vz,
Y

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

HAMEED ULLAH

ESTUDO CALORIMETRICO DA INFLUENCIA DE XENOBIOTICOS
NA ATIVIDADE MICROBIANA DE ALGUNS SOLOS CULTIVADOS
POR ALGODAO

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA AO
INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP PARA
OBTENCAO DO TITULO DE DOUTOR EM CIENCIAS.

ORIENTADOR: PROF. DR. JOSE DE ALENCAR SIMONI

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA
POR HAMEED ULLAH, E ORIENTADA PELO PROF.DR. JOSE DE ALENCAR SIMONI.

Assinatura do Orientador

CAMPINAS, 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR SIMONE LUCAS - CRB8/8144 -
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP

Ullah, Hameed (1983-).

UL4e Estudo calorimétrico da influéncia de xenobiéticos na
atividade microbiana de alguns solos cultivados por
algodao / Hameed Ullah. — Campinas, SP: [s.n.], 2012.

Orientador: José de Alencar Simoni.
Tese (doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Quimica.

1. Solo. 2. Xenobidticos. 3. Calorimetria. 4. Algodao.
|. Simoni, José de Alencar. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Quimica. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Calorimetric study of xenobiotic influence on the microbial activity of some
cotton cultivated soils

Palavras-chave em inglés:
Soil

Xenobiotics

Calorimetry

Cotton

Area de concentragéo: Fisico-Quimica
Titulagao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora:

José de Alencar Simoni [Orientador]
Maria Lucia Caetano Pinto da Silva

Luis Henrique Mendes da Silva

Pedro Oliver Dunstan Lozano

Rene Alfonso Nome Silva

Data de defesa: 23/03/2012

Programa de poés-graduacao: Quimica









Vi



AGRADECIMENTOS

Todos os louvores ao poderoso ALLAH, o mais beneficente, o mais misericordioso,
Quem me concedeu forca para trabalhar, a visdo para observar e a mente para pensar e

julgar.

Eu gostaria de agradecer em especial ao meu supervisor, prof. Dr. José de Alencar
Simoni por sua orientacdo durante minha investigacdo e estudo no Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas. Sua energia e entusiasmo em pesquisa me motivaram
para completar essa tarefa, sendo que com entusiasmo e alegria pude assistir as suas aulas
e pude ser orientado por ele, cuja grande pericia em quimica é merecedora de destaque.
Além disso, o professor representa um exemplo de grande investigador por seu rigor e

paixdo na drea da andlise térmica e calorimetria.

Eu gostaria de expressar minha profunda gratiddo ao Prof. Dr. Pedro Luis Onofrio
Volpe, do Instituto de Quimica da, Universidade Estadual de Campinas, por me aconselhar

durante o trabalho.

Eu também sou grato ao Prof. Dr. Imtiaz Ahmad (orientador durante mestrado) por

seus conselhos valiosos ao longo de meus estudos no Brasil.

Expresso meus profundos agradecimentos a minha familia por seu incansdvel amor
e apoio ao longo da minha vida, devendo ser destacado que a existéncia dessa tese seria
simplesmente impossivel sem o suporte de meus familiares. Também devo muito ao meu
pai, por seu zélo. Como um tipico pai paquistanés, ele trabalhou muito para suportar a
familia e se esforcou muito para propiciar o melhor ambiente possivel para meu
desenvolvimento e meus estudos, sendo que ele jamais se lamentou apesar de todas as
dificuldades em sua vida. Para mim minha mde é simplesmente perfeita, ndo podendo
encontrar palavra adequada que possa descrever seu eterno amor por mim. Lembro-me e
sinto falta de seus deliciosos pratos. Mdae, EU TE AMO, além de me sentir orgulhoso por
minhas irmds, por seus talentos. Elas tém constituido um modelo importante para que eu
possa pautar minha vida, podendo té-lo seguido inconscientemente quando eu era

adolescente, sendo que minha familia é uma importante fonte aconselhadora para mim.

Vi



Eu sou grato a minha namorada ““S.A. Estevao (SU)” por seu briga, ciume e por

tiltimo, mas sem desmerecimento, por seu amor eterno por mim durante esse trabalho.

Eu também sou grato ao Gabriel Jeronimo Curti e a Amanda Carolina Covizzi
Bertelli por seus valiosos conselhos e suporte durante o trabalho realizado, além de: meu
tio paternal, Aurangzeb, Jehanzeb, Mohammad Ilyas e por iltimo, mas sem
desmerecimento, a Sardar Ghyyas Ud Din (GM, Linker Pharma) e aos meus primos:
Sardar Islam Zeb, Sardar Kaleem Ullah, Sardar Amir Khan, Sardar Bilal Khan e aos
meus cunhados: Zahid Khan, Fazal Kareem, Asfandyar Khan e Amirzeb, por seus

conselhos.

Eu gostaria de agradecer a todos meus amigos: Ali Riaz, Abdul Haleem, Sabir
Khan, Alamgir, Abdul Majeed Khan e especialmente ao Mahwash Hafeez, que conversou

comigo em todos os momentos e me acalmou durante o periodo que estive no Brasil.

Finalmente, mas sem desmercer, a TWAS, ao CNPq e ao IQ-Unicamp por

propiciaram-me a oportunidade de realizarar meu doutorado no Brasil.

Hameed Ullah

viii



Curriculum Vitae

Dados Pessoais
Nome:Hameed Ullah
Email: hameedchemist@yahoo.com

Formacao Académica/Titulacao

2008-2012- Doutorado em Ciéncias, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP, Brazil

Titulo: Estudo Calorimétrico da Influéncia de Xenobidticos na Atividade
Microbiana de Alguns Solos Cultivados por Algodao.

Orientador: Prof.Dr José de Alencar Simoni

Bolsista: TWAS & CNPq

2006-2008 - M.Phil em Quimica, University of Peshawar, Peshawar, Pakistan
Titulo: Study on the Influence of Some Intercalating agents on Modification

of Crude And Pre-Baked Clays
Orientador: Prof.Dr. Imtiaz Ahmad

2002-2005 Mestrado em Quimica, University of Peshawar, Peshawar, Pakistan
Titulo: Adsorption of Poly Aromatic Hydrocarbon on Coal.

Orientador: Prof.Dr. Mohammad Shakirullah

2000-2002- Bacharelado em Quimica, University of Peshawar, Peshawar,
Pakistan
Artigos completos publicados em periddicos

M SHAKIRULLAH, | AHMAD, H REHMAN, M ISHAQ, U KHAN, H ULLAH.
Effective Chemical Leaching and Ash Depletion of Low Rank Coal with EDTA
and Citric acid. J. Chem. Soc. Pak.28(1), 56-61, 2006.

H. Rahman, M.Shakirullah, I.Ahmad, S.Shah and Hameed.Ullah " J. Chin.
Chem. Soc., 53(5), 1045-1052, 2006

Imtiaz Ahmada, M.Shakirullah, M.Ishaga, M.Arsala Khanb, Habib ur Rehmana
and Hameed Ullah. J.Chilian. Chemical.Society.52(2), 2007.


mailto:hameedchemist@yahoo.com

Imtiaz Ahmada, M. Arsala Khanb, M.Shakirullaha, M.Ishaga, Hameed Ullah,
Mohammad Omer. J.Chilian. Chemical.Society 2009, 54(3), 222-227.

Sabir Khan, M. Ishaq, Imtiaz Ahmad, Sajjad Hussain and Hameed Ullah.
Evaluation of coal as adsorbent for phosphate removal. Arabian Journal of
Geosciences

DOI: 10.1007/s12517-011-0431-3

Imtiaz Ahmad, Hameeed Ullah . Study on the Thermal Properties of Some
Inorganically Modified Pre- Baked Clay Samples (Accepted in Journal of the
chemical Society of Pakistan)

Imtiaz Ahmad, Hameeed Ullah . Evaluation of Thermal Stabillity of Some
Organically Modified Clays ( accepted in Journal of the Chemical Society of
Pakistan)

Apresentacao de trabalhos em eventos cientificos

Ullah,H.; Simoni, J. A.; Airoldi, C.; Souza de, Z. M, 32nd Annual Meeting of the
Brazilian Society of Chemistry, May 30 to June 2, 2009, Fortaleza

Egyptian Second International Conference in Chemistry - Chemistry for Human
Needs, 9/10/11/12 / November, 2009, Hurghada, Egypt, Africa

Ullah,H.; Simoni, J. A.; Airoldi, C.; Souza de, Z. M.; Riaz, A.; Curti, G. J. foi
apresentado na forma de poéster durante a 342 Reunidao Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica.23-26 maio, 2011, Florian6polis, Brazil.



RESUMO

ESTUDO CALORIMETRICO DA INFLUENCIA DE XENOBIOTICOS
NA ATIVIDADE MICROBIANA DE ALGUNS SOLOS CULTIVADOS
POR ALGODAO

O presente estudo investiga a influéncia da adicao de alguns xenobidticos comuns
em praticas agricolas, na atividade microbiana de trés solos de diferentes regioes,
utiizando a calorimetria isotérmica. Amostras de Latosolo vermelho do Brasil:
Unik (Unicamp-Campinas) de mata original, Lebra (Leme-SP) cultivada por
algodao, e Pak (Faisalabad, Paquistado) cultivada por algodao. Esses solos foram
caracterizados por andlise elementar de CHN, pH e acidez total, analise
microbiolégica e analises térmicas (TGA e DSC). A atividade microbiana foi
acompanhada por calorimetria isotérmica, com o objetivo de se investigar a
influéncia de fatores como: tempo de armazenamento, estacdo de coleta, adicdo
de herbicidas do grupo das sulfoniluréias; clorimuron e metsulfurom, e arsénio.
Utilizou-se a glicose como substrato principal, como fonte de carbono, nesse
estudo. Os principais resultados evidenciam que o uso dos herbicidas
conjuntamente com glicose aumentou a liberagao de energia e, portanto, de CO»,
quando comparado a adicao simples de glicose. A emissao de CO; (catabolismo)
também foi maior para os solos com cultivo intensivo de monocultura de algodéo,
sendo que a ordem de emisséo foi Pak>Lebra>Unik1. Por outro lado a adigéo de
As** provoca uma diminuigdo do catabolismo e, portanto, diminuindo a emissao de
CO:..
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ABSTRACT

CALORIMETRIC STUDY OF XENOBIOTIC INFLUENCE ON THE MICROBIAL
ACTIVITY OF SOME COTTON CULTIVATED SOILS

The present study investigates the influence of the addition of some xenobiotics,
commonly used in agricultural practices, on the microbial activity of soils from three
different regions, by using isothermal calorimetry. Samples of red Latosol from
Brazil: Unik (Unicamp-Campinas) of the original forest, Lebra (Leme, S&o Paulo)
cultivated with cotton, and Pak (Faisalabad, Pakistan) cultivated with cotton. These
soils were characterized by CHN elemental analysis, pH, total acidity,
microbiological analysis and thermal analysis (TGA and DSC). Microbial activity
was monitored by isothermal calorimetry, in order to investigate the influence of
factors such as time of storage, collection station, the addition of the sulfonylurea
herbicides, chlorimuron and metsulfuron, and arsenic ion. Glucose was used as
main substrate as carbon source in this study. The main results show that the use
of the herbicides together with glucose increased the release of energy, so CO»,
compared to the simple addition of glucose. The CO, emissions (catabolism) was
also higher for soils with intensive cultivation of cotton monoculture, and the order
was Pak > Lebra > Unik1. Moreover the addition of As®* causes a decrease in

catabolism and thus decreasing the CO. production to the environment.
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1. INTRODUCAO
1.1. O solo

O solo é um meio em que as plantas podem se desenvolver, a partir dos
nutrientes presentes, e por onde comega a se estabelecer importantes cadeias
alimentares. O solo é constituido por material resultante de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos atuando numa rocha, e também por matéria organica animal
e vegetal. O papel desempenhado pelo solo €& muito importante, no
estabelecimento de espécies vegetais, fornecendo nutrientes aos vegetais e aos
animais, e atuando como reservatorio de agua, nutrientes, poluentes, etc. O solo,
de forma geral, vem sofrendo impactos significativos gracas as atividades

antropogénicas, principalmente a partir da revolugao industrial.

Na avaliagdo das caracteristicas do solo mencionadas anteriormente, &
imperativo um conhecimento basico de seus atributos fisicos, quimicos e

bioldgicos, de forma a se ter uma visdo mais abrangente sobre esse substrato.

O solo é um material unico e de dificil definicdo. Em quimica, por exemplo,
define-se o solo com um meio em que ocorrem diferentes rea¢des quimicas de
todas as espécies, enquanto que em biologia, o solo é considerado como um meio
habitado por diferentes tipos de organismos, como plantas, bactérias, fungos e

pequenos animais, formando uma sociedade que funciona como “um todo”.

Fisicamente o solo pode ser visualizado como um corpo natural constituido
por camadas (horizontes) em que ha presenca de minerais, sendo que essas
camadas apresentam espessuras variaveis, que diferem dos materiais de origem,
morfoldgica, quimica, fisica e mineralogicamente (BIRKELAND, 1999). De acordo
com Soil Science Society of America, o solo é constituido por: minerais nao-
consolidados ou material organico que atuam como meios naturais para o
crescimento de plantas terrestres e de organismos vivos, e que foi submetido a
acao de certos fatores ambientais ao longo do tempo.



De acordo com esses pressupostos, infere-se que o solo corresponde a um
sistema complexo, que apresenta propriedades diversas, podendo considerar-se
que, para um solo estar definido, todos os seus atributos devem se encontrar
devidamente conhecidos.

A formagdo do solo comega através de uma rocha-mde que vai se
modificando ao longo do tempo, seguida da deposicdo e acumulo de materiais
organicos ao longo da superficie. As espécies vivas pioneiras na ocupacao do solo
sd0, na maioria das vezes, gramineas e algas, as quais permitem o posterior

acumulo de matéria orgéanica.

O perfil de um solo (Figura 1) se refere as camadas do solo (horizontes)
que, na maioria das vezes, apresenta um perfil distinto ou uma seqiéncia de
horizontes que é caracteristica. O horizonte € uma camada especifica paralela a
superficie do solo e que apresenta atributos fisico-quimicos que diferem das
camadas presentes acima e abaixo de si. A formagao de um horizonte depende de
processos quimicos, geoldgicos e bioldgicos, que ocorrem durante longos
periodos de tempo. A continuidade dos processos intempéricos em solos e os
relacionados com os desenvolvimentos dos horizontes resulta no desenvolvimento
do perfil do solo.

Figura 1. Camadas tipicas (horizontes) encontradas no perfil de um solo.



O horizonte “O" (orgénico) é uma camada superficial, dominada pela
presenca de grandes quantidades de material organico em diferentes estagios de
decomposicdo. Ele pode ser dividido em “O1” e “O2”, sendo que o horizonte “O1”
contém material decomposto, identificado visualmente por fragmentos de folhas
em decomposicdo, enquanto que o horizonte “O2” contém apenas matéria
organica em estagio de decomposicdo mais adiantado, tendo uma coloracao mais

escura que “01”.

O horizonte “A” corresponde a camada do solo de natureza mineral, em que
h& maior acumulo da matéria organica e a presenga de maior quantidade de
diferentes formas de vida. Esta camada sofre eluviacao de espécies contendo ions
ferro e/ou aluminio, argilas, compostos organicos e outros componentes soluveis.
Quando o processo de eluviagéo é significativo, ha formacédo de um horizonte “E”,
que apresenta coloracdo mais clara, estando localizado abaixo da base do
horizonte A. A formacdo do horizonte “A” também pode resultar de uma
combinacao da bioturvacao do solo e de processos relacionados com as particulas
finas do solo, que ocorrem ao longo da superficie desse corpo natural. Neste caso,

o horizonte é considerado como um "biomanto".

O horizonte “B” € comumente referido como "subsolo", sendo constituido
por camadas de minerais que podem conter elevadas concentragcdes de argila ou
minerais, como: os 6xidos de ferro ou de aluminio ou o material organico que foi
depositado através do processo de lixiviacdo. Sendo assim, esta camada é
também referida como o horizonte "iluviado" ou a "zona de acumulagdo". Ele
apresenta uma estrutura ou consisténcia distinta com relagdo aos seus vizinhos e

pode apresentar uma coloragdo mais intensa que o horizonte “A”.

O horizonte “C” é pouco afetado por processos erosivos, podendo se
destacar, ai, a inexisténcia de desenvolvimento pedolégico, 0 que corresponde a
um dos seus atributos definidores. Esse horizonte pode conter grandes pedacos
ou fragmentos rochosos ndo-intemperizados, servindo como um indicador

estrutural de rochas presentes, podendo conter, ainda, o material parental.



O horizonte “R” ou “rocha-mae”, que nao aparece na Figura 1 é
basicamente uma camada rochosa que resistiu parcialmente aos processos
intempéricos, estando presente na base do perfil de um solo. Ao contrario das
camadas localizadas acima, o horizonte “R” constitui massas continuas da rocha-

mae, que nao podem ser escavadas manualmente.

Como os solos se desenvolvem sob uma diversidade de condicdes, estes
podem variar espacialmente. Processos tais como: a movimentacdo d'agua, a
fertilidade, o transporte de solutos, a sorcdo de solutos e o acumulo e a
decomposicdo da matéria organica, sao afetados pelas propriedades dos solos.

De uma maneira geral, os solos apresentam trés atributos principais, na sua

caracterizagio: cor, textura e estrutura.

A cor pode variar de avermelhada a acinzentada, todavia as Geociéncias
reconhecem oficialmente 170 cores diferentes. De um modo geral, quanto mais
rico em nutrientes for um solo, mais escura é sua coloracao, o que indica que ha
um maior teor de matéria organica decomposta (humus). Os solos acinzentados
se relacionam com ambientes em que ha drenagem insuficiente, enquanto que no
caso dos solos avermelhados sdao mais deficientes em nutrientes. No entanto,

essa interpretacao nao é tdo simples assim e, nao raro, pode resultar em erros.

A textura de um solo é um atributo fisico importante, ja que ele pode afetar
muitas outras propriedades. A textura diz respeito a proporcao de particulas
classificadas de acordo com o seu didmetro, que séo: o silte, a argila e a areia. As
particulas com didmetros maiores do que 2 mm ("fragdo mineral grosseira”) nao
entram nessa classificacdo, mesmo que possam afetar algumas propriedades, tais
como a retengdo de agua. A textura do solo € definida pela porcentagem em
massa das particulas, é o resultado do intemperismo sofrido pelos minerais da
rocha-mae, podendo haver interferéncia de organismos vivos nesse processo.
Uma vez que o intemperismo é um processo relativamente lento, a textura é uma

propriedade que permanece razoavelmente constante, ndo sendo alterada pelas



praticas de manejo. A Figura 2 esquematiza as diversas classificacbes do solo,

baseadas na textura.
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Figura 2. Diagrama de fases tridimensional indicando as diferentes classifica¢cdes
baseadas na textura do solo. (LEMOS E SANTOS, 1984) .

A estrutura do solo corresponde ao arranjo macroscépico das particulas que
o constituem, resultando em agregados. A agregacao € importante, pois leva a um
aumento da estabilidade das particulas contra os processos erosivos, garantindo a
manutencdo da porosidade e a movimentacdo de 4gua no solo, melhorando a
fertilidade e o sequestro de carbono pelo solo (NICHOLSET e colaboradores,
2004). Os solos apresentam estruturas granulares e agregados de maiores
dimensdes, similares a placas, blocos, ou prismas, comumente constituindo o
horizonte “B” (GARDINER e MILLER, 2004).

Outro atributo fisico importante do solo é a sua porosidade. Muitos
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processos importantes em solos ocorrem ao nivel dos poros (presenca de ar e de
agua nos espacos entre as particulas). A estrutura do solo e sua textura
influenciam a porosidade, determinando o tamanho, a quantidade de poros e sua
interconexao. Particulas maiores e agregados formam poros de grandes
dimensdes, denominados de macroporos, enquanto que particulas menores
formam os microporos. Ao contrario da textura, a porosidade e a estrutura de um
solo ndo séo constantes, podendo ser alterados gragas a agéo da agua, do tipo de
manejo empregado e devido aos processos quimicos (BRADY e WEIL, 2002). A
Figura 3 esquematiza essa classificacdo de macro e microporos.

solo arenoso solo argiloso
' P2 °° macroporos
Macroporos microporas / L P

il
-

.

frouxamente Agrggados _
particulas de areia particulas de argila

Figura 3. Tamanhos das particulas, textura e a porosidade.

Ha alguns atributos quimicos do solo que também sdo importantes. O pH,
uma medida da concentragdo de prétons (H*) presentes, influencia na eficiéncia
do crescimento de uma cultura, afetando a disponibilidade dos nutrientes e a
toxicidade relativa, a atividade dos microrganismos e flora (natural ou de cultivo). A
maioria das culturas cresce melhor em solos que apresentam um valor de pH,
variando de 6,0 a 8,0.

by

A capacidade de troca-catidnica diz respeito a capacidade que solo
apresenta em reter nutrientes, sendo que seu papel é importante em termos da
fertilidade dos solos. A superficie da matéria organica e dos argilominerais é
responsavel por essa sorcao de cations, os quais estdo envolvidos em equilibrio

quimico com a solucado do solo, e sdo de suma importancia para a nutricao



vegetal. Uma capacidade de troca-catibnica elevada indica um solo fértil e
resistente, e esta associada a elevados teores de argila e matéria orgéanica.

A matéria organica presente nos solos atua como reservatério de muitos
nutrientes essenciais as plantas, como ions inorgéanicos (troca iénica) e favorece a
liberagcao do nitrogénio a partir de sua decomposicao.
Além disso, participa ativamente na formacao da estrutura do solo, o que contribui
para o incremento na liberagdo de nutrientes. O sistema de plantio direto resulta
num aumento da decomposi¢cdo da matéria organica, levando a uma agricultura

sustentavel.

Um metro quadrado de solo pode conter até 1000 espécies de grande
importancia biologica (SCHAEFER e SCHAUERMANN, 1990). Como uma
sociedade saudavel, a “sociedade do solo”, constituida de vegetais e animais, ao

mesmo tempo em que usufrui do solo, também contribui para a sua saude.

As plantas, por exemplo, no solo se fixam para sobreviver e dele tiram seus
nutrientes, ao mesmo tempo em que auxilia na estruturacdo e na constituicdo de
poros e formacao de agregados. As raizes desempenham um papel importante
relacionado com a agregacéao. A rizosfera corresponde a uma zona estreita da
terra que se encontra ao redor das raizes das plantas, sendo a regiao
biologicamente mais ativa. Essa regido contém células de raizes e substancias
quimicas secretadas (agucares e acidos organicos), que 0S microrganismos

empregam como alimento.

A fauna do solo atua favorecendo a decomposicdo de restos vegetais e
animais, processando grandes quantidades do solo, o que resulta na formagao de
poros, que favorecem a movimentagdo de agua e a circulagao do ar. Essa intensa
atividade também resulta na mistura de camadas dos solos, além de favorecer
agregacao. A fauna de um solo é subdividida em: macrofauna (minhocas, insetos,
nematoides, artropodes etc.), mesofauna e microfauna, sendo, essa ultima, a de

interesse direto nesse trabalho.



A microfauna é composta por microrganismos como bactérias, fungos e
actinomicetos, que desempenham papéis vitais no ecossistema solo. De um modo
geral, os microrganismos (diferentemente da maioria dos invertebrados), tém a
capacidade de digerir qualquer substrato presente no solo. No entanto, por
apresentarem relativa incapacidade de se movimentarem (que € mais critica no
caso das bactérias, do que no caso dos fungos) e por ocorrer uma distribuicao
descontinua dos materiais organicos, em que podem atuar, essas formas de vida
podem se tornar inativas ao longo do tempo, ou seja, durante as fases de laténcia,
as quais podem durar de meses a anos. As comunidades microbianas surgem
como grandes populacées dominantes, apresentando diversidades de espécies e
possuindo a capacidade de sobreviver sob condicées adversas (JENKINSON e
LADD, 1981). Uma pequena amostra de solo pode conter de bilhdes a centenas
de bilhées de microrganismos, constituidas de milhares de espécies de bactérias,
além de centenas de espécies diferentes de fungos e de protozoarios. A infinidade
de espécies de microrganismos que existem nos solos pode ser dividida em
diferentes grupos, dependendo: do tipo celular considerado, da forma do
organismo, da composicao da parede celular, do habito nutricional e do sistema
nervoso. Os microrganismos que compdem o segundo nivel tréfico ou os niveis
tréficos maiores, podem ser divididos em cinco grupos: a) bactérias; (b)
actinomicetos; (c) fungos; (d) algas e (e) protozoarios. (ALEXANDER, 1961)

As bactérias sdo as mais abundantes, ndo obstante contribuam com menos
da metade do tecido microbiano total (Alexander, M. 1961). Elas se destacam em
razao da rapida capacidade de crescimento e da variedade de substratos naturais
que podem decompor, atuando assim como organismos recicladores da matéria
de grande importancia nos solos (ALEXANDER, 1961).

Os actinomicetos apresentam estrutura filamentosa semelhante as dos
fungos, e seus filamentos apresentam didametro na faixa de 0,5 a 1,0 um, menor
que a faixa relacionada com os fungos (2,0 a 10 ym) (HATTORI, 1973). Os

actinomicetos se desenvolvem mais lentamente que bactérias e fungos, sendo
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heterotréficos e dependentes da presenca dos substratos organicos
(ALEXANDER, 1961).

Os fungos, por outro lado, sdo organismos que nao realizam processos
fotossintéticos, podendo apresentar estruturas vegetativas conhecidas por micélios
(HATTORI, 1973), com a excecao das leveduras. Os fungos podem atuar como
decompositores de material organico, como proteinas, aglcares, compostos mais
complexos e de maior dificuldade de metabolizagdo, como celulose, amido,
gomas, lignina etc. (BRADY, 2002). Além disso, esses organismos sao oS
responsaveis, em grande parte, pelo processo de humificagdo e de estabilizacdo
dos agregados, vivendo nos horizontes mais superficiais dos solos e das florestas,
assim como em solos acidos e arenosos (BRADY, 2002).

As algas sao organismos fotossintetizantes (produtores primarios - primeiro
nivel trofico). Em razdo da necessidade de luz solar, habitam as regides mais
superficiais do solo, sendo os organismos mais independentes com relacdo a
matéria organica e em termos de fontes energéticas. No entanto, torna-se
imprescindivel para sua sobrevivéncia, aportes adequados de agua, diéxido de
carbono, nitrogénio, potassio, foésforo, magnésio, enxofre, ferro e de outros

micronutrientes, em suas respectivas formas inorganicas (ALEXANDER, 1961).

Os protozoarios correspondem aos organismos eucariéticos encontrados
nas proximidades da superficie do solo (NUNEZ-FERNANDEZ, 2005), sendo mais
abundantes onde as bactérias se destacam, uma vez que algumas espécies de
protozodarios vivem gracas a predacao de bactérias, podendo contribuir nesse
caso para o controle da dindmica populacional destas (ALEXANDER, 1961).

O modo de atuacdo no solo, de todas essas formas de vida, é
extremamente complexa. A comunidade de bactérias e de fungos pode atuar em
residuos de vegetais e de animais, sendo de suma importancia aos solos ao
possibilitar a reciclagem de nutrientes e ao favorecer a oferta destes aos vegetais.
As bactérias e os fungos nos solos também possibilitam o controle de doencas dos
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vegetais, devendo ser destacado que nem todos os microrganismos sao benéficos
as plantas. A partir da discussdo acima, torna-se evidente que uma das
caracteristicas mais importantes dos microrganismos nos solos se relaciona com a
capacidade destes em permitir a ciclagem de elementos quimicos (especialmente:
0 carbono, o oxigénio e o nitrogénio) para outras formas biodisponiveis a outros
seres.

Com base no que foi discutido, pode-se depreender a importancia de
estudos que visem a avaliagdo do metabolismo microbiano. O metabolismo
compreende um dos processos gerais mais importantes relacionados com todos
0S organismos vivos, correspondendo ao conjunto das reagdes quimicas que
ocorrem nas células dos diferentes organismos vivos, sendo responsavel pela
manutencdo da vida. Tais rea¢des quimicas ocorrem de maneira organizada por
vias metabdlicas interligadas, em que cada substancia quimica envolvida (que nao
seja facilmente biodisponivel) é transformada em outra substancia quimica que se
encontra mais biodisponivel. Através da andlise dos processos metabdlicos, pode-
se inferir que substéncias podem ser importantes para a manutencao da vida, ou
eventualmente prejudiciais.

O metabolismo pode ser dividido em duas partes: catabolismo
(desconstrucao). No catabolismo, os substratos energéticos sao degradados,
havendo liberacédo de energia (AG<0) e formacdo de espécies quimicas de
menores dimensdes, podendo se denominar tais processos como exergbnicos. No
anabolismo (construcdo), monémeros e pequenas espécies quimicas se
organizam constituindo novas ligagdes quimicas, de modo que ha biossintese de
novas moléculas de maiores dimensdes, devendo ser salientado que em tais
processos ha necessidade do fornecimento de energia para que 0S processos
biossintéticos possam se tornar factiveis. Portanto, nos processos anabdlicos
ocorrem reagdes endergdnicas (AG>0). Tanto os processos catabdlicos, quanto os
anabdlicos ocorrem de maneira complementar, de forma que se pode afirmar que

tais processos estdo acoplados.

Os processos metabodlicos permitem que 0s organismos possam crescer e
12



se reproduzir, além de permitir a manutencao da vida e as respostas frente aos
diferentes ambientes. Uma visdo geral do processo metabdlico esta representada
na Figura 4. A equacéo 1 corresponde a uma maneira sucinta e simples para se

representar um processo catabdlico, envolvendo a glicose.

Trabalho (+)

Entrada (+) Saida (-)

Fontede C —> — Biomassa

Fontede N — SISTEMA +— CO

0, — — > H0

Calor (-)

Figura 4. Diagrama esquematico de um processo metabdlico.

CsH1206(s) + 6 Ox(g) — 6 CO2(g) + 6 H20(g) equacao 1

A equagao 1, apesar da simplicidade, n&o ilustra detalhadamente a

complexidade dos processos catabdlicos, embora seja comumente considerada
em estudos quantitativos empregando-se a calorimetria isotérmica.

O catabolismo corresponde ao conjunto das vias metabdlicas oxidativas,
em que ha: degradacdo de substratos energéticos, formacdo de moléculas de
menores dimensdes e liberacdo de energia (BOLSTER, 1997). No catabolismo,
moléculas grandes e complexas, tais como: polissacarideos, lipidios, acidos
nucléicos e proteinas, sdo degradadas em espécies quimicas menores, tais como:
monossacarideos, acidos graxos, nucleotideos e aminodcidos, respectivamente. A

liberacdo de energia livre que ocorre em tais processos permite a biossintese de
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novas moléculas mais complexas. Deve ser destacado que apesar de se
considerar que ha aproveitamento energético a partir dos processos catabdlicos,
de forma a favorecer os biossintéticos (anabdlicos), ha perdas energéticas (calor)
ao longo das vias metabdlicas, sendo que a energia pode ser empregada na
realizacdo de trabalho ou ser transferida a partir de intermediarios-chave no
metabolismo, como no caso das moléculas do trifosfato de adenosina (ATP).
Alguns exemplos de processos catabdlicos gerais que ocorrem em seres Vivos
sao: glicdlise, ciclo do &cido citrico e a respiragao celular.

Outra parte importante do metabolismo é o anabolismo ou biossintese. Ele
corresponde aos processos pelos quais 0S organismos Vivos Sdo capazes de
sintetizar moléculas de maior complexidade, a partir de espécies quimicas mais
simples. Uma caracteristica das reagdes anabdlicas € que poucos tipos de
moléculas precursoras sao empregadas para se sintetizar uma grande variedade
de produtos finais como peptideos, proteinas, polissacarideos, lipidios e acidos
nucléicos. Tais moléculas correspondem a uma grande quantidade dos materiais
constituintes das células vivas, constituindo estruturas tais como: membranas e
cromossomos, assim como alguns produtos funcionais de tipos celulares
especificos, tais como: enzimas, anticorpos, horménios e neurotransmissores. A
energia necessaria para a ocorréncia do anabolismo € fornecida pela molécula do
ATP, a qual apresenta algumas ligagdes quimicas ricas em energia. A energia
presente na forma de uma ligagcao quimica pode ser transferida a um substrato, de
modo a ativar essa molécula e possibilitar a biossintese de uma molécula maior.
Além da presenca do ATP, alguns processos anabdlicos também requerem a
presenca de atomos de hidrogénio de elevada energia, que sao fornecidos através
molécula de intermediarios, como o NADPH. Embora o anabolismo e o
catabolismo ocorram simultaneamente, as velocidades das reag¢des quimicas
associadas com esses processos sao controladas separadamente. Ha duas
razdes importantes para que os processos metabdlicos sejam separados em vias

complementares: primeiramente, o catabolismo corresponde a processos que
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ocorrem com liberagdo de menor energia enquanto que o anabolismo requer o
fornecimento de energia.

As atividades metabdlicas que ocorrem nos solo vém recebendo atencao
consideravel, pois podem ser consideradas como indicadoras da qualidade do
solo (BRENDECKE, 1993), ja que essa qualidade influencia diretamente as
transformacdes dos nutrientes (KISS e colaboradores, 1975; NAKAS e
colaboradores, 1987; MARTENS e colaboradores, 1992; ROSS & CAIRNS, 1982;
ELLIOTT e colaboradores, 1993). A qualidade de um solo é definida como a
capacidade deste corpo natural em manter algumas funcdes ecoldgicas de grande
importancia, tais como: a decomposicao e a formacao de componentes como a
matéria organica, a mineralizagao etc. (ALEF, 1995; DORAN, 1996).

A produtividade e a estabilidade de um solo dependem muito do equilibrio
entre os fatores bidticos e abidticos (JORDAN, 1995). Os fatores abidticos podem
afetar a atividade microbiana e, dessa forma, mudar a relacdo quantitativa entre o
anabolismo e o catabolismo. Isso, de forma simplificada, significa maior ou menor
incorporacao de matéria organica disponivel no solo. Os fatores que podem afetar
direta ou indiretamente a atividade microbiana do solo e por consequiéncia a sua
fertiidade podem ser: fisicos (ADU, 1978), quimicos (Xenobidticos e
contaminantes) (AITA e colaboradores, 2007; GIACOMINI e colaboradores, 2009,
MARTENS, 2000; ROS e colaboradores, 2003; TEJADA e colaboradores, 2006),
bioldgicos e ambientais (praticas culturais).

1.2. Xenobidticos e contaminantes

O progresso cientifico afeta a vida das pessoas, gerando situacées
extremas de conforto, ou desconforto. Por exemplo, gracas a avancos cientificos,
foram descobertas drogas capazes de tratar diversas doengas, mas, que, quando
devolvidas ao meio ambiente, tornam-se perigosos ou prejudiciais. Tais
compostos, também podem prejudicar o desenvolvimento das plantas e animais,
podendo ser considerados como contaminantes e sendo chamados de
xenobibticos. Um xenobibtico € um composto quimico que exerce efeito positivo
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ou negativo sobre o meio ambiente; podendo ser encontrado no solo, mas que
nao é normalmente produzido ai. Ele, algumas vezes, pode corresponder a uma
substancia normalmente presente no meio ambiente, mas que no momento esta

em concentragdo muito mais elevada que o normal.

Os xenobidticos vém recebendo muita atengdo ao longo das ultimas
décadas, devido a ameaca que representam aos seres humanos, assim como ao
meio ambiente. Alguns xenobidticos mais importantes em termos ambientais foram

investigados no presente trabalho.

1.2.1. Metais Pesados

“I'

A definicao do que é “ions de metais pesados” é altamente controversa na
literatura cientifica recente. Alguns exemplos consagrados de metais pesados
incluem: o mercurio (Hg), o cadmio (Cd) (BOND e colaboradores, 1976), o arsénio

(As), o cromo (Cr), o talio (Tl) e o chumbo (Pb) (AUSMUS e colaboradores, 1978).

Em pequenas quantidades, alguns desses ions também podem ser
essenciais ao metabolismo, referidos como oligoelementos (ex.: ferro, cobre,
manganés e zinco), sendo essenciais ao organismo humano para executar suas
diferentes funcbes e para permitir o crescimento dos 6rgaos (CHANEY e
colaboradores, 1978). No entanto, sua bioacumulacao pode ser prejudicial aos
organismos, alterando seu metabolismo e podendo ser letal, como mostram os
estudos do efeito colateral dos fons Zn?* e Cu?* na atividade microbiana realizados
por FRIEDLAND e colaboradores em 1986. A taxa de respiracdo no solo tem sido
a variavel mais estudada em conexao com a poluicdo por metais pesados. Alguns
investigadores observaram que a velocidade de decomposi¢do da celulose e do
amido tende a ser menor em solos contaminados com metais (TYLER, 1975b).
Todavia, os metais pesados influenciam significativamente nas propriedades
enzimaticas dos microrganismos (DOELMAN, 1986). Nos ultimos anos, varios
relatos discutem os efeitos nocivos sobre microrganismos dos solos e sobre as

atividades microbianas em solos agricolas contaminados com metais pesados,
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durante um longo intervalo de tempo (REBER, 1992; BARKER, 2002).
1.2.2. Arsénio

O arsénio ocorre em muitos minerais, geralmente em conjunto com o
enxofre e com metais, também podendo ocorrer na forma de um cristal puro
elementar. Os compostos que apresentam o arsénio podem ser empregados na
producdo de vidro, na conservacdo da madeira e, mais recentemente, na
producdo de materiais semicondutores. O arsénio € um dos elementos mais
toxicos e perigosos; a exposicao ao arsénio exerce efeitos deletérios a saude
humana, podendo causar problemas dermatoldgicos, distarbios cardiacos e danos
cerebrais, além de sua interacdo com o DNA. Geralmente, a toxicidade do arsénio
esta relacionada com o seu estado de oxidagdo 3+, que é aproximadamente 100
vezes mais toxico do que os derivados com o As®>* (CERVANTES, 1994). O ion
As** é mais téxico em razdo de sua facilidade em formar ligagdes com os grupos
sulfidrila das proteinas (GEBEL, 2000), inibindo reacbes enzimaticas que
requerem grupos sulfidrila, 0 que pode resultar na degradacéo das membranas € a
morte celular. O ifon As® compete com o grupo fosfato, culminando com o
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, o que implica num fornecimento
energético inadequado para a realizagdo das fungbes celulares. No caso das
plantas, os compostos organicos que contém o arsénio sao muito téxicos quando
aplicado via foliar (MARIN e colaboradores, 1992, 1993). As arsinas gasosas
correspondem as formas mais toxicas do arsénio (BUCHET e LAUWERYS, 1981;
LEONARD, 1991), devido a capacidade que apresentam em se combinar com a
hemoglobina no interior das células vermelhas do sangue (eritrocitos), resultando
na lise celular ou num severo inchago das células, o que faz com que estas
tenham suas fungdes prejudicadas (BLAIR e colaboradores, 1990).

1.2.3. Biocidas

Os compostos que sdo empregados para parar o crescimento de algum tipo
de organismo vivo sdo chamados de biocidas. Um biocida tipico é definido como
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qualquer espécie quimica ou biolégica que pode controlar um organismo nao
desejavel. Um biocida pode ser um pesticida (fungicidas, herbicidas, inseticidas,
algicidas, moluscicidas, acaricidas e rodenticidas), ou podem ser espécies
quimicas antimicrobianas com fungbes antibidtica e antivirdtica. Os compostos
com amoénio quaternario (“Quats”), por exemplo, sdo substancias que sao
adicionadas a agua de piscinas, atuando como algicidas (evitam a proliferacéo de

algas).

No presente trabalho, um alvo de estudo foram os efeitos de alguns
herbicidas nas comunidades microbianas de diferentes amostras de solo. Foram
avaliados herbicidas da classe das sulfoniluréias. O grupo das sulfoniluréias tem
tido uma crescente utilizacao, a partir de 1980, quando foi descoberto. Sao
herbicidas altamente seletivos, atuantes na pré e na pds-emergéncia. Os
compostos pertencentes a essa classe vém sendo cada vez mais aplicados no
controle de folhas largas e de algumas gramineas, em muitas culturas agricolas
(ZHANG, 2011). As sulfoniluréias apresentam baixo custo, doses bem pequenas e
boa seguranca na aplicacdo, ja que apresentam atividade em baixas

concentragoes.

Esta classe de herbicidas atua através da inibicdo da enzima acetolactato
sintase, bloqueando a biossintese dos aminoacidos de cadeia ramificada: valina,
leucina e a isoleucina. Esses compostos sao facilmente degradados no solo, tanto
por processos bioldgicos, quanto por meio de processos quimicos, nao sendo
persistentes no meio ambiente (BROWN, 1990). Deve ser destacado que as
sulfoniluréias podem ser degradadas tanto quimicamente quanto biologicamente,
sendo que a avaliacdo da biodegradabilidade que alguns desses compostos
podem sofrer, foi avaliada no presente trabalho.

1.2.3.1. Metsulfurom

O metsulfurom-metil, referido apenas como metsulfurom daqui para frente,
(benzoato de metil 2 — (4-met6xi-6-metil-1,3,5-triazin-2-ilcarbamoilsulfamoila) é
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uma sulfoniluréia residual, que atua em ervas daninhas de folhas largas e em
algumas gramineas anuais (Figura 5). E um composto sistémico com atividade
foliar e no solo, inibindo a divisdo celular nas porcbes aéreas e nas raizes das
plantas, além de inibir as atividades de microrganismos presentes em solos.

H,C

CH,—0O o=c\
0—CH,
Figura 5. Formula estrutural plana do herbicida metsulfurom.

1.2.3.2. Clorimurom

O chlormuron-ethyl, referido daqui para frente como clorimurom, (benzoato
de etil 2 - (4-cloro-6-metdxipirimidina-2-ilcarbamoilsulfamoila), vém sendo
empregado com um herbicida que atua na pds-emergéncia, visando o controle de
ervas-daninhas de folhas largas, como: o carrapicho, o caruru e o “girassol’
(Figura 6). Esse composto atua inibindo a biossintese dos aminoacidos essenciais:
valina e isoleucina, parando a divisdo celular e o crescimento das plantas. Isso
mostra que os herbicidas clorimurom e o metsulfurom sdo empregados com o
intuito de se controlar o crescimento de ervas daninhas. No entanto, as presencas
desses compostos nos solos resultam numa ameaca para a proxima safra, o que
torna os estudos das degradagbes desses compostos de grande interesse em

ciéncias dos solos.

CH,—O

1 O=C\
O_CHE_CHg

Figura 6. Formula estrutural plana do clorimurom.
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Esses compostos sao empregados como herbicidas, sendo que seus
efeitos em microrganismos dos solos (ZAWOZNIK e TOMARO, 2005; TENG e
TAO 2008; ZHANG, 2011) e seus potenciais efeitos deletérios aos seres humanos,
vém atraindo a atencdo de investigadores, pois podem ser encontrados em
regides subterraneas do solo.

1.3. Atividade microbiana.
Um fato importante a ser considerado € que a atividade microbiana é muito

sensivel a fatores bioticos e abidticos.

Essa atividade pode ser avaliada por diferentes técnicas. Dentre essas,
destaca-se a hidrélise do diacetato de fluoresceina pela comunidade bacteriana
(empregado pelo FDA (Food and Drug Administration), que € empregada para se
avaliar os efeitos de substancias na atividade microbiana presente nos solos
(HAIGH, 1994). Esse método é rapido e permite avaliar a atividade microbiana nos
solos e na serrapilheira (SCHNURER, 1982). Alguns investigadores vém
empregando essa técnica para determinar a quantidade da biomassa microbiana
(SWISHER, 1980). Em outra investigacdo, desinfetantes como o formaldeido,
dentre outros comercialmente disponiveis, foram adicionados a um solo para se
avaliar os efeitos téxicos desempenhados por estes sobre bactérias
geneticamente modificadas (WEIR, 1995). Outro exemplo foi o estudo envolvendo
sedimentos tratados com substancias tais como formaldeido, HgCl, ou
submetidos a autoclavagem e também expostos a radiacdo, em que foram
avaliados os efeitos inibitérios desses parametros sobre as comunidades
bacterianas (TUOMINEN, 1994).

Em alguns trabalhos, foram empregados métodos biolégicos para se avaliar

a atividade microbiana, como no caso em que se utilizaram linhagens selvagens

recombinantes de Pseudomonas aureofaciens, presentes em solos, sendo

avaliada a sua sobrevivéncia, enquanto que em outro estudo foi avaliada a

atividade metabdlica de microrganismos do género Rhizobium, envolvidos em
processos de nodulacao no feijao-branco (ENGLAND, 1993).
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Outro exemplo, é a investigacdo dos efeitos da radiacdo de microondas
sobre a biomassa microbiana, a partir da atividade da fosfatase e dos niveis de N
e P que podem ser extraidos a partir de um solo com baixa fertilidade, presente
em area de pastagem (SPEIR,1986). O efeito do herbicida glifosato, com relagéao a
estimulacdo da atividade microbiana em solos, levando-se em conta a
mineralizacdo de espécies quimicas contendo carbono e o nitrogénio (HANEY,
2000). No entanto, todos esses métodos e técnicas envolvem certas dificuldades
experimentais: alguns métodos sdo caros, geram muitos residuos, enquanto
outros sao trabalhosos e implicam num grande dispéndio de tempo. A calorimetria
€ uma das técnicas mais fascinantes para se investigar a atividade microbiana nos
solos, por ser simples, direta e de ndo necessitar de qualquer analise quimica

posterior.

1.4. Calorimetria

A calorimetria € definida como: "a area da ciéncia relacionada com a
medicdo da energia térmica associada a processos quimicos, fisicos ou
biol6gicos” (BARROS, 2007). Considera-se o médico e cientista escocés Joseph
Black (primeiro individuo a reconhecer a distingcdo entre calor e temperatura),
como o fundador da calorimetria. Nos tempos atuais, emprega-se a calorimetria
por duas razdes distintas: a calorimetria pode ser empregada tanto na
determinacao de dados termodindmicos, como pode ser empregada como uma
ferramenta analitica geral. A calorimetria isotérmica corresponde a uma das
técnicas mais importantes da calorimetria, em que um fluxo de energia térmica
associada a processos quimicos, fisicos e bioldgicos, € monitorado ao longo do
tempo, continuamente, enquanto a amostra que esta sofrendo o processo é
mantida sob temperatura constante. A poténcia elétrica registrada pelo instrumento
no caso desse trabalho, esta associada a um fluxo de calor produzido ou

consumido pela amostra sob investigacao inserida no vaso calorimétrico.

Historicamente, a explicagdo relacionada com o calor latente serviu de

subsidio para a invengao da maquina a vapor, estimulando a primeira investigacao
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relacionada com uma teoria que tratava da termoquimica, culminando com a
criacdo da area da calorimetria. Em 28 de junho de 1783, Laplace apresentou
junto a “Academia Real de Ciéncias” (“Academie Royale des Sciences) resultados
de medigdes calorimétricas que ele e Lavoisier haviam realizado durante o inverno
anterior. Sua obra intitulada: “Memoire sur la chaleur” apareceu na forma de um
panfleto, apds aproximadamente 1 més, cujos resultados estavam em outra obra:
Memories o Academie de 1780, que foi publicada em 1784 (LAVOISIER, 1783) .
Neste trabalho Lavoisier e Laplace descreveram o calorimetro de gelo construido
por eles (Figura 7) e sua aplicagdo numa variedade de estudos. Em esséncia, o
calorimetro funciona a base da fusdo do gelo: quando um animal é colocado no
interior do calorimetro, ele libera energia que é usada na fusdo do gelo, a
quantidade de gelo que funde permite avaliar, a partir de comparacdes, a energia

metabdlica do animal.

Figura 7. Imagem representando o primeiro calorimetro de gelo, desenvolvido por
Lavoiseur e Laplace (LAVOISER, 1783).

Apoés os experimentos de Lavoisier-Laplace sobre os processos aerobios, o
préximo marco na calorimetria aplicada aos estudos com organismos vivos se
relaciona com a importante experiéncia de Dubrunfaut (DUBRUNFAUT, 1856), que
estudou a termodindmica do processo fermentativo. Somente dez anos apés
Rubner (quem primeiro mostrou que a lei da conservagao da energia poderia se
aplicar a biologia, além de ter considerado a entalpia em estudos calorimétricos)
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(RUBNER, 1902), Hill publicou seu trabalho classico sobre a termogénese

muscular, usando um calorimetro funcionando no modo diferencial (HILL, 1912).

Estudos relacionados com a producao de calor pelas células musculares e
nervosas, empregando-se o calorimetro de conducdo de fluxo de calor, foi
realizado nos anos 60 (MONK, 1968), sendo que o calorimetro foi comercializado
e utilizado para se investigar a energia térmica produzida pelas células do sangue
no comecgo dos anos 70 (LEVIN, 1971).

A calorimetria isotérmica também vem sendo aplicada com sucesso, como
ferramenta analitica, em determinacdes de atividades enzimaticas (KITZINGER &
BENZINGER, 1960; MONK & WADSO, 1969). O emprego da calorimetria em
estudos com farmacos e outros agentes bioativos em células aumentou nos anos
80 e 90 (KEMP, 1991). Com base em tais aplicagdes calorimétricas, foi
desenvolvido um teste confiavel para se avaliar a acao da anthaline (droga
empregada para se combater a psoriase, uma doenca de pele genética auto-
impune) e de seus derivados em queratinécitos humanos (PATEL, 1981).

A primeira aplicagdo da calorimetria em estudos com solos ocorreu no final
de 1920, em que Hesselink van Suchtelen realizou uma série de estudos para se
avaliar a atividade microbiana presente nesses corpos naturais [HESSELINK VAN
SUCHTELEN, 1931]. Os experimentos foram realizados em um calorimetro tipo
vaso Dewar, sendo que os resultados foram discutidos em termos termoquimicos.
Apoés algumas décadas, em 1970, um grupo de pesquisadores realizou uma série
de estudos exploratorios empregando instrumentos precursores aos calorimetros
da LKB-Thermometric (MORTENSEN, 1973; LUUNGHOLM, 1979).

No inicio de 1980, Sparling publicou os resultados obtidos numa série de
estudos calorimétricos, em que foram empregados muitos tipos de culturas bem
caracterizadas, sendo que os estudos tratavam da determinag¢do da biomassa viva
utilizando a calorimetria isotérmica (SPARLING, 1981). Takahashi e colaboradores

realizaram estudos em solos, empregando-se a calorimetria isotérmica
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(KAWABATA, 1983), avaliando os efeitos de fertilizantes (KOGA, 1983). Esse
grupo também estudou a relagdo quantitativa entre a liberagdo de energia
(biodegradacédo da glicose) e as mudangas na atividade microbiana nos solos
(KIMURA, 1989).

A calorimetria isotérmica também foi muito empregada para se estudar o
efeito das concentracées nocivas de O, / CO, na atividade microbiana, em
experimentos de longa duracao (LJUNGHOLM, 1979). O emprego da calorimetria
isotérmica para se investigar a influéncia do teor de agua em amostras de solo na
atividade microbiana foi realizado por Barros e colaboradores (BARROS, 1995) e
por Airoldi e colaboradores (AIROLDI e colaboradores, 1999). Nesse aspecto,
deve-se ressaltar que o teor de agua esté relacionado com alteragdes na atividade
microbiana e com alteragdes no equilibrio de hidratacdo da matéria organica de
origem nao-biolégica, presente nos solos (LJUNGHOLM, 1979). Barros e
colaboradores também demonstraram que, tanto a quantidade de energia
desprendida pelo solo, como a taxa de crescimento microbiana se correlacionam

significativamente com a umidade do solo. (BARROS e colaboradores, 1995)

A microcalorimetria isotérmica utilizada para estudar o efeito de fatores
abioticos como a temperatura na atividade microbiana de microrganismos do solo
tem sido relatada na literatura (BARJA, 1997). Esse autor também afirma que a
microcalorimetria isotérmica é muito U0til na avaliacdo das propriedades
termodinamicas relativas ao crescimento bacteriano no solo, e que o padrao de
crescimento bacteriano € similar a teoria do estado de transicdo para um processo
quimico qualquer (Barja, 1997). O autor também observa que as mudancas na AG
de crescimento microbiano aumentam com a temperatura, 0 que denota a
crescente instabilidade dos diferentes estados de transi¢do, tornando mais facil a

divisdo celular e, portanto, o0 aumento da atividade microbiana.

Recentemente, um grupo espanhol de pesquisa estudou a evolugcao
sazonal na atividade microbiana em um solo em funcao de sua cobertura florestal
utilizando microcalorimetria isotérmica (REGUEIRA, 2006). A relagdo entre os
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teores de matéria organica e as atividades microbianas foi bem estudada,
utilizando-se microcalorimetria isotérmica, por BARROS e colaboradores (1997).
Esses autores observaram que o solo com o maior percentual de matéria organica

mostrou maior producao de calor.

Os resultados das investigacbes microcalorimétricas em sistemas
microbianos no solo mostra sua importancia, quando trata da adicao de pesticidas
como o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) usando o método calorimétrico,
conforme relatam PRADO e AIROLDI (2000; 2001), ao observar um aumento na
producédo de calor e na taxa de crescimento de microorganismos do solo com o

aumento da concentragao de 2, 4-D.

Uma infinidade de outras aplica¢des da calorimetria ao estudo do solo vem
sendo relatada na literatura, evidenciando as potencialidades dessa técnica, de
facil operacao, sem interferir na amostra, a ndo ser por aquelas de desejo do
trabalho, e que tem se mostrado promissora do ponto de vista de aplicabilidade e
da simplicidade na obtencdo e interpretagcdo dos resultados. Nesse trabalho,
estamos preocupados em estudar comparativamente a atividade microbiana de
solos de diferentes origens e praticas agricolas e, principalmente, aspectos
relativos a assimilacdo e mineralizacdo da matéria organica com a adicdo de
alguns xenobidticos, propositadamente adicionados ou néo, e, com, seu reflexo no

desprendimento de CO, e sua contribuicdo para o efeito estufa.

Em esséncia, a principal pergunta que esse trabalho deseja responder é:
Quando se faz a adicao de algum xenobiotico no solo, devido ou a uma
pratica agricola, o que (quanto) isso pode significar para o ambiente em
termos de desprendimento de CO,?

25



26



OBJETIVO



28



2. OBJETIVO GERAL

Utilizar a calorimetria para investigar, em nivel de bancada, como as praticas
agricolas podem contribuir para modificar a atividade microbiana do solo e com
isso alterar a contribuicdo desse solo na emissao de COx.

2.1. Objetivos Especificos

-Investigar como o tempo de armazenamento de solo coletado influi na sua

atividade microbiana.

-Investigar como se modifica a atividade microbiana de um solo, em funcéo da

estacao de coleta desse solo.

-Investigar como uma pratica agricola (cultura de algodao) modifica a atividade

microbiana de um solo.

- Investigar, comparativamente, a atividade microbiana de solos coletados em

diferentes regides.
- Investigar a influéncia da contaminagao do solo por As®* na atividade microbiana.

- Investigar, comparativamente, a influéncia dos herbicidas clorimurom e

metsulfurom na atividade microbiana de solos do Brasil e do Paquistéo.
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3. EXPERIMENTAL.

3. 1. Amostragem do solo e reagentes.

As amostras de solo foram coletadas a uma profundidade entre 5 e 10 cm,
peneiradas em malha de 2 mm e conservadas em sacos de polietileno em
ambiente refrigerado a 5 °C. Um dos solos foi coletado na regido de Campinas, em
diferentes estagbes do ano: (amostras Unik1(primavera), Unik2(verdo),
Unik3(outono) e Unik4(inverno)) e o outro na regido de Leme, Estado de Séao
Paulo, Brasil (Lebra). As amostras de Campinas foram obtidas de um local em que

se preserva uma pequena gleba de mata original (Figura 8), enquanto que o de

Leme (Figura 9) foi obtido numa regiao em que se cultiva algodao.

Figura 8. Localizagdo da amostragem do solo Unik. Na Unicamp, lado esquerdo,
localizagdo no Brasil , lado direito (22°9’05,86” S ; 47°03'53,03” O). Google Earth,

acessado em 25/03/2010.
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Figura 9- Localizagdo da amostragem do solo Lebra, em Leme, Brasil ,
Iocalizagéo (2209’05,86" S ; 47003’53,03” O). Google Earth, acessado em 25/3/2010.

O outro solo foi retirado da regido de Faisalabad (Figura 10), Estado de
Punjab, Paquistdo em uma regiao cultivada por algodao, e foi denominado de Pak.

Figura 10. Localizacdo da amostragem do solo do Paquistado, Pak, lado esquerdo,
e em Faisalabad, lado direto (31026’10,56,N 73°03’56,10,L). Google Earth, acessado em

25/3/2010.

3.2. Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram: agua ®Miliq, glicose PA
(synth,analytical grade) acetonitrila PA (Aldrich,analytical grade) As(NO3)s(Sigma

34



Aldrich) , clorimurom comercial (DuPont), metsulfurom comercial (DuPont). Todas
as solucdes empregadas (glicose, arsénio e herbicidas comerciais e puros) foram
preparadas de acordo com procedimentos padroes. Com o intuito de se obter o
herbicida puro, primeiramente foi realizada a lavagem do herbicida comercial com
aliquotas d’agua, sendo que a fragdo aquosa superior foi descartada, enquanto
que a pasta (herbicida + agua) foi separada posteriormente ao se empregar
centrifugacéo (centrifuga modelo Rotina 38). Este procedimento de centrifugacao
e de lavagem foi repetido mais de 20 vezes. ApoOs a realizagédo da centrifugacao,
realizou-se a secagem da pasta e a dissolucéo desta em acetonitrila de modo a se
preparar a solucdo com concentracdo especifica, que seria empregada

posteriormente.
3.3. Umidade e Matéria Organica (método da combustao)

A umidade residual do solo foi determinada para as amostras estocadas
durante 2 meses a 5 °C, por aquecimento a 120 °C durante 2 horas. Em seguida, a
mesma amostra foi aquecida a 600 °C durante 4 horas para a determinagdo da
matéria organica, cuja denominagdo € “determinacdo de matéria organica por

combustao” ou simplesmente “método da combustdo”. As analises foram feitas em

triplicata.
3.4. Analise Elementar.

A anadlise elementar foi realizada num aparelho “Perkin Elmer Series I
CHNS/O Analizer 2400”, utilizando-se massas de solos menores que 5 mg.
Diferentes por¢des da amostra de solo foram misturadas e trituradas, de modo a
garantir uma boa amostragem. Apesar desse cuidado, os resultados obtidos
devem ser analisados com muito cuidado para o caso do solo. Trata-se de uma
técnica que utiliza uma amostra muito pequena e a incerteza pode ser grande.

3.5. Determinacao de pH.
O pH, representado pela atividade do ion H* na solucdo do solo,
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corresponde ao hidrogénio dissociado em solucao, em equilibrio com a fase soélida
do solo (Topp e colaboradores, 2006). Sua determinagdo foi feita por
potenciometria direta, utilizando-se de um eletrodo de hidrogénio para suspensoes
de solo em agua e em solugéo de cloreto de calcio 0,01 mol L, de pH inicial igual
a 5,19, na temperatura de 298 K.

Para tanto, transferiu-se uma massa conhecida do solo para um
erlenmeyer 50 mL e em seguida foram adicionados 25 mL da solucdo de CaCl,. A
mistura foi agitada durante trinta minutos, em ambiente fechado e em temperatura
de 298 K, e depois deixada para decantar durante uma hora. Realizaram-se,
entdo, as medidas de pH, mergulhando-se levemente a ponta do eletrodo, o
suficiente para cobrir sua parte sensivel, no sobrenadante da suspensdo. Esse

processo foi realizado em duplicata para cada amostra de solo.
3.6. Determinacao da acidez total.

A acidez total constitui-se de duas partes distintas: a acidez trocavel,
representada por fons Al**, e a residual, representada por H* ndo dissociado. A
acidez total do solo é determinada usando-se uma solucdo de acetato de calcio 1
mol L' em pH = 7, a qual remove o AlI** e o H* n&o dissociados do solo ( Topp e
colaboradores, 2006).

Para tanto, transferiu-se uma massa conhecida do solo para um erlenmeyer
de 250 mL. Adicionaram-se 100 mL da solugédo de acetato de calcio ao sélido, o
frasco foi fechado e a suspensdo agitada durante alguns minutos. Os frascos
foram deixados em repouso durante toda uma noite para que o0s solos
decantassem. Aliquotas do sobrenadante foram tituladas com uma solugao
padronizada de hidroxido de sédio, utilizando-se fenolftaleina como indicador. Este
procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra de solo, sendo também
realizada uma determinacdo em branco (solucdo de acetato de calcio e o
indicador).
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3.7. Determinacao da matéria organica total (MOT)

A determinacdo da quantidade de matéria organica baseou-se na oxidacao
dessa matéria organica por ions dicromato, em excesso, em meio fortemente
acido ( Miller, 1982).

A equacgao 2 ilustra essa reagao:
2Cr,0;%+3C +16H* =4 Cr%* +3CO, + 8 H,0 equacio 1

O excesso de dicromato foi determinado por titulagdo com fons Fe?*. A equagao 3

ilustra essa reacéo:
Cr.0;*+6Fe® +14H*=2Cr%* +6 Fe® +7H,0 equacdo 2

Uma massa conhecida de cada amostra de solo foi transferida para um
baldo volumétrico de 250 mL e em seguida adicionou-se, com uma pipeta
volumétrica calibrada, 10 mL da solugdo de dicromato de potassio de
concentragdo conhecida ( em torno de 0,17 mol L) e, em seguida, 20 mL de
acido sulfurico concentrado. Agitou-se manualmente a mistura por um minuto e
deixou-se resfriar por uma hora. Completou-se o volume do baldo com agua
desionizada. A mistura foi deixada em repouso durante 24 horas para que o solo
decantasse. Aliquotas de 50 mL do sobrenadante foram transferidas para um
erlenmeyer de 250 mL, utilizando-se uma pipeta volumétrica calibrada.
Acrescentaram-se 10 mL de acido fosférico concentrado e 4 gotas da solucao
indicadora de difenilamina. Titulou-se com solug¢do de sulfato ferroso amoniacal.
Por diferenca em relagéo a titulagdo do branco (auséncia de solo), determinou-se
a quantidade de dicromato consumido na oxidagdo da matéria organica. O
procedimento foi realizado em triplicata, cada solo foi amostrado trés vezes e para
cada amostra titularam-se trés aliquotas de sobrenadante.

3.8. Analise microbiolégica.

Foi empregado um meio de cultura especifico para bactérias e
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actinomicetos, preparado a partir de um extrato de solo rico em matéria organica
(Tabela 1).

O meio preparado, conforme quantidades da Tabela 1, carregado em
autoclave a 120 °C durante meia hora. Depois de resfriado, de forma a permitir o
manuseio, foi vertido em placas de Petri previamente esterilizadas em estufaa 170
°C. Esse procedimento foi realizado em uma sala asséptica em bancada com
fluxo, previamente limpa com etanol. Depois que o meio atingiu a temperatura e a
viscosidade adequadas, as placas foram deixadas em repouso em estufa a

temperatura de aproximadamente 28 °C até o momento de serem analisadas.

Tabela 1. Reagentes utilizados na preparagdo do meio para a contagem de

bactérias e actinomicetos.

Reagente Quantidade
agua 450 mL
extrato de solo 50 mL
agar 759
glicose 759
K.HPO, 0,25¢

O método empregado consistiu em suspender amostras do solo em solugao
aquosa de MgS0,.7H,0 na concentracdo de 2,46 g L. Suspenderam-se 10 g de
solo em 90 mL da solugdo de MgSO4.7H.0O, e adicionou-se 0,1 mL dessa
suspensao na placa de Petri, usando-se uma pequena alga de vidro no
espalhamento da suspensao ao longo da placa. A placa foi fechada e posta de
maneira invertida em uma incubadora, e mantida a 28 °C para o crescimento das
colénias. A contagem de col6nias foi feita 48 horas apdés o plaqueamento. O
processo foi feito em quadruplicata, e foram feitas varias diluicdes de 10 vezes da
suspensao inicial (10 g solo /90 mL de solucao de sulfato de magnésio) para a
obtencdo dos melhores resultados, ja que, a priori, ndo se sabia qual diluicdo
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permitiria a melhor leitura de colénias.
3.9. Analises Térmicas.

A andlise térmica diferencial (DSC) foi realizada num DSC da Dupont,
modelo “Differential Scanning Calorimeter 910” e a analise termogravimétrica
(TGA) em um instrumento da TA Instruments, modelo “Thermogravimetric Analyzer
2050” no 1Q, Unicamp. As condigbes de analise foram de aquecimentos entre 25 e
600 °C, e taxa de aquecimento de 10° C / min, em atmosfera de ar sintético na
vazdo de 10 cm® min™. Nas analises de DSC utilizaram-se massas em torno de
8,5 mg e na TGA em torno de 30 mg. As amostras foram previamente secas em
bancada, em ambiente aberto a aproximadamente 25 °C, durante 48 horas, e
trituradas antes da pesagem.

3.10. Microcalorimetria
3.10.1. Procedimento experimental e metodologia de calculo.

A microcalorimetro isotérmico modelo LKB 2277 Bioatividade Monitor (1Q,
UNICAMP) foi utilizado no estudo. Inicialmente a amostra de solo a ser usada foi
retirada do ambiente de estocagem a 278 K, 24 horas antes do experimento
calorimétrico. Amostras de 1 grama do solo foram colocadas em uma cela de ago
inox e mantidas 24 horas a temperatura de 298 K. Apds esse tempo adicionou-se
a amostra 200 uL da solugdo aquosa contendo o substrato cujo metabolismo seria
estudado.

Utilizou-se ampolas de aco com um volume interno de 4 cm?, sendo a
amostra em seu interior separada do ambiente calorimétrico por uma membrana
de polietileno permeavel a CO, e ndo permeavel a 4gua. Logo que a amostra de
solo recebia a solugdo contendo o substrato a ampola era fechada e inserida no
canal de medida do calorimetro, num ambiente pré-termostatizado durante 30
minutos. Decorrido esse tempo a ampola era colocada na posicao de leitura do

instrumento.
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Em esséncia, a cela calorimétrica (Figura 11), onde se coloca a amostra de
solo, encontra-se entre duas termopilhas e todo o conjunto permanece inserido em

um termostato cuja temperatura se mantém constante em 1x1 0* K.

Conforme o processo biolégico ocorre, a energia envolvida passa pelas
termopilhas, e esse fluxo é registrado como um sinal elétrico de poténcia por
tempo (UW s™). Como o processo de crescimento microbiano geralmente é lento;
a duracao pode variar de horas a meses, o calorimetro deve ser adequado para
esse tipo de cinética. Calorimetros de condugéo ou de compensacgao térmica séo
0S que se prestam a esse tipo de estudo. No caso desse trabalho, o
microcalorimetro empregado é do tipo conducédo térmica e ele € capaz de
monitorar eventos térmicos de curta e longa duracao, este ultimo, o caso presente.

ampola

i -

N e

termopilhas

Figura 11. Representacao simplificada da célula calorimétrica.
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O registro calorimétrico, para o sistema utilizado (calorimetro Thermometric
modelo 2277), é um grafico de poténcia dissipada em funcao do tempo (Figurai?2).
A andlise e tratamento desse registro é que permitem a obtenc&o dos resultados
necessarios para se estabelecer a discussao.

Fase Latencia

/

Fase da Crescimento

/

- 50

poté!ncia (UW)

N

Fase morte

- 150

+—— Peak Time (tempo de valor maximo de potencia)

0 2I[] 4|[J EI[J
Tempo (hr)

Figura 12. Curva de crescimento microbiano ou curva calorimétrica.

No caso desse trabalho, resumidamente, as condicdes de operacao do
calorimetro foram: sensibilidade 1000 uW e coleta de dados a cada 300 segundos.
Para a calibracao do aparelho foi realizada uma calibracdo elétrica conforme
protocolo do fabricante. Nessa calibracao, inicialmente se ajusta a sensibilidade de
medida em que se deseja realizar o experimento. Ajusta-se a leitura de fluxo para
zero YW e deixa-se nessa posicao durante um tempo de 15 minutos. A partir do
software do instrumento, aciona-se uma calibragéo elétrica com poténcia igual ao
fundo de escala em que se quer trabalhar, para o canal de medida em que se
pretende inserir a amostra. O tempo de calibracao deve ser suficiente, cerca de 30
minutos, para se atingir um estado estaciondrio de sinal. Apds atingir o estado

estacionario, com o botao “fine”, ajusta-se o sinal para que ele atinja o valor do
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fundo de escala selecionado (sensibilidade). Obtido esse ajuste, a calibracao
elétrica é interrompida, esperando-se o sinal voltar a posicdo zero. Conforme
sugestdo do fabricante, o procedimento de calibracdo é, entdo, repetido. Esse
procedimento de calibragdo deve ser realizado toda vez que a escala de medida
for mudada ou a cada 3 meses sem mudanca de sensibilidade, conforme
recomendacdo do fabricante. De tempos em tempos (cerca de 6 meses),
recomenda-se uma calibracao quimica do instrumento. Essa calibragédo pode ser
feita por diluicdo de solugbes de KCI ou de alcool isopropilico ou entdo por
titulacdo de tris hidroxiamino metano (TRIS) com solu¢ao de HCI.

O tratamento dos dados experimentais, aqui apresentado, € objeto de
extensivos estudos sobre reacOes de crescimento microbiano, especialmente
realizados por Sparling (SPARLING, 1983), Battley (BATTLEY, 1999) , DUBOC
(1999) e Barros (BARROS e colaboradores, 2007)

A esséncia desse tratamento matematico é efetuar o balango de massa e
energia a partir do registro calorimétrico, j& que a determinacdo desses
parametros por outras técnicas € muito demorada, cara e complexa, o que nao
ocorre no caso da calorimetria. O registro calorimétrico € uma representacao do
fluxo de energia (poténcia) em fungdo do tempo, t. A integragdo dessa curva
fornece a energia gerada (Q) que acompanha a atividade microbiana.

O fluxo de energia (¢) em cada instante € uma medida da atividade
microbiana metabdlica, quanto maior essa atividade maior o fluxo de energia
(poténcia). Um resultado da atividade microbiana, obtido pela analise da curva
calorimétrica, pode ser representado especificamente pela quantidade de
biomassa viva formada (AX).

Estudos envolvendo uma infinidade de diferentes microrganismos, levaram
Sparling elaborar uma equacado matematica que permite calcular a quantidade de
biomassa viva formada, a partir do registro calorimétrico (SPARLING, 1983). Essa

€ uma equacao geral que, quando aplicada reproduz resultados de crescimento de
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biomassa bastante concordantes com valores determinados por outras técnicas. A
calorimetria, porém, parece ser uma forma bem mais segura e facil de fazer isso,
desconsiderando-se o valor de custo de um microcalorimetro. Assim, a biomassa

viva do solo pode ser estimada de acordo com a equagao 3:
log X=1,025 + 0,856 log ¢ equacao 3
Se ¢ é dado em microwatts, o valor de X é dado em microgramas de biomassa.

A aplicacdo dessa equagdo no momento anterior ao crescimento
exponencial, denominado “fase de laténcia”, da o valor da biomassa viva pré-
existente. A sua aplicacao no final do crescimento exponencial (“peak time”) da o
valor da biomassa viva final. A diferenca entre esses valores resulta em AX que
representa o crescimento da biomassa viva devido a adicdo do substrato (S). O
final do crescimento da biomassa viva, a que se refere a frase anterior, é tomado
quando o registro calorimétrico atinge o valor maximo de poténcia (denominado

“‘peak time”, Pr).

O quociente entre Q (valor de energia obtido pela integracdo da curva
calorimétrica) e AX da o valor do rendimento térmico, Ygx, da reacdo do

crescimento microbiano.

Aplicando-se as equacbes desenvolvidas por Von Stockar (STOCKAR,
1993) pode-se calcular o rendimento da biomassa, Yxs, € a entalpia molar de

degradacao do substrato (glicose), AgHs.

A equagao macroquimica que representa a reacao que esta ocorrendo no
solo pode ser escrita na forma geral da equacgao 4:

a C6H1205+b02 + CNH4+ — CH1,3OO,5N0,2 + dCOz + eHZO + fH* equagéo 4
em que, CH1 g0psNo 2 € a formula minima para a biomassa (AIROLDI, 2001)

As equacdes de conservagao sao:
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Carbono — 6a=1+d equacao 5

Hidrogénio —» 12a +4c =18 + 2e + f equacao 6
Oxigénio - 6a+2b=0,5+2d + e equacao 7
Nitrogénio — ¢ = 0,2 equacao 8
Para a carga—c = f equacao 9

A partir do valor de Q, obtido da integracao da curva calorimétrica e do valor
de entalpia molar de combustao da glicose, determina-se a quantidade (em mol)
emitida de CO,, para a quantidade adicionada de glicose, portanto o que néo foi
consumido de glicose transformou-se em biomassa. Esses dois valores podem ser
re-escalonados para a producado de 1 mol de biomassa, o que permite saber o
valor do coeficiente d na equagéo e portanto o valor do coeficiente a, a partir da

equacao 5.

A partir do conhecimento de a e d, e, como se sabe ¢ e f, aplicam-se esses
valores na equacao 6 e obtém-se e. Com todos esses coeficientes ja conhecidos,

obtém-se o coeficiente b por aplicacdo da equacéo 7.

O tratamento dos registros calorimétricos permite, portanto, encontrar a
biomassa incorporada ao solo, 0 consumo de oxigénio e a liberagdo de COy, entre
outros parametros, os quais permitem uma analise comparativa entre os solos

aqui investigados.

Finalmente, a relacdo entre a energia ndo consumida (conservada) e
aquela prevista para ser totalmente consumida (entalpia de combustdo completa
da glicose; AcompH = -2803 kd/mol (Barros, 2007), permite calcular o rendimento,

nH, em porcentagem,

n, =100(A,,,,H—AH)/IA,,, H equacao 10

comb

Esse rendimento representa o quanto do substrato adicionado foi
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incorporado ao solo, um parametro extremamente importante na discussao da

atividade microbiana.
3.10.2. Estudo da influéncia do tempo de armazenamento.

Nessa etapa do trabalho, 1 grama de solo da Unicamp, armazenado por
diferentes intervalos de tempo, no periodo de 2 meses a 3 anos, recebeu uma
dose de 200 pL de solucédo aquosa de glicose na concentragdo 5 g L™, a fim de se

estudar o efeito do armazenamento na sua atividade microbiana.
3.10.3. Estudo da influéncia da estacao de coleta.

Nessa etapa do trabalho, 1 grama do solo da Unicamp, que foi recolhida a
partir do local de amostragem mesmo sob condigdes sazonais diferentes, como
verao, outono, inverno e primavera recebeu uma dose de 200 pL de solucao
aquosa de glicose na concentragdo 5 g L™ a fim de se estudar o efeito das
estacdes na sua atividade microbiana.

3.10.4. Estudo do efeito de diferentes xenobiodticos

Neste trabalho foram estudados o metabolismo da glicose e o efeito da
contaminagéo por Arsénio (As*).

No caso do arsénio, em amostras de 1 grama de solo da Unicamp foram
adicionados 100 pL de uma solugdo aquosa de As(NOs3)s, na concentragcédo de 50
ppm, 100 ppm e 500 ppm. Apds essa adicdo, a amostra recebeu 100 uL de uma
solugdo aquosa de glicose, na concentragdo de 10 g L™, registrando-se o
metabolismo da glicose pelos microrganismos do solo. Nesse estudo, a adi¢cao de
glicose foi realizada de duas formas diferentes. Numa delas, a amostra recebeu a
solucdo de As®* e logo em seguida recebeu a solugdo de glicose. Na outra, a
adicdo de solucdo de glicose foi realizada apés 30 dias da adigao de As®*.

Cada experimento de calorimetria foi repetido, pelo menos, 3 vezes nas
mesmas condi¢des. Os resultados Tabelados sdo uma média de trés experimentos
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repetidos, exceto para alguns casos onde se tém dois experimentos.

Outro estudo envolveu a influéncia de dois herbicidas, o metsulforun e o
clorimurom, na atividade microbiana do solo. Em amostras de 1 grama de solo da
Unicamp, foram adicionados 200 pL de uma solu¢gdo em acetonitrila do herbicida
sob estudo, na concentracdo de 2,5 gL', 5gL" e 10 g L. Apds a adigdo da
solucdo do herbicida, a amostra foi mantida por 24 horas, exposta ao ambiente,
para a evaporagao da acetonitrila residual. A seguir a amostra recebeu 200 pL de
agua, acrescida de um volume correspondente a perda provada pela eliminagéo
da acetonitrila, sendo inserida no calorimetro para analise da atividade microbiana.
Em experimentos semelhantes, no lugar da agua, adicionou-se solucao de glicose,
para se avaliar a atividade microbiana relativa aos dois substratos
concomitantemente. Deve-se ressaltar que a determinagao da perda de agua que
ocorreu durante a eliminacdo da acetonitrila, foi realizada considerando-se a
eliminagdo completa da acetonitrila e a diferenga de massa da amostra de solo
antes e apos o processo de eliminagao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

Como foi mencionado na introducao, em termos da importancia do solo, neste
projeto estudamos alguns atributos fisicos de diferentes amostras de solo, uma breve
analise bioldgica e um estudo calorimétrico que podem nos ajudar a compreender as
propriedades dos solos, e também, como fatores de sazonalidade de coleta,
envelhecimento, e uso de xenobiébticos podem influenciar sua atividade microbiana, na

assimilacao ou decomposicao de substratos orgéanicos.
4.1. Umidade do solo.

O teor de agua ou umidade é a quantidade de agua contida em um
material, por unidade de massa ou volume. Esse é um parametro que influencia,
sobremaneira, 0s processos quimicos, fisicos, biolégicos e bioquimicos que
ocorrem nos solos. A umidade do solo corresponde a uma variavel fundamental
para se realizar o controle da troca de agua e de energia entre a superficie da
Terra e a atmosfera, sendo que essas trocas ocorrem por meio da evaporagao e
da transpiragdo em plantas. O teor de umidade do solo afeta de maneira muito
pronunciada o crescimento e o desenvolvimento das plantas (TU e colaboradores,
2003). A Tabela 2 mostra os resultados obtidos para a umidade das diversas
amostras de solo. Os resultados apresentaram um desvio relativo de cerca de 5%,

média de trés analises.

Tabela 2. Teores de umidade média para os diversos tipos de solo estudados.

Amostra Unik1 Unik2 Unik3 Unik4 Pak | Lebra

(primavera) | (verao) | (outono) | (inverno)

Umidade / % 16,3 14,6 9,5 14,9 3,7 | 13,5

Os dados da Tabela 2 mostram que o teor de umidade do solo Pak é igual a
3,7 %, 0 que representa um valor muito pequeno em comparag¢ao com o teor de
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umidade de solo Unik2(veréao), cujo valor é de 14,6%. Essa diferenca de teores
percentuais de umidade entre os dois solos se deve, em parte, a diferenca
climatica entre as duas regifes. Estudos mostram que um aumento na
temperatura climética global esta associado a uma redug¢do na umidade do solo no
hemisfério norte, o que pode justificar, em parte, o baixo teor percentual registrado
para o solo paquistanés (GREGORY e colaboradores, 1997). Entretanto, € bem
provavel que o fator mais importante seja a propria capacidade de retengéo hidrica
(agua) do solo, por conta de sua composi¢do e estrutura. O efeito das chuvas
sobre a umidade do solo foi estudada por Laporte e colaboradores, que
concluiram que quantidade mensal de eventos de precipitacdo pluviométrica
modificam, drasticamente o teor de agua no solo (LAPORTE e colaboradores,
2002).

O solo coletado em diferentes épocas (Unik1(primavera), Unik2(veréo,
Unik3(outono) e Unik4(inverno)) apresentam diferentes teores de agua, o que,
muito provavelmente, € um reflexo da variacdo de precipitacao pluviométrica, que
comumente ocorre ao longo das estacdes climaticas. Diferencas de temperatura
na época da coleta também podem afetar esse atributo. O teor de agua no solo
identificado como Unik3(outono), que foi coletado no final da temporada de veréo
€ 0 que apresentou 0 menor teor de agua. Tal situacao pode ser justificada gracas
as elevadas temperaturas registradas no verao, mesmo considerando a maior

possibilidade de chuvas.
4.2. Determinacao do pH do solo.

O pH é uma variavel que afeta diversas propriedades do solo, tanto as
quimicas quanto as biologicas e as fisicas (TOPP e colaboradores, 2006). Essa
variavel pode influenciar, por exemplo: a absor¢cdao de nutrientes pelas raizes das
plantas e as atividades de microrganismos (MOREIRA, 2002). Os valores de pH
dependem de varios fatores inerentes a constituicio do solo, bem como das
atividades desenvolvidas neste substrato. O pH controla: o tipo dominante de
organismo, o estado de agregacdo do solo, a capacidade de troca-ibnica, a
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mobilidade da matéria organica e inorgéanica e de herbicidas soluveis, a lixiviacao,

etc.

Os dados apresentados na Tabela 3 mostram que o pH do solo coletado no
Paquistdo apresenta o maior valor de pH, ou seja, igual a 8,1, em comparacao
com todos os solos estudados. O carater béasico do solo Pak se deve,
Aprincipalmente, a presenca de cétions que nao sofrem hidrélise (K*, Ca?*, Mg?* e
Na®). A presenca destes cations nesse solo foi determinada através da andlise
elementar empregando-se a técnica Espectroscopia de energia dispersiva de
raios-X (EDX) (resultados no apéndice). Os solos coletados no Brasil apresentam

menores quantidades desses cations.

A diferenca do pH entre o solo paquistanés e os solos brasileiros se deve a
presenca de maior quantidade de constituintes ferrosos e de aluminio no solo
brasileiro, como indicado através dos resultados obtidos com a técnica de EDX.
Também pode ser visto que o solo rico em matéria organica apresenta valor de pH
mais baixo, pois a degradacdo dessa matéria organica favorece a formacgéo de
acidos organicos, os quais reduzem o valor do pH do solo. (JONES, 2002)

Tabela 3. Valores de pH dos solos coletados no Brasil € no Paquistao.

Amostra Unik1 Unik2 Unik3 Unik4 Pak | Lebra

(primavera) | (verao) | (outono) | (inverno)

pH 6,75 6,67 6,65 6,45 8,05 | 6,00

As amostras de solo coletadas da Unicamp ao longo das diferentes
estacdes apresentam valores de pH pouco diferentes, entre si. O menor valor de
pH foi observado para a amostra de solo identificada como Unik4(inverno). Esses
valores de pH, embora com pouca diferenca, podem se justificar a partir da
matéria organica presente e sua respectiva decomposicdo; diferentes estacdes

levam a aportes diferentes de matéria organica, assim como, alteram a cinética de
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decomposicao desse material. No entanto, uma correlagcao direta entre esses
parametros ndo é uma tarefa muito simples, que envolve, necessariamente uma
quantificagdo mais elaborada dos compostos organicos presentes. A analise da
matéria organica do solo (MOS), mostrada mais a frente, seria o primeiro passo
para esse estudo, mas ndo poderia ser o Unico, ja que essa determinacdo se
baseia em uma equacao quimica ndo especifica para cada substancia presente no

solo.
4.3. Determinacao da acidez total.

A acidez do solo é constituida por dois componentes: a acidez ativa e a
acidez trocavel (reserva). A acidez ativa corresponde a concentragado do ion H* na
solugdo do solo, sendo medida pelo pH, ndo correspondendo a uma medida da
acidez total do solo (KAMPRATH, 1970). A acidez trocavel se refere a quantidade
dos ions H* que podem ser trocados por cation sorvidos ao longo das superficies
das argilas e da matéria organica do solo. A acidez do solo pode ser afetada por
varios fatores, sendo que a principal contribuicdo para a acidez dos solos se
relaciona com os ions H* que s&o liberados quando niveis elevados de Al** no solo
reagem com a agua de acordo:

AI*® + H,0 = AI(OH)*? + H* Equacéo 11
A acidez do solo também pode afetar diferentes propriedades dos solos, tais
como: o crescimento das plantas, a atividade dos microrganismos e etc.
(REEUWIJK, 2002).

A acidez total dos solos estd indicada na Tabela 4, e os dados mostram que
o solo paquistanés apresenta um valor menor que o solo brasileiro
(Unik1(primavera)), o que pode ser justificado, como mencionado anteriormente,
gracas a composicao quimica. O solo brasileiro possui maior teor de matéria
organica e também de ferro, o que justifica essa alta acidez. Em termo de

aluminio, os dois solos sdo muito parecidos.
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Tabela 4. Valores de acidez total dos solos Pak e Unik1(primavera).

Amostra Acidez total / mol kg’
Pak 1,25
Unik1(primavera) 2,05

Os resultados da Tabela 5 indicam que a acidez total do solo também variou
com a mudanga na condicdo ambiental. O valor da acidez total na amostra
identificada como Unik1(primavera) parecido ao da amostra Unik3(outono),
enquanto que a do Unik2(verdo) apresenta um valor semelhante ao da amostra
Unik4(inverno). Esta variacdo quanto a acidez total se atribui principalmente as

mudancas aos teores de matéria organica e umidade, e atividade microbiana.

Tabela 5. Valores de acidez total das diversas amostras dos solos Unik.

Amostra Unik1 Unik2 Unik3 Unik4
primavera verao outono inverno
Acidez/mol kg™ 2,05 2,85 2,25 2,75

4.4. Analise elementar.

A razdo entre os teores percentuais de carbono (C) € nitrogénio N,
representada por C:N, se relaciona com a matéria organica do solo (MOS)
correspondendo ao principal indicador de sua qualidade, sendo estudada
extensivamente (ACCOE e colaboradores, 2004, YAMAKURA e colaboradores,
1990). Por isso, a razdo C:N se torna critica em modelos biogeoquimicos, os quais
sdo empregados para se poder prever os impactos da agricultura e de outras
praticas em termos da decomposicao da matéria organica e da ciclagem de N em
ecossistemas terrestres (Chapin e colaboradores, 2002). Os dados obtidos no
Laboratério de Analise Elementar sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Dados da Analise elementar, em porcentagem em massa para amostras
de solo Unik1(primavera) e Pak.

Amostra do solo Co, H-, Ne, C/N
Pak 1,653 0,483 0,535 3,0
Unik1(primavera) 4,580 0,880 0,615 7,4

A Tabela 6 mostra que o solo Pak apresenta razdo C:N muito baixa em
comparacao com o solo Unik1(primavera). Este solo apresenta teores de carbono
e de nitrogénio iguais a 1,65 % e 0,53 %, respectivamente, 0 que leva a uma
razdo C:N igual a 3, enquanto que a amostra de solo Unik1(primavera) apresenta
teores percentuais de carbono e de nitrogénio iguais a 4,6 e 0,620,
respectivamente, sendo que a razao C:N é igual a 7,4.

Torna-se evidente, a partir dos dados, que o solo paquistanés é mais pobre
em carbono, o que resulta em uma razdo C:N mais baixa. O fato da razdo C:N ser
menor significa que ha maior disponibilidade de nitrogénio para o0s
microrganismos, 0 que favorece a decomposicdo da matéria organica no caso dos
fungos, o que também justifica a presengca de pouca matéria organica no solo
paquistanés, em comparacao com o solo brasileiro, o qual apresenta maior razao
C:N. O trabalho de Swift, também mostrou que um valor médio menor para a
razdo C:N, implica que o solo foi submetido a uma forte fase de degradacao
(SWIFT e colaboradores 1979). MARRS e colaboradores,1988 & YODA e KIRA
1969 mostraram que a razdo C:N, também guarda uma relagdo com a altitude. A
dependéncia da razado C:N do solo com relacdo a temperatura e o teor de umidade
foi estudada por Jenny (JENNY e colaboradores,1941).

Baseando-se nos dados na Tabela 7, pode-se afirmar que a variagao
sazonal nao exerce um efeito marcante quanto ao teor de carbono, com a excegao
da amostra identificada como Unik3(outono), cujo teor de carbono é o menor para
os solos coletados, assim como teor de nitrogénio. Todavia, os valores para a
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razdo C:N também apresentam certa semelhanca, e flutuaram em torno de 8% em

relacdo a um valor médio de 7,5.

Tabela 7. Dados de analise elementar para as amostras do solo Unik, coletadas

ao longo das diferentes estagdes climaticas.

Amostra de solo Co Ho, Ne, C:N
Unik1(primavera) 4,580 0,880 0,615 7,4
Unik2(verao) 4,095 0,770 0,620 6,6
Unik3(outono) 3,760 0,890 0,480 7,8
Unik4(inverno) 4,750 0,820 0,580 8,1

4.5. Matéria Organica do solo- MOS (método da combustao)

A matéria organica do solo (MOS) e, especificamente o carbono organico
do solo (COS), s&o conhecidos por desempenharem um papel importante na
manutencdo, bem como na melhoria das propriedades de muitos solos. A matéria
organica do solo pode influenciar nas propriedades: fisicas, quimicas e bioldgicas,

dos solos.

Com base nos resultados da Tabela 8 pode-se observar que os teores de
matéria organica nas amostras do solo brasileiro sdo maiores em comparagao
com as amostras coletadas no Paquistdo. O solo paquistanés apresentou teor de
matéria organica igual a 3%, enquanto que o teor de matéria organica relacionado
com os solos da Unicamp variou entre 9,5% e igual a 15,3%, enquanto que solo
coletado em Leme, Lebra, o valor para o teor da matéria organica foi igual a 11%.
Essa diferenga de teores pode ser atribuida ao maior teor de ferro no caso do solo

brasileiro. Uehara e colaboradores mostraram que a matéria organica pode
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persistir na forma de complexos 6xido-organicos, em solos ricos em ferro e éxidos
de aluminio (UEHARA, 1981).

Tabela 8. Teores percentuais de matéria organica do solo (MOS) em porcentagem
para as diversas amostras de solo estudadas.

Amostra Unik1 Unik2 Unik3 Unik4 Pak | Lebra
(primavera) | (verao) | (outono) | (inverno)

*MOS% 10,5 15,3 9,5 11,0 3,0 11,0

* desvio médio em torno de 5% relativo.

Alguns autores indicam que a contribuicdo maior em termos do teor de
carbono no solo brasileiro, em comparacdo com o solo paquistanés,
provavelmente se deve a presenca de uma maior quantidade de biomassa
relacionada com as raizes, de modo que o solo pode ser enriquecido gracas aos
exsudados das raizes (GABORCIK, 2007). Alguns pesquisadores mostram que o
teor de matéria organica em solos de textura fina (argilosos) € de 2-4 vezes maior
do que solos de textura grossa (arenosos) (PRASAD, 1997), o que também
corrobora com o carater ligeiramente mais arenoso no caso do solo paquistanés

em comparagao com o solo brasileiro estudado.

A condigao de pH proxima a neutralidade (pH 7), no caso do solo brasileiro
também favorece a existéncia de um maior teor de matéria organica (PRIMAVESI,
1984). Os solos que apresentam menores valores de pH geralmente contém
maiores quantidades de matéria organica, pois 0s microrganismos se tornam

menos ativos a medida que a acidez do solo aumenta.

Outro motivo que justifica a existéncia de um menor teor de matéria
organica na amostra do solo paquistanés se deve as praticas intensivas de cultivo,
as quais acarretam efeitos negativos na matéria organica do solo (TILAHUN, 2009;
NEEDELMAN, 1999; NEUFELDT 2002).
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Em ambientes florestais, sabe-se que tais localidades exercem influéncia
no teor de matéria organica do solo, como pode ser observado nos casos dos
solos brasileiros. A temperatura no ambiente também desempenha um importante
papel com relacdo ao teor da matéria organica no solo. O solo coletado na
Unicamp esta menos exposto a luz solar do que a amostra de solo coletada em
Leme (Brasil), pois aquele estava localizado em uma area sombreada, povoada
densamente por plantas, enquanto que na regido da coleta em Leme havia maior
exposicao as condi¢des climaticas, o0 que pode aumentar a atividade biolégica da
biota do solo e, consequentemente, aumentar o grau de mineralizagao da matéria
organica a CO., resultando em uma diferenca quanto ao teor da matéria organica
presente no solo (LEVINE, 1996b).

4.6. Matéria Organica Total- MOT (titulacao com dicromato)

A Tabela 9 mostra os resultados de % em massa de matéria organica total
(MQOT), determinada por titulagdo com dicromato. Os resultados, andlise elementar

e MOT, ndo sao concordantes entre si.

Tabela 9. Dados da analise elementar, em porcentagem em massa, dos varios

solos.
Amostra de solo MOT
Pak 0,78
Unik1(primavera) 5,76
Unik2(verao) 4,92
Unik3(outono) 2,88
Unik4(inverno) 3,00
Lebra 4,63

Ambas as técnicas apresentam problemas: a analise elementar é feita com
uma amostra muito pequena, menor que 5 miligramas, o que pode levar a uma
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incerteza elevada no resultado, ja que o solo € um material bem heterogéneo. Por
outro lado, a determinagcdo de MOT é feita com um oxidante muito forte,
dicromato, que pode reagir com muitos redutores presentes no solo, entre os quais
se encontra a matéria organica. lons metdlicos em estado de oxidacdo mais
baixos, compostos nitrogenados etc., podem levar, também, a resultados incertos.
Ha um fator de correcdo aplicado nessa analise, entretanto ele representa uma

correcao média e que pode variar bastante, dependendo da amostra.

Um aspecto interessante € comparar a analise elementar de carbono com
os valores de MOT. Os resultados mostram certa concordancia, ja que o aumento
em um é acompanhado por um aumento no outro, mesmo considerando-se que na
determinacao da MOT ha outros redutores que ndo o carbono, inclusive a relagao

C:N que contribui para o valor da MOT, conforme Figura 13.

C elementar / %

T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

MOT / %

Figura 13. Correlagdo entre carbono elementar matéria organica total para os
solos Unik e Pak.

A comparacao entre os resultados também permite alguma inferéncia sobre
o estado de oxidacao da matéria organica. De forma genérica, e desconsiderando-

se outros fatores, quanto maior a relagdo C% / MOT%, mais oxidada encontra-se
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a matéria organica, o que ocorre com a amostra Pak, cuja relacdo vale 2,1,

enquanto que a menos oxidada, Unik1(primavera), essa relagao vale 0,80.
4.7. Analises Térmicas: DSC e TGA.

A matéria organica presente nos solos, MOS, consiste de uma mistura de
residuos de plantas e de animais em varios estagios de decomposicao, de
produtos quimicos e substancias biologicamente sintetizadas a partir de produtos
de degradagcdo e de microrganismos. A matéria organica dos solos pode ser
considerada com o maior reservatério de carbono orgéanico (C) em ambientes
terrestres, contribuindo com a cor do solo gragas a formacdo de complexos
organo-minerais, afetando propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas, bioldgicas e
bioquimicas dos solos.

O emprego de técnicas térmicas para se estudar diferentes eventos
térmicos e os respectivos parametros termoquimicos como a variacao entalpica
estdo bem documentados na literatura (SCHNITZER, 1964, 1967; SCHNITZER e
colaboradores, 1966, TAN e colaboradores, 1978).

As técnicas DTA e TG sao utilizadas para se estudar a matéria organica do
solo (MOS) e sua composicao quimica sendo que seu estudo foi iniciado no
comeco da década de 70 (DODD,1987, HOHNE, e colaboradores, 1996,
GIOVANNINI, 1990. ROHELLA e colaboradores, 1996). Contudo, o emprego
dessas técnicas era limitado devido a complexidade dos solos e a interpretacao
das curvas. Todavia, a utilizacado da técnica de DSC juntamente com a TG é uma
pratica bastante comum atualmente em analises térmicas (MELIS e
colaboradores, 2004, LOPEZ-CAPEL e colaboradores, 2005. SHU e
colaboradores, 2002).

4.7.1. Estudo comparativo por TGA e DSC entre as amostras de solo
Unik1(primavera) e Pak.

A quantidade de matéria organica presente nas amostras do solo
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(Paquistao e Brasil) também pode ser avaliada por meio da analise
termogravimétrica (TGA), e pela calorimetria diferencial de varredura (DSC).

As curvas de TGA, Figura 14 e a Tabela 10, indicam trés intervalos de
perdas de matéria caracteristicos para os solos do Brasil. Na faixa de 50 a 80 °C,
que ocorrem eventos de perda de massa (TGA) e com a absorcdo de energia,
conforme mostram os resultados de DSC (Figura 15). Embora nao tenham sido
realizadas analises quimicas do material liberado, essa perda corresponde a agua
presente nos macroporos, mesmo que as amostras tenham sido previamente

secas ao ambiente.

100

%AAAA
LYYV
AAAAAAAALLAL
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
% TYYYN
S LYYV VVVVOTN

95

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

St

90

85

Perda de massa (%)

80

—x— solo Brazil
solo paquistao

T

75

A

T T T

T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Temperatura ( °C)

Figura 14. Registro grafico da Andlise Termogravimétrica do solo Unik1(primavera) e
Pak.

No entanto, observa-se que o0s solos apresentam uma perda de massa

significativa (~ 13%) no inicio do aquecimento (30 a 80 °C). Essa perda se deve a

agua presente nos macroporos, que nao foi eliminada convenientemente na secagem.

Essas perdas no inicio do aquecimento, foram registradas nas respectivas curvas de

60



DSC das amostras, evidenciadas por picos endotérmicos.
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Figura 15. Registro grafico da Calorimetria Diferencial de Varredura do solo
Unik1(primavera) e Pak.

Esses resultados sdo coerentes com a andlise elementar, a qual indicou a
presenca de um teor de hidrogénio mais elevado para a amostra de solo do Brasil,
Unik1(primavera), sendo que na amostra identificada como Unik2(verdo) ha menor
quantidade de hidrogénio. O solo do Paquistdo, o qual apresenta menor teor de
hidrogénio, ndo evidencia perda de massa ao longo dessa faixa de temperatura,
assim como nao apresenta pico no DSC, portanto, sem agua de macroporos.

As perdas de massa na faixa de 220 a 250 °C correspondem a combustao
da matéria organica simples, podendo ser citado: decomposi¢do de carboidratos,
desidratacdo de estruturas alifaticas, decomposicao da celulose, hemicelulose, e
de acidos fulvicos, descarboxilagbes e a decomposicdo de polissacarideos
(DELL’ABATE, 2003). Nos registros de DSC (Figura 15), essas perdas se
apresentam como processos exotérmicos e, como para as perdas ao longo de
faixas de temperatura mais baixas, no DSC os picos aparecem numa faixa de
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temperatura ligeiramente mais elevada que no TGA.

O calculo da variacao de entalpia pelo DSC na regiao de 220 a 250 °C fica
bastante comprometido, ja que nao ha uma linha base bem definida ap6s a

ocorréncia do evento térmico.

Como mostra a TGA, a partir de 250 °C ocorre uma perda de massa
constante e mais suave até a temperatura de 500 °C. A perda de massa é
atribuida a combustdo de compostos organicos de maior massa molar e a
combustdo de compostos aromaticos, polifendlicos, da ligninica e da matéria
humica (Flaig e colaboradores, 1975, ROVIRA e colaboradores, 2008). Entretanto,
nos registros de DSC, semelhantemente aos picos entre 220 e 250 °C, embora
nessa faixa o pico seja mais bem definido, ainda assim é pouco aconselhavel

calcular a energia do evento.

No caso do solo Pak, observa-se apenas um pico exotérmico, muito
discreto, nas proximidades de 320 °C, o que concorda com a perda de massa

também muito discreta na curva de TGA desse solo.

Tabela 10. Dados de TGA obtidos para os solos Unik1(primavera) e Pak.

Amostra Faixa de | Intervalo Perda Atribuicédo
Temp. combustao de massa
(C) (1) (%)

Unik1 30-80 11,4 Agua de
(primavera) macroporos

230-260 | 227-390 1,3 organicos

menores
280-390 3,9 Aromaticos

Pak 30-80 1,4 Agua de
261-415 Macroporos

230-260 Nada Nada

280-450 0,7 Aromaticos

As diferengas discutidas acima nas formas das curvas e nas respectivas
temperaturas de combustdo podem ser justificadas gragas a presenca de diferentes
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tipos de compostos organicos, humus e compostos humicos ( DELL'ABATE, 2002).

O trabalho de dell'Abate e colaboradores mostra também que a turbacéo do
solo pode afetar a composi¢ao quimica e estrutural das fracdes mais estabilizadas da
matéria organica o que resulta em diferengas comportamentais nos solos. A evolugao
da matéria organica presentes nos solos também desempenhar um papel importante
e, aparentemente, pode influenciar na estrutura e na composicao da fracdo das
substancias humicas, o que poderia justificar a diferenca quanto aos perfis
observados nas curvas de DSC de dois solos com relagdo a posi¢cao geografica.(
DELL'ABATE e colaboradores,2002)

Haider e colaboradores mostram que varios fatores, incluindo-se o clima, o teor
de argila, a mineralogia, 0 manejo do solo, etc., podem afetar os processos de
transformacao da matéria organica e de evolugédo no solo (OADES, 1995, HAIDER, ,
1992).

Outro parametro de grande importancia, que pode ser deduzido a partir do
estudo de curvas de DSC, é a temperatura de ignicdo (temperatura inicial em que
passa a ocorrer a combustdo continua da matéria organica). Os resultados da Tabela
10 mostram que a decomposicdo da matéria organica da amostra do solo Pak
comeca em 261 °C enquanto que a da amostra Unik1(primavera) comeca em 227 °C,
com uma diferenca de, aproximadamente, 34 °C. Esta diferenga pode ser justificada
gragas a diferencas na matéria organica presente no solo. Os dados da Tabela 10
mostram que a amostra de solo brasileiro apresenta matéria organica com elevada
quantidade de compostos com massa molar baixa em combinagcdo com compostos de
massa molar elevada, enquanto que o solo paquistanés € carente nesse aspecto.
Estudos mostram que o solo que apresenta composto organico com maior massa
molar apresenta uma maior estabilidade térmica desse material. A existéncia desses
valores de temperatura de ignicdo que s&o baixos sugere que o solo brasileiro
Unik1(primavera) é mais instavel termicamente do que o solo paquistanés (DELL
ABATE e colaboradores 2002).
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Considerando-se o intervalo de combustdo (IC) entre as temperaturas de
ignicdo e as respectivas temperaturas finais pode-se observar que o IC é maior na
amostra de solo Unik1(primavera) (227 - 390 °C) do que no solo Pak (261 - 415 °C).
Isso indica que a matéria organica € mais complexa no solo brasileiro, havendo
presenca de matéria organica mais degradada ou recalcitrante, que se degrada a
temperaturas elevadas (SALGADO e colaboradores, 2010).

4.7.2. Estudo comparativo por TGA e DSC entre as amostras de solo Unik, e

efeito da variacao sazonal.

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) e a analise termogravimétrica
(TGA) foram aplicadas para se investigar o efeito das variagdes climaticas
sazonais em alguns atributos do solo. O solo foi coletado na Unicamp, SP, Brasil,
ao longo das quatro estacdes climaticas. Os perfis das curvas de TGA e de DSC
das quatro amostras coletadas estdo indicados nas Figuras 16 e 17,

respectivamente.
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Figura 16. Registro grafico da Andlise Termogravimétrica dos solos Unik em fungéo

das estagdes de coleta.
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Figura 17. Registro grafico da Calorimetria Diferencial de Varredura dos solos

Unik em funcéo das estagdes de coleta.

As curvas de DSC relacionadas com as amostras de solo coletadas durante
as diferentes estacdes evidenciam um pico endotérmico e dois picos exotérmicos.
Estes dois picos, referidos como Exo 1 (exotérmico 1) ou LER (Lower exothermic
reaction) ( SATOH. 1984) e Exo 2 (exotérmico 2) ou HER (Higher exothermic
reaction) (SATOH. 1984) foram bem discutidos na sec¢ao anterior. A fracao labil da
matéria organica corresponde a uma porcao importante em comparagdo com 0s
compostos recalcitrantes. Os perfis sdo semelhantes em todos os solos, sendo
qgue algumas diferencas podem ser encontrados no solo Unik2(verdo) (verdo), em
que o pico HER ou EXO 2 é menor do que ao se considerar todas as outras
estacdes. Esta amostra de solo, Unik2(verao) , foi coletada no verdo, sendo que o
pico relacionado com a combustdo da matéria organica terminou a temperaturas

menores em comparagao com todas as outras amostras.
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Tabela 11. Dados de TGA obtidos para os solos Unik, coletados ao longo de
diferentes estacgdes.

Amostra | Faixade | Intervalo Perda de Atribuicao
Temp/('C)| combustio Massa / %
(IC)
Unik 1 30-80 11,4 Agua de
(primavera) Macroporos
230-260 227-390 1,3 organicos
menores
280-390 3,9 Aromaticos
Unik2 30-80 2,1 Agua de
(verao) 222-435 Macroporos
230-260 1,7 organicos
menores
280-435 5,3 Aromaticos
Unik3 30-80 11,6 Agua de
(outono) Macroporos
230-260 1,2 organicos
223-450 menores
280-450 5,0 Aromaticos
Unik4 30-80 12,5 Agua de
(inverno) Macroporos
230-260 1,1 Organicos
226-430 Menores
280-450 5,0 Aromaticos

Conforme Tabela 11, o ponto de ignicao de amostras de solo coletadas em
épocas diferentes é praticamente semelhante, ndo se observando diferenca
marcante. Pode-se afirmar que a mudanga sazonal ndo mostrou efeito na
temperatura de ignigcdo, o que pode evidenciar uma semelhanga entre o0s
constituintes organicos das amostras de solo.

As perdas de massa total, calculadas a partir das curvas de TGA,
apresentam algumas diferencas. Os valores de perda de massa total foram os
seguintes: Unik1(primavera)=16,6%, Unik2(verao)=9,1%, Unik3(outono)=17,8% e
Unik4(inverno)=18,6%. A diferenca na quantidade mencionada se deve a diferenca
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no teor de umidade das diferentes amostras de solos. Esta diferenca se deve ao
teor de umidade, que é controlada até certo ponto, secando-se o solo em estufa a
105 °C por 1 h, antes da andlise de TGA. Entretanto, o processo de secagem
utilizado foi deixar as amostras de solo em ambiente aberto por 48 horas. A melhor
explicacdo para essa diferenga no resultado do solo Unik2(verao), em relacdo aos
outros, pode ser explicada pelo fato de essa amostra ter sido coletada no veréao, o
que confere uma baixa umidade do solo, j& que, apesar de ser uma estacao
chuvosa, foi necessario esperar uma estiagem para se fazer a coleta. Como o

verao € muito quente, o solo ficou com menor umidade.

As perdas de massa associadas a matéria organica, calculadas por TGA
nas amostras de solo foram: Unik1(primavera)=5,2%, Unik2(verao)=7%,
Unik3(outono)=6,2% e Unik4(inverno)=6,1%. O resultado mostra que a amostra de
solo recolhida no verao, Unik2(verao), apresenta elevado teor de matéria organica,
enquanto que a amostra de solo Unik1(primavera), que corresponde a primavera,
apresenta menor teor de organica. O elevado percentual de matéria organica do
solo na amostra relacionada com o verdo, Unik 2, se deve a grande
disponibilidade de material vegetal que caiu no chado durante o inverno e que pode
ser justificado pelo desprendimento de materiais vegetais (SUMATHI e
colaboradores 2008), passando a ser degradada em dezembro, com as primeiras
chuvas (VAN DONSEL. e colaboradores 1967).

Por outro lado, baixa porcentagem de matéria organica do solo com relagéo
a primavera, Unik1(primavera), se deve a pouca chuva nos meses do inverno e
primavera, fazendo com que a matéria organica depositada no inverno, ainda
permane¢a sem degradacdo e seca, e, entdo, com baixa incorporagdo no solo
coletado.

4.8. Estudo microbiologico

O solo representa um habitat para uma vasta e complexa comunidade de

microrganismos que interagem entre si, cujas atividades determinam, em grande
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parte, as propriedades quimicas e fisicas do solo. Em um solo fértil, a biota (micro
€ macroganismos, vegetais e animais) pode ter uma biomassa superior a 20 T ha
' com formas de vida que vao desde bactérias microscépicas até minhocas que
pode ter 1 metro de comprimento. Apenas uma pequena fragdo, provavelmente
menos que 20%, da microflora e da microfauna do solo (incluindo-se: bactérias,
fungos, algas, protozoarios, nematoéides, colémbolos, acaros) tém sido descrita. O
papel dos organismos do solo no desenvolvimento e na manutengédo da estrutura
do solo, na ciclagem de nutrientes e em suas diferentes interagbes (incluindo-se
as interagdes que sejam associativas, prejudiciais e benéficas), com as raizes das
plantas esta descrito (LEE e colaboradores, 1992), sendo que 0s microorganismos
sdo amplamente utilizados como indicadores de qualidade do solo. O solo contém
uma grande variedade de “taxa” microbiana, havendo grande diversidade de
diferentes modalidades metabdlicas (PARKINSON, 1991). Os microorganismos
desempenham um papel fundamental na ciclagem de nutrientes e no fluxo de
energia (LI e colaboradores, 2004), podendo-se constatar que as comunidades
microbianas respondem ao estresse ambiental ou a perturbacado do ecossistema,
afetando a disponibilidade de compostos energéticos que possam suportar as
populagcées microbianas (MARINARI e colaboradores, 2007).

A amostra de solo do Paquistdo, Pak, apresenta unidades formadoras de
colonias (ufc) igual a 8,55 x 10* g™, enquanto que o mesmo parametro avaliado

para o solo Unik1(primavera) foi igual a 5,22 x 10, como mostra a Tabela 12.

Os resultados também mostram que o solo Unik2(verdo) apresenta uma
comunidade microbiana mais abundante em comparagdao com o solo paquistanés
e também com as outras amostras. Essa diferenca na quantificacdo de
microrganismos presentes nos solos pode ocorrer por diferengas climéaticas na
regidao em que as amostras foram coletadas (SHEIK e colaboradores, 2011).
Nesse mesmo trabalho, Sheik mostra que com o0 aquecimento e a provisdo de
agua no solo houve forte influéncia com relacdo ao tamanho da populacédo
bacteriana e também a diversidade.
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Tabela 12. Resultados da determinacdo da quantidade de bactérias +
actinomicetos + leveduras para os diferentes tipos de solo estudados, em

unidades formadoras de coldnias (ufc) ( 10* unidades g'1 de solo seco)

Amostras de solo | ufc/10* g
Unik1(primavera) 5,22
Unik2(veréao) 126
Unik3(outono) 5,94
Unik4(inverno) 13,6
Pak 8,55
Lebra 5,11

Um estudo conduzido por Fierer e colaboradores mostra que a diversidade
bacteriana foi maior em solos com pH neutro do Brasil (6,7) do que em solo com
valores elevados de pH (no caso do solo paquistanés, pH= 8,2) ou em condicao
de muita acidez. (FIERER e colaboradores, 2006)

Alguns estudos tém demonstrado que a estrutura da comunidade
microbiana pode ser, também, dependente da disponibilidade da matéria organica,
da qualidade da matéria organica, dos nutrientes e do estado do solo (GRIFFITHS,
1999; BOSSIO , 1998 e OVREAS e colaboradores, 1998). A diferenca quanto a
quantificagdo da comunidade microbiana também pode se correlacionada com o
tipo de vegetacdo acima do solo. (BROUGHTON e colaboradores, 2000 e
GRAYSTON e colaboradores, 1998).

O resultado mais surpreendente € o do solo Unik2(verdao) que apresentou
uma populacado de bactérias e actinomicetos 10 vezes maior que a dos outros
solos. Vérios fatores contribuem para a quantidade de microorganismos e também
a sua variabilidade. Entre esses fatores destacam-se: a disponibilidade de agua, a

disponibilidade de matéria organica, a temperatura ambiente, o aporte de
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serrapilheira e fatores exdgenos como adubacgao, calagao e o uso de xenobibticos.
Todos os solos da Unicamp foram coletados no mesmo local e, portanto, sua
populagéo depende basicamente de algumas mudancgas climaticas, ja que se trata
de um local ndo cultivado. O solo Unik2(verao) foi coletado em pleno verao, em
gue se tém elevadas temperaturas e umidade e, entdo, uma matéria organica mais
oxidada, conforme mostrou a relaggo C%/MOT% (0,83), e disponivel
cineticamente ao crescimento microbiano. Além disso, observou-se que esse solo
€ 0 que apresentou maior teor de matéria organica: 15,3% (por combustdo em
mufla) e 7% (por TGA). Vale ressaltar que a comparagdo entre as técnicas na
determinacdo de matéria organica fica comprometida, pois os parametros

utilizados nessa determinacdao sdo completamente diferentes.

Como a relagdo C:N, por analise elementar é de 6,6, aproximando-se mais
do valor 5 para a biomassa viva (CH;gOgsNo2), pode-se inferir que boa parte
dessa matéria organica encontra-se na forma de microrganismos, principalmente
bactérias, j& que essa relacdo aumenta para fungos, o que corrobora com o
resultado de contagem de microrganismos. Esses devem ter sido os principais

fatores que contribuiram para esse maior numero de bactérias e actinomicetos.

No caso desse estudo, a determinagcdo dos atributos anteriormente
relatados, no entanto, tem importancia quando discutidos a luz dos resultados de

calorimetria, que virdo na sequéncia desse documento.
4.9. Calorimetria Isotérmica

A calorimetria isotérmica foi utilizada para se estudar a influéncia de
diversos fatores na atividade microbiana de solos. Foram objetos de estudos e
comparacoes, solos de trés regides distintas: Unicamp. Paquistdo e da cidade de
Leme, sendo os dois ultimos, sob cultura intensa de algodado. Os solos da
Unicamp foram coletados de local sem cultivo e em quatro estagcbes diferentes.
Varios parametros foram investigados comparativamente: estacao de coleta (solos
Unik1, 2, 3 e 4), tempo de armazenamento (Unik1, 2, 3 e 4), adicao de arsénio
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As®* (UniK1), efeito de dois herbicidas do grupo das sulfoniluréias purificados (nos
solos da Unicamp, Unik1(primavera); Paquistao, Pak e de Leme, Lebra). Todos os
estudos foram baseados na calorimetria isotérmica, procurando investigar os
diferentes parametros apontados, na degradacao de 1 mg de glicose, adicionada a
1 grama de solo.

4.9.1. Estudo do efeito do tempo de armazenamento no metabolismo de
glicose no solo Unik1(primavera).

Para avaliar o efeito do tempo de armazenamento no metabolismo
microbiano, utilizou-se o solo da Unicamp, Unik1(primavera), coletado na
primavera. Como em todos os experimentos de calorimetria, os resultados s&o
uma media de triplicatas. Resumidamente a amostra de solo era mantida a
temperatura ambiente por 24 horas, para depois receber 200 uL de solugao
contendo 1 miligrama de glicose. As Figuras 18 e 19, e as Tabelas 13 e 14,

resumem os registros calorimétricos e os resultados obtidos, respectivamente.

O que se observa é uma liberagdo de energia, mais ou menos constante
entre 2 meses e 20 meses, 0 que significa uma quantidade de CO; liberado,
também constante. Nesse intervalo de tempo a eficiéncia do metabolismo
microbiano (nx), que representa uma mineralizacdo de cerca de 65% da glicose.
Com o envelhecimento, o catabolismo da glicose comega a dominar e para o
intervalo entre 28 e 32 meses a eficiéncia do metabolismo (ny) cai para cerca de
22 %. Isso pode significar que os microorganismos, nessa fase, encontram-se sob
estresse por falta de nutrientes e, assim, as fontes de carbono (energia) sao,
preferencialmente, catabolizadas.

Entretanto, se observarmos a constante de crescimento, veremos que elas
sdo maiores para esses solos mais envelhecidos. Isso significa que a
anabolizacdo da glicose nesses casos, foi principalmente na forma de matéria
organica viva, maior taxa de crescimento da biota. Qualitativamente esse

comportamento dos solos pode ser visualizado na Figura 18, observando-se que
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as curvas a partir de 20 meses de armazenagem apresentam-se mais alongadas
(maiores valores de poténcia) apds o periodo de laténcia e também tém um perfil
mais alongado e com um valor de “peak time” mais bem definido. Para tempos
menores que 20 meses, observam-se curvas de formato menos “arredondadas”
evidenciando que 0s microorganismos apresentam-se bem adaptados
enzimaticamente ao nutriente adicionado. No entanto, esses microrganismos nao
transformam essa fonte de carbono em matéria organica viva, ja que a velocidade
de crescimento é muito pequena e a poténcia no “peak time” € bem parecida a

poténcia da fase de laténcia.

Os mesmos resultados foram observados por um grupo de pesquisadores,
onde as propriedades do solo n&o foram afetadas de forma significativa em curto
intervalo de tempo. No entanto, para um longo periodo de armazenagem essas
propriedades se alteram de alguma forma (STENBERG e colaboradores, 1998).
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Figura 18. Registros calorimétricos e resultados do estudo da influéncia do tempo
de estocagem no metabolismo de 1 mg de glicose pelo solo Unik1(primavera).
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Figura 19. Influéncia do tempo de armazenamento na constante de crescimento

e energia metabdlica de 1 mg de glicose no solo Unik1(primavera).

Em relagdo ao rendimento de biomassa viva, AX, a Tabela 13 mostra que
seus valores sao sempre menores que os da eficiéncia, ny, com exceg¢do das

amostras de 6, 28 e 32 meses onde o valor da AX e maior do que n4.

Tabela 13. Resultados da calorimetria para a adicdo de 1 miligrama de glicose
aplicada ao solo Unik1(primavera) de 2 a 32 meses de armazenamento.

Dado(meses) 2 6 8 11 20 28 32
nw/'% 65 63 56 63 68 25 22
Q/Jg’ 5,4 5,8 6,9 5,8 5,0 1,7 12,2
Pr/h 11+1 | 1241 | 10+1 | 10+1 13+ 1 10 + 1 10 + 1
AX/mg (%) |0,51(51) [ 0,75(75) | 0,45(45) | 0,37(37) | 0,25(25) | 0,90 (90) | 0,89 (89)
Yax/ kdmol™ X | 2608 1902 3772 3856 492 320 332
Yyxs/molX/mol S | 0,37 0,55 0,33 0,27 1,84 6,59 6,57
- AgHs /kJ mol” -957 -1042 | -1239 | -1042 -898,5 -2106 -2196
k/10° min” 3,5x107% | 3,1x10™* | 2,9x10™ | 2,4x10™ [ 2,5x10° | 3,3x10° | 3,3x10°
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O esperado é que o valor de AX seja sempre menor ou, no maximo, igual
ao valor de ny, uma vez que esse Ultimo reflete toda a matéria mineralizada,
enquanto que AX representa uma parte dessa mineralizacao, que se transforma

em matéria viva.

O que ocorre com as amostras a partir de 28 meses, pode dever-se ao fato
de que a adicao de qualquer substrato pode levar os microrganismos a praticar o
cometabolismo do substrato adicionado e aquele pré existente no solo, como, por
exemplo, os microorganismos ja mortos. Outro aspecto a comentar, € o fato de
que a determinacao da biomassa viva (AX) se baseia na equagao de Sparling e
seu valor é bastante dependente da determinacédo de poténcia na fase de laténcia.
Entretanto, a determinacdo desse valor de poténcia, muitas vezes tem uma
incerteza grande, o que leva a uma incerteza ainda maior em X, j4 que a

dependéncia de X, em relagédo a poténcia (@) € exponencial.

Tabela 14. Resultados do balango de massa das equagdes macroquimicas, para a
adicdo de 1 miligrama de glicose aplicada ao solo Unik1(primavera) de 2 a 32

meses de armazenamento.

TemPO/méS CsH1205 O, NH4+ CH1,300,5N0,2 CO, | H,O H*

2 051 |20/ 0,2 1 2,04 | 2,44 | 0,2
6 054 |22 02 1 2,23 2,630,2
8 061 |26 02 1 2,65 | 3,05 | 0,2
11 054 |22 02 1 2,23 | 2,631]0,2
20 049 |19 0,2 1 1,92 [ 2,32]0,2
28 0,92 45| 0,2 1 451 | 4,92 10,2
32 0,95 47| 0,2 1 4,70 | 5,10 | 0,2

A Tabela 14 mostra, também, que o desprendimento de CO, e 0 consumo
de glicose para formar 1 mol de matéria viva aumentam muito quando o tempo de
armazenamento atinge 28 meses, sendo que a relagdo molar O/glicose, que gira
em torno de 4 para baixos tempos de armazenamento, atinge 5 para o tempo de
estocagem a partir de 28 meses. No entanto, o crescimento de biomassa viva, AX,

também foi muito alto. Ora, se o valor da energia foi alto, assim como a formacao
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de biomassa viva, isso significa que os microrganismos usaram outra fonte de
carbono na atividade metabdlica, além da glicose. Observando-se as curvas da
Figura 18, vé-se que nas curvas para 28 e 32 meses de estocagem, os valores de
poténcia na fase de laténcia, sdo menores que para o0s outros tempos de
estocagem, o que significa, de acordo com Sparling, uma menor quantidade de

microrganismos vivos ou adaptados a glicose, o que justifica os comentarios

anteriores sobre a energia catabdlica e assimilagao de biomassa viva.

4.9.2. Estudo do efeito do tempo de armazenamento no metabolismo de
glicose no solo Pak.

O solo do Paquistdo, Pak, apresenta uma constante de crescimento
microbiano (5,0x10° min™) bem maior que o solo da Unicamp, Unik1(primavera)
(3,5x10* min™). Trata-se de um solo bastante deficiente em agua e mantido sob
cultivo intenso de algoddo. E um solo mais pobre em matéria organica, mas que
tem uma grande capacidade de mineralizacdo da matéria orgéanica sob a forma
viva, como mostra a Figura 20, em que, a diferenca entre a poténcia na fase de
laténcia (25 W) e no “peak time” (250 yW) é bem pronunciada. O que também se
observa na Figura 20 é que a poténcia na fase laténcia é bem menor (~10 yW)
contra 25 yW para o armazenamento de 2 meses, o que reflete alguma morte dos

microrganismos presentes no solo Pak em fung&o do tempo.

Diferentemente do solo Unik1(primavera), o solo Pak nao apresentou
diferengas significativas na constante de crescimento microbiano em relagéo ao
tempo de estocagem, conforme mostra a Figura 21, sendo maior a constante de
crescimento em relacdo ao solo da Unicamp. A eficiéncia do metabolismo
microbiano (ngx) ficou em torno de 50%, sem se alterar significativamente com o

tempo de armazenamento, conforme mostra a Tabela 15.
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Figura 20. Registros calorimétricos e resultados do estudo da influéncia do tempo

de estocagem no metabolismo de 1 mg de glicose pelo solo Pak.

No caso do solo Pak ocorre uma relacao interessante entre ny € AX, em
que o valor de formacao de biomassa viva AX, € maior que o da eficiéncia do
metabolismo, ny, mesmo para o solo com coleta recente (2 meses). Isso € mais ou
menos previsivel no caso de solo estressado, como é o caso do solo Pak, de uma
regido com pouco aporte de matéria organica e de agricultura intensa. Dessa
forma, qualquer fonte de carbono é entendida como uma necessidade de
sobrevivéncia e 0s microrganismos passam a se multiplicar. Embora o resultado
de matéria orgéanica total (MOT) para esse solo tenha sido baixo, é bastante
provavel que os microrganismos tenham passado a consumir essa matéria

organica, a partir do “despertar’ provocado pela adicdo de glicose.
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Tabela 15. Resultados da calorimetria para a adigdo de 1 miligrama de glicose
aplicada ao solo Pak apés 2 e 16 meses de armazenamento.

Dado /meses 2 16
nH% 46,7 49,8
Q/Jg’ 8,3 7.8
Pt/ h 12+0,5 | 15+0,9
AX | mg (%) 0,94 (94) | 0,84 (84)
Yax/ kd mol™ X 141 169
Yx/s / mol X/mol S 6,9 6,2
-AgHs /kJmol™ | -1492 -1330
k/10° min™ 5,0 3,8

Conforme mostram a Figura 21 (escalas em y construidas de modo a
evidenciar relagbes percentuais) e a Tabela 15, o solo Pak apresentou pouca
diferenga na energia metabodlica, havendo uma diminuicdo de cerca de 6 %
quando o tempo de estocagem passou de 2 meses para 16 meses, no entanto a

constante de crescimento microbiano diminuiu cerca de 30 %.
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Figura 21. Dependéncia da energia metabdlica e a constante de crescimento
microbiano para o solo Pak, em funcédo do tempo de coleta.
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A partir dos dados da Tabela 15 infere-se que o valor do rendimento
térmico, Yqx, Nesse caso € muito pequeno e o efeito do tempo de armazenamento
nao é tao significativo, ao contrario do solo Unik onde o tempo de armazenamento

tem um efeito significativo sobre esse parametro.

Como mostra a Figura 22, a relagcdo entre as quantidades de
microrganismos na contagem microbiolégica e a energia metabdlica, guarda

alguma proporcionalidade, quando se comparam os solos Unik1(primavera) e Pak.
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Figura 22. Relacdoentre a quantidade de microorganismos e a energia
metabdlica para os solos Unik1(primavera) e Pak.

Os resultados da Tabela 16 mostram que nao houve mudancas
significativas na produgcédo de biomassa e na evolugdo de CO;, considerando-se
massas iguais de glicose utilizada. Em termos gerais, observou-se, entao, que as
diferengas mais significativas no envelhecimento desse solo entre 2 e 16 meses se
restringiu a0 menor nimero de microrganismos vivos inicialmente e algum retardo

na deplecéao da glicose.
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Tabela 16. Resultados do balanco de massa das equagdes macroquimicas, para a

adicdo de 1 miligrama de glicose aplicada ao solo Pak apds 2 e 16 meses de

armazenamento.
Tem po /més C5H1 206 02 NH4+ CH1 ,300,5No,2 COz H20 H*
2 0,70 3,14 | 0,2 1 3,20 | 3,60 | 0,2
16 0,64 2,80| 0,2 1 2,84 | 3,24 10,2

4.9.3. Estudo do efeito da estacao de coleta do solo Unik1(primavera) no

metabolismo de glicose.

Conforme mostram as Figuras 23, 24 e 25 e a Tabela 17, os solos coletados

em diferentes estagdes do ano apresentam comportamentos distintos em alguns

aspectos. A eficiéncia do metabolismo microbiano (ny) parece nao diferenciar

muito entre esses solos, permanecendo entre 55 e 65 %.
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Figura 23. Influéncia da estacao de coleta na quantidade de microorganismos e

constante de crescimento solo Unik.

Os dados da Tabela 17 mostram que o crescimento de biomassa viva, AX,

para diferentes amostras de solo € muito pequeno, principalmente no inverno e na
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primavera. No entanto, como todos os valores sao pequenos, isso pode significar
que os microrganismos estdo bem adaptados as condicdes ambiente e que o
aporte de matéria organica (glicose) representa uma forma de catabolismo. Isso
também fica claro pelo baixo valor da constante de crescimento microbiano, cerca

de uma ordem de grandeza menor que para 0s outros solos.
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Figura 24. Influéncia da estacdo de coleta no metabolismo de 1 mg de glicose
pelos solos Unik.
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Figura 25. Influéncia da estacao de coleta na quantidade de microorganismos e

na energia metabdlica para o solo Unik.
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Tabela 17. Resultados da calorimetria para a adigdo de 1 miligrama de glicose
aplicada aos solos Unik, coletados em diferentes estagdes do ano.

Dado Unik1 Unik2 Unik3 Unik4
Primavera Verao Outono Inverno
NH'% 65 55 63 65
Q/Jg’ 5,4 7,0 57 5,4
Pt/ h 9 12 16 7
AX / mg (%) 0,05(5) 0,11(11) 0,24(24) 0,03(3)
Yax/ kd mol™ X 2605 1309 716 5488
Yxs / 0,37 0,80 1,75 0,19
molX/molS
- AgHs /kJ mol™ -972 -1260 -1024 -970
k/ min’ 3,6x10™ 57x10* 1,0x 10 46x10*

Os resultados de eficiéncia metabdlica, ny, estdo em torno de 65%, sendo
que, apenas para o solo do verao esse valor cai para 55%. Conforme mostram as
macro equagdes da Tabela 18, vé-se que o solo do verdo estéd contribuindo para
uma emissdo maior de CO, que os outros solos. Um resultado parecido tem sido
relatado por Rigobelo e colaboradores, 2004. Uma raz&o para esse elevada energia
metabdlica, para o amostra coletada no verdo, diz respeito as condicoes
climaticas. O aumento da atividade respiratéria com o aumento da umidade e

temperatura, também tem sido relatada por CHEN e colaboradores, 2002.

Tabela 18. Resultados do balanco de massa das equagdes macroquimicas, para a
adicdo de 1 miligrama de glicose aplicada ao solo Unik coletados em diferentes
estacdes do ano.

Tempo de coleta | CgH1206 | O2 | NHs* | CH18005No2 | CO2 | H.O | HY
Primavera 0,51 2,03| 0,2 1 211 25 (0,2
Verao 0,62 |264| 0,2 1 2,7 | 3,1 (0,2
Outono 0,53 |2,14| 0,2 1 22| 26 |02
Inverno 0,51 2,03| 0,2 1 2,125 (0,2

Outro aspecto a considerar seria uma possivel correlagdo entre a atividade

metabdlica, representada pela energia metabdlica ou pelo valor de poténcia na
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fase de laténcia, com a analise microbiolégica. No entanto, essa correlacao nao é
simples, ja que as unidades formadoras de colénia ndo representam diretamente o
numero de organismos vivos. Além disso, esse valor de contagem tem uma
incerteza maior, colbénias de tamanhos diferentes, erros de contagem e

colapsamento de colbnias vizinhas.

7

A constante de crescimento microbiano € mais acentuada para o solo
coletado no outono, que apresenta a menor quantidade de unidades formadoras
de colbnias e também o maior valor de “peak time”, entretanto é o solo do verdo
que apresenta a menor eficiéncia de metabolismo (~55%). Uma caracteristica
marcante de todas as amostras € o intervalo de tempo curtissimo que se
estabelece entre 0 momento da adicdo da glicose e a fase de laténcia, em quase
todos os casos em torno de 32 minutos, 0 que € uma caracteristica bem marcante

para solos nao cultivados e de clima temperado.

4.9.4. Estudo comparativo do metabolismo dos trés solos: Unik1(primavera),
Pak e Lebra.

As Figuras 26 e 27, e a Tabela 19 mostram que os trés solos:
Unik1(primavera), Pak e Lebra, apresentam comportamentos distintos em varios
aspectos. O solo do Paquistdo apresenta a maior constante de crescimento
microbiano (t = 5,1x10° min™") e a maior assimilacdo de carbono como matéria
organica viva (maior diferenca de poténcia entre a fase de laténcia e a do “peak

time”), mas apresenta a menor eficiéncia do metabolismo microbiano (nu), 50%.

O solo Lebra apresenta uma curva de crescimento microbiano parecida com
o Pak, no entanto apresenta a menor constante de crescimento, 2,2 x 102 min™,
entre os trés solos. Por outro lado, o solo Unik1(primavera), o Unico nao cultivado,
apresenta uma curva de crescimento totalmente diferenciada dos outros dois.
Apresenta uma constante de crescimento da ordem 10 vezes menor (t = 3,6x10*
min™"), e um formato bastante diferente, com um intervalo de tempo da fase de

crescimento microbiano bem longo e sem um aumento significativo da quantidade
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de matéria viva (maior diferenca de poténcia entre a fase de laténcia e a do “peak
time”).
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Figura 26. Registros e resultados calorimétricos do metabolismo de glicose para
os diferentes solos: Unik1(primavera), Pak e Lebra.
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Figura 27. Valores de constante de crescimento microbiano e energia metabdlica
para os solos Unik1(primavera), Lebra e Pak.

Como se observa na Tabela 19, o crescimento de biomassa viva e o

rendimento de biomassa sdo elevados para os solos cultivados, Pak e Lebra e
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pequenos para o0 solo ndo cultivado, Unik1(primavera). Como comentado
anteriormente para o solo Unik1(primavera), isso reflete certo estresse dos
microrganismos dos solos cultivados, que interpretam esse aporte de matéria

organica, como uma oportunidade de crescimento.

Tabela 19. Resultados da calorimetria para a adigcdo de 1 miligrama de glicose
aplicada as diferentes amostras de solo.

Dado Unik1(primavera) | Lebra Pak
NH% 65 58 46
Q/Jg’ 5.4 6,5 8,3
P;/ h 11 26 13
AX | mg (%) 0,05 (5) 0,66 (66) | 0,94 (94)
Yax' kJ mol’ X 2657 216 141
Yx:s / molX/molS 0,36 4,89 6,94
- AgHs /kJ mol™ -971 -1171 -1492
k/10° min’ 3,6x10™ 22x10*%|5,1x10™

Ao contrario, para o solo Unik1(primavera), os microrganismos nao estao
sob estresse, mas sim, em alta competicdo, o que significa que o aporte de
substrato leva a uma atividade catabdlica mais intensa. Isso também se reflete
pelo alto valor de Yq/x para o solo Unik1(primavera) e baixos valores para os solos
Pak e Lebra.

Outro aspecto que pode ser comentado diz respeito a variedade de
microrganismos no solo. No caso de solos cultivados, como o Pak e Lebra, € de se
esperar que haja menor variedade, o que, de certa forma, evidencia menor

competicao e, portanto, maior facilidade de crescimento microbiano.

Os balangos de massa da macroequacao, Tabela 20, mostram uma maior
emissao de CO, para os solos sob cultivo do que para o solo Unik1(primavera), o
que pode evidenciar uma maior contribuicdo da agricultura intensiva para a
emissao desse poluente.
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Tabela 20. Resultados do balanco de massa das equagdes macroquimicas, para a

adicdo de 1 miligrama de glicose aplicada as diferentes amostras de solo.

TipO da solo C6H1206 02 NH4+ CH1,800,5N0,2 C02 H20 H*
Unik1(primavera) 0,51 2,02| 0,2 1 21125 (0,2
Lebra 0,60 (245 0,2 1 25129 10,2

Pak 0,70 3,14 0,2 1 3,2 ] 36 10,2

4.9.5. Estudo do efeito da adicdao de As®** no solo Unik1(primavera).

O efeito da adicdo de As** foi estudado variando-se a quantidade desse ion
adicionado ao solo Unik1(primavera). O que se observa nas Figuras 28 e 29 é

uma correlacdo inversa entre a quantidade adicionada de As®*" e o efeito térmico

observado.
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Figura 28. Registros calorimétricos do metabolismo de 1 mg de glicose adicionada
1 més ap6és a adicdo de As®*, em diferentes concentragdes no solo
Unik1(primavera).

O valor de “peak time”, embora pouco claro para a quantidade de 50 ppm
de As*, mostra valores parecidos para as outras condi¢cdes. Entretanto, essa
observacado vale somente para os casos em que houve adicdo do ion, ja que o

solo em que nao houve adicao o efeito térmico foi muito mais elevado, 12,3 J.
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Outro aspecto releva