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DETERMINACAO DO CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA DO
SOLO: METODO DA FUMIGACAO-EXTRACAO
Helvécio De-Polli' & José Guilherme M. Guerra'

1. INTRODUGAO

A biomassa microbiana do solo (BMS) ¢ definida, conceitualmente, como a parte

viva da matéria organica do solo excluindo-se as raizes e animais maiores do que

aproximadamente 5x103 ;,Lm3 e, funcionalmente, atua como agente de transformacao da
matéria organica, no ciclo de nutrientes e no fluxo de energia (Jenkinson & Ladd, 1981;
Wardle, 1992).

A BMS ndo ¢ uma estimativa da atividade dos microrganismos, mas da massa
microbiana viva total, com base na concentracdo de algum elemento ou de alguma
substancia celular. As atividades de algumas enzimas podem ser relacionadas com a BMS e
sdo auxiliares na interpretagdo da condi¢do funcional da BMS total ou de algum
compartimento. Em termos de atividade da microbiota do solo, varios parametros podem
ser usados, como a respiragao basal, atividade de microrganismos celuloliticos, atividades
de enzimas como a desidrogenase, urease, fosfatase, etc.

A BMS parece mais sensivel as mudangas iniciais no contetido de matéria organica
do solo do que a determinag¢do de C organico total (Cors ) (Jenkinson & Rayner, 1977,
Powlson et al., 1987), e a relagao Cmic.C'lorg ¢ um parametro Util para descrever alteragdes
em ecossistemas com interferéncia antropica (Insam & Domsch, 1988).

Diversos trabalhos sobre a fumigacdo de solos, especialmente com vapores de
cloroformio (CHCIl;), realizados na década de 70, notadamente pelo grupo de
D.S.Jenkinson, Rothamsted Experimental Station (UK), levaram a proposicao do método
da fumigacao-incubagdo (Jenkinson & Powlson, 1976), desencadeando um grande niimero
de trabalhos que propiciaram considerdveis avangos neste campo, surgindo entdo o método

da fumigacdo-extragdo. A diferenca para o método da fumigacgdo-incubacdo ¢ que o
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material celular liberado pelo rompimento da parede celular apds a fumigacao ¢é recuperado
com um extrator fraco como o K,SO, em uma relacao solo extrator de 1:4 (Vance et al.
1987) ou 1:2,5 (Tate et al. 1988) logo apds a fumigacdo, eliminando-se os 10 dias de
incubacdo do método anterior. Os dois trabalhos acima citados detalham com clareza as
etapas e cuidados metodologicos necessarios. Em nossas condigdes (Rodrigues et al. 1994)
realizaram comparacdes entre os dois métodos e obtiveram maior precisdo com o método

da fumigacao-extragao.

2. PRECONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

Anteriormente ao inicio do procedimento analitico o precondicionamento das
amostras ndo pode ser negligenciado, considerando que as metodologias visam estimar o
componente microbiano vivo do solo. Sendo assim, de acordo com a condi¢do de
armazenagem e processamento da amostra, modificagdes mensurdveis na BMS podem
ocorrer e interferir no resultado final. Idealmente, a amostra deveria ser indeformada,
isenta de raizes, macroanimais e de restos organicos, ser processada imediatamente apos a
coleta e apresentar um teor de umidade adequado. Na prética, torna-se dificil que todos
estes quesitos sejam alcangados.

Para minimizar as dificuldades relativas a amostragem, armazenagem ¢
processamento, algumas padronizagdes podem ser implementadas, como:

- O processamento da amostra deve ser feito o mais breve possivel, preferencialmente
dentro da primeira semana apds a amostragem;

- A eliminagdo de fragmentos de raizes, animais e restos vegetais pode ser feita através
de catacao, ap6s tamisagem em peneira com abertura de 2, 4 ou 6mm;.

- Embora o teor de umidade da amostra ndo represente uma limitacdo drastica na
determinagdo da BMS pelo método da fumigacdo-extragdo, pode-se realizar uma
padronizagdo (equivalente a 40-60% da capacidade maxima de retengdo de agua do solo),
principalmente quando sdo processadas, para fins de comparagdo, amostras oriundas de
locais diferentes.

- O precondicionamento provoca, indubitavelmente, alteracdo no valor da BMS, porém,

torna possivel a operacionalizacdo de maior nimero de amostras, bem como, possibilita a



comparag¢do entre amostras oriundas de locais diferentes.

3. PROCEDIMENTO ANALITICO

A amostra ¢ dividida em subamostras (Fig. 1) que sofrerdo, respectivamente,
fumigacdo seguida de extracdo ou extracdo imediata apOs a pesagem, para a subamostra
que ndo vai sofrer a fumigagdo. Recomenda-se trabalhar com subamostras triplicatas, pois,
em geral, a precisdo da andlise ndo ¢ alta. Logo, ter-se-a seis frascos por amostra (trés
fumigados e trés ndo fumigados), acrescidos de um frasco para determinagdo da umidade
do solo (em estufa a 105°C por 24h). Os valores da BMS devem ser corrigidos, tendo
como base o solo seco a 105°C.

Acondiciona-se 20g de terra em frasco com capacidade para 100ml, que ¢
transferido para dessecador, juntamente com um frasco com agua e um outro contendo
10ml de CHCl; isento de etanol, permanecendo sob fumigacdo em sala de incubagao
mantida no escuro, com temperatura controlada (28°C, p.ex.), por 24h.. Logo apos, o CHCl;
¢ removido por aspiragdes sucessivas.

Acrescenta-se 50ml de K;SOy4 O,Smol.L'1 com o pH ajustado na faixa de 6,5 a 6,8,
procedendo-se a extragdo em agitador com movimento circular horizontal a 220rpm por
30min.. Permitir a decantag@o por 30min. e proceder a filtracdo lenta em filtro de papel.

A determinagdo do C nos extratos fumigado e ndo fumigado ¢ feita por
dicromatometria, a partir da retirada de uma aliquota de 8ml do extrato, adicionando-se 2ml
de K,Cr,0;7 0,066mol.L™", 10ml de H,SO4 conc. e 5ml de H3PO4 conc. (para alguns solos
Iml ja é suficiente). A mistura deve ser aquecida (ebulicdo) por 5 minutos usando-se
refluxo em dedo de agua. Apos o resfriamento, adiciona-se 80ml de agua destilada e 3
gotas de difenilamina (10g . L™ em 4cido sufurico concentrado). Com a adi¢io do indicador
a solugdo passa da cor amarela para violeta. O dicromato em excesso ¢ titulado com
(NH4)2Fe(SO4),.6H,O 0,033m01.L'1 (ponto de viragem: cor violeta para verde). Frascos
sem solo (ensaio em branco) contendo todos os reagentes devem receber o mesmo
tratamento dado as amostras, sendo usados como controle.

Na preparacao dos reagentes deve-se observar que o dicromato de potéssio € seco a

105°C por uma hora e seu equivalente grama ¢ igual a PM.6"' (PM=peso molecular); o



sulfato ferroso amoniacal tem o seu equivalente grama igual ao PM.1"', sendo que na
preparacio da solu¢do 0,033mol.L" pesa-se 13g de sulfato ferroso amoniacal, dissolvendo-
o em aproximadamente 400ml de 4dgua destilada contendo 10ml de dacido sulfurico
concentrado completando o volume a 1 litro com agua destilada; a padronizagdo do sulfato
ferroso amoniacal ¢ feita na presenga de Sml de acido fosforico e 10 ml de &cido sulfurico
concentrados, 3 gotas de difenilamina como indicador e dicromato de potassio 0,395N

como titulante.



4. ESQUEMA SIMPLIFICADO DO PROCEDIMENTO ANALITICO
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Fig. 1. Esquema simplificado do procedimento analitico para determina¢io da

biomassa microbiana do solo pelo método da fumigacao-extracao.



5. CALCULO DA BMS

O C extraido do solo ¢ calculado pela formula:
C (mg.kg")=(Vb-Va).N.0,003.50.(8.Ps)".10°,

onde: C = carbono extraido do solo; Vb (ml) = volume do sulfato ferroso amoniacal gasto
na titulacao da solucao controle (branco); Va (ml) = volume gasto na titulagdo da amostra;
N = normalidade exata do (NH4), Fe(SO4),.6H,0; Ps (g) = massa de solo seco.

O célculo da BMS ¢ dado pela formula:

BMS (mg . kg) = FC . ke,

onde: BMS = biomassa de carbono microbiano do solo em mg de C por kg de terra (ou
ng.g'); FC = fluxo obtido da diferenca entre a quantidade de C (mg.kg") recuperada no
extrato da amostra fumigada e a recuperada na amostra ndo fumigada; kc = fator de
correcao.

O fator de corre¢do (k¢) em situagdes que exijam maior exatiddo devera ser
calculado para cada tipo de solo. Como para os solos do Brasil o fator ainda ndo foi
determinado, pode-se utilizar o valor 0,33 preconizado por Sparling & West (1988), a fim

de expressar a fragdo do C da BMS recuperada apds o processo de fumigagao-extragao.
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