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RESUMO

A matéria organica do solo (MOS) compde um compartimento dindmico, composto por uma
mistura complexa de residuos vegetais e animais em diversos estadios de decomposicdo. De
forma didatica, o carbono (C) presente na MOS pode ser dividido em compartimentos,
diferenciados por similaridades estruturais, estabilidade e dindmica. Neste trabalho utilizamos
as definicbes dos compartimentos da MO: Compartimento ativo ou labil: constituido por
componentes facilmente oxidaveis, estando fortemente sujeito a alteragdes resultantes do
manejo do solo; Compartimento lento: ligado a formacdo de micro e macroagregados do solo
(o manejo influencia diretamente na ocorréncia dos macroagregados, mas muito pouco a
ocorréncia de microagregados); Compartimento passivo: substancias humicas estaveis
supostamente ndo afetadas pelas técnicas de manejo. Na literatura, ainda ha muitas lacunas e
controveérsias sobre as metodologias para quantificacdo do C nessas fracdes em diferentes
tipos de solos. Parte dessa dificuldade pode ser funcdo das variagdes das classes de solo, do
clima e manejo a que esses solos estdo submetidos. Sendo assim, constata-se que esse € um
tema de alta relevancia, pois, as metodologias de avaliagdo do C influenciam a geracdo de
dados e as estimativas da dindmica do C no solo e seu tempo de permanéncia. Portanto, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a viabilidade do fracionamento do carbono da
matéria organica do solo utilizando o método de hidrélise enzimética, como método
alternativo aos métodos tradicionais de fracionamento. Foi utilizado um Argissolo de regido
de clima tropical umido sob dois manejos: mata nativa preservada e plantio de cana-de-
acucar. O sitio experimental escolhido para a coleta das amostras de solo foi a estacéo
experimental do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), no municipio de Itambé, PE,
localizada na Zona da Mata Norte de Pernambuco. As amostras foram coletadas nas camadas
de 0-20 cm. Para liberagédo e quantificacdo dos compostos de carbono das fragfes da MOS
através da hidrélise enzimatica, foi realizada uma sequéncia analitica constituida por duas
etapas: (i) Extracdo do carbono soltvel em &gua quente (ii) Hidrdlise enzimatica. No solo sob
cultivo com cana-de-agucar a proporcao da fracdo mais labil de carbono, extraida com &gua
quente, foi maior que no solo sob mata. Houve uma maior propor¢do na quantificacdo da
matéria organica em solo sob mata atlantica para 0 método de demanda quimica de oxigénio
(DQO). O método de DQO mostrou-se eficaz como método auxiliar ao analisador TOC na
quantificacdo da matéria orgénica para 0 método de extracdo por agua quente. O acetato de
sodio utilizado como tamp&o orgénico causou interferéncia na leitura do CO dos hidrolisados
pelo analisador TOC. A utilizacdo de &gua deionizada no lugar do tampdo organico
demonstrou ser uma alternativa para substituir o acetato, pois ndo foram observadas
diferencas significativas de pH ao longo do tempo reacional. Nos testes utilizando &gua
deionizada, foi observado decréscimo dos teores da MO em relagdo ao tempo, podendo estar
relacionado a interferéncia de elementos presentes no solo, a falta de precisdo do método
analitico empregado, & perda de MO durante o processo reacional e/ou a incorporacéo da MO
ao substrato (solo). Os teores de CO nos hidrolisados obtidos pelo método de hidrolise
enzimatica mostraram correlagdo positiva com a adicdo de enzimas, entretanto, a adi¢do de
enzimas introduz quantidades significativas de C ao meio reacional, o que indica que seréo
necessarias mudancgas no metodo analitico.

Palavras-chave: dindmica do carbono; técnicas de quantificacdo; mudanca no uso da terra.



ABSTRACT

The soil organic matter (SOM) comprises a dynamic compartment consists of a complex
mixture of plant and animal residues in various stages of decomposition. Didactically, carbon
(C) present in the SOM can be divided into compartments, differentiated by structural
similarities, stability and dynamics. In this work we use the definitions of the storage MO:
active or labile compartment: consisting of easily oxidized components, being strongly
subject to change resulting from soil management; slow compartment: on the formation of
micro- and macroaggregates soil (management directly influences the occurrence of
macroaggregates, but very little the occurrence of micro-aggregates); Passive Housing: stable
humic substances supposedly not affected by management techniques. In the literature, there
are still many gaps and controversies about the methodologies for quantification of these
fractions carbon in different types of soils. Part of this difficulty may be a function of
variations in soil types, climate and management that these soils are submitted. Thus, it
appears that this is a highly important issue because the evaluation methodologies of C
influence the generation of data and the carbon dynamics of the estimates in the soil and your
length of stay. Therefore, this study aims to evaluate the viability of the soil organic matter
carbon fractionation using the enzymatic hydrolysis method as an alternative method to
traditional methods of fractionation. Ultisol of humid tropical climate region was used in two
managements: preserved native forest and planting sugarcane. The experimental site chosen
for the collection of soil samples was the experimental station of the Agronomic Institute of
Pernambuco (IPA), in the city of Itambé, PE, located in the North Forest Zone of
Pernambuco. The samples were collected at 0-20 cm. To quantify the release and carbon
compounds of SOM fractions by enzymatic hydrolysis, an analytical sequence consists of two
steps it taken: (i) Carbon Extraction hot water soluble (ii) Enzymatic hydrolysis. The soil
under cultivation of sugarcane the proportion of the more labile fraction of carbon, extracted
with hot water, was higher than in the soil under forest. There was a higher proportion in the
quantification of organic matter in soil under rainforest for chemical demand method of
oxygen (COD). The COD method was effective as an auxiliary method to the TOC analyzer
quantification of organic matter to the extraction method by hot water. The sodium acetate
buffer used as organic interference caused CO hydrolyzed by reading the TOC analyzer. The
use of deionized water in place of the organic buffer to be an alternative to replace the acetate,
as significant differences in pH during the reaction time were not observed. In tests using
deionized water, was observed decrease of OM content in relation to time, may be related to
the interference of elements present in the soil, lack of precision of the analytical method
employed, the loss OM during the reaction process and / or OM incorporation of the substrate
(soil). CO contents in the hydrolysates obtained by enzymatic hydrolysis method showed a
positive correlation with addition of enzymes, however, the addition of enzymes introduces
significant amounts of carbon to the reaction medium, which indicates that changes will be
needed in the analytical method.

Keywords: carbon dynamics; quantification techniques; change in land use
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1 INTRODUCAO

O solo constitui um grande reservatério de carbono (C), contendo aproximadamente
2.500 Pg de C, divididos em 1.550 Pg na forma de C orgénico e 950 Pg de C inorganico
(LAL, 2004). O C organico estocado em regides de clima tropical representa cerca de 32 %
do total de C orgénico contido nos solos do planeta (CARVALHO et al., 2010) e compde uma
parte consideravel da matéria organica (MO), que é um compartimento dindmico, composto
por uma mistura complexa de residuos vegetais e animais em diversos estadios de
decomposicdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A MO participa diretamente da dinamica do
C no solo, interagindo com fatores quimicos, fisicos e biolégicos. Do ponto de vista quimico,
a MO esta ligada a capacidade de troca catidnica, contribuindo para o0 aumento da
disponibilidade de nutrientes as plantas, como também afeta o pH, influenciando o poder
tampdo do solo. A interacdo fisica da MO com o solo se d& através da formacdo dos
agregados. Quanto a interacdo biolégica, a MO esta diretamente ligada a atividade
microbiana, que é responsavel pela ciclagem de nutrientes.

O aumento do estoque da matéria organica do solo (MOS) é um processo lento e
necessita de um manejo adequado, principalmente em regides de clima tropical imido, onde a
taxa de decomposicdo é alta devido as altas temperaturas e umidade do solo (CARVALHO et
al., 2010). O acumulo de C no solo se da pelo seu potencial de armazenamento, que depende
dos reservatdrios ativo/labil (que possuem tempo de permanéncia curto, semanas a meses) vs.
0s reservatdrios recalcitrante/passivo (que possuem tempo de permanéncia longo, anos a
décadas). A quantidade de MO presente no solo é regulada pela taxa de producdo primaria do
material orgénico, pela distribuicdo dos fotoassimilados entre parte aérea e raizes e pela
velocidade de decomposi¢do dos compostos organicos (BATJES, 1996; CANELLAS et al.,
2000).

Muitos modelos matematicos de dindmica da MOS sdo utilizados como ferramenta
para relacionar a MOS a niveis de fertilidade e ao manejo atual e futuro, em solos de diversos
agroecossistemas. Estes modelos tém como objetivo compreender a dinamica e o0s
mecanismos que estabilizam a MQOS, na tentativa de desenvolver praticas de gestdo que
preservem a qualidade do solo e maximizem o sequestro de carbono (LEITE &
MENDONCA, 2003; LUTZOW et al., 2007; BRUUN et al., 2010; STROSSER, 2010). Os
modelos dividem a MOS em trés compartimentos distintos de acordo com a taxa de

decomposicdo, variando de meses a milhares de anos (PARTON et al., 1987). No caso do
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modelo Century, o primeiro compartimento que representa a fracdo de C mais l4bil, €
chamado de “ativo”; o segundo compartimento de labilidade intermediéria € chamado de
“lento”; e o terceiro compartimento onde o C esta intrinsicamente ligado a fracdo mineral do
solo é chamado de “passivo”. No entanto, estes compartimentos ndo estdo relacionados com
entidades mensuraveis, significando que os fluxos entre eles sdo em grande parte construidos
teoricamente, introduzidos para imitar a heterogeneidade da MOS e néo séo inferidos a partir
de evidéncias diretas de sua existéncia (LEITE et al., 2004).

Embora sejam utilizados diversos métodos analiticos para avaliar alteragdes no
conteldo de carbono organico do solo relacionado ao manejo do solo, a questdo pratica
quanto a quantidade e qualidade da MOS ndo pode ser respondida completamente. Portanto,
estudos sobre a dindmica da MOS tém impacto fundamental no entendimento do
funcionamento dos ecossistemas terrestres, principalmente a fatores que afetam a qualidade e
fertilidade do solo.

A maioria dos métodos propostos para o fracionamento da MOS é baseada em
processos quimicos (uso de &cidos ou bases fortes), fisicos (separacdo por densidade, tamanho
de particulas, associagdo com particulas minerais do solo) ou uma combinacdo desses
processos. As transformacgdes dos compostos organicos que compdem a MOS séo, entretanto,
mediados principalmente por reacbes bioquimicas decorrentes da atividade dos
microrganismos presentes no solo. Sendo assim, uma hipdtese a ser testada é de que o
fracionamento do carbono organico do solo sera melhor representado através de processos de
hidrolise enzimatica por serem analogos aos processos realizados pela microbiota do solo.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a viabilidade do
fracionamento do carbono orgéanico da matéria orgéanica do solo utilizando o método de
hidrélise enzimatica, como método alternativo aos métodos tradicionais de fracionamento da
MOS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Matéria organica do solo

A matéria orgénica do solo (MOS) controla as propriedades chave do solo, como a
capacidade de troca catibnica, a disponibilidade de nutrientes, a retencdo hidrica, a fertilidade,
a agregacdo e fluxo de gases que intensificam o efeito estufa, como, CO, (di6xido de
carbono), CH4 (metano) (LEITE & MENDONCA, 2003; TRUMBORE & CAMARGO,
2009). Ao mesmo tempo, a MOS representa o principal compartimento de C na biosfera,
estimado em 1550 Pg (FOLLETT, 2001) e atua como fonte e dreno de C e nutrientes (LEITE
& MENDONCGCA. 2003).

Em média, os tropicos sdo 15 °C mais quentes que as regides temperadas, além de nao
possuirem invernos rigorosos com temperaturas muito baixas. As temperaturas mais elevadas
resultam num aumento das taxas dos processos bioquimicos (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006). Desta forma, nos tropicos umidos, as temperaturas elevadas e as precipitacdes de
aproximadamente 300 a 800 mm ano™ resultam em taxas de decomposicdo mais altas que em
regibes temperadas.

As elevadas taxas de decomposicdo em regides tropicais séo contrabalanceadas por
maiores taxas de produgdo dos residuos vegetais que retornam ao solo. Em condicGes
naturais, os estoques de MO dos solos tropicais e subtropicais ndo diferem dos verificados em
solos de regides temperadas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; BAYER & MIELNICZUK,
2008).

Quando os solos sdo submetidos ao uso agricola apresentam maior declinio no estoque
de MO em regides tropicais e subtropicais maior que em regides temperadas (BAYER &
MIELNICZUK, 2008). A diminuigéo na quantidade de MO depositada sobre o solo devido ao
manejo inadequado contribui com a emissdo de aproximadamente 78 Pg de C para a
atmosfera na forma de CO, (CARVALHO et al., 2010). Dixon et al (1994), estimaram em
média, 787 Pg de C estocados no solo sob florestas no mundo, enquanto areas de pastagem
contém, em média, 500 Pg de C (CARVALHO et al., 2010), e sob cultivo agricola
aproximadamente 170 Pg de C (PAUSTIAN et al.,, 2000), refletindo a diminuicdo da
capacidade de estocagem de C no solo.

A perda da cobertura florestal impacta negativamente em importantes ciclos

biogeoquimicos, como o de C, no qual a MOS possui contribuicdo bastante complexa (LIMA
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et al., 2008). Na maior parte dos solos, as formas mais recalcitrantes da MO sdo dominantes
em termos quantitativos, portanto constituem um compartimento que desempenha papel
crucial no armazenamento do C, com prolongado tempo de residéncia (TRUMBORE, 2000).

A MOS pode ser dividida em dois grupos fundamentais: o primeiro constituido por
produtos da decomposicdo dos residuos orgéanicos e do metabolismo microbiano, como
proteinas, aminoacidos, carboidratos. Esta fracdo constitui cerca de 10 — 15% do carbono
organico total (COT) do solo e o segundo representado pelas substancias hdmicas,
constituindo cerca de 85 — 90% do COT (TRUMBORE, 2000; MOREIRA & SIQUEIRA,
2006; GUERRA et al., 2008; STROSSER, 2010). As substancias himicas sdo consideradas o
estadio final da evolucdo dos compostos de C no solo e representam cerca de 30 a 85% do
hdmus (CANELLAS et al., 2000).

Leite & Mendonga (2003), em estudo sobre modelos matematicos, utilizados como
ferramenta para relacionar MO a niveis de fertilidade e ao manejo atual e futuro, em solos de
diversos agroecossistemas, relataram que a MOS pode ser dividida em trés compartimentos.
O primeiro compartimento € chamado de “ativo”; o segundo compartimento é chamado de
“lento”; e o terceiro compartimento é chamado de “passivo”.

Diversos trabalhos (ROVIRA & VALLEJO, 2002; CHENG et al., 2007; ROVIRA &
VALLEJO, 2007; SILVEIRA et al., 2008; PLANTE et al., 2011; GREENFIELD et al., 2013)
tem-se concentrado na qualificacdo e quantificagdo da fracdo ativa da MOS, levando em
consideracdo que é um compartimento indicador de rapidas modificacdes ao manejo. Embora
sejam utilizados diversos metodos analiticos para avaliar alteragdes no contetido de carbono
organico do solo relacionado ao manejo, a questao pratica quanto a quantidade e qualidade da
MOS néo pode ser respondida completamente. Desta forma, sugere-se a investigagao sobre as
interacdes entre as fragdes da MOS e sua melhor caracterizagdo funcional (STROSSER,
2010).

2.2 Dinamica e estabilidade da matéria organica do solo

As transformagbes que o C passa no solo compreendem-se pela velocidade de
decomposicdo da MOS. Independente da forma em que se encontra a MO no solo, esta €
condicionada a inameros fatores, dentre eles: origem e natureza da MO, umidade,
temperatura, textura do solo, clima, relevo e manejo do solo (PILLON et al., 2011). A

capacidade em proteger e estabilizar o C depende das caracteristicas intrinsecas do solo, como
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o0 decréscimo do potencial de perda da MO pelo crescimento microbiano, erosao ou lixiviagdo
(PILLON et al., 2002; BAYER et al., 2011). Os trés principais mecanismos de prote¢éo do C
no solo sdo: recalcitrancia quimica, estabilizacdo quimica e inacessibilidade (protegéo fisica).

2.2.1 Origem e natureza da matéria organica

A adicdo de MO no solo provem, em quase sua totalidade de residuos vegetais cuja
composicdo media varia entre as diferentes espécies vegetais e, dentro da mesma espécie,
devido & idade e nutricdo da planta (MELO & ALLEONI, 2009; PILLON et al., 2011).
Waksman (1952) relatou que apesar de haver diferengas, em relacdo a composicdo quimica,
entre as espécies vegetais, ocorre certa constancia entre 0s componentes basicos do vegetal
variando apenas o percentual dos componentes estruturais. Em termos percentuais de massa
seca do material vegetal, os componentes sdo divididos em seis grupos: celulose,
hemicelulose, lignina, fracdo solivel em agua, fragdo sollivel em éter ou &lcool e proteinas.
(WAKSMAN, 1952; PILLON et al., 2002) (Tabela 1.).

Tabela 1. Percentuais dos componentes vegetais encontrados no solo.

Componente vegetal™ (%)
Celulose 10 -60
Hemicelulose 10-30
Lignina 5-30

Fracdo soluvel em 4gua 5-30

(acucares, aminoacidos, acidos alifaticos)
Fracdo soluvel em éter ou &lcool 1-15
(gorduras, 6leos, ceras, resinas)
Proteinas 1-10

Fonte: Waksman, 1952  *Termos percentuais obitidos a partir do peso seco do material vegetal.
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2.2.2 Textura do solo

A textura do solo desempenha um papel importante nos processos fisicos (formacéao
de macro e microagregados), quimicos (capacidade de troca catiénica) e bioldgicos (taxas de
decomposicdo microbiana), inferindo no funcionamento dos ecossistemas. A proporgao
relativa de areia, silte e argila define a classe textural do solo e modifica o potencial de
estoque de nutrientes, carbono e capacidade de retencdo de &gua nos solos (SIX et al., 2002a;
BITTAR et al., 2013).

A textura, por estar relacionada & porosidade e aeragdo do solo, afeta também a
dindmica de ar neste meio, alterando a atividade microbiana e enzimética, com implicacdes
sobre a decomposicdo da MO (SIX et al., 2002b; PILLON et al., 2002; BAYER et al., 2011;
BITTAR et al., 2013).

2.2.3 Clima

Bronick & Lal (2005), relataram que o clima, por meio da temperatura e da
precipitacdo, influenciam no estoque e na taxa de mineralizagdo da MO e na adicdo da
fitomassa no solo. AlteracGes da temperatura e umidade afetam a atividade microbiana, que
alteram as taxas de decomposicdo. Temperaturas mais altas resultam em maior respiracao e
atividade bioldgica no solo, enquanto que temperaturas mais baixas resultam em maior
estoque de C (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; COSTA et al. 2008;).

2.2.4 Manejo do solo

Os solos agricolas podem atuar como dreno ou fonte de gases de efeito estufa (GEE),
dependendo do sistema de manejo ao qual foram submetidos (IPCC, 2001). Costa et al.
(2008), em estudo sobre estoque de CO no solo, relataram que o preparo do solo e 0 manejo
de culturas afetam as taxas metabolicas dos microrganismos nos processos de decomposi¢do
dos residuos vegetais e da MOS. Galvao et al. (2005) descreveram que a conversao de
ecossistemas naturais em sistemas agricolas ou pecuarios resultam em declinio da MO, que é

acompanhado pela mineralizagdo de nutrientes organicos.
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2.2.5 Mecanismos de estabilizacdo da MOS

2.2.5.1 Recalcitrancia quimica

A natureza bioquimica dos compostos orgénicos, como composi¢cdo elementar,
estrutura molecular e grupos funcionais, atua como mecanismo de estabilizacdo da MOS (S1X
et al., 2002a). A recalcitrancia quimica se da pela complexa composicdo quimica dos
compostos organicos (alto teor de compostos fendlicos, lignina) ou pelos processos de
condensacdo e polimerizacdo que ocorrem durante a decomposicdo dos residuos vegetais
(humificagdo), tornando-os mais resistentes a decomposicao (SIX et al., 2002a; PILLON et
al., 2002).

Gleixner et al. (2001) relataram que carboidratos, lipidios e proteinas sdo degradados
rapidamente, através da conversdo microbiana (fungos, bactérias), por um conjunto complexo
de enzimas, tendo como residuo final agucares, acidos graxos menores e aminoacidos. Silva
& Mendoncga (2007) relataram que a lignina € o segundo constituinte mais abundante na
maior parte dos residuos vegetais, e por sua complexidade quimica é degradada parcialmente,
contribuindo para o acimulo de C no solo.

Six et al. (2002) e Bayer et al. (2011) descreveram que, embora 0S compostos
fendlicos (lignina) parecam ter papel importante na formacao da MOS, pouco se sabe em que
magnitude eles contribuem no processo de humificacdo, pois estudos recentes mostram que

estes compostos ndo séo seletivamente preservados (THEVENOT et al., 2010).

2.2.5.2 Estabilizacédo quimica

A matriz mineral do solo exerce importante influéncia sobre a quantidade e a
qualidade da MOS (PILLON et al., 2002). A associacdo de moléculas orgénicas aos minerais
pode ocorrer via troca de cations por compostos organicos carregados positivamente, por
ligagdo hidrofébica com moléculas orgénicas ja existentes sobre a superficie mineral e por
pontes de céations polivalentes, ligando as superficies minerais de carga negativa aos anions
orgénicos (BAYER et al., 2011).

Six et al. (2002) relataram que a adsorcdo da MO as superficies minerais protege a
MO da decomposicdo microbiana, pela formagdo de microagregados que a protegem em

poros inacessiveis aos microrganismos. A continua deposicao de residuos vegetais estimula a
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formacdo de microagregados (< 250 um) que se unem para formar estruturas menos estaveis
denominadas macroagregados, com incremento no teor de C.

Sollins et al. (1996), em trabalho sobre mecanismos e controles da estabilizagéo e
desestabilizacdo da MOS, descreveram que o0s argilominerais e 0s 6xidos sdo 0s principais
minerais responsaveis pela interagdo com a MOS. Pillon et al. (2002), em revisdo sobre a
dindmica da MO no ambiente, relataram que o efeito de protecdo a MO pela interagdo com a
fracdo mineral, principalmente nos solos oxicos (grande parte dos solos tropicais) pode estar
relacionada a trés fatores:

Q) Formagdo de complexos organo-minerais insolUveis entre a MO e 0s 6xidos de
ferro (Fe) e aluminio (Al), tornando dificil o acesso da microbiota do solo;

(i)  As superficies minerais (argila, silte), altamente reativas, adsorvem as
exoenzimas responsaveis pela clivagem das estruturas organicas;

(iii) A forte associagdo entre os oxihidroxidos e argilominerais com as fragdes
organicas constitui o principal mecanismo de formacéo e estabilizacdo de microagregados no

solo.

2.2.5.3 Inacessibilidade (protecéo fisica)

A protecéo fisica ocorre por efeito da agregacdo da fracdo mineral do solo, particulas
de silte, areia e argila, promovendo uma barreira a degradacdo da MOS, limitando o acesso
dos microrganismos e de suas enzimas (SIX et al.,, 2002a; SIX et al.,, 2002b). Bayer &
Mielniczuk (2008) relataram que a formacdo dos agregados ocorre concomitante e néo
seletivamente, onde as moléculas orgénicas interagindo com a superficie mineral.

Leite et al. (2003), em estudo sobre os estoques de COT e seus compartimentos em
Argissolo sob agricultura e mata Atlantica, relataram que os estoques de COT diminuiram
apo6s a mudanca de areas de florestas para agricultura. Os solos de floresta apresentaram uma
relagdo da quantificacdo (Cmic/COT) média de 2,47 kg ha™ em relacdo a 1,56 kg ha™ do solo
agricultavel. Essa diferenca estd relacionada a rapida mineralizacdo do CO em solo sob
agricultura, tendo como um dos fatores, a diminuicdo do aporte relacionado a falta de
protecdo fisica por meio dos agregados.

Six et al. (2002b), em trabalho de revisdo sobre mecanismos de estabilizacdo da MOS,
descreveram que em solos agricultveis sem manejo adequado ha uma maior libertagdo de C,

provocado, pela quebra das estruturas agregadas, aumentando assim a disponibilidade de C
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mineralizdvel. Lehmann et al (2007), em trabalho sobre estabilizacdo da MOS em
microagregados, relataram que os agregados do solo sdo considerados o repositorio mais
estavel de C, mesmo sendo um padrdo aleatorio de captura do C, ou seja, o C intragregado
ndo necessariamente € uma estrutura recalcitrante, podendo conter fragdes labeis como,

acucares, carboidratos, acidos nucléicos, proteinas.

2.3 Atividade biologica do solo

2.3.1 Atividade enzimatica no solo

As enzimas sdo essenciais a todas as formas de vida, tendo sua sintese e atividade
bastante regulada. Podem atuar dentro ou fora da célula, permanecendo ativas mesmo sem o
crescimento microbiano. Apresentam alta especificidade de reacdo, elevada eficiéncia
catalitica, ndo sdo consumidas na reacdo e estdo sujeitas a processos de inducdo, ativacdo,
inibicdo e desnaturagdo quimica ou biodegradagdo no ambiente (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

As enzimas estdo diretamente relacionadas a decomposi¢do dos residuos organicos
(TRANNIN et al., 2007; CENCIANI et al, 2008; MARDOMINGO et al., 2013),
mineralizacdo e transformacdo da MOS, influindo na ciclagem do C, nitrogénio (N), fésforo
(P), enxofre (S) (BANDICK & DICK, 1999; CUI & HOLDEN, 2015), fertilidade do solo
(GREGGIO & NAHAS, 2007; CENCIANI et al.,, 2008; EVANGELISTA et al., 2012),
eficiéncia do uso de fertilizantes (FREITAS et al., 2010; GARCIA et al., 2010), interacdo
entre plantas e estado de oxidagdo do solo (LONGO et al., 2011), além de servir como
indicador de presenca de poluentes (CARNEIRO et al., 2008).

Araljo & Monteiro (2007) em revisdo sobre indicadores bioldgicos de qualidade do
solo, relataram que as enzimas estdo presentes no solo tanto associadas as células microbianas
(enzimas intracelulares), como ndo associadas (enzimas extracelulares). As enzimas
intracelulares catalisam reagdes que ocorrem dentro das células, podendo ser liberadas pela
lise celular e exercer atividades extracelulares, enquanto que as extracelulares séo
programadas para serem liberadas e atuar no exterior da célula, degradando substratos
estruturalmente grandes para serem transportados para dentro da membrana celular e
metabolizados (GIANFREDA & RAO, 2004; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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Quanto a atuagdo enzimatica no substrato, as enzimas sdo classificadas em exoenzimas
e endoenzimas. As exoenzimas sdo em grande maioria enzimas extracelulares que catalisam a
remocdo terminal de um polimero. As endoenzimas também sdo em maioria enzimas
extracelulares, que degradam polimeros através de ligagdes internas e produzindo oligdmeros
que serdo atacados por exoenzimas (GIANFREDA & RAO, 2004).

Caldewell (2005), em trabalho de revisdo sobre atividade enzimatica como
componente da biodiversidade do solo, explicou que existem correlagfes entre a atividade
enzimatica e o substrato, havendo uma especificidade enzima/substrato. Dentro de cada tipo
de nutriente, existem formas quimicas especificas baseadas em estrutura ou de ligacdo. As
principais formas de carbono encontrados no solo sdo polissacaridos, aromaticos (lignina),
alifaticos e para cada um desses compostos ha enzimas especificas e ativas, algumas dessas

enzimas estdo sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2. Exemplos de atividades enzimaticas do solo relacionadas a ciclagem de carbono.

Forma Composto Enzima
Celulose Endo/ Exo-celulase
B(1,3)-glucan B(1,3)-glucanase
Polissacarideo Hemicelulose Xilanase
Quitina Endo-quitinase
Amido Amilase

Fenoloxidase
Aromatico Lignina Peroxidase

Mn-peroxidase

Alifatico Esteres de acido graxo Lipases

Fonte: Caldewell (2005); Araujo et al. (2007)
Fatores inibitorios da atividade enzimatica do solo
O carbono orgénico, além de ser aproveitado como fonte de energia pelos

microrganismos, protege as enzimas do ataque de enzimas proteoliticas, que permanecem de

forma constante no solo. Essa protecéo se da pela formagdo de complexos enzimas-compostos
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hamicos, impossibilitando o acesso das enzimas proteoliticas (GIANFREDA & RAO, 2004;
CALDEWELL, 2005).

Pillon et al (2002), em texto sobre a dindmica da MQOS, relataram que a interacdo
organo-mineral resulta em alteracbes conformacionais na MO, a qual é protegida do ataque
microbiano. As enzimas extracelulares também podem ser adsorvidas pelos minerais, inibindo
sua acédo (SIX et al., 2002ab; CALDEWELL, 2005). Burns et al. (2013) relataram que muitas
enzimas extracelulares do solo tornam-se estabilizadas por meio da associacdo com argila e
acidos hamicos, causando uma diminuicdo da atividade enzimatica em comparagao aos seus
homdlogos livres por periodos prolongados.

A diminuicdo da atividade enzimatica ocorre pela complexacdo da enzima,
restringindo a acessibilidade ao substrato, ocluséo de sitios ativos, como também pode causar
mudancas da conformagdo da enzima. Entretanto, enzimas imobilizadas representam um
importante reservatério de atividade microbiana, podendo funcionar como resposta catalitica
a mudancas na disponibilidade de substrato nos solos, servindo como o gerador de sinalizacéo
para a comunidade microbiana e como fonte de substrato durante os periodos em que a
biomassa microbiana possui baixa atividade, seja por condi¢Ges naturais ou por estresse
(BURNS, 1982; BANDICK & DICK, 1999: FERNANDES et al., 2005; ARAUJO et al.,
2008; BURNS, 2013).

A influéncia do pH na catdlise enzimatica esta correlacionada com o estado de
ionizacdo dos residuos. A concentracdo de ions de hidrogénio no sistema reacional pode
afetar os grupos de ionizagdo da enzima ou influenciar o estado de ionizagdo do substrato.
Assim a constante de afinidade enzima-substrato torna-se afetada. Moléculas de enzimas
possuem um ndmero especifico de grupos ionizaveis em sua distribui¢do total, assim como
seu papel na degradacgédo dos nutrientes séo influenciados diretamente pela variagéo do pH no
solo. Desta forma, cada enzima tem um pH O6timo de atuacdo, no qual a sua atividade é
méaxima (FRANKENBERGER & JOHANSON, 1982; WANG, 1990).

Atividade catalitica das enzimas
Celulases
As celulases podem ser classificadas de acordo com a regido de a¢do no substrato

celulésico em trés grandes grupos: endoglucanases (EnG), exoglucanases (ExG) e pB-
glucosidases (BG) (DENG & TABATABAI, 1994; DENG & TABATABAI, 1995; ZHANG
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et al. 2006). A Figura 1 ilustra a agdo sinérgica e dindmica entre exoglucanases,
endoglucanase e B-glicosidase na hidrélise da fibra celuldsica. As EnG sdo as enzimas do
complexo celulolitico responsaveis por hidrolisar aleatoriamente as regides internas da
estrutura amorfa da fibra celul6sica, liberando oligossacarideos de diversos graus de
polimerizagdo (GP). As EnG sdo as enzimas responsaveis pela rdpida solubilizacdo do
polimero celuldsico (reducéo do GP), devido a sua répida fragmentacdo em oligossacarideos.

As ExG sdo constituidas por celobio-hidrolases (CBH) e glucano-hidrolase (GH). A
GH tem como principal caracteristica a liberacdo de glicose diretamente do polimero. As
CBHs participam da hidrélise priméria da fibra e sdo responsaveis pela amorfogénese, onde
h& uma ruptura fisica do substrato, ocasionando a desestratificacdo das fibras, pelo aumento
das regides intersticiais. As CBHs podem ser divididas em dois grupos: as enzimas do tipo |
(CBH 1), que hidrolisam terminais redutores e as enzimas do tipo Il (CBH I1) que hidrolisam
terminais ndo redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibicdo pela celobiose (CASTRO
& PEREIRA, 2010).

As BG atuam na etapa final da decomposicéo da celulose e tém como propriedade a
reducdo da celobiose em oligossacarideos soluveis (glicose). Assim como as CBH, as BG
também podem sofrer inibi¢do pelo seu produto de hidrélise (CASTRO & PEREIRA, 2010;
EVANGELISTA et al. 2012).

Figura 1. Mecanismo de acéo das enzimas do complexo celulolitico.

.c-‘O Celobiohidralase | a/. Celobichidrolase |1 (::) Bglicosidase .~ ) Endoglucanase

() Glicose sem poder redutor @ Glicose com poder redutor

Fonte: Castro & Pereira (2010)
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Xilanases

As xilanases sdo caracterizadas por serem enzimas extracelulares que hidrolisam
substratos de xilana (SANTOS & ISHII, 2011). Gongalves et al. (2015), em trabalho sobre os
efeitos e a aplicacdo da xilanase na hidrolise de biomassa lignocelulésica, relataram que as
xilanases tém sido tradicionalmente utilizadas em diversos processos industriais,
especialmente em géneros alimenticios, detergentes e em segmentos de papel e celulose. No
entanto, sdo cada vez mais utilizadas para o processo de sacarificacdo de biomassa
lignocelulésica, uma vez que possuem atividade auxiliar a hidrolise de celulose e
hemicelulose, na obtencdo de aglcares fermentaveis com potencial de utilizacdo na produgéo

de compostos bioguimicos e biocombustiveis.

2.4 Métodos de quantificacédo da atividade enzimatica

2.4.1 Quantificacdo da atividade enzimética no solo

A atividade enzimatica total do solo é determinada pelo método de diacetato de
floresceina proposto por Ghini, Mendes e Bettiol (1998) e a atividade da enzima é estimada
de acordo com o método proposto por Tabatabai (1994), utilizando a determinagédo
colorimétrica do p-nitrofenol apo6s incubacdo do solo com substrato especifico de cada
enzima, sendo p-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo para a B-glucosidase, carboximetilcelulose
para a celulase e xilano de Birchwood para xilanase.

Bandick & Dick (1999), em estudo sobre os efeitos da atividade enzimatica em
diferentes usos da terra, relataram que as enzimas que catalisam reagdes bioquimicas séo parte
integrante do ciclo de nutrientes no solo, sdo principalmente de origem microbiana, mas
também podem originar-se a partir de plantas e animais. Os autores avaliaram a atividade de
onze diferentes tipos de enzimas do solo em relagdo ao manejo e qualidade do solo. Dentre as
enzimas estudadas estdo a alfa (o) e B-glucosidase, celulase, uréase, a e B-galactosidase.
Houve um aumento significativo (p < 0,05) da atividade da celulase, a e B-glucosidase em
sistemas cultivados onde havia deposi¢cdo de material organico, indicando a significancia
destas enzimas na ciclagem de nutrientes devido ao seu papel no ciclo do carbono.

Evangelista et al. (2012), em trabalho sobre atividade enzimatica do solo sob sistema

de producéo orgénica e convencional, tiveram como objetivo avaliar a atividade das enzimas



25

ligadas ao ciclo do carbono (B -glucosidase), a mineralizacdo do fosforo (fosfatase &cida) e
atividade enzimatica total do solo sob sistemas de produgdo organica e convencional.
Observaram maiores niveis da atividade enzimatica da B-glucosidase, em média 76 e 60 %,
em solos sob cerrado nativo e sistema de producdo organica, respectivamente. Estes
resultados foram significativos quanto a relagdo da [-glucosidase na ciclagem do material
organico provido das adubacdes organicas, bem como da deposicdo lenta do material vegetal

sobre 0 solo na area nativa.

2.4.2 Hidrdlise enzimatica de materiais lignoceluléticos

Atualmente, uma das aplicagdes em desenvolvimento das enzimas do complexo
celulolitico é a hidrdlise de biomassas, como por exemplo, a utilizacdo do bagaco de cana-de-
acucar para producdo de &lcool. As matérias-primas de origem lignocelulésica, com
constituicdo média de 20 a 60% de celulose, podem ser convertidas em glicose, por acéo
enzimatica, tendo como produto final uma gama de subprodutos, como por exemplo, etanol
(CASTRO & JR, 2010).

No processo de hidrélise enzimatica, geralmente a biomassa passa por um pré-
tratamento, objetivando o aumento da acessibilidade da biomassa ao ataque enzimético. A
hidrolise é realizada com o uso de um complexo enzimatico altamente especificado em
relagdo ao substrato, o que leva a uma diminuig¢do dos custos na separagéo dos produtos. Em
via de regra, no processo de hidrdlise enzimatica as condi¢es de temperatura (45 — 50 °C) e
pH (4,8 — 5,0) sdo mantidas constantes, com o intuito de aumentar o rendimento. O
rendimento da hidrélise é governado por muitos fatores, como o tipo de pré-tratamento do
substrato, inibicdo da atividade enzimética pelos produtos finais da biodegradacéo,
termoestabilidade das enzimas, concentragdo e adsorgdo do substrato, tempo de duragéo da
hidrélise, pH do meio, concentracdo de substrato no meio e taxa de agitacdo (SUN &
CHENG, 2002; CASTRO & JR, 2010; DYK & PLETSCHKE, 2012; WANDERLEY et al.,
2013; YANG & FANG, 2014;).
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2.5 Métodos de mensuracdao e fracionamento do carbono organico da MOS

2.5.1 Oxidacao da matéria organica do solo

O estoque de C no solo compreende desde fragOes intimamente associadas aos
minerais até fragdes mais labeis (ativas), pouco ou ndo associadas a fracdo mineral, como 0s
residuos vegetais existentes entre e dentro de agregados no solo. O carbono orgéanico (CO)
pode ser indicador de alteragcdes da qualidade do solo, uma vez que est& associado as funcdes
ecoldgicas do ambiente, sendo capaz de refletir as mudancas do uso da terra (SIMOES et al.,
2010; SILVA et al., 2012).

Rheinheimer et al. (2008), em trabalho sobre a comparacdo de meétodos de
determinacdo do COT no solo, relataram que a MOS contém em media 50 % de C, em
relacdo a massa total. Portanto, a determinagdo do COT tem sido utilizada para estimar
quantitativamente a fracdo organica do solo (BUSO & KLIEMANN, 2003; BEZERRA et al.,
2013; MACHADO et al., 2014).

Os teores de COT podem ser determinados por métodos que se baseiam nos principios
de combustdo a seco e combustdo umida. O método de combustdo a seco é considerado
padrdo, devido a sua alta precisdo e exatiddo nos resultados. Neste método, a amostra é
oxidada em forno, a temperatura de 1.020 — 1.500 °C, alimentado com oxigénio (O,) sob
pressdo de 30 kPa. As moléculas organicas sdo oxidadas na forma de NxOy e CO,.H,0 + Oy,
que sdo carregadas nas formas de gas, para um forno de reducéo, sob fluxo de hélio. O forno
de reducdo contém ions Cu (cobre), a temperatura de 750 °C, onde o N (nitrogénio) sai na
forma de N (gés nitrogénio). Posteriormente, 0 N, e 0 CO; sdo separados em uma coluna
cromatogréfica e determinados em detector apropriado (RHEINHEIMER et al., 2008).

Entre os métodos de combustdo Umida destacam-se os propostos por Walkley & Black
(1934) e por Yeomans & Bremner (1988). Ambos baseiam-se na oxida¢do da MOS com uma
mistura de K,Cr,O; (dicromato de potassio) a 0,167 mol L™ e H,SO, (4cido sulfdrico)
concentrado, sendo o excesso de dicromato titulado com sulfato ferroso amoniacal,
assumindo que o dicromato reduzido durante a reagdo com o solo equivale ao CO na amostra.
Porém, no método proposto por Walkley & Black, faz-se necessaria a aplicacdo de um fator
de correcdo, uma vez que ndo ocorre completa oxidacdo do CO da amostra. A principal
diferenca entre os métodos de combustdo umida é a fonte externa de aquecimento. Na
proposta por Yeomans & Bremner, o aquecimento da mistura a 170 °C, por 30 min, seria
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suficiente para a completa oxidacdo do CO, sendo desnecessario empregar um fator de
correcdo (RHEINHEIMER et al., 2008; SANTOS et al., 2008; GATTO et al., 2009).

Atualmente, o0 método de Walkley-Black ainda é o mais empregado em laboratoérios de
solos devido a simplicidade e ao baixo custo das analises, mesmo apresentando problemas
analiticos, devido a ndo uniformidade nos métodos utilizados, e ambientais, devido ao uso do
cromio (SANTOS et al., 2008; RHEINHEIMER et al., 2008). O método do Analisador
Elementar, considerado como padrdo mundial de determinacdo da MOS, possui vantagens
quanto a auséncia da utilizacdo de qualquer tipo de extrator, o que elimina possiveis
influéncias destas substancias na quantificacdo do CO, permitindo analises rapidas e
confiaveis, mas, também possui problemas quanto a custos de cada analise e a manutengédo
dos equipamentos, que séo elevados (RHEINHEIMER et al., 2008; SANTOS et al., 2008;
GATTO et al., 2009).

2.5.2 Respiracao basal

A taxa de respiragédo basal do solo consiste na medida da producgédo de CO, resultante
da atividade metabolica no solo de microrganismos, raizes vivas e macrorganismos
(TOTOLA & CHAER, 2002). Sua medigio pode ser considerada uma estimativa indireta da
velocidade de decomposicdo da MOS (KUMMER et al., 2008). A respiragdo do solo é um
dos componentes mais importantes do ciclo de C em ecossistemas (ADACHI et al.,2006).

Adachi et al (2006), em trabalho sobre diferentes taxas de respiragdo do solo em
distintos ecossistemas tropicais, estimaram que a producdo primaria liquida anual de regides
tropicais é aproximadamente 32% da fotossintese terrestre global. Malh & Grace (2000), em
estudo sobre florestas tropicais e CO, atmosférico, calcularam que as florestas tropicais sao
estimadas em dreno de C de aproximadamente 1 a3 Pg C ano™.

Uma alta taxa de respiracdo € indicativo de alta atividade biologica e pode ser uma
caracteristica desejavel se considerado que é um sinal de rapida decomposi¢cdo de residuos
organicos em nutrientes disponiveis para as plantas (TOTOLA & CHAER, 2002; MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006). Islam & Weil (2000) relataram que taxas elevadas de respiracdo podem
indicar tanto distarbio ecolégico, como a incorporacdo de residuos, como um alto nivel de
produtividade do ecossistema.

As taxas da respiracdo basal do solo estdo relacionadas a umidade, contetdo de C e

temperatura (ADACHI et al., 2006; Y1 et al., 2007), e presenca de cobertura vegetal. Raizes
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mais abundantes também influenciam as taxas respiratorias do solo, pois o sistema radicular
libera grande quantidade de exsudados, que estimulam a atividade microbiana (KUMMER et
al., 2008).

Diversos trabalhos (ISLAM & WEIL, 2000; DILLY, 2006; ARAUJO et al., 2008;
MATIAS et al., 2009; ALVES et al., 2011; JHA & MOHAPATRA, 2011) utilizaram a
respiracdo basal como parametro na quantificacdo das atividades biolégicas dos solos, pois tal
método consiste em uma das formas mais diretas de quantificar a MO labil do solo.

2.5.3 Carbono da biomassa microbiana

A biomassa microbiana é considerada a parte viva e mais ativa da MOS, constituida
por fungos bactérias, protozoarios e algas. A biomassa microbiana representa
aproximadamente 2 — 5 % do C organico e 1 — 5 % do N total do solo (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006; ROSCOE et al., 2006), e atua diretamente no balanco de nutrientes
(ARAUJO & MELO, 2010), em processos de formacdo do solo (intemperizacdo de rochas)
(ZAIA et al., 2008), decomposigdo de residuos organicos disponibilizando-os as plantas
(BUSO & KLIEMANN, 2003; ALVES et al., 2011), biorremediacdo de poluentes e metais
pesados (LONGO et al., 2011; BOECHAT et al., 2012).

Para avaliar a interferéncia da atividade microbiana na dindmica da MOS, diversos
métodos sdo utilizados na quantificagdo do C microbiano do solo. Dentre os métodos
utilizados estdo: o método de cloroférmio-fumigagdo-incubagédo (CFI), descrito por Jenkinson
& Powlson (1976); o método de cloroférmio-fumigacdo-extracdo (CFE), descrito por Vance
et al. (1987); o metodo de respiragdo induzida por substrato, descrito por Andersom &
Domsch (1978); e o método de observacdo e contagem direta de células microbianas por
microscopia direta. Em trabalhos recentes os métodos CFl e CFE s&o os mais utilizados (LI et
al., 2004; ARAUJO et al., 2008; ZHOU et al., 2013; MARDOMINGO et al., 2013;
QUANYING et al., 2014).

No método CFlI, a determinagdo do C microbiano baseia-se na medi¢do de um pico de
producdo de CO, liberado pelas amostras de solo fumigadas (com cloroférmio) e néo-
fumigadas apds um periodo de incubacdo, em média 10 dias. O pico de CO; liberado nas
amostras fumigadas é resultante da decomposicdo do material liberado pelos microrganismos
mortos, enquanto que nas amostras ndo-fumigadas o fluxo de CO, se da pela respiracdo basal
do solo (JENKINSON & POWLSON, 1976). O método de CFE baseia-se na quantificacdo do
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C microbiano pela diferenga da extragdo de C dos solos fumigados (cloroférmio) e néo-
fumigados, e sdo extraidos por uma solucdo de K,SO, (sulfato de potéassio) e quantificados
por uma solugéo de dicromato e H,SO4 (VANCE et al., 1987).

Roscoe et al. (2006) e Oliveira et al. (2001) salientaram que ambos os métodos, CFl e
CFE apresentam vantagens e desvantagens. Para 0 método de CFl a vantagem estd na
simplicidade analitica e no fato que os valores da taxa de respiracdo microbiana (liberacéo de
CO,) também podem ser determinados. Entre suas limitacOes, destacam-se o fato que o
método ndo deve ser utilizado em areas que receberam adi¢des recentes de material organico
e solos com pH em agua inferior a 5,0. Para 0 método CFE, a principal vantagem € que ndo ha
dependéncia do estado fisioldgico da populagdo microbiana do solo. Entre as desvantagens,
destaca-se o fato que, os procedimentos analiticos para determinacdo do C extraido das
amostras sdo complexos e trabalhosos, envolvendo a utilizagdo de produtos téxicos, como o

dicromato de potéassio (K,Cr,05).

2.5.4 Fracionamento fisico da MOS

O fracionamento fisico do solo é baseado em técnicas de separacdo das fracdes da
MOS atraveés métodos granulométricos, densimétricos ou com a utilizacdo de energia. Esses
métodos tém como objetivo principal a separacdo da MO com diferente composicdo e grau de
associagdo com a matriz do solo (ROSCOE et al., 2006). Roscoe & Machado (2002)
afirmaram que os métodos fisicos sdo considerados menos destrutivos e mais relacionados

com a fungéo a estrutura da MOS.

Método densimétrico

O fracionamento densimétrico é um metodo que se baseia na separagdo de
compartimentos das fracGes organica e mineral do solo, mediante uso de solu¢bes com
densidades variando de 1,1 a 2,4 kg dm® (CONCEICAO et al., 2007; DEMOLINARI et al.,
2008). O método de fracionamento densimétrico tradicional admite a obtengdo de trés fracdes
da MO, as quais se diferenciam em relagcdo a dindmica e estabilidade, a localizagdo na
estrutura do solo e ao grau de interacdo com a matriz mineral (PINHEIRO et al., 2004,
RANGEL et al., 2007).



30

A fracdo leve livre (FLL) ou interagregados possui composi¢do molecular comparével
a de materiais vegetais e o principal mecanismo de protecdo atuante é a recalcitrancia
intrinseca da biomolécula. A fragdo leve oclusa (FLO) ou intragregados compreende um
diversificado conjunto de compostos organicos com grau de decomposicdo geralmente mais
avancado em comparacdo a FLL, e os mecanismos de estabilizacdo atuantes sdo a
recalcitrancia molecular e a protecdo fisica por oclusdo em agregados de solo. A fragdo
pesada (FP) é composta basicamente pela MO associada aos minerais do solo, apresentando
estagio mais avancado de decomposicdo. Nessa fracdo, ha uma forte interagdo da MO com a
matriz mineral, conferindo a esse compartimento maior contribui¢cdo para o armazenamento
de CO no solo (SANTOS et al., 2013; CONCEICAO et al., 2014; CONCEICAO et al., 2015).

As solugdes usualmente utilizadas em estudos de fracionamento densimétrico da MO
sdo predominantemente inorganicas, com destaque para as solugdes de iodeto de sddio (Nal) e
de politungstato de sodio (PTS), basicamente em razdo da sua menor toxidez em comparagdo
as solucBes organicas inicialmente empregadas (tetrabrometano (CzH:Brs) — 2,96 g cm™,
bromoférmio (CHBr3) — 2,88 g cm™, tetraclorometano (CCly) — 1,59 g cm™®) (LUTZOW et al.,
2007; SANGIL & ROVIRA, 2013).

Método granulométrico

Cambardella & Elliott (1992) e Bayer et al. (2004) descreveram que o fracionamento
granulométrico consiste na separa¢do da MOS associada a particulas minerais de diferentes
tamanhos separadas por disperséo e peneiramento, dividindo-se em duas fragdes organicas: o
carbono organico particulado (COp) e o carbono organico associado aos minerais (COm).

O COp consiste na fracdo orgénica associada & fragdo areia (> 53um), sendo
caracterizado como particulas derivadas de residuos de plantas e hifas com estruturas
celulares reconheciveis, cuja permanéncia no solo estd condicionada a protecdo fisica
desempenhada por agregados (LOSS et al. 2009; CARMO et al. 2012). O COm ¢ a fragdo
orgénica associada as fragoes silte e argila (< 53um), sendo definida como a fragdo da MOS
que interage com a superficie de particulas minerais, formando complexos organominerais,
estando protegida pelo mecanismo de protecdo coloidal (LOSS et al. 2009; CARMO et al.
2012).

Lutzow et al. (2007), em trabalho sobre diferentes métodos de fracionamento da MOS,
relataram que, para solos de clima temperado, a tendéncia de em média 50-75 % do COT
estarem associados a particulas de argila (2 mm), 20-40 % com particulas de silte (2 -63 mm)
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e <10 % com particulas de areia (4 - 63 mm). Para solos tropicais ainda sdo escassos dados
que reportem a quantificacdo da MOS associada a fragdo mineral. Leite & Mendonga (2003)
descreveram, em trabalho sobre modelos matematicos de ciclagem da MOS, que a formagéo
da MO passiva é controlada pelo conteudo de argila e que o fluxo de C da MO ativa e/ou MO
lenta para MO passiva consiste em uma fungéo linear ao conteudo de argila no solo.

Ultrassonificac¢éo do solo

A energia ultrassdnica vem sendo amplamente utilizada em ciéncia do solo com
propositos distintos, como no fracionamento fisico da MOS (LEIFELD & KNABNER, 2005;
NEVES et al., 2005) e determinacéo granulométrica do solo (SA et al., 1999; SA et al., 2002).
No método de sonificagdo, uma quantidade de solo é colocada em um recipiente com agua e
submetido a um determinado nivel de energia.

A quebra dos agregados do solo é causada pela cavitacdo, ou seja, pela formagédo de
bolhas de ar no liquido, que ocorre principalmente na superficie dos agregados e em suas
fendas e linhas de fraqueza. O colapso das bolhas de ar causa desagregacédo e dispersdo dos
microagregados (SA & LIMA, 2005). Existem dois tipos de sonificadores, tipo tanque
(banho) e tipo haste (contato com a solucdo do solo). S& & Lima (2005) ressaltaram que o
primeiro tipo de sonificador é menos eficiente na cavitacdo, pois a energia aplicada ndo
penetra de forma uniforme no recipiente utilizado.

Dentre os fatores que influenciam a cavitagdo nos agregados do solo estdo: a falta de
padronizacdo da energia utilizada na dispersdo pelo ultrassom (SA et al., 2004), a
profundidade de imersdo da amostra, o tipo de recipiente utilizado (SA et al., 1999; SA &
LIMA, 2005). Raine & So (1994), em estudo sobre a eficiéncia da ultrassonificagéo,
relataram que a eficiéncia da dispersdo pelo ultrassom decresce com 0 aumento da
temperatura, onde deve ser mantida abaixo dos 35 °C.

Séa et al. (2002), em trabalho sobre interferéncia de niveis de energia na estabilidade de
agregados do solo, relataram que na exposi¢cdo a energia ultrassdnica ndo ha destruicdo das
particulas elementares do solo, havendo apenas a quebra dos agregados. Neste mesmo
trabalho, os autores observaram que a melhor faixa de energia ultrassbnica para
desestabilizacdo do solo esta4 entre 30 e 90 J mL™ e a estabilidade dos agregados é
influenciada pelos teores de carbono organico e argila no solo (SA et al., 1999).
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2.5.5 Fracionamento quimico da MOS

Substancias Humicas (SHs)

As SHs sdo formadas pelo processo de humificacdo e sdo constituidas por moléculas
complexas, heterogéneas e polidispersas, modificadas quimica e biologicamente (PESSOA et
al. 2012) e constituem aproximadamente 70 a 80 % da MOS (PRIMO et al., 2011). As SHs
sdo compostas pelas fracfes acidos fulvicos (AF), acidos humicos (AH) e humina (HUM),
determinadas com base na solubilidade em meio &cido ou alcalino (FONTANA et al. 2006).
A fragdo AF ¢ soluvel em qualquer valor de pH da solucéo; a fracdo AH ¢é soltvel em meio
alcalino e insoltvel em meio &cido e a fragdo HUM é insolivel e permanece ligada a fragdo
mineral do solo (FASSARELLA et al. 2012).

Roscoe & Machado (2002) relataram que o método de SHs pouco tem contribuido
para a identificacdo de compartimentos da MOS. Tal afirmacdo possui duas provaveis razoes:
(i) AH e AF, em geral, apresentam baixa taxa de transformacéo, desta forma, dificilmente se
relacionam com processos de curto prazo; (ii) extracOes alcalinas e acidas sdo altamente
seletivas e ligadas a solubilidade dos compostos organicos, o que leva a extracdo de
compostos semelhantes de compartimentos ou reservatérios da MOS completamente
diferentes.

Hidrélise acida

Entre os métodos quimicos utilizados para quantificar as fragdes de C do solo esta a
hidrélise &cida, que tem sido utilizada em trabalhos internacionais (COLLINS et al., 2000;
ROVIRA & VALLEJO, 2000; ROVIRA & VALLEJO, 2002; SILVEIRA et al., 2008), mas,
de forma escassa no Brasil, para distinguir as fragdes ativas e resistentes da MO. A fracdo
hidrolisavel é amplamente composta por proteinas, acidos nucléicos e polissacaridos
(ROVIRA & VALLEJO, 2002), enquanto o residuo ndo hidrolisdvel contém principalmente
gorduras, ceras e resinas (ROVIRA E VALLEJO, 2000).

O protocolo mais adotado na hidrélise &cida utiliza acido cloridrico (HCI) 6N
(COLLINS et al., 2000; SILVEIRA et al., 2008) ou acido sulfarico (H.SO,) a 5N (ROVIRA
E VALLEJO, 2002). Rovira & Vallejo (2000) afirmaram que as hidrolises com HCI ou

H,SO, tém sido igualmente aplicadas, para separar a fragdo mais recalcitrante, material mais
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antigo, do hidrolisado. Silveira et al. (2008) relataram, em trabalho sobre quantificacdo da
fracdo labil do solo, que a hidrolise &cida é capaz de extrair cerca de 90 % dos carboidratos
com HCI 6N, sem haver mudangas significativas nas fracOes alifaticas, aromatica e
recalcitrantes da MOS.

Carbono solavel em agua

A matéria organica soltvel em agua (MOSA) representa uma pequena propor¢do da
MO total no solo (CHANTIGNY, 2003) e consiste em um reservatorio labil da MOS, que
inclui a biomassa microbiana, bem como carboidratos, &cidos nucléicos, proteinas,
aminoécidos (GHANI et al.,2003), além de ser uma fracdo movel, podendo refletir os efeitos
de diferentes sistemas de manejo (SILVEIRA, 2005).

Chantigny (2003), em trabalho de revisdo sobre a MOSA, relatou que o uso da terra é
considerado como o fator que mais exerce influéncia sobre a MOSA, uma vez que a
vegetacdo ¢ a principal fonte de MO no ecossistema. Fatores ambientais como clima, relevo,
umidade e textura do solo, influenciam a dindmica da MO em escala local e global. Neves et
al. (2006), analisando o efeito do manejo do solo e da MOS soltivel em &gua, observaram
correlacdo entre o teor de carbono solivel em &gua e a estabilidade dos agregados,
pressupondo que o carbono solivel é um dos componentes da matéria organica responsaveis
pela manutengédo da estrutura do solo.

Chantigny et al. (2014) testaram a influéncia da temperatura e do tempo sobre o
carbono soluvel da MO em solos agricolas da Nova Zelandia, extraindo as fragdes soluveis
com agua quente e fria. Observaram aumento das fragfes soluveis nas primeiras 4h a 80 °C,
seqguido por taxas mais lentas. Em temperatura de 20 °C, as concentracOGes das fracOes
sollveis tiveram seu maximo na primeira hora, ndo mostrando alteracdes posteriores.

Resultados semelhantes aos encontrados por Chantigny et al. (2014) tambem foram
encontrados em outros trabalhos (MARTINEZ et al.,, 2003; SILVEIRA et al., 2008;
CHANTIGNY et al., 2010), que discutiram que a temperatura de extracdo pode influenciar a
composicao e a biodegradabilidade das frages solliveis em agua. Os autores relataram que 0s
carboidratos medidos na extragcdo por éagua em temperaturas distintas eram
predominantemente de origem microbiana, havendo diminuicdo da propor¢cdo dos
carboidratos microbianos com o aumento da propor¢cdo de carboidratos oriundos da

vegetacao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O experimento em campo foi conduzido na estacdo experimental do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA), no municipio de Itambé, PE. A estacdo experimental
ocupa uma area de 240 ha, esta localizada na Zona da Mata Norte de Pernambuco (area de
transicdo entre a Zona da Mata seca e Agreste de Pernambuco), com coordenadas geograficas
de 7°24°50”S e 35°06°30”W, altitude de 190m, clima do tipo As’ (Koppen), tropical chuvoso
(quente e Umido) com verdo seco, pluviosidade média anual de 1.200 mm (chuvas
concentradas entre maio e julho), temperatura média anual de 25 °C, com maxima de 30 °C e
minima de 20 °C, umidade relativa do ar média de 80 % (ENCARNACAO, 1980), com solo
predominante classificado segundo a SBCS (2013) como Argissolo Vermelho-Amarelo
Distrofico (FERREIRA et al., 2007).

3.2 Amostragem do solo

O solo foi coletado sob dois usos distintos da terra: mata nativa e cana-de-agucar. As
amostragens da mata nativa e cana-de-agUcar foram realizadas em 24 de margo de 2015. Em
cada uso do solo foram realizadas amostragens simples em nove pontos distintos; em seguida
o0 solo coletado foi homogeneizado e retirado uma subamostra composta. Para as analises de
hidrolise enzimatica as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos € mantidas em
caixa de isopor em baixa temperatura até 0 momento da analise. As amostras utilizadas para
quantificacdo do carbono organico, caracterizagdo quimica e fisica foram mantidas em
temperatura ambiente.

As amostras foram coletadas na camada de 0 — 20 cm. Apos a coleta as amostras
foram enviadas ao Laboratério de Energia da Biomassa no Departamento de Energia Nuclear
da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras utilizadas para as caracterizagdes
quimicas e fisicas e quantificacdo do C foram secas ao ar, destorroadas e passadas em peneira
de malha de 2 mm, obtendo-se terra fina seca ao ar (TFSA). Nas amostras utilizadas no
processo de hidrdlise enzimatica foi feita uma limpeza manual para a retirada de restos de
raizes e posteriormente foram passadas em peneira de malha de 2 mm e resfriadas a

aproximadamente 4 °C (com o objetivo de diminui¢cdo do metabolismo microbiano).
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As determinagdes das propriedades quimicas e fisicas do solo foram realizadas no
IPA, no municipio de Recife, onde foram realizadas analises de pH em agua, fosforo,
potassio, calcio, magnésio, sédio, aluminio, capacidade de troca catibnica (CTC),
granulometria, densidade do solo e classe textural (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Atributos quimicos em um Argissolo sob dois diferentes sistemas de usos da terra

(mata nativa e cana-de-agUcar) na Zona da Mata do estado de Pernambuco.

Usos pH P Ca Mg Na K Al S CTC Y m
L L T — oL L2 L1 U —— (%)

Mata 4,9 3.0 30 09 0,1 0,1 10 41 165 25 21

Cana 5,5 33 37 0,7 0,04 0,1 03 46 126 36 85

P = fésforo, Ca = célcio, Mg = manganés, Na = sddio, K = potéssio, Al = aluminio, S = enxofre, v =
saturacdo por bases, m = saturacdo por aluminio

Tabela 4. Atributos fisicos em um Argissolo sob dois diferentes sistemas de usos da terra (mata

nativa e cana-de-agUcar) na Zona da Mata do estado de Pernambuco.

] Areia Areia ] ]
Usos Densidade ] Silte Argila Classe textural
grossa fina
(07151115 N EREEE—— [C) I
Mata 1,3 46,7 19 16 18,3 Franco arenoso
Cana 1,4 447 20,7 11,7 23 Franco argilo-arenoso

3.3 Metodologias de quantificacdo do carbono organico

3.3.1 Carbono organico total (COT)

Os teores de COT foram quantificados pelo método descrito por Yeomans & Bremner
(1998). Para as analises de quantificacdo do COT, foram utilizados 0,1 g de solo acrescido de
5 mL da solugdo de dicromato de potéssio (K,Cr;O; 0,167 mol.L™) e 7,5 mL de &cido
sulfdrico concentrado, mantidos a 170 °C por 30 minutos. Posteriormente foram quantificados
os teores de CO pelo método titulométrico com sulfato ferroso amoniacal 0,2 mol.L™. As

analises foram realizadas em triplicata.
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3.3.2 Carbono soltuvel em agua quente (CSAQ)

Os teores do carbono soluvel em agua quente foram obtidos seguindo a metodologia
descrita nos trabalhos de Rovira & Vallejo (2007) e Silveira et al. (2008). Os compostos
soltveis foram removidos utilizando 5 g de solo (TFSA) com 25 mL de 4gua deionizada em
tubo com fundo cdnico, tipo falcon, com capacidade para 50 mL a 20 °C por 30 minutos sob
agitacdo, centrifugado durante 10 minutos a 7342 rpm (6037 g) e filtrado (filtro de papel de
45 um de diametro do poro). Posteriormente, no mesmo recipiente, ao residuo remanescente
de solo foi adicionado 25 mL de &gua deionizada a 80 °C por 30 minutos com agitacéo,
centrifugado durante 10 minutos a 7342 rpm (6037 g) e adicionado a filtragem idéntica a
descrita anteriormente. Os extratos foram armazenados e resfriados a 4 °C (periodo maximo
de armazenamento de 7 dias), até serem utilizados na quantificacdo do carbono orgénico em
analisador de carbono TOC (Shimadzu TOC-V CSH).

Como método auxiliar a quantificagdo do carbono orgéanico em analisador TOC, foram
realizadas analises utilizando o método de demanda quimica de oxigénio (DQO) de acordo
com Standard Methods (APHA, 1992). O método consiste na quantificacdo do oxigénio (em
mgQO,/L) consumida pela matéria organica existente no sobrenadante por um agente quimico
oxidante forte (dicromato de potassio em meio &cido). Para as analises de DQO, foram
utilizados 2,5 ml do hidrolisado (sobrenadante), acrescidos por 1,5 mL da solucdo de
dicromato de potéassio (K,Cr,O7 0,025N) e 3,5 mL da solucédo catalizadora (acido sulfurico e
sulfato de prata), mantidos a 150 °C por 2h. A posteriori foram quantificados os teores de O,
pelo método titulométrico com sulfato ferroso amoniacal (0,025N). As analises foram
realizadas em triplicata.

3.4 Quantificacdo do carbono organico do solo por hidrolise enzimatica

3.4.1 Determinagao da atividade das enzimas

A enzima utilizada no experimento foi a FibreZyme TM LDI (Dyadic International
Inc., Jupiter, USA), que é um “complexo” enzimatico composto por xilanase, B-glicosidase e
celulase. As padronizacGes das atividades enzimaticas foram realizadas com suas respectivas
dosagens no Laboratério de Microbiologia Ambiental e Industrial no Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, sendo os resultados expressos em
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U/mL, onde uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 pmol de grupos redutores (glicose) por minuto. Para as analises de atividade
enzimatica as enzimas foram diluidas em tampéo acetato de sdédio 50 mM e pH 5.

3.4.3 Determinacéo da atividade da Carboximetilcelulase (CMCase)

A atividade endoglucanasica do complexo enzimatico (FibreZyme) foi quantificada de
acordo com o método descrito por Ghose (1987), modificado. Em microtubos Eppendorfs de
2 mL foram adicionados 50 pL do extrato enzimatico (diluido 10 vezes em tampéo acetato de
sodio 50 mM, pH 5), em seguida foram adicionados 50 pL de solucéo de carboximetilcelulose
(CMC) (SIGMA, USA) a 1 % pH 5 em tampdo acetato de sédio 50 mM. A mistura foi
incubada imediatamente a 50 °C por 30 minutos. Decorrido o tempo reacional, foram
adicionados 100 pL de reagente &cido 3,5-dinitrosalicilico DNS, seguido de incubacao a 100
°C por 5 minutos. Apds este periodo, foram adicionados 800 pL de agua deionizada, seguido
de homogeneizagdo. A intensidade da cor formada foi detectada em espectrofotometro a 540
nm, apds a calibra¢do do equipamento com o branco reacional.

A determinacdo de acucares redutores foi feita de acordo com Miller (1959),
utilizando glicose como padréo, sendo uma unidade de atividade definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 pmol de grupos redutores (glicose) por minuto. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

3.4.4 Determinacéao da atividade da -glucosidase

A dosagem de B-glucosidase do complexo enzimatico (FibreZyme) foi quantificada de
acordo com a metodologia descrita por Tan et al. (1987). Foram adicionados 85 pL do extrato
enzimatico (diluido 50 vezes em tampdo acetato de sédio pH 5, 50 mM) e 335 pL de p-
nitrofenil-beta-glicopiranosideo (pNPG) 0,2 % tamponado em acetato de sédio a 50 mM, pH
5. Posteriormente foram incubados por 30 minutos a 50 °C e a reagéo foi interrompida ao
adicionar 835 pL de bicarbonato de sdédio a 10 %. As leituras foram feitas em
espectrofotdmetro a 405 nm, apos a calibracdo do equipamento com o branco reacional. Uma
unidade internacional (IU) de atividade de B-glucosidase foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 pumol de p-PNP por minuto, sob as condi¢6es do ensaio, utilizando
p-PNP como padrdo. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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3.4.5 Determinacdo da atividade xilanolitica

A atividade xilanolitica do complexo enzimatico (FibreZyme) foi determinada por
meio da incubacdo de 50 pL do extrato enzimético (diluido 50 vezes em tampé&o acetato de
sodio pH 5, 50 mM), com 75 pL de solucdo de xilano de Birchwood (SIGMA, USA) a 1 %
(tampdo acetato de sédio pH 5, 50 mM), por 10 minutos a 50 °C, formando o complexo
enzima/substrato. Decorrido o tempo reacional, foram adicionados 125 pL do reagente acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) no complexo enzima/substrato, seguido de incubacéo a 100 °C por
5 minutos, e adi¢do de 1000 pL de dgua deionizada, seguido por leitura em espectrofotdmetro
em comprimento de onda a 540 nm, apds a calibragdo do equipamento com o branco
reacional. A determinagdo de agUcares redutores foi feita segundo Miller (1959) utilizando
xilose como padréo, sendo uma unidade de atividade definida como a quantidade de enzima

capaz de liberar 1 pmol de xilose por minuto. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.6 Hidrolise enzimatica do solo

Amostras de 5 g de solo foram pesadas em triplicata e adicionadas a um volume fixo
de 120 mL de tampdo e enzima (correspondendo aproximadamente as dosagens: 0, 1, 2, 4 mL
de enzima). A hidrolise enzimatica foi realizada em meio tamponado sob agitacdo de 150
rpm, temperatura média de 45 °C nos tempos de 0, 96 e 168 horas.

Cada dosagem de enzima utilizando acetato de sodio (50 mM, pH 5) como tampéo
corresponde a um tratamento distinto. O tratamento 1 (T1) corresponde a 120 mL do tampéo
acetato de sodio e 5 g de solo e o tratamento 2 (T2) a 1 mL do complexo enzimatico, 119 mL
do tampdo acetato de sodio e 5 g de solo. Cada tratamento foi feito em triplicata e os brancos
(tratamento testemunho) tiveram apenas as dosagens enzimaticas e o tampé&o acetato.

Para os tratamentos utilizando agua deionizada, cada dosagem de enzima utilizada
corresponde a um tratamento distinto. O tratamento 1 (T1) teve 120 mL de agua deionizada e
5 g de solo; o tratamento 2 (T2) teve 1 mL do complexo enzimatico, 119 mL de &gua
deionizada e 5 g de solo; o tratamento 3 (T3) teve 2 mL do complexo enzimatico, 118 mL de
agua deionizada e 5 g de solo; e o tratamento 4 (T4) teve 4 mL do complexo enzimatico, 116
mL de agua deionizada e 5 g de solo. Cada tratamento foi triplicado e os brancos (tratamento

testemunho) tiveram apenas as dosagens enzimaticas e 4gua deionizada.
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A quantificacdo do carbono orgénico para os tratamentos utilizando o tampé&o acetato
de sodio se deu pelos compostos solvidos na solugéo (hidrolisados), tendo sido coletados 15
mL do sobrenadante nos tempos de 0, 96 e 168 horas e acondicionado em tubo com fundo
conico, tipo falcon, com capacidade para 50 mL, centrifugados durante 10 minutos a 7342
rpm (6037 g) e filtrados (filtro de papel de 45 pum de didmetro do poro). Os extratos foram
armazenados e resfriados a 4 °C (periodo maximo de armazenamento de 7 dias) até serem
utilizados posteriormente na quantificacdo do carbono organico em analisador TOC.

Para quantificacdo da matéria orgénica nos tratamentos utilizando &gua deionizada
como tampao, foi utilizado o método de demanda quimica de oxigénio (DQQ), de acordo com
Standard Methods (APHA, 1992).

3.5 Extracédo sequencial do carbono orgénico por hidroélise enzimatica

Para liberacdo e quantificacdo dos compostos de carbono das fragdes da MOS atraves
da hidrdlise enzimatica, foi realizada uma sequéncia analitica constituida por 2 etapas:

(i) Extracdo do carbono solivel em agua quente (item 3.3.2.). Os compostos
sollveis em agua foram removidos e o residuo do solo foi resfriado a 4 °C (periodo maximo
de armazenamento de 7 dias) até a anélise posterior.

(if) Hidrdlise enzimética (item 3.4.6.). Os residuos de solo foram hidrolisados com
cargas enzimaticas e tempos distintos.

A metodologia sequencial esta descrita na Figura 2.

3.6 Analise Estatistica

Os dados de CO derivados dos diferentes tratamentos e tempos de extragdo foram
submetidos a analises ndo paramétricas, utilizando o teste de Friedman em relag8o a variacéo
da quantidade de MO extraida nos diferentes tempos reacionais; o teste de Spearman
correlacionando as quantidades de teores de MO extraida nos diferentes tratamentos; o teste
de Kruskall-Wallis comparando os diferentes tratamentos dentro de cada tempo de extracao e
0 teste de Wilcoxon-Mann-Whitney para comparar os teores de MO extraida entre os dois
diferentes métodos (analisador de carbono orgénico e demanda quimica de oxigénio). Os

testes estatisticos foram realizados aplicando o software estatistico R.
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Figura 2. Fluxograma da metodologia analitica sequencial de hidrdlise enzimatica do carbono

organico do solo em Argissolo sob dois diferentes sistemas de uso da terra: mata nativa e cana-

de-acUcar, na Zona da Mata do estado de Pernambuco.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Carbono orgénico total (COT)

Os teores de COT encontrados nos solos foram de 17,39 e 6,62 mgC gsolo nas areas
sob mata nativa e cultivo de cana-de-agUcar, respectivamente (Tabela 5.). Os maiores teores
de COT na érea de mata nativa estdo provavelmente associados a uma maior incorporagao de
material vegetal ao solo, assim como a uma maior ciclagem de nutrientes. Por outro lado, o
menor teor de COT na area de cana demostra 0 impacto negativo da conversdo de mata em
agricultura, do ponto de vista do estoque de C no sistema.

A marcante diferenca nos teores de carbono (C) do solo entre os dois usos da terra
utilizados era esperada, pois a intencdo era testar a capacidade das metodologias de
fracionamento em identificar as quantidades de C com diferentes labilidades no solo. Nesse
caso, espera-se que o solo sob cultivo de cana-de-agucar apresente menores quantidades de
carbono orgénico e menores proporcdes de carbono Iabil, uma vez que as praticas de cultivo

estimulam a decomposicao dessa fracéo.

5.2. Quantificacdo do CO no processo de hidroélise enzimatica

Quantificacao do carbono solavel em &gua quente

O carbono soltvel em agua quente (CSAQ) quantificado através foi de 0,32 e 0,26
mgC gsolo (Tabela 5.) para mata nativa e cana-de-aglcar, respectivamente, apresentando
diferenca significativa (p<0,05) entre os usos. O teor médio de carbono solivel em &gua
quente (CSAQ) na area de mata foi de 2 %, enquanto, na area de cana foi de 4 % do COT.
Pode-se inferir que a MO dissolvida em agua representa a fracdo prontamente disponivel a
microbiota do solo, constituida por aminoacidos, acidos nucléicos, proteinas e agucares.

Pode-se perceber que, em solos agricultaveis, ha maior mineralizacdo da MOS, por
conseguinte uma maior perda de C para 0 meio. Em area de mata ha uma continua
incorporacdo de material vegetal, portanto, ha um balango entre o ganho e a perda de C
(CHANTIGNY, 2003). Desta forma, pode-se inferir que em area de mata ha um maior teor de
carbono soltvel em 4gua. Entretanto, este valor representa uma minima parte do COT em

relacdo a area de cana-de-acucar.
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Tabela 5. Quantificagdo do carbono organico total (COT) e do carbono soltvel em &gua quente
(CSAQ) do solo antes do tratamento de hidrolise enzimética em um Argissolo sob dois diferentes

sistemas de uso da terra (mata nativa e cana-de-aglcar) na Zona da Mata do estado de

Pernambuco.
Usos coT CSAQ
--------------------------- mMgC/gsolo ------------mmm oo
Mata 17,39+2,62* 0,32+0,06*
Cana 6,62+2,61 0,26+0,03

*indica que ha diferenca significativa entre as médias

Utilizando o método de demanda quimica de oxigénio (DQQO), que consiste na
quantificacdo do oxigénio liberado através da oxidacdo da MO por dicromato de potassio, 0s
teores de CSAQ foram de 0,43 e 0,39 mgO, g’solo sob mata e cana-de-aclcar,
respectivamente. Estes resultados ndo mostraram diferenga significativa (p<0,05) quando
comparados aos resultados apresentados em analisador TOC, demonstrando que o método de
DQO é vélido na quantificacdo de pequenos teores de MO do solo ap0ds extracdo com agua
quente.

Quantificacdo do CO nos hidrolisados utilizando acetato de sodio (50 mM, pH 5) como

tampao

Os resultados dos ensaios de hidrélise enzimatica do solo utilizando acetato de sodio
(50 mM, pH 5) como tampéo estdo apresentados na Tabela 6. Houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os tempos de 0, 96 e 168h para o tratamento (T1), que contém o tampédo
acetato e 5 g de solo em meio reacional, nos dois usos da terra. N&o foi observada diferenca
significativa (p>0,05), na quantificagdo da MO extraida das amostras de solo dos dois usos da
terra entre 0s tempos reacionais. Estes resultados devem-se provavelmente a adicdo de C ao
meio reacional pelo tampéo acetato de sodio (C,H3zNaO,.3H,0). Com a utilizacdo do tampéo
organico foram adicionados em média ao meio reacional 1283,95 mgC g™ solo. A utilizagdo
de um tampdo orgéanico causou um ruido em termos percentuais de em média 50% na
deteccdo do CO, emrelagéo ao C introduzido pela amostra de solo ~86 mgC.

Por esse motivo, a leitura do C liberado nos hidrolisados através da hidrdlise
enzimatica em analisador (TOC) perdeu precisdo. Sendo assim, seriam necessarios estudos
adicionais que testassem metodos alternativos de quantificagdo, como por exemplo, a
quantificacdo dos acucares liberados pelo processo de hidrolise através de cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (CLAE). Estes resultados poderiam indicar com maior precisdo se ha
um fracionamento da MOS através do uso de enzimas ao excluir o ruido decorrente da adigdo

do C presente na molécula do tampao.

Tabela 6. Carbono organico nos hidrolisados (sobrenadante) de solo obtidos com a utilizagdo de

enzimas em diferentes tratamentos e tempos reacionais.

COT (mgC.g™)
Tratamentos/ Tempos (h)
T1 T2
Usos Oh 96h 168h Oh 96h 168h
Mata 3857,17 2616,13 3342,25 1595,46* 2218,52 514,72*
Cana 3917,65 2913,37 3262,33 1710,29* 3627,50 116,46*

(T1) Padréo (tampao acetato de sddio 50mM + 5g solo); (T2) 1% (1ml enzima + 5g solo + tampdao acetato).

*indica que hé diferenca significativa entre as médias.

Avaliagéo do pH dos hidrolisados utilizando agua deionizada

Em continuidade aos ensaios, devido a interferéncia da introducdo de C no meio
reacional pela utilizagdo de um tampéo organico, foram conduzidos experimentos para
reavaliar o método com a incorporacéo de um tampéo inorgénico. Nessa avaliacdo, buscou-se
um tampao inorganico, visando manter o pH na faixa de 4 — 5,5 nos periodos de tempo de 0,
96 e 168h. Para isso, foram realizados testes com agua deionizada (pH 5,56), levando-se em
consideracdo o proprio poder tampdo do solo e a variacdo de pH do complexo enzimatico
com o tempo.

Nos tratamentos T2 e T3 utilizando solo de cana-de-aglicar houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os tempos reacionais. No tratamento T2, contendo 1 ml do
complexo enzimatico mais 5 g solo a média do pH foram de 4,72 a 6,22 nos tempos 0 a 96h,
respectivamente e no tratamento (T3) contendo 2 ml do complexo enziméatico mais 5g de
solo, houve uma variacdo média de pH de 3,86 para o tempo 96h a 6,48 no tempo 168h. Estas
variagfes podem estar relacionadas a prépria variagdo de pH da reacdo; a instabilidade da
utilizagdo da &gua como tampdo e/ou a uma tendéncia de aumento do pH ao longo do tempo,
podendo haver uma neutralizacdo do meio reacional ao decorrer do processo de hidrélise.

Na maioria dos ensaios, 0 pH do meio manteve-se ~5,0 para a rea¢do enzimatica de
interesse, com exce¢do de dois tratamentos sob cultivo de cana, em que o pH ficou acima de
6,0. Sendo assim, aparentemente, 0 uso da agua como tampao é adequado para a condugdo da

reacao de hidrolise enzimatica.
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Quantificacdo da matéria organica nos hidrolisados utilizando agua deionizada

Comparando isoladamente os tempos reacionais de cada tratamento, assim como para
o0s tratamentos testemunha contendo apenas dgua e enzima nas dosagens utilizadas (Figura 4),
houve diferencas significativas em todos os tratamentos (p<0,05). No tratamento T1 contendo
apenas agua deionizada e solo, houve tendéncia de aumento da matéria organica (MO) em
relagcdo ao tempo, tal tendéncia foi observada a partir do tempo reacional de 96h, mantendo-se
estabilizado no tempo de168h. Os valores foram de 0,60 mgO, g™solo no tempo Oh e de 6,10
mgO. g™solo nos tempos de 96 e 168h. Estes valores demonstram a capacidade da 4gua em
hidrolisar os compostos organicos de maior labilidade da MOS ao longo do tempo de reacédo
testado. Silveira et al (2008), em trabalho de hidrdlise acida da MOS, observaram que, a partir
de 2h ha uma maior liberacdo do carbono organico extraido com &gua quente e apds este
periodo hd uma estabilidade na hidrélise dos compostos organicos. Esta estabilidade na
hidrélise pode estar relacionada a pouca eficiéncia da extracdo da matéria organica mais
recalcitrante pela agua.

No tratamento T2, ou seja, com carga de 1 ml de enzima, foram observados maiores
teores de MO no tempo Oh (68,57 mgO, g’solo), e um decréscimo a partir de 96 e 168h
(43,92 e 32,20 mgO- g~solo), sendo estes valores diferentes significativamente apenas nos
tempos 0 e 96h. No tratamento T3, o maior valor também foi observado em Oh (246,40 mgO.
g*solo), que foi significativamente maior que em 96 e168h (156,80 e 171,20 mgO, g~solo).
No tratamento T4 os maiores valores de MO extraida foram nos tempos 0 e 96h (388,55 e
382,66 mgO, g’solo), que ndo diferiram estatisticamente entre si, sequidos de diminuicdo
significativa em 168h (247,26 mgO, g~solo).

O decréscimo dos teores de MO nos tratamentos pode estar relacionado a interferéncia
de elementos presentes no solo, causando possiveis inativacdes da atividade enzimaética; a
falta de precisdo do método analitico empregado; a perda de MO durante o processo reacional
e/ou & incorporacao da MO ao substrato (solo). Todos esses processos merecem ser melhor
estudados para a compreensao dessas rea¢fes durante a hidrélise enzimatica.

Os resultados também podem estar diretamente relacionados a fatores que controlam o
rendimento da hidrélise enzimatica, como por exemplo, tipo de pré-tratamento do substrato,
inibicdo da atividade enzimatica pelos produtos finais da biodegradacdo, termoestabilidade
das enzimas, concentracdo e adsorcdo do substrato, tempo de duragdo da hidrolise, pH do
meio, concentracdo de substrato no meio e taxa de agitacdo (SUN & CHENG, 2002;
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CASTRO & JR, 2010; DYK & PLETSCHKE, 2012; WANDERLEY et al., 2013; YANG &
FANG, 2014;).

Os tratamentos testemunha, contendo apenas agua deionizada e as quantidades do
complexo enzimatico utilizados, também tenderam a diminuicdo nos teores de MO extraida
ao longo dos tempos reacionais, exceto o tratamento (T4), contendo 4 ml do complexo
enzimatico, que demonstrou aumento da MO ao longo do tempo de reacao.

Em todos os ensaios com o tratamento testemunha, observou-se a formagdo de uma
fase semissolida aglomerada no hidrolisado ao longo do tempo reacional. A formacdo desse
aglomerado, que pode conter substéncias contendo C, pode explicar a diminui¢do dos teores
de MO quantificados nos hidrolisados ao longo do tempo. N&do foi possivel identificar a

composicao desse aglomerado e nem a razéo de sua formagéo.

Figura 3. Variacdo da matéria orgénica presente no sobrenadante de solo hidrolisado com

diferentes cargas de enzima e tempos de reacao.
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Ao comparar os teores de MO entre os tratamentos e 0s tempos reacionais, foi
observada diferenca significativa entre todos os tratamentos e incremento da MO com o
aumento da dosagem enzimaética. Este incremento variou de 73,14 mgO. g~solo utilizando 1
ml do complexo enzimético a 532,78 mgO,/gsolo utilizando 4 ml do complexo enzimatico.
Esses resultados indicam que o C presente nas moléculas do complexo enzimatico interferiu a
determinacdo da MO extraida do solo.

Este acréscimo de MO ao meio reacional dificulta os testes de fracionamento da MOS,

pois pode inibir a atuacdo da prépria enzima, como também interferir na relagdo enzima-solo,
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e assim causar ruidos na quantificagdo dos teores de MO. Ao final, torna-se muito dificil a
diferenciacdo da MO proveniente do solo ou da enzima ao longo do processo de hidrdlise.
Desta forma, recomenda-se um novo delineamento amostral em relacéo a hidrdlise enzimética
com abordagens alternativas como a utilizagdo de técnicas de pré-tratamento mais eficazes
para a disponibilizacdo da MO ao ataque enzimético e aumento da massa de solo para as

dosagens enzimaticas utilizadas ou diminuicdo da carga enzimatica utilizada nos tratamentos.
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6 CONCLUSAO

Nos testes utilizando enzimas no fracionamento da matéria organica, foi observado
decréscimo dos teores da MO em relagdo ao tempo, podendo estar relacionado a interferéncia
de elementos presentes no solo, a falta de precisdo do método analitico empregado, a perda de
MO durante o processo reacional e/ou a incorporagdo da MO ao substrato (solo). A adicéo de
enzimas no processo de fracionamento da MOS, introduz quantidades significativas de C ao

meio reacional, o que indica que serdo necessarias mudangas no método analitico.
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