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Apresentacao

Esta Série Documentos traz uma ampla visao sobre as possibilidades
de aplicacao da analise de is6topos estaveis na ciéncia agricola.

Esta obra vai além de abordar a classica aplicagao da técnica de
enriquecimento com "N para estudos com fertilizantes. Aprofunda-
se também nas aplicacoes do uso da abundancia natural de outros
isdtopos estaveis relevantes, como 2H, °C, 0, e o S, de grande
aplicagao nas ciéncias naturais, que vai de estudos basicos como

a biodegradacao de residuos organicos e da matéria organica do
solo até estudos mais aplicados como a autenticagao de alimentos
orgénicos. Avancos recentes e inovadores sobre o uso da abundancia
natural de "N para estudos com fertilizantes organicos abrem novas
possibilidades para a pesquisa agricola e aplicagao pratica.

Daniel Vidal Pérez
Chefe-geral da Embrapa Solos
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Aplicacoes da Analise
de Is6topos Estaveis na
Agricultura

Caio de Teves Inacio
Segundo Urquiaga

Conceitos Basicos e Nomenclatura

Isotopos Estaveis

Isdtopos estaveis de hidrogénio (H), carbono (C), nitrogénio (N),
oxigénio (O) e enxofre (S) ocorrem naturalmente na atmosfera,
hidrosfera, litosfera e biosfera. Is6topos sao atomos de um elemento
com o mesmo numero de prétons (mesmo nimero atdmico), mas
diferente nimero de néutrons (massa atdmica diferente) no nucleo.
Isotopos estaveis nao estao sujeitos ao decaimento radioativo, em
oposicao aos isétopos radioativos (emissao S, a). Portanto, existe
uma variagao na composicao isotopica no ambiente que € devida
aos processos fisicos e quimicos de fracionamento isotopico e nao
ao decaimento radioativo. Cada elemento possui um isétopo “leve”
dominante com o peso atbmico nominal ('H, '2C, N, 60, *S), e um
ou mais isdtopos “pesados” (2H, °C, N, 70, 80, %S, 34S) (Tabela 1).
Além desses cinco elementos com grande aplicacao na Ecologia e
na Agronomia, a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) lista um total de 20 elementos com variagdes na abundancia
natural de seus is6topos estaveis (Li, B, Mg, Si, Cl, Ca, Cr, Fe, Cu, Zn, Se,
Mo, Pd, Te, eTi) (Tabela 1).
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Tabela 1. Abundéancia natural de is6topos estaveis importantes para as ciéncias
bioldgicas.

Hidrogénio 1 H 0,999 844 26
2H 0,000 155 74
Carbono 6 2C 0,988 922
8C 0,011 078
Nitrogénio 7 “N 0,996 337
>N 0,003 663
Oxigénio 8 60 0,997 620 6
70 0,0003790
80 0,002 000 4
Enxofre 16 328 0,950 407 4
3 0,007 486 9
S 0,041 959 9
36S 0,000 145 79

Fonte: Coplen et al. (2002).

Embora os isétopos de um mesmo elemento participem das mesmas
reacOes quimicas, isso ocorre em taxas diferentes gerando uma
variagao na abundancia natural desses elementos. Reagdes quimicas e
processos fisicos, tais como evaporacao e condensacao, discriminam
contra isétopos “pesados”. O fracionamento resulta em produtos
isotopicamente mais “leves” (contém menos do isétopo “pesado”)
que o material precursor. Essas variagdes na abundancia natural, tal
como ocorre devido ao fracionamento pelas reacoes de fotossintese
(12C/3C), fixacao bioldgica de N (*N/®N), evaporacao ('H/2H; '0/'®0) e
oxidacao bioldgica (32S/3*S), permitem uma gama de aplicacoes nas
mais diversas ciéncias naturais (COPLEN et al., 2002), entre elas a
Agronomia e a Ciéncia do Solo. A abordagem alternativa ao uso das
variacoes na abundancia natural € o uso de materiais artificialmente
enriquecidos isotopicamente (p. ex.: >1% de °N), os chamados
tracadores, que sdo adicionados ao sistema em estudo.

Valores absolutos (x) e relativos ()
A rigor, nao ha um valor absoluto de abundéancia isotdpica per se
porgue cada medida contém uma incerteza expressa como desvio
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padrao ou outro parametro estatistico similar (COPLEN, 2011).
Tomando os isotopos de N como exemplo, podemos expressar os
valores absolutos (x) conforme a Equacéao 1:

quantidade de "N (1)
quantidade de N + 5N

Fracao atdémica de ®N, x("N) =

Ou como excesso da fragao atdmica de "®N (Equacao 2).

x5("*N) =x("N) - x("N) (2)

amostra/referéncia amostra referéncia

Onde a fracdo atomica de "N da referéncia internacional do N, do ar,
x("*N)_, foi determinada precisamente como 0,003 663 + 0,000 004
(JUNK; SVEC, 1958). O excesso da fragao atomica, x£("°N), é muito
empregado para amostras enriquecidas, p. ex.: fertilizantes como
ureia e sulfato de amédnia. As primeiras aplicagcoes de ®N como um
tragador envolveram as tentativas para estimar a eficiéncia dos
fertilizantes nitrogenados, aplicando ao solo materiais enriquecidos ou
empobrecidos em "N (HAUCK; BREMNER, 1976). Quando as amostras
tém a composicao isotdpica préxima a abundancia natural, o uso do
valor relativo (6) é preferido ao invés do valor absoluto (x) (COPLEN,
2011). O valor 6 é a razao isotdpica de uma amostra relativa a razao
isotopica do padrao internacional (Equacao 3). Como o N tem apenas
dois isotopos (N e '®N), entao:

515N = R(15N/14N)amostra _ 1

R('5N/"“N)

(3)

padrao

Onde o padrao internacional por definicao tem (J) = 0. Comumente
valores de (J) sao expressos per mil ou %o, apesar de ndo ser uma
préatica do Sistema Internacional (S.1.) de Unidades.

Chalk et al. (2015c) chamam a atencao para um erro comum na
literatura quando se substitui o R por x("*N) na Equacao 3. Apesar de
essa substituicao resultar em valores similares de (6) para "N, para
outros is6topos com maior fragdo atdbmica, como os is6topos *C e %S,
os resultados sao mais discrepantes.
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O valor R é calculado como:

Razao Isotopica, R(N/*N) = _X("°N) (4)
T—x(®N)

Portanto, para o padrao internacional (ar), onde a fragdo atdmica de
®N = 0,003 663.

Entdo, R('*N/"N) = 0,003 663 + (1 — 0,003 663)
=0,003 663 + 0,996 337 = 0,003 676 47

Um cuidado deve ser tomado, porque muitas vezes, na literatura, o
valor R("™N/“N) = 0,003 663 é usado no lugar do valor correto 0,003 676
47 (CHALK et al., 2015c). Entao, para uma amostra cuja fracao atomica
de ®N, x("®N) é igual a 0,003 686, temos:

R("*N/"“N) = 0,003 686 + (1 — 0,003 686)
=0,003 686 + 0,996314 = 0,003 699 64

Desta forma, substituindo os valores acima na Equacao 3, temos:
0"N = (0,003 699 64 + 0,003 676 47) - 1 = +6,3 x 10~°= +6,3%o
Exemplos adicionais sao apresentados naTabela 2.

Portanto, um valor de J(if) (p. ex.: §"°N) positivo indica que a amostra

€ mais enriquecida no is6topo “pesado” ("*N contra “N) que a
referéncia, e valores negativos de J(if) indicam que a amostra é
empobrecida no isotopo “pesado” em relacao a referéncia (COPLEN et
al., 2002).
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Tabela 2. Valores relativos (0) da abundancia de "°N considerando a faixa de
valores de 6'°N normalmente encontrada para solos, plantas e fertilizantes.

0,3637 0,003637  -0,0026 0,00365028 -712
0,3643 0,003643  -0,002 0,00365632 -5,48
0,3653 0,003653  -0,001 0,00366639 -2,74

r 0,3663 0,003663 0,0 0,00367647 0,0
0,3667 0,003667 +0,0004 0,00368050 +1,096
0,3673 0,003673 +0,001 0,00368654 +2,74

0,3683 0,003683 +0,002 0,00369661 +5,48
0,3693 0,003693 +0,003 0,00370669 +8,22
0,3703 0,003703 +0,004 0,00371676 +10,96
0,3713 0,003713 +0,005 0,00372684 +13,70
10 0,3718 0,003718 +0,0055 0,00373188 +15,07

M x("SN)/(100 — x("°N)).
210 segundo e o terceiro decimais nao denotam o nivel de precisdo da medigao, apenas sao
mostrados para efeito de comparagéo.

Fonte: Modificado de Chalk et al. (2015c).

©ON®ODDWN =

A relacao entre 6N e o excesso da fragao atdmica de N, x5('®*N)
amostrarar 1@ faIxa de 7%o a 15%o0 (Figura 1), pode ser expressada
simplificadamente como a Equacgao b5:

0N = 2740 x xF("*N) em %o (5)

amostra/ar /

S I E— — T T T 1 Figura 1. Relacio entre
+16 1 0"™N/%o e o excesso da
144 7 fracao atémica, x¥("*N)/%,
12 ] na faixa de valores de J
*+10 ] apresentados por Inacio et
8] 7 al. (2015a) para solos,
2 6 7 plantas e fertilizantes
< 1 (CHALK et al., 2015c).
£ 12 1
o] 1
2] ]
4] Y =0.00008 + 2740.13608 * X
1 SD =0.00029 1
6 ]
8] ]
-10 T T T T T T T T T
-0.004 -0.002 0.000 0.002 0.004 0.006

E(N) 1 %

13
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Onde o incremento de 1 /%o é equivalente ao incremento de 0,003649
x1072 de excesso da fracao atémica de "N, x(®N) (Figura 1).

Esse valor € menor do que 0,003663 x10-2 proposto por Doughton et
al. (1992). Essa diferenca é atribuida a aproximagao comum, porém
errOnea, de que o valor de 10 esta diretamente relacionado a fracao
atdomica, x("®N), quando de fato este é relacionado a razao isotopica,
R("®N/**N), na Equacao 3 (CHALK et al., 2015c).

Fracionamento Isotopico

O fracionamento isotopico pode ocorrer como resultado de um
processo fisico (p. ex.: difusdo), quimico (p. ex.: troca idnica) ou
biolégico (enzimatico). O fracionamento isotdpico pode ser expresso
de duas formas:

Fator de fracionamento (a), a = A/ 8B

Onde A é o reagente e B é o produto da reacao (em equilibrio).

Ou como discriminacao (A ou €) em unidade por mil (%.) (Equacao 6).
€/ %o = (ds — dp) x [1 + (dp x 1.000)] (6)

Onde Js é o substrato e dp é o produto.

Uma aproximacao da equacao acima é (Equacao 7):

£%o0 = Js — Op (7)

O fator de fracionamento (a) é aproximado por:
€=(€/1.000) +1
ou

e=(a—-1) %1000
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Entao, para fator de fracionamento (o) de 1,020, o € do produto = -20%o
relativo ao substrato (HOGBERG, 1997).

Processos fisicos de fracionamento isotopico incluem aqueles cujas
taxas de difusao sao dependentes da massa, tais como ultrafiltracao
ou difusao gasosa de ions ou moléculas. Processos quimicos de
fracionamento isotdpico envolvem a redistribuicao dos isdtopos de
um elemento em suas fases, moléculas ou espécie quimica. Estes
podem ser: (1) fracionamentos isotopicos em equilibrio, quando as
taxas de reagoes bidirecionais sao iguais para reacoes de troca i0nica,
ou (2) fracionamentos isotépicos cinéticos, causados por reacoes
unidirecionais cuja reacao de formacao do produto é dependente da
massa do elemento. Nas reacoes isotépicas em equilibrio, o isétopo
“pesado” estara enriquecido na substancia com o estado de oxidagao
mais elevado, e também no estado mais condensado, em geral. Em
processos cinéticos, o is6topo “leve” forma ligacoes mais fracas e
mais facilmente quebradas. Portanto, o isotopo “leve” & mais reativo
e, dessa forma, se concentra mais no produto, deixando o reagente
(remanescente) enriquecido em isotopo “pesado”. A maioria das
reacoes bioldgicas sao exemplos de fracionamento cinético (p. ex.:
fotossintese e reducao de sulfatos por bactérias) (COPLEN et al., 2002).

O equilibrio isotdpico entre duas fases nao significa que ambas
tenham fragoes molares (abundancia) idénticas de cada is6topo.
Nesse caso, somente as fragdes molares sdo constantes. Por exemplo,
o vapor d’agua em um sistema fechado em contato com agua liquida,
em uma temperatura constante, tem as concentracoes dos isétopos
“pesados”, 2H e 80, mais elevadas na fase liquida do que no vapor
(COPLEN et al., 2002).

Aplicacoes na Agricultura

13C

A Assinatura Isotopica (613C) das Plantas

A composicao isotépica ou assinatura isotépica do tecido vegetal
(0™*C) é funcao, principalmente, do fracionamento isotopico do CO,
durante a fotossintese (DAWSON et al., 2002). A difusédo do CO,
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através do estdmato foliar (um processo fisico) e a redugao enzimatica
de CO, pela enzima RuBisCo durante a carboxilagdo (um processo
bioquimico) contribuem para o fracionamento (discriminacao) do
is6topo C, ja que ambos os processos favorecem o is6topo ?C, mais
leve. Existem trés tipos de metabolismo fotossintético vegetal: C3
(Ciclo Calvin); C4 (Rota Hatch-Slack); e CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas). Os primeiros produtos nos metobolismos C3 e C4 sao
moléculas de trés e quatro atomos de carbonos, respectivamente.
Plantas com metabolismo CAM possuem a rota C4 ativa durante a
noite (auséncia de luz) e ciclo C3 durante o dia (LARCHER, 2003). A
maioria das plantas de clima temperado sao espécies C3 (hortalicas
em geral, cereais e frutiferas), enquanto muitas gramineas tropicais
possuem metabolismo C4 (milho, cana-de-agucar, pastagens). O
abacaxi € um exemplo de espécie CAM, da familia das Bromélias,
como os cactos (Opuntia spp.) encontrados em climas aridos.
Conforme o metabolismo fotossintético, as plantas apresentam
especificos valores de ¢'°C. Plantas C3 apresentam valores de J entre
-22%o a -30%o, plantas C4 entre -10%o a -14%. e plantas CAM -10%. a
-35%o0 (CERLING et al., 1997; COPLEN et al., 2002; LARCHER, 2003). A
composicao isotopica (6*C) do CO, da atmosfera é aproximadamente
-8%0 (YUN; RO, 2008) mas esse valor de 6 tem gradualmente se
tornado mais negativo com o aumento das concentracoes de CO,
atmosférico (PECK; TUBMAN, 2010).

A rota fotossintética é o principal determinante da assinatura de

0'%C das plantas. No entanto, condicoes ambientais podem afetar os
valores de ¢, tais como estresse hidrico (seca), intensidade da radiacao
solar, altas/baixas temperaturas, baixa pressao atmosférica e estresse
por ozénio (YUN; RO, 2008). Estresses ambientais, como o aumento
da temperatura global, afetam o balanco de fracionamento entre a
conduténcia estomatica (taxa de passagem de CO,) e a carboxilagao
(HULTINE et al., 2013). O suprimento de N pode afetar diretamente o
0"C das plantas pelo aumento da taxa fotossintética e indiretamente
pelos efeitos na eficiéncia no uso da 4agua (HOGBERG et al., 1997). O
genotipo é também uma importante fonte de variagao para valores
de 6"C das plantas (SERRET et al., 2008), e a composicao isotdpica do
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CO, atmosférico local tem forte influéncia nesses valores de ¢ (p. ex.:
cultivo em casas de vegetacao aquecidas com queima de gas natural)
(ROGERS, 2008; SCHMIDT et al., 2005).

A distribuicao de *C dentro das plantas nao é uniforme, e diferencas
fundamentais existem entre espécies C3 e C4 nesse aspecto (HOBBIE;
WERNER, 2004). As raizes de plantas C3 sdo invariavelmente
enriquecidas em "*C de 1%o a 4%0 em comparacao com as folhas
(Figura 2), enquanto em plantas C4 essas diferencas sao atenuadas.
Graos de trigo (C3) tém valores mais altos de 6°C que as folhas

ou a palha (SENBAYRAM et al., 2008; SERRET et al., 2008). Essas
diferencas sao relacionadas a distribuicao desuniforme de "*C entre
os constituintes bioquimicos da planta. Por exemplo, a lignina é
empobrecida em *C em comparacao com a celulose ou hemicelulose,
ou o tecido vegetal inteiro (BENNER et al., 1987).

O enriquecimento de 0*C da celulose em comparagao com a lignina
varia de 2,5%0 a 4,6%0 em varios 6rgaos em plantas C3 e de 4,6%o

a 6,2%0. em plantas C4 (HOBBIE; WERNER, 2004). Sendo assim,
tecidos vegetais ricos em lignina (p. ex.: palha de cereais) terdo
valores mais baixos de 6"°C que os graos, os quais sao pobres em
lignina. Constituintes lipidicos também sao empobrecidos em *C em
relacao ao tecido vegetal inteiro devido ao fracionamento isotépico
durante a oxidacao da piruvato acetil CoA (enzima) na sintese lipidica
(DENIRO; EPSTEIN, 1977). Uma ordem geral de valores de §'°C parece
ser alcanos < lipidios < tecido vegetal inteiro, sendo os alcanos e
lipidios empobrecidos 6%, em plantas C3 e 8%. a 10%. em plantas

C4 em comparagao com o tecido vegetal inteiro (COLLISTER et al.,
1994). Além disso, a distribuicao de *C na cadeia de carbono de uma
dada molécula organica pode nao ser uniforme. A glicose derivada
do amido de milho (C4) e da sacarose de beterraba agucareira (C3)
apresenta o carbono 4 (posicao na cadeia) relativamente mais
enriquecido cerca de 5%0 a 6% € 0 carbono 6 empobrecido cerca

de b5%o, 0s resultados foram consistentes para ambas as fontes
(ROSSMANN et al., 1991).

17
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A heterogeneidade na distribui¢cao de ®*C na cadeia de carbono

tem sido demonstrada para diversos constituintes bioquimicos

nas plantas, p. ex.: frutose, etanol, entre outros (GILBERT et al.,

2011a, GILBERT et al., 2011b; GILBERT et al., 2012). A distribuicao
desuniforme de *C entre constituintes bioquimicos dos tecidos
vegetais bem como a distribuicao heterogénea de *C dentro das
moléculas organicas (Figura 2) sao ambos explicados pelo efeito
enzimatico sobre o fracionamento, o qual ira ter também um papel no
fracionamento isotdpico de *C durante a biodegradacao de residuos
agricolas (CHALK et al., 2015a).

Figura 2. Diagrama esquematico
mostrando o fracionamento
pos-fotossintético de *C

Amido
Aglicares

Celulose implicando diferencas em
St valores de J em 6rgéo e

Lignina metabolitos em plantas. Setas

Lipideos sélidas (1, V) indicam o

Alcatins aumento no enriquecimento de

e C (CHALK et al., 2015a).
Distribuicdo desuniforme
de ** ¢ dentro das
moléculas

Decomposicao de Residuos Agricolas

As condigdes nas quais ocorre a biodegradacao de residuos agricolas
podem variar largamente em termos de temperatura, umidade e
disponibilidade de oxigénio. Ou seja, pode variar do armazenamento
anaerobio de esterco animal até a compostagem aerobia e termofilica
de residuos vegetais e animais. A abundancia relativa de *C (J) tem se
tornado uma ferramenta indispensavel para estudos de decomposicao
de substratos organicos em ecossistemas naturais e agricolas (CHALK
et al., 2015a). Em particular, o isdétopo estavel *C tem sido empregado
para tracar e quantificar fluxos de C com o intuito de reconstruir a
dindmica da vegetacao passada e mudancas no uso da terra, para
determinar a respiragcao microbiana e para estudar a origem e a
ciclagem da matéria organica do solo (FERNANDEZ et al., 2003).
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No entanto, o potencial fracionamento de *C durante o processo
de biodecomposicao constitui um complicador fundamental na
interpretacao desses dados (CHALK et al., 2015a).

Fungos saprofitos e ectomicorrizicos apresentam a assinatura de 6°C
da biomassa enriquecida em comparacao com o substrato. A média
para o fator de fracionamento fungo/substrato foi determinada em:

€ = +1,4+0,8%o. (fungos ectomicorrizicos/madeira); e € = +3,5+0,9%o
(fungos decompositores/madeira), em um estudo com 115 espécies e
88 géneros de ectomicorrizas, fungos decompositores de madeira e
liteira, no Japao e na Malasia (KOHZU et al., 1999). Mais recentemente,
Bostrém et al. (2008) encontraram que tanto o CO, respirado como os
esporocarpos de 16 espécies de ectomicorrizas e fungos saprofitos,
coletados em florestas da Noruega, foram sempre enriquecidos

em ®C em comparagao com o substrato (madeira, liteira ou raizes),
sendo os valores de ¢"C do CO, e os esporocarpos positivamente
correlacionados.

Diversos autores tém apontado que fungos ectomicorrizicos sao
naturalmente empobrecidos (2,5%. a 4,0%.) em *C em comparacao
com os fungos sapréfitos, e ambos sao, em geral, mais enriquecidos
em C do que as folhas/substrato da espécie hospedeira (HOGBERG
et al., 1999; TAYLOR et al., 2003) (Figura 3). Essas diferencas podem
refletir mais a incorporacao do C da celulose enriquecida em C na
biomassa do fungo saprofito do que a incorporagao da lignina e
lipidios que sao naturalmente empobrecidos em *C (GLEIXNER et al.,
1993; HOBBIE et al. 2012). Por outro lado, os agucares transportados
nas arvores e assimilados pelos fungos ectomicorrizicos sao
provavelmente empobrecidos em "*C em comparacao com aqueles
usados na sintese da celulose do tecido lenhoso (HOBBIE; WERNER,
2004; HOBBIE et al. 2012).

A distribuicao desuniforme de ®*C dentro da cadeia da molécula
organica (p. ex.: glicose) e as diferencas de metabolismos entre
taxons de fungos saprofitos podem contribuir com <1%. e >4%. de
fracionamento isotdpico, respectivamente (HOBBIE et al., 2004).
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Porém, Chalk et al. (2015a) ressaltam que, apesar de as diferencas
nos valores de ¢'°C entre fungos saproéfitos e ectomicorrizicos em
relagao ao substrato estarem bem documentadas, sao necessarios
mais dados experimentais sobre a distribuicao intramolecular de *C
usando substratos modelos para que as variagoes de "*C durante a
decomposicao sejam claramente atribuidas ao fracionamento devido
ao metabolismo microbiano ou nao.

A degradacao microbiana de substratos simples com uma Unica

fonte de C tem sido estudada empregando-se culturas de bactérias e
fungos heterotroficos. No entanto, relativamente poucos estudos tém
explorado o fracionamento de *C durante a decomposicao desses
substratos com uma unica fonte de C, e a maioria dos estudos tem
empregado glicose e E. coli. Duas tendéncias aparecem nesses estudos:
a biomassa da bactéria empobrecida em *C em relagao a glicose, bem
como, o CO, respirado durante a decomposicéo (Figura 3); porém, os
componentes intracelulares (p. ex.: lipidios vs. aminoacidos) de E. coli
apresentam significativa heterogeneidade (CHALK et al., 2015a).

Fernandez e Cadisch (2003) observaram fracionamento de *C bem
como progressivas variagoes na assinatura do CO, coletado durante

a biodegradacao de moléculas organicas (glicose, albumen, acido
palmitico, lignina). Durante os estagios iniciais da decomposicao, o
CO, respirado foi empobrecido em *C em relagao ao substrato, mas,
nos estagios posteriores, o CO, respirado tornou-se progressivamente
mais enriquecido em 'C. Esse estudo ndao sé mostrou que fungos
podem discriminar seletivamente o *C quando utilizando substratos
simples, mas os resultados sugeriram fortemente que o *C nao estava
uniformemente distribuido dentro da cadeia de C das moléculas dos
substratos (CHALK et al., 2015a).
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Fungo saprofita
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Celulose (madeira)

S

Figura 3. Diagrama esquematico
mostrando as diferencas nas
assinaturas de 0"3C de fungos
saprofitos e ectomicorrizicos e os
respectivos substratos, CO, respirado
e metabdlitos de bactérias

Fungo ectomicorrizco
1} heterotroficas usando glicose como
substrato. Setas solidas (1, V)

Aclicares L

indicam o aumento no
enriquecimento de °C. Setas abertas
(8, ©) indicam rotas metabdlicas

Glicose (Elaborado pelo autor e publicado

Q por Chalk et al., 2015a).
‘513{: Bactéria heterotrofica
CDI

Carbono Organico do Solo

Os valores de ¢'°C do carbono orgéanico do solo reflete a vegetacao
residente mostrando variagdes conforme a predominancia de espécies
C3 ou C4 (PESSENDA et al., 2001). Mas essas assinaturas podem

sofrer variagdes no tempo com a mudanca de vegetacao devido a
mudancas climaticas (geolégicas) ou mudanca de uso do solo devido a
agricultura e pecuaria. Mudancgas nos valores de 6"C em profundidade,
isto é, no perfil do solo, sugerem mudanca da vegetagcao nativa nesse
solo. No Brasil, diversos estudos relacionam a introducao do cultivo de
cana-de-acucar (C4) aos valores menos negativos de 4"°C do carbono
organico do solo na camada aravel (30 cm) do que em profundidade
(70 cm) (URQUIAGA, 2006). Equacobes para o céalculo de C organico do
solo que incluem os valores de §"*C, além da correcao em funcgao da
densidade do solo, permitem estimar a fracao derivada da vegetacao
nativa e/ou da vegetacao recentemente introduzida (p. ex.: culturas
agricolas) (SISTI et al., 2004).

Para estudar o efeito no estoque de carbono organico, Sisti et al.
(2004) utilizaram a abundancia de *C (§'°C) de solos (Latossolo
Vermelho distréfico, Passo Fundo, RS) sob diferentes tipos de manejo
agricola - Plantio Direto (PD) e Convencional (PC), diferentes rotacoes
de cultura com/sem adubacéao verde e milho em comparagdo com
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trigo/soja. Para as rotacoes com milho e leguminosas, houve uma
expressiva tendéncia de valores mais negativos de ¢°C abaixo de 40
cm (PD), indicando a contribuicdo maior do milho (6"C = -11,06%0) no
perfil abaixo de 30 cm. Os valores de ¢°C do solo também indicaram
que a decomposicao do material organico do solo no PD nao sofreu
alteracao com as diferentes rotacoes que incluiram leguminosas e
milho, diferentemente dos tratamentos, em PC, onde a reducao da
matéria organica do solo foi estimulada comparada com a sequencia
trigo/soja (SISTI et al., 2004).

Neste experimento, a diferenca de valores de ¢6°C do solo sob
vegetacao nativa (solo referéncia) entre a camada 0-5 cm e a camada
85-100 cm de profundidade foi aproximadamente 5%. menos
negativo. Esses dados sugerem que, em tempos recentes nessa area,
a vegetacao foi predominantemente C3, mas houve uma proporgcao
muito maior de espécies C4 em tempos remotos, provavelmente
pastagem tropical. Situacao similar foi encontrada no estudo de
Vitorello et al. (1989), em Piracicaba, SP, onde os valores de §'°C

do solo foram 8%, menos negativos em profundidade. Portanto,

a assinatura de 0'*C do carbono orgéanico do solo pode nao ser
uniforme, variando com a profundidade, e, geralmente, apresentando
um aumento marcado nos valores (menos negativos) de § nas
camadas superficiais com pequena mudanca abaixo em maiores
profundidades do perfil.

Os valores de 0'°C, quando associados as fracoes fisicas do solo,
permitem avaliar as taxas de decomposicao e degradacao das varias
fracoes de carbono organico do solo. As fragdes leves, ou aquelas
associadas a areia, refletem a 6"°C do material vegetal que ingressou
recentemente no perfil do solo, enquanto a fragcao associada a argila (C
organico mais “humificado”) apresenta valores de '*C em geral maiores
devido aos processos de decomposicao que envolve fracionamento
isotdpico de *C. Assim, pode-se dizer que as fracoes finas (argila e silte)
conservam mais o carbono originado da vegetacao nativa (anterior)

e que os valores de ¢'°C sao indicadores potenciais para refletir a
recalcitrancia da matéria organica do solo (CAMPQS, 2003).



Aplicagbes da Analise de Isétopos Estaveis na Agricultura

O ingresso no solo de carbono organico via esterco de animais,
composto organico ou fertilizante organico também pode modificar

a assinatura de 6"°C do solo, principalmente na camada superficial.

O composto organico (de silagem de milho) apresentou prolongado
armazenamento de C (>80% do C aplicado apds dois anos) nas fracoes
nao minerais de um solo arenoso (Espodossolo ferri-humilivico
ortico) em clima temperado (LYNCH et al., 2006). A aplicagao desse
composto organico (-15,1%.) produziu uma maior alteracao dos valores
de 6"C (-28,4%0) na fracao leve (de 1,4%0 a 9,7%0) e na fracao areia (de
1,3%0 a 6,1%0) que ocorreu no solo total ou na fragao argila - silte (de
0,5%o0 a 3,8%0), respectivamente (LYNCH et al., 2006). Esses autores
ressaltam que a maior homogeneidade dos valores de §'°C presente
nos compostos organicos em relacao aos materiais originais e a
recalcitrancia do C do composto melhorou a sensibilidade da técnica
de 6"C em rastrear o C proveniente da entrada de insumos organicos
(C4) no solo (C3).

Diferenciacao de produtos de origem animal

Os valores de ¢'*C aparecem como o indicador mais promissor

para o modo de criagcao de ruminantes (organico vs. convencional,
pastagem vs. confinamento) em regioes temperadas devido a relacao
da composicao isotopica com os componentes da dieta (C3/C4), isto

é, diferencas entre o grao de milho C4 abundante na dieta de criagoes
intensivas e confinadas e pastagens C3 e leguminosas disponiveis na
criagdo nao confinada (INACIO; CHALK, 2017). No entanto, §'3C pode ser
um indicador inapropriado sob condigoes tropicais onde pastagens C4
sao abundantes (p. ex.: Brachiaria spp.) (HEATON et al., 2008), e onde
a criacao a base de pasto (C4) é predominante em ambos os sistemas
convencional e organico (p. ex.: Irlanda) (SCHMIDT et al., 2005).

Carne e leite (ruminantes) produzidos em sistema convencional e
organico podem diferir significativamente em termos de valores

J"3C porque os padroes de producao organica restringem o uso de
concentrados, que podem conter milho, na dieta dos ruminantes,

ja que é exigido em tempo minimo de pastejo (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2016). Alguns autores tém sugerido
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o limite maximo de -20%. em carne organica (BONER; FORSTEL,
2004) e -26,5%0 para gordura do leite organico (MOLKENTIN, 2013). A
proporcao de milho (C4) na dieta pode explicar até 96% da variacao
do 6"C no tecido capilar (SCHWERTL et al., 2005). Entao, valores mais
negativos de 0°C sao esperados para produtos organicos do que
produtos convencionais. Essas diferencas tendem a ser menores e
nao significativas para aves e suinos, que tém participacao essencial
do milho na dieta. A maior parte dos dados cientificos disponiveis é
de produtos como carne, leite e ovos, bem como, tecido capilar; sao
escassos 0s dados sobre outros produtos, p. ex.: de origem suina
(INACIO; CHALK, 2017).

34g
A composicao total de 6*S (S organico + sulfato) no solo superficial varia
de +1,7%o0 a +18,1%0 (MIZOTA; SASAKI, 1996) e usualmente aumenta

com a profundidade (NOVAK et al., 2003). A assinatura de 6*S do solo
pode ser influenciada pela aplicacao de fertilizantes sintéticos contendo
S0O,*, gesso agricola e enxofre elementar (S°), bem como pela deposicao
atmosférica (p. ex.: 4gua da chuva, poluicdo industrial). Regides costeiras
sao influenciadas pelo spray maritimo, que possui valores de 6*S ao redor
de +20%. (MIZOTA; SASAKI, 1996). As plantas adquirem o S pela extragao
de SO,* da solucao ou pela absorc¢éo foliar de poluentes atmosféricos tal
como o SO,. As culturas agricolas apresentam, em geral, valores totais de
0*S variando de -3,7%o a +10,1%0 (CAMIN et al., 2011; GEORGI et al., 2005;
RAPISARDA et al., 2010; TANZ; SCHMIDT, 2010). Porém, érgaos da planta,
e produtos metabdlitos podem diferir de 3% a 6%. do valor total de 534S
(TANZ; SCHMIDT, 2010). Fertilizantes sulfatados sao originados do acido
sulfurico (de metais sulfidricos, gases sulfurosos e depdsitos naturais S°)

e fontes marinhas. Os primeiros apresentam uma faixa de valores de 6*S
de -6,5%0 a +11,5%0, enquanto os fertilizantes derivados de fontes marinhas
se aproximam de +21%. (MIZOTA; SAZAKI, 1996; VITORIA et al., 2004).

Os depositos naturais de S° tém valores de 6*S na faixa de -20%o a +15%o,
enguanto o S° comercial varia de -5%o a +30%0 (COPLEN et al., 2002).

Origem geografica
A assinatura de %S parece ser um indicador util para determinar a
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origem geografica de alimentos, particularmente quando combinado
com técnicas analiticas complementares. Produtos de natureza vegetal
ou animal produzidos em regioes proximas da costa oceanica tendem
a apresentar valores de 6*S mais positivos devido a influéncia da
deposicao do spray maritimo, que contém sulfato com valores de 5**S
ao redor de +23%0 (CAMIN et al., 2007).

Amostras de cereais na Europa apresentaram valores de §**S mais
altos em areas de producao préximas ao Oceano Atlantico daquelas
no interior, embora a concentragao de sédio no grao tenha tido um
maior impacto como varidvel (ASFAHA et al., 2011). No entanto, a
média mais positiva para %S do suco de laranja oriundo do Brasil do
que da Florida (US) (RUMMEL et al., 2010) parece ter outros fatores
de influéncia porque a maior parte (74%) da producao brasileira de
laranja esta no Estado de Sao Paulo, onde as areas de producao estao
a muitos quildmetros da costa do Atlantico. Nesse caso, a influéncia
de outras fontes tais como o enxofre de fertilizantes e o enxofre

das emissoes das industrias deveriam ser investigadas. Ressalta-se
gue nao se encontram na literatura estudos sobre a influéncia de
defensivos a base de sulfato de cobre, entre outros, que podem estar
influindo nos valores de §%*S dos produtos vegetais.

Por outro lado, a média relativamente baixa dos valores de §**S do
suco de laranja do México deve-se certamente a influéncia vulcanica,
segundo Rummel et al., (2010). A mesma influéncia vulcanica foi
apontada para a média baixa de ¢°*S encontrada em amostras de
carne de carneiro daToscana e Sicilia (Italia) (CAMIN et al., 2007).

Considerando que os valores de §*S dos fertilizantes estao na faixa
de -4,9%0 a +21,6%0 (MIZOTA; SASAKI, 1996); na maioria dos casos, a
influéncia do spray maritimo parece encobrir o sinal de composigao
isotopica do fertilizante fonte de S nas plantas e produtos derivados.
As taxas de aplicacao de S em solos agricolas sao cerca de dez vezes
menores que as taxas de nitrogénio, o que ajuda a explicar a maior
influéncia da composicao isotépica dos fertilizantes nitrogenados nos
valores de 6"°N em plantas (veja proxima secao).
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A influéncia do spray maritimo (proximidade com a costa) na
variabilidade dos valores de ¢%*S tem sido observada em mel de abelha
(SCHELLENBERG et al. 2010), leite de vaca (BONTEMPO et al., 2011;
CRITTENDEN et al., 2007), queijo (CAMIN et al., 2012; MANCA et al.,
2006; PILLONEL et al., 2005) e manteiga (ROSSMANN et al., 2000),
carne de carneiro (CAMIN et al., 2007) e la de ovelha (ZAZOO et al.,
2011). O leite da Australia apresentou valores mais altos de §**S (+9%o
a +15%o) daqueles oriundos da Europa (+3%o a +8%o) (CRITTENDEN et
al., 2007) e o queijo de regides alpinas da Europa apresentou valores
menores (+3,8%.) que aqueles de areas proximas ao oceano, tais como
Sardenha (Italia) (+9,1%.) (CAMIN et al., 2004). No entanto, Zazzo et al.
(2011) encontraram que a relacao entre os valores de 5**S (la de ovelha)
e a distancia da costa (em km) pode nao ser significativa dependendo
da direcao do vento predominante da regiao, combinado com a
influéncia das fontes atmosféricas de deposicao de enxofre. Além
disso, apesar da forte relagao entre a variagdo da composicao isotopica
de produtos de origem vegetal e animal com a “distancia da costa”, a
literatura cientifica recente (p. ex.: et al., 2011) tem ressaltado o papel
da combinacao da analise de multi-isotdpica (p. ex.: "®0 and ®Sr/®Sr) e/
ou a analise da concentragao de elementos quimicos para designacao
da origem geografica de produtos alimenticios.

Modos de producao

Enquanto a aplicagao de fertilizantes sulfatados industrializados é
limitada na agricultura organica (exceto sulfato de potassio), enxofre
elementar (S°) de fonte nativa ou comercial é permitido para o

controle de pragas e doengas e como insumo para o solo (UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2016). Portanto, para que

a assinatura de 5**S seja capaz de discriminar o modo de producao,
cultivos convencionais teriam que usar fertilizantes sulfatados e/ou S°
que diferem de forma significativa nos valores de 5**S comparado com
fontes orgénicas de S e/ou S° usado nos cultivos orgéanicos. Devido a
sobreposicao parcial em formas de S permitidas na agricultura organica
e na convencional, bem como a sobreposicao das assinaturas de §*S de
varias fontes de SO,* e S°, junto com os fatores de confundimento da
proximidade com oceanos ou areas industriais, € altamente improvavel
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gue os valores de 5**S de produtos agricolas diferenciem esses dois
modos de producao (INACIO et al., 2015a; INACIO; CHALK, 2017).

Portanto, os valores de 6*S em plantas nao podem distinguir entre
modos de producgao ou tipo de fertilizante aplicado (RAPISARDA et al.,
2010), mas apresentam relacdo com a origem geografica devido as
diferentes condigdes geolodgicas e da formacao do solo (CAMIN et al.,
2011; GEORGI et al., 2005; SCHMIDT et al., 2005; TANZ; SCHMIDT, 2010).
A mesma situacao ocorreu para a assinatura de 6*S de leite de vaca
(MOLKENTIN, 2007, 2010; GIESEMANN, 2010). Poucos estudos (p. ex.:
GONZALEZ-MARTIN et al., 2001) apontaram o isétopo *S como um
indicador util do sistema de producao (suino ibérico, alimentado com
castanhas — acorn nuts) ou sob dietas experimentais (algas marinhas)
(BAHAR et al., 2009) e de dieta pré-abate em animais (OSORIO et al.,
2011). Novamente, Zazzo et al. (2011) encontrou que os valores de §*S
no pelo de animais foi um indicador da proximidade com o oceano.
Porém, uma atencao especial deve ser dada a possibilidade da adicao
de conservantes contendo S nos alimentos e bebidas, podendo

variar de +2,5%0 a +13,7%o0 (KELLY et al., 2002) e, assim, confundir a
interpretacao da assinatura de 6*S em produtos alimenticios.

Fertilizantes com enxofre (3*S)

Anadlogo ao uso de fertilizantes sintéticos enriquecidos com '®N (ver
item especifico), a estimativa de eficiéncia de fertilizantes com enxofre
também pode ser feita diretamente usando fertilizantes marcados com
%S. Podem ser usados fertilizantes enriquecidos ou empobrecidos em
3G, sendo que este ultimo tem a vantagem do menor custo, porém
com uma extensao isotépica bem menor (CHALK et al. 2017) do que
os materiais enriquecidos. A proporcao (P) de S da planta derivado do
fertilizante marcado segue a Equacao 8:

P = Aplanta(+$) - Aplanta(-s) (8)

A -0,0425

fertilizante

Onde A é a fragao atdbmica expressa de **S, com (+S) e sem (-S) o
fertilizante.
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O uso da abundancia natural de **S ja foi empregada para estudar

a recuperacgao no solo, mas o estudo foi baseado na premissa

de que nao ha fracionamento isotopico significativo durante as
transformacoes de S no solo (CHALK et al., 2017), sem, no entanto, ter
aplicado um método para medir a magnitude desse fracionamento.

2H e 80
A composicao de 6°H e 6'®0 da agua meteorica (chuva) segue um
padrao geografico previsivel que esta relacionado a latitude, a
altitude, a distancia da costa e a quantidade de precipitacao local
(DANSGAARD, 1964). A composicao de §°H e §'®0 da dgua metedrica
¢é afetada por fendmenos fisicos tais como a condensacao e a
evaporacao. A temperatura é a principal varidvel que influencia
inversamente o fracionamento isotopico de ?H e '*0 (DANSGAARD,
1964; GAT et al., 1996). A 4gua dos oceanos é definida com valor

0%o para cada is6topo, e valores empobrecidos (negativos) de

sao medidos na agua metedrica e no vapor de agua dos oceanos,
enquanto valores relativamente enriquecidos de § sao esperados para
corpos d’agua tais como lagos (GAT, 1996). A média anual de §'®0

na agua meteorica varia de +2%o a -2%o nas regioes equatoriais até
valores tao baixos quanto -22%. nas regioes polares (GAT, 1996).

Durante a aquisicao de dgua do solo pelas plantas terrestres, nao ha
fracionamento isotépico. Portanto, a agua presente no caule apresenta
a mesma composicao isotopica da fonte de dgua - isto é, dgua
superficial versus dgua de camadas mais profundas no solo (DAWSON
et al., 2002). No entanto, devido a transpiracao nas folhas, a 4gua

é enriquecida em 2H e '®0, em comparacao com a agua superficial

do solo (DAWSON et al., 2002). Plantas C4 podem ser enriquecidas
em ¢'®0 em comparagao com plantas C3, com pequenas diferencas
(<1%o) em climas frios e Umidos, mas com grandes diferencas (10%o)
em climas quentes e regidoes semiaridas (KOHN, 1996). Portanto,
considerando a complexidade da distribuicao dos is6topos estaveis
de H e O no continuum solo-planta-atmosfera devido as diferencas

na localizagao e clima, é altamente improvavel que as assinaturas de
5°H e §'80 em plantas possam diferenciar modos de producao (INACIO
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et al., 2015a). No entanto, esses marcadores isotdpicos tém tido uma
importante aplicagado na verificacdo da origem geografica (LUYKX;
VAN RUTH, 2008).

Por outro lado, Chesson et al. (2010) encontraram correlagdo altamente
significativa (r”>0,99) para ambos os valores de abundancia relativa
(6°H e 6'®0) entre amostras pareadas de leite de vaca e a 4gua de
bebedouros em oito localidades dos EUA, dentro de uma faixa de &°H,_
de -11%o a 0%o, 6*H,, de -12%o a 0%, 5'°0, , de -12%o a -1%. e 6'°0, , de
-15%0 a -2%.. Varios autores tém demonstrado que as assinaturas de

0’H e 680 de carne bovina sao ferramentas potenciais para prever a
origem geografica, entre paises (p. ex.: Heaton et al., 2008) e mesmo de
regioes dentro de um mesmo pais (p. ex.: Nakashita et al., 2008), como
uma consequéncia da relacao direta entre as assinaturas isotépica da
agua fornecida e a dieta dos animais aos padroes geograficos da agua
meteorica.

Os valores de ¢’H e 6'®0 de animais mantidos em pastagens ou
alimentados com pastagem fresca refletem mais a 4gua livre nas
folhas dos vegetais (isto é, enriquecido em '®0) que a assinatura
isotopica da dgua bebida pelos animais (BIONDI et al., 2013; RENOU
et al., 2004). Além disso, para a mesma origem geografica, o alto
enriquecimento de ¢°H e §'®0 na dgua presente no tecido animal
pode indicar o gado alimentado com biomassa cuja composicao
isotdpica é influenciada pelas variacoes (anuais ou sazonais) na
precipitacdo (BONER; FORSTEL, 2004). O baixo contetido de dgua
dos concentrados (p. ex.: milho), silagens e forragens secas, em
comparagcao com as pastagens frescas, resulta no aumento de
ingestao de agua pelos animais, o que ira influenciar a composicao
isotopica do tecido e produtos animais mais do que os componentes
de dieta (BIONDI et al., 2013; BONER; FORSTEL, 2004).

15N

Aplicacao Agrondmica da Abundancia Absoluta (x) de *N
Fertilizantes marcados com "N

O uso de fertilizantes marcados com "N, em geral ®*N-ureia e
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"®*N-sulfato de amonio, possibilita a determinagao da recuperacao do N
no sistema solo-planta. A proporcao de N do fertilizante enriquecido
recuperada pela planta é calculada aplicando a Equacao 9:

E (15
Propor¢ao de N recuperado,, . = Massa Nygma X ¥ ("N (9)

massa N x XE("*N)

fertilizante fertilizante

Onde, (N €a fracdo do N da planta derivado do fertilizante.
xE (15N)fertilizante
0O mesmo procedimento é utilizado para calcular a recuperacao do
fertilizante no solo, e a perda do fertilizante do sistema solo-planta
pode ser calculada por balanco de massa. Os estudos de eficiéncia
do uso do N também tém sido feitos com compostos organicos
(CHALK et al., 2013), estercos de animais (CHALK et al., 2014) e com
fertilizantes de liberacao lenta ou controlada enriquecidos em N
(CHALK et al., 2015b). A Figura 4 ilustra os passos para obtencao e
uso de materiais organicos marcados com N, tais como esterco de
animais, adubos-verdes e compostos organicos.

Experimento de campo '
ou casa de vegetacao
[ = A e, -

Planta/adubo-verde

*N-fertilizante

*N-adubo-verde
ou residuo vegetal

TEN_
“N-residuo vegetal Composto

N-esterco

Figura 4. Passos para obtengao de materiais organicos marcados com "*N
e sua aplicacao em estudos de eficiéncia como fertilizante (fonte de N). Fotos
disponiveis no Google Image®.
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Trabalhos envolvendo o isétopo estavel de ®N para estudo da
dinamica de N no solo apos a aplicacao de fertilizantes organicos
foram temas das revisoes de Dittert et al. (1998) e Chalk et

al. (2013).Técnicas envolvendo materiais marcados com "N
permitem separar o N do material organico (ou do fertilizante) do
N do solo que é aproveitado (ou recuperado) pela planta.

CHALK et al. (2013) avaliaram a informacao publicada sobre o valor
como fonte de N de compostos organicos e encontraram uma
variacao muito grande nos resultados para a recuperacao de N

pela planta, cobrindo uma faixa de ~4% a 38% de recuperagao e "N
(Recp.™N). Dentre os trabalhos avaliados por aqueles autores, os
desenhos experimentais, as diferentes culturas e as caracteristicas do
composto organico foram muito variaveis.

Os dados compilados por CHALK et al. (2013) mostram uma média de
recuperacao de N igual a 12,6% (IC95% = 9,8% a 15,2%) e uma ampla
dispersao. A recuperacao de N se mostrou inversamente relacionada

a relacao C:N do composto, porém foi positivamente relacionada ao
aumento da quantidade de N aplicado em forma de composto organico.
As diferencas marcantes observadas entre os estudos dependem de
varios fatores independentes ou fatores com interagdes, incluindo

a uniformidade de marcacao, a qualidade do composto e a taxa de
aplicacao, bem como as propriedades do solo e condigcoes ambientais
(CHALK et al. 2013). Alguns estudos envolveram cultivo em solo
alagado, condicao que representa marcadas diferencas na dinamica de
N. Em geral, as recuperacoes baixas (p. ex.: <10%) estao associadas a
compostos pobres em qualidade (alta C:N) tais como aqueles derivados
de palha de arroz ou esterco compostado com serragem. A alta
recuperacao de N (27%-29%) foi observada quando o composto tinha
boa qualidade (C:N ~ 12) e foi aplicado em altas taxas (31-34 g N m~?)
na cultura de arroz em cultivo inundado (CHALK et al., 2013).

Olesen et al. (2004) relataram resultados de experimentos com cevada
e trigo conduzidos entre 1994 e 2002 (Dinamarca), os quais incluiram
dejetos (fezes e urinas de ruminantes e suinos) marcados com ®N.
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A recuperacgao de N pelas culturas foi bastante variavel conforme o
tipo de esterco, variando de 9% a 47% para o ano de aplicacao, sendo
menor nos dois anos seguintes, com aproveitamento residual de 2,5%
a6% e 1,1% a 2,5%, respectivamente.

O aproveitamento do N ('*N) de esterco de gado leiteiro aplicado ao
solo foi de 14% a 16% no primeiro ano e 6% a 8% no segundo ano de
cultivo de milho (MUNOZ et al., 2004; POWELL et al., 2005). Para 3 anos
de cultivo, uma média de 18% do N ("®*N) do esterco foram aproveitados
pela planta e 46% permaneceram no solo. Diversos autores apontam
que uma parcela significativa do N aplicado (30% a 80%) na forma de
esterco, composto ou adubos-verdes pode ficar retida no solo por até

3 anos (ARAUJO et al., 2011; CELANO et al., 2012; GARZA et al., 2009;
MUNOZ et al., 2003; THONNISSEN et al., 2000).

Em resumo, os estudos com ®*N demonstram que os diferentes tipos
de fertilizantes organicos apresentam grande variagao de eficiéncia
de uso, podendo ser <10% a >40% do N aplicado. O composto
organico apresenta uma consistente, porém baixa, eficiéncia média
de recuperacgao (8%-12%), e o aproveitamento de estercos de animais
apresenta alta variacao de valores de eficiéncia (14%-47%).

Estimativa da fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) por diluicao
isotopica

O método da diluicao isotépica ou enriquecimento de "N (E) tem
sido largamente utilizado para estimar a dependéncia proporcional
de leguminosas da fixagao bioldgica de N, (FBN), em outras palavras,
estimar a contribuicao do N da fixacao bioldgica a nutricao da planta.
O método é baseado no enriquecimento em N do solo com um
fertilizante marcado e o uso de parcelas pareadas, uma contendo a
leguminosa fixadora de N, e outra com uma planta de referéncia néo
fixadora (UNKOVICH et al., 2008). As diferencas entre os valores de
0N de leguminosas e as plantas de referéncia variam com a espécie,
o grau de dependéncia a fixagao de N, e os valores de ¢"°N disponivel
no solo. No entanto, as diferencas registradas podem chegar a

16,4%0 para pastagens (CHALK et al., 2016). Ja Oberson et al. (2007)
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apresentaram diferencas entre plantas de soja (leguminosa) e plantas
daninhas (referéncia) entre 4,4%o a 7,5%o.

A dependéncia proporcional (Patm) da leguminosa da FBN é estimada
conforme a equacao:

P (E) =1- xE (15N)Ieguminosa (10)

atm - XE(15N)

planta de referéncia

Os valores de Patm estao numa escala de 0 a 1. Foram reportadas
estimativas de FBN (Patm) variando de 0,15 para soja (OBERSON et
al., 2007) até 0,99 para trevo-vermelho (HUSS-DANELL; CHAIA, 2005)
utilizando o enriquecimento com ™N.

Aplicacao Agronomica da Abundancia Relativa (6) de >N
Fracionamento de N influenciando os valores de 6'°N de fertilizantes
organicos

Fertilizantes nitrogenados sintéticos (p. ex.: sais de amonio e ureia)
sao derivados da amoénia (NH,) produzida pelo processo Haber-
Bosch, o qual envolve a reducgéo catalitica do N, atmosférico a

alta temperatura e presséo por H, derivado do metano ou do gas
natural. Portanto, os fertilizantes sintéticos possuem assinatura de
0"*N proxima ao N, atmosférico (por defini¢cdo 6"°N = 0%.). Os valores
de 0°N para os fertilizantes sintéticos nitrogenados reportados na
literatura se situam frequentemente entre -3,9%o a +5,9%. (INACIO et
al., 2015a).

Fertilizantes organicos (que contém N) sdo naturalmente enriquecidos
(mais positivos) no isdtopo estavel ®N quando comparados aos
fertilizantes sintéticos. No entanto, as fragcdes de N, como NH,*

e NO,~, podem ter valores diferentes devido ao fracionamento
isotépico durante o armazenamento do esterco ou mesmo durante a
compostagem.

Volatilizagao de amoénia, nitrificacao e a reducao dissimilatéria de
NO,~ (desnitrificacdo bioldgica) séo os principais processos que
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afetam a abundancia natural de N dos principais fertilizantes
organicos, esterco de animais e composto organico (HOGBERG, 1997;
ROBINSON, 2001). A volatilizacdo de NH, é a rota de perda de N mais
importante do esterco armazenado ou depositado, bem como durante
a compostagem, e envolve varias etapas nas quais o fracionamento
isotopico ocorre. Essas etapas (i — iv) foram descritas por Hégberg
(1997), como segue:

(i) Efeito do equilibro (A < B na solugao).
“NH, + ®NH,+ < "NH, + “NH,*.

NH,* é mais enriquecido em *N que NH, no equilibrio quimico
(e = 1.020-1.027).

(ii) Efeito cinético.

1. Difusdo da NH, em solugao para o local de volatilizagao
(e =~ 1.000).

2. Volatilizagao de NH, (& = 1.029).
3. Difusao da NH, para fora do local de volatilizagao (a ~ 1.000).

A primeira etapa da nitrificacéo, a oxidacao enzimatica do NH,*

a NO,, mostrou ter forte efeito de fracionamento (a =1,015 a

1,036) em culturas puras de Nitrosomonas (HOGBERG, 1997). Ja a
desnitrificacao pode ser um importante processo de fracionamento
isotopico no esterco depositado (p. ex.: na pastagem) ou armazenado
ou mesmo na compostagem. O processo completo de desnitrificagao
(NO, o — NO,”— N,01 — N,1) tem um fator de fracionamento entre
1,028 — 1,033 (ROBINSON, 2001) ou maior (Tabela 3).

Yun e Ro (2009) apresentaram valores de ¢"°N para NH,*e NO,~ de
+22,4%0 € +16,5%0, respectivamente, em um composto feito de
serragem madeira e esterco de suino. De modo similar, a excrecao
animal consiste de fracao solida (esterco) e liquida (urina), exceto
para frangos onde nao hd urina. O esterco e a urina apresentam, em
geral, diferencas grandes nos valores de 6'. Frequentemente, a urina
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€ empobrecida em ®N em relacao ao alimento que o animal ingeriu

e ao esterco com valores de 6"°N entre -1,6%0 a +4,1%. (CHALK et al.,
2014). Os valores de J'°N podem ser tanto positivos quanto negativos
para urina, enquanto os valores foram sempre positivos, no esterco
de gado leiteiro (CHENG et al., 2011). A urina foi invariavelmente
empobrecida em 6N em relacao ao alimento dado ao gado, enquanto
o esterco foi similar ou enriquecida em relagao a dieta do animal.
Além disso, relacao linear e altamente significativa foi encontrada
entre os valores de §"°N do alimento (+2%. a +8,5%) e as fezes (+4%o a
+9%0) (CHENG et al., 2011).

Tabela 3. Fatores de discriminacéo (¢) para os processos do ciclo do nitrogénio.

Amonificacéo (N organico — NH,*) ~ 0-5
Nitrificagdo (NH,* —» NO,— NO,") 15-35 15-35
Volatilizagao (NH,* — NH,?) 29 40-60
Desnitrificagao (NO,— NO,” — N,01 — N,1) 0-33 28-33
Producao de N,O e NO durante a oxidagédo de 35-60
NH,*
Fixacéo bioldgica de N, 0-2 0-6
Assimilagdo de N inorganico pelas plantas 0-20 0-19 (NO,)
9-18 (NH,")

Nota: € = (a - 1) x 1.000.

Os estercos de animais sao naturalmente enriquecidos em "N devido
aos processos de fracionamento isotdpico, tais como a volatilizagao
e NH, e a desnitrificagdo que ocorrem durante o armazenamento do
esterco ou durante a compostagem de residuos organicos (CHALK et
al., 2014).Tanto NH, quanto N,O perdidos sdo empobrecidos em ™N.
Hristov et al. (2009) encontraram valores de 6"°N para NH, volatilizada
de -31%o (1 dia) a -15%. (14 dias) durante a incubagao de esterco de
bovinos. Igualmente, Maeda et al. (2010) encontraram valores de "*N
para NH, de -20%. (15 dias) a -15%o. (45 dias) durante a compostagem
de esterco bovino. Como consequéncia das perdas de N empobrecido
em "N (valores negativos de 6'°N), o N remanescente torna-se
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enriquecido em "®N. Por exemplo, os valores de §"°N da silagem de
milho aumentaram +7,9%. durante a compostagem (LYNCH et al.,
2006) e aumentos similares foram observados para a compostagem
de esterco de bovinos e serragem (Tabela 4).

No entanto, relagao linear fraca foi encontrada entre as concentragoes
de N e os valores de 6"°N do composto de esterco de gado (2 =
0,16, p<0,05) numa faixa de 10 g a 35 g N kg™' € 6N de +9%o a +22%o
(LIM et al., 2010). De fato, o valor de §"°N per se nao é indicador de
esterco ou composto organico com alta ou baixa concentracao de
N. Somente, a diferenca entre 6'°N no tempo ("N, .. —0"™N, )
pode indicar a magnitude de perdas de N do esterco armazenado
ou da compostagem. Por exemplo, valores de "*N aumentaram
significativamente durante a compostagem de esterco de cavalo

e esterco bovino com torta de pinhao manso, em biorreatores de
bancada, mas esse aumento nao foi observado em outras misturas
que tiveram menor perda de N calculado pelo balanco de massa
(Figura 5) (INACIO et al., 2017).

Tabela 4. Abundancia natural de N de residuos agricolas e dos compostos
derivados.

Kim et al.,, Esterco bovino +7,6

2008 Composto de esterco bovino + casca de arroz® +11,0
Esterco bovino +11,4
Composto de esterco bovino + serragem® +15,6

Lynch et al., Silagem de milho +0,3+1,3

2006 Composto de silagem de milho +8,2+0,4

25'°N da casca de arroz = +4,9+0,1%o.
55N da serragem = +1,7+0,2%o.
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A abundancia natural de ®N também foi proposta como ferramenta
para estimar a recuperacao de N de estercos de animais e compostos
organicos. Os valores geralmente mais positivos de §"°N dos estercos,
e o produto da compostagem em relacao aos solos permite uma
estimativa qualitativa do aproveitamento do N pela planta. No
entanto, Inacio et al. (2015) e Inacio et al. (2016) propuseram uma
abordagem quantitativa (equagao abaixo) em um experimento com
doses de composto e hortalicas (alface, cenoura e brocolis), onde a
auséncia de um fracionamento isotdpico significativo (fracionamento
médio = 0%.) pode ser verificada. Essa abordagem ainda necessita ser
rigorosamente testada mais vezes, e tera maior éxito com diferencas
maiores entre os valores de 6"°N do solo e do fertilizante organico,
além de exigir um 2 obrigatoriamente alto e significativo para a
resposta da planta as doses (Equacgao 11).

P = 5p|anta+ B 5p|anta— (11)

¢ J
composto solo

Onde ¢ é o valor da abundancia natural de "N (6'°N), da planta com (+)
e sem (-) a aplicacdo do composto organico. No denominador estao
os valores de ¢'°N do composto e do solo.
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Diferenciacao de produtos de origem vegetal e animal

O valor de 6"°N de produtos vegetais tem sido apontado como

um marcador promissor para diferenciar hortalicas, frutas e

graos oriundos da agricultura organica ou convencional, ja que

os fertilizantes organicos (esterco e composto) e os nitrogenados
sintéticos (p. ex.: ureia) diferem acentuadamente quanto a assinatura
de 0"°N. Quanto maior a diferenca nos valores de J¢'°N entre os
fertilizantes orgéanico e sintético, mais robusta sera a diferenciacao
dos produtos vegetais adubados com essas fontes de N. No entanto,
diferentes culturas agricolas mostram maiores ou menores diferencas
entre valores de 6"°N de produtos organicos ou convencionais e certo
grau de sobreposi¢cao pode ocorrer.

Tomates organicos mostraram grande diferenca nos valores de

J"®N comparados com a produgédo convencional (+8,1£3,2%o vs.
-0,1+2,1%o, respectivamente) enquanto diferengas entre alfaces foram
menores (+7,6+4,1%o vs. +2,9+4,3%o, respectivamente), embora ainda
estatisticamente significativas; no entanto, valores de ¢'°N de cenouras
organicas e convencionais (+5,7+3,5%o vs. +4,1+2,6%o0) nao diferiram
estatisticamente (BATEMAN et al., 2007). Cultivos perenes, tais como
frutos de laranja (orgéanico = +7,3%o a +7,9%o. vs. convencional = +5,1%o
a +6,1%o), tendem a mostrar menores, porém significativas, diferencas
nos valores de §"°N, entre modos de producao (CAMIN et al., 2011).
Contudo, varios fatores de producao ou externos podem confundir

a designacgao do produto, p. ex.:, (i) produtos de leguminosas (soja)
ou o uso de leguminosas como adubos-verde em cultivos orgéanicos,
(ii) culturas agricolas com baixo requerimento de N, (iii) habito de
crescimento perene, anual ou ciclo curto, (iv) uso de fertilizantes
organicos em cultivos convencionais, e (v) a venda de produtos
organicos como produtos convencionais (INACIO et al., 2015a).

No Brasil, Inacio et al. (2015) avaliaram os valores de §"°N dois sistemas
organicos, com (+14,3+1,0%0) e sem (+9,2+1,1%0) uso de esterco de
animais como fonte de N, um sistema convencional (+8,5+2,7%o),

que usa fertilizante sintético e esterco, e um sistema hidropdnico de
producao de alface. Os resultados mostraram que sistemas organicos



Aplicagbes da Analise de Isétopos Estaveis na Agricultura 39

podem se diferenciar significativamente devido as diferentes fontes
organicas disponiveis, que apresentam ampla faixa de variagao (0,0%o
a +14,9%o.). Além disso, houve sobreposicao de valores de 6N de alface
organica e convencional quando o sistema organico nao utiliza esterco
de animais, para fertilizacao direta ou compostagem, que possuem
valores positivos elevados de 6"°N. O uso de fertilizantes nitrogenados
sintéticos por produtores convencionais reduziu significativamente os
valores de ¢"*N mesmo quando aplicado esterco animal, diferenciando
do sistema organico que exclui o fertilizante sintético. Esses autores
observaram que os valores de §"°N de alface encontrados foram
invariavelmente maiores do que os relatados na literatura (dados de
clima temperado). Tal resultado pode ser atribuido a maior intensidade
nas transformacdes e perdas de N no agroecossistema tropical (INACIO
et al., 2015).

Para produtos de origem animal (carne, leite, ovos, etc.), o valor de
"N nao é apontado como um marcador promissor para diferenciar
produtos (leite e carne) organicos e convencionais (INACIO;

CHALK, 2017), apesar de alguns autores terem reportado que o leite
convencional apresentou predominantemente valores mais altos de
J'"N que a contraparte organica (Europa) (MOLKENTIN, 2013). Sao
muitos os fatores que podem influenciar e confundir a diferenciacao
entre modos de producao, como a composicao e a digestibilidade da
dieta (C3 vs. C4, leguminosas, silagem, pasto, etc), especificidade do
tecido animal (ou componente), ciclo metabdlico, taxa de crescimento
e idade do animal, e, por fim, o balanco de N no nivel da propriedade
agricola (INACIO; CHALK, 2017). Por outro lado, os valores de 6N sao
indicadores da administracado de racoes com componentes de origem
animal (que contenham N). Como componentes de racao de origem
animal (p. ex.: farinha de osso e carne de bovinos) possuem valores
de 6°N invariavelmente mais altos que os componentes de origem
vegetal, a assinatura dessa fonte de proteina (N) na ragao é refletida
diretamente nos valores de ¢°N dos tecidos (p. ex.: frango) e produtos
do animal (p. ex.: ovos e carne) (CARRIJO et al., 2006; DENADAI et al.,
2008; COLETTA et al., 2012).
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Estimativa da FBN por abundéancia natural

O uso da abundancia natural de "°N (AN) para estimar a FBN

em leguminosas é mais recente comparado com o método de
enriquecimento. Esse método nao requer o uso de fertilizantes
marcados, porém, também necessita do uso de uma planta de
referéncia nao fixadora. Adicionalmente, o método requer a
determinacao do fracionamento isotdpico que ocorre durante a FBN
(UNKOVICH et al., 2008). O fracionamento isotdpico é determinado
cultivando a espécie leguminosa (fixadora) em um meio livre de N. Esse
procedimento resulta no valor B/%. que é aplicado na Equagao 12:

15 _ 515
P (AN)= 0 Nplantadereferéncia 0 Nleguminosa (12)

atm 615N

planta de referéncia

No entanto, Chalk et al. (2016) apontam para uma expressiva falta de
consisténcia entre os métodos de dilui¢ao isotopica e o método da
abundancia natural de "®N para estimar a FBN, apesar da correlacao
significativa (Figura 6), quando comparados em experimentos
simultaneos.

Esses autores calcularam que a probabilidade dos métodos darem
estimativas similares, isto &, -5 a +5 pontos percentuais de diferenca
entre as estimativas calculadas para trés grupos de espécies
(pastagens, graos e arboreas perenes), é aproximadamente de apenas
30%. As principais razoes para essas discrepancias residem na
obtencao do valor B, no uso das plantas de referéncia e na variacao
espacial e temporal da distribuicao dos isétopos de N. Porém, os
autores sustentam que a planta de referéncia deve ser eliminada e
substituida por outras abordagens. Por exemplo, como as propostas
que incluem a (i) acomodacao de equacoes exponenciais aos dados
experimentais do declinio temporal do enriquecimento de "N no solo
(Chalk et al, 1996) e (ii) do uso da correlacao linear entre a diferenca
(A™N) de valores de §"°N da parte aérea (soja) e dos nddulos (AN =
0N e aerea— 9" "N oaiz noduiada) COM @s estimativas (P, ) utilizando plantas
de referéncia (Wanek; Arndt, 2002). Anteriormente. Chalk e Ladha
(1999) ja haviam apontado a planta de referéncia como o “calcanhar
de aquiles” da metodologia com "N.
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Figura 6. Gréafico de
dispersdo de P, (E)vs. P,
(AN). A linha tracejada
representa a fronteira
hipotética ao longo da qual
as estimativas seriam iguais
(istoé, P, (E)=P,_  (NA).A
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perenes (CHALK et al., 2016).

Conclusoes

As variacoes na abundéancia natural dos is6topos estaveis dos
principais elementos envolvidos nos ciclos biogénicos tém sido
objeto de estudo por décadas e a aplicacao desta técnica tem se
ampliado com o aumento da precisao dos equipamentos para analise
da razao isotopica. A analise de is6topos estaveis tem demonstrado
ter aplicagcoes de enorme relevancia no campo da ciéncia basica (p.
ex.: fisiologia) ou no campo da aplicacao com fins mercadolégicos
(p. ex.: analises forenses, certificacao). Especialmente na agricultura,
essa abrangéncia de aplicacoes, do conhecimento basico ao
aplicado, ganha maior relevancia ja que a producao de alimentos
passa por diversas mudancas para atender a requisitos ambientais
(sustentabilidade) e mercadologicos (globalizagdao, aumento da
producao, agregacao de valor e denominacao de origem). O

estudo do N na agricultura sempre foi de extrema relevancia, pela
sua importancia na nutricao de plantas e sua alta mobilidade nos
ecossistemas. Nesse sentido, os estudos com N, especialmente

em abundancia natural, sdao uma ferramenta de pesquisa que

nos traz informagdes importantes sobre a dindmica do N nos
agroecossistemas e ecossistemas naturais. Portanto, a tendéncia é que
as analises de is6topos estdveis se tornem cada vez mais corriqueiras
nos trabalhos cientificos e como servigo disponivel a sociedade.
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