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Introducéao

Normalmente a quantificacdo da matéria organica do solo
(MOS) se faz pela determinacao do carbono organico total,
pois ele compde de 48% a 58% da massa da matéria
organica do solo (Nelson & Sommers, 1982). O
procedimento de andlise normalmente adotado pelos
diversos laboratérios de andlise de solo no Brasil envolve a
combustdo por via Umida (Embrapa, 1997; Silva et al.,
1998). Todavia, como se pode observar na Figura 1, a
matéria organica se associa com as particulas minerais do
solo de diferentes maneiras resultando em diferentes
velocidades de decomposicdo e, conseqlientemente, em
diferentes potenciais de emissdo de CO, para a atmosfera. A
andlise de carbono organico total pela combustao por via
Uumida quantifica todos os compartimentos apresentados na
Figura 1, ndo oferecendo uma estimativa das propor¢coes de
carbono organico nos diferentes compartimentos do solo. A
ilustracdo apresentada na Figura 1 demonstra que o solo, no
que tange ao arranjo das componentes organica morta e
mineral, é constituido por complexos organo-minerais
secundarios (COM-secundarios) e matéria organica nao
complexada livre (MONC-livre). Os COM-secundarios, por
sua vez, resultam da unido de COM primarios, aprisionando
matéria organica ndo-complexada oclusa (MONC-oclusa).
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Fig. 1. Modelo descritivo do arranjo espacial de particulas
minerais e organicas do solo. As letras pr6ximas a cada
fracdo representam os mecanismos de protecdo contra a
decomposicdo: A, recalcitrancia; B, oclusdao; e C,
complexacéao/ligacdo com as particulas minerais. Roscoe et
al. (dados ndo publicados), baseado em Christensen
(19964, b, 2000).
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Fracionamento Fisico do Solo por Densidade e Granulometria para a Quantificacdo de Compartimentos da Matéria Orgéanica do Solo

A extracdo e fracionamento quimico das substancias
humicas do solo, cujo procedimento analitico ja foi
(1999),
compartimentos da matéria orgéanica ilustrados na Figura 1,
principalmente os complexos organo-minerais primarios

apresentado por Machado quantifica os

(COM-Primérios) e que, pelas caracteristicas do método, sdo
denominados de substéncias humicas do solo.

A Embrapa Solos vem adotando também um procedimento
analitico para avaliar os teores de carbono e nitrogénio totais
de compartimentos da matéria organica do solo presentes
tanto como COM-Primérios na argila, silte e areia, onde
estdo presentes 90% das substancias humicas do solo, mas
também como complexos organo-minerais secundarios
(COM-Secundérios) e matéria organica nao-complexada livre
(MONC-Livre). Trata-se do fracionamento fisico do solo por
densidade e granulometria. A MONC-Livre também é
denominada de Fracao Leve-Livre da matéria organica do
solo (FLL) e a MONC-oclusa pode ser denominada de Fracao
Leve Intra-agregado (FLI). Embora ambas sejam fracdes
leves, a quantificacdo separada deve ser executada,
principalmente se o objetivo do estudo da dindmica da
matéria organica do solo envolver modelos de simulacéao.
Isto se justifica pelo fato de Pillon (2000), Sohi et al.
(2001) e Freixo et al. (2002a), utilizando técnicas de
espectroscopia, terem constatado diferencas quanto a
composicao estrutural da matéria organica das fracoes leves-
livres e leves intra-agregados, que resultam em diferentes
niveis de recalcitréncia.

No Brasil, alguns estudos envolvendo o fracionamento
fisico do solo para estudos da MOS ja foram apresentados,
mas o procedimento adotado compreendia apenas a
quantificacdo de matéria organica associada as particulas de
argila, silte e areia, ou seja, os COM-Primérios (Silva et al.,
1999; Freitas et al., 2000). Recentemente, Sohi et al.
(2001) propuseram um procedimento laboratorial de
fracionamento do solo para a modelagem da dindmica da
MOS, que extrai seqliiencialmente a matéria organica entre e
dentro de agregados e a associada as particulas de argila,
silte e areia do solo. Na Embrapa Solos o procedimento de
Sohi et al. (2001) foi parcialmente adaptado, ou seja, a
segunda parte do procedimento, o fracionamento
granulométrico para a quantificacdo do carbono e nitrogénio
de COM-Primaérios, vem sendo feita com base no método da
aliquota sugerido por Gavinelli et al. (1995). Normalmente,
para se referir aos COM-Primarios, utiliza-se também a
expressao Fracao Pesada. O procedimento adaptado ja foi
testado com sucesso em estudos da MOS de Latossolos
argilosos de Passo Fundo, RS e Santo Antbénio de Goias,
GO, sob floresta secundéria e sob cultivo convencional
(aracao seguida de gradagem leve) e plantio direto (Freixo et
al., 2002b; 2002c).

Basicamente, as fracdes leves-livres e leves intra-agregados
sdo obtidas por separacdes seqlienciais em liquido denso,
antes e apods dispersao de agregados estaveis com ultra-
som. Em seguida, através de peneiramento Umido e
sedimentacdo, as fracdes associadas a areia, silte e argila
sdo separadas. Este artigo visa apresentar detalhadamente o
procedimento laboratorial para o fracionamento fisico do
solo para estudos da matéria organica atualmente
empregado na Embrapa Solos. O liquido denso normalmente
utilizado é uma solucdo de iodeto de sédio (Nal), que é
toxico. Ele pode ser substituido por politungstato de sédio
(Na,(H,W_ ,0,), ndo téxico, mas, embora possa ser
recuperado para uso sucessivo (Six et al., 1998), é de

altissimo custo.

Principio do Método

A matéria organica “leve” ou o “débris vegetal” é removida
por flotacdo em solucdo densa de iodeto de sdédio (Nal)
antes e apods aplicacdo de ultra-som com o auxilio de
centrifugacdo. O fracionamento granulométrico da fracao
“pesada” ou organo-mineral (complexos organo-argiloso,
organo-siltoso e organo-arenoso) ¢é conduzido por
peneiramento Umido (areia) e sedimentacdo gravitacional
(silte e argila).

No fracionamento por densidade hé necessidade de se
utilizar trés repeticoes, uma vez que a fracéo leve é bastante
variavel. O procedimento pode ser conduzido em Terra Fina
Seca ao Ar (bg TFSA: 35mL Nal).

Para material de solo fresco o procedimento é conduzido em
amostras de 15 gramas de solo parcialmente seco a 10%
para minimizar efeito de diluicdo do agente de densidade.
Solo fresco coletado trés dias apds chuva e transportados
para laboratério praticamente nao oferece problema de efeito
de diluicdo. Assim, apds coleta as amostras devem ficar
armazenadas em refrigerador (4°C) e, caso ndo sejam
analisadas em uma semana, devem ser congeladas.

O procedimento a ser descrito aqui enfocara apenas para o
fracionamento de material de solo de amostras de TFSA. As
marcas de produtos aqui apresentadas ou descritas ndao sao
recomendacdes e nem refletem propaganda comercial, mas
significam apenas orientacdo para o leitor.

Fracionamento por densidade
Reagentes

lodeto de s6dio comercial ou industrial (Nal);

carvao ativado.
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Vidrarias

6 x frascos de centrifuga NALGENE - policarbonato de
50mL com tampa rosqueavel;

hidrometro ou densimetro (30cm de

comprimento);

pequeno

proveta de plastico pequena para afericdo da densidade
do Nal;

frasco de vidro ou plastico para armazenagem de

solucédo de Nal;
2 recipientes ou béqueres de 500mL;

frasco de vidro de 100mL para armazenagem da

suspensao deionizada, visando posterior

fracionamento por granulometria;

solo/agua

6 recipientes ou béqueres de vidro de 100mL;
Equipamentos

Centrifuga de alta rotacéao;

aparelho de succao (Figura 2):

- bureta com ponta recortada ou ponta de plastico rigido;

- mangueira de borracha de silicone (comprimento:
1000mm; didmetro interno: 6mm; didmetro externo:
10mm);

- bomba de vacuo;

- sistema de filtragem - pode-se adotar o
Asséptico ‘Sterifil’, cap. 250mL (Millipore - N° Cat.
1104700) ou a alternativa apresentada na Figura 2;

- filtros Whatman de fibra de vidro tipo GF/A (2 microns
- N° Cat. 1820 047);

aparelho ultra-som com ponta e plataforma (saida de
energia = 400J min”);

Sistema

estufa com ar forgado.

Fig. 2. Aparelho de succéo de fracdes leves da MOS. A - Ponta

de plastico rigido; B - Bomba de vacuo; C - Alternativa ao
Sistema Filtragem ‘Sterifil’ - Filtro de vidro siterizado contendo
filtro Whatman GF/A.

Procedimentos

Todos os passos descritos a seguir devem ser executados
no mesmo dia.

1.

Pesar 5,00g de TFSA num frasco de centrifuga. Separe
uma aliquota da amostra para determinar o teor de
umidade atual, visando posterior apresentacdao dos
resultados em relacdo ao solo seco. Importante frisar
que TFSA pode conter de 3 a 8% de umidade;

utilizando uma proveta, adicione 35mL de solucédo de
Nal (densidade igual a 1,80g cm?, determinada com
hidrémetro)
densidade de, no méaximo, +0,1g cm?, pois variagdes
superiores resultam em problemas na dispersao da

a cada frasco. Tolera-se variacdo na

argila. Adicione mais Nal a cada frasco até o peso se
igualar para a centrifugacdo. Agite manualmente e
sutilmente 100rpm) por 30
segundos visando dispersar os agregados instaveis e
permitir que a fracao leve-livre atinja a superficie da

(aproximadamente

suspensao;

centrifugar por 30 minutos a 8.000 x g. Remova e
transfira os frascos para o laboratério, passando
rapidamente para o passo seguinte, pois os “pelets” da
fracao “pesada” podem rapidamente
resuspensao;

iniciar

com o auxilio de uma bureta de 25mL acoplada a uma
pequena mangueira de borracha de silicone, conectada
a uma bomba de vacuo, succione a solucdo de Nal e
organico flutuante (FLL) da garrafa de
centrifuga girando vagarosamente a garrafa em seu eixo
para retirar material organico aderido na parede do
frasco e na superficie da suspensao. Cuidado para nao
resuspender o “pelet”. A FLL aspirada juntamente com

material

solucao de Nal é imediatamente separada por filtracdo a
vacuo (Sistema Asséptico Sterifil, 47mm - Millipore)
contendo um filtro de fibra de vidro previamente tarado
(secos em estufa a 40°C, anotando o peso com
precisdao de quatro casas decimais). A solucao de Nal
coletada no frasco receptor da filtragem é retornada para
a garrafa de centrifuga contendo a amostra de solo
remanescente. Visando eliminar o excesso de Nal, as
amostras de FLL retidas nos filtros sdo copiosamente
lavadas com agua destilada. Para esta lavagem, deve-se
trocar o frasco receptor do sistema asséptico. Apds
lavagem e antes de passar a préxima amostra, seque
bem o receptor e os componentes do filtro com papel
toalha. Qualquer residuo de agua no sistema pode
contaminar a solucdo de Nal, alterando a densidade;

o filtro contendo a FLL é transferido para uma estufa
para secagem a 60°C. Em seguida, é pesado com
precisdo de quatro casas decimais e finamente moido
(granulometria < 0,177mm ou 80mesh) para posterior
determinacao do teor de carbono e nitrogénio totais;
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para extrair a fracao leve intra-agregados (FLI), aplique
ultra-som na suspensao contendo Nal e solo residual
dentro dos frascos de centrifuga na intensidade de
400J min™. Visando minimizar o aumento brusco da
temperatura da suspensdo, a garrafa de centrifuga
contendo a suspensao deve ficar contida em recipientes
contendo gelo. A plataforma do ultra-som deve ser
erguida para que a ponta do ultra-som fique submersa a
19mm da superficie da suspensado. Apds sonificacédo,
remova as garrafas dos recipientes e seque-0s
externamente;

proceda o rebalanceamento dos frascos adicionando
mais solucao de Nal com subseqiiente centrifugacao e
remocao da FLI como descrito nos tépicos 3, 4 e 5. O
material de solo remanescente na garrafa de centrifuga
serd utilizado para o fracionamento granulométrico. Nao
descarte o filtrado contendo solucdao de Nal. Esta sera
armazenada num frasco de plastico. Visando remover
carbono sollvel para a reutilizacdo da solucdo de Nal,
adiciona-se 25g de carvao ativado a solucao de Nal
usada e, apds agitacdo por 30 minutos, a solucdo é
filtrada em filtro de fluxo rdpido e, em seguida, filtracdo
a vacuo com filtro de fibra de vidro. Apés checagem da
densidade com mais adicdo de Nal ou &gua, a solucao
pode ser reutilizada;

através de picete com 4&gua destilada, transfira o
material de solo remanescente no fundo da garrafa de
centrifuga para um recipiente de vidro de 100mL (caso
o procedimento seja conduzido com 3 repeticbes no
laboratério, transferir o material de solo remanescente
de todas as garrafas com o minimo volume de agua
possivel) e armazene no laboratério para passar para o
préximo passo. Devido a centrifugacdo, a amostra de
solo estard compactada no fundo da garrafa de
centrifuga. Assim, adicione um pouco d’agua destilada,
tampe o frasco e agite vigorosamente para remover o
material de solo. Em seguida, tente transferir o “pelet”
inteiro para o frasco. Para solos muito argilosos, antes
de adicionar 4gua, remova o “pelet” com uma espatula e
transfira-o para o frasco com cuidado. Apds, lave bem a
garrafa com &gua deionizada visando
totalmente o material de solo presente. Este esmero é

remover
importante fracionamento
granulométrico
particulas de argila, silte e areia.

principalmente se o

envolver quantificacdo total das

Obs.: quando a solucdo de Nal apresentar variacao de
+ 0,2g cm™ na solucéo estoque, transferir uma aliquota
de 800mL para um béquer de plastico ou vidro e, com o
auxilio de um agitador automatico com “peixinho”,
adicionar mais Nal ou &gua destilada para ajustar a
densidade para 1,8g cm™.
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Fracionamento por granulometria

Reagentes

Hexametafosfato.

Vidraria

Provetas de 1.000mL (vidro ou plastico) marcadas de O

a 25cm, inciando a 3cm acima da indicacdo de volume O
na proveta;

Béquer de 250mL (vidro ou plastico);

frascos de 2.000mL.

Equipamentos

Centrifuga de alta rotacao.

Agitador horizontal para 250rpm.

Procedimentos

1.

Tarar todos os béqueres ou recipientes de vidro;

transferir a suspensao contendo o material de solo
residual obtida a partir do fracionamento por densidade
para um recipiente de plastico e completar o volume até
300mL. Adicionar 0,5g de hexametafosfato e deixar a
suspensao em
(aproximadamente 4°C).

repouso no
No dia seguinte,

refrigerador
iniciar
agitacao por 6 horas a 250rpm (solos com areia >
500g kg™: 2 horas). Em seguida, a suspensdo é
transferida para a peneira de 0,53 mm contendo abaixo
um recipiente coletor de 2.000 mL. Iniciar peneiramento
Umido para separar a fracdo areia, utilizando &gua
destilada de picete com parcimonia, pois ndo se deve
exceder o volume de 800 mL no frasco receptor abaixo
da peneira. Assim que a dgua que passa pela peneira se
apresentar incolor, transfira o material retido na peneira
(fracao areia) para um béquer de vidro de 250mL e levar
para estufa para secagem a 60°C e posterior pesagem.
Na manha seguinte, a suspensdo retida no frasco
receptor abaixo da peneira é transferida para a proveta
de 1000mL;

a separacao da fracdo argila se dé por sedimentacéo de
modo similar ao método da pipeta para a andlise
granulométrica do solo. O procedimento deve ser
executado em sala com temperatura controlada de
25°C. Apos transferéncia da suspensdo contendo
argila + silte, completa-se o volume da proveta com
agua destilada até 1.000mL, cobrir a proveta com vidro
de relégio ou similar e deixar a suspensdo em repouso
até aproximadamente 16hOOmin. Em seguida, faz-se a
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homogeneizacao vigorosa da suspensdao por 20

segundos com um bastdao, tendo este, na sua
extremidade inferior, um émbolo de borracha contendo
furos e de didmetro um pouco menor do que o da
proveta. A homogeneizacao se dé pelo movimento do
bastdao no sentido da boca para o fundo e vice-versa.
Marcar o tempo apds concluir a homogeneizacdo e
medir, anotando em seguida, a temperatura da
suspensdo. Se a temperatura da suspensdo for de
25°C, decorridos 4'15” apés a homogeneizacgao,
100mL da suspensdo sdo coletados (fracdo argila +
silte) 15 segundos antes do tempo de 4°15" e
inserindo a pipeta a 10cm abaixo da superficie da
suspensao. A pipetagem deve ser feita com succéao
continua para evitar turbilhonamento. A suspensao
pipetada é transferida para béquer de vidro de 250mL,
levada para estufa para secagem a 60°C e posterior
pesagem. Apds 3 horas 33 minutos de repouso, nova
coleta de 100mL da suspensdo é executada (fracado
argila) e, de modo similar ao procedimento para coleta
da fracdo argila + silte, mas com a pipeta inserida a
5cm abaixo da superficie da suspensao, a aliquota é
transferida para béquer de vidro, secada e pesada. A
Tabela 1 apresenta o tempo necessario para se iniciar a
pipetagem a diferentes temperaturas da suspensao;

coletadas, apdés pesagem, sao
(granulometria <177mm ou

4. todas as fracoes
finamente moidas
80mesh) para determinacdo do teor de carbono e
nitrogénio por combustao via seca.

Tabela 1. Tempo necessaério, sob diferentes temperaturas da
suspensdo, para a sedimentacdo de particulas de solo com
peso especifico de 2,65. Para a particula de argila & <
0,002mm) foi considerada uma profundidade de 5¢cm e para
a argila + silte (8 < 0,02mm) foi considerada uma
profundidade de 10cm.

Temperatura Argila Argila + Silte
(°C) (5cm) (10cm)
18 4h13min 5h03min
19 4h05min 4h55min
20 4h00min 4h48min
21 3h55min 4h41min
22 3h50min 4h34min
23 3h43min 4h28min
24 3h38min 4h22min
25 3h33min 4h15min
26 3h28min 4h10min
27 3h23min 4h04min

Fonte: adaptado de Camargo et al. (1986).
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