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METODOS PARA DETERMINACAO DE BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO:
FUNDAMENTOS, APLICABILIDADE E PERSPECTIVAS FUTURAS

MILTON ANTONIO SEGANFREDO'

RESUMO - A biomassa microbiana (BM) do solo é um componente fundamental para o entendimento da ciclagem
damatéria orghnica, nutrientes e fluxo de encrgia no solo. Os métodos mais utilizados para a sua determinagdo so
o da microscopia direta (biovolume), os quimicos (ATP=trifosfato de adenosina e fumigagio-extragio=FE) ¢ os
fisiolégicos (fumigago-incubagfio=F] e respiragfio induzida por substrato=R1). O do biovolume ¢ considerado
subjetivo e trabalhoso, enquanto que os quimicos e fisiolégicos possuem melhor precisfio e maior abrangéncia
quanto 3 diversidade de solos. Para solos alagados, os métodos testades tém sido 0s mesmos que para os solos
bem drenados, sendo que o do ATP mostrou-se inadequado, o FE e variantes do Fl e RI, aplicdveis. A terminologia
predominante na literatura ndo se refere & biomassa microbiana total, mas a alguns dos scus componentes, como
carbono, nitrogénio ou nitrogénio microbiano reativo A ninhidrina. As perspectivas indicam um uso mais intensivo,
a curto prazo, dos métodos do ATP, IR, Fl e FE, seguindo-se a popularizagdo dos métodos para a determinagfo da
biomassa de grupos especificos e em etapas subseqilentes, dos métodos de biologia molecular para a individualizag#io
dos componentes da biomassa microbiana.
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METHODS FOR SOIL MICROBIAL BIOMASS ASSESSMENT: THEIR PRINCIPLES, APPLICABILITY
ANDFUTURE TRENDS

ABSTRACT - The soil microbiat biomass is of paramount importance for the understanding of the organic matter
tummover, nutrient cycling and energy flux in the soil. The most widespread and correlated methods are direct
microscopy for fluorescent stained microrganisms (Biovolume), the chemical methods (ATP=adenosine triphosphate
and fumigation-extraction=FE), and the physiological metheds (fumigation-incubation=F[ and substrate induced
respiration=8IR). The biovolume method is rather subjetive and time consuming, while the chemical and physiological
methods are of better reproducibility and applied to a wider range of soils. For lowland soils, the methods tested
are basically the same as for upland soils. The data available show that the FE and modified versions of FI and SIR
have a satisfactory performance, but the original ATP method scems to be unsuitable. The expression usually found
in the literature does not refer to the total microbial biomass, but rather to specific components of the biomass like C,
N and ninhydrin reactive nitrogen. For the forthcoming years, significant increase in research is expected involving
ATP, SIR, Fl and FE methods in organic matter tumover and encrgy cycling. The flourishing methods for biomass
assessment of particular groups of microorganisms as well as the molecular techniques for the identification of
individual components of the biomass are also expected to become more popular.

Key wards: Carbon, nitrogen, ninhydrin, microbial respiration, microbial ATP.

INTRODUCAO animais maiores do que 5000 pm’, sendo o agente

das transformagdes bioquimicas no solo

A biomassa microbiana (BM) é um dos (JENKINSON ¢ LADD, 1981; WARDLE, 1994).
componentes essenciais para o entendimento da  No ciclo natural da vida do solo, a biomassa dos
ciclagem de nutrientes, da matéria orginica e do  organismos mortos constitui-se em fonte de
fluxo de energia no solo. Conceitualmente,aBM € nutrientes prontamente disponiveis para as plantas,
definida como a parte viva da matéria orgénicado  pois os mesmos estardo em formas mais facilmente
solo, excetuando-se os fragmentos de raizes e reciclaveis do que aqueles contidos na matéria
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orginica estabilizada (JENKINSON, 1988}.

Na pesquisa de métodos para a determinagéo
da BM, um dos maiores avangos ocorren com 0
desenvolvimento do método da fumigagéo-
incubagdo (FI) por JENKINSON e POWLSON
(1976). Este método foi posteriormente
aperfeigoado por outros pesquisadores, como
VORONEY e PAUL (1984); PARKINSON e
"PAUL (1982); VANCE et al. (1987a);
JOERGENSEN e BROOKES (1990); WU et al.
(1990). Além do FI, outros métodos estéo

disponiveis e sio considerados titeis para a avaliagdo -

das condigBes bioldgicas do solo, especialmente para
aqueles bem drenados, para os quais foram
desenvolvidos. Para solos alagados ou sujeitos a
ciclos de alagamento e secagem, entretanto, a
bibliografia disponivel ainda € escassa.

Neste trabalho serfio abordados os principios,
limitagGes e a aplicabilidade de alguns métodos para
determinagdo da BM para solos bem drenados e
solos sujeitos ao alagamento, por periodos curtos
ou prolongados, e as perspectivas futuras de sua
utilizacdo.

0S PRINCIPAIS METODOS
CORRELACIONADOS ENTRE SI

Em fung8o, principalmente, de limitagSes
metodoldgicas, significado ecolégico e dificuldade
de interpretagio dos resultados, diversos métodos
precursores, como a classica contagem em placas
de Petri, ndo serdo abordados neste trabalho. Este
serd concentrado em métodos mais precisos
correlacionados entre si, como os quimicos, 0s
fisiolégicos e o de microscopia direta (HORWATH
e PAUL, 1994).

Método da microscopia direta (Biovelume)

Este método € baseado na concepcio de que
a observagdo, ao microscopio, de microrganismos
preparados com corantes especificos é a maneira
mais direta de medir seu nimero e tamanho e,
posteriormente, converter o biovolume para BM.
Os dados sobre a aplicabilidade deste método para
solos alagados sdo escassos, mas, numa versdo
modificada, ja se mostrou igualmente funcional
(INUBUSHI et al., 1984). Para solos bem
drenados, este método € freqiientemente utilizado
como padrio, sendo a expectativa geral de que
todos os demais métodos apresentem boa correlagdo
com o mesmo (SCHMIDT e PAUL, 1982). O
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método é, entretanto, de alto custo, muito trabalhoso
e possui diversas dificuldades técnicas de execugio,
as quais limitam sua aplicabilidade e,
freqiientemente, geram incertezas quanto aos
resultados obtidos (JENKINSON, 1988;
MARTENS, 1995).

Métodos fisiologicos

Respira¢io induzida por substrato (RI) - Este
método segue o principio.de que os solos
apresentam taxa de respiragdo diferenciada e
propria de suas caracteristicas, quando um
substrato, prontamente disponivel e em
concentragio adequada, € adicionado aos mesmos.
Esta taxa, medida através do CO, liberado antes
do aumento da populagdo microbiana, pode ser
tomada como um indice da biomassa de carbono,
desde que 0 mesmo seja calibrado com um método
padrdo para a determinag¢do da BM (ANDERSON
e DOMSCH, 1978).

Usando a glicose como substrato e calibrando
este método com o da fumigagio-incubagio a 22°
C, ANDERSON ¢ DOMSCH (1978), obtiveram
a seguinte equagio: Y=40X + 0,37, onde Y= mg
de biomassa de carbono (biomassa de C)/100 g
§olo, e X= taxa de respiragdo ml/100 g solo a 22°
C. Para se calcular a biomassa microbiana, deve-
se dividir o valor de biomassa de C pelo fator 0,475,
¢ qual representa a proporgdo de carbono em
relagdo ao peso da biomassa microbiana
desidratada. Geralmente, no entanto, os valores sio
expressos em biomassa de C, ou seja, um dos
componentes da biomassa microbiana total e no
esta, propriamente dita. O calculo da biomassa de
N pode ser feito dividindo-se o valor da biomassa
de C pelo fator 6,7, que ¢ obtido da relagdo C/N
média dos microrganismos do solo. O método RI
foi desenvolvido para solos agricolas bem drenados
e, na sua versdo original, ndo foi proposto para solos
alagados (ANDERSON, 1990). No entanto, existem
diversos relatos de sua utilizagdo bem sucedida em
versdes modificadas, para solos sujeitos ao
alagamento e incubag¢Bes anaerdbias. WEST e
SPARLING (1986) solucionaram ¢ problema,
representado pelo excesso de umidade de amostras
de solos da Nova Zelandia, sujeitos a ciclos de
umedecimento e secagem, mediante o emprego
de incubagdes anaerdbias de suspensdes liquidas
de glicose. Utilizando solos da Escécia, RITZ e
WHEATLEY (1989) também demonstraram que
o fator umidade antecedente ndo interfere nas
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determinagbes de BM, quando se procede a
incubagio em condigdes anaerdbias com as
amostras mantidas em agitagdo continua. OCIO ¢
BROOKES (1990) usaram um procedimento
similar e concluiram que a equagédo originalmente
proposta por ANDERSON e DOMSCH (1978) ndo
necessitava de alteragdes em fungio da modificagio
efetuada. Incubagdes anaerdbias foram também
utilizadas por HASSINK (1993) e HARDEN et al.

(1993). Uma das grandes desvantagens deste
método é a necessidade de equipamentos
sofisticados para a detecgdo de gases, o que o torna
muito caro. O método €, no entanto, bastante
vantajoso para estudos da biomassa ativa e de suas
flutuagdes causadas por distirbios antropogénicos.

Resultados de biomassa de C obtidos por este
método sdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Biomassa de C, determinada pelo método respira¢io induzida (RI)

: Biomassa'

Tipo de solo Condigao BiomassadeC Referéncia

ecoldgica ug/g de solo
Argiloso aveia 793 ANDERSON e DOMSCH (1978)
Franco-arenoso S 302 GRIS| e GRAY (1986)
Arenoso trigo 350 OCIO e BROOKES (1990}
Argiloso trigo 700 OCIO e BROOKES (1990}
Aluvial rotagéo 3 HARDEN et al. (1993)
Aluvial pastagem 726 HARDEN et al. (1953)
Argiloso rotagio 45 INSAM et al. (1991)
Areno-argiloso rotacio 171 INSAM et al. (1891)
Franco-arencso rotagfio 229 INSAM et at. (1991)
Aluvial rotagio 231 ANDERSON e DOMSCH (1986)
Arenoso floresta 1760 ANDERSON e DOMSCH (1986)

1, Biomassa de C= 40X + (,37. X= taxa de respiragdo microbiana em ml/100g solo

Fumigagiio - incubagio - Este método segue o
principio que depois da fumigag3o, dissipagdo dos
residuos do fumigante e reinoculagio, uma amostra
de um determinado solo apresentara, apds algumas
horas, uma taxa de respira¢@o superior a de outra
amostra nio fumigada do mesmo solo. A diferenga
entre as taxas de liberagdo de CO,, da amostra
fumigada para a nZo fumigada, resulta no
denominado pico de liberagdo de CO,, que ¢
proporcional ao tamanho da populagio microbiana
originalmente presente no solo. Na esséncia, esse
pico ¢ resultante da atividade bioquimica da
populagéo recolonizadora, atuando na decomposigio
das cé¢lulas microbianas mortas pelo fumigante.

A utiliza¢do deste método envolve algumas
pressuposigdes que sdo resumidas por
JENKINSON e LADD (1981): o carbono e o
nitrogénio dos microrganismos mortos sdo
mineralizados mais rapidamente do que o carbono
¢ o nitrogénio dos microrganismos vivos; a
fumigagdo mata completamente os microrganismos;
0s microrganismos mortos nos solos nfo fumigados
um fator negligivel em relagdo dqueles do solo
fumigado; o uinico efeito da fumigacdo é o de matar
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os microrganismos; a fragdo do carbono e nitrogénio
mineralizados, proveniente da BM morta num
determinado periodo, ndo ¢ diferente para solos
diferentes; o solo ndo deve ser seco por qualquer
processo, pois isso pode provocar a liberagio de
carbono ndo microbiano ¢ matar parte da populacio
existente.

Usando o método FI, ¢ possivel calcular tanto
a biomassa de C quanto a biomassa de N. Para a
biomassa de C, os cdlculos sdo feitos através da
equagdo: biomassa de C= F/Kc, onde biomassa de
C=biomassa de carbono microbiano, F=diferenga
entre o carbono liberado do solo fumigado e solo
ndo fumigado, Kc= fragdo de carbono da BM
mineralizado durante a incubagio. O fator Ke foi
estabelecido em 0,50, para incubagdes a 25° C, por
JENKINSON e POWLSON (1976) e, ap6s, em
0,411 por ANDERSON e DOMSCH (1978), para
incubagdes a 22° C, ¢ 0,41 por VORONEY ¢
PAUL (1984), em condigdes de campo. O fator
mais empregado ¢, no entanto, o de 0,45
apresentado por JENKINSON (1988). Para
biomassa de N, utiliza-se a equagfo: biomassa de
N=F/Kn, onde biomassa de N=biomassade N, F=
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diferenga entre o nitrogénio liberado do solo
fumigado e solo ndo fumigado, Kn= fragdo de
nitrogénio da biomassa, mineralizado durante a
incubagdo. O Kn foi estabelecido em 0,68 por
SHEN et al. (1984), para incubagdes a 25° C, e
redefinido para 0,54 por BROOKES et al. (1985b)
e 0,57 por JENKINSON (1988). As varia¢bes nos
fatores K¢ e Kn devem-se & metodologia de sua
determinago, a partir de estudos com N, a campo,
ou de culturas in vitro dos grupos considerados
(fungos, bactérias, actinomicetos etc., ou populagdes
mistas), ¢ do tipo de substrato predominante ou
adicionado no ambiente de referéncia
(ANDERSON e DOMSCH, 1978; VORONEY e
PAUL,1984; JENKINSON, 1988). Para o calculo
da biomassa microbiana, partindo-se das analises
do carbono orgénico, divide-se o valor da biomassa
de C pelo fator médio de 0,475. Quando se parte
das anélises de nitrogénio, converte-se,
primeiramente, os valores de biomassa de N para
biomassa de C através da multiplicagdo pelo fator
6,7 (relagio C/N média dos microrganismos do solo)
e, apos isso, converte-se o valor de biomassa de C
para biomassa microbiana, mediante a divisdo pelo
fator 0,475. Destaca-se que, também, para este
método, os valores geralmente expressos na
literatura referem-se a um dos componentes da
biomassa € ndo 4 biomassa microbiana total.

Quanto a aplicabilidade do método FI para solos
bem drenados, os resultados obtidos tanto para
carbono, quanto para nitrogénio, tém apresentado
boa correlagiio com o do biovolume, do trifosfato
de adenosina (ATP) e do RI (SHEN et al., 1984).
No entanto, 0 método original mostra-se limitado
para solos muito acidos (pH < 4,2}, solos calcarios,
solos com altos teores ou com adigSes recentes de
matéria orginica, e para solos com alta
concentragido de aluminio (VANCE et al., 1987b;
JENKINSON, 1976).

Embora existam algumas alternativas para
minimizar as citadas restrigdes e assim possibilitar
a utilizagdo do método naqueles tipos de solos
(CERRI e JENKINSON, 1981; VORONEY e
PAUL, 1984; LYNCH e PANTING, 1981), muitas
vezes as estimativas, principalmente de biomassa
de N, tornam-se apenas uma aproximagio do valor
real da populacéo original do solo (JENKINSON,
1988). O método FI padrdo tampouco ndo é
adequado para solos alagados. Porém, mediante
algumas adaptagdes conforme o sugerido por -
INUBUSHI et al. (1984), pode ser usado, também,
para os solos sob estas condigdes.

Estimativas de biomassa de C e biomassa de
N, pelo Fl, sdo apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2 - Biomassa de C e biomassa de N, determinadas pelo método fumigagao-incubacao (Fl)
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Tipo de solo Condigdo ecoldgica Biomassa Referéncia
_ (uglg solo}
Biomassade C

Muito argiloso floresta 314 GERALDES etal. (1995)
Muite argiloso pastagem 4 anos 488 GERALDES etal. (1995)
Muito argiloso pastagem 15 anos 316 GERALDES etal. (1995)
Greylvarzea frutiferas 154 PFENNEING et al. (1992)
Argiloso plantio direto 383 CATTELAN et al. {(1997a)
Argiloso plantio convenc. 242 CATTELANEet al. {(1997a)
Argiloso sojaltrigo 532 CATTELAN et al. (1897b)
Arenoso incubagac em laborat. 33 MINHONI et al. (1996)
Areno-argiloso trigo 470 JENKINSON e POWLSON
(1976)

Arenc-argiloso trigo 220 JENKINSON e POWLSON
(1976)

Franco-argiloso pastagem 389 CATTELAN (1989)
.Franco-argiloso rotagao 244 CATTELAN (1989)
Argiloso pastagem alagada ~ 500 ROSS et al. (1985)
Franco-siltoso pastagem varzea . 729 WEST et al. (1986)
Franco-siltoso pastagem varzea 782 WEST et al. (19886)

Biomassa de N

Franco-siltoso pastagem varzea 209 WEST et al. (1986)
Franco-siltoso pastagemvarzea 212 WEST etal. (1986)
Franco-siltoso pastagem 60 BROOKES et al. {1985)
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TABELA 2 - Continuagio

Siit.-argiloso
Argiloso

pastagem nativa
pastagem nativa

238
280

BROOKES et al. (1985)
ROSS et. al. (1985)

1. Biomassa de C= (F - NF)/k. F= carbono organico da amostra fumigada; NF= carbono orgénico da amostra nda
fumigada; k= frag8o do carbono mineralizado durante a incubagéo

Métodos quimicos

Esses métodos sdo baseados na extragdo, por
produtos quimicos, de algum composto ou conjunto
de compostos presentes em todos os individuos da
populagdo microbiana e ausente nos demais
constituintes do solo, exceto para 0 método da
fumigagdo-extragio (FE). O método FE utiliza um
processo Unico de extragdo envolvendo,
simultaneamente, todos os grupos de
microrganismos, enquanto que os outros métodos
envolvem, em geral, a extragdo de compostos
especificos para a determinagio de BM de grupos
pré definidos de microrganismos.

Entre os principais compostos ja testados para a
determinagio de BM estdo o 4cido murdmico, para
biomassa de procariéticos, fosfo-lipideos, para
biomassa de bactérias, &cido teicbico, para biomassa
de microrganismos Gram-positivos, acido 3-
hidroximeristico, para microrganismos Gram-
negativos, quitina e ergosterol, para biomassa
fungica, o trifosfasto de adenosina (ATP) ¢ os acidos
nucleicos RNA ¢ DNA. Dentre os compostos
citados, aquele de metodologia mais pratica e
operacional tem sido o trifosfasto de adenosina
(ATP) (JENKINSON e LADD, 1981).

Método do trifosfasto de adenosina (ATP). O
método estd fundamentado no principio de que o
ATP estd presente em todas as células vivas e
pode ser quantificado através do sistema enziméatico
luciferina-luciferase (OADES e JENKINSON,
1979). Apds a extragio do ATP das células, pode-
se calcular a biomassa de C, muitiplicando-se o
conteiido de ATP por um fator resultante da taxa
constante existente entre o conteido de ATP ¢ o

TABELA-3. Resultados de biomassa de ATP

de carbono organico da BM. Para solos cultivados,
este fator médio é de 171 (TATE e JENKINSON,
1982). A média calculada para este fator, por
JENKINSON (1988), a partir de dados de literatura
abordando exclusivamente extragdes icidas e de
solos pré-incubados, foi de 169, Assim, a biomassa
microbiana total, utilizando-se o método do ATP,
podera ser calculada através da equagio: biomassa
de C = (conteudo de ATP x 169) e a BM total,
através d4 equagio BM total= (contendo de ATP x
169) /0,475. lgualmente ao mencionado para o
método anterior, os resultados geralmente sio
expressos como biomassa de ATP ou o equivalente
em biomassa de C, e ndo como biomassa microbiana
total,

Para solos bem drenados o método tem
demonstrado boa correlagdo com o do biovolume,
respiragdo induzida (RI), fumigagdo - incubagiio
(FI) e fumigagdo - extragdo (FE) (GRISI e GRAY,
1986; OCIO ¢ BROOKES, 1990; HORWATH e
PAUL, 1994). Um dos pontos criticos do método ¢
o processamento do solo, pois a temperatura € o
tempo de armazenamento podem interferir de tal
maneira nos resultados, que os teores de ATP
determinados em laboratério podem ndo refletir
adequadamente os teores existentes em condigdes
de campo (JENKINSON ¢ LADD, 1981). Para
solos alagados, o método, originalmente proposto
por OADES e JENKINSON (1979), mostrou-se
inadequado, por subestimar, muito, os resultados
nestas condigdes, o que esta relacionado ao estado
de baixa energia no qual operam os microrganismos
anaerdbios (INUBUSHI et al. 1989a).

Alguns resultados de biomassa de ATP sdo
apresentados na Tabela 3.

Tipo de solo Condigao ecolégica
Argiloso pastagem alagada
Franco-siltoso pastagem
Franco-arenoso pastagem
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Biomassa de ATP Referéncia
ug/g de solo
8,04 ROSS etal. (1985)
4,08 ROSS et al. (1980)
2,20 ROSS et al. (1980)
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TABELA 3- Continuagio

Franco-siltoso
Franco-siltoso
Franco-siltoso
Franco-siltoso
Franco-arenoso
Franco-arenoso

pastagem véarzea
pastagem varzea
pastagem varzea
pastagem varzea

. rotagao de culturas
solo+palha de trigo

Argiloso rotagdo de culturas
Argiloso solo+patha de trigo
Areno-siltoso pomar com mulch
Argiloso trigo/pousio
Argiloso pastagem

5,12 WEST et al. (1986)

7,72 WEST et al. (1986)

3,67 WEST et al. (1988)

4,86 WEST et al. (1986)

1,26 OCI0 e BROOKES, (1990)
3,16 OC!O e BROOKES, (1990)
6,60 OCIO e BROOKES, (1990)
7.90 OCIO e BROOKES, (1990)
1,70 AHMED et al. (1982)

2,10 AHMED et al. (1982)

5,80 AHMED et al. (1982)

Obs. - A biomassa de C pode ser calculada através da equacio: biomassa de C= ATP*169

Fumigacio - extragio (FE) - Este método segue
o principio que a fumigag#o aumenta os teores totais
de C, N e nitrogénio reativos a ninhidrina (NRN),
extraiveis, geralmente, por K,SO, ou KCl. Os teores
assim extraidos estdo diretamente relacionados com
os teores de C e N liberados dos microrganismos
mortos em solos fumigados e incubados pelo
método FI. Desta forma, a biomassa de C, N, P ou
S pode ser determinada logo apés concluida a
fumigagdo, que dura 24h, realizando-se, a partir dai,
os mesmos procedimentos analiticos do método F1
(BROOKES et al., 1985a,b; JENKINSON, 1988;
AMATO e LADD, 1988; BROOKES et al., 1982;
VANCE et al, 1987a; SAGGAR et al., 1981).
As evidéncias de que o C, que se torna extraivel
apés a fumigagdo, é proveniente da BM foram
apresentadas por VANCE et al. (1987a). A partir
da relagdo encontrada entre a BM, pelo método
FI, e o C extraivel {Ec), os autores estabeleceram
‘aequagdo: biomassa de C = (2,64 + 0,060)*Ec, o
que resulta num fator KEc de 0,38 (1/2,64).
Calculando o fator KEc, a partir de dados publicados
em revistas especializadas, JENKINSON (1938)
obteve um valor de 0,45. Para solos da América do
Norte, HORWATH e PAUL (1994) sugerem 0,35,
enquanto que para solos da Oceania o valor sugerido
€ de 0,33 2 0,35 (ROSS, 1990; SPARLING et al.,
1990). Na Europa, porém, o fator mais utilizado
ainda ¢ o de 0,45 (JOERGENSEN et al., 1994),
sugerido por JENKINSON (1988). O
desenvolvimento do processo de oxidagdo do
carbono orginico, mediante o uso do persulfato de
potassio em sistemas automatizados, demonstrou
que o fator KEc mais adequado é 0,45 (WU etal,,
1990), porque no caso da utilizagdo do dicromato
de potassio (VANCE et al., 1987,a) via imida, a
oxidagdo € incompleta.
Para biomassa de N, BROOKES et al. (1985b)

k¥4

propuseram a seguinte equagio: biomassa de N=
1,85En, resultando num fator Kn= 0,54 (1/1,85)
que, também, mais tarde, foi reconsiderado para
0,45 (JENKINSON, 1988).

Usando KC1 como extrator, AMATO e LADD,
(1988) demonstraram que o pico de liberagdo de
CO, de 25 solos, determinado pelo método FI,
esteve estreitamente relacionado com o nitrogénio
reativo a ninhidrina (NRN) extraido dos mesmos
solos ap6s a fumigagio com cloroférmio por 10 dias.
Este método foi, posteriormente, considerado muito
sensivel, pela relagdo linear existente entre a
biomassa de C, biomassa de N e biomassa de NRN
com ¢ metodo ATP em solos com adigGes
recentes de matéria orginica facilmente
decomponivel (OCIO e BROOKES, 1990).
Posteriormente, WITTER et al. (1993) observaram
que o método da BNRN correlaciona-se melhor
com o do ATP do que com o da FI. Apds a.
proposi¢do de JOERGERSEN e BROOKES
(1990}, a biomassa de NRN pode ser calculada,
também, a partir de extratos feitos com K,SO, ¢
sem necessidade da incubagdo por 10 dias. O
procedimento sugerido apresentou correlagio linear
com a biomassa de C e biomassa de N. A equagio
para o calculo da biomassa de NRN &: (NRNF —
NRNNF) onde, NRNR = nitrogénio reativo a
ninhidrina da amostra fumigada e NRNNF =
nitrogénio reativo a ninhidrina da amostra nio
fumigada.

A partir da biomassa de NRN podem ser calculadas;
também, a biomassa de C e a biomassa de N,
através das seguintes equagdes: biomassa de C=
21*biomassa de NRN e biomassa de N=
3,1*biomassa de NRN; (AMATO ¢ LADD, 1988),
para solos da Australia, e biomassa de C=
21*biomassa de NRN e biomassa de N=
4,95*biomassa de NRN, para solos da Europa
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(OCIO ¢ BROOKES, 1990). Entretanto, em
estudos posteriores, envolvendo nove solos da
Australia, SPARLING et al., (1993) observaram
que a liberagdo de NRN, em 24 h de fumigagio, foi
de apenas 55 % daquele liberado em 10-dias de
incubagdo. Com isso, os fatores seriam de 38,2, para
estimar biomassa de C, e 5,64, para biomassa de
N; maiores, portanto, do que aqueles observados
por AMATO e LADD (1988). .

A grande vantagem dos métodos de extragdo direta
para biomassa de C, biomassa de N e biomassa de
NRN é a de que eles sdo adequados em situagdes
onde o método FI ndo se aplica (BROOKES et
al., 1990). Podem, inclusive, contornar a
interferéncia de condigdes ecoldgicas diferentes,
quando da comparagdo entre o solo fumigado e o
nao fumigado (HORWATH ¢ PAUL, 1994).

O método FE, para biomassa de C, biomassa de N
e biomassa de NRN )i tem confirmada a sua
aplicabilidade para uma ampla variagéo de solos
cultivados e situagdes ecoldgicas (BROOKES et
al., 1985a,b; VANCE et al., 1987a,b, OCIO ¢
BROOKES, 1990; AMATO ¢ LADD, 1988;
POWLSON 1994). Devido as dificuldades

operacionais ¢ problemas ligados a repetibilidade
dos resultados, as opgdes para determinagio de
biomassa de fosforo (biomassa de P) e biomassa
de enxofte (biomassa de S) ndo serdo discutidas
neste trabalho. Maiores detalhes, para biomassa de

"PedeS, podem ser obtidos em BROOKES et al.

(1982); SAGGAR et al. (1981); GRISI (1996); WU
et al. (1994).

Para solos alagados s3o ainda restritos os relatos,
porém, as trés opgdes do FE, j4 comprovadamente
aplicdveis a solos bem drenados, biomassa de C,
biomassa de N ¢ biomassa de BNRN, parecem
ser igualmente funcionais e aplicaveis para estes
tipos de solos (INUBUSHI et al., 1991).

A biomassa microbiana total pode ser calculada
aplicando-se o fator 0,475 aos resultados de carbono
microbiano. Entretanto, da mesma forma que para
os métodos anteriores, os dados da literatura sio
expressos na forma de biomassa de C, N ou NRN,
ou seja, de componentes da biomassa e ndo a
biomassa microbiana total.

Estimativas de biomassa de C, biomassa de N e
biomassa de NRN pelo FE sdo apresentadas na
Tabela 4.

TABELA 4 - Biomassa de C, biomassa de N ¢ biomassa de NRN microbiana, determinadas pelo método fumigagiio-

extraciio (FE)
Tipo de solo Condigio ecolbgica Biomassa Referéncia
ug/g de solo

Biomassa de C*
Argiloso milho 282 SEGANFREDO (1997)
Argiloso incubagic em laboral. 523 SEGANFREDI (1997)
Gleyivarzea frutiferas 219 PFENNING et al. {1992)
Muito argiloso floresta 745 GERALDES et. al (1996)
Muito argiloso pastagem 4 anos 538 GERAIDES et. al (1996)
Muito argiloso pastagem 15 anos 301 GERALDES et al. (1996)
Franco-arenoso floresta 580 VANCE et al. (1987 a}
Arenoso pastagem 671 VANCE et al. (1987 a)
Argiloso rotagdo 644 QCIO e BROOKES (1980)
———— alagado 475 INUBUSHI et al. (1991)
——————— alagado 752 INUBUSH! et al. (1991)

Biomassa de N?
Muito argilose floresta 144 GERALDES et al.2(1996)
Muite argiloso pasiagem 4 anos 89 GERALDES et al. (1996)
Muito argiloso pastagem 15 anos 121 GERALDES et al. (1996)
Arenoso rotagao 20 OCIO e BROOKES (1990)
Argiloso rotagio 70 OCIO e BROOKES (1980}
et alagado 35 INUBUSH! et al. (1991)
——- alagado 52 INUBUSHI et al. (1991)
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TABELA 4 - Continuagiio

Biomassa de NRN? . .
Argiloso milho 61 SEGANFREDO (1997)
Argiloso incubagéo laborat. 113 SEGANFREDOC (1997)
Arencso rotagdo 5 OCIO e BROOKES (1990)
Argiloso rotagdo 20 0OCI0O e BROOKES (1990)
Argiloso rotagdo 12 JOERGENSEN e
BROOKES
{1990)
---------- - alagado 10 INUBUSHI et al. (1991)
—m———eees alagado 13 INUBUSHI et al. (1991)
Arenoso pastagem 12 AMATO e LADD (1988)

1. Biomassa de C= (F-NF)*2,64, para titulagdes e biomassa de C= (F-NF)*2.25, para auto-analisadores de C; F= carbono
orgénico da amostra fumigada; NF = carbono orgénico da amostra ndo fumigada

2. Biomassa de N= (F-NF)*2,64; F= nitrogénio tolal da amostra fumigada; NF= nitrogénio total da amostra nao fumigada

3. Biomassa de N reativo & ninhidrina = {F-NF}. F= nitrogénio reativo a ninhidrina da amostra fumigada; NF= nitrogénio reativo a

ninhidrina da amostra nfo fumigada

A escolha do método

Qualquer um dos métodos abordados, desde
‘que criteriosamente executado, pode fornecer
resultados validos de BM. No entanto, nenhum deles
¢ suficientemente abrangente para ser recomendado
como um indice finico das condigGes bioldgicas do
solo. Além disso, em fungdo das variagGes entre
solos e da necessidade de padronizagdo dos
procedimentos para cada solo, torna-se importante
a utilizagdo de mais de um método para a sua
determinagdo (MARTENS, 1995; WARDLE,
1994). Por outro lado, embora nio esteja
conceitualmente correto dizer-se biomassa
microbiana para valores de biomassa de ATP, de
C, de N ou de NRN, se considerarmos o principio
da exatidio dos métodos, € mais apropriado
expressar os resultados na forma de componentes
especificos da biomassa, do que na de biomassa
microbiana total propriamente dita.

O FI e o FE sdo muito Gteis, especialmente
para os estudos de ciclagem de nutrientes e energia,
de dindmica da matéria organica e dos efeitos de
sistemas de manejo do sclo. O R, por sua vez, é
uma importante alternativa, nio apenas para a
determinagdo da BM, mas também da atividade
microbiana do solo (WARDLE, 1994),

O método do ATP, apesar da variagdo entre o
seu contetido e o do C da BM, ou seja, relagio
ATP/C, tem possibilitado resultados tdo validos
quanto aqueles dos demais métodos enfocados neste
trabalho, desde que cuidadosamente executado.

Alémdaescolha de mais de um método, outra
alternativa, para facilitar a interpretagio dos
resultados obtidos, ¢ a utilizagdo de indices

complementares, como o quociente respiratorio e
as proporgdes da biomassa de C ou de N em relagéo,
respectivamente, ao C e N do solo.

Considerando-se como condig@o obrigatéria o
controle do erro experimental, em todas as etapas
do trabalho, a questio fundamental nos estudos da
BM ¢ a interpretagiio dos resultados, uma vez que
os seus padrdes, fregiientemente, mostram-se
pouco evidentes. Ndo se pode esperar, no entanto,
que os métodos de analises biologicas sejam tdo
precisos e exatos quanto os métodos de anélises
quimicas do solo (POWLSON, 1994).

Perspectivas futuras

O desenvolvimento de métodos para a
determina¢do da BM como uma forma de
representar, quantitativamente, todos os grupos
microbianos do solo, foi um dos principais fatores
responsaveis pelo aumento de pesquisadores em
Ciéncia do Solo interessados em avaliar as
condigdes biologicas do solo, mesmo para aqueles
ndo especialistas nesse ramo. Com a demanda
advinda do aumento dos usudrios, ndo sé os
meétodos desenvolvidos, especialmente entre 1966
e 1976 foram aperfeicoados, como, também, outros
métodos foram propostos.

Para o futuro, as tendéncias apontam para a
intensificagfo nos estudos envolvendo o fator Kc e
Kn, para o método Fl ¢ KEc, e KEn, para 0 método
FE, e a aplicagdio, especialmente do método FE,
para um melhor entendimento da ciclagem da
matéria organica e fluxo de energia no solo em
ambientes ecologicos diversificados. ORI, pela sua
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utilidade na avaliagao de distirbios antropogénicos
e de sistemas de manejo do solo, dentro das
concepgdes de agricultura sustentdvel (HORWATT
¢ PAUL, 1994), apresenta-se como uma referéncia
muito util para a tomada de decises sobre o tipo
de agricultura a desenvolver.

Grandes avangos sdo ainda esperados no
entendimento da diversidade bioldgica, através da
utilizagdo, numa primeira etapa, de técnicas seletivas
com inibidores ou estimulantes, para a determinagio
da biomassa de grupos microbianos, principalmente
fungos, bactérias e actinomicetos. Numa ctapa
posterior, espera-se que as informagdes
quantitativas fornecidas pelos métodos de
determina¢do de biomassa microbiana sejam
complementadas por aquelas qualitativas referentes
a diversidade e funcionamento da microbiota do solo.
As informagdes de natureza qualitativa ja comegam
a surgir na literatura especializada internacional, a
partir do aperfeigoamento das técnicas de biologia
molecular aplicadas ao solo. As expectativas em
relagdo a essas técnicas sd3o que elas permitirdo
individualizar os componentes microbianos do solo.
Com isso, espera-se que seja possivel esclarecer,
entre outras questdes, quais os componentes da
BM que estdo sendo beneficiados ou prejudicados
pelas atividades antropogénicas.

CONCLUSOES

Os métodos disponiveis € em uso para a
determinagdo da BM do solo incluem, basicamente,
quatro grupos: o método da contagem em placas
de Petri, 0 método da microscopia direta
(Biovolume), os métodos quimicos (ATP e FE) e
os métodos fisioldgicos (Fl e RI). O do biovolume
¢ considerado subjetivo e trabalhoso, enquanto
os quimicos ¢ fisioldgicos, possuem melhor
precisdo e maior abrangéncia quanto a diversidade
de solos. Para solos alagados, os métodos para
determinagdo da BM testados sdo, na esséncia,
os mesmos desenvolvidos para solos bem
drenados. A versio modificada do método FI
apresentou resultados satisfatdrios, o método do
ATP mostrou-se inadequado, o Rl apesar de niio
ter sido proposto para tal condigdo, também tem
sido usado para solos sujeitos ao alagamento e
incubagdes anaerébias, enquanto o método FE ja
apresentou resultados cocrentes com o método FI
modificado para solos alagados. As perspectivas
indicam um uso mais intensivo, a curto prazo, dos
métodos do ATP, IR, FI e FE nos estudos de
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alterag8es antropogénicas e da ciclagem da matéria
orgénica e energia no solo, seguindo-se os métodos
para a determina¢do da biomassa de grupos
especificos €, em ctapas subseqiientes, dos métodos
de biologia molecular para a individualizagio dos
componentes da BM,
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