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Aplicacao da espectroscopia
no infravermelho préximo

e médio na avaliacao da
biomassa microbiana do solo

Tatiana Maris Ferraresi’

Enderson Petrénio de Brito Ferreira?
Wilson Tadeu Lopes da Silva®
Ladislau Martin Neto*

Resumo

A biomassa microbiana tem sido um bom indicador da qualidade do
solo devido a sua importante participacdo nos ciclos biogeoquimicos e
a sua interacdo com a matéria organica e minerais presentes no solo. O
método comumente utilizado em laboratério para sua determinacao é o
proposto por Vance et al. (1987), que envolve processos de fumigacao
e extracao, além etapas de preparacao de amostras. Por outro lado, a
espectroscopia de infravermelho tem sido proposta para a anélise de
solos e produtos agricolas, em substituicdo aos métodos classicos, pela
economia de tempo e custo. Entretanto, a utilizacdo da espectroscopia
de infravermelho préximo (NIRS) e médio (DRIFTS) nas andlises de
solos depende da construcdo de modelos preditivos que correlacionem
os dados espectroscépicos com os valores obtidos com um método

de referéncia. Desse modo, para avaliar a aplicabilidade dessas
técnicas na determinacédo de carbono microbiano (CMIC), nitrogénio
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microbiano (NMIC) e respiragcdo basal do solo (RB), foram utilizadas
amostras provenientes da Fazenda Capivara, pertencente a Embrapa
Arroz e Feijdo (CNPAF), em Santo Antbénio de Goids-GO, e da Fazenda
Canchim, pertencente a Embrapa Pecuéria Sudeste (CPPSE), em Sao
Carlos-SP. Os dados de biomassa obtidos com o método utilizado como
referéncia (fumigacéo-extracédo) foram correlacionados com os dados de
absorbancia em infravermelho pelo método PLS (Partial Least Squares),
em dois subgrupos amostrais segundo a localidade (CNPAF e CPPSE),
assim como em todas as amostras. Os testes de validacao dos modelos
de regressao construidos confirmaram que hé relacao quantitativa entre
os espectros de infravermelho e os pardmetros de biomassa microbiana,
sendo os coeficientes de regressdo maximos encontrados iguais a 0,82
para CMIC; 0,76 para NMIC e 0,70 para RB.

Termos para indexacdo: carbono microbiano, nitrogénio microbiano,
respiracao basal do solo, NIRS, DRIFTS.



Application of near and me-
dium infrared spectroscopy
in the assessment of soil
microbial biomass

Abstract

Soil microbial biomass has been a good indicator of soil quality due to
its important role in biogeochemical cycles and its interaction with orga-
nic matter and minerals in the soil. The method commonly used in the
laboratory for measuring microbial biomass is that proposed by Van-

ce et al. (1987), which involves fumigation and extraction processes
and several steps of sample preparation. On the other hand, infrared
spectroscopy has been proposed for the analysis of soils and agricul-
tural products to replace traditional methods for saving time and cost.
However, the use of near infrared spectroscopy (NIRS) and medium
(DRIFTS) depends on the construction of predictive models that corre-
late the spectroscopic data with those obtained by a reference method.
Thereby, to evaluate the applicability of these techniques in quanti-
fying microbial carbon (CMIC), microbial nitrogen (NMIC) and soil basal
respiration (RB) samples were used from the Embrapa Arroz and Feijao
(CNPAF), Santo Anténio de Goids-GO, and Embrapa Pecuéaria Sudes-

te (CPPSE), Séo Carlos-SP. Microbial biomass resulted from reference
method (fumigation-extraction) were correlated with infrared absor-
bance data by PLS method (Partial Least Squares) on two groups of
samples, selected by sampling site (CNPAF and CPPSE), as well as in
all samples. Tests for validation of predictive models showed that there



is a quantitative relationship between the infrared spectra and parame-
ters of microbial biomass achieving maximum regression coefficients of
0,82 for CMIC; 0,76 for NMIC and O, 70 for RB.

Index terms: microbial carbon, microbial nitrogen, basal respiration of
soil, NIRS, DRIFTS.
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Introducao

A determinacao dos conteudos de carbono e nitrogénio de origem
microbiana tem sido muito utilizada na avaliacao de impactos
ambientais e de fertilidade de solos. Isto se deve principalmente

ao importante papel reciclador desempenhado pelas comunidades
microbianas, que proporciona as culturas agricolas uma maior
disponibilidade de nutrientes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Além
disso, como produtos da organizacao dessas populacdes e de sua
interacdo com a matéria organica e argilas, surgem os macro e
microagregados, que permitem uma adequada aeracao e retencao de
agua no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; CANELLAS et al., 2008).
Assim, o equilibrio das interacdes entre plantas, matéria organica,
microrganismos e solo sustentam econdmica e ambientalmente a
producao agricola.

O termo biomassa microbiana designa o conjunto de todos os
microrganismos maiores que 5 x 10% um?® (JENKINSON; LADD, 1981),
que engloba fungos e bactérias, e tem sido determinada por métodos
quimicos tradicionais. Fungos e bactérias sao os protagonistas desses
microambientes; contudo, desempenham funcoes diferenciadas.
Enquanto as bactérias, alojadas nos microporos, cumprem
principalmente a Ultima etapa da degradacdo da matéria organica - a
mineralizacédo; os fungos tém a capacidade de utilizar fontes mais
complexas de carbono contendo lignina e contribuem para a formacao
dos macroagregados (SESSITSCH et al., 2001).

A atividade desses microrganismos no solo pode ser percebida através
da sua respiracdo, ou seja, pelos volumes de CO, liberados pelo

solo (respiracédo basal), que se devem principalmente a sua atividade
metabdlica (BALOTA et al., 1998). Ja a quantificacdo da biomassa
significa estimar o potencial microbiano de um solo e sua capacidade
de transformacao (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O procedimento para a quantificacdo da biomassa descrito por Vance et
al. (1987), denominado fumigacao-extracao, é referéncia no Brasil desde
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2004 (ROSCOE et al., 2006) e envolve a extracao da fracao labil da
matéria organica (moléculas como aminoacidos, carboidratos, peptideos e
acidos organicos), apds a fumigacao com cloroférmio. Os extratos obtidos
sdo submetidos a quantificagcao de carbono organico por dicromatometria
e de nitrogénio pelo método de Kjeldahl. Embora esse procedimento seja
amplamente aceito, existem pontos negativos que o inviabilizam, tais
como: a demora na preparacdo das amostras, o dispéndio na compra de
reagentes e a poluicao gerada pelos residuos das anélises.

A possibilidade de determinar parametros do solo através da
espectroscopia de infravermelho vem sendo estudada desde 1995
(BEN-DOR; BANIN, 1995), como uma alternativa as metodologias
correntes de andlise, pois oferece vantagens como: operacionalidade,
necessidade de pequena quantidade de amostra e minimizacao
dréastica do residuo gerado. A espectroscopia de infravermelho
possibilita a andlise de um nimero muito maior de amostra a custo

e tempo reduzidos, facilitando a amostragem de areas experimentais
heterogéneas de forma representativa. A agricultura de precisao

se beneficia com este aumento na capacidade de anélise de solo,
considerando-se que ja existem equipamentos portateis para uso in loco
que operam na regiao do infravermelho préximo.

Gracas aos avancos tecnoldgicos, a espectroscopia de infravermelho,
em sinergia com técnicas quimiométricas, fornece hoje um meio efetivo
para analises de misturas complexas sem a necessidade de qualquer
separacao prévia de seus componentes (BLANCO et al., 1995).

A regiao do infravermelho médio (DRIFTS) ja foi mais extensamente
estudada que a regiao do infravermelho préximo (NIRS) quanto a
absorcao de compostos organicos, sendo possivel identificar em tais
espectros bandas referentes a absorcao de diversos grupos funcionais
de compostos organicos: acidos carboxilicos, amidas, alquilas e
aromaticos (VISCARRA-ROSSEL et al., 20086). Bandas intensas podem
ser observadas em 3.400 cm™ (hidroxilas), 1.630 cm™ (carboxilatos e
aromaticos), 2.920 cm™ (alifaticos) e 1.450 cm™ (amidas secundarias)
(GERZABEK et al., 20086).
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Aparentemente, o espectro DRIFTS é mais informativo que aquele
obtido por NIRS, que contem bandas em menor quantidade e resolucéo,
referentes aos tons, sobretons e combinacdes das vibracdes de

C-H, N-H e O-H. No entanto, deve-se destacar que os componentes
inorganicos como a silica, que sdo predominantes no solo e dificultam

a identificacdo de bandas caracteristicas de compostos organicos,

nao absorvem na regiao do infravermelho préximo, mas sim no
infravermelho médio (MADARI et al., 2005).

Assim, o objetivo deste trabalho foi construir modelos para a predicao
da biomassa microbiana nos solos de duas fazendas experimentais

da Embrapa, a partir de espectros de infravermelho, utilizando-se a
ferramenta quimiométrica PLS (Partial Least Squares), e comparar as
precisdbes dos modelos multivariados obtidos com as regides espectrais
NIRS e DRIFTS na predicao da biomassa microbiana.

Material e Métodos

Areas de estudo

A fazenda Canchim, da Embrapa Pecuéaria Sudeste (ou CPPSE —
Centro Nacional de Pesquisa em Pecudria Sudeste), esta localizada no
Municipio de Sao Carlos-SP entre as coordenadas geograficas 21°55’
e 22°00’ Sul e 47°48" e 47°52’ Oeste e tem um area de 2.668 ha,
dos quais 1.390 ha sado destinados a areas de preservacao ambiental
(PRIMAVESI et al., 2008). O clima da regiao é classificado, segundo o
sistema Kdppen, como de transicao entre Cwa-Awa, com uma estacao
seca de abril a setembro e outra chuvosa, de outubro a marco (HORA,;
SOARES, 2002). A unidade de solo predominante nesta fazenda é a
Latossolo Vermelho distréfico tipico (PRIMAVESI et al., 2008), com
porcoes de Argissolo Vermelho e Neossolo Quartzarénico (SILVA et al.,
2010).

A fazenda Capivara, da Embrapa Arroz e Feijao (ou CNPAF — Centro
Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijao), situa-se no Municipio de Santo
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Anténio de Goias-GO, a 16°28" e 16°31" Sul e 49°18’ e 49°16’ Oeste
e possui uma area de 1.012 ha, dos quais pelo menos 400 ha sao
ocupados com mata de Cerrado. Segundo a classificacdo de Kdppen,
essa localidade apresenta clima Aw, com duas estacdes bem definidas,
uma chuvosa (outubro - abril) e outra seca (maio - setembro). O solo
predominante na regiao também é o Latossolo Vermelho distréfico
tipico (STONE et al., 2006).

Coleta de solo

Durante o ano de 2009, foram coletadas amostras superficiais de
solo (0-10 cm), com trado holandés, nas duas fazendas experimentais
caracterizadas.

Na fazenda Canchim (CPPSE), foram obtidas, entre os meses de maio e
agosto, amostras de solo sob diferentes culturas - sorgo, milho, cana-
de-acucar, alfafa, aveia e feijao guandu — e pastagens - braquiéaria,
mombaca, tanzéania, coast cross, regnellii, tobiata, estrela e andropogon.
Também foram amostradas areas de Mata Atlantica e de Cerradao.

Na fazenda Capivara (CNPAF), as amostras numeradas de AF1-AF40
foram coletadas em fevereiro de 2009 em experimento com agricultura
organica de arroz e feijdo, apés manejo de adubos verdes, sendo as
amostras subsequentes, numeradas de AF41-AF43, provenientes de
solo sob vegetacao nativa de Cerrado, préximo a este experimento.

O restante das amostras desta fazenda foi coletado no periodo de
outubro a novembro de 2009, em éareas sob o cultivo organico de arroz,
feijao, café e banana, além de &reas de experimentos com pivo central
e integracao lavoura-pecuéria cobertas com pastagem de braquiaria.
Acrescentaram-se também amostras de matas ciliares, obtidas nas
margens das represas proximas ao experimento agroecolégico, além de
outras amostras de solos com vegetacao nativa de Cerrado.

O total de amostras de solo coletado foi de 171, somando-se 114
amostras do CNPAF e 57 amostras do CPPSE. Essas amostras foram
passadas em peneira de 2 mm e armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C
até o momento da analise.
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Método de referéncia para biomassa microbiana

O método escolhido como referéncia para a biomassa microbiana foi

o fumigacao-incubacao, descrito por Vance et al. (1987). Aliquotas

de 20,0 g de solo foram acondicionadas em frascos com tampas e
incubadas em temperatura ambiente na auséncia de luz. Para cada
amostra de campo foram separadas trés aliquotas que foram submetidas
a fumigacao com cloroférmio e trés que nao foram fumigadas. As
amostras nao-fumigadas foram incubadas juntamente com frasco
contendo 10,0 mL de solucdo de hidréxido de potéssio 0,3 mol L' para
a captacéo do CO, liberado pelos microrganismos do solo e consequente
quantificacdo da respiracao basal do solo (SILVA et al., 2007).

No sexto dia de incubacao, procedeu-se a fumigacdao com 25 mL

de cloroférmio em dessecador a vacuo e as amostras fumigadas
permaneceram em atmosfera de cloroférmio por 24 h. No sétimo dia,
procedeu-se a determinacao da respiracao basal do solo, pela titulacao
da solucao alcalina com é&cido cloridrico 0,1 mol L' apds adicao de
cloreto de bério 20%. Neste dia também foi realizada a extracéo

dos componentes organicos dos solos fumigados e nao-fumigados,
utilizando-se uma solucdo de sulfato de potassio 0,5 mol L''. O calculo
da respiracao basal foi feito segundo a equacao:

RB = (V,-V,)xC,.,xNxMMC x PS-1 x fxd-1xh-1 (Eg. 1)

onde:

RB = respiracédo basal do solo (mg C-CO, Kg''h")

V, = média do volume de acido cloridrico gasto na titulagéo da
triplicata do branco (mL)

V, = meédia do volume de acido cloridrico gasto na titulagéo da
triplicata de amostras (mL)

C,. = concentracéo do 4cido cloridrico padronizada (mol L")

N = ndmero de mols de hidroxido de potassio que reage com o diéxido
de carbono

MMC = massa molar do carbono igual a 12 g mol”’

PS = peso seco do solo incubado

f = fator de correcdo do peso do solo de g para Kg igual a 1.000
d numero de dias de incubacao igual a 7

h horas de incubacao por dia (24h)

13
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O carbono e o nitrogénio microbianos foram determinados nos
extratos, ap6s digestao, por dicromatometria e pelo método Kjeldahl,
respectivamente.

O CMIC e o NMIC foram determinados pela diferenca entre valores
obtidos para as amostras fumigadas e aqueles obtidos para as amostras
nao-fumigadas, conforme as férmulas a seguir.

CMIC = (V,, - V) xC,,xmeqC xC xf, xV_ xV, "xP, xf,

onde:
C,,c = carbono da biomassa microbiana em mg C Kg ' solo seco
V,. = média do volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacédo

NF
da triplicata de amostras nao-fumigadas (mL)

V. = média do volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacéo

da triplicata de amostras fumigadas (mL)

C., = concentracéo do sulfato ferroso amoniacal padronizada (mol L)
megC = miliequivalente do carbono igual a 1,2 mg

C, = concentracédo do dicromato de potéssio

f., = fator de rendimento da extracéo igual a 2,64 correspondente a 37,88%
V. = volume total de solucéo sulfato de potéssio utilizado na extracéo
igual a 60 mL

V, = volume da aliquota de extrato utilizada na quantificagdo do
carbono igual a 8 mL

P, = peso seco de solo pesado para a extragao

f, = fator de conversédo de mg g"' para mg Kg"

NMIC = (V. -V ) xC,  x MM x f, x V. x V" x P, x f;

onde:
N,,c = nitrogénio da biomassa microbiana em mg C Kg ' solo seco
V, = média do volume de &cido sulfdrico gasto na titulacdo da

triplicata de amostras nao-fumigadas (mL)

V. = média do volume de &cido sulfarico gasto na titulagéo da triplicata

de amostras fumigadas (mL)

C,s = concentracéo do 4cido sulfarico (mol L)

MM, = massa molar do nitrogénio igual a 14 g mol
f., = fator de rendimento da extracéo igual a 1,85 correspondente a 54%
V_ = volume total de solucéo sulfato de potdssio utilizado na extracao

E
igual a 60 mL
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V, = volume da aliquota de extrato utilizada na quantificacdo do

carbono igual a 20 mL
P, = peso seco de solo pesado para a extragéo

f, = fator de conversédo de mg g"' para mg Kg™

Espectroscopia no infravermelho

Para a obtencao dos espectros de solos, as amostras foram secas
ao ar, trituradas em moinho de bolas, peneiradas em malha de
0,250 mm e analisadas em espectrometro de infravermelho préximo
(10.000 a 4.000 cm") da Perkin-Elmer, modelo Spectrum 100N, e
em espectrometro de infravermelho médio (4.000 a 400 cm™) da
Varian. Foram utilizados em ambos o sistema de refletédncia difusa,
com resolucdo de 16 cm™' e acumulacao de 32 varreduras por
espectro. Dessa forma, foram obtidos espectros de refletancia que
em seguida foram transformados para absorbéancia pela equacao

A =log(1/R). Como pré-tratamento espectral,os espectros foram
centrados na média e submetidos ao célculo da 1% derivada com 5
pontos.

Analise dos resultados e calibracoes

Foi realizada uma anélise de componentes principais (PCA) com os
dados de referéncia a fim de visualizar a distribuicao das amostras
frente as trés propriedades quantificadas: CMIC, NMIC e RB.

Realizou-se também a regressao linear entre os espectros e os dados
de referéncia utilizando-se o método dos minimos quadrados parciais
(PLS) para obter modelos de calibracao. Este calculo foi aplicado em
80% das amostras, ficando reservadas 20% para constituirem o grupo
de amostras para a validacao externa. A selecao das amostras de
validacao externa foi feita manualmente, a partir dos scores da PCA, de
forma a abranger toda a variabilidade do universo amostral.

Os modelos de calibragcao foram validados quanto a capacidade de
predizer os valores de CMIC, NMIC e RB para as novas amostras. Para
isso, foram utilizados dois métodos: a validacao cruzada e a validacao
externa.
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A validacdo cruzada foi feita concomitantemente a construcao dos
modelos de calibracdo, com os 80% das amostras. Utilizou-se o
método conhecido como /eave-one-out, em que cada amostra é retirada
do célculo PLS e predita pelo modelo construido com as demais. J&

a validacdo externa consistiu na predicdo dos 20% das amostras
reservadas com os modelos construidos.

Foram testados separadamente os modelos de calibracao obtidos com
as amostras do CNPAF, do CPPSE e com as amostras de ambas as
localidades, para cada uma das técnicas (NIRS e DRIFTS).

Os parametros utilizados para comparar a qualidade de cada modelo de
calibracao nas validacoes cruzada e externa foram: fatores necessarios
na calibracao (F), nimero de amostras, desvios-padrao de predicao,
erros percentuais médios de predicdo e coeficientes de regressao linear
entre os dados preditos e medidos (R).

Para o célculo dos erros de predicdo na validacao cruzada utilizaram-se
as férmulas:

n
= 1_ 5)2
SEV = Nve;(y-y)
=

SEV

SEV (%) = x 100

y

Onde, SEV = desvio-padrao da validacao cruzada; Nve = ndmero

de amostras utilizadas na validacao cruzada; y = valor medido com
método de referéncia, y = valor médio para y dentro do grupo amostral
utilizado na calibracéo; y= valor predito pelo modelo de calibraco;
SEV% = erro médio percentual de predicao cruzada.

O erros envolvidos na validacédo externa (SEP e SEP%) foram calculados
conforme as equacodes abaixo:



SEP (%) =
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n
— 1 512
SEP= [ -21:@ -3

SEP

y

x 100

Utilizaram-se os softwares: OriginPro8, para a obtencdo dos graficos
espectrais, R versdao 2.11.1, na anélise de componentes principais, e

Pirouette versdo 3.11, na calibracdo multivariada (PLS).

Resultados e discussao

Caracterizacao dos solos e dados de referéncia

Sao apresentados na Tabela 1 os teores de carbono orgéanico total,
argila e areia para os solos analisados. Os dados sao apresentados

para grupos de amostras de solo, classificadas segundo o uso ou
localidade. Os resultados de biomassa microbiana obtidos pelo método
de referéncia sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Caracterizacdo dos solos quanto ao teor de carbono organico e

granulometria.

COT (g Kg') Argila (g Kg'') Areia (g Kg')

Culturas 179-52,2(23,1)  276,0-608,8 (476,2) 284,0 - 696,8 (442,6)

2 Pastagens 2,3-406(264)  96,0-658,8(468,2) 224,0 - 866,8 (452,3)

e Matas 18,7-53,0(374) 116,0-678,8(438,6) 224,0- 836,38 (497,7)

2 Integragao 27,3-42,1(339) 428,8-668,8(563,2) 166,8 - 356,8 (251,2)

Iavoura-pecuarla

Matas ciliares 195-53,8(343)  236,0-608,8 (5095 296,8 - 696,8 (376,8)

_ CNPAF 164-53,8(28,2) 296,0-678,8 (5804) 166,8 - 656,8 (316,3)
©

s CPPSE 2,34-52,3(29,0)  96,0-486(309,5  356,8 - 866,8 (634,0)

Todas as amostras 2,34 -53,8(28,5) 96- 678,8 (475,4) 166,8 - 866,8 (439.4)

Valores médios entre parénteses.
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Tabela 2. Faixa de valores para CMIC, NMIC e RB obtidas pelo método de
Vance et al. (1987).

CMIC (mg Kg'') NMIC (mg Kg') RB(mg €-C0,Kg C' h'')
Culturas 28,3 - 357,2 (235,1) 23,4 - 83,5 (36,7) 0-841(1,2)
= Pastagens 45,4 - 476,0 (243,2) 22,1-193,8(70,5) 0,49-5,1(2,1)
_g Matas 94,7 - 839,0 (451,5) 25,4 - 385,3(132,2) 0,53-7,7(2,7)
Integracao
§ Iavouraqpe'cuéria 222,6 - 984,9 (544,3) 7,2-105,6 (72,2) 1,15-3,6(2,2)
Matas ciliares 218,5 - 434,3 (339,1) 52,4 -110,1(76,6) 2,64-6,8(3,9
5 CNPAF 45,4 - 984,9 (314,0) 7,2-116,2 (51,9) 0-8,41(22)
= CPPSE 28,3 - 762,8 (281,7) 23,7 - 385,3 (114,5) 05-28(14)
Todas as amostras 28,3 - 984,9 (304,5) 7,2-1385,3(71,7) 0-8,4(20)

Valores médios entre parénteses.

Observa-se ampla faixa para CMIC nas amostras coletadas no CNPAF,
com altos valores principalmente em solos de matas e integracao
lavoura-pecuéria, tendo em vista os valores maximos relatados por
Kaschuk et al. (2010) para solos do bioma cerrado cobertos com matas
(1.201 mg C Kg solo) e pastagens (600 mg C Kg solo"). Os altos
teores de CMIC podem ser resultantes da textura predominantemente
argilosa desses solos, o que contribui para maiores contetudos de
matéria orgénica e maior crescimento microbiano.

Os solos do CPPSE, por sua vez, se mostraram mais ricos em nitrogénio
microbiano (114,5 mg Kg' solo em média), em comparacdo como os
solos do CNPAF, em parte devido a adubacao mineral em diversos
experimentos conduzidos nessa fazenda, especialmente pastagens.

Quanto aos valores de RB, é comum detectar-se uma alta atividade
microbiana em solos de mata, conforme observado neste trabalho, devido
a oferta de fontes de carbono, em grande quantidade e em diversidade. A
respiracédo basal do solo pode estar relacionada com a utilizacdo da matéria
organica e consequente liberacdo de nutrientes para as culturas, porém
pode também indicar um distidrbio quando resulta da decomposicao de
compostos mais estaveis (REIS JUNIOR; MENDES, 2007).

Na Figural sdo mostrados os gréaficos de dispersao obtidos com trés
componentes principais por PCA. No primeiro grafico, tem-se PC1
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versus PC2, onde se destacam os solos de matas do CPPSE com altos
teores de NMIC e os solos de mata do CNPAF, com alta respiracao
basal. J& no gréfico de PC2 versus PC3 as amostras destacadas sao
aquelas provenientes do CPPSE com razées C/N microbianas mais
baixas o que, de acordo com Campbell et al. (1991) e Ibomcha Singh

e Yadava (2006), indica uma maior predominancia de bactérias.

Esses solos provavelmente apresentam uma alta biodiversidade, por
estarem sob vegetacao de Mata Atlantica, além de baixas taxas de
respiracao basal por unidade de biomassa, o que indica um alto nivel de
produtividade do ecossistema (REIS JUNIOR; MENDES, 2007).
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Figura 1. Gréficos de dispersdo provenientes da Anélise de Componentes Principais (PCA)
dos dados de biomassa microbiana dos solos da Embrapa Arroz e Feijao-CNPAF (repre-

sentados por AF) e Embrapa Pecuéria Sudeste-CPPSE (representados por PS).

A partir dessa distribuicdo das amostras pode-se dizer que o teor

de matéria organica tem influéncia na maior variancia dos dados de
biomassa microbiana (PC1) - onde se destacam as amostras de matas
nativas - enquanto que o estresse metabdlico (alta RB por unidade de
CMIC) e a razao C/N sao responsaveis pela varidncia nas componentes
principais PC2 e PC3, respectivamente.

As amostras do CPPSE ficaram bem distribuidas ao longo do eixo
NMIC enquanto que as amostras do CNPAF se distribuiram ao
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longo do eixo RB. Desse modo, espera-se que as amostras CPPSE
e CNPAF possibilitem a construcdo de modelos de calibracdo mais
representativos para NMIC e RB, respectivamente.

Na Tabela 3 sao apresentados os desvios-padrao médios inerentes ao
método de referéncia na quantificacdo de CMIC, NMIC e RB. Observam-
se altos desvios-padrao dos resultados provenientes do método de
referéncia, resultante das diversas etapas de preparo de amostra, desde
a coleta do solo e acondicionamento até se obter o resultado final. Isso
constitui em fator limitante para o uso da espectroscopia, tendo em
vista que estes erros estarao embutidos nos modelos de calibracao.

Tabela 3. Desvios-padrdao médios e coeficientes de variacdo para CMIC, NMIC e
RB obtidos pelo método de Vance et al. (1987).

CMIC (mg Kg') NMIC (mg Kg') RB(mg €-C0,Kg €' h”)
Desvio-padrdao médio 43,85 5,73 0,15
Coeficiente de variacao (%) 13,13 8,23 6,59

Espectros de infravermelho
Os espectros em NIRS e DRIFTS de algumas das amostras coletadas
sdo mostrados nas Figuras 2 e 3, respectivamente.

0,76 4
0,744
0,724
0,704
0,68
0,66 4
0,64
0,62
0,60
0,584
0,56 4

Absorbancia
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T v T v - T —
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Figura 2. Espectros de absorbancia em infravermelho préximo (NIRS) de solos da Embrapa
Arroz e Feijao-CNPAF (AF) e da Embrapa Pecuéria Sudeste-CPPSE (PS).
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E possivel identificar trés principais regides (I, Il e lll) nos espectros
no infravermelho préximo (Figura 2) situando-se em torno de

7.000 cm, 5.200 cm™' e 4.500 cm™. Na primeira regiao dos
espectros sao observados sinais que derivam da absorcédo de energia
relacionada aos movimentos vibratérios das ligacdes O-H e N-H,
presentes em carboidratos e proteinas. Ja na segunda regiao, em
que se observa uma Unica banda intensa por volta de 5.200 cm™

sdo detectados compostos que contém ligacdes C-H como lipideos,
lipopolissacarideos, celulose, lignina, amido, pectina e substancias
humicas. Na regiao final (lll) dos espectros ocorrem combinacdes
entre vibracoes de estiramentos de C-H, N-H e O-H. Essas atribuicdes
foram feitas a partir de informacdes obtidas em Workman (1998),
Dematté et al. (2004, 2005), Dalmolin et al. (2005), Rinnan e Rinnan
(2007) e Vergnoux et al. (2009).

Os espectros no infravermelho médio, apresentados na Figura 3,
trazem grande quantidade de informagcao sobre os componentes das
amostras, havendo maior nimero de bandas.

Absorbancia

T ] T L) T Y T L T | T ] T ] T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 3. Espectros de absorbancia em infravermelho médio (DRIFTS) de solos da Embra-

pa Arroz e Feijdo (AF) e da Embrapa Pecuéria Sudeste (PS).
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Na primeira parte dos espectros observam-se diversos sinais intensos
devido as vibracoes O-H e N-H, de moléculas que fazem ligacao de
hidrogénio entre si (bandas mais largas) e aquelas que nao tém esse
tipo de interacado (bandas agudas).

Na regido Il existem bandas de C-H por volta de 2.900 cm™, carbonilas
(C=0) em torno de 1.700 cm™ e N-H de amidas na faixa de 1.600-
1.500 cm™, ou seja, sdo detectados nesta regido grupos funcionais que
compdem moléculas de acidos organicos e proteinas.

Jé na regido Il hd uma grande quantidade de sinais, estando presentes
bandas de amidas, éteres, fosfodiésteres e metilenos. Nesta regido sao
detectados os fosfolipideos e os acidos graxos.

Assim, grande parte dos compostos que constituem as paredes
celulares e constituintes celulares de bactérias e fungos resultam em
sinais nos espectros de infravermelho de solo, juntamente com os
sinais provenientes da matéria organica.

Existe, porém, uma sobreposicdo com os sinais provenientes de
compostos inorganicos como silica, caulinita e gibgsita, principalmente
nas regides entre 4.000 e 3.000 cm™ e entre 1.700 e 500 cm™. Isto
pode dificultar a construcao de modelos de regressao para a predicao
de compostos organicos.

Essas atribuicoes foram feitas através de dados extraidos de Naumann
et al. (1996), Madari et al. (2006), Barbosa (2007) e Silverstein et al.
(2007).

Modelos de calibracao

Carbono microbiano

Os resultados obtidos apds a construcao de seis modelos para a
predicdo de CMIC a partir de dados espectroscoépicos estdo listados na
Tabela 4.
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Tabela 4. Dados de validacdo cruzada e externa para os modelos de calibracao
nas regioes NIRS e DRIFTS para CMIC.

VALIDACAO CRUZADA VALIDACAO EXTERNA

Modelo = & SEV SEV% Wwe R SEP SEPY%
CNPAFNIRS 2 91 034 147,48 46,97 20 062 14677 46,74
CNPAFDRIFTS 6 84 044 151,69 4831 25 050 15323 48,80
CPPSENRS 6 42 063 141,51 50,23 10 064 9369 33,26
CPPSEDRIFTS 5 39 068 127,98 4543 11 082 11551 41,00
TODOSNIRS 1 127 007 15566 51,11 35 025 189,36 62,19
TODOSDRIFTS 7 126 050 143,74 46,21 33 057 157,37 51,68

F = numero de fatores ou varidveis latentes utilizadas na calibracdo; N = nimero de
amostras preditas; R = coeficiente de regressdo; SEV = desvio padrdo da validacéo
cruzada; SEP = desvio padrdo da validacdo externa; SEV% e SEP% = erros médios
percentuais de predicao.

Observa-se que os modelos construidos com amostras do CPPSE
resultaram em melhores coeficientes de regressao, tanto na validacao
externa quanto na validacao cruzada. Isso pode ser devido a grande
variabilidade das amostras desse local quanto a textura e teor de matéria
orgéanica, que proporcionou uma amostragem mais representativa do
carbono microbiano em toda a faixa de trabalho (28,3 a 762,8 mg Kg™).
Estes modelos também forneceram predicGes com os menores erros
médios percentuais (CPPSE NIRS=33,26% e CPPSE DRIFTS=41,00%).

A qualidade dos modelos obtidos para CMIC foi superior a dos obtidos
por Chang et al. (2001) (R = 0,60 e SEV = 389,71). Apesar de terem
utilizado um nimero bem maior de amostras, o que contribuiria para a
qualidade dos modelos, esses autores fizeram uso do célculo estatistico
PCR (Principal Components Regression), que utiliza os vetores da PCA
para a modelagem, diferentemente da PLS que d& maior peso para
amostras com altos valores (DUCKWORTH, 1998).

Os coeficientes de regressao (R), apresentados na Tabela 4, se
aproximam daqueles obtidos por Ludwig et al. (2002) (R = 0,76) e
por Rinnan e Rinnan (2007) (R = 0,79), porém nao confirmaram os
resultados de Colteaux et al. (2003) (R = 0,96) e de Terhoeven-
Urselmans et al. (2008) (R = 1,03). Enquanto Colteaux et al. (2003)
coletaram 119 amostras das duas camadas superficiais de um Podzo/
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(USDA), Terhoeven-Urselmans et al. (2008) amostraram apenas duas
classes de solos (Haplic luvisol e Eutric cambisol), sob cultivo orgénico
de cereais (112 amostras). A amostragem de solos menos diversos
entre si quanto ao conteldo inorgéanico favorece a modelagem com
esse nimero de amostras.

Nas Figuras 4 e 5 sdo apresentados os valores de referéncia versus
os valores preditos pelos melhores modelos construidos para CMIC.
Observa-se que as amostras se aproximam da linha 1:1, onde os
valores medidos sao iguais aos preditos.
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Figura 4. Valores de CMIC preditos pelo modelo CPPSE NIRS versus medidos pelo méto-
do de referéncia.
Fonte: Vance et al. (1987).

800 ;
= A1 = A1
8001 VALIDACAO CRUZADA g VALIDACAO EXTERNA /"/
g 700 A
7004 .
8 600+ /’// g % e uPS7
3 'P/Sg PS4 ) o]
g 500+ Ps3 2 PS36 RS
;. =PS16 .'é’ ® “wpsto - 4004 msst
D 4004 =PS40 530mPS55 apAPS2 o mPS3T
=) P
g B i N € 004
= 300 = /
% ,; % ',IP/SZO
8 200-] %“ 8 2007 wpgig
£ ) 49 £ L] _mPS22
100 'iSJSF{ P i 1004 w52 uPs4g
PR 2
0+4< T T T T T T T T 0+ T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800
Medidos (mgKg" solo seco) Medidos (mgKg" solo seco)

Figura 5 Valores de CMIC preditos pelo modelo CPPSE DRIFTS em comparagcdo ao méto-
do de referéncia.
Fonte: Vance et al. (1987).
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Nitrogénio microbiano

Dentre os modelos de predicdo construidos com os mesmos grupos
amostrais, observa-se que o modelo a partir das amostras do
CNPAF e com o uso da regidao DRIFTS apresentou bons coeficientes
de regressao tanto na validacao cruzada quanto na externa, assim
como o modelo para as amostras do CPPSE na mesma regiao
espectral, porém com menores erros de predicao (Tabela 5).
Observa-se também que a separacao das amostras por localidade
de coleta do solo e o uso da regido DRIFTS proporcionaram
melhorias nos resultados em relacdo aos modelos com todas as
amostras e com o uso de NIRS, assim como observado na anélise
de CMIC.

Tabela 5. Dados de validacdo cruzada e externa para os modelos de calibracao
nas regioes NIRS e DRIFTS para NMIC.

VALIDACAO CRUZADA VALIDACAO EXTERNA

Modelo —_————————
F N R SEV  SEV% Nve R SEP  SEP%

CNPAF NIRS 2 91 062 18,81 36,24 20 063 2615 50,39
CNPAF DRIFTS 9 8 065 21,06 4058 25 075 20,18 38,82
CPPSE NIRS 4 42 052 7982 69,71 10 076 5536 4835
CPPSE DRIFTS 6 39 075 5938 51,86 11 0,73 6259 54,66
TODOS NIRS 1 127 048 5458 76,12 35 052 4365 60,88

TODOS DRIFTS 3 126 0,63 4537 6328 33 052 5757 8029

F = numero de fatores ou varidveis latentes utilizadas na calibracdao; N = nimero de
amostras preditas; R = coeficiente de regressdo; SEV = desvio padrdo da validacéo
cruzada; SEP = desvio padrdo da validacdo externa; SEV% e SEP% = erros médios
percentuais de predicao.

Os melhores coeficientes de regressao alcancados neste trabalho
sao comparaveis aos obtidos por Ludwig et al. (2002) (R = 0,74) e
superiores aqueles obtidos por Rinnan e Rinnan (2007) (R = 0,60)
em NIRS, porém menores que os obtidos por Colteaux et al. (2003)
(R = 0,97) e por Terhoeven-Urselmans et al. (2008) (R = 1,03),
também com o uso dos espectros NIRS.

25



26

Aplicacdo da espectroscopia no infravermelho...

Nas Figuras 6 e 7 sdo apresentados os graficos de valores preditos versus
valores medidos para os modelos CNPAF DRIFTS e CPPSE DRIFTS.
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Figura 6. Valores de NMIC preditos pelo modelo CNPAF DRIFTS versus valores medidos
pelo método de referéncia.
Fonte: Vance et al. (1987).
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Figura 7. Valores de NMIC preditos pelo modelo CPPSE DRIFTS versus medidos pelo
método referéncia.

Fonte: Vance et al. (1987).

As Figuras 6 e 7 demonstram uma melhor distribuicdo das amostras
do CPPSE ao longo da linha de referéncia em relacao as amostras

do CNPAF. Isso confirma hipdtese levantada durante a andlise de
componentes principais, de que as amostras do CPPSE possibilitariam
a construcao de bons modelos de calibracdo para NMIC, pela ampla
faixa de valores de NMIC, porém um maior nimero de amostras seria
necessario para obter menores erros de predicao.
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Respiracao basal do solo

Dentre os modelos de quantificacao para RB, o modelo para as
amostras do CNPAF utilizando a regido NIRS apresentou maiores
coeficientes de regressao (Tabela 6), confirmando sugestao dos
dados da PCA, de que esse grupo amostral traria bons resultados nas
calibragcdes para RB.

Tabela 6. Dados de validacao cruzada e externa para os modelos de calibracdo
em NIRS e DRIFTS para RB.

VALIDACAO CRUZADA VALIDACAO EXTERNA
flodste F Nve R SEV  SEV% Nve R SEP  SEPY%
CNPAF NIRS 2 9 060 139 6318 20 070 1,40 63,64
CNPAF DRIFTS 3 8 060 1,51 68,64 25 039 148 6727
CPPSE NIRS 4 42 062 049 3500 10 -015 071 50,71
CPPSE DRIFTS 3 39 052 056 40,00 " 006 063 4500
TODOS NIRS 2 127 057 1,17 58,50 35 062 157 7850
TODOS DRIFTS 4 126 058 1,20 60,00 33 053 1,61 80,50

F = numero de fatores ou variaveis latentes utilizadas na calibracdo; N = numero de
amostras preditas; R = coeficiente de regressdo;SEV = desvio padrdo da validacao
cruzada; SEP = desvio padrdo da validacdo externa; SEV% e SEP% = erros médios
percentuais de predicdo.

Os coeficientes de regressao apresentados na Tabela 6 nao sao
equiparaveis aqueles publicados por Chang et al. (2001), Ludwig et al.
(2002) e Terhoeven-Urselmans et al. (2008): R = 0,82; R = 0,96 e R
= 1,00; respectivamente.

Deve-se destacar, porém, que a respiracao basal do solo é um processo
quantificado normalmente por titulacao indireta, ndao sendo possivel
detectéa-lo diretamente por meio de espectros de refletdncia do solo
obtidos dentro de curto intervalo de tempo. Essa quantificacao por
espectroscopia ocorre gracas a correlacdo existente entre o processo
de liberacédo de CO, e os teores de carbono orgénico e microbiano no
solo. Entretanto, os modelos construidos sé serao capazes de predizer
os valores de RB em amostras externas se essa correlacdo se mantiver
constante e igual aquela encontrada nas amostras de calibracao.
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No presente trabalho, a diversidade dessas propriedades nos solos
coletados foi demonstrada na anélise de PCA, sendo incluidos solos
com diferentes proporcdes de RB/CMIC e CMIC/NMIC.

Nas Figuras 8 e 9 sdo apresentados alguns graficos dos valores
preditos versus medidos para respiracdo basal do solo.
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Figura 8. Valores de RB preditos pelo modelo CNPAF NIRS versus medidos pelo método
de referéncia.

Fonte: Vance et al. (1987).
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Figura 9. Valores de RB preditos pelo modelo CNPAF DRIFTS versus medidos pelo méto-
do de referéncia.
Fonte: Vance et al. (1987).

Obtiveram-se maiores coeficientes com NIRS, porém, como mostram os
gréficos nas Figuras 8 e 9, o uso da regido DRIFTS resulta em melhores
distribuicdes amostrais ao longo do eixo 1:1.
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Todos os trabalhos citados (CHANG et al., 2001; LUDWIG et al., 2002;
COUTEAUX et al., 2003; RINNAN; RINNAN, 2007; TERHOEVEN-
URSELMANS et al., 2008) construiram modelos de calibracao para
biomassa microbiana com dados de infravermelho préximo, que
provavelmente ndo tém um limite de deteccao suficientemente baixo
para quantificar elementos microbianos com concentracdes na ordem
de ppm (partes por milhdo) ou mg Kg' (TERHOEVEN-URSELMANS et
al., 2008). Os dados do presente trabalho demonstram que a DRIFTS
seria mais indicada para esse tipo de andlise, por apresentar maior
sensibilidade aos compostos organicos, tendo em vista que os sinais
observados nessa faixa sdo cerca de dez vezes mais intensos.

Comparacao entre o desvio-padrdo e erro de predicdo
Como podem ser observados nas Tabelas 7 e 8, os desvios-padrao
médios dos métodos de referéncia utilizados no presente trabalho
sdo mais baixos que aqueles obtidos por Chang et al. (2001), Ludwig
et al. (2002) e Colteaux et al. (2003) e os erros de predicédo pela
espectroscopia de infravermelho foram medianos. Esses erros de
predicdo estao relacionados a diversidade e ao nimero de amostras
de solo utilizados na construcdo do modelo de calibracdo. Quanto
mais homogéneo o grupo amostral, maior esses erros, porém menor a
robustez dos modelos construidos.

Tabela 7. Valores de desvio—padrdao médio nas andlises de referéncia.

CMIC (mg Kg') NMIC (mg Kg') RB (mg Kg')
Codteaux et al. ( 2003) 261 154 nd
Chang et al. (2001) 989 nd 70
Ludwig et al. (2002) nd nd nd
Resultado obtido 43,85 5,73 0,15

nd = néo divulgado

Tabela 8. Valores de erros de predicdo (SEP).

CMIC (mg Kg'') NMIC (mg Kg') RB (mg Kg')
Codteaux et al. (2003) b5 25 nd
Chang et al. (2001) 390 nd 24
Ludwig et al. (2002) 132 43 nd
Resultado obtido 115,51 62,59 1,48

nd = néo divulgado
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Os erros de predicao altos limitam de certa forma a aplicacéo da
espectroscopia aos estudos de tendéncias de mudancas na biomassa
microbiana, ndo sendo indicada para estudos de ciclagem de nutrientes
que requerem dados com alta precisdo, com erros de quantificacdo de
no maximo 10%.

Conclusoes

1. Os resultados deste trabalho mostraram que é possivel construir
modelos preditivos para carbono e nitrogénio da biomassa
microbiana pela correlacao existente entre os espectros de
infravermelho e a medida de parametros microbianos do solo;

2. Os dados preditos pelos modelos seguem a mesma tendéncia dos
dados obtidos pelos métodos tradicionais. Isso mostra que esses
valores preditos podem ser utilizados na avaliagao do impacto de
sistemas produtivos sobre a atividade microbiolégica do solo;

3. A validacao externa comprovou a robustez desses modelos na
predicdo de amostras desconhecidas. Sendo assim, tais modelos
poderao ser utilizados para predizer as mudancas na dindmica dos
microrganismos do solo em novas amostras coletadas nas fazendas
da Embrapa Arroz e Feijao e da Embrapa Pecudéria Sudeste,
alcancando com isso maior rapidez e menor custo para as andlises;

4. A faixa do infravermelho médio (DRIFTS) demonstrou maior
aplicabilidade na determinacao de componentes organicos do solo
por ser mais sensivel a esses compostos.
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