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Dedicatoria

Antes do inicio de meu trabalho no campo da ciéncia do solo passei a enfrentar um
grande dilema: como quimico passei a perceber que, numa area tdo complexa e vasta
como esta ndo poderia depender somente dos conhecimentos quimicos que ao longo de
minha formacgao fui assimilando.

Em verdade, a ciéncia do solo, uma area extremamente fascinante e de grande
importancia, tendo em vista que dependemos do solo para nossa sobrevivéncia, abarca
muitas areas de conhecimento, como: fisica, biologia, quimica e geologia.

Por esta razao, neste espaco, reservo-me no dever de incentivar aos quimicos que
se interessam por tado importante ciéncia a explorar estas diferentes areas, de modo que
os estudos possam revelar idéias mais claras sobre diferentes processos que ocorrem na
pedosfera.

Sendo assim, dedico este singelo trabalho a todos estudiosos de solos, sejam
fisicos, quimicos, bidlogos, engenheiros etc.

E preciso integrar esforgos e conhecimento, deixando de lado a segregacéo velada
entre diferentes departamentos e areas de trabalho, de forma que a sociedade possa ser
beneficiada de maneira mais significativa.

A integracao de conhecimentos faz uma sociedade se desenvolver. Uma sociedade
que se desenvolve pode estar mais bem preparada para enfrentar problemas de toda
ordem, sendo que a unido dos esforgos, imprescindivel para tal desenvolvimento, inicia-se

pela boa vontade de cada um de nos.
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Resumo

Esse estudo investiga a influéncia de praticas agricolas na atividade microbiana de solos,
utilizando-se a calorimetria. Quatro amostras de solo foram coletadas no municipio de
Pradopolis, Sdo Paulo, Brasil (21°19'8" S 48%7'16' ' W), onde se praticavam dois diferentes
tipos de manejo: solo sujeito a queima periddica, e solos ndo sujeitos a queima, em que,
2, 4, e 7 cortes consecutivos da cultura de cana foram observados. Nesses solos também
houve continuo incremento de cobertura vegetal. O estudo calorimétrico corresponde ao
registro da energia dissipada em funcao do tempo, utilizando-se glicose como substrato.
As amostras foram também caracterizadas por diversas andlises quimicas (teor de
carbono total e acidez), fisicas (porosidade, densidade, argila dispersa), bioldgica (nUmero
de microorganismos), e por técnicas de analise térmica como TGA, e DSC. Os resultados
de calorimetria evidenciam diferencas entre os diferentes manejos em relagcdo a
parametros como: eficiéncia de assimilacdo da matéria organica (nu), constante de
crescimento microbiano (k), e a quantidade biomassa viva formada (AX). O solo
associado a praticas de queimada apresentou uma baixa eficiéncia percentual de
assimilagdo de matéria orgéanica (nu = 53 %), um valor sé comparavel ao solo com 4
cortes. Também foi 0 solo que apresentou a menor constante de crescimento (k = 2,09 x
10° min™) e um dos maiores valores de peak time (598 minutos). Embora o crescimento
microbiano tenha sido mais lento para o solo com queima, o valor de energia anabolizada
ficou em torno de 50 %. Por outro lado, a anabolizacdo como matéria organica viva (AX)
foi a mais baixa de todas (181 ug ou 34% de ny), enquanto que para os outros solos AX

foi praticamente igual a ng.
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Abstract

This study investigates the influence of tilling practices on the soil microbial activity,
through the use of calorimetric techniques. Four soil samples were collected at the
municipality of Pradépolis, Sdo Paulo, Brazil (211 9'8"S 48%7'16"W), where two kinds of
different agricultural managements were used: a soil subjected to periodical burning, and
soils do not subject to burning, where subsequent 2, 4, and 7 cuts of the sugarcane
plantation were done, with continuous increase of the vegetal covering. The calorimetric
study corresponds to follow the heat flow versus time curves, for a mass of glucose
amended to the soil. The sample soils were characterized through chemical analysis (total
carbon and acidity), physical analysis (porosity, density, disperse clay), biological analysis
(microorganism numbers) and more specifically by TGA, DSC and microcalorimetry. The
calorimetric results show differences depending on the tilling practice, respect to some
parameters evaluated: efficiency of organic material assimilation (nu), specific microbial
growth constant (k), and the amount of live biomass formed (AX). The soil where the
burning is used showed a low percentual efficiency of organic material (ny = 53 %), a
value close to the soil with 4 cuts. It was verified to the burning condition the smallest
value of growing rate (k = 2.09 x 102 min) and a relatively great value of peak time (598
minutes) for this sample. For the burning soil the microbial growth constant was the lowest
one but the percentual of assimilated energy stayed close to 50% to this sample. Similarly,
the live organic material anabolism (AX) was the lowest value registered (181 ug ou 34%

of nu ), while this parameter was practically equal to ny for the other soil samples.
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1. Introducao

1.1. Preambulo

“ E formou o Senhor Deus o homem do pd da terra, e soprou em seus narizes o félego da vida; e o homem
foi feito alma vivente”.

Génesis, 2:7.

O trecho biblico acima, também presente na Tora, livro religioso judaico, € um dos
exemplos da importancia que a terra tem exercido na sociedade.

O termo terra, de certa forma sempre esteve associado ao poderio e, assim, ao
grau de influéncia de um pais. Um exemplo interessante disso € em relacdo ao povo
egipcio, o qual logrou grande desenvolvimento ao cultivar em solos as margens do rio
Nilo, sitios sobre os quais ocorrem inundacgdes periddicas.

Os sedimentos ali acumulados resultam num aumento da fertilidade das areas
préoximas a margem do rio apés a diminuicao do nivel das aguas, o que possibilitou a esse
povo o prestigio e a expressiva influéncia em relacédo a outros povos da antiguidade.

(a) (b)
Figura 1. (a) Egipcio realizando a aragem do solo, apds a cheia do Nilo. (b) Imagem em
que individuos ocupam areas inundadas adjacentes ao rio Nilo. Fonte: Google images.

O solo nao é somente um meio fisico sobre o qual se constroem casas, mas
também a origem direta ou indireta da maior parte dos produtos de nossa alimentacéo,

sendo também um sistema altamente complexo para armazenamento e purificacdo de



agua’. Considera-se hoje, que o solo ndo é simplesmente um pé ou algo estéril, mas sim,
um sistema vivo e dinamico, multifacetado, de natureza quimica complexa e fascinante,
constituindo-se, ainda, uma fronteira com muitos mistérios a serem solucionados.

O simples caso do CO., pode mostrar essa complexidade. Uma das vias de
liberacao deste gas para a atmosfera é a partir de solos, sendo esta emissao natural em
razdo de processos climaticos, ou estimulada por processos antropogénicos. Estima-se
que os solos armazenam cerca de 2,4 x 10'® g de carbono® um valor extremamente
elevado, que da uma idéia da responsabilidade que se deve ter com o uso do solo. Tudo
isso sem contar com aspectos relativos a erosao e a contaminacao de corpos d'agua.

Para se poder realmente compreender a importancia dos solos, é preciso refletir
sobre a formacao desse corpo natural, seus habitantes vivos, 0s processos que ocorrem

na pedosfera, e seus atributos.



1.2. Breve historico da ciéncia dos solos

Houve um momento em que o ser humano passou a cultivar seus alimentos ao
invés de se limitar ao papel de mero coletor; passando a questionar e a se preocupar com
o solo e sua natureza. A esse momento de transicdo da-se o nome de ‘“revolucao
agricola™.

A busca pelo aumento da eficiéncia da produgédo agricola passou a ser uma das
preocupacgdes da sociedade, uma vez que as populacdes cresciam e a nova demanda por
alimentos acabava por impulsionar a producdo no campo.

Uma possivel primeira conceituacdo de solos surgiu em fins do século XVIII,
comeco do século XIX, acompanhando o desenvolvimento da Geologia como uma
ciéncia®. Os gedlogos desse periodo consideravam o solo como um produto do
intemperismo, ou seja, do desgaste de rochas, baseando-se em estudos de formacdes
rochosas que até entao eram realizados.

Em 1880 Vasily Dokuchaiev sugere uma nova conceituacao de solos, tratando-os
como corpos naturais organizados, os quais apresentam distintas naturezas, além de
evoluirem através de diferentes estagios genéticos®. Ele pdde constatar que na génese de
solos, além da rocha original, ha uma complexa interacdo de inumeros fatores incluindo-
se o clima, os organismos, a topografia e o tempo de acéo destes®.

As idéias de Dokuchaev tiveram um enorme impacto na ciéncia e passam a
estabelecer as bases da nova disciplina que florescia — a Ciéncia do Solo.

Todavia, muitas outras definicbes apareceram. Hans Jenny em seu livro: “Factors
of Soil Formation”, registra algumas definicdes contemporaneas a de Dokuchaev?,
enfatizando a existéncia de diferentes formas de definicido de solos, de acordo com
diferentes pontos de vista.

Segundo um viés agricola, Hilgard®, por exemplo, pontua o solo como um material
onde a raizes das plantas podem encontrar um ponto de fixacdo. Por outro lado,
Ramann®’ segue um viés geoldgico, definindo o solo como a camada de intemperizacdo
mais externa da crosta sélida da terra.

Dentre os seguidores do viés quimico, em 1840 Justus Von Liebig defende a idéia
de que a cultura no campo diminui ou aumenta segundo propor¢ao exata a diminuicao ou
ao aumento das substancias minerais retiradas como adubo® e também estabelece o
conceito da “Lei do Minimo”, sendo considerado o iniciador da quimica agricola.

Os fisiologistas do século XIX, por sua vez, reconheciam a importancia de
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organismos vivos como agentes integrantes de ciclos de reciclagem de nutrientes, mas
nao consideravam 0s microrganismos como elementos constituintes de tais ciclos;
“animais e plantas eram as Unicas formas de vida que participavam em ciclos da
matéria”®.

Uma das descobertas mais impactantes do século XIX, que influenciaria
substancialmente a ciéncia dos solos, foi conduzida por Louis Pasteur, ao reconhecer que
0s processos fermentativos sdo realizados por microrganismos.

Contemporaneamente a Pasteur, o alemao Robert Koch deu grande contribuicao
aos estudos microbioldgicos, iniciando procedimentos de isolamento de diferentes cepas
de microrganismos, o que veio a ser fundamental para estudos posteriores de formas de
vida microscépicas dos solos.

Em fins do século XIX, o russo Sergei Winogradsky e o holandés Martinus Willem
Beijerinck estimularam investigagcdes microbioldgicas de solos, que permitiram, pela
primeira vez na histéria, o reconhecimento de microrganismos como formas de vida
responsaveis por transformacdes da matéria em solos®.

Os feitos de Winogradsky foram fantasticos, pois se sabe atualmente que os
organismos nitrificantes nao obtém sua energia de compostos organicos, mas sim a partir
de processos redox empregando formas inorganicas em que ha presenca do elemento
nitrogénio.

Gragas a esses dois cientistas, houve um reconhecimento da importancia de
microrganismos como agentes biogeoquimicos, enquanto a microbiologia p6de ascender
a um estado de maior credibilidade, e importancia pratica, numa sociedade avida por
melhorias basicas.



1.3. O solo como um meio fisico-quimico

Para se entender um pouco sobre a natureza fisica e quimica dos solos deve-se
observar o que os constituem, como se diferenciam, e 0 que os tornam tdo importantes ao
sustentar diferentes formas de vida.

Originalmente o solo é uma rocha, a qual por sua vez corresponde a um corpo
natural sélido constituido por minerais. Ao sofrer processos de intemperismo fisico,
quimico e biologico, as rochas originam o que se denomina solo, ou segundo 0s
gedlogos, manto de intemperismo ou regolito'".

A 4gua da chuva e o gas carbdénico nela dissolvido, por exemplo, interagem com o0s
minerais primarios das rochas, causando mudancas estruturais profundas de forma
gradativa, dando origem aos minerais secundarios, como as argilas'"'2.

Como exemplo da acado conjunta da agua e do gas carbOnico sobre minerais
primarios, pode-se citar o ataque quimico sofrido por um tipo de feldspato conhecido

como ortoclasio'”,
2 KA|SI308 + HQCOS + N Hzo — KzCOs + A|2(OH)28i401o.n HQO + 2 SIOz (eq1)

sendo este um importante processo de intemperismo quimico, que leva a solubilizacdo
de ions, fundamentais a nutricdo de varias formas de vida.

O intemperismo fisico, no entanto, torna a rocha mais reativa para ulteriores
ataques quimicos. Variacbes bruscas de temperatura sdo exemplos desse tipo de
intemperismo''. Nesse processo as rochas se tornam mais frageis, sofrendo fraturas,
gerando particulas de menores dimensoes.

O intemperismo biolégico ocorre inicialmente quando a rocha é exposta a um novo
ambiente, sendo que uma das primeiras formas de vida que se desenvolve sobre
substratos rochosos sdo os liquens''. Ao se desenvolverem, os liquens passam a liberar
compostos que podem reagir com 0s minerais das rochas e assim contribuir para a
degradacao quimica desses corpos minerais, originando assim um substrato de grande
importancia agricola. Com a liberacdo de metabdlitos, liquens acabam por favorecer o
estabelecimento de outras formas de vida, como as plantas, as quais também podem
liberar compostos organicos ao solo em vias de formacdo e dessa forma também
contribuindo com o intemperismo de rochas, fato esse que leva a formacao dos solos.

Por conta desses processos de degradacdao os solos acabam se tornando
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anisotrépicos, diferentemente dos minerais primarios, os quais apresentam isotropia®.
Além dessa anisotropia, o intemperismo leva o solo a apresentar diferentes
horizontes, em funcdo da profundidade. Esses horizontes diferem entre si em varios

atributos, inclusive mecénicos, conforme mostra a Figura 2.

10 - Horizamle com predomindncia de reatos orgdnioos.
A- Honzonbe minaral escurecdo pela
scumidagio de maldria crglnica.

E- Harizarie de cores clares, de onde as argllss
& oultras partieules fnas foram Exhiadas palas
Aguens pereulanes

B- Horizonte de sacumulagBo de materisis
dos horlzontes superiones,

Frde apresantar cores evermehadas, devids
& presanca de dxidos e hidrdxddes de Terro.

C-Harlzarle conslitulda por materal rla
coneolidada.

% | B Rocha consslidada.

Figura 2. Desenho representativo da presenca de horizontes em solos, cada qual
apresentando diferentes propriedades.

No tocante ao intemperismo biolégico, a atividade de macro e de microrganismos
presentes nos solos pode levar a formacao do humus, o qual apresenta uma composicao
quimica heterogénea, complexa e variavel, de natureza coloidal, organica e acida'®.

Tal fracdo do solo é responsavel pelo aumento das interacdes entre particulas
minerais (argilas e Oxidos), atuando desse modo como agentes cimentantes de
agregados, sofrendo ao longo do tempo processos de mineralizacdo mais lentos que no
caso da matéria organica de estrutura mais simples (mineralizagao secundaria)'2.

A presenca de agregados leva a porosidade do solo, caracteristica esta de vital
importancia para a manutengao da vida. Assim o solo apresenta uma estrutura formada
pela matéria sélida e espacos vazios, ou poros'2.

Os poros menores sdo ocupados por agua, enquanto que 0s poros maiores sao

preenchidos por gases'?, sendo que a distribuicdo relativa desses dois tipos de poros
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confere um conjunto de propriedades fisicas fundamentais do solo: a aeracgao, retencao
de agua, dispersao e floculagao, etc.

Quando as particulas coloidais se aglomeram umas as outras, floculagcdo, a
formacao de uma estrutura porosa é favorecida. Caso contrario, havera menor grau de
porosidade no solo (Figura 3).

o P e
® L g SR
% Re® L ST e

'ﬂ.r{ﬁ:i T g

@ ﬂ Coloide dizsperso

(a) Colaide floculado b)

Figura 3. Representacdo geral das estruturas do solo: com boa porosidade (a), com
pouca porosidade (b). No caso (a), gracas a presenca de agentes cimentantes floculados
ha coesao entre particulas minerais do solo. No caso (b) tais agentes se encontram em
estado disperso gracas a presenca de ions como Na*, situagdo essa corrente em solos

alcalinos.

A mineralizacdo corresponde a um tipo de degradacdo microbiana que acarreta a
liberagdo de compostos minerais soliveis, como os fons NHs;* e SO,*, e espécies
gasosas como, por exemplo, o CO,. Uma caracteristica desse processo € a rapida

cinética associada aos meios biologicamente ativos'2.



1.4. O solo como um sistema vivo — aspectos ecologicos

O solo é o extraordinario habitat de diferentes formas de vida, cada qual com suas
peculiaridades, exigéncias nutricionais e ambientais especificas.

Nesse ambiente coexistem diferentes organismos, que estabelecem diferentes
formas de interrelagdo, sejam entre diferentes espécies, sejam entre células da mesma
espécie’. Essas interrelagdes sdo dinamicas e mudam ao longo do tempo, ja que as
condicoes ambientais variam largamente, ndo sé pela atividade dessas formas de vida e
suas interrelagcdes, como também por outros fatores' .

Na relagdo meio ambiente-formas de vida do solo, pode-se dizer que os
microrganismos sdo agentes geoquimicos, sendo que a relacdo abibtica/bidtica promove
um incessante fluxo de matéria e de energia entre esses dois sistemas, fluxo este
favorecido pela luz solar.

Inicialmente, esse fluxo de energia se processa pela produgdo primaria de
moléculas reduzidas, na forma de carboidratos'®, sendo que essa primeira etapa esta a
cargo dos produtores primarios, como 0s vegetais superiores, as algas, e algumas
bactérias como as cianobactérias'".

Essa energia transformada pode ser usada sucessivamente por muitos
organismos, de modo que se estabelece uma cadeia alimentar, havendo assim fluxos
energéticos e de matéria ao longo de diferentes ecossistemas'®.

Além de energia oriunda do sol, os produtores primarios necessitam do CO
presente no ambiente, o qual atua como fonte de carbono na construcao das moléculas.

Fundamentalmente, as cadeias alimentares que se estabelecem nos solos quando
se consideram os fluxos de energia de matéria existentes sdo constituidas por quatro
niveis tréficos?.

Os microrganismos que compdem o segundo nivel trofico ou maiores niveis podem

ser divididos no caso especial de solos, em cinco grupos'®: bactérias, actinomicetos,

fungos, algas e protozoarios.

As bactérias estao presentes em maior nimero nos solos, ndo obstante aportarem
com menos da metade do tecido microbiano total presente’®.

Esse grupo se destaca frente aos outros em razdo da rpida capacidade de
crescimento e da variedade de substratos naturais que decompdem, atuando assim como
vorazes recicladoras da matéria'®.

Os actinomicetos apresentam estrutura filamentosa semelhante a dos fungos,
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sendo que seus filamentos apresentam didmetro na faixa de 0,5 a 1,0 um, menor que a
correspondente faixa para fungos (2,0 a 10 um)'™. No ambiente se desenvolvem mais
lentamente que bactérias e fungos, sendo heterotroficos, e desse modo, condicionados
pela presenca de substratos organicos'®.

Os fungos, no entanto sdo organismos nao fotossintéticos, podem apresentar
estruturas vegetativas conhecidas por micélios'®, com a excecéo das leveduras, atuando
como decompositores de materiais organicos, logrando atacar além de proteinas e
acucares, compostos mais complexos e de maior dificuldade de metabolizagdo como a
celulose, o amido, as gomas, a lignina etc?.

Os fungos sdo os grandes responsaveis pelo processo de humificacdo e
estabilizacdo de agregados, vivendo em horizontes mais superficiais dos solos de
florestas, bem como em solos 4cidos e arenosos?.

As algas sao organismos fotossintetizantes pertencentes aos produtores primarios,
presentes dessa forma no primeiro nivel tréfico das cadeias alimentares do solo. Em
razdo da necessidade de luz solar, habitam regidées mais superficiais do solo, sendo
organismos mais independentes relativamente a matéria organica e fontes energéticas
que nao sejam o sol. No entanto, torna-se imprescindivel para a sobrevivéncia de tais
organismos o aporte de agua, CO», nitrogénio, potassio, fésforo, magnésio, enxofre, ferro
e outros micronutrientes em formas inorganicas'®.

Os protozoarios sao organismos eucaridticos encontrados proximamente a
superficie do solo'. Sua comunidade é maior onde as bactérias se destacam, uma vez
que algumas espécies de protozoarios vivem gragas a predacado de bactérias, podendo
contribuir nesse caso para o controle da dindmica populacional deste grupo de
microrganismos'®.

Nos solos ha diferentes ciclos associados a reciclagem de nutrientes em que se
tornam evidentes as interacdes de troca entre o fator biético e o fator abidtico, ou seja, o
ambiente'”’.

Durante o processo de reciclagem de nutrientes dois processos ocorrem
simultaneamente: mineralizacéo, e imobilizagcéo'’.

A imobilizacdo corresponde a absor¢do e a incorporacdo a biomassa de certos
organismos, de nutrientes inorganicos presentes no solo, enquanto que a mineralizacao
diz respeito a absorcao da parte organica do substrato do solo. Na mineralizacao, parte
do substrato organico é perdida como CO,, com a consequlente liberacdo de energia na
forma de calor, além de outros elementos como nitrogénio retornarem ao ambiente na

forma de ions.



O ciclo do carbono (figura 4) é um fendmeno extremamente importantes, e a ele
esta atrelada boa parte da vida no planeta. Nesse ciclo, os produtores primarios fixam o
carbono em seus tecidos a partir dos processos fotossintéticos que executam. A matéria
organica entdo produzida flui aos outros niveis, de forma a satisfazer as necessidades
das diferentes formas de vida presentes.

Phytoplankton Photosynthesis Shallow water where
light penetrates

) o) o) 8
e v =S5

Ocean

¥

Figura 4. Representagao esquematica do ciclo do carbono, onde diferentes niveis tréficos

estao intimamente relacionados.

Calcula-se que a matéria organica presente em solos do mundo contém
aproximadamente trés vezes mais carbono que toda a vegetagdo mundial, e que a cada
instante aproximadamente 2,4 x 10'® gramas de carbono sdo armazenados em perfis de
solos como matéria organica®.

A mineralizacao da matéria organica leva a emissées de CO, a atmosfera, espécie
que podera novamente ser absorvida por produtores primarios, sendo que, todavia, a
contribuicdo antropica, fomentada pelo aumento da demanda da sociedade moderna, ou
através de préaticas agricola como as queimadas, reduzem a quantidade de matéria
organica em solos de campos, também contribuindo desse modo com emissdes de
carbono, 0 que em conjuncao com as outras praticas tém levado ao aquecimento global
verificado nos ultimos tempos®.

Dessa forma, a integracdo entre fatores bibticos e abidticos presente nesse
magnifico ciclo ndo pode ser desconsiderada e deixada em segundo plano conforme

agimos sobre 0 meio-ambiente.
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1.5. Aspectos bioquimicos, fisiologicos, e energéticos de

microorganismos

“... Em geral, respiracdo é nada mais que uma lenta combustdo de carbono e hidrogénio
que é inteiramente similar ao que ocorre em um candeeiro aceso ou a uma vela...”
Memoria escrita por Armand Seguin e Antoine Lavoisier em 1789, citada em: Oeuvres de

Lavoisier, Imprimerie Impériale, Paris, 1862.

Com um pouco de reflexdao pode-se inferir que a vida, segundo um ponto de vista
puramente bioldgico, se resume a dois objetivos: crescimento, e reproducao, sendo que
para se cumprir esses dois objetivos 0s microrganismos desenvolveram diferentes
capacidades nutricionais e taticas bioldgicas.

As células para crescerem necessitam de energia, sendo parte dessa direcionada
aos processos de biossintese. A energia util para se realizar diferentes tipos de trabalho
em um organismo (energia livre, G) se origina dos processos oxidativos que ocorrem em
organismos Vivos.

Tanto os processos oxidativos, quanto os de sintese de macromoléculas
(redutivos) se inserem no conjunto de reacbes quimicas que ocorrem em sistemas vivos,
conjunto este denominado metabolismo'®.

Os processos metabodlicos sdo divididos em duas categorias: aqueles em que a
energia quimica € liberada, que sdao denominados catabdlicos, os quais apresentam
natureza oxidativa, e aqueles que requerem investimento energético para ocorrer e que
sd0 denominados anabdlicos’’.

Essencialmente, a energia pode ser derivada da atuacdo de mitocdndrias ou
devido a presenca de enzimas especificas presentes ao longo da membrana celular'®.

Algumas bactérias, as algas e todos os vegetais superiores derivam a energia de
gue necessitam para crescer a partir de uma certa faixa de comprimentos de onda da
radiagdo eletromagnética proveniente do Sol. Tais organismos sdo chamados de
fototréficos. Exemplos de microorganismos fototréficos sdo as cianobactérias, ou
cianoficeas, e bactérias da familia Rhodospirillaceae (bactérias plrpuras sem enxofre)°.

No entanto, hd microrganismos que derivam sua energia de ions presentes no
meio, através de processos de oxidacao e reducao. Tais organismos sdo denominados
quimilitotréficos '®. Exemplos interessantes desse grupo séo as bactérias nitrificadoras dos
géneros Nitrosomonas, e Nitrobacter*'.

Um outro grupo de microrganismos, no entanto, deriva a energia de que
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necessitam a partir da oxidacdo de matéria organica, sendo estes chamados de
quimiorganotréficos'®.

Em relacdo aos substratos passiveis de oxidacdo, algumas formas de vida, como
0S vegetais superiores e certos microrganismos conseguem sintetizar seus componentes
celulares a partir do CO,, sendo essa a principal fonte de carbono de que necessitam.
Tais organismos sao chamados autotréficos, ou litotréficos?''®.

Todavia, os organismos que dependem de substratos organicos como fonte de
carbono podem ser chamamos de heterotréficos, ou organotréficos®"™®.

Existem desse modo quatro combinacdes possiveis das categorias de organismos

segundo uma classificacéo nutricional, englobando a energia e a fonte material'®:

e Troficos — Incluem os vegetais superiores, algas eucaribticas, cianobactérias e
certas bactérias (sulfobactérias purpuras e verdes).

e Fotoorganotréficos — Abrange um grupo de bactérias conhecidas como bactérias

purpuras ndo associadas ao metabolismo do enxofre e algumas algas eucarioticas.

e Quimiolitréficos — Organismos que empregam compostos inorganicos como fontes

de energia, doadores de elétrons. Além disto, empregam o CO, como sua principal
fonte de carbono e abarcam os organismos que empregam formas reduzidas do
nitrogénio (NH4*, NO,), Fe?*, compostos reduzidos de enxofre (S%, S°, S,05%), ou Hz
como fontes oxidaveis de energia . Exemplos: bactérias nitrificadoras dos géneros
Nitrosomonas e Nitrobacter.

e Quimioorganotréficos — Organismos que dependem de fontes de energia, vindas de

transformacdes de compostos orgéanicos.

No solo existem muitos desses tipos de organismos, 0s quais estabelecem uma
complexa rede de relagcbes. Além de carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio e de
energia, 0 metabolismo de todos os organismos depende de certos ions inorganicos, 0s
quais sao considerados como nutrientes. Estes incluem potassio, magnésio, manganés,
calcio, ferro, cobalto, cobre, zinco e molibdénio, dentre outros especificos a cada
espécie’®. Alguns dos elementos essenciais como o zinco, cobre, e molibdénio sdo
imprescindiveis a atividade de enzimas especificas'°.

Outro tipo de classificagdo dos organismos leva em conta o metabolismo
energético; nesse caso, as diferentes formas de vida sédo classificadas em aerdbias, ou
anaerdbias.

e Organismos aerdbios — O oxigénio molecular, O, atua como aceptor de elétrons.
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e Organismos anaerdbios — Outra espécie quimica, diferente do O,, atua como

aceptora de elétrons. Tais organismos devem viver na auséncia desse gas'>.

No entanto, existem organismos que podem se desenvolver tanto na auséncia

quanto na presenca de oxigénio, sendo conhecidos como anaerébios facultativos'®.

Em relagdo aos processos que culminam com a transformacao de energia de sua
forma quimica, em uma forma Uutil (energia livre, G), os substratos orgénicos ou
inorganicos passiveis de sofrerem processos oxidativos sdo 0s principais responsaveis
pelos aportes energéticos associados ao catabolismo.

Havendo liberacdo de energia através de processos catabdlicos, torna-se
imprescindivel a existéncia de mecanismos que controlem o fluxo energético, como
aqueles associados a diferentes moléculas enzimaticas presentes nas membranas
celulares®.

O fato de existirem tais mecanismos implica na existéncia de uma organizagao
mais ou menos complexa nos organismos vivos, sendo esta uma caracteristica intrinseca
de todas as formas de vida.

Para se manter essa organizagao é necessario o aporte de energia em um sistema
biolégico, havendo, destarte, necessidade de fornecimento de energia através de algum
mecanismo que seja econémico por parte das células.

Um exemplo de estrutura controladora do fluxo energético € uma molécula impar

no metabolismo, conhecida por ATP (trifosfato de adenosina).
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Figura 5. Estrutura da molécula de ATP.

Caso nao houvesse estruturas controladoras do fluxo energético como essa, as
células literalmente sofreriam processo descontrolado de combustao, uma vez que grande
quantidade de energia de uma s6 vez seria liberada.

A molécula de ATP pode ser considerada como uma das principais estruturas
repositorias de energia das células. Ela é continuamente formada e, em alguns processos

como nas mudangas conformacionais de algumas proteinas, sofre hidrélise liberando
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energia, e um grupo fosforila, P;:

ATP+ Ha0 ADP+ B AG™ = 30,5 kI (eq. 2)

Em seres fototroficos o ATP é formado a partir de energia solar, enquanto que nos
organismos restantes passa a ser sintetizado a partir da oxidagdo de moléculas
organicas.

De um modo geral, os processos oxidativos levam a degradagdo de substratos
organicos, o que implica em uma transformacao energética, de modo que a energia esteja
em uma forma mais disponivel para as células, possibilitando seu aproveitamento para
processos biossintéticos, os quais sao imprescindiveis para o crescimento celular.

Deve-se acrescentar que nem toda energia é convertida em trabalho ao nivel
celular gracas ao catabolismo.

Com base no Segundo Principio da Termodinamica, parte da energia associada a
diferentes processos é perdida em uma forma nao-util, culminando desse modo com a
geracao de entropia, fato que se reflete na liberacao de energia para o meio ambiente, na
forma de calor. Essa liberacao é o objeto de medicéo do calorimetro.
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1.6. Cana-de-acucar: histéria, caracteristicas fisioldgicas, cultivo e
sociedade.

A cana-de-acucar vem sendo cultivada ha muito tempo em nosso planeta e, em
razdo dos multiplos cruzamentos entre diferentes espécies dessa graminea perene, torna-
se muito dificil estabelecer suas origens®’. Todavia, investigadores consideram que a
espécie original foi Saccharum robustum, sendo os sitios de origem considerados como a
Nova Guiné e ilhas vizinhas®.

Como em muitas espécies vegetais presentes em nosso planeta, a tendéncia inicial
foi de dispersao, tarefa executada por horticultores neoliticos que levaram a cana-de-
aclcar para o oeste (Célebes, Filipinas, Borneu, Sumatra, Malasia e india), e ao noroeste
(Filipinas, Indochina, e China). Foi na india e na China que o aglcar passou a ser extraido
pela primeira vez a partir da cana-de-aglicar com fins comerciais?®.

A introducéo da cana-de-acucar na América ocorreu a partir da segunda viagem de
Cristovao Colombo, quando foram levadas estacas de cana das Ilhas Canarias até a ilha
atualmente chamada de Republica Dominicana.

Gracas ao grande numero de viagens ao longo de nosso continente, a cana-de-
acucar foi introduzida na maioria dos paises tropicais da América e durante muito tempo
passou a ser a principal riqueza agricola dessas nagoes.

Na Europa, por muito tempo o acucar foi um artigo de luxo até que a partir da
introducdo do cultivo da cana na América, devido as grandes quantidades produzidas,
seus precos diminuiram a ponto de o aglcar se tornar um produto mais acessivel a

populacéo.

Figura 6. (a) Canavial em estagio inicial de crescimento; (b) Canavial em estagio mais
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avancado de crescimento ao longo de um carreador.

A cana-de-agucar € constituida por aproximadamente 99% de atomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio, sendo que de 65 a 75% de sua massa total corresponde a agua,
enquanto que 20 a 30% a matéria seca®.

Gracas ao processo de fotossintese, a assimilagdo de carbono pela planta é
maxima durante as manhas, sendo que primeiramente ocorrem sinteses de hexoses
como a glicose e a frutose, havendo grande aproveitamento energético®.

No entanto, o processo de sintese de carboidratos, (CH2O),, ndo necessita
totalmente de luz solar, uma vez que na auséncia desta as hexoses podem ser
transformadas por meio de processos anabdlicos em compostos de doze atomos de
carbono, como a sacarose (aglicar comum) e polissacarideos (amido e celulose)?.

A absorcdo de agua e de elementos minerais ocorre principalmente nas raizes,
podendo ser também destacado o papel da absorcao foliar, que se manifesta em
determinados momentos na presenca de orvalho nos periodos de seca e quando ha
adubacao foliar®.

Em nosso pais sdo realizadas trés tipos de colheita da cana®*:

(i) Semi-mecanizada — Ha limpeza do canavial apds processo de queima, com posterior

corte manual, e transporte mecanizado feito por meio de gruas transportadoras.
(i) Mecanizada com queima — Ha limpeza da cana queimada, corte e transporte

mecanizados, realizados com o emprego de colheitadeiras de cana picada.
(i) Mecanizada com colheita de cana crua — H& corte, limpeza e carregamento

mecanizados, feitos com colheitadeiras de cana picada.

Por que motivo se queima um canavial? Quando ha ingresso de mao-de-obra no
canavial para se realizar o trabalho manual de corte da cana, ha inevitavel contato das
folhas cortantes com o corpo dos trabalhadores, o que pode favorecer acidentes; além do
mais, ha presenca de animais peconhentos nas lavouras, e o fogo seria um modo facil de
afugentar tais animais, além de possibilitar a destruicdo de folhas mesmo que de forma
incompleta (Figura 7).

Além do mais, algumas lavouras ndo adotam o sistema de mecanizagcao em razao
dos terrenos serem irregulares, havendo assim presenca de declividades que poderiam
causar acidentes com o0 maquinario necessario ao labor da colheita.

Sabe-se que a presenca de tecnologia no campo, exemplificada pela mecanizagao
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das lavouras, proporciona um incremento da produtividade e maior lucro. No entanto nao

podemos nos esquecer do impacto social causado pela mecanizacao, representado pelo

ingresso dos trabalhadores rurais nas grandes cidades (Figura 8).

(b)

Figura 7. (a) Pratica da queima de canaviais (b) Cortador de cana. Google images.

Figura 8. Exepl colheita eanlzad gle images
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1.7. Principios de calorimetria aplicados ao estudo de solos.

O crescimento celular microbiano apresenta basicamente 4 fases de crescimento

(Figura 9), cujos designacées em lingua inglesa sdo: lag phase, exponential phase,
1,25

stationary phase, e death phase “°, que poderiam ser traduzidas como: fase de laténcia,

fase de crescimento exponencial, fase estaciondria e fase de morte celular,

respectivamente.
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The lag phase is In the exponential growth phass,
a period of the generation time, or time for
adjustment; no doubling of the number of cells,
cell division occurs. ) is constant.

Figura 9. Representacao grafica das quatro fases de crescimento microbiano.

Na fase de laténcia as células estdo inseridas em um novo ambiente. Essa é uma
fase de adaptacdo, uma vez que novas enzimas, coenzimas e outros compostos tém que
ser sintetizados para que 0s novos substratos presentes no meio possam ser
metabolizados?.

Quando comeca a fase exponencial, o crescimento celular é substancialmente
favorecido, uma vez que as células se mostram adaptadas ao novo ambiente ao qual
estao inseridas; o crescimento ocorre de uma forma logaritmica®.

A etapa seguinte corresponde a fase estacionaria, quando ha um acumulo de
metabdlitos em niveis de toxicidade celular e o nUmero de microrganismos que nascem €

igual ao dos que morrem?,
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A U(ltima etapa corresponde a fase de morte, em que se observa reducdo da
atividade microbiana e/ou a morte de alguns microrganismos. Nessa fase, a taxa de morte
de microrganismos excede & de geracdo de novas células®.

Dentre as diferentes técnicas que propiciam o monitoramento da atividade
microbiana de solos e o estudo do crescimento de microrganismos, a calorimetria se
mostra uma técnica analitica Util, pois possibilita estudos in situ por um tempo prolongado
sem que haja qualquer distarbio do sistema®®?’.

Além disso, a calorimetria apresenta grande potencial para o entendimento do
comportamento da biomassa, pois propicia uma informagdo mais quantitativa em
comparagao com outras técnicas conhecidas®®%.

Do ponto de vista calorimétrico, o processo de crescimento microbiano pode ser
considerado lento, quando comparado com a maioria dos processos estudados. Dessa
forma, os calorimetros mais apropriados para acompanhar esse processo sao do tipo

conducéo térmica ou de compensacdo. Os calorimetros isoperibdlico e adiabatico nao séo

utilizados para esse proposito.

O microcalorimetro empregado no presente trabalho é do tipo conducao térmica,
sendo adequado para monitorar eventos térmicos de curta e longa duragao, sendo esse
ultimo exemplificado pelo crescimento de microrganismos.

A cela calorimétrica, onde se coloca a amostra de solo, em esséncia, encontra-se
entre duas termopilhas e todo o conjunto permanece inserido em um termostato cuja
temperatura se mantém constante em 298 K. Conforme um processo bioldgico ocorre, a
energia liberada passa pelas termopilhas, e esse fluxo € registrado como um sinal elétrico
de poténcia (WW) em funcdo do tempo (s) (Figura 10).

=
NS

- .
NN ™
N
\ Porta-Amostra
N Termopilhas

Figura 10. Representacao simplificada da célula calorimétrica.
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E interessante observar o aspecto da curva na Figura 9. Vé-se que ela se
assemelha, de certa forma, a Figura 11, sendo que esta ao invés de registrar a
quantidade de células vivas no eixo das ordenadas, registra a energia dissipada por
unidade de tempo. Ora, se cada microrganismo libera uma quantidade de energia, a curva
calorimétrica € um reflexo fiel das diferentes fases do crescimento microbiano, como

suportado pela literatura’.

Lag Phaze

-50

Exponential Phase

-100t

Death Phase

-1350

Stationary Phase

0 Ly 20 40 Time, hour

Figura 11. Curva calorimétrica tipica de crescimento microbiano.
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2. Trabalho
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2.1. Objetivos

O presente trabalho visa a investigacao de atributos fisicos e quimicos e bioldgicos
de amostras de solo de uma regidao sob cultivo de cana, do municipio de Jaboticabal, do
Estado de Sao Paulo, para se avaliar possiveis relacdes destes atributos e das condi¢des

de manejo da cultura da cana com a atividade microbiana, utilizando-se a calorimetria.
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2.2. Parte Experimental

2.2.1. Amostragem de solo

As amostras de solo empregadas foram coletadas na Usina Sao Martinho,
localizada no municipio de Pradopolis, Estado de Sao Paulo, no dia 3/4/2008. Estas

consistiam em dois tipos: amostras deformadas e indeformadas.

As amostras indeformadas s&o aquelas onde nao se realiza nenhum trabalho
mecanico desde a coleta até o acondicionamento. Elas sdo coletadas em anéis
volumétricos empregados em analises pedoldgicas, que consistem em pequenos cilindros
metélicos ocos. Tais tipos de amostra sdo empregadas para o estudo de atributos como a
porosidade e a densidade.

As amostras deformadas foram empregadas para se realizar os demais testes

fisicos: analise de argila dispersa em agua, granulometria, e as analises quimicas:

carbono total, pH e determinagdo do teor de matéria orgénica através das técnicas de
DSC e de TGA,.
Previamente as coletas foram removidas pequenas quantidades de serrapilheira

relacionadas a camada superior do solo, sendo entdo retiradas amostras nos primeiros 5
centimetros de profundidade empregando-se pa e anéis volumétricos.

Quatro tipos de amostra foram estudados, sendo estes divididos em duas
condigOes: solos de areas ndo submetidas ao processo de queima de cana, em que ha

acumulo de matéria vegetal e solo de area queimada.

Nas condicbes em que nao houve queima foram estudados solos onde houve
manejos de cana com 2, 4 e 7 cortes sucessivos. Apos cada corte de cana em tais
manejos mecanizados, os restos do vegetal ndo aproveitados pela usina (palhada), sao
mantidos sobre os respectivos solos (Figura 12). Onde houve queima do canavial, a

colheita da cana foi realizada manualmente.
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queima. Nota-se a presenca de restos da cultura sobre o solo.

Para cada amostra estudada, foram coletadas 5 amostras por meio de 5 anéis
volumétricos. As amostras deformadas foram coletadas e divididas em duas parcelas,
cada uma acondicionada em uma embalagem de polietileno, e armazenada a cerca de 4
°C.

As amostras foram coletadas em regides distantes das fronteiras com estradas
vicinais, evitando-se desse modo a interferéncia do trafego com relacao aos atributos
fisicos do solo.

2.2.2. Analises fisicas

As analises fisicas foram realizadas no Laboratério de Solos, da Faculdade de
Engenharia Agricola — Feagri.

Nota: As descricdes contidas neste tépico se baseiam no procedimento desenvolvido no
Instituto Agrondmico de campinas e tratado por Camargo et al., 1986°°.

2.2.2.1. Anadlise granulométrica

A analise granulométrica foi realizada pelo método denominado “método da pipeta”.
Tal procedimento se baseia na sedimentacdo das particulas que compdéem o solo ao
longo de uma proveta.

Primeiramente se prepara uma suspensdo aquosa do solo a ser estudado,
havendo em seguida adicao de um dispersante quimico (NaOH ou Calgon).

Agita-se a suspenséo, deixando-a por fim em repouso por certo intervalo de tempo,
o qual é dependente da temperatura do ambiente. Apos esse intervalo de tempo coleta-se

um volume da suspensao, que € colocado em estufa a 105°C, durante aproximadamente
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12 horas para que haja eliminacao da agua presente. Ao final dessa etapa, a amostra
sélida restante é pesada e a fracdo de argila determinada.
As fragbes de material de maior dimens&o: areia grossa e areia fina sdo separadas

por tamisagem do solo, utilizando-se peneiras apropriadas. As fragcdes coletadas sao
secas em estufa e pesadas para obtencao dos teores de diferentes fragdes dos solos. A
fracao conhecida como silte é obtida por diferenca entre as massas das fracbes areia e

argila.

2.2.2.2. Analise de argila dispersa em agua

O grau de floculacdo do solo foi avaliado através da andlise de argila dispersa em

agua, o qual se refere a argila responsavel pela formacao de uma dispersao coloidal em
agua destilada na auséncia de eletrdlitos.
O grau de floculagédo e o grau de dispersdo sao atributos do solo que indicam

aspectos da estabilidade da estrutura ou o grau de agregacao existente. Quanto maior for
a proporcao de argila dispersa em agua, maior é o grau de dispersao e, desse modo,
menor é o grau de floculagédo do solo, indicando menor estabilidade da estrutura.

Solos com baixos teores de matéria organica e sesquiéxidos de ferro e aluminio
apresentam maiores propor¢des de argila dispersa, uma vez que esses sao agentes
responsaveis pela coesao em agregados dos solos.

Durante a realizacdo dessa analise se pesam 10 g de terra fina seca ao ar (TFSA:
solo peneirado em tamis de 2,00 mm de abertura de malha e seco por cerca de 24 horas
no ambiente, sendo a amostra transferida para uma garrafa de Sthomann de 500 mL.

Em seguida, adicionam-se 100 mL de agua destilada e se coloca o sistema em um
agitador de Wiegner a 40 rpm, de 14 a 16 horas. A suspensdo obtida é transferida para
uma proveta graduada de 500 mL e o volume é completado com agua. A suspensao €
entdo agitada por 30 segundos com um bastdo de vidro que apresenta um émbolo de
borracha em uma das extremidades.

Apébs as etapas prévias, espera-se um tempo determinado para sedimentacao, de
acordo com a temperatura da solucdo. Em seguida, pipetam-se 10 mL da suspenséo a 5
cm do nivel superior da coluna na proveta.

Transfere-se, entdo, essa aliquota para um béquer previamente tarado, sendo o
conjunto colocado em estufa a 105 C, por aproximad amente 12 horas, determinando-se
entdo a massa do soélido obtido.
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O grau de floculacao (GF%) é obtido empregando a equacao 3:

GF(%) = [(argila total — argila dispersa) / argila total] x 100 (eq. 3)

em que argila total se refere ao teor de argila obtido a partir da analise granulométrica; a
argila dispersa e o teor de argila calculado sdo obtidos a partir da pesagem realizada
depois da secagem, com base no procedimento de argila dispersa; GF(%) refere-se ao
grau de floculacao percentual.

O grau de dispersao percentual [GD(%)] é calculado com base na equacéao 4:

GD(%) = 100 — GF (%) (eq. 4)

2.2.2.3. Densidade e porosidade do solo

As determinacbes de porosidade e a densidade dos solos foram realizadas com
amostras indeformadas, as quais foram obtidas com o emprego de anéis volumétricos.

As amostras inicialmente coletadas em anéis metalicos passam por um processo
de hidratagdo em um recipiente onde ha agua. Apds estarem saturadas com esse
solvente, as amostras sao dispostas em placas extratoras de Richards, as quais permitem
a aplicacao de diferentes valores de tensdo nos anéis, simulando as tensdes presentes
nos solos. Conforme se aumenta a tensdo na panela, as amostras nos anéis vao
perdendo mais umidade.

Inicialmente é removida a agua presente em macroporos, enquanto que em
estagios mais avancados a agua mais fortemente retida (presente nos microporos) passa
a ser removida. Para cada valor de tenséo aplicada, espera-se que o sistema alcance um
estado de estabilizacdo, tirando-se em seguida os anéis da panela e medindo-se suas
massas.

Ao final da analise, que em geral dura meses (para o presente trabalho, a analise
durou cerca de 3 meses), obtém-se uma curva de retencao de agua em funcao da tensao
aplicada. O tratamento matemdtico dessa curva permite obter atributos como a

porosidade total, macroporosidade, microporosidade e densidade de particulas.

No presente trabalho foram empregadas as tensées de: 0; 2; 6; 10; 20; 30; 50; 75;
100; e 300 KPa. Os valores de porosidade calculados costumam ser representados em
unidade de metros cubicos de espaco livre por metros cubicos de solo.

A densidade do solo é o valor da razao entre a massa de solo seco e o volume.
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2.2.3. Analises quimicas

2.2.3.1. Teor de carbono total

Uma das formas de se avaliar a matéria organica presente no solo & por meio da

determinacdo do teor de carbono total®’

. A técnica béasica consiste na oxidacdao da matéria
organica do solo em meio acido, empregando-se solucéo de dicromato de potassio.

A uma pequena massa de solo (geralmente em torno de 0,1 g), devidamente
peneirada em tamis de abertura de malha de 2,00 mm, adicionam-se 20 mL de solucao
concentrada de acido sulfarico e um volume conhecido de solugdo de dicromato, em
excesso, para a oxidagao da matéria organica.

Promove-se em seguida a agitacdo do sistema por aproximadamente 1 minuto,
sendo que, a posteriori, 0 sistema é mantido em repouso por 30 minutos. Adicionam-se,
entdo, 200 mL de agua e filtra-se a suspensao.

Antes de se realizar a titulacdo, sdo adicionadas de 3 a 4 gotas do indicador
ortofenantrolina, empregando-se uma solucdo de FeSO,, 0,5 mol L' como titulante do
dicromato que restou. A titulacdo de um branco sem a amostra de solo é utilizada para se
determinar a quantidade total de dicromato adicionado.

Nessa andlise considera-se que todos os atomos de carbono presente na amostra
apresentam nox igual a zero.

A equacéao da reacao utilizada nessa determinacao é :
2 Crp07%(aq) + 3C + 16 H* (g = 4 Cr**(aq) + 3 CO2+ 8 H,0 (eq. 5)

O teor de carbono total pode ser calculado se considerando a estequiometria da
equagdo acima e a massa de solo empregada.

2.2.3.2. Acidez

As determinacdes de pH foram realizadas em agua desionizada®, empregando
pHmetro Quimis Q 400A.

No procedimento empregam-se 10 gramas de solo seco ao ar (didmetro de
particulas < 2 mm), aos quais sao adicionados 20 mililitros de 4gua deionizada. Agita-se a

suspensao intermitentemente por 30 minutos, deixando-a entdo em repouso por
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aproximadamente 1 hora. Por fim, submerge-se o eletrodo no sobrenadante, aguardando
o tempo necessario para o valor de pH se estabilizar.

2.2.4. Analises térmicas

2.2.4.1.DSC e TGA

Essas duas técnicas sdo geralmente empregadas com propésitos de
caracterizacdo e quantificacdo de matéria organica, agua e quartzo®.

Embora se utilizem condicbes de analise semelhantes nas técnicas TGA (analise
termogravimétrica) e DSC (calorimetria diferencial de varredura), a correlagdo de
informacdes envolve incertezas, j4 que se tratam de instrumentos diferentes e amostras
diferentes em varios sentidos.

Foram empregados aparelho de DSC modelo 2050 TA Instruments, e aparelho de
TGA modelo 2910 TA Instruments.

As condi¢cbes de analise foram de aquecimentos entre 298 e 873 K e taxa de

aquecimento de 10 K min™", havendo fluxo de ar sintético na vazdo de 10 cm® min™.
2.2.4.2. Calorimetria

Para se realizar as determinacgdes calorimétricas foi empregado o microcalorimetro
modelo Thermometric 2277.

Amostras de 1 grama do solo sao colocadas em celas de ago inox, apds terem sido
retiradas do ambiente a 278 K. As amostras pesadas sdo mantidas fechadas na cela
calorimétrica por 24 horas antes do experimento calorimétrico a temperatura de 298 K.
Apés esse tempo, a cada amostra se adiciona 200 pL de solugdo contendo o substrato,
nesse caso correspondendo a solucdes aquosas de glicose na concentragéo 5,3 g dm™.

As ampolas de aco tém um volume interno de 4 cm® sendo que a amostra
presente em seu interior € separada do ambiente calorimétrico por uma membrana de
polietileno permeavel a CO; e ndo permeavel a agua.

Logo que a amostra de solo recebe a solucdo contendo o substrato, a ampola é
fechada e inserida no canal de medida do calorimetro em um ambiente pré-
termostatizado. Neste compartimento, a amostra é mantida por aproximadamente 30
minutos, sendo depois colocada na posicao de leitura do instrumento.

O registro calorimétrico obtido & um grafico de poténcia em funcdo do tempo. A
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analise e o tratamento matematico desse registro permitem a obtencdo dos dados
necessarios para se estabelecer a discussao.

No caso do presente trabalho, as condicbes de operacédo do calorimetro foram:
sensibilidade 1000 uW e registros a cada 300 segundos. O procedimento de calibragao
elétrica do calorimetro foi realizado conforme o protocolo do fabricante e as
determinages foram realizadas em triplicata.

Para se compreender a aplicabilidade da microcalorimetria com respeito ao estudo
da atividade dos microrganismos, deve-se entender que 0 seu crescimento esta

relacionado a trés conceitos importantes em bioquimica: metabolismo, catabolismo e

anabolismo, como mencionado previamente na sec¢ao que trata dos aspectos bioquimicos
dos microrganismos.

Para se avaliar a energia dissipada a partir de processos metabdlicos deve-se
considerar o balanco energético que se baseia na primeira lei da termodinamica, uma lei

conservativa com relagéo a energia (eq. 6):
AmetH = AcatH + Agnan.H (eq. 6)

em que AneH corresponde a energia total liberada por mol de substrato; AcH é a
energia associada com a combustao total de um mol da fonte energética (glicose, no caso
do presente trabalho), e As..pH € a variacdo de energia relacionada ao crescimento
celular por mol de substrato adicionado?’**.

A equacao 6 é uma lei conservativa e indica que a energia resultante liberada por
meio de processos metabdlicos apresenta um parte catabdlica, e parte anabdlica. Essa
mesma equacao também mostra que 0s processos anabdlicos e catabdlicos estao
intimamente acoplados.

No caso do catabolismo, parte da energia livre liberada seja em mitocondrias, seja
ao nivel de membranas celulares bacterianas, € investida em processos anabdlicos
através de intermediarios como as moléculas de ATP, favorecendo deste modo a
formacao de moléculas maiores e consequentemente o crescimento e reproducao da
espécies microbianas?.

Ao se integrar uma curva calorimétrica obtém-se um valor de energia associado ao
processo metabdlico, Qr, o qual essencialmente esta associado a atividade microbiana
presente na amostra e que pode ser empregado para se calcular a variagdo de energia
metabdlica molar, AeH, conforme equagio 73*:
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Zlnuﬂf4:= ()T / n (eCL 7)
A partir do valor do parametro ApeH calculado, Aanap H pode ser determinado por

meio da equacéo 6.
A variacao de energia catabdlica (Aca.H) é calculada a partir da entalpia molar de

combustéo da glicose (eq. 8):

CeH1205 +6 Oz — 6 COQ +6 Hgo; Acat,H =-2.862 kd mol'1 (eq. 8)
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Figura 13. Exemplo de curva microcalorimétrica em que foi realizado o procedimento de

integracao.

A eficiéncia percentual de assimilacdo de matéria organica (ny) pode ser calculada
por meio da equacgao 9, a qual relaciona a energia convertida em biomassa (anabolizada)

com a energia associada a processos catabolicos*:
Nt = [(AHcat- AHmet) / AHca x 100% (eq. 9)

Para se realizar o estudo cinético de curvas calorimétricas deve ser considerada a

fase exponencial como indicado pela equagao 10%:

InP=InP;+kt (eq. 10)
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em que P; representa a poténcia registrada a um t-ésimo instante, enquanto que P;
representa a poténcia inicial e k é a constante de crescimento.

A quantidade de biomassa viva formada associada a cada curva pode ser avaliada
ao se considerar a equacado 11, em que X representa uma quantidade particular de
biomassa relacionada a respectiva poténcia ¢ obtida a partir da curva calorimétrica®. A
equacdo 11 € uma equacgao genérica obtida a partir do estudo energético de uma grande
variedade de espécies de microrganismos. E evidente que cada espécie tem uma
equacgao pertinente, no entanto, essa equacao tem sido amplamente aplicada de forma

genérica em estudos calorimétricos envolvendo solos.
log X=1,025 + 0,856 log ¢ (eq. 11)

Quando a equacdo 11 é aplicada a dois pontos limitantes da fase exponencial do
crescimento microbiano, isto €, a um ponto no final da fase de laténcia (/lag phase), e a um
ponto correspondente ao valor maximo de poténcia da curva (peak time). A quantidade de
biomassa formada, AX, é obtida pela diferenca entre os dois valores X. Tomando-se ¢

em uW, AX serd dada em pg.

2.2.5. Analises microbioldgicas

As anadlises microbiol6gias possibilitaram o estudo de colénias de bactérias mais
actinomicetos e, de fungos®. Elas foram realizadas no Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC), no periodo de fevereiro a margco de 2009. O método empregado consiste em
suspensdes de amostras do solo em solugdes aquosas de sulfato de magnésio e
posterior plaqueamento.

Foram empregadas cinco diferentes proporcdes solo:solucdo, que variam entre si
por um fator de 10. O método empregado consiste em suspender amostras de 10 g de
solo em solucdo aquosa de MgSO47H.O na concentracdo de 2,46 ¢/L. Foram
empregadas cinco suspensdes contendo 10 gramas de solo e diferentes volumes de
solucédo (Figura 15). Para cada suspensao com diferente proporcdo solo:solucdo foram
realizados dois emplacamentos distintos.
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Figura 14. Amostra de aproximadamente 10 gramas de solo, pronta para ser adicionada

a solucao de diluicdo 10™.
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Figura 15. Suspensdes de solo empregadas. Nesta foto aparecem suspensdes de solo
nas proporcdes: 102, 10%, 10 e 10°.

Foi realizado um total de quatro bateladas de determinacdes, sendo que em cada
placa foi adicionado 0,1 mL da suspensao de cada diluicdo. Uma pequena alga de vidro é
usada no espalhamento da suspenséo ao longo da placa (Figura 16). As placas por fim
sao fechadas e postas de maneira invertida em uma incubadora.
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Figura 16. Momento do espalhamento de uma aliquota de 0,1 mL de suspenséao de solo

ao longo da superficie da placa.

Foram empregados dois meios de cultura, sendo um deles conhecido por meio de
Martin, empregado para o cultivo de fungos e outro especifico para bactérias e
actinomicetos (Figura 17), preparado a partir de um extrato de solo rico em matéria

organica.

Figura 17. Foto de placa de Petri contendo meio nutritivo para cultivo de bactérias +

actinomicetos.

Com base nas contagens de colbnias de cada placa se pode determinar a
quantidade de unidades formadoras de coldnias, por meio da aplicacdo da equacao 12:

. : -5
_< colonias > 1 _ <colonias > 10 (eq. 12)

0.1mL =
g soloseco 107 g soloseco
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em que “ufc” significa unidades formadoras de col6nias, sendo esta variavel diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis de microorganismos, por mL de solugéo de
solo vertida nos meios de cultura; “g solo seco” se relaciona a massa final dos 10 gramas
de solo iniciais que paralelamente foram mantidos em uma estufa a 105C por
aproximadamente 24 horas; <colbnias> corresponde ao numero médio de colénias

observado.
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2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Analises fisicas

A primeira analise realizada, assim que as amostras de solo foram coletadas, foi a
granulométrica. Os resultados estao indicados na tabela 1.

Tabela 1. Analise Granulométrica para diferentes condicées de manejo.

Condicao Areia Silte Argila
Grossa Fina Total
g por kg de solo
7° corte 56 89 145 312 543
4° corte 64 120 184 310 506
2° corte 66 126 192 266 542
Queima 88 190 278 278 444
Em que,

Areia Grossa - fracao fina do solo seco ao ar (TFSA), com didmetro de particulas entre
2,0 mm e 0,25 mm (obtido através de tamisagem).

Areia Fina - fracao fina do solo seco ao ar (TFSA), com didmetro de particulas entre 0,25
e 0,053 mm (obtido através de tamisagem).

Areia Total - soma das contribuicbes da areia grossa e da areia fina.

Silte - fracao fina do solo seco ao ar (TFSA), com didmetro de particulas entre 0,053 e
0,002 mm.

Argila - fracdo fina do solo seco ao ar (TFSA), com didmetro de particulas menor que
0,002 mm.

Os solos apresentam textura que corresponde a distribuicdo de particulas de
acordo com o tamanho?®. Em ciéncia do solo ha varios sistemas de classificagdo de
textura, sendo que no presente trabalho adotou-se a convengdo da Sociedade
Internacional de Ciéncia do Solo.

Uma forma simples de classificar o tamanho das particulas esté indicado na tabela

1: areia, silte, e argila, em ordem decrescente de tamanho de particulas.
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Os dados da tabela 1 mostram que na condicdo em que houve queima ha um
aporte menor das fracdes argila e silte, € uma maior contribuicdo da fracao areia, em
comparacao com as outras condicoes.

E importante destacar que se pode verificar uma diminuicdo significativa do aporte
da fracao de argila, fato que pode se configurar em uma menor adesao entre particulas, e
deste modo, uma maior possibilidade de lixiviagao desse solo em relagdo aos outros. Isso
pode ser observado nos resultados da tabela 2, onde se verifica um menor grau de

floculagéo desse solo e, assim, uma maior dispersao.

Tabela 2. Resultados comparativos da quantidade de argila, grau de floculagédo e
dispersao de algumas amostras de solo.

Condicao Propriedade
Argila Total Argila Natural Grau de Grau de
Floculagao Dispersao
g por kg de solo %

7° corte 543 329 39 61

4° corte 506 294 42 58

2° corte 541 325 40 60
Queima 444 279 37 63

Sabe-se que a matéria organica atua como agente agregador nos solos, ou seja,
como um agente responsavel pela formagdo de agregados®’. Baseando-se nesse fato ha
indicios que para a condicdo em que houve queima ha menor quantidade de matéria
organica presente, sendo que as caracteristicas da matéria organica também sao
determinantes da agregacéo e floculacao.

Nota-se que, para os solos ndo submetidos a queimadas, o grau de floculacéo é
ligeiramente maior que para solo em que houve queima. No entanto, a diferenga nao é
significativa quando se considera as incertezas das medidas.

Na tabela 3 estao indicados valores de densidade para os diferentes solos. Como a
fracdo areia é a mais densa do solo, 0 seu aumento leva a um consecutivo aumento da
densidade do solo, o que ocorre com o solo onde se pratica a queimada.

Além disso, um acumulo de restos de cana-de-acucar (aumento do numero de
cortes) pode levar a uma menor densidade, e desse modo pode justificar a menor
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participacdo da fracdo areia, como se observa na tabela 3. A matéria orgéanica
incorporada sofre modificacbes com o tempo, o que facilita a incorporagcdo de mais
matéria organica. Um aumento de areia pode significar um menor aporte de matéria
organica e uma menor quantidade de espacos vazios em comparacdo com solos que
apresentam estruturas em que a matéria organica desempenha papel crucial como
agente agregador. Por isso, a analise desses fatores ndo é muito simples. No entanto, a
tabela 3 mostra uma relacao direta entre a densidade e a porcentagem de areia apresenta

no solo.

Tabela 3. Valores de densidade do solo para diferentes tratamentos, e respectivos teores

percentuais de areia.

Condicdo densidade / kg m* % areia
7¢ corte 1263 + 45 14,5
4° corte 1270 £ 35 18,4
2° corte 1331 + 23 19,2
Queima 1365 £ 22 27,8

Na tabela 4 estdo indicados valores de porosidade para as diferentes condigdes.

Como destacado em topicos introdutérios deste trabalho, sabe-se que nos solos ha
agentes cimentantes de particulas, sendo um exemplo, a matéria organica. Gracas aos
agentes cimentantes é que ha formacado de agregados, e deste modo, favorece-se a
manutenc¢ao dos poros nos solos.

Um solo ideal deve apresentar mais que 17 % de macroporosidade, a qual esta
associada a presenca de silicatos, ja que o aporte de matéria organica se da basicamente
no material coloidal (silte e argila).

Tabela 4. Valores de porosidade* (m®m?) das diferentes amostras de solo.

Condicdo Total Micro Macro Argila/ g kg™ % areia
7° corte 0,51 0,45 0,06 543 14,5
4° corte 0,53 0,45 0,08 506 18,4
2% corte 0,46 0,38 0,08 542 19,2
Queima 0,48 0,37 0,11 444 27,8

*a porosidade corresponde a razao entre o volume ocupado por gases ou a agua e o
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volume total da amostra. Os desvios em micro e macroporosidades séo de +0,02 m®/m?.

Os macroporos permitem o rapido movimento de ar e a drenagem de agua, sendo
particularmente mantidos pelas estruturas formadas pelo material coloidal agregado. Os
microporos estdo normalmente preenchidos por agua, dificultando desse modo a
circulagdo do ar?.

A tabela 4 mostra que para manejos em que houve maior acumulo de material
vegetal, a porosidade total tende a ser maior, sendo que a areia € um fator determinante
para a diminui¢cdo dessa grandeza.

Em razdo de o teste ser realizado com aumento de pressao sobre a amostra
contendo agua, para solos ricos em areia, a saida da agua pode ocorrer com facilidade
logo no inicio do teste e assim, um solo contendo muita areia apresenta uma
macroporosidade e uma microporosidade menor, esta sim tendo uma contribuicdo da
matéria organica cimentante de pequenos agregados.

Por outro lado, a fracdo de argila tem um significado especial na microporosidade:
seu tamanho menor favorece o melhor preenchimento dos espagos, mas sendo
responsavel pela maior presenca de agua superficial, conferindo uma maior
funcionalidade do ponto de vista edafolégico.

Embora ndo seja completamente verdadeiro para as amostras de solo aqui
estudadas, é importante considerar que a porosidade esta associada ao tamanho das
diversas particulas, assim sendo, o solo com apenas dois cortes, tem uma porcentagem
mais elevada de argila que o solo com 4 cortes, mas também tem uma porcentagem de
areia muito maior.

Destarte a concorréncia existente entre areia, argila e matéria organica cimentante
seja importante na determinacdo da porosidade do solo, no caso desse trabalho observa-
se uma correlacao direta entre o teor de areia e a macroporosidade,

2.3.2. Analises quimicas

Uma das formas de se caracterizar a matéria orgénica é através da quantificacao
do teor de carbono, determinada por meio da titulagdo do solo com solucédo de dicromato
em meio acido.

Na tabela 5 estdo indicados os teores percentuais de carbono obtidos para as
diferentes amostras de solo. Ela mostra que com o acumulo de restos vegetais no

canavial (maior quantidade de cortes), o teor de carbono no solo tende a ser, em geral,
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maior.

Ha que se ressaltar que o fator de correcdo empregado é um valor médio que leva
em conta as possiveis contribui¢cdes de diferentes moléculas no solo.

A complexidade desse universo organico do solo de certa forma dificulta a
interpretacdo dos dados, ja que a estequiometria da equacao associada ao processo de
titulagdo baseia-se no fato do carbono estar, em média, no estado de oxidacao zero.

Tabela 5. Valores porcentuais de carbono corrigido*, e respectivos manejos do solo.

Condicao C %
7° corte 2,82 +£0,03
4° corte 2,84 +£0,05
2° corte 2,41 £0,03
Queima 2,36 £ 0,08

*fator de correcao empregado no IAC (f = 1,725)

Um analisador elementar também funciona com base em um principio semelhante,
sendo que a grandeza que se obtém é o percentual de carbono na amostra, que nao da
muitas informacodes sobre as propriedades da matéria organica presente no solo.

As técnicas térmicas que serao discutidas mais adiante, também dao informacgdes
incompletas sobre a matéria organica. Todavia, como se vera, também servem como
ferramentas na avaliagdo quantitativa da matéria organica do solo. Também permitem
analises qualitativas sobre o tipo de matéria organica presente no solo. Para materiais em
estagios mais oxidados, uma menor energia de combustao esta associada e vice-versa.
Além disso, cada material pode sofrer combustdo em faixas particulares de temperatura, o
que permite certa diferenciacdo entre os mesmos.

A acidez € uma variavel que pode afetar muitas propriedades quimicas, biolégicas,
e até fisicas do solo. Ela pode, por exemplo, facilitar ou dificultar a absorcdo de muitos
elementos pelas raizes de plantas, além de influenciar a atividade dos microrganismos?.

A tabela 6 resume os resultados de acidez para as diferentes condicbes de manejo
do solo. Pode-se perceber que estes solos sdo acidos, o que é uma ténica para os solos
brasileiros. Também se vé que os valores de pH nao sao muito diferentes uns dos outros
para as quatro amostras, 0 que nao permite uma analise mais aprofundada das
diferencas entre eles, embora se saiba que o pH do solo dependa de suas fracdes
organica e inorganica, tanto da quantidade quanto da qualidade dessas.
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Embora o pH tenha aumentado para todos os solos com o passar do tempo de
coleta, essa tendéncia ndo pode ser discutida em profundidade, ja que o estudo nao foi

realizado com controle experimental e objetivos orientados para tal finalidade.

Tabela 6. Valores de pH para diferentes condicées de solos, em funcdo do tempo de
estocagem das amostras a 278 K: (1) 5 meses, (2) 7 meses.

Condicao pH (1) pH (2) C %

7% corte 5,68 5,87 2,82+0,03
4° corte 5,79 591 2,84 +0,05
2°corte 5,43 594 2,41+0,03

2.3.3. Analises térmicas

Para se avaliar a quantidade de matéria organica nas amostras de solo foi
empregada a andlise termogravimétrica (TGA), e a calorimetria diferencial de varredura
(DSC).

As curvas de TGA (Figura 18) mostram dois intervalos de perdas de matéria
caracteristicos para os solos onde ndao houve queima e uma unica queda para o solo com
queima. Levando-se em conta que as perdas na faixa de 483 a 510 K ocorrem com
absorcao de energia, conforme mostram os resultados de DSC (Figura 19), embora nao
tenha sido feitas analises quimicas do material que sai, 0 mais provavel é que essa perda
corresponda a agua mais fortemente ligada ao solo, ja que as amostras foram
previamente secas ao ambiente, e os resultados obtidos pelas duas técnicas suportam
esse fato.

Observa-se que a TGA do solo com queima nao apresenta essa perda de matéria
de forma mais destacada como as outras amostras, sendo uma perda discreta na faixa
entre 483 e 533 K (tabela 7), concomitantemente a perda que se inicia em 533 K. Esse
fato também é observado no resultado de DSC, o qual apresenta um pico endotérmico
muito pequeno em torno de 523 K, valor menor que os registrados para as outras
amostras.

A perda de massa na faixa entre aproximadamente 533 e 763 K para todas as
amostras foi atribuida & matéria organica (tabela 7). E importante observar que os valores
percentuais obtidos pela TGA correspondem a aproximadamente 2,5 vezes o teor de
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carbono encontrado por titulagao.

A andlise do material eliminado na TGA nao foi realizada; no entanto, comparando-
se os resultados, poder-se-ia inferir que essa matéria orgéanica teria uma férmula minima
aproximada a CHO, com massa molar de 30 g mol™.

A segunda perda € um processo mais lento, provavelmente envolvendo materiais
com cinética de oxidacao diferenciada, material celulésico queima em temperatura mais
baixa e ligndsico em temperatura mais elevada.

Dessa forma, cada material pode “queimar” em diferentes temperaturas (tempo), ja
que a técnica de DSC nao acompanha o evento térmico no tempo ou temperatura real.

Os resultados obtidos indicam que para condicées de maior corte, ou seja, em que
ha maior acumulo de restos vegetais, os teores de matéria organica tendem a ser um
pouco maiores, sendo esta observacdo coerente com os resultados obtidos através da
determinacao do teor de carbono total por titulagdo com dicromato de potassio (tabela 7).

Os registros obtidos por TGA sado apresentados na figura 18 e os resultados

numéricos na tabela 7:

Tabela 7. Resultados de percentuais de perda de massa das amostras de solo em funcao
da temperatura, obtidos com o emprego da andlise termogravimétrica (TGA).

Amostra | Faixa de temperatura / K | % eliminacao
7° Corte 483 - 533 6,2

533 - 763 6,7
4° Corte 483 - 533 3,9

533 - 763 6,8
2° Corte 483 - 533 2,8

533 - 763 5,9
Queima 483 - 533 0,8

533 - 763 55

N&o obstante, deve ser destacada a importancia da realizacao paralela de analises
de DSC, pois elas permitem a investigacao de possiveis picos associados a combustao
da matéria organica. Por meio da DSC pode-se avaliar a energia envolvida em processo
de transicédo de fases ou reag¢des quimicas, além de medidas de capacidade calorifica.

No caso aqui presente, pretendia-se verificar o processo de combustdo da matéria

organica presente no solo.
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Figura 18. Registros de TGA obtidos para as quatro amostras.

A Figura 19 mostra um pico endotérmico por volta de 523 K, o qual pode
corresponder a eliminacdo de agua®®. Para as amostras onde ndo houve queima,
verificam-se picos endotérmicos bem destacados, enquanto que para o solo com queima,
0 pico respectivo é bem pequeno e discreto.

Os resultados de TGA (Figura 18) e de DSC (Figura 19) sao coerentes em relagao
a esse resultado, ja que a TGA mostra uma perda de agua de forma bem gradual e
concomitante a perda acima de 533 K (combustdo) para a amostra de solo com queima,
enquanto evidencia perdas significativas para as outras amostras, € um pico endotérmico
correspondente, também destacado do resto da curva de DSC.

De acordo com a TGA, ap6s 533 K deveria aparecer um pico exotérmico relativo a

combustdo de matéria organica.
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Figura 19. Registros de DSC obtidos para as quatro amostras.

Esse pico aparece de forma destacada para o solo com dois cortes, mas pouco
destacado para as outras amostras.

E muito dificil separar eventos dessa natureza e, nesses casos, a DSC deve ser
conduzida de uma forma especial, utilizando-se rampas de aquecimento e também
patamares discretos, um trabalho possivel, porém bastante demorado de pesquisa.

A perda de agua que ocorre entre 483 e 533 K leva a uma diminuicdo da
capacidade calorifica da amostra. Isto resulta em uma subida da linha base como se vé
apos o pico endotérmico a partir de 533 K para todas as amostras. Entretanto, nesta faixa
de temperatura, como mostra a TGA (Figura 18) ha outra perda de massa, agora relativa
a combustao. A combustao leva a uma perda de massa que acarreta uma diminuicao da
capacidade calorifica da amostra no forno de DSC. Dessa forma, o registro de DSC fica
bastante complexo, o que dificulta a determinag¢édo da energia do pico.

Verifica-se que apds 533 K o fluxo de energia diminui para todos os casos e,
somente para a amostra de 2 cortes, um pico discreto aparece.
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Somente neste caso seria possivel estabelecer um valor de energia associado ao
pico, porém com uma margem de seguranca pequena no resultado. Nos outros casos,
como afirmado anteriormente, seria necessario um trabalho exaustivo de mudancas de
condicoes de analise no DSC.

Em torno de 773 K aparece um pico endotérmico para todas as amostras. Esse
pico esta associado a uma transicao do quartzo presente na amostra®®, um aspecto pouco
relevante nesse estudo, a menos da possibilidade de determinacdo quantitativa desse
material nas amostras.

Os picos que aparecem por volta de 323 K podem estar associados a perda de
agua nao adsorvida, mas também podem ser devidos ao préprio instrumento, uma vez

que o processo de aquecimento é muito impreciso no inicio.

2.3.4. Calorimetria

A avaliacdo da atividade microbiana por calorimetria repousa no balanco de
energético envolvido nos processos metabdlicos, segundo a equacao 6:

AHpmet = AHcat + AHanap, (eq- 6)

em que, AHpye corresponde a energia determinada pela curva calorimétrica. Tal
parametro pode ser calculado através da integracdo da curva calorimétrica; AHga
corresponde a energia total que seria liberada admitindo-se uma reacao completa de
combustdo do substrato adicionado (-2.862 kJ mol' no caso da glicose); AHana.
corresponde a quantidade de energia estocada na forma de matéria organica viva, ou que
restou. Dessa forma, pode-se generalizar que parte da energia adicionada na forma de
substrato fica retida no solo (AHznap.) € parte € perdida para o ambiente (AHmet).

A eficiéncia de assimilacdo da matéria orgénica, nu, pode ser calculada pela

equacgao 9:
Nt = [(AHcat- AHmet) / AHca x 100% (eq. 9)

Apoés a adigcdo de uma fonte de carbono, no caso a glicose, foram obtidas curvas
calorimétricas, como as indicadas nas figuras 20, e 21.
Os valores de eficiéncia de assimilagdo da matéria organica obtidos pela aplicagao

da equacao 9 estado indicados na tabela 8.
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Tabela 8. Condigdes de cultivo e os respectivos valores percentuais da energia que

permanece no solo (nu), para adicao de glicose.

Condicao -Qobs ny /%
7° corte | 6,76 58

4° corte 8,56 47

2° corte 6,00 63
Queima 7,50 53

Embora as curvas calorimétricas sejam bastante reprodutiveis para uma mesma

amostra, os valores de ny ndo mostram isoladamente nenhuma tendéncia em relagao ao

numero de cortes.

No entanto, percebe-se através dos registros calorimétricos que no solo onde

houve queima o metabolismo é mais lento e que grande parte da matéria organica

permanece no solo.
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Figura 20. Padrdes de curvas calorimétricas obtidas para as quatro condicées estudadas.
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As populacdes microbianas transformam enormes quantidades de matéria organica
em outros tipos de moléculas®, sendo que desse modo ha uma relacdo intrinseca entre
tais formas de vida e a disponibilidade espacial e temporal de tal matéria.

A quantidade de matéria organica anabolizada na forma de biomassa viva pode ser
calculada pela equacido de Sparling®® (equacdo 11) e o resultado pode ser comparado
aquele obtido com base na equacgéao 9.

log X=1,025 + 0,856 log @ (eq. 11)

Em que X é uma quantidade particular de biomassa em uma dada poténcia ¢ registrada

na curva calorimétrica. Tomando-se @ em uyW, AX sera dado em ug.
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Figura 21. Curvas calorimétricas obtidas com a adicdo de glicose para quatro solos

manejados sob diferentes condicdes, mostradas separadamente e em conjunto.

Ao se aplicar a equacao 11 para dois pontos limitantes da fase exponencial do
crescimento microbiano, isto é, a um ponto no final da fase de laténcia (lag phase), e um
ponto correspondente ao valor maximo de poténcia da curva (peak time), obtém-se a
quantidade de biomassa formada.

Isso se justifica pelo fato de a energia metabolizada por cada célula ter um valor

constante, embora, para fungos e bactérias, esses valores possam ser ligeiramente
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diferentes sendo que a quantidade de bactérias € muito maior que a de fungos, da ordem
de 10%.

Os valores encontrados para a quantidade de biomassa viva formada, calculados a
partir da equacgéao 11, estdo indicados na tabela 9, juntamente com os valores de fracao
de energia que permanece no solo, obtidos pela aplicacao da equacao 6.

Observa-se uma boa correspondéncia entre os valores calculados pelas duas
equacbes distintas, para os solos onde ndao houve o processo de queima da cana antes
do corte.

No caso especifico do solo onde se praticou a queima, a biomassa acumulada de
acordo com a equacao 11 (AX = 181 ug) é bem menor que o calculado pela equacéo 8
(nu = 530 pg), o que significa que boa parte do substrato ficou no solo, ndo como matéria
viva, ou seja, biomassa viva. No entanto, as curvas calorimétricas obtidas para esse solo,
nao tém qualidade boa para se definir com boa exatiddao os valores de poténcia na lag
phase, o que, de certa forma, prejudica uma determinagcdo mais segura de AX nesse

caso.

Tabela 9. Condi¢cdes de cultivo e respectivos valores percentuais da energia metabdlica
que permanece no solo (ny) e biomassa AX para adicao de glicose.

Condicao AX/ug nu/ Mg
7° corte 619 603
4° corte 446 489
2° corte 678 655
Queima 181 530

Como regra geral, a matéria organica acumulada na forma de biomassa viva (AX)
nao pode ser maior que aquela acumulada como anabolismo (n4). Elas podem ser iguais
ou a biomassa viva pode ser menor, sendo o restante acumulado de outra forma. Dentro
da incerteza experimental em AX e ny, todos os resultados da tabela 9 apresentam-se
coerentes com essa afirmagéo, exce¢do a amostra com queima.

O resultado de AX para o solo com queima, baseado no valor de poténcia térmica
(p) aplicado a equacdao 11, é muito mal definido nos registros calorimétricos
correspondentes. Somente para alguns registros calorimétricos para solo onde houve a
queima foi possivel se determinar o valor de poténcia no final da lag phase. Os registros
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sdo muito alongados, ou seja, 0 metabolismo € muito lento, o que também dificulta a
determinacao da energia envolvida no processo, com boa seguranca.

Com base nas curvas calorimétricas, foi também possivel calcular as constantes
de crescimento microbiano para as diferentes amostras de solo, além de cada “peak time”
(intervalos de tempo necessarios para se alcancar a fase estacionaria).

As constantes de crescimento sdo obtidas pelo ajuste do registro calorimétrico a
fase de crescimento exponencial (periodo entre a lag phase e o peak time, Figura 22) do

registro calorimétrico, ao se empregar a equacéao 10,
In Pr=In Py +kt (eq. 10)

em que P:; é a poténcia registrada em um tempo t, P; a poténcia no tempo t;, € k a
constante de crescimento.

Para alguns solos, os registros apresentaram sobreposicdo de duas ou mais
curvas, sendo que a constante de crescimento foi calculada somente para a primeira
parte da curva (Figura 22).

Os resultados obtidos (tabela 10) indicam que a cinética de crescimento de
microorganismos foi mais lenta na condicdo em que houve queima ( k =2,09 x 10° min™),
comparada com aquelas onde s6 houve cortes (k > 2,45 x 10 min™).

Percebe-se que na condicdo em que houve queima o crescimento microbiano é
mais lento que em condi¢des de acumulo de restos vegetais, sendo que esse resultado
ndo se correlaciona com os aspectos quantitativos da comunidade inicial e sim com as
espécies de microrganismos e a sua ativacao por glicose.

Os valores de peak time calculados mostram que para a condicdo em que houve
queima este parametro apresenta valor relativamente alto em relacdo as outras
condicoes. Esse fato reforca a idéia de que a queimada faz o crescimento microbiano ser
mais lento, além de diminuir a quantidade inicial de microorganismos. Esse resultado, em
parte, conflita com o observado na contagem de microorganismos, apesar de a incerteza
verificada nesse ultimo dado ter sido muito alta.

E importante observar que para as amostras de solo onde ndo houve queima, a
constante de crescimento foi obtida para a primeira fase, enquanto que para o solo com
queima, utilizou-se a curva toda.

A equacao que trata da cinética do crescimento microbiano (equacao 10) leva em
conta o efeito térmico na lag phase e, como a energia € proporcional ao niumero células

presentes, ao se atingir o peak time também nesse caso se observara proporcionalidade
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com relagédo a energia.

Tabela 10. Valores da constante de crescimento (k), para as diversas amostras de solo.

Condicao k/min?  Peak Time/ min
7° corte 261x107 588

4° corte 2,48x 107 476

2° corte 2,51x107° 667
Queima 2,09 x 10° 598

Embora a amostragem de solo seja um procedimento critico em qualquer tipo de
medida, pois 0 solo € uma matriz muito complexa e heterogénea, quando se comparam
os valores de poténcia na fase de laténcia e as quantidades de células obtidas pela
analise microbioldgica, os resultados nao sao coerentes.

Em geral, a reprodutibilidade nas curvas calorimétricas fica em torno de 10%, valor
esse bem diferente do obtido nas analises microbiolégicas.
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Figura 22. Curvas calorimétricas onde se evidenciam as determinac¢des das constantes

de tempo da primeira fase de crescimento microbiano para as diversas amostras de solo.

2.3.5. Analises microbioldgicas

As analises microbiolégicas foram realizadas de modo a se estudar col6nias de
bactérias + actinomicetos e col6nias de fungos.

A comunidade microbiana de solos € constituida principalmente por cinco grupos:
bactérias, actinomicetos, fungos, algas, e protozoarios. Desses grupos, 0 mais abundante
€ o de bactérias, normalmente em maior niumero, mesmo somando-se todos os individuos
dos outros quatro grupos. No entanto, relatar a atividade vital do solo a atividade
microbiana pode ser arriscado, ja que os fungos tém uma massa individual maior que as
bactérias e no todo podem representar uma fracdo massica maior.

A tabela 11 indica a quantidade média de células viaveis de bactérias +
actinomicetos por mL de solugéo de solo adicionada as placas de meio de cultura.
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Tabela 11. NUumero de bactérias + actinomicetos, apds 2 dias de incubacao, para os
diversos tipos de solo.

Condicao ufc g™ de solo seco (n°. células / mL)
7° Corte 1,17 x 10° +0,74 x 10°
4° Corte 1,56 x 10° +0,76 x 10°
2° corte 0,93 x 10° £ 0,85 x 10°
Queima 1,05 x 10 +0,47 x 10°

A tabela 11 mostra que, dentro da incerteza experimental, o nimero de bactérias e
actinomicetos é igual para as diversas amostras de solo.

Na tabela 12 estdo indicadas as quantidades de células viaveis de fungos por mL
de solucao de solo empregada nos plagueamentos.

Primeiramente, é interessante comparar os resultados das tabelas 11, e 12. A
tabela 11 mostra que o niumero de bactérias + actinomicetos € maior que o de fungos, na
ordem de 10°.

Tabela 12. Numero de fungos, ap0s trés dias de incubacdo, para os diversos tipos de

solo.
Condicédo ufc g™ de solo seco (n°. células / mL)
7° Corte 6,01 x 108+0,30 x 10*
4°. Corte 4,26 x10°+0,18 x 10*
2° corte 1,82x10*+£ 0,15 x 10°
Queima 1,27 x 10+ 0,11 x 10*

No caso da contagem de fungos, percebe-se que onde nado houve queima ha uma
maior quantidade de fungos que a condicdo em que houve queima.

Um aspecto interessante a observar € o fato de que a comunidade de fungos para
o segundo corte é a maior entre as amostras, enquanto que a de bactérias é a menor.
Observando os registros calorimétricos, verifica-se que somente nesse caso aparece um
“‘ombro” final por volta de 40 horas.

Esse fato se repete em todas as andlises calorimétricas envolvendo essa amostra

de solo, observacdo que poderia indicar uma eventual associacao deste “ombro” com a
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atividade de fungos.
Uma correlagdo importante se estabelece entre o numero de bactérias e

actinomicetos e o valor de peak time, evidenciado na figura 23:

1,6x10°

1,2x10° .

(bactérias)

8,0x10°

células / mL

'8 4,0x10°

no

0,0

. . . . . . . . .
450 500 550 600 650 700
peak time/min

Figura 23. Correlacdo entre o numero de bactérias e o peak time.

Por essa figura, verifica-se uma correlacao inversa entre o nimero de bactérias e
actinomicetos e o valor de peak time. Entretanto isso ndo se verifica em relacdo ao
namero de fungos. Isso poderia ser uma indicacdo macroscépica de que a energia
verificada diz respeito a atividade de bactérias e actinomicetos e ndo de fungos. Porém,
como as analises microbiolégicas apresentam uma grande margem de incerteza, seria
prudente nao inferir muito mais sobre esses aspectos, pelo menos a luz desses

resultados.
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2.4. Conclusoes

As andlises mostraram que o solo submetido a queima apresenta menor
quantidade de fungos e matéria orgéanica.

O crescimento microbiano também é mais lento e menor no solo que sofre a
queima.

As quantidades assimiladas de matéria organica assimilada calculadas pela
eficiéncia térmica (ny) € as acumuladas em forma viva (AX), calculadas pela
equacao de Sparling sdo muito préximas para os solos sem queima, mas ny €
cerca de 30% de AX para o solo submetido a queima.

De acordo com os dados obtidos, ndo foi possivel estabelecer uma boa
correlacdo entre a quantidade de microrganismos obtida pela analise
microbioldgica e a quantidade avaliada pela calorimetria.

Os registros calorimétricos mostram curvas sobrepostas que nao sofreram
deconvolucéo, evidenciando processos metabdlicos concomitantes.

Para o solo em que houve queima a constante de crescimento microbiano foi a
menor. Isso permite inferir, mesmo tenuamente, que a pratica de queimadas
leva a uma diminuigdo de microorganismos presentes na parte mais superficial
do solo em relacao ao solo em que ha acumulo da cobertura vegetal.

O tempo transcorrido para o peak time obedece a uma ordem inversa ao
namero de bactérias e actinomicetos.

Nao ha uma correlacao explicita entre a constante de crescimento e o valor de
peak time devido a sistematica de calculo de k: essa foi calculada apenas para
a primeira parte do crescimento e o peak time leva em conta a fase toda de
crescimento

Os resultados até agora obtidos pelo tratamento dos dados experimentais
nesse trabalho, ainda ndo possibilitam estabelecer uma correlacdo entre a
pratica agricola no solo e a emissao de CO..
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