discussao

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 2), os tratamentos com as espécies
forrageiras estilosantes-campo-grande, braquiaria ruziziensis e 0s tratamentos
envolvendo a rotacdo de culturas 2 ( milho safrinha — crambe — soja — amendoim) e
rotacdo de culturas 3 ( feijdo-caupi — nabo forrgageiro — milho — feijdo-caupi),
consorciados com o pinhdo-manso, apresentaram valores do C-BMS significativamente
superiores (p < 0,05) aos demais tratamentos. Fernandes et al. (2013), ao avaliar a
biomassa microbiana e a matéria organica em areas desertificadas cultivadas com
pinhdo-manso solteiro e consorciado com gramineas, no Sul do Piaui, observaram que a
presenca da graminea em sistemas consorciados favorece o aumento dos teores de
carbono e nitrogénio da biomassa microbiana do solo, nas camadas de 0-0,10 m e 0,10-
0,20 m, respectivamente. Segundo Stenberg (1999), um sistema com a maior quantidade
C-BMS reflete na maior quantidade de matéria organica ativa no solo, capaz de manter
uma elevada taxa de decomposicdo de restos vegetais, reciclando mais nutrientes. Os

tratamentos com os menores valores de C-BMS foram observados na testemunha sem
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uso de espécies consorciadas, além dos consorcios com capim-massai e com 0s adubos
verdes guandu-ando e crotalaria, resultado esse que pode estar relacionado ao
sombreamento excessivo 0 que prejudica o crescimento das espécies forrageiras (DIAS-
FILHO, 2007).

Entre as épocas de amostragem do solo (Figura 1), devido a maior temperatura e
precipitagdo pluviométrica no més de fevereiro/2012 ocorreram os maiores valores do
C-BMS do que a amostragem realizada no més de maio/2012, para a determinacéo C-
BMS. Segundo Piao et al. (2000), durante o periodo de estacdo seca, parte da biomassa
microbiana morre e, com a retomada das chuvas e incremento da umidade do solo, a
biomassa sobrevivente utiliza a matéria organica acumulada no solo, ocorrendo, desta

forma, uma maior atividade microbiana, durante o periodo chuvoso.

Tabela 2. Valores médios de carbono da biomassa microbiana (C-BMS), respiracdo basal (C-
CO,), quociente metabdlico (qCO,), quociente microbiano (qMIC) e matéria organica do solo
(MOS), em duas épocas de avaliacdo, em sistemas consorciados com pinhdo-manso. Distrito de
Itahum, Dourados, MS.

C-BMS C-CO, qCoO, gMIC MOS
Sistemas HgCgtsolo pgC-CO,g" pgC-COug™ % g kg™
Seco solo dia c-BMSht
Testemunha 1247 ¢ 11,1 ¢ 373 b 15 b 138 b
Estilosantes-campo-grande 209,6 a 20,2 a 434 b 2,3 a 15,7 a
Braquiaria ruziziensis 205,6 a 126 c 271 b 21 a 16,4 a
Braguiaria-ruziziensis + 188,1 b 21,7 a 50,2 b 19 a 16,3 a
estilosantes
Braquiaria-humidicola 170,8 b 16,6 b 441 b 1,7 b 16,9 a
Capim-massai 109,3 ¢ 18,6 b 775 a 1,2 ¢ 159 a
Guandu —ando 106,7 ¢ 179 b 77,3 a 11 ¢ 15,2 a
Crotalaria 126,7 ¢ 18,0 b 64,2 b 13 ¢ 16,4 a
*Rotacdo de cultura 1 169,7 b 149 c 371 b 21 a 142 b
*Rotacao de cultura 2 2059 a 134 ¢ 32,1 b 25 a 144 b
*Rotacdo de cultura 3 205,7 a 11,0 ¢ 239 b 2,3 a 152 a
Vegetacdo Nativa 409,7 23,6 25,9 3,4 21,4
------------------------ Epocas de avaliagio-----------==---===-----
Fevereiro/2012 175,8 a 148D 40,2 b 2,0 a 149 b
Maio/2012 1555 b 17,2 a 53,3 a 16 b 16,1 a

Meédias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. * Rotagfio de cultura 1 (amendoim — crambre — feijio — milho), rotagdo de cultura 2 ( milho
safrinha — crambe — soja — amendoim) e rotacdo de cultura 3 ( feijdo-caupi — nabo forrageiro — milho — feijdo-caupi).
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Entre os pard@metros microbioldgicos avaliados (Tabela 2), a respiracdo basal (C-
CO,) os tratamentos com as espécies forrageiras estilosantes-campo-grande e
braquiaria-ruziziensis + estilosantes proporcionaram os maiores valores de C-CO,. A
presenca de residuos sobre o solo, em geral, promove o aumento da atividade dos
microrganismos heterotroficos, onde os valores mais expressivos de C-CO, levam ao a
uma maior atividade biologica, apresentando uma estreita relagdo com o C-BMS
(VARGAS e SCHOLLES, 2000). Silva et al. (2007) observaram efeitos significativos
em relacdo a respiracdo basal, entre a interacdo de culturas de coberturas e as épocas de
amostragem, ao avaliar os atributos microbioldgicos do solo sob influencia da cobertura
vegetal. Os demais tratamentos avaliados apresentaram menores valores de C-CO,, em
comparacdo aos fragmentos de braquidria-humidicola, capim-massai e crotalaria.
Segundo Gama-Rodrigues (1999), na medida em que a biomassa microbiana do solo se
torna mais eficiente, menos carbono é pedido como CO,, pela respiracdo, sendo que

uma fracdo significativa de carbono é incorporada ao tecido microbiano.

O quociente metabolico (gCO2) é um indice que expressa a relacdo entre a
respiracdo basal do solo (C-CO2) e a biomassa microbiana do solo (C-BMS). Segundo
Mendes et al. (2009), valores elevados sdo encontrados em condi¢cGes ambientais de
estresses. Neste estudo, os valores obtidos nos tratamentos consorciados com as
espécies de adubo verde capim-massai e guandu-ando apresentaram os maiores indices
de gCO,, sendo significativamente superior (p < 0,05) aos demais tratamentos (Tabela
2). Esses valores evidenciam que nessa area esta ocorrendo uma perda do carbono na
forma de CO, para a atmosfera, ou seja, uma perturbacdo no ambiente. Os demais
tratamentos correspondentes a testemunha, estilosantes-campo-grande, braquiéria-
ruziziensis, braquiaria-ruziziense + estilosantes, braquiaria-humidicola, crotaléria,
rotacdo de culturas 1, rotacdo de culturas 2 e rotacdo de culturas 3, apresentaram 0s
menores valores. Segundo Silva at al. (2007), menores valores de qCO; indicam um
agroecossistema mais estavel. Carneiro et al. (2008) observaram valores de gCO, mais
baixos do que nas areas de cerrado, pastagem nativa, integracdo lavoura-pecuéria e
pastagem, com valores mais proximos do estado de equilibrio. A medida que a
biomassa microbiana do solo se torna mais eficiente na utilizacdo de recursos do
ecossistema, menos CO, é perdido pela respiracdo e maior € a proporcdo de carbono
incorporado aos tecidos microbianos, resultando em uma diminui¢do do qCO, (CUNHA
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et al., 2011). Entre as épocas de amostragem do solo, a avalia¢do realizada no més de
maio/2012 indicou os maiores valores em relacdo ao més de fevereiro/2012 para a

determinacdo do quociente metabodlico (qCO,).

O quociente microbiano (gMIC), indice obtido pela da relagdo C-BMS/C
organico total, tem sido utilizado para se avaliar a qualidade da matéria organica
presente no solo. No sistema consorciado com pinhdo-manso, os tratamentos com as
espécies forrageiras estilosantes-campo-grande e braquiaria ruziziensis e os tratamentos
com rotacédo de culturas 1 (amendoim — crambre — feijdo — milho), rotacéo de culturas 2
(milho safrinha — crambe — soja — amendoim) e rotagdo de culturas 3 ( feijdo-caupi —
nabo — milho — feijdo-caupi) apresentaram valores de quociente microbiano acima de
1%. Segundo Cunha et al. (2011), valores de gMIC superiores a 1% indicam que o
sistema favoreceu a atividade dos microrganismos, independente do preparo do solo e
das culturas de cobertura. Entre as épocas de amostragem do solo, a avaliacdo realizada
no més de fevereiro/2012 apresentou uma diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo
a avaliacdo realizada em maio/2012, para as determinacGes do denominado quociente

microbiano (qMIC).

O sistema consorciado com pinhdo-manso nas areas com o0s adubos verdes
capim-massai e guandu-ando promoveu uma redugé@o do carbono no solo, comprovado
pelo elevado valor do qCO, e uma pequena relacdo do gMIC, que associados mostram
uma menor atividade microbiana no solo e uma menor ciclagem de nutrientes. Ao
avaliar o crescimento e a producdo de espécies forrageiras consorciadas com pinhéo-
manso na mesma area experimental do presente estudo durante o periodo de 2009 a
2010, Silva et al. (2012) observaram que a espécie guandu-ando consorciada com o
pinhdo-manso resultou na menor produtividade de matéria seca em comparacao com 0S
demais tratamentos. O grau de decomposi¢cdo do material organico, proveniente de
espécies leguminosas, é mais rapido se comparado ao das gramineas, em virtude da sua
menor relacdo de carbono/nitrogénio (SILVA et al., 2007). Segundo Carneiro et al.
(2008), a determinacdo das espécies de cobertura produtoras de fitomassa e os efeitos
gerados pelos residuos no solo sdo importantes para a adogdo de estratégias adequadas

de manejo, buscando a sustentabilidade do ecossistema.
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Os maiores valores de MO foram observados nos tratamentos consorciados com
estilosantes-campo-grande, braquiaria ruziziensis, braquiaria-ruziziensis + estilosantes,
braquiaria-humidicola, capim-massai, guandu-anao, crotalaria e sistema de rotacdo 3 (
feijdo-caupi — nabo — milho — feijdo-caupi) em relacdo aos demais sistemas de cultivos,
indicando que esses tratamentos apresentam um equilibrio dos nutrientes necessarios
para 0 desenvolvimento das plantas. Segundo Rice et al. (1996), a maior parte de
matéria organica apresenta uma fracdo estavel e resistente as alteracfes, sendo que
mudancas significativas nesta fracdo podem levar anos ou décadas para serem

detectadas.

Em relagdo a andlise de grupamento, técnica cujo objetivo foi agrupar as
diversas espécies de cobertura com base em suas caracteristicas comuns, foi possivel
observar a formacdo de dois grupos interpretaveis (A e B) (Figura 2). Esses dois grupos
ndo apresentam nenhuma similaridade entre si, uma vez que a sua distancia de ligacdo é
de 100%. No grupo (A), observa-se a formacdo de dois nivel de agrupamento
(subgrupos), B2 que engloba os tratamentos, estilosantes-campo-grande (ECG),
braquiaria ruziziensis (BR), rotacdo de culturas 2 (RC2), rotacdo de culturas 3 (RC3),
braquiaria-ruziziensis + estilosantes (BRE), braquiaria-humidicola (BH), rotacdo de
culturas 1 (RC1) com 92% de similaridade. I1sso demonstra que as espécies de cobertura
utilizadas favorecem a microbiota do solo, apresentando caracteristicas semelhantes ao
sistema com vegetacao nativa. Esta tendéncia também foi observada por Mercante et al.
(2008), avaliando variaveis microbioldgicas sob diferentes coberturas vegetais. Assim, a
presenca de residuos na superficie do solo afeta diretamente a microbiota do solo,
influenciando positivamente a qualidade do solo.

O grupo B1 engloba os tratamentos com crotaléria (C), capim-massai (CM),
guandu-ando (GA) e a testemunha (T) com pinhdo-manso sem nenhuma espécie
cultivada nas entrelinhas. A formacdo desse nivel demonstra que os efeitos das espécies
de cobertura apresentam caracteristicas na microbiota do solo semelhantes ao sistema
testemunha (T) (vegetacdo espontanea), refletindo uma maior condicdo de estresse da
biomassa microbiana do solo. Segundo Jakelaites et al. (2008), o uso prolongado de
uma espécie no sistema, seja na forma de cultura ou forrageira, contribui para a redugédo
gradativa da qualidade do ambiente edafico. Consequentemente, leva a perda de

nutrientes, tornando um sistema pouco sustentavel.
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade dos parametros da biomassa microbiana do solo,
indices derivados nos sistemas consorciado com diferentes espécies, media de duas épocas de
avaliagdo: testemunha(T), crotalaria (C), capim-massai (CM), guandu-ando (GA), estilosantes-
campo-grande (ECG), braquiéria ruziziensis (BR), rotacdo de cultura 1 (amendoim — crambre
— feijdo — milho), rotagdo de culturas 2 (milho safrinha — crambe — soja — amendoim) e
rotacdo de culturas 3 ( feijdo-caupi — nabo — milho — feijdo-caupi), vegetagdo nativa (VN).

Na anéalise dos componentes principais (ACP), a ordenagdo dos dados no biplot
(Figura 3), com diferentes espécies forrageiras no solo, em duas épocas da avaliacdo,
explicou 93% da variabilidade original, onde CP1 e CP2 retiveram 57% e 36%,
respectivamente, das informac@es originais dos dados. Assim, foi possivel observar no
biplot, diferentes posicdes das espécies de cobertura do solo. A vegetacdo nativa se
agrupou com a matéria organica do solo (MOS) e com a respiracdo basal (C-COy), o
que provavelmente, na auséncia das interferéncias antropicas, aliadas ao acumulo de

serapilheira na superficie do solo, pode ter contribuido para este resultado.
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Figura 3. Biplot dos atributos microbioldgicos nos diferentes tratamentos com forrageiras
consorciadas com pinhdo-manso. Rotacdo de cultura 1 (amendoim — crambre — feijdo —
milho), rotagéo de culturas 2 (milho safrinha — crambe — soja — amendoim) e rotagdo de
culturas 3 ( feijdo-caupi — nabo — milho — feijdo-caupi). Média das duas épocas de

avaliagdo. CP1 e CP2 correspondem aos componentes principais.

Portanto, pode-se inferir que diferentes tratamentos com espécies de cobertura
do solo consorciados com pinhdo-manso favoreceram o equilibrio dindmico da

biomassa microbiana do solo e, consequentemente, a conservacao dos agrossistemas.
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Consideracoes finais

1- A biomassa microbiana do solo respondeu as alteracdes causadas pelas
diferentes plantas de cobertura associadas ao pinhdo-manso, indicando uma maior

dindmica da matéria organica nestes sistemas.

2- O consércio do pinhdo-manso com as espécies de cobertura capim-massali,
grandu-ando e croaléria promoveu uma reducdo na dindmica da matéria orgénica do

solo, quando comparado aos demais sistemas consorciados.

3- O consorcio do pinhdo-manso com as espécies forrageiras estilosantes-
campo-grande, braquiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) e os sistemas de rotacdo
com milho safrinha — crambe — soja — amendoim e com feijdo-caupi — nabo — milho —
feijdo-caupi estimulou a manutengdo da comunidade de microrganismos do solo, em
comparagao aos tratamentos sem espécies de cobertura vegetal e com 0s consorcios com

capim-massai e grandu-anao.
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CAPITULO 3 - METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA A
QUANTIFICACAO DO CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO

RESUMO: A busca por alternativas mais adequadas nos processos analiticos
constitui-se numa estratégia para a reducao dos passivos ambientais. O presente estudo
teve como objetivo estabelecer uma comparacdo entre os métodos de titulometria e
espectrofotometria de absor¢do molecular, pela quantificacdo do carbono da biomassa
microbiana do solo em diferentes sistemas de manejo. O método da titulometria consiste
na quantificagdo do C-BMS por titulagdo das amostras com sulfato ferroso amoniacal e
o0 da espectrofotometria as amostras sdo submetidas a leitura, num espectrofotémetro,
com comprimento de onda de 495nm. A comparacdo das analises do carbono da
biomassa microbiana do solo (C-BMS), por titulometria e espectrofotometria de
absorcdo molecular, foi realizada em dois ensaios: (i) utilizando amostras de solo
obtidas em sistema de manejo convencional e sistema plantio direto; e (ii) utilizando
amostras de solo obtidas em duas fitofisonomias distintas da regido Sul de Mato Grosso
do Sul (Cerrado e Floresta Semidecidua). De modo geral, os valores de C-BMS obtidos
por titulometria foram superiores aqueles analisados por espectrofotometria de absorc¢ao
molecular. No entanto, verificou-se uma correlagdo linear positiva e significativa entre
os métodos (r* = 0,948691). A metodologia que utiliza espectrofotometro é uma
alternativa util op¢do viavel ao método padrdo para a determinacdo do C-BMS,
possibilitando a substituicdo do método titrimétrico. Desta forma, torna-se possivel a
eliminacdo completa da utilizacdo do dicromato de potassio nos procedimentos
analiticos e, consequentemente, a geracdo de residuos tdxicos, além de reduzir a

quantidade de H,SO; e de H3PO4 nas analises.

Palavras-chaves: dicromato de potassio, qualidade do solo, espectrofotometria.
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Introducéo

A biomassa microbiana constitui-se na parte viva e mais ativa da matéria
orgénica do solo, sendo formada principalmente por fungos, bactérias e actinomicetos
(JENKINSON e LADD, 198; ROSCOE et al ., 2006). A determinacdo do carbono da
biomassa microbiana do solo (C- BMS) tem sido utilizada para que se possa avaliar o
tamanho do reservatdrio mais ativo e dinamico da matéria organica do solo (OLIVEIRA
et al., 2001). Salienta-se que a biomassa microbiana do solo (BMS) é fundamental para
a manutencéo e a produtividade dos agroecossistemas, que dependem em grande parte,
de processos mediados pelos microrganismos (TOTOLA; CHAER, 2002; MENDES et
al., 2011).

Neste contexto, a importancia da determinacdo da BMS, tem sido destacada na
afericdo da qualidade do solo, sendo relacionada como o indicador mais sensivel para
deteccdo de alteragdo no manejo dos agroecossistemas (NOGUEIRA et al., 2006;
FRANCHINI et al., 2007; MERCANTE et al., 2008; HUNGRIA et al., 2009). Contudo,
diversos indicadores de qualidade do solo, incluindo atributos quimicos, fisicos e outros
bioldgicos, tém sido avaliados para este proposito (DORAN, 1980; MATSUOKA et al.,
2003; SILVA et al., 2009; KASCHUK et al., 2010).

A busca pela padronizagdo de uma metodologia eficiente para determinagéo da
BMS visa praticidade, menos tempo de trabalho envolvendo as anélises e uma boa
repetibilidade, permitindo assim a construcdo de uma base de dados para uma posterior
identificacdo de indices de qualidade do solo (ROSCOE et al., 2006; MENDES et al.,
2011). Segundo Faleiro et al. (2011), novas metodologias tornam-se um grande desafio
e constituem-se na busca de novos métodos para a realizacdo das analises do carbono da
biomassa microbiana do solo, capazes de evitar ou reduzir o uso de produtos toxicos e
que sejam realizados sob condicBes totalmente padronizadas, a fim de se permitir a sua

reprodutibilidade.

Atualmente, diferentes métodos podem ser empregados para se determinar a
BMS, mas entre os mais utilizados destacam-se os descritos por Jenkinson e Powlson
(1976), cloroformio-fumigacdo-incubacdo - CFl e Vance et al. (1987), cloroférmio-

fumigacdo-extracdo — CFE, ambos baseados na esterilizagdo parcial de amostras de
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solos através da fumigacdo com cloroformio. A eficiéncia dos dois métodos foi
comparada em estudos conduzidos em solos &cidos da Austrdlia e Nova Zelandia.
Wardle e Ghani (1995), ao observarem os solos da Nova Zelandia, encontraram um alto
grau de correlacdo entre os métodos de CFl e CFE em solo de pastagens nativas.
Segundo Brand&o-Junior et al. (2008), o método CFI tem sido o pioneiro e 0 mais
utilizado, como padrdo para a calibracdo de outros métodos de quantificacdo do C-
BMS.

Contudo, deve-se salientar que determinados métodos analiticos empregados na
quantificacdo do C-BMS, apesar de eficientes, exigem muito tempo para a sua
execucdo, além da manipulacdo de &cidos e substancias carcinogénicas, gerando
compostos toxicos, que ndo podem ser descartados diretamente no meio ambiente,
como o dicromato de potéssio. O dicromato de potassio é uma substancia soluvel em
agua, altamente toxico; o seu grande poder de toxidez se deve ao fato de possuir livre
difusdo através das membranas celulares e de ser um forte agente oxidante (KNUPP e
FERREIRA, 2011). Segundo Kotés e Stasicka (2000), o cromo (Cr VI) em grande
concentracdo pode causar sérios problemas celulares, devido a sua alta capacidade de
interacdo com diversos compostos organicos, tais como importantes enzimas funcionais,

inibindo-as.

Diante dos impactos ambientais causados pela polui¢do do solo e da agua, novas
metodologias e/ou validacGes de métodos sdo fundamentais, no sentido de se buscar
alternativas mais adequadas para uma reducdo dos residuos toxicos gerados pelos
processos analiticos. Nesse sentido, 0 método de espectrofotometria vem alcangando
grande destaque devido a sua rapidez, baixo custo de execucdo e ampla disponibilidade
nos laboratorios na determinacdo do carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS)
(MARQUES et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma comparacéo entre os métodos de
titulometria e espectrofotometria de absorgédo molecular, pela quantificagdo do carbono

da biomassa microbiana do solo em diferentes sistemas de manejo.
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2 Material e Métodos

2.1 CaracterizacOes da &rea experimental e sistemas de manejo.

Sabendo que a biomassa microbiana controla a decomposicdo e o acimulo de
matéria orgénica no ambiente, podendo variar em fungdo das condi¢des ambientais e
com intuito de obter medida de BMS que possa permitir comparacao entre os diferentes
solos e com resultados de diferentes localidades, a comparacgédo das analises do carbono
da biomassa microbiana do solo (C-BMS), por titulometria e espectrofotometria de

absorcdo molecular foi realizada em dois ensaios.

2.1.1 Ensaio 1 - Amostras de solo obtidas em sistema de manejo convencional e
sistema plantio direto:

As amostras de solo foram coletadas em dois sistemas de manejo comparativos,
numa area de experimento de longa duracdo (implantado em 1995), em cultivos
adjacentes, estabelecidos no campo experimental da Embrapa Agropecuaria Oeste, em
Dourados-MS (22°16° S e 54°49° W), em um Latossolo Vermelho Distroférico tipico,
de textura muito argilosa. Os dados agroclimaticos mensais de precipitacdo pluvial
(mm) e temperatura (°C) durante o periodo de estudo encontram-se na Figura 1. Os
manejos incluiram: (i) sistema convencional (SC), com o cultivo de soja (Glycine max
(L.) Merril) no verdo e de aveia (Avena strigosa Schreb), no outono/inverno; nesse tipo
de manejo, o solo foi preparado com grades de disco até 0,20 m de profundidade, sendo
utilizado herbicida residual em pré-emergéncia, numa area de 2,0 ha; e (ii) sistema
plantio direto (PD), com soja e milho no veréo, rotacionados com trigo, aveia e nabo-
forrageiro no inverno e milheto na primavera. Um fragmento de mata nativa (Floresta
Semidecidual) foi avaliado com referéncia das condi¢bes originais do solo. A
amostragem do solo foi realizada em julho de 2012, na profundidade de 0 a 10 cm,

sendo coletadas cinco amostras compostas, em cada sistema.
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Figura 1. Precipitacdo pluvial e temperatura média mensal, registrada na estagdo metereoldgica
da Embrapa Agropecuéria Oeste - Dourados, MS.

2.1.2 Ensaio 2 - Amostras de solo obtidas em duas fitofisionomias (Cerrado e
Floresta Semidecidua) da regido Sul de Mato Grosso do Sul

A amostragem do solo foi realizada em abril de 2013, em duas fitosionomias
naturais distintas, na regido Sul de Mato Grosso do Sul, em um Latossolo Vermelho,
com relevo plano. Os sistemas de vegetacdo nativa foram selecionados com base em
levantamentos floristico preliminares (ARRUDA e DANIEL, 2007; GOMES et al.,
2007; PEREIRA et al., 2007), levando-se em consideracdo a Floresta Semidecidua e o
Cerrado. Os dados agroclimaticos mensais de precipitacdo pluvial (mm) e temperatura
(°C) durante o periodo de estudo encontram-se na Figura 2.
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Figura 2. Precipitacdo pluvial e temperatura média mensal, registrada na estagdo metereoldgica

da Embrapa Agropecuéria Oeste - Dourados, MS.

As coletas foram realizadas em quatro fragmentos distintos (Tabela 2), sendo

coletadas cinco amostras compostas em cada sistema. O solo foi caracterizado

qguimicamente (Tabela 1), de acordo com Claessen (1997).

Tabela 1. Sistemas de vegetacdo nativa amostrados na regido Sul de Mato Grosso do

Sul. Abril, 2013. Dourados, MS.

Vegetacdo Nativa Latitude  Longitude Altitude
(designacéo*) Municipio s W m
Floresta Semidecidua
MEMB Dourados - Embrapa 20°1705 54°48 37" 385
MITA Dourados — Distrito de Itahum 22°04'45” 55°22'33" 428
Cerrado
CEMB Dourados - Embrapa 22°17°32” 54°4826° 381
CEIT Dourados — Distrito de Itahum 22°05'45” 55°15°22" 451

*MEMB: Mata Embrapa; MITA: Mata Itahum; CEMB: Cerrado Embrapa; CEIT:

Cerrado Itahum.
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas de amostras de solo, sob diferentes fitofisionomias da regido
Sul de Mato Grosso do Sul.

pH MO P K Ca Mg H+AlI CTC V

Sistemas HO gdm® mgdm® e cmol, dm3---mmmmmmo-- %
Mata Embrapa 53 544 35,2 0,5 3,0 2,0 8,3 13,8 39,7
Mata Itahum 44 351 65,4 0,7 98 30 6,8 20,4 68,3
Cerrado Embrapa 48 390 13,9 08 01 0,08 6,2 6,6 2,79
Cerrado Itahum 50 13,8 39,0 05 21 1,2 11,2 151 259

2.2 Determinacédo do carbono da biomassa microbiana do solo

Foram utilizadas duas metodologias para a determinacdo do carbono da
biomassa microbiana do solo (C-BMS): titulometria e espectrofotometria de absorcéo
molecular. O processo de extracdo do carbono foi idéntico em ambos os métodos.
Inicialmente, amostras de solo foram coletadas, homogeneizadas e acondicionadas em
sacos plasticos, devidamente identificados e armazenados em camara fria (x4°C), até o
momento da realizacdo das andlises. No Laboratorio de Microbiologia do Solo da
Embrapa Agropecuaria Oeste, as amostras foram homogeneizadas, destorroadas e
peneiradas (<2mm), borrificadas com &gua destilada e deionizadas, para capacidade
maxima de retencdo, e mantidas em recipientes fechadas por 24 horas. Apds esta etapa,
as amostras de solo foram pesadas em frasco cilindricos de vidro ripo “snaps”,
utilizando-se seis aliquotas de 20 g em triplicatas para a determinacdo do C-BMS, das
quais trés subamostras foram fumigadas (acondicionadas no dessecador com 10 mL de
cloroférmio (CHCI3), por 24 horas), e trés ndo fumigadas. Para a extracdo do C-BMS,
as subamostras receberam 50 mL de sulfato de potéassio (K.SO.) a 0,5 mol L™, sendo
agitadas horizontalmente a 220 rpm por 30 minutos. Em seguida, foram filtradas em
papel de quantitativo faixa azul de 125 mm, para a separacdo do extrato. Para
determinacdo da umidade do solo (em estufa a 105°C, por 24 horas) foram pesadas 50 g
de solo de cada amostra.

No método de titulometria, coletou-se uma aliquota de 8,0 mL de cada extrato,
transferindo-se para erlenmeyer, com adicdo de 2,0 mL de dicromato de potassio
(K»Cr,07) 0,066 mol L™, 5 mL de acido fosférico concentrado (HsPO,) e 10 mL de
acido sulfurico concentrado (H,SO,). Em seguida, o extrato foi aquecido em chapa (+-

300°C) por 5 minutos, sendo posteriormente resfriado e acrescentados 80 mL de agua
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destilada e deionizada. As aliquotas foram tituladas com sulfato ferroso amoniacal
[(NH4Fe(S0.),.6H,0] 0,033 mol L?, utilizando-se a difenilamina ((CsHs).NH) 1%,
como indicador (ponto de viragem da cor violeta para verde).

No método por espectrofotometria foi retirada de cada amostra uma aliquota de
2 mL do mesmo extrato usado para o método de titulometria, que foi transferida para
um tubo de ensaio. Em seguida, foram adicionados, em cada subamostra, 3,0mL de
agua deionizada, 2,5mL de solucdo de trabalho (300 mL de pirofosfato de sodio
(NayP,07) 0,1M, 46 mL de &cido sulfurico (H,SO,4) 0,5 M, 20 mL de permanganato de
potéssio (KMnQ,) 0,1 M, 80 mL de sulfato de manganés mono-hidratado (MnSO4H,0)
0,1 M) e 25 mL de &cido sulfurico (H,SO,) concentrado. Posteriormente, as
subamostras foram agitadas e mantidas em repouso por 2 horas, sendo, entdo,
submetidas a leitura, num espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 495nm
(BARTLETT e ROSS, 1988).

Os resultados foram submetidos a anélise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram processadas
por meio do programa Assistat (SILVA e AZEVEDO, 2009).

3. Resultados e Discussao

De acordo com os resultados obtidos no primeiro (Tabela 2) e no segundo
(Tabela 3) ensaios, os teores do C-BMS, por titulometria, foram superiores (p<0,05) aos
valores obtidos por espectrofotometria, independentemente do manejo avaliado. Em
ambos 0s ensaios, verificou-se uma correlacdo linear positiva entre os métodos
avaliados (Figuras 1 e 2). De acordo com Ohlweiler (1982), a metodologia mais exata é
aquela em que a equacéo linear obtida entre os elementos quantificados apresentem um
intercepto igual a zero (0) e declividade igual a uma unidade (1,0). Analisando os
resultados obtidos, observa-se que a equagdo obtida através da metodologia testada,
apresentou intercepto e declividade com elevada significancia (> = 0,947 e r? = 0,939)
(Figuras 1 e 2 respectivamente). Deve-se salientar que valores mais elevados dos teores

de biomassa microbiana implicam em maior imobilizacdo temporaria de nutrientes,
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consequentemente, em menores perdas de nutrientes no sistema solo-planta
(MERCANTE et al., 2004; ROSCOE et al., 2006).

Os valores do C-BMS variaram no primeiro ensaio em um Latossolo Vermelho
Distroférico tipico, de textura muito argilosa (Tabela 2) de 158 a 637 pg de C g™ solo
seco; considerando a média verificada nos métodos de titulometria e espectrofotometria,
0 sistema plantio direto proporcionou valores mais elevados de C-BMS em relagéo ao
manejo sob plantio convencional (Tabela 2). Resultado similar foi observado por Balota
et al. (1998), em um Latossolo Roxo, ao avaliar a BMS submetida a sucessdes de
culturas trigo/soja e trigo/milho, preparado pelo sistema convencional e em plantio
direto. No sistema plantio direto, os macroagregados do solo sdo mantidos, preservando
0 nicho principal de atividade dos microrganismos (MENDES et al., 2003).

Tabela 3. Carbono da biomassa microbiana do solo(C-BMS), sob sistema convencional (SC),

sistema plantio direto (PD) e vegetacdo nativa (Mata), avaliado pelos métodos de titulometria e
espectrofotometria.

C-BMS (ug C g ™ solo seco)

Sistemas Espectrofotometria Titulometria
PD 252 abB 425 bA
SC 158 bB 360 bA
MATA 369 aB 637 aA

Valores seguidos de letras mindsculas nas colunas indicam contraste de média entre os manejos
do solo, e letras maiulscula entre as linha comparam os métodos de espectofotometria e
titulometria, em cada sistema. Pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

Os valores do C-BMS encontrados no segundo ensaio, em duas fitofisionomias
naturais distintas em um Latossolo Vermelho, com relevo plano. (Tabela 3) variou de
218 a 761 pg de C g™ solo seco. De modo geral, verificou-se que o sistema sob Floresta
Semidecidual amostrado na Embrapa (MEMB) apresentou valores superiores (p<0,05)
aos demais sistemas avaliados. Segundo o levantamento realizado em diferentes biomas
nativos (ROSCOE et al., 2006 ), o sistema sob Floresta Semidecidual propicia os
valores mais elevados em solos brasileiros. De acordo com Borges et al. (2009), esses

valores podem ser decorrentes da formacdo mais densa e da presenga de um maior
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estrato arboreo na vegetacdo nativa encontrada neste sistema. A auséncia do preparo do
solo, a maior diversidade floristica, a manutencdo de hifas fungicas e o acimulo de
serapilheira na superficie do solo contribuem para condi¢des mais favoraveis do sistema
sob Floresta Semidecidual, em relacdo as areas manejadas com culturas agricolas
(MERCANTE et al., 2008).

Os menores valores de C-BMS foram verificados no método de titulometria, sob
o sistema Cerrado, coletado em Dourados-ltahum (CEIT) (Tabela 3). Valores
semelhantes foram observados por Oliveira et al. (2001), para uma mesma regido do
Bioma Cerrado, verificando-se uma reducdo da BMS na transicdo de uma mata de
galeria, para uma vegetacdo de Cerrado. De acordo com Roscoe et al. (2006), a
principal causa de baixos valores de C-BMS para a vegetacdo natural de Cerrado se
deve aos pequenos teores de carbono organico total verificados neste ecossistema. O
presente resultado demonstra ser uma correlacao robusta para solos brasileiros, uma vez
que as determinagOes foram feitas em solos com textura, vegetacOes e sistemas de uso
variados.
Tabela 4. Carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS), sob cerrado (CEIT: cerrado

Itahum; CEMB: cerrado Embrapa) e Floresta Semidecidual (MITA: mata Itahum; MEMB: mata
Embrapa), avaliado pelo método de titulometria e espectrofotometria.

C-BMS (ug C g ™ solo seco)

Sistemas Espectrofotometria Titulometria
MITA 482 bA 628 aA
MEMB 693 aA 761 aA
CEIT 548 abA 314 bB
CEMB 247 cA 349 bA

Valores seguidos de letras mintsculas na coluna indicam contraste de média entre os sistemas
naturais, e maiusculas nas linhas comparam os métodos de espectofotometria e titulometria, em
cada sistema. Pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

Os resultados encontrados pelo método de espectrofotometria demonstra que
este método € uma importante ferramenta para a avaliacdo do C-MBS, visto que, para a
determinacdo do carbono em extrato de solo, no método de titrimetria as amostras séo

tituladas por técnicos podendo levar a uma ampla variabilidade de resultados entre os
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operadores durante a titulacdo das amostras (DUDA et al., 2005). Na auséncia de um
analisador de carbono, segundo Reis Junior e Mendes (2007), os procedimentos
analiticos para determinacdo do carbono das amostras sd8o mais complexos e

trabalhosos, e envolvem a utiliza¢do de produtos toxicos como o dicromato de potassio.

A preparacdo prévia da solucéo de trabalho em volumes significativos (2 litros)
pode tornar o processo de quantificacdo do carbono pelo método de espectrofotometria
mais agil. Em média, para a quantificagdo do C-BMS, 10 amostras, subdivididas em
triplicatas, totalizando 30 subamostras sdo analisadas pelo método de titulometria,
levando em média 8 horas de trabalho; pelo método de espectrofotometria, em média,
20 amostras, subdivididas em triplicatas totalizando 60 subamostras podem ser
realizadas por dia, levando, em média 5 horas de trabalho. Assim, pode-se considerar
que o método de espectrofotometria envolve menos etapas operacionais e a eliminagéo
da utilizacdo do dicromato de potassio nos procedimentos analiticos, sendo substituido
pelo permanganato de potassio consequentemente, geram menos residuos toxicos.
Knupp e Ferreira (2011) afirmam que o espectrofotometro pode ser uma ferramenta
eficiente para a avaliagdo do C-BMS, com potencial para substituir o método da

titrimetria.

Os valores obtidos no presente estudo entre os métodos de espectrofotometria e
titulometria mostram a possibilidade de uma reducdo do uso de 100% do dicromato de
potéssio e do acido fosforico para a nova formulagdo da solucao digestora, gerando uma
economia em média de R$ 172,00 reais a cada 200 amostras, sendo substituido pelo
permanganato de potassio, que, em média, um frasco de 5009 é vendido por R$ 48,00,
podendo determinar 315 amostras. Para o acido sulfurico, verificou-se uma reducéo de
75% na sua utilizacdo, significando uma reducdo no volume final de residuos gerados.
Esta reducdo é significativa para a saude humana, tendo em vista que o técnico que ird
manipular as amostras ndo ficard exposto ao dicromato de potassio, que é

potencialmente toxico e carcinogénico (STOUT et al., 2008).

Na comparacdo entre os métodos, espectrofotométrico e titrimétrico para a
determinagdo do carbono da biomassa microbiana do solo, segundo Knupp e Ferreira
(2011), utilizando solucdo de biftalato de potéssio, pode-se verificar uma reducédo de

42% na concentracdo de dicromato de potéssio para nova formulacdo da solugédo
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digestora e de certa de 20% no tempo de execucdo da anélise, quando se utilizado o
método de espectrofotometria. Neste sentido, 0 método da espectrofotometria mostra-se
como uma ferramenta eficiente para a avaliacdo do C-BMS e, consequentemente, uma

alternativa para a reducéo e a geracao de residuos no processo analitico.

C-BMS

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -

200 -
y=13301x+ 1284
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Titulometria

Figura 3: Regressdo linear entre os métodos por espectrofotometria e titulometria na anélise do
carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS) avaliada em diferentes sistemas de manejo:
sistema convencional, sistema plantio direto e vegetacdo nativa.
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Figura 4: Regressao linear entre os métodos por espectrofotometria e titulometria na andlise do
carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS), avaliadas em diferentes sistemas: cerrado
(CEIT: cerrado Itahum; CEMB: cerrado Embrapa) e Floresta Semidecidual (MITA: mata
Itahum; MEMB: mata Embrapa).
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Consideracoes finais

1- A técnica da espectrofotometria molecular constitui-se em uma ferramenta
eficiente para a determinacdo do carbono da biomassa microbiana do solo,

possibilitando a substituicdo do método titrimétrico.

2 - A adocdo do método de espectrofotometria reduz significativamente o custo
das analises, comparado ao método titulométrico, e possibilita a eliminacdo completa da
utilizacdo do dicromato de potassio, bem como o manuseio do técnico e a geracdo de

residuos toxicos ao ambiente.
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