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RESUMO - Para garantir condigbes ideais para a atividade microbiana em experimentos de
incubacdo, recomenda-se a utilizacdo de 70% da capacidade de retencdo de agua do solo (CRA).
Os métodos que determinam a CRA em amostras de solo indeformadas sdo padronizados. No
entanto, para amostras deformadas de solo, sdo utilizados métodos empiricos para definir a CRA.
O objetivo deste estudo foi avaliar se os valores referentes a 70% da CRA, obtidos por meio de
métodos empiricos, representam a umidade necesséria para que se tenha a maxima atividade
microbiana nas incubacdes bioldgicas. Dois experimentos de incubacdo respirométrica foram
realizados para avaliar a influéncia da umidade na respiracdo basal do solo (SBR) e na respiracéo
induzida por substrato (SIR; 1,2 g glicose 100 g™ solo). Foram avaliados doze niveis de umidade do
solo (0 a 55%) para SBR e cinco (10 a 50%) para SIR. A CRA de amostras deformadas foi
determinada por métodos volumétricos (recomendado e adaptado), funil e proveta (n=5). Foi
possivel observar a RBS e a RIS maximas em 34,5% e 26,1% de umidade do solo,
respectivamente. Os volumes da CRA determinada pelos métodos volumétrico adaptado e da
proveta foram menores (p <0,05) que os determinados pelos métodos volumétrico padrao e funil.
Ao utilizar a CRA a 70% conforme recomendacao da literatura, o método do funil foi o que obteve a
RBS méaxima estimada e o método volumétrico adaptado a RIS maxima estimada. A variagdo nos

valores de CRA dos métodos empiricos avaliados influenciaram a taxa de mineralizagéo.
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ABSTRACT - In order to ensure the optimal conditions for microbial activity in incubation
experiments it is recommended to use 70% of soil water holding capacity (WHC). Methods that
determine WHC in undisturbed soils are standardized. However, for disturbed soil samples, there
are only non-standard empirical methods to define WHC. The objective of this study was to
compare the moisture content in which the maximum microbial activity is observed to the moisture
contents of the empirical methods frequently used in the WHC determination of disturbed samples.
Two respirometric incubation experiments were settled for evaluation of soil moisture influence on
soil basal (SBR) and substrate induced respiration (SIR; 1.2 g glucose 100 g™ soil. Twelve levels of
soil moisture (0 to 55%) for SBR and five (10 to 50%) for SIR (n = 3) were evaluated. WHC of
disturbed samples was determined by volumetric (standard and adapted), filter funnel, and graduate
cylinder methods (n = 5). It was possible to observe maximum SBR and SIR at 34.5% and at 26.1%
of soil moisture, respectively. CRA volumes determined by the adapted volumetric and graduate
cylinder methods were lower (p <0.05) than those determined by the standard volumetric and filter
funnel methods. The funnel method and the stardard volumetric method achieved the maximum
estimated SBR and SIR, respectively, when using the 70% WHC as recommended in literature. The
other methods evaluated can be used without loss on mineralization rate since the particular
percentage of each method is observed. The variation in the WHC values measured by the empiric

methods has influence on maximum mineralization rate.

Keywords: WHC; respirometry; carbon mineralization

1 INTRODUCAO

As macromoléculas da matéria organica do solo (MOS) sofrem acdo enzimética durante o
processo de decomposicao, liberando moléculas de baixo peso molecular (monémeros), as quais
sao absorvidas e metabolizadas por células microbianas, transformando-as em formas inorganicas.
Este processo € conhecido como mineralizacdo da MOS e se destaca por ser a etapa propulsora
da ciclagem de nutrientes em ecossistemas terrestres, com destaque aos ciclos do carbono (C),
nitrogénio (N), fosforo (P) e enxofre (S). Realizada principalmente por microrganismos aerobios,
bactérias, fungos e actinomicetos que colonizam a camada superficial do solo, a mineraliza¢éo
envolve processos simultaneos, com diversas variaveis influenciando a taxa de mineralizacao
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016).
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Dentre essas variaveis, a umidade é um dos fatores determinantes na mineralizagdo da
MOS, regulando a atividade microbiana de varias maneiras (CARDOSO et al., 1992; CHENG et al.,
2014). Como exemplos pode-se citar a influéncia da umidade na disponibilidade de oxigénio no
solo, no pH da solugdo, na pressdo osmotica e na natureza, quantidade e solubilidade das
moléculas dissolvidas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Experimentos de mineralizacdo em laboratério sdo comumente realizados para prever a
disponibilidade de nutrientes em ecossistemas naturais e agricolas ou a degradacao de poluentes
organicos no solo, tais como pesticidas e hidrocarbonetos. Estas incubac¢des sao conduzidas em
ambiente controlado e em aerobiose uma vez que buscam o maximo de mineralizagdo em um curto
periodo de tempo. Para tanto, é recomendado elevar o teor de umidade a pelo menos 70% da
capacidade de retencdo de agua do solo — CRA (COSCIONE; ANDRADE, 2006), limite em que a
umidade do solo € maxima sem limitar a aeragéo do solo. A CRA é tida como o volume maximo de
adgua que o solo pode reter contra a forca da gravidade, funcdo exercida pelo fenébmeno de
capilaridade, ou seja, pela interacdo entre as moléculas de agua e os solidos do solo (KLEIN,
2012). Solos indeformados, isto é, originalmente estruturados, possuem métodos bem
estabelecidos e amplamente utilizados para a determinacdo da CRA, que corresponde ao valor de
umidade do solo na capacidade de campo (WILKE, 2005; KLEIN, 2012). Entretanto, para solos
deformados, como é o caso das incubacdes biol6gicas, os métodos para determinacdo da CRA
sdo empiricos e nao padronizados. Entre os comumente utilizados na literatura estdo o método da
proveta (FERNANDES; SYKES, 1968), do funil e o método volumétrico, este Ultimo adaptado do

método utilizado em amostras indeformadas.

O uso dos métodos empiricos, mais rapidos e operacionais, pode resultar em valores sub
ou superestimados da CRA. Consequentemente, durante a incubacéo, a atividade bioldgica pode

ser menor em funcédo da limitagdo ou do excesso de agua nos poros do solo, respectivamente.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se os valores referentes a 70% da CRA, obtidos
por meio de métodos empiricos, representam a umidade necessaria para que se tenha a maxima
atividade microbiana nas incubag¢fes biologicas. Para tal, foi avaliada a influéncia de teores
contrastantes de umidade do solo na magnitude da respiracdo do solo e da respiracao induzida por
substrato. A partir dos resultados de respiracdo obtidos para diferentes teores de umidade, foram

avaliados os valores de CRA determinados por meio dos métodos empiricos.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Matéria Orgéanica (LMO) na Embrapa
Meio Ambiente, Jaguaritina-SP. Amostras de solo foram coletadas na camada superficial (0-20 cm)
de um Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico (EMBRAPA, 2013) textura francoargiloarenosa
(30,1% argila, 8,1% silte e 61,8% areia; CAMARGO et al.,, 2009), no Centro Experimental do
Instituto Agronémico (IAC), em Campinas-SP, em area de pousio. Apds coletado, o solo foi
homogeneizado, seco ao ar e peneirado em malha de 2 mm para retirada de material organico
aparente. A caracterizacdo do solo para fins de fertilidade seguiu métodos descritos em RAIJ et al.
(2001): pH em CaCl,, 4,1; matéria organica (MO), 27 g dm3; H+Al, 54 mmol. dm3; P (resina), 8 mg
dm3; K, 0,7 mmol. dms3; Ca, 7 mmol. dm3; Mg, 5 mmol. dm3; Soma de bases (SB), 12,7 mmol, dms3;
capacidade de troca catidnica (CTC), 66,7 mmol. dm3; B (Agua quente), 0,27 mg dm?; N total, 1,4 g
kg™ N-NH,", 5,2 mg kg™, N-NO3 + N-NO,, 3,3 mg kg™; S, 11 mg dm3; Al, 1,5 mmol, dm3.

2.1 Incubacdo biol6gica

Foram instalados dois experimentos inteiramente casualizados que tiveram a umidade do
solo como fonte de variagcdo, com trés repeticbes por tratamento. O primeiro experimento foi para
avaliar a resposta da respiracdo basal do solo (RBS) em funcdo de 12 niveis de umidade do solo
(0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ml H,O 100 g™ solo). O segundo experimento foi para
avaliar a resposta da respiracao induzida por substrato (RIS) em funcdo de 5 niveis de umidade do
solo (10, 20, 30, 40 e 50 ml H,O 100 g™ solo). O substrato utilizado foi glicose na dose 1,2 g 100 g*
solo. As incubagdes foram conduzidas em sala escura com temperatura controlada (28 = 1°C) por
7 dias.

Cada unidade experimental consistiu em 100 g de solo contidas em frasco de vidro
hermético (1 dms3). Um recipiente plastico contendo 50 ml de solugé@o padronizada de hidréxido de
sédio (NaOH; 0,1 mol I'* para RBS e 0,25 mol I'* para RIS) foi disposto sobre a superficie do solo
para reagir com o dioxido de carbono (CO,) emitido pelo solo (mg C-CO, 100 g™ solo), conforme
apresentado na Figura 1. Os potes permaneceram fechados até a proxima troca de solucdo. A
troca da solucéo alcalina ocorreu diariamente. O CO, emitido pelo solo reagiu com o excesso de
alcali da solucéo e foi quantificado pelo método condutimétrico apresentado em Rodella e Saboya
(1999). Este método assume o decréscimo linear da condutividade elétrica da solu¢cdo de NaOH
fresca e padronizada conforme reage com o CO, para formar carbonato de sédio (Na,COs3). Curvas

de calibracdo foram realizadas a cada troca de solugédo utilizando a solucdo de NaOH fresca
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(0,2 mol I'* e 0,25 mol I'* para RBS e RIS, respectivamente) e solu¢des de Na,CO; (0,05 mol I'* e
0,125 mol I* para RBS e RIS, respectivamente) representando a neutralizagdo do CO, minima e

méaxima, respectivamente.

Figura 1. Sistema respirométrico.

2.2 Determinacédo da capacidade de retencédo de agua no solo (CRA)
A CRA foi determinada nas amostras deformadas de solo descritas na se¢do anterior,
seguindo os métodos volumétrico (mesa de tensdo e adaptado), da proveta e do funil. Todas as

determinacgfes foram realizadas com cinco repeticdes.

2.2.1 Método volumétrico padrao

O método da mesa de tensdo (OLIVEIRA,1968) é o método volumétrico padrdo para
guantificar a porosidade total do solo (macro e microporosidade) em amostras indeformadas.
Amostras de solo saturadas contidas em cilindros metélicos foram colocadas em uma cémara
fechada e submetidas a uma tensédo de coluna d’agua de 60 cm para drenar a agua contida nos
macroporos (porosidade de aeracdo). A porosidade total foi obtida pela diferenca de massa entre a
amostra saturada e seca em estufa a 105 °C. A microporosidade foi obtida pela diferenca entre as
massas de solo saturado e apds a tensao de coluna d’agua de 60 cm. A macroporosidade € obtida
pela diferenca entre a porosidade total e a microporosidade. Os resultados sdo expressos em
relacdo ao volume do cilindro de solo, cm® cm3. A CRA foi determinada pelo volume de

microporosidade dividido pela densidade do solo.
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2.2.2 Método volumétrico adaptado

O método adaptado se diferencia na drenagem da &gua realizada em ambiente néo
saturado, sem o0 contato com a membrana de saturacdo e sem a aplicacdo de uma tenséo
conhecida. Foram depositados 50 g de TFSA em cilindro metélico (10 cm3) contendo a extremidade
basal vedada com papel filtro. O cilindro foi imerso em recipiente contendo coluna de agua menor
gue a coluna de solo contida no cilindro, permanecendo assim por 24 horas até a saturacdo dos
poros com agua. ApOGs o periodo de saturacdo, o cilindro foi retirado da agua e teve sua
extremidade apical vedada com filme de PVC para evitar a evaporacdo da agua, sendo submetido
a drenagem livre sobre estrutura metalica por 24 horas. A massa Umida da amostra de solo foi
determinada e em seguida a amostra foi seca em estufa a 105 °C por 48h, com posterior
determinacdo da massa seca. A CRA foi determinada como o volume de A&gua expresso em

relacdo a massa seca de solo.

2.2.3 Método da proveta

Um sistema composto por uma proveta (500 ml) e um tubo de vidro foi utilizado para
guantificacdo da CRA (FERNANDES; SYKES, 1968). Cerca de 400 mL de solo foram adicionados
a proveta e o tubo de vidro foi inserido ao centro até 2 cm do fundo. O tubo tem funcdo de garantir
a expulsao do ar dos poros do solo para o exterior, quando estd sendo umedecido. A agua foi
adicionada até que a frente de molhamento atingisse aproximadamente 50% do volume de solo e a
proveta foi coberta com papel aluminio para evitar evaporacdo da agua. O sistema ficou em
repouso durante 24h até que se pudesse notar a imobilizacdo da frente de molhamento. Apos
observar que a frente de molhamento ndo havia tocado o fundo da proveta, a amostra da porcao
média do solo umido foi retirada para determinagdo da massa Umida e da massa seca ap0s 48 h
em estufa a 105 °C. A CRA foi determinada como o volume de agua expresso em relagdo a massa

seca de solo.

2.2.4 Método do funil

Um funil contendo papel de filtro (faixa preta) foi instalado em suporte suspenso. Para evitar
que a &gua retida no papel de filtro seja considerada na determinacdo da CRA, adicionou-se agua
até que todo o papel de filtro ficasse umedecido e o0 gotejamento cessasse. Depois foram

adicionados 20 g de solo ao conjunto. Foram lentamente adicionados 25 ml de agua sobre o solo
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contido no funil e a 4gua de drenagem foi coletada em béquer de 50 ml de massa conhecida. A
CRA foi determinada por meio da diferen¢a entre a massa total de 4gua adicionada ao solo e a
massa de agua drenada.

2.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) em delineamento
inteiramente ao acaso para verificar a existéncia do efeito dos tratamentos. Os parametros
avaliados foram explorados por meio de teste de comparacdo de médias Tukey e Dunnett e ajuste

de regresséo polinomial, todos a 5% de significancia (p< 0,05).

A ANOVA, o teste Tukey e a regressao polinomial foram realizados utilizando o programa
estatistico SISVAR verséo 5.3 e o teste Dunnett utilizando o suplemento para Excel Action® versao
2.8.29.357.515.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser observado na Figura 2, tanto a RBS quanto a RIS foram influenciadas pela
umidade do solo. Em ambos os experimentos houve aumento da atividade microbiana em fungéo
do incremento da umidade do solo, até o ponto de maxima respiracdo microbiana de 22,7 mg C-
CO, 100 g™ solo para RBS e 237,4 mg C-CO, 100 g solo para RIS, referentes as umidades 34,5 e
26,1 ml H,O 100 g, respectivamente. Tais resultados representam mineralizacdo média em 7 dias
de 1,37% do C total do solo e 14,3% do C adicionado via glicose. Logo apds o ponto de maxima
atividade, é observada diminuicdo da RBS e da RIS com o0 aumento da umidade.

Esse fenbmeno é descrito por Linn e Doran (1984), que mostram a agua como agente
limitante da respiracdo antes do ponto de maxima mineralizacdo e como agente limitante a aeracéo
depois deste ponto. O processo de aerobiose € responsavel pela maior parte da mineralizacéo da
MOS, portanto, retirando o ar contido nos macroporos do solo, diminui-se o oxigénio disponivel e

limita-se a atividade microbiana. A partir disso, predominam os processos de anaerobiose.
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Figura 2. Efeito da umidade (g H,O 100 g™ solo) na respiracdo basal do solo - RBS e na respiracéo induzida

por substrato — RIS (mg C-CO, 100 g™ solo). 1,2 g glicose 100 g™ solo. Barras verticais representam o erro

padrdo (n = 3).

Conforme pode ser observado na Tabela 1, ndo houve diferenca significativa (p-valor >0,05)

entre os valores médios da CRA, determinados pelos métodos da proveta e pelo método

volumétrico adaptado, sendo que o maior volume de agua foi determinado pelo método do funil.

Tabela 1. Capacidade de retengcéo de dgua no solo (CRA) obtidas por diferentes métodos de determinacéo.

Método CRA*

(mL H,0 100 g solo)

Volumétrico (microporos)
Volumétrico adaptado
Proveta

Funil

3339 £172 B
25,36 £0,09 A
22,85 £0,50 A
48,10 +0,59 C

* Médias com letras mailsculas iguais na coluna ndo se diferenciam pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Média + Desvio Padréo (n = 5).

A equivaléncia estatistica dos resultados de CRA obtidos por meio dos métodos volumétrico

adaptado e da proveta deve-se ao fato do fundamento experimental ser semelhante. A drenagem
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da agua por capilaridade na coluna de solo é observada em ambos os métodos, com a gravidade
agindo sobre superficie plana. No método do funil, a presenca do papel de filtro e o proprio
afunilamento da passagem de &gua criam um ponto de acumulo que dificulta o escoamento,
resultando em valor superior de CRA (Tabela 1). O método volumétrico é realizado com atmosfera
controlada e solo completamente saturado, portanto em condigbes diferentes as que 0s outros
métodos sdo submetidos.

Utilizando os modelos resultantes do ensaio de respirometria (Figura 2), aplicaram-se o0s
valores de CRA obtidos pelos métodos empiricos avaliados, considerando como ideal os 70% da
CRA, conforme recomendado pela literatura. Utilizando a equag&o do modelo ajustado para RBS
(Figura 2), o método do funil apresentou o melhor desempenho, igualando a emissdo maxima de
CO, calculada pelo modelo. Nao houve diferenca significativa entre os demais métodos avaliados e
a emissdao maxima calculada. No modelo ajustado para RIS o método volumétrico foi igual a
emissdo maxima de CO,, sendo que os demais métodos tiveram a emissao de CO, estimada na

CRA a 70% menor que a emissdo maxima ajustada pelo modelo (Figura 3).

A simplicidade de execugéo e rapidez na andlise do método do funil € acompanhada de
uma boa aproximagéo da maxima emisséo de carbono mineralizado, superando as fontes de erros
na determinacdo da CRA, tornando-o um método adequado neste tipo de solo. O método
volumétrico, que apresentou maxima taxa de mineralizacdo na RIS, requisita uma estrutura mais

sofisticada para sua execugao.

Um estudo mais aprofundado deve ser efetuado para uma melhor avaliacdo da eficiéncia
dos métodos em diferentes condi¢des, como tipos e textura de solo, diferentes substratos, entre

outros.

Em uma analise mais ampla da CRA dos métodos estudados, variando de 50 a 100% do
valor obtido, observa-se grande diversidade de valores proporcionais de emissdo de CO, em
relacéo ao valor maximo (Tabela 2). Aplicando o modelo de RBS, os valores proporcionais variam
desde 99,8 + 0,1% do maximo de C mineralizado no método do funil em 70 % da CRA até o
minimo de 44,8 + 1,2% no método da proveta em 50% da CRA. A mesma diversidade é observada
no modelo de RIS, que variou desde 99,8 £+ 0,0% do C mineralizado no método volumétrico
adaptado em 100% da CRA até o minimo de 49,9 £ 2,8% no método do funil em 100% da CRA.
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Figura 3. Emissdo de CO, em 70% da CRA de diferentes métodos. (a) Respiracdo basal do solo; (b)

Respiracéo induzida por substrato. Média + desvio padrdo (n = 3). *** significativo a 0,1% de significancia

pelo teste Dunnett; ™ no significativo a 5% de significancia pelo teste Dunnett.
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Tabela 2. Percentual da emissdo de CO, maxima observada na respiracéo basal do solo (RBS) e respiracao
induzida por substrato (RIS) em fungdo da variagdo de porcentagem de CRA determinada por diferentes
métodos. Média + desvio padrdo (n = 3).

Capacidade de retencéo de agua (CRA)

Método
100 90 80 70 60 50

RBS %

Volumétrico 98,3+0,8 96,7+14 928+21 865+27 778+30 668+31
Volumétrico adaptado 914+0,2 859+0,2 79,1+0,2 710+0,2 615+0,2 50,7%0,2
Proveta 859+1,1 799+12 727+13 645+13 552+13 448+172
Funil 804+17 91,7+10 982+04 998+0,1 967+04 88,7+0,6
RIS %

Volumétrico 935+29 975+15 990+06 980+09 946+14 888+18
Volumétrico adaptado 99,8+0,0 984+0,1 956%+01 914+01 858+01 788+0,1
Proveta 98,3+0,3 959+05 923+0,7 876+08 81,7+08 74,7+0,8
Funil 499+28 698+20 84,7+12 946+0,7 994+0,2 992+0,2

Vale destacar que a diferenca, em 70% da CRA, entre o método do funil, que obteve o
melhor desempenho, e o0 método da proveta, que apresentou a mais baixa mineralizacdo, foi de
35,5%. Este valor representa 8,41 mg C 100 g* solo dos 22,7 mg C 100g™” solo da méaxima
mineralizagdo observada para RBS. Na RIS a diferenca entre o método volumétrico e o da proveta
foi de 10,4%, representando 26,26 mg C 100 g* solo dos 237,4 mg C 100 g* solo da méaxima
mineralizacdo observada (Tabela 2). A variacdo observada entre os experimentos RIS e RBS pode
ser explicada pela diferenca da forma predominante do carbono presente no solo e na mistura
solo + glicose. A adi¢do de glicose na RIS fornece carbono labil e em excesso, de maneira que a
degradabilidade do carbono presente no solo ndo é um fator que pode limitar o processo de
mineralizagdo. Por outro lado, na RBS tem-se apenas o carbono do solo que se apresenta de
varias formas, inclusive naquelas mais recalcitrantes. Assim, o processo de mineralizacdo do
carbono é dificultado, resultando em maior sensibilidade da taxa de respiracdo em funcdo da

umidade.

4 CONCLUSAO

O método do funil mostrou-se mais adequado para determinar o teor de umidade para

incubagdes bioldgicas na RBS. O método volumétrico, por outro lado, é o indicado para RIS.

Os métodos empiricos avaliados apresentam diferenca de valores de CRA, que refletem em

variacao da atividade biolégica estimada.
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