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RESUMO

A matéria organica é fundamental para fun¢des do solo como sejam a regulagao dos ciclos de carbono, nutrientes e
dgua ou a sua capacidade produtiva. A monitorizagéo deste parametro, avaliado pelo teor de C organico (C,,), pode
ser complexa, dada a sua lenta evolugao no tempo e elevada variabilidade no espago. Assim, é fundamental definir
métodos confiaveis de quantificagao do C,,, no solo, permitindo uma monitorizagéo adequada. Existem vdrios métodos
para determinagéo do C,, no solo, entre eles o método de Walkley-Black e o método de combustao seca. O primeiro
permite obter a concentragao de C,,, no solo, pelo calculo da quantidade de Cr* formado na reagédo de oxidagéo do C,,,
pelo , e posteriormente medido por espetrofotometria de absor¢ao molecular. No segundo, a combustdo da amostra
transforma o C presente em CO,, que foi medido por cromatografia gasosa com dete¢ao por condutividade térmica.
O teor de C,, € calculado a partir do teor de C total, subtraindo o C inorganico presente sob a forma de carbonatos.
Este estudo compara os resultados destes dois métodos em 278 amostras de diferentes tipos de solos da regiao sul de
Portugal. Os resultados mostram uma elevada concordancia entre ambos os métodos.

Palavras-chave: Carbono organico, matéria organica, método de Walkley-Black, método de combustao seca, comparagao
estatistica

ABSTRACT

Soil organic matter is fundamental for soil functions such as the regulation of carbon, nutrient and water cycles or its
productive capacity. Monitoring this parameter, assessed by the organic C content (C,,,), can be complex, given its slow
evolution over time and high variability in space. Therefore, it is essential to define reliable methods for quantifying C,,
in soil, allowing adequate monitoring. There are several methods for determining C,,, in soil, including the Walkley-
Black method and the dry combustion method. The first allows you to directly obtain C,, concentration in the soil,
by calculating the amount of Cr* formed in the C,,, oxidation reaction by , and subsequently measured by molecular
absorption spectrophotometry. In the second method, the combustion of the sample transforms the C in CO,, which
was measured by gas chromatography with thermal conductivity detection. The C,, content is calculated from the total
C content, subtracting the inorganic C present in the form of carbonates. This study compares the results of these two
methods with samples from different types of soil in the southern region of Portugal, with forestry and agricultural
uses. The results show a high level of agreement between the two methods.
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INTRODUCAO

E amplamente reconhecido que a matéria orga-
nica (MO) influencia muitas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas dos solos, contribuindo para
fungdes do solo como a regulagao do ciclo de car-
bono, a capacidade de retencao de agua, a fertili-
dade do solo, a capacidade de infiltragao de agua,
e diminui o risco de erosdao. Em consequéncia, a
MO ¢é um indicador-chave da qualidade e satide
do solo (Blanco-Canqui et al., 2013; Obalum et al.,
2017). A importancia da MO na satde do solo acen-
tua o esforco que deve ser feito para estabilizar e
aumentar as reservas globais de MO no solo. Nesse
sentido é importante identificar e implementar pra-
ticas de gestao do solo adequadas a realidade local.
A aproximacao a esse objetivo permitira aumentar
a resiliéncia do solo para a produgao de alimen-
tos, especialmente a sua capacidade para resistir as
perturbagdes causadas pelas altera¢des climaticas
e mitigar os impactes de eventos climaticos extre-
mos nos solos e nas culturas (FAO & ITPS, 2015).

A quantificagao precisa da concentragao de C,, €
um desafio face a sua lenta evolugdao no tempo e
elevada variabilidade no espaco (Haynes, 2005).
De forma a poder monitorizar e analisar a varia-
¢do da MO no solo é fundamental definir métodos
confidveis de quantificagao do C,,no solo. A deter-
minagao da MO, avaliada pelo teor de C,,, € um
procedimento comum em laboratérios de analise
de solo. O C,,, do solo pode ser medido por via
seca, por exemplo pelo método de combustao se-
ca (ISO 10694:1995) e também por via humida,
por exemplo pelo método de Walkley-Black (FAO,
2019).

A implementa¢ao do método de Walkley-Black no
laboratorio de solos do INIAV ocorreu ha varias
décadas. Recentemente, foram realizadas adap-
tacOes a este método, motivadas principalmente
pela necessidade de contribuir para a harmoniza-
¢ao dos dados analiticos do solo a nivel global, um
objetivo incentivado pela Rede Global de Labora-
térios de Solos da FAO (GLOSOLAN). Este esfor-
¢o visa poder ter dados confidveis e comparaveis
entre paises e projetos, apoiando assim a tomada
de decisdes fundamentadas na gestdao sustentavel
do solo. A adaptagao no método de Walkley-Black
tornou premente comparar os resultados com
um método padrao, o método de combustao seca
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(ISO 10694:1995). Também permitiu tornar o méto-
do ambientalmente mais sustentavel pelo fato de
se reduzirem os volumes de reagentes usados.

O método de combustao seca tem como vantagem
ser mais ecoldgico por dispensar reagentes e ter
uma elevada precisao (Ramamoorthi & Meena,
2018). No entanto, o custo de um analisador ele-
mentar, bem como os custos de manutengao e ope-
ragao, dificultam a implementagao do método em
muitos laboratdrios. O método de Walkley-Black
tem sido mais largamente utilizado para medir o
C,, do solo por usar de equipamentos geralmen-
te mais comuns nos laboratérios, a nivel global.
No entanto, apresenta riscos para a saude humana
e o ambiente, pois utiliza K,Cr,O, um reagente al-
tamente toxico e cancerigeno (Mouridi et al., 2023).
Também a oxidagao incompleta do C,,, ¢ uma des-
vantagem porque, sem calor externo, podem nao
ser atingidas as temperaturas ideais para a oxida-
¢ao total, afetando os resultados. Walkley & Black
(1934) sugerem que o método leva a oxidagao cerca
de 75% do C,, e propuseram utilizar um fator de
corregao 1,3 para quantificar o teor total de C,,.
No entanto, alguns autores alertaram para a eleva-
da variabilidade dos fatores de correcao em solos
superficiais, por exemplo, para solos russos, po-
de variar entre 1,09 e 2,27 (Bremner & Jenkinson,
1960; Bahadori & Tofighi, 2017).

O objetivo principal deste estudo foi comparar dois
métodos de analise do carbono organico: o método
de Walkley-Black, tal como harmonizado no pro-
cedimento operativo da GLOSOLAN (FAQ, 2019) e
o método de combustao seca num analisador ele-
mentar, de acordo com a norma ISO 10694 (1995).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 278 amostras de solos da regido
sul de Portugal (Figura 1), com uso florestal e agri-
cola, colhidas a profundidade 0-20 cm e também
para 20-30 cm em alguns locais de amostragem, no
ambito do projeto de investigagdo N.° AgroClima
3.3.

A Figura 2 mostra a percentagem dos diferentes
tipos de solo do conjunto de amostras usado nes-
te trabalho, com base na Cartografia dos Solos a
escala 1:25000 (SNIS, 2024) segundo a classificagao
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Figura 1 - Localizagdo dos pontos de amostragem em estudo.

dos solos de Portugal desenvolvida pelo Servigo de
Reconhecimento e Ordenamento Agrario (SROA).

A andlise destas amostras pelo método de
Walkley-Black foi feita no Laboratério de Solos do
INIAV em Oeiras. A analise por combustao seca
foi feita no Laboratorio de Analise de Solos do
INAV em Lisboa.

m Solos argiluviados pouco insaturados
w Solos incipientes
= Solos calcarios
Solos litolicos
m Barros

m Solos hidromorficos

Figura 2 - Grafico circular com as percentagens de cada tipo
de solos nas amostras em estudo.

No método de Walkley-Black foi implementado de
acordo com o procedimento da (FAO, 2019). A mas-
sa de solo foi 0,25 g (quando C,,, <2 %) ou 0,1 g
(quando C,,, > 2 %) crivada a 2 mm. A esta amos-
tra foram adicionados 2 mL de K,Cr,0, e 5 mL de
H,SO,, viabilizando a reagdo de oxidagao de C,,,,
em meio acido sem fornecimento de calor exter-
no. O teor de ido Cr%, proporcional ao teor de C,,
oxidado, foi determinado por espetrofotometria de
absor¢ao molecular, a 588 nm, usando uma curva
de calibragao elaborada com padrdes de sacarose
(0-8 mg C). A percentagem de C,, € calculada atra-
vés da seguinte férmula:

amostra — Cbramv:o

C
Corg (g/kg) = X FC x mcf

Onde: C = quantidade de C na amostra (g)

amostra

C = quantidade de C no ensaio em branco (g)

branco

m = massa da amostra seca ao ar (kg)
FC = fator de correcao de oxidacao

mcf = fator de correcao de humidade [(100 + teor de
agua gravimétrico do solo (%)) / 100]

No método de combustao seca, a massa da amos-
tra foi de 0,048-0,052 g, o que implicou a moagem
fina do solo. No analisador elementar a amostra foi
injetada numa fornalha catalitica a 950 °C e todo
o C presente foi convertido em CO, com uma in-
jecao de oxigénio puro e arrastado por um fluxo
de gas inerte (He), através de uma coluna de cro-
matografia gasosa até ao detetor de condutividade
térmica. O C,, foi calculado a partir do teor total
de C, subtraindo o carbono inorganico presente na
amostra sob a forma de carbonatos. O teor de car-
bonatos totais foi determinado segundo a norma
ISO 10693:1995 com adicao de acido cloridrico 4M a
amostra de solo e consequente decomposicao dos
carbonatos. O volume de produzido foi medido
num calcimetro de Scheibler e comparado com o
volume de diéxido de carbono produzido por car-
bonato de calcio puro.

A MO foi obtida multiplicando o valor de C,,
por 1,724, pressupondo um teor de 58% de carbo-

no. Os resultados foram expressos em fungao da
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massa de solo seca a 105 °C tendo sido o teor de
agua calculado segundo a norma ISSO 11465:1993.
Como controlo de qualidade das analises emprega-
ram-se materiais de referéncia certificados. No ca-
so da combustdao seca: Elemental microanalysis
Soil Standard Clay Ref. B2184 e Leco Soil Standard
502-062. No caso do método Walkley Black: Matrix
Reference Material AgroMAT — Sandy Soil (AG-2)
e AgroMAT - Clay Soil (AG-1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No método de Walkley-Black o C,,, € obtido direta-
mente, mas 0 mesmo nao acontece com a combus-
tao seca, uma vez que o teor de C,,, que € calculado
a partir do teor de C total, subtraindo o C inorgani-
co presente na amostra sob a forma de CaCO,. A Fi-
gura 3 mostra a relagdo entre a concentracao de
CaCO, e de Corg. Das amostras em estudo, 33,8%
contém CaCO,, nao existindo correlagdao entre as

concentragdes de CaCO, e Corg.
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Figura 3 - Relacdo entre as concentracdes de C,, pelo método
da combustdo seca e CaC0, das amostras com pre-

senga de CaCO, (94 amostras).

Quadro 1 - Estatistica descritiva de C,, e MO das 278 amos-
tras pelos dois métodos

3 Método de Walkley-Black | Método de combustéo seca
Estatistica descritiva
Co (8/k8) MO (g/kg) C,, (8/kg) MO (g/kg)
Minimo 1,28 2,21 2,25 3,88
Maximo 30,04 51,79 27,77 47,87
Média 9,18 15,83 9,30 16,03
Desvio-padrdo 4,26 7,34 4,08 7,03

O Quadro 1 mostra que as amostras de solo apre-
sentaram uma gama de concentragdes de C_, entre
1,3 e 30,1 g/kg e de MO entre 2,2 (muito baixo) a
51,8 g/kg (alto) (Calouro, 2022). A média de C_,, foi
de 9,2 g/kg no método de Walkley-Black e de 9,3 g/
kg na combustdo seca. O desvio-padrao foi de 4,3
no método de Walkley-Black e de 4,1 no método de

combustado seca.

A Figura 4 mostra a correlagao entre os valores de
C,, determinado pelos métodos de Walkley-Black
e da combustdo seca. Existe uma elevada correla-
¢ao entre os valores determinados pelos dois mé-
todos, com um coeficiente de determinacao R2 =
091. A reta de regressao é muito proxima da reta
1:1, com um declive (a) de 091 e ordenada na ori-
gem (b) de 0,91. O intervalo de confianca a 95% esta
entre 0,88 e 0,95 para a e entre 0,55 e 1,26 para b
(Quadro 2).

y=0,9138x + 0,9053
R? = 0,9064

Corg_CS [g/kg]

40 5 10 15 20 25 30
Corg_WB [g/kg]
== m Linear (C org. (g/kg na MS))  mem

® Corg (g’kg na MS) Reta 1:1

Figura 4 - Regressao entre os teores de C,
todos em estudo.

.o Para os dois mé-

Na Figura 5 apresenta o grafico de Bland-Altman
modificado com limite de concordancia de 95 %
para os dois métodos em estudo, uma vez que nao
foi verificada a distribuicao normal das diferen-
cas entre os valores dos pares de dado (Bland &
Altman, 1999). A Figura 2 mostra que existe uma
elevada concordancia entre os métodos, uma vez
que a diferenca entre os dados de C,,, determina-
dos a partir de método de Walkley-Black e do mé-
todo de combustao seca em relacao a média desses

Quadro 2 - Correlagao entre o C,, determinado pelo método de Walkley-Black e pelo método de combustao seca

Equacgdo de regressdo

Intervalo a 95% de conf. para o coef. de regressao

r2

r

Erro padrdo da regressao

y =0,9138x + 00,9053

a=[0,88;0,95] b=[0,55;1,26]

0,91

0,95

1,25
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mesmos valores, encontra-se principalmente entre
o percentil 5 e o percentil 95. Para valores acima de
20 g/kg de C,,,, ndo € evidente a concordancia entre
os métodos dada a escassez de amostras nessa ga-
ma (6 pares de dados).

Corg_WB - Corg_CS

Figura 5 - Grafico de Bland-Altman modificado com limite de
concordancia de 95 % com as retas da mediana
(MeD), percentil 5 (P5) e percentil 95 (P95).

Segundo a FAO, no método de Walkley-Black a re-
cuperagao do C,,, nao € total, estando normalmente
entre os 75-90 % em solos superficiais (FAO, 2019).
Apesar de existir uma variagdo do FC mais ade-
quado para cada tipo de solo, a aplicacao do FC de
1,3 parece ser adequada para os solos estudados
uma vez o 12 e o r sdo bastante proximos de 1. Rela-
tivamente as variagdes mais acentuadas nos valo-
res de C,,, para os dois métodos em alguns pontos
de amostragem, ha que ter em consideracao que o

método de Walkley-Black estd sujeito a algumas
interferéncias de elementos como cloretos, 6xidos
de Mn e Fe, que reagem com o H,CrO, e levam a
valores incorretos de C,. Apesar de ndo ter sido
possivel confirmar a presenca destes elementos é
importante colocar essa hipotese. Por outro lado,
os resultados do C,,, obtido por combustao seca sao
afetados pelo erro resultante da determinagao dos
carbonatos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem con-
cluir que ha uma elevada concordancia entre o mé-
todo de Walkley-Black e o método de combustao
seca para determinagao do C,,, para os solos em es-
tudo. Para solos com uma concentragao de C,, aci-
ma de 20 g/kg a concordancia nao € evidente dada

a escassez de amostras de solo nessa gama.
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