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Introducgao

As metodologias para a estimativa da BMS-C tem
sido objeto de ajustes e criticas, entretanto as
propostas descritas por VANCE et al. (1987) e
TATE et al. (1988) proporcionaram avancgos
significativos na quantificacdo dessa biomassa
viva dos microrganismos do solo (DE-POLLI &
GUERRA, 1999). Em trabalho realizado por
(ANDREA & HOLLWEG, 2004) confirmaram que a
fumigacao-extracdo, com base no trabalho
realizado por VANCE et al. (1987), é o mais
adequado a determinagao da BMS-C. O método é
mais rapido sendo empregado sem maiores
limitagdes em solos acidos e com adigao recente
de matéria organica, porém devendo-se evitar
solos com teores de carbono muito elevados,
sendo aplicavel para solos com teores inferiores a
100g de C kg”' de solo (SPARLING & WEST,
1988).

O conhecimento dos niveis de BMS-C no solo se
tornam importantes para conservacdo da matéria
organica do solo, monitoramento de areas sob
influéncia antropica, servindo como sensivel
indicador de alteragdes provocadas no ambiente.

Objetivou-se com este documento apresentar de
forma sucinta, adaptagdes na metodologia
originalmente proposta por VANCE et al. (1987),
com algumas modificacdes obtidas em trabalhos

de outros autores, criando desta forma uma
metodologia simplificada e de mais facil uso na
determinagao do BMS-C.

Método

Fumigacao-extracdo segundo VANCE et al.
(1987), sendo a relagdo solo extrator 1:2,5
segundo TATE et al. (1988) e kc=0,33
preconizado por SPARLING & WEST (1988),
realizando fumigagdo com adicdo de cloroférmio
(isento de etanol) diretamente na amostra, como
descrito por BROOKES et al. (1982) e WITT et al.
(2000), mantendo-as em local escuro por 24
horas, procedendo-se a extragcdo e quantificagao
do carbono microbiano pelo método (WALKLEY &
BLACK, 1934) modificado segundo TEDESCO et
al. (1995), sem aquecimento externo em chapa.
Vale ressaltar que a fumigagdo também pode ser
feita sob vacuo com uso de dessecador conforme
metodologia original de VANCE et al. (1987).

Materiais e equipamentos necessarios

Para fumigacgao
- Frascos de vidro de 100 mL com tampa,;
- Pipeta com graduagéo de 1 mL;

- Cloroférmio P.A. (CHCI,) isento de etanol;
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Para extragao

Balanga analitica com precisao de 0,1 mg;
Frascos de vidro de 100 mL com tampa;
pHmetro;

Baldo volumétrico de 100 e 1000 mL;
Becher de 100 e 1000 mL;

Solugéo de hidréxido de potassio (KOH) 0,5 M:
pesar 28,0528 g de hidréoxido de potassio.
Transferir para um becher de 1000 mL,
adicionar cuidadosamente 700 mL de agua
deionizada. Dissolver e transferir
quantitativamente para um baldo volumétrico
de 1000 mL aferindo o volume com agua
deionizada apods resfriamento;

Solucdo de acido sulfarico 0,5 M: transferir
27,18 mL de &cido sulfurico PA com auxilio de
dispensador automatico de 0 a 50 mL para um
becher de 1000 mL contendo 100 mL de agua
deionizada, em capela de exaustdo. Adicionar
mais 700 mL de agua deionizada,
homogeneizar a solugdo no becher e transferir
quantitativamente para um baldo volumétrico
de 1000 mL, aferindo o valor com agua
deionizada;

Solucédo de sulfato de potassio (K,SO4) 0,5 M:
pesar 87,1001 g do sal, transferir para becher
de 1000 mL e adicionar 800 mL de agua
deionizada. Dissolver e transferir
quantitativamente para um baldo volumétrico
de 1000 mL. Antes da aferi¢cao final do volume
da solugdo deve-se corrigir o pH para a faixa
entre 6,5-6,8, transferindo uma aliquota da
solugcdo solubilizada para um becher e
realizando a leitura no pHmetro. Se necessaria
a corregao do pH, adicionar no baldo gotas de
solucao de hidroxido de potassio (KOH) 0,5 M
se o0 meio estiver acido e gotas de acido
sulfurico (H,SO4) 0,5 M se o meio estiver
basico, sempre retornando a aliquota a origem
e realizando a leitura ap6s cada adigdo. Apos
corregao do pH, aferir o volume a 1000 mL
com agua deionizada;

Dispensador automatico com capacidade de 0
a 50 mL;

Agitador orbital;

Funil;
Papel de filtro (filtragem rapida) de 28 ym;

Tubos de 50 mL com tampa;

Para determinacao do carbono microbiano

Pipeta automatica de 10 mL;
Erlenmeyer de 250 mL,;

Solu¢do de dicromato de potassio (K,Cr,0O7)
0,066 M: pesar 19,4161 g do sal, previamente
seco em estufa 105°C e transferir para um
becher de 1000 mL, adicionando 700 mL de
agua deionizada. Dissolver e transferir
quantitativamente para um baldo volumétrico,
aferindo o volume a 1000 mL com agua
deionizada;

Acido sulfurico (H,SO4) P.A;
Acido orto-fosférico (HsPO,4) P.A.;

Difenilamina ((CsHs)oNH) 1% (m/v) em H,SOy:
pesar 1,000 g de difenilamina, transferir para
um becher de 100 mL, adicionar 50 mL de
acido sulfurico concentrado, dissolver e
transferir quantitativamente para um baldo
volumétrico de 100 mL, aferindo o volume a
100 mL com o mesmo acido;

Agitador magnético;

Solucdo de sulfato ferroso amoniacal
[(NH,4), Fe(S0O,),.6H,0] 0,033 M: pesar 13,000
g do sal, transferir para um becher de 1000 mL
e dissolver em 600 mL de &gua deionizada,
adicionar 10 mL de acido sulfurico e transferir
quantitativamente para um baldo volumétrico
de 1000 mL aferindo o volume a 1000 mL com
agua deionizada;

Bureta ou titulador automatico com precisao
de 0,01 mL.

Amostra

As amostras devem ser coletadas em pontos e

profundidades

previamente determinados,

conforme o planejamento da pesquisa. A umidade
do solo nas amostras para o processamento
podera ser em torno de 60% da capacidade de
campo ou conforme o objeto da pesquisa. As
amostras devem ser imediatamente armazenadas,
sendo mantidas o mais proximo das condigdes em
que foram coletadas até sua chegada ao



laboratério, onde serdo preparadas, procedendo
as analises em até trés dias ou armazenadas em
geladeira a 4°C por até dez dias.

Limitag6es do método

O método possui limitagdes quanto a
replicabilidade, pois sua utilizacdo se da em
amostras "frescas" de solo, com isso, posteriores
coletas podem divergir quanto aos resultados,
levando a alta variabilidade até mesmo em
replicas de laboratério, sendo necessario o uso de
triplicatas. Outro fator importante esta na umidade
do solo, pois solos com alto teor de umidade sao
de dificil manuseio no processo de tamisagem,
além de influir negativamente na fumigacéo do
solo, interferindo na difusdo do cloroférmio. Em
contrapartida solos muito secos sao
desfavoraveis, pois 0s microorganismos se
encontfram em forma latente, e portanto sua
membrana celular menos susceptivel ao
rompimento no processo de fumigagao,
subestimando o valor real da biomassa
microbiana. Para evitar tais inconvenientes
aconselha-se que a amostragem de campo seja a
mais proxima possivel de 60 % da capacidade de
campo do solo.

Como citado acima, por possuir uma alta
variabilidade e a analise realizada em ftriplicata,
seu uso em larga escala é pouco pratico,
dependendo da capacidade analitica do
laboratério e a experiéncia dos envolvidos na
analise.

Procedimento

Preparagao da amostra

As amostras recém coletadas devem ser
peneiradas em malha de 2 mm, retirando-se os
fragmentos de animais e vegetais por meio de
catacdo, para que em seguida seja processada.

Determinacao da umidade na capacidade de
campo do solo

A forma de determinacdo da umidade na
capacidade de campo do solo aqui descrita,
apesar de expedita, fornece precisao suficiente.

O método baseia-se na determinacdo da umidade
do solo na capacidade maxima de retencdo de
agua (capacidade de campo) e na determinagao
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da umidade do solo no momento da coleta das
amostras, para que se determine se a umidade do
solo na coleta é correspondente a desejada.

Realizar o preenchimento de proveta de 100 mL
com cerca de 80 mL de solo recém coletado e ja
peneirado. Adicionar agua até que a frente de
molhagéao atinja cerca de 40 a 50 % do volume de
solo, recobrir a proveta com papel aluminio,
deixando o solo em repouso por 12 horas, ou até
que a frente de molhacéo estacione. A frente de
molhagcdo nao deve tocar o fundo da proveta, o
que invalidaria o procedimento, neste caso deve-
se repetir o teste com nova amostra com
guantidade menor de agua. Retirar uma porgéo de
solo da parte molhada, pesar e levar para estufa a
105°C por 24 horas ou até que o solo atinja peso
constante, obtendo o peso do solo seco
posteriormente. A determinacdo da umidade total
do solo na capacidade de campo e das amostras
oriundas do campo (para umidade total do solo) é
obtida pela Equagéao 1:

U (g de agua g™ de solo) = (Py - Ps)/Ps

Equacdo 1 — Calculo para determinacdo da
umidade total do solo, onde: Py = peso do solo
Umido ; Ps = peso do solo seco, usado tanto para
a amostra de solo trazida do campo quanto a
retirada da proveta.

Para determinar a umidade percentual relativa
(Ur) das amostra frescas de solo frente a umidade
do solo na capacidade de campo é utilizada a
Equacgao 2:

Ur (%) = (Ua/Uc) . 100

Equacéo 2 — Determinacédo da umidade percentual
relativa, onde: Ugr = umidade relativa do solo
fresco frente a capacidade de campo; U =
umidade do solo amostrado (g de agua g’ de
solo); Uc = umidade do solo na capacidade de
campo (g de agua g’ de solo).

Procedimento analitico

As amostras serdo analisadas em triplicata, para
isto, cada amostra sera dividida em sete sub-
amostras de 20 g (trés fumigadas, trés néao-
fumigadas e uma para obtengdo da umidade do
solo), devidamente pesadas e acondicionadas em
frascos de vidro de 100 mL.
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Cabe ressaltar que podem ser utilizados os
mesmos extratos obtidos na fumigagao-
extragao realizada para determinagao da BMS-
N (nitrogénio da biomassa microbiana do
solo), conforme descrito por SILVA et al.
(2007).

Determinagao da umidade do solo

O frasco previamente destinado a determinagao
de umidade do solo deve ser seco em estufa a
105°C por 24 horas ou até obter peso constante.
Apoés seca, a amostra deve ser acondicionada em
dessecador até equilibrio de temperatura e em
seguida pesada.

Fumigacao

Imediatamente apds a pesagem da amostra de
solo adicionar aproximadamente 1 mL de
cloroférmio isento de etanol com o auxilio de uma
pipeta com graduagcdo de 1 mL, em todos os
frascos destinados a fumigacdo (Figura 1). Os
frascos sdo em seguida fechados e armazenados
em local isento de luminosidade por 24 horas, com
temperatura em torno de 25 a 28°C. No dia
seguinte retirar a tampa dos frascos em capela de
exaustdo, deixando evaporar todo o cloroférmio
presente até eliminagcdo completa, como
preconizado por BROOKES et al. (1982) e WITT
et al. (2000).

Figura 1 — Adi¢&o direta d cloroférmio na amostra

Extracao

A extracdo se da nas amostras fumigadas, apos
tempo de fumigacdo de 24h, seguida de
eliminagdo dos residuos de cloroférmio, e nas
ndo-fumigadas, realizado imediatamente apds
pesagem, procedendo da seguinte forma:

Adicionar 50 mL de solugdo 0,5 M de sulfato de
potassio (K;SO4), com o auxilio de um
dispensador de 0 a 50 mL.

Agitar por 30 minutos em agitador orbital a 220
RPM, esperar decantar por 30 minutos e transferir
0 sobrenadante com o auxilio de uma pipeta para
um filtro de papel acoplado a funil e tubo de
50 mL, evitando resuspensdo e recuperagao de
material decantado (Figura 2). Ao final da filtragem
€ obtido o extrato de cada sub-amostra (fumigada
ou nao-fumigada), que devem ser direcionadas
para quantificacdo do carbono microbiano ou
armazenados em geladeira a 4°C por no maximo
10 dias.

' Figura 2 — Fitragdo do material extraido

Determinagao do carbono microbiano

Transferir 8 mL do extrato previamente filtrado
para um Erlenmeyer de 250 mL. Adicionar 2 mL
de solugéo 0,066 M de dicromato de potassio, 10
mL de acido sulfurico P.A. e 5 mL de acido orto-
fosforico P.A., todos com o auxilio de dispensador,
e em ordem cronoldgica. Esperar esfriar e
adicionar cerca de 70 mL de agua deionizada,
esperar esfriar novamente, adicionar
aproximadamente 4 gotas de difenilamina e titular
sob agitagdo magnética com uma solugéo 0,033 M
de sulfato ferroso amoniacal. Ao final da titulagcao,
a coloragdo da solugao ira do purpura (A) para
verde (B) (Figura 3).



Figura 3 — Ponto estequiométrico da volumetria de oxi-redugdo

Calculo da molaridade exata da solugao
de sulfato ferroso amoniacal
[(NHg4).Fe(S0,)..6H,0] 0,033 M

Para a realizagdo da padronizagao (molaridade
exata) da solugcado de sulfato ferroso amoniacal
utiizar a Equagdo 3, posteriormente a
quantificacdo do carbono microbiano pois
necessitam-se dos valores das amostras controle
(branco):

My = [(M2. Vy). 6]/ V4

Equacdo 3 — Determinagdo da molaridade exata
do sulfato ferroso amoniacal, onde: M; -
Molaridade exata padronizada do sulfato ferroso
amoniacal; M, - Molaridade exata do dicromato de
potassio (0,066 M); 6 — Razdo estequiométrica
(KCr07); V4 - volume de sulfato ferroso
amoniacal gasto na titulagdo da amostra controle
(branco); V, - Volume da aliquota de dicromato de
potassio utilizada.
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Calculo do teor de C nos extratos
(Equacgao 4)
(Vb—Va).M.0,003.V, .10°

C(mgCkg™ solo) =
(mg C kg ) Ps.V,

Equagdo 4 — Determinagdo do carbono nos
extratos fumigado e nao-fumigado do solo, onde:
C - carbono extraido do solo; Vb (mL) - volume do
sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo da
solucdo controle (branco); Va (mL) - volume de
sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagdo da
amostra; M - Molaridade exata do sulfato ferroso
amoniacal; V4 - volume do extrator (K.SO,)
utilizado; V, — aliquota pipetada do extrato para a
titulagdo; 0,003 - miliequivalente do carbono; Ps
(g) - massa de solo seco.

Calculo da BMS-C

O calculo da BMS-C é dado pela Equacao 5,
utilizando kc=0,33 descrito por SPARLING &
WEST (1988):

BMS-C (mg C microbiano kg™ solo) = FC . k¢

Equacdo 5 — Calculo da biomassa microbiana do
solo, onde: BMS-C - carbono da biomassa
microbiana do solo em mg de C por kg de solo (ou
ug g"); FC - fluxo obtido da diferenca entre a
quantidade de C (mg kg'), da Equacdo 4,
recuperada no extrato da amostra fumigada e a
recuperada na amostra nao fumigada e k¢ - fator
de correcéo.
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