SECAO: RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS

FRACIONAMENTO DO NITROGENIO ORGANICO DO SOLO
A PARTIR DE HIDROLISES SUCESSIVAS!

FLAVIO A. de 0. CAMARGO?, CLESIO GIANELLQ®, CAIO VIDOR?

RESUMO - Este trabalho teve por objetivo avaliar o fracionamento do N-orgénico através da comparaghio entre dois méto-
dos de hidrolises sucessivas, utilizando-se dez solos representativos do Rio Grande do Sul. Em ambos os métodos, as formas
orgfnicas do nitrogénio foram extraidas das amostras de solo, pela aplicagiio de diferentes concentragdes de 4cido e tempos
de hidrélise, obtendo-se desta forma hidrolisados de HC1 IN/3h (H1), HC1 3N/3h (H2), HC1 6N/4h (H3) e HCI 6N/20h (H4).
Para a diferenciagfio entre métodos, conduziu-se uma segunda hidrélise sobre estes hidrolisados utilizando-se dcido propidnico
e HC1 concentrados (1:1) para a estimativa da fragfo N-gi-amino. O método que sofreu apenas uma hidrélise caracterizou-se
por uma pequena recuperaglio da fragio N-o-amino, enquanto o modificade proporcionou maior extrago dessa forma de
nitrogénio pela inclusfic da dupla hidrélise, diminuindo conseqientemente, a fragio N-nfo identificado. Aplicou-se uma
simplificagio metodoldgica aos quatro estdgios hidroliticos descritos, com o objetivo de reduzi-los & metade, obtendo-se
assim, apenas os dados de H1 € H2 ¢ estimando-se matematicamente o somatério total. Esta simplificagfio mostrou-se inade-
guada por subestimar os valores determinados, observando-sc uma melhor estimativa das fragdes de N-orgéinico através de
um novo ajuste, seguindo a racionalidade da simplificagiio proposta. De modo geral, verificou-se através da separagio
individual dos hidrolisados uma recuperagio de 63,2% de uma fragio mais 14bil presente nos dois primeiros estagios da
hidrélise sucessiva (H1 ¢ H2), sendo o remanescente (H3 e H4) oriundo de uma fragfio mais recalcitrante.

Palavras-chave: solo, nitrogénio orgdnico, hidrdlise sucessiva.

FRACTIONATION OF SOIL ORGANIC NITROGEN BY MEANS
OF SUCCESSIVE HYDROLYSIS

ABSTRACT - This study was conducted with the objective of identifying the main forms by which the organic N occur in
ten soils of Rio Grande do Sui-Brazil as determined by two methods of successive hydrolysis. Among the methods the
fractions was extracted from soils by applying different acid concentration and hydrolysis periods, to obtain hydrolyzed of
IN HC1/3h (H1), 3N HC1/3h (H2), 6N HC1/4h (H3) and 6N HC1/20h (H4). For methods differentiation, a second hydrolysis
was performed in these hydrolyzed with propionic and perchloric concentrated acids for the estimation of the a-anino-N
fraction. The method with oniy one hydrolysis was inefficient for characterizing the o-amino-N fraction, whereas the method
modification proposes by the same authors enhances the extraction of thus fraction with a consequent decrease of the
nonidentified-N fraction. A methodological simplification was applied in the foir described hidrolyzate stages with the
objective of reducing then to half, obtaining, in this way, only H1 and H2 data, and estimating by equations the total of four
stages. This simplification underestimated the values of the N-organic fractions. As & result new equations were adjusted,
showing a better estimation of the different fractions. About 63% of the hydrolyzed-N was recovered during the first two
stages of the successive hydrolysis (H1 and H2), the remaining being a more recalcitrant fraction present in the last two
stages (H3 and H4).

Key words: soil, organic nitrogen, successive hydrolysis.
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INTRODUCAO

Os métodos usualmente utilizados para a
andlise do N-orgénico no solo baseiam-se no
aquecimento continuo da amostra na presenga
de HC1 6N sob refluxo em periodos que variam
de 6 a 24 horas, caracteristica das técnicas
degradativas de andlise de proteinas (STE-
VENSON, 1982). Estes métodos sdo rapidos e
a extragio protéica ¢ completa, mas falham em
analisar a grande proporgdo do N-ndo identifi-
cado, produzido em parte pela decomposigio de
compostos orgénicos nitrogenados ou por
interagdes secundérias produzidas durante a
hidrélise (JANEL et al., 1979).

As formas desconhecidas do nitrogénio,
segundo SOWDEN et al. (1977), podem ser es-
timadas pelas porcentagens do N-n&o identifi-
cado hidrolisdvel, do N-ndo hidrolisivel mais a
metade da concentragio de N-amdnio (corregdo
para o contettdo de N-NH,* fixado por argilas e
NH,* formado pela hidrélise de amidas e
hidréxi-aminoécidos). Partindo dessas premis-
sas, esses autores fracionaram o N-total de 104
amostras de solo das mais distintas condigdes
climéiticas e constataram que a forma ndo
identificada do nitrogénio foi cerca de 41 a 46%
do N-total. Baseados nestes valores, IVARSON
¢ SCHNITZER (1979) isolaram esta fragéo des-
conhecida com o objetivo de verificar seu com-
portamento frente & microbiota do solo & pH 7,0.
Os autores constataram que a maior parte desta
fragdio é biodegradével, portanto, passivel de
influir no balango do nitrogénio, principal-
mente em termos de disponibilidade as plan-
tas.

Para melhorar a estimativa e reduzir a fra-
¢do néo identificada do N-orgénico foram pro-
postos métodos com utilizagiio de hidrélises su-
cessivas. Estes caracterizam-se por submeter a
amostra a varias hidrélises a diferentes tempos
¢ concentragdes de dcido (GONZALEZ-
PRIETO et al., 1984; GONZALEZ-PRIETO ¢
CARBALLAS, 1988 e 1992; JANEL et al,,
1979; SCHNITZER ¢ HINDLE, 1981). O mé-
todo proposto por GONZALEZ-PRIETO et al.
(1984) envolve quatro hidrélises a tempos e con-
centragdes diferentes sobre a mesma amostra.
Esses autores observaram que o método era li-
mitado em estimar a fragdo N-a-amino, o que
os levaram a introduzir uma segunda hidrélise
sobre o hidrolisado original (GONZALEZ-
PRIETO e CARBALLAS, 1988). Foi observa-

do ainda que a soma das frag3es contidas nas
duas primeiras hidrélises apresentava correla-
¢do significativa com o somatdrio das mesmas
fragdes dos quatro hidrolisados. Assim, foi pro-
posta uma simplificagdio do método de fracio-
namento (GONZALEZ-PRIETO e CAR-
BALLAS, 1992). Com a simplificagfo, deter-
minam-se apenas as fra¢gdes contidas nos dois
primeiros hidrolisados, sendo a quantidade to-
tal de cada frag8o na amostra estimada por ajus-
tamento matemético proposto pelos autores.
Apesar de laboriosos, esses métodos demons-
tram que a hidrélise fracionada do N-orgénico
libera cerca de 40% da frag8o 14bil pelo trata-
mento com HC1 3 N por 3 horas e cerca de 60%
de uma fragfio ndo labil, que requer o tratamen-
to com HC1 6N durante 20 horas.

O melhor conhecimento da suscetibilidade
das formas de N-orgénico 4 mineralizag3o pro-
porcionaria maior precisdo nas recomendagdes
de adubagdo nitrogenada as plantas. A partir
destas consideragdes, desenvolveu-se a presen-
te pesquisa com o objetivo de comparar o méto-
do de hidrélises sucessivas, proposto por
GONZALEZ-PRIETO et al. (1984), com o mo-
dificado descrito por GONZALEZ-PRIETO e
CARBALLAS (1988), para avaliar o fraciona-
mento do N-orgadnico presentes em solos
subtropicais. Objetivou-se também testar a sim-
plificagio do método modificado proposto por
GONZALEZ-PRIETOe CARBALLAS (1992),
como forma de reduzir os procedimentos reco-
mendados pelo método modificado.

MATERIAL E METODOS

As amostras de solo utilizadas foram cole-
tadas do horizonte superficial (0 - 20 cm) de 10
solos representativos do Rio Grande do Sui,
compreendendo uma ampla faixa de teores de
matéria orgénica (17 a 56 g/kg), nitrogénio (0,9
a 2,5 g/kg), pH (4,0 a 6,4) e contetido de argila
(180 a 550 g.dm™). Duas amostras, por solo,
contendo cerca de 10 mg de N-organico/amos-
tra foram submetidas as hidrolises descritas pelo
método de GONZALEZ-PRIETO et al. (1984)
e 4 modificagdo proposta pelos mesmos autores
para a dupla hidrélise dos aminoacidos conten-
do grupamentos o ( GONZALEZ-PRIETO e
CARBALLAS, 1988). Em ambos os métodos,
o N-organico foi fracionado a partir de quatro
hidrélises sucessivas da mesma amostra com
HC1 1 N por 3 horas, HCI 3 N por 3 horas, HCI
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6 N por 4 horas e HCI 6 N por 20 horas, referi-
das como H1, H2, H3 e H4, respectivamente.
A modificagdo consistiu de uma segunda
hidrdlise sobre o primeiro hidrolisado, utilizan-
do HCIl e acido propidnico concentrados (1:1)
em bombas de reagdo a 150 °C por 15 minutos.
Apds a neutralizagdo de cada hidrolisado, foi
determinado o N-hidrolisado total (micro
Kjeldahl); ¢ N-amdnio e N-amida pela destila-
¢do com MgQO; o N-hexosamina pela destilagéo
com o tampdo fosfato-borato, subtraindo-se o
valor de N-amdnio; o N-a-amino foi determi-
nado por destilagio do hidrolisado apés reagdo
com ninhidrina (pH 2,5 a 100 °C) e pré-trata-
mento da amostra com NaOH 0,5 N e tampéo
fosfato-borato. A diferenga entre a soma destes
valores ¢ do N-hidrolisado total, resultou no
valor do N-ndo identificado. No método simpli-
ficado (GONZALEZ-PRIETO ¢ CARBALLAS,
1992) foram obtidas equagdes lineares a partir
da correlagdio entre o YHt (H1 + H2 + H3 +H4)
¢ 0 YH(HI + H2), ou seja, com os dados de H1
+ H2 estima-se o 2Ht das equagdes para as di-
ferentes fragdes: N-amoénio Y=2,395 + 1,361X
r=10,878; N-hexosamina Y = 0,309 + 1,339X r
= (,985; N-ct-amino Y = -0,051 + 1,222X r =
0,983; N-ndo identificado Y =4,393 + 1,047Xr
= (},943 ¢ N-hidrolisado Y = 6,439 + 1,155 Xr
= (0,966, onde Y = Y Ht e X = Y H s#o expressos
pela porcentagem de N-orgénico. A partir dos
procedimentos normais da andlise de variéncia,
compararam-se as médias pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A principal diferenga entre o método origi-
nal e o modificado foi constatada na fragdo
N-o-amino (Tabela 1). Esta fragdo ¢ afetada
pelos ciclos de aquecimento e resfriamento ca-
racteristicos da hidrélise sucessiva, sendo ge-

ralmente subestimada. A origem deste decrés-
¢imo esta na formag@o de complexos nitroge-
nados a partir da degradagdo de aminoacidos
(SCHNITZER ¢ HINDLE, 1981). Além do erro
introduzido pelo fator fisico (alteragéo da tem-
peratura) na metodologia, existe ainda o efeito
de natureza quimica. Com o aumento do tempo
¢ da concentragdo de HCI, pode ocorrer a de-
gradag@o de aminodacidos, como no caso da
asparagina constatada por YONEBAYASHI e
HATTORI (1980). Essas constatagdes ja havi-
am sido observadas por GONZALEZ-PRIETO
et al. (1984), que resultaram na modificag¢do do
método original (GONZALEZ-PRIETO e CAR-
BALLAS, 1988) para determinagfio do
N-a-amino hidrolisado, incluindo a dupla hi-
drélise com 4cido propidnico. Aparentemente,

o 4cido propidnico aproximaria o HCI das liga-

¢Bes menos acessiveis (SCOTCHLER et al.,
1970). Conforme verificado por esses autores,
a dupla hidrélise proporcionou maior extragéo
do N-a-amino que o método original (cerca de
122%). No presente trabalho, 0 aumento da fra-
¢fio N-a-amino foi de aproximadamente 50%.
A utilizag3o do acido propibnico mostrou que
cerca de 27% da fragdo desconhecida hidrolisada
era proveniente da degradagio de aminoacidos.
O aumento na fragdo N-a-amino pode ainda ser
considerado como sendo resultante da desami-
nagiio de produtos insoliveis provenientes de
compostos nitrogenados, polissacarideos e
polifenéis liberados durante os estagios da
hidrélise (JANEL et al,, 1979).

Os dados constantes na Tabela 1 mostram
que o método simplificado subestimou os valo-
res obtidos. Estatisticamente, as diferengas fo-
ram mais acentuadas na fra¢#o hidrolisada to-
tal, N-o-amino e N-nfo identificado. Neste tra-
balho, a utilizagdo de H1 e H2, a partir do ajuste
matemético proposto por GONZALEZ-PRIETO
e CARBALLAS (1992), foi insuficiente para

TABELA 1 - Distribuigfio das formas orgfinicas de nitrogémo em solos do Rio Grande do Sul (médias de dez solos)
determinadas através de hidrélises sucessivas proposto por GONZALEZ-PRIETO et al. (1984) e
GONZALEZ-PRIETO ¢ CARBALLAS (1938 e 1992}

Métodos /frages N-Hidro. N-Aménio N-Amida N-Hexosa. N-o-amino N-fiident.
....................................................... 98 NotOtAl  ooviivriierne e ries e e ssenren s e ens e mnbessss
Original (1984) 53,1a 41 b 3,1a 11,0a 12,1 ¢ 228a
Modificado (1988) 53,1a 41 b 3la 11,0a 18,1a 168 b
Simplificado (1992) 520 b 73a 0,0 b 99a 174 b 13,6 b
Ajustado 53,1a 7,2a 00 b 11,0a 18,1a 16,8 b _
CV% 3,34 0,56 0,87 8,58 0,57 12,11
DMS (5%) 1,02 0,04 0,58 1,12 0,09 1,53
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estimar os valores das fragdes do N-orgénico do
solo. Em vista disso, houve a necessidade de um
novo ajustamento matematico com base nas
quatro hidrélises do presente trabalho. As equa-
¢0es obtidas sfo a seguir apresentadas:
N-aménio Y=Y=17,93 + 1,252X r=0,97;
N-hexosamina Y=50,94 + 1,1141X r=0,80;
N-c-amino Y=15,42 + 1,445X r=0,91; N-ndo
indentificado Y=-27,98 + 1,647X r=0,87; ¢
N-hidrolisado Y=-135,39+1,861X r=0,97, onde
Y= estima XHt (mgN.kg"' solo), e X = XH
(mgN kg solo). O novo ajuste estimou adequa-
damente as fragdes, utilizando-se as novas equa-
¢Oes propostas conforme mostra a Tabela 1. A
subestimag#o constatada no modelo original de
GONZALEZ-PRIETO e CARBALLAS (1992)
foi devido provavelmente ao fato de que os so-
los utilizados por esses autores ndo sdo
abrangentes como o0s mesmos preconizam, apre-
sentando contetidos elevados de carbono e ni-
trogénio, quando comparados com os solos do
presente traballho. Desta forma, qualquer esti-
mativa desta natureza seria mais adequada se
estivesse associada 4 obtengdo de ajustes espe-
cificos para determinada regido.

Nio houve diferencas entre as fragSes NH,*

total ¢ NH,*+ N-amida, embora, a estimativa

adicional da forma N-amida representa uma
vantagem do método (GONZALEZ-PRIETO ¢
CARBALLAS, 1988; YONEBAYASHI ¢
HATTORI, 1980). Considerando-se a soma das
fragBes N-aménio (7,3%), N-hexosamina (9,9%)
e N-a-amino (17,4%), obter-se-ia um valor de
18,5% para N-ndo identificado por diferenga
com o N-hidrolisado. Entretanto, o valor esta-
belecido pela simplificagéo foi de 13,6%, repre-
sentando uma diminui¢éo de cerca de 26% da
fragdo N-néo indentificado. Essa foi a fragdio
mais afetada pelo ajuste proposto por GON-
-ZALEZ-PRIETO e CARBALLAS (1992).
Cerca de 63,2% do N-total foi hidrolisado
nos dois primeiros estagios (Figura 1a).
GONZALEZ-PRIETO ¢ CARBALLAS
(1991) verificaram que o somatério dos dois pri-
meiros estagios € responsavel pela estimativa de
mais de 65% do N-orgénico existente em amos-
tras provenientes de 23 locais do nordeste da
Espanha. Esta constatagdo resultou na proposta
da simplificagéio do método com a utilizagéo do
2H para estimar as diferentes frag3es do N-or-
génico que seriam obtidas pelo tratamento das
amostras com quatro hidrélises sucessivas
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FIGURA 1 — Porcentagem de N-hidrolisado total (n),
N-amida (b-H1), N-amdnio (b-H2,H3 e
H4), N-hexosamina (¢), N-ot-amino (d)
e N-niio identificado (e) recuperade em
H1 (HCI 1N/3h), H2 (HC] 3N/3 h), H3
{HCI 6N/4h) e H4 (HCI1 6N/20h), deter-
minado através de hidrélises sucessivas
pelo método original (1) e modificado
{2), descrites por GONZALEZ-
PRIETO et al. (1984) e GONZALEZ-
PRIETO ¢ CARBALLAS (1988), res-
pectivamente

Observa-se ainda que em H1 (HCI 1N/3h)
houve uma recuperagio média de 35% das for-
mas hidrolisadas nos dois métodos (Figura 1a).
Das formas presentes em H1, a fragiio N-amida
foi a2 que ocorreu em maior proporgdo, com cer-
ca de 43,1% (Figura 1b). A principio, esta situ-
a¢lo € o concordante com o fato da hidrélise
fracionada do N-orgénico proporcionar cerca de
40% de uma fragdo labil hidrolisada nos dois
primeiros estigios (GONZALEZ-PRIETO e
CARBALLAS, 1988). O N-aménio presente nos
hidrolisados H2, H3 e H4 ¢ derivado da decom-
posi¢do de compostos organicos e do aménio
fixado nas argilas, ndo sendo determinado em
H1 porque nesta hidrdlise sdo estimados apenas
o am&nio inorgnico ¢ 0 N-amida, representada
na Figura 1b como HI(YONEBAYASHI e
HATTORI, 1980). De forma concordante com
GONZALEZ-PRIETOe CARBALLAS (1988),
metade do N-amonio foi produzido durante a
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hidrélise com HCI 3N durante trés horas (Figu-
ra 1b).

No presente trabalho, a recuperacdo da fra-
¢80 N-hexosamina em H1, H2, H3 e H4 foi de
34,1%, 23%, 20,6% e 22,3%, respectivamente,
constatando-se uma distribuigdo equitativa, prin-
cipalmente nos trés ltimos estagios (Figura 1c).
Estes dados contrariam os resultados obtidos por
GONZALEZ-PRIETO e CARBALLAS (1988),
que observaram duas subfragdes distintas de N-
hexosamina em termos de resisténcia a hidrélise.
A fragd@o mais 1abil hidrolisada por HCI IN (H1)
recuperou cerca de 54% do total obtido, enquan-
to que na fra¢fio mais recalcitrante obteve-se cerca
de 37% com a hidrélise HCI 6N (H3), ficando os
9% restantes distribuidos em H2 e H4.

Na hidrélise da fragdo N-a-amino, obser-
va-se que os teores presentes nas fragdes Hl e
H2 foram cerca de 10% superiores ao método
original (GONZALEZ-PRIETQ et al., 1984, Fi-
gura 1d). Estes resultados sdo concordantes com
JANEL et al. (1979), SCHNITZER e HINDLE
(1981) e GONZALEZ-PRIETO ¢ CAR-
BALLAS (1988), uma vez que a maioria dos
aminoécidos livres, ou em cadeias peptidicas,
néo necessitam de 4cidos muito concentrados
para hidrélise total. Os resultados também sdo
concordantes com os de YONEBAYASHI e
HATTORI (1980) e SCHNITZER e HINDLE
{(1981) que constataram a necessidade de utili-
zar HCI 6N durante 24 horas para hidrélise to-
tal das proteinas. Na Figura 1d, observa-se que
a soma dos percentuais obtidos em H3 ¢ H4
totaliza 37%.

Em termos de N-total, a recuperagdo da fra-
¢80 N-a-amino pelo método modificado em re-
lagdo ao método original foi 1,89 vezes maior
em H!, 1,53 vezes maior em H2 e 1,36 vezes
maior em H3. Apenas em H4 a recuperagéo foi
menor do que a obtida pelo método original
(0,96) provavelmente em fungéio da desamina-
¢do parcial. Por isso, GONZALEZ-PRIETO ¢
CARBALLAS (1988) ndo recomendam a utili-
zagdo da dupla hidrélise com 4cido propibnico
e cloridrico no ultimo estagio (H4).

Nzo houve diferenga significativa entre os
métodos na determinag&o do N-ndo identifica-
do presente em H1 e H2 (Figura le). Em torno
de 63% desta frag#o foi recuperada nos dois pri-
meiros estagios, sendo o remanescente (37%)
oriundo de uma frag&o mais recalcitrante pre-
sente nos hidrolisados H3 e H4. Estes valores

"sugerem que o aumento do N-n#o identificado

no hidrolisado, especialmente nos estagios ini-
ciais possa ser devido & menor recuperagio ini-
cial do N-a-amino.

A recuperagdo de 63,2% de formas
hidrolisadas no Nitrogéncio orgnico constata-
da nas hidrélises com HCI 1 e 3 N por 3 horas.
(H1 e H2), identifica uma frag@io que pode ser
utilizada de forma a estabelecer um comporta-
mento de labilidade do N-organico do solo.
Pode-se também inferir a existéncia de uma fra-
¢do recalcitrante néo hidrolisada por estes dois
estagios, com o aumento do tempo e concentra-
¢iio de acido (H3-HCI 6N/4h e H4-HCI 6N/20h).
O entendimento deste comportamento é essen-
cial no conhecimento da dinimica do nitrogénio
no solo, principaimente em termos de suscetibili-
dade destas frag®es 4 mineralizagdo proporciona-
da pela agdo microbiana. Pelo exposto, o conjunto
de hidrélises diferenciadas em termos de tempo e
concentragdo de acido, descritos pela metodologia
das hidrolises sucessivas, permite inferir sobre o
potencial de mineralizagio do N-orgénico, princi-
palmente sobre as formas labeis prontamente dis-
poniveis s plantas.

CONCLUSOES

~ O método descrito por GONZALEZ-
PRIETO et al. (1984) caracterizou-se por uma
pequena recuperagdo da fragdo N-a-amino, en-
quanto o modificado (GONZALEZ-PRIETO e
CARBALLAS, 1988) proporcionou maior ex-
tragio dessa forma de Nitrogénio, diminuindo a
fragiio N-ndo identificado.

— A simplificagio do método modificado
(GONZALEZ-PRIETOe CARBALLAS, 1992)
mostrou-se inadequada por subestimar os valo-
res determinados, obtendo-se uma melhor esti-
mativa das fragdes de N-orgénico através de um
novo ajuste para os solos em estudo, seguindo a
racionalidade da proposta de simplificagéo.

Através da separagdo individual dos hidro-
lisados, constatou-se uma recuperagdo de 63,2%
de uma fragiio mais labil presente nos dois pri-
meiros estégios da hidrélise sucessiva (H1 e H2),
sendo o remanescente oriundo dé uma fragdo mais
recalcitrante presente nos hidrolisados H3 ¢ H4.
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