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PHOTOACOUSTIC SPECTROSCOPY TO ANALYZE THE SOIL FERTILITY TREATED WITH BIOCHAR AND MICORRIZA.
For proper plant growth, soil substrates must be successful for chemical and physical properties in a way that ensures a high capability
to reach the nutritional demand of the plant. A suitable nutritional method is the application of organic compounds, urea and, recently,
biochar. Here, using the photoacoustic absorption spectroscopy in the visible range, it was analyzed the nutritional capacity of soil
samples, submitted to different treatments. This analysis was carried out through the absorption peaks of A and B chlorophylls and
cuticle of papaya leaves planted in soils with addition of biochar and with (without) mycorrhiza. All treated samples showed an

increase in the peaks of chlorophyll activity in relation to the base sample. Moreover, the samples containing both mycorrhiza and

biochar presented the highest peaks of chlorophyll activity, proving to be the best soil fertilization treatment.
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INTRODUCAO

O solo exerce grande influéncia sobre os ambientes e as socie-
dades de maneira geral, sendo ele um dos mais importantes recursos
naturais, essenciais para o desenvolvimento do pafs. Sua formacao
estd intimamente ligada a ac@o de fatores climaticos e bioldgicos.
Em uma boa formacdo no solo, os substratos devem apresentar
propriedades quimicas e fisico-hidricas tal que haja uma retengéo
adequada de dgua, para que o processo germinativo ocorra da melhor
maneira possivel e garanta uma alta capacidade de suprir a demanda
nutricional da planta durante seu desenvolvimento.!

Sabe-se que a Amazodnia apresenta, em sua grande extensio
territorial, um solo pobre em relagdo a parte nutricional. Entretanto,
em determinados pontos, € possivel identificar um tipo de solo al-
tamente fértil, chamado terra preta de indio. Este solo contém uma
grande quantidade de micro ceramicas fossilizadas incorporadas nos
horizontes da superficie, oriundas, possivelmente, de urnas e uten-
silios cerdmicos usados pelos indios hd sete mil anos atrds.? Devido
a essas excelentes caracteristicas de fertilidade, pesquisadores vém
procurando métodos para reprodugdo de solos com um perfil seme-
lIhante. Portanto, vem sendo estudada a aplicag¢@o de biochar como
uma estratégia orientada para a gestdo da biota e da fertilidade do
solo. Este condicionador de solos € produzido a partir da queima de
biomassa e de residuos vegetal ou animal. Por ser um condicionador
mais recalcitrante, o biochar pode ser adequado quando combinado
com a aplicagdo de compostos organicos, bem como associado a
microrganismos do solo podendo contribuir significativamente para a
melhoria das caracterfsticas fisicas, quimicas e biolégicas do sistema.

Assim, foi proposto um experimento com o objetivo de avaliar o
efeito do biochar, de fungos micorrizicos (FMA) e micorrizas asso-
ciadas ao biochar sobre a nutri¢do nitrogenada e a taxa fotossintética
de plantas de mamao por meio da espectroscopia fotoacustica.

A espectroscopia fotoacustica de absorcdo na faixa do espec-
tro eletromagnético visivel € uma técnica alternativa aos métodos
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convencionais. Esta técnica consiste em medir o calor e o oxigénio
liberados pela incidéncia de luz sobre a folha de uma planta. O pro-
cesso fotossintético inicia com a absorcdo de energia, proveniente
da luz. A energia absorvida excita e libera elétrons das moléculas de
clorofila, dando inicio a fase fotoquimica da fotossintese. Nesta fase
é gerado o oxigénio e o armazenamento de energia, no entanto, nem
toda a energia absorvida é armazenada, parte dela se dissipa em forma
de calor, que pela técnica, € convertida em sinal elétrico, chamado de
sinal fotoactstico. A técnica fotoacustica vem sendo muito utilizada
por ndo necessitar de grande preparacdo da amostra, podendo ser
utilizada “in vivo™ e, também, por possibilitar uma determinagao
mais rapida dos picos das clorofilas nas folhas, em detrimento das
técnicas convencionais.

Biochar

A histéria do biochar comega com a descoberta da chamada “Terra
Preta de Indio”, levando 2 realizagdo de estudos em solos antropogéni-
cos na Amazonia.* O biochar € um material s6lido obtido da conversdo
termoquimica de biomassa em um ambiente com auséncia ou pouca
presenca de oxigénio (pirdlise). A pirdlise permite a fixagao de 20%
a50% do carbono presente da biomassa. A composi¢do do biocarvio
pode ser grosseiramente dividida em carbono recalcitrante, instdvel
ou lixividvel e cinzas. A maior diferenga quimica entre o biocarvao
e o carvao vegetal € a proporcdo de cadeias aromaticas de carbono
em suas estruturas, que ¢ maior no biocarvio.’

Praticamente, qualquer tipo de biomassa atende a producio do
biochar. Porém, devido as diferencas existentes na composi¢ao qui-
mica e na estrutura fisica e molecular desses materiais, assim como
nas condicdes da pirdlise, o biochar obtido ao fim do processo de
producdo apresenta caracteristicas fisicas e quimicas variaveis. Tais
variagdes promovem no solo diferengas na porosidade, na superficie
especifica, no pH, na capacidade de troca i6nica, recalcitrancia, etc.°
Essas diferencas refletem nas respostas agrondmicas e ambientais.

O biochar apresenta capacidade na retencdo de dgua e de ele-
mentos quimicos provenientes de adubos organicosou minerais,
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devido a abundancia em sua estrutura de micro poros. Estes minerais
retidos pelo biochar ligam-se aos grupos carboxilicos e fendlicos
carregados negativamente. Tal reten¢do diminui a lixiviacdo e me-
lhora a eficiéncia da adubag@o,’ por isso € indicado o seu uso como
condicionador do solo.

A adicio deste condicionador de solo influencia diretamente na
resposta do solo, ndo sé na adicdo de d4gua, como também na sua agre-
gacdo, aeracdo, elasticidade e na capacidade de retengo de cétions.

Solos arenosos apresentam baixa microporosidade. A micropo-
rosidade € importante na retencio de dgua e particulas com baixa
superficie especifica, o que reduz a capacidade do solo de reter os
nutrientes por ligagdes eletrostaticas, como € comum ocorrer nos solos
argilosos. Como o biochar tem o poder de reter liquidos e nutrientes
em seus microporos, tem, assim, a capacidade demelhorar as carac-
teristicas quimicas de solos arenosos pelo aumento na quantidade
de cargas ativas, possibilitando melhorias semelhantes aquelas dos
solos argilosos.®

Micorriza

A micorriza € um fungo que tem um papel importante na sobre-
vivéncia e no crescimento das plantas principalmente nos trépicos,
onde predomina em solos de baixa fertilidade, carentes em fésforo
disponivel.’ A propagacio desses fungos ocorre através de esporos, do
micélio e de fragmentos de raizes colonizadas coletivamente, denomi-
nadas propagulos que, ao infectarem as raizes da planta hospedeira,
desenvolvem-se e inicia-se uma associacdo mutualistica com estas
raizes.'” Sao amplamente distribuidos na maioria dos ecossistemas,
desde desertos até florestas, tanto em regides tropicais e temperadas
quanto em regides articas. Representam a mais ampla associacio
entre plantas e fungos encontrada na natureza.'' O cardter mutualista
da micorriza contribui para a evolugdo e a sobrevivéncia das plantas
terrestres e dos proprios fungos que existem ha 400 milhdes de anos.'?

As micorrizas podem amenizar as limitacdes causadas pelo
homem ao ambiente, pois, quando associadas as raizes, aumentam a
capacidade adaptativa das plantas as condi¢oes adversas, como a baixa
disponibilidade de nutrientes (N e P), ao estresse hidrico, ao pH baixo,
atemperatura elevada, a diminuicdo da atividade microbiana.'* Além
disso, as micorrizas permitem a interconeccéo entre plantas de mesma
e de diferentes espécies promovendo a transferéncia de nutrientes
entre elas." Em geral, plantas colonizadas por micorrizas eficientes
sdo mais competitivas e t&ém maior capacidade de sobrevivéncia em
solos de baixa fertilidade. '

Diminuic¢des observadas ocasionalmente na populagdo de fun-
gos micorrizicos podem ser causados pela alta disponibilidade de
nutrientes no solo, assim, reduzindo a necessidade da planta pela
simbiose.'® Alteragdes acentuadas nas condi¢des do solo, como por
exemplo, varia¢do do pH, salinidade ou contaminagdo por metais pe-
sados, também podem alterar a colonizagdo micorrizica.'” Com isso a
aplica¢do de condicionadores do solo, como o biocarvio, pode alterar
a sobrevivéncia das micorrizas, a intera¢do planta hospedeira-fungo
micorrizico e as respostas da planta a inoculag¢@o. Os sistemas de
poros internos das particulas de biocarvao podem proteger o micélio
extra-radical de herbivoros.'® Além disso, a sor¢do de compostos de
sinalizacdo, desintoxicacdo de alelo quimico, propriedades fisico-
-quimicas do solo ou efeitos indiretos através de alteracdes sobre
outras populagdes microbianas do solo podem indiretamente afetar
as micorrizas.'®

O Processo da Fotossintese

A energia solar € essencial para a evolugdo da vida na Terra. A
fotossintese ¢ o processo através do qual as plantas, algas e certos
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tipos de bactérias verdes convertem energia luminosa em energia
quimica, paraa sintese de compostos organicos.

Ela resulta na liberagdo do oxigénio, pela quebra da molécula de
dgua, enquanto o gas carbdnico € removido da atmosfera e usado na
sintese de carboidratos (C H,,0,) Este processoé composto por uma
cadeia de reagdes de 6xido-reducio que pode ser resumida através
da Equagio 1:"

n CO,+n H,0 + Luz — C,H,,0,+ n O, )

O processo de fotossintese pode ser dividido em duas séries de
reagdes. A primeira depende da absor¢do de luz e consiste na divisdo
da molécula de dgua e na produgio de oxigénio e compostos armazena-
dores de energia, entre eles o ATP (trifosfato de adenosina) e NADPH
(Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato). Esta absorcao acontece
em moléculas (ou pigmentos), como as clorofilas e os carotendides,
formando o chamado “‘sistema de antenas”, que sao os centros de rea¢do
fotossintética, onde ocorrem as transferéncias primdrias de elétrons, ou
seja, excita os elétrons das moléculas de clorofila que saem da estrutura,
dando inicio a fase fotoquimica da fotossintese. Assim, os pigmentos
fotossintetizantes absorvem a luz e impulsionam a fotossintese.”’ As
distancias entre os pigmentos e sua orientacdo relativa seguem um
arranjo geométrico fixo que facilita a transferéncia da energia captada
da luz e a transferéncia de elétrons nos centros de reacgéo.’! Na etapa
seguinte, estes compostos sdo usados para produzir carboidratos, pro-
tefnas e lipidios a partir do gds carbdnico atmosférico."”

A partir dessas discussoes, serd possivel efetuar relacdes entre
as caracteristicas fisioldgicas e os perfis da fotossintese. Podendo
se destacar que a espectroscopia fotoacustica, por ser uma técnica
mais sensivel do que as utilizadas na Bioquimica, deverd perceber
mais rapidamenteas mudancas estruturais e morfoldgicas nas folhas.

Aqui, a andlise da fotossintese serd utilizada para qualificar os
solos tratados com combinagdes distintas de micorriza e/ou biochar,
através de folhas de mamoeiro Golden (Carica Papaya L) cujas
plantas estdo acondicionadas em vasos com as amostras de solo
investigadas neste trabalho.

Ciéncia Fototérmica

A Ciéncia Fototérmica ¢ uma das ciéncias responsdveis pela
conversdo da energia de radiacdo eletromagnética em energia
térmica. Esse fendomeno € definido por Efeito Fototérmico.?> A
aplicac@o desta ciéncia pode ser realizada através das técnicas fo-
totérmicas, normalmente utilizadas para a caracterizagdo térmica
de materiais. Elas englobam uma série de técnicas, dentre elas a
Espectroscopia Fotoactstica, Lentes Térmicas, Deflexdo Fototérmica,
Difra¢ao Fototérmica, Radiometria Fototérmica e Espectroscopia de
Interferometria Fototérmica. Isso permite uma gama de aplicacdes
a uma série de materiais, abrangendo os trés estados fisicos da ma-
téria: sdlido, liquido e gasoso. Essa conversdo pode estar associada
a algumas particularidades do material absorvente, uma vez que tal
efeito pertinente a excitagdo dos estados eletrdnicos de dtomos e/
ou moléculas gera a emissdo de ondas eletromagnéticas ndo radia-
tivas, sob a forma de energia/calor. A espectroscopia fototérmica ¢é
bem apropriada, por exemplo, para andlises quimicas que exijam
ultrasensibilidade.”® Dentre as diversas técnicas compreendidas
pela Ciéncia Fototérmica, faz-se presente a Fotoacustica, cujo fe-
ndmeno estd relacionado com a absorcao da radia¢do de uma onda
eletromagnética por uma amostra € a sua conversio em uma onda
acustica, devido a variacdo de pressdo ocasionada pelo aquecimento
da mesma. A energia absorvida propaga-se de maneira amortecida,
sob a forma de ondas térmicas em seu interior. O primeiro efeito
desse género foi observado por Alexander Graham Bell, em 1890,
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quando estudava um aparelho capaz de converter luz em som, que
posteriormente foi denominado “photophone”. Em seguida, Bell se
dedicou a investigar os efeitos fotoactsticos em liquidos e gases.>
Com o advento do microfone, em 1938, aumentou o interesse por
experimentos qualitativos e quantitativos em gases e surgiram diversas
teorias a respeito. Basicamente, o aparelho inventado por Bell possuia
o seguinte principio de funcionamento: por meio de um espelho, ele
focalizava os raios solares sobre uma membrana, a qual vibrava sob
o efeito de sua voz. O feixe de luz modulado era direcionado a uma
célula de selénio, integrada a um circuito eletronico de um telefone,
que transformava a luz em som.?

Com o aparecimento dos lasers na década de 70, houve uma
expansdo significativa das técnicas fototérmicas. Em 1976, surge o
primeiro modelo tedrico do efeito fotoacustico em sélidos, proposta
por Rosencwaig e Gersho.? Outros pesquisadores continuaram de-
senvolvendo modelos matemadticos para melhor entender a técnica e
suas diversas formas de aplicacio. Hoje a espectroscopia fotoacustica
tem aplicagdes ndo apenas na Fisica, mas na Quimica, Biologia,
Agronomia, Medicina e Engenharias.”

Modelo RG (Rosencwaig e Gersho)

O modelo RG baseia-se em uma luz modulada que incide na
amostra em contato com uma camara de gds (geralmente o ar) de
espessura I, e um suporte de espessura 1,. A camara de gés € fecha-
da por uma janela de quartzo (transparente a radiac@o incidente) e
acoplado a esta camara hd um microfone que detecta variagdes de
pressdo no gds. A Figura 1 mostra um desenho esquematico da célula
fotoacustica fechada.?* A configuragio unidimensional do padrio da
célula fotoacustica consiste em uma amostra sélida colocada dentro
de uma pequena célula cheia de gds (ar) a uma distancia I, de uma
janela de vedagdo transparente, pela qual incide um feixe de luz
modulado. Admite-se que o gds ndo absorva a energia da radiacio
proveniente de uma fonte que passa pela janela e que atinge a amos-
tra. Um microfone capacitivo, inserido numa das paredes laterais
da célula, capta as flutuacdes de pressdo no gas (sinal fotoacistico).

Camada
fronteirica de gas

Janela Gas

Amostra Suporte

Radiacio > !
—_—, '
—

incidente

Microfone

L+1,
Figura 1. Esquema da célula fotoaciistica do modelo RG

Assim, opticamente, podemos classificar as amostras comparando
a sua espessura [, com o seu comprimento de absor¢do Gptica I

Se [, >> [y — amostra opticamente opaca.

Se [, = Iy — amostra absorvedora.

Se [; < Iy — amostra opticamente transparente.

Termicamente, a classificagdo € feita através da comparacio entre
aespessura da amostra /, e a profundidade que alcanca o calor dentro
da amostra, definido como comprimento de difusdo térmica,

Se [, < u, — amostra termicamente fina.

Se [, > u, — amostra termicamente grossa.
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A quantidade de radiagdo transformada em calor fica relacionada
diretamente com as propriedades de absorcdo, difusdo e espessura
da amostra absorvedora da radiagéo que € baseada na Equagdo 2:

onde,

G(wl): B(A)1, J’[r(m,}.)fl:le"’("’)'7[1‘(w,/l)+l:|[bfl]e°'(“')'+2[b7r(w,l)]e’fm’
Tk [ B () -0 ()] (g+1)(b+1)e"® —(g=1)(b=1)e" "

c
Aqui, y =—2 ¢ a razdo entre os calores especificos, T, ¢ a

;

temperatura média na superficie da amostra, P, € a pressdo ambiente
( A = kyo, ko,

e @ =2nf ¢ a frequéncia angular de modulagio, b = fo g= T
o .0,

s

er= (1— J )% A Tabela 1 apresenta as grandezas normalmente

presentes nas equagdes fotoactsticas.

Tabela 1. Grandezas das equacdes

Grandezas Denominagdo Unidades
k Condutividade térmica Wm'K!
P Densidade de massa kgm
A Comprimento de Onda m
c Coeficiente complexo de difusdo térmica m!
f Frequéncia angular Hz
B Coeficiente de absorc¢ao dptica m’!
I, =1p" Comprimento de absor¢do Gptica m

A Equacdo 2 indica a expressdo geral da variacdo de pressdo
dentro da camera fotoactstica, quando o mecanismo de difusivi-
dade térmica é predominante na geracdo do sinal fotoacustico.?
E importante ressaltar que a coluna fronteirica de gds, 27y, € que
vai responder termicamente a variagdo periddica da temperatura
na superficie da amostra, provocando um gradiente de pressido na
camada de gds, resultando na formag@o de um pistdo actstico, cuja
variagdo de pressdo € transformada em sinal fotoacustico, capturado
pelo microfone embutido na célula fotoacustica.

A Espectroscopia fotoacistica

Esta técnica comecou a ser aplicada no estudo da fotossintese em
1976, por Adams M. J, ao obter o espectro fotoacustico de uma solu-
¢do preparada a partir da clorofila extraida de folhas de espinafre.?’
Dois anos depois, Rosencwaig mostrou ser possivel obter o espectro
fotoacustico de uma folha, colocando-a em uma célula fechada.”* Em
1986, Perondi e Miranda apresentaram a Célula Fotoactstica Aberta
(OPC).2 E poucos anos depois, a OPC também foi introduzida no
campo de estudo da fotossintese.?®

Entre outras aplicagdes, a Espectroscopia Fotoacustica € em-
pregada também na caracteriza¢do das propriedades térmicas da
matéria, particularmente o da medida de difusividade térmica,>**
efusividade térmica e do tempo de relaxac@o nio radiativo.’' A difu-
sividade térmica € um pardmetro que indica a velocidade com que o
calor se propaga dentro da amostra, até chegar a um valorconstante.
Por outro lado, a efusividade térmica indica a impedancia térmica
da amostra, isto €, o quanto de calor a amostra absorve de um meio
externo. A capacidade térmica mostra o quanto de calor um material
consegue armazenar dentro de seu volume. Finalmente, a condutivida-
de térmica refere-se a velocidade com que o fluxo de calor incidente,
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que promove um aquecimento superficial na amostra, atinge as suas
regides mais frias. Todos estes parametros estdo diretamente ligados
as microestruturas da amostra e cada material apresenta propriedades
térmicas Unicas. Destaca-se a importancia desta técnica na drea de
materiais bioldgicos, uma vez que possibilita o estudo in vivo, dei-
xando intactas as amostras.?¢3?

Uma utilizagdo bem apropriada para esta técnica € no estudo da
fotossintese, que se refere a utilizagdo de energia quimica pelas plan-
tas, para a producdo de substancias organicas a partir do gas carbonico
(CO,) e da dgua (H,0). Na fase fotoquimica, durante a quebra das
moléculas da dgua, que se formam as moléculas de oxigénio que sdo
liberadas na atmosfera. Particularmente, o processo da fotossintese
implica em liberag@o - ou absor¢ao - de gés, o que produz mudancgas
de pressdo no volume restrito da camara fotoacustica. Este efeito
de variacdo de pressao foi chamado de efeito barico. A componente
bdrica demora um periodo de tempo para ser observada, devido a
complexa cadeia de reacdes fotoquimicas que deve ser percorrida
até a liberacdo do O,.*

Segundo Barja," a evolucdo do oxigénio € provocada na expan-
sdo isobdrica do espago intercelular com subsequente compressao
adiabdtica do gds na camara fotoacustica. Assim, pode-se medir a
componente fotossintética da variag@o de pressdo, isto ¢, F,, de
acordo com Equacgdo 3

F,, =y RTy,, 3)

onde R € a constante dos gases e € a oscilacio média da
concentracdo molar em torno do valor P,/RT,. Esta varia¢do da
concentracdo se relaciona com o fluxo modulado de oxigénio, g3, na
interface (z = [, + [;) entre a parede celular e o espago intercelularde
acordo com a Equag@o 4.

1.1, Aq;(?)
= 4
Yo oV, “

onde i =~/~1 Sendo definido n,,A como a drea superficial total das
c€lulas dos mesoéfilos para uma drea foliar A; 7. € arazdo entre a drea
formada pela projec¢do dos cloroplastos no plano das paredes celulares
e a drea total (7,,A) destas; V; representa o volume do gds na camara
fotoacustica e mais volume do espago intercelular correspondente
a drea foliar A.

Depois que as clorofilas absorvem a luz incidente, o oxigénio é
formado apdés uma sequéncia de reacdes de oxirreducio. O sistema
de fotossintese possui clorofilas a e b em quantidades semelhantes,
captando comprimentos de onda mais curtos que os captados pelos
sistemas que possuem alta concentracio de clorofila a, captando
essencialmente radiagdes de comprimento de onda longo. Podemos
escrever a componente fotossintética P, da variacdo de pressdo na
seguinte Equagdo 5:

P, - VTR? 1.1, 4B Czlo Foiteron 5)
8wV, 1+(9j
k

onde o termo complexo F ') depende da constante de tempo k
de evolugdo de O, das permeabilidades das membranas e também
das espessuras /;, [,e I;, conforme a Figura 2. A pressdo devida a
taxa de evolugdo do O, (F,) € determinada por meio da dependéncia
do angulo de fase ¢ da atividade fotossintética com a frequéncia de
modulag@o.

Portanto, a luz incidente na folha chega aos cloroplastos e o oxi-
génio ali evoluido e difundido pelo estroma, passa pelas membranas,
atravessando o citoplasma, a membrana plasmadtica e a parede da
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Parede Celular < Espago Intercelular —1 Lty
ks
Plasmética —7 \ 1
Citoplasma
—1 0
Membranas .. . Cloroplasto . .
] N
Citoplasma

Figura 2. Secdo transversal esquemdtica de célula do mesdfilo (Figura fora
de escala). O cloroplasto tem espessural,, o citoplasma l,, a parede celular 1,
e o espago intercelular l,,(despreza-se a espessura das membranas celulares.
Adaptacdo Barja'®)

célula até o espaco intercelular, aumentando a concentracio do O,
e, consequentemente, a pressdo neste meio. Para este fendmeno foi
utilizado o sistema de espectroscopia fotoacustica de absor¢do no
espectro do visivel (PAS) como indicado na Figura 3, constituindo
de uma lampada de xendnio como fonte de luz. Apés a lampada de
xendnio, existe um monocromador, para realizar uma varredura do
comprimento de onda da luz modulada e em seguida a luz € modulada
por um modulador mecanico, chopper.*!

Monocromador

Fonte de luz

Chopper
L / ]
Lock-in gc/
—°00 e

Sinal (mv)

Lambda (nm)

Figura 3. Esquema do Espectrometro Fotoactistico

E importante ressaltar que em sistemas convencionais, esta taxa
s6 pode ser medida depois de vdrios minutos, pela necessidade de se
deixar acumular uma determinada densidade de O,. Enquanto que,
usando a técnica fotoacustica, a evolucdo de O, ja € detectada logo
no primeiro minuto.

A PAS € uma técnica simples que permite obter espectros de
absor¢do nas regides do ultravioleta ao infravermelho para uma gran-
de variedade de materiais, tais como: sélidos, , liquidos, gases, pds,
géis, filmes, entre outros, fornecendo tanto informagdes qualitativas
como quantitativas sobre o material analisado.3* A amostra € colocada
dentro de uma célula vedada preenchida por gds, na qual um feixe de
luzvindo do chopper incide sobre a amostra, através de uma janela
transparente (célula fotoacustica fechada). No interior da célula
encontra-se um microfone capacitivo que, na realidade € o detector.

A energia da radiagdo modulada absorvida pela amostra é
convertida em energia térmica, gerando flutuacdes de pressao dentro
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da célula. Essas flutuagdes siio detectadas pelo microfone que as
converte em sinal elétrico que neste sistema ¢ chamado de sinal
fotoacustico (Spy).2*

O sinal fotoactistico obtido € proporcional ao produto do espectro
de emissao da luz incidente, /(v) e pela energia dos fétons absorvidos,
hv. Grande parte da energia incidente na folha é armazenada como
energia quimica, sendo posteriormente utilizada na sintese de com-
postos necessdrios ao desenvolvimento da planta pela fotossintese.
Este armazenamento diminui a quantidade de luz absorvida que ¢
transformada em calor. Assim, este efeito € chamado de perda foto-
quimica, que pode ser descrita conforme Equagio 6, relacionado ao
balanco de energia do sistema vegetal sob incidéncia de luz.*

hv = H + ¢hv;+ NAE. (6)

Como este produto difere para cada comprimento de onda,
torna-se necessdrio normalizar os sinais medidos das amostras, pelo
espectro da fonte de luz. Normalmente, para determinar este espectro,
utiliza-se um carvao padrio.

Os diferentes mecanismos, através dos quais os pulsos de calor
produzidos na amostra geram ondas acusticas no gis, sdo basicamente
trés: a difusdo de calor da amostra para o gds, a expansdo térmica
da amostra e a flexdo termoeldstica da mesma. A ocorréncia ou nao
de um ou outro mecanismo e a predominancia de um sobre o outro
dependem das condigdes experimentais, bem como do material a
ser estudado.’* A expansdo térmica pode ser entendida como o
aquecimento periddico da amostra (devido aos pulsos de calor na
amostra), acarretando uma oscilacdio da temperatura média. Como
consequéncia, a amostra expande e contrai periodicamente, de forma
que sua superficie em contato com o ar passa a funcionar como um
pistdo vibratério, gerando ondas acusticas no gds.’'¥ A flexdo ter-
moeldstica surge devido a existéncia de um gradiente de temperatura
ao longo da espessura da amostra, pois a absor¢@o decresce a medida
que a luz penetra no material.*'* Este gradiente de temperatura faz
com que a expansao térmica seja diferente para diferentes planos da
amostra (perpendiculares ao gradiente), induzindo a uma flexdo da
mesma na dire¢io do gradiente, se suas bordas estiverem presas. Este
processo € também periddico (semelhante & vibragdo da membrana
de um tambor), gerando ondas acusticas no gds. Na difusdo térmica,
o pulso de calor produzido na amostra € transmitido ao gds, que ao
expandir-se periodicamente, gera a onda actstica. As ondas acusti-
cas também podem ser geradas a partir da variacdo do nimero de
moléculas na cdmera fotoacustica. Este € o caso das folhas vegetais,
onde se tem o consumo do CO, e a indugdo do O, durante a reagio
da fotossintese. Uma vez que a luz incidente ¢ modulada, tanto o
consumo de CO, quanto a indug@o do O, serdo também modulados.

Desde os primeiros estudos da aplicagdo da Espectroscopia
Fotoacustica em folhas vegetais,* muitos trabalhos sdo feitos com
pedacos da folha, isto €, tem que seccionar a folha para inseri-la dentro
da célula fotoacustica. No entanto, o uso da técnica OPC permite que
as medidas sejam feitas “in vivo”, ou seja, diretamente com a folha
na prépria planta.’’

PARTE EXPERIMENTAL

Tratamentos e instalacdo e conducao do experimento em casa
de vegetacao

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos
cazualizados (3 blocos) com quatro tratamentos sendo eles: 1 - com
biochar; 2 - com FMA; 3 - com biochar + FMA; 4 - testemunha (sem
biochar e sem FMA) nestes tratamentos foram cultivadas plantas de
mamoeiro Golden (Carica Papaya L) em vasos de 4 dm°.
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O experimento foi realizado na casa de vegetagdo do laboraté-
rio de solos da Universidade Estadual do Norte Fluminense, para
tal foram coletadas amostras de um solo argiloso do municipio de
Sao Francisco de Itabapoana— RJ.Sendo previamente seco ao ar e a
sombra por 5 dias.

Ap0s serem secas, as amostras de solo foram encaminhadas ao
Laboratério de Andlise de Solos da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro para a realizac@o das andlises quimicas, de acordo com
a Tabela 2. O solo foi separado em amostras de 4 dm?. Cada amostra
recebeu 0,29 g dm~de calcdrio (PRNT- Poder Real de Neutraliza¢do
Total de calcario 80%), com recomendacdo baseada na andlise do
solo e para elevacdo da Saturacdo de bases para 60%. O solo foi
homogeneizado e mantido a 60% da sua capacidade de campo em
sacos pldsticos sobre a bancada da casa vegetal para incubacio. Apés
30 dias da calagem o solo foi adubado com 15 mg dm™ de P na forma
de fosfato de rocha e em seguida foram submetidos aos tratamentos,
ou seja a aplicacdo do biochar e inoculo da micorriza.

Tabela 2. Caracterizacdo quimica do solo utilizado antes da instala¢do do ex-
perimento (Metodologia de acordo com Embrapa®) (Média de 3 repeticoes)®

Caracteristicas Valores Caracteristicas Valores
pH* 53 C (%) 0,96
P (mg dm3)” 5,0 m (%) 0,0
K(mg dm3)™ 100 V (%) 48
Ca (cmol . dm™)"" 1,0 MO (g dm3)™" 16,6
Mg (cmol, dm3)™" 0,5 Fe (mg dm?)™ 32,0
Al(cmol dm™?)™ 0,0 Cu (mg dm)™ 04
H + Al(cmol dm?)""" 1,9 Zn (mg dm3)™ 1,4
Na (cmol dm3)™ 0,02 Mn (mg dm)" 5,9
SB (cmol.dm™) 1,8 B (mg dm?®)” 0,18
T (cmol.dm™) 37
t (cmol dm) 1,8

pH em dgua; “Mehlich (H,SO, 0,0125 mol L' + HC1 0,05 mol L"), “"KCl
1 mol L', """ Acetato de célcio pH 7, *"*"dicromato de potdssio/colorimétrico.

O biochar foi produzido a partir da pirdlise de cama de avidrio a
uma temperatura de 400 °C, sendo homogeneizado antes da deposicao
nos vasos. O biochar apresentou 267 g dm? de densidade aparente
e a caracteristica quimica de acordo com a Tabela 3. O biochar foi
aplicado no solo a 1% V/V correspondendo a 2,7 g dm? de solo.

O fungo micorrizico utilizado da espécie Rhyzophagus Clarum,
pertencente ao banco de inéculos do Laboratdrio de Microbiologia
do Solo/CCTA/UENF, previamente multiplicada em plantas de
Brachiaria brizantha. O inoculante constou de um solo indculo,
contendo cerca de 1200 esporos/dm?® de inoculantes, suas raizes
colonizadas e hifas.

Foram adicionados ao solo incubado 110,4 g in6culo de micorriza
para os tratamentos contendo FMA, 11 g de biochar por vaso para
os tratamentos contendo biochar. As amostras de solo junto com o
biochar e/ ou FMA foram homogeneizadas e, logo apds, depositadas
nos vasos de 4 dm* de capacidade.

Em seguida, foram semeadas seis sementes de mamao por vaso.
As sementes de mamao foram inicialmente lavadas para a retirada
do sarcotesta que envolve a semente para facilitar a germinazagao.

Ap6s 20 dias do semeio, foi realizado um desbaste, mantendo-se
uma unica planta de porte médio em cada vaso. As plantas foram
irrigadas diariamente com dgua filtrada e deionizada e monitoradas
quanto ao aparecimento de pragas, doencas e sintomas de deficiéncia
nutricional. Passados 80 dias do semeio, as plantas sob tratamento de
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica do biochar utilizado para montagem do experimento. Metodologia adotada para residuos de acordo com Embrapa®

pH N P,0; K,O Ca Mg S C Fe Cu Zn Mn
gkg! mg kg
8,9 4291 27,62 62,32 6,7 9,04 52 331,2 1620 636 588 588

controle apresentaram sintomas de deficiéncia nutricional receben-
do, entdo 0,025 g dm* de N e 0,1 g dm™ de K nas formas de uréia
e KCl, respectivamente, permanecendo por mais 40 dias nos vasos
sob irrigacdo. As folhas foram contabilizadas. Foi entdo realizada a
leitura do SPAD na terceira folha a partir do dpice e, por meio do
determinador portatil de Clorofila SPAD-502.4 A parte aérea das
plantas foi cortada, seca em esturfas de circulagio forcada de ar a
65 °C por 72 horas, em seguida foi determinada o peso da biomassa
seca. Esta foi moida e submetida a digestao sulfurica onde foi deter-
minado o teor de Nitrogé€nio. O contetido de Nitrogénio foi obtido
pela multiplicagdo do teor pelo peso da parte aérea.

Analises realizadas no Laboratoério de Ciéncias Fisicas no
Centro de Ciéncias Tecnolégicas da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (LCFIS-CCT-UENF)

No laboratério de Ciéncias Fisicas (LCFIS) da UENEF, foi uti-
lizada a espectroscopia fotoacustica de absor¢do de luz no visivel
com o objetivo de identificar os picos de absor¢do das clorofilas a
e b e da cuticula das folhas de mamao retiradas dos vasos aos 120
dias apdés o semeio. O sistema de medidafoi constituido de uma
fonte de luz, neste caso, uma lampada de xendniode alta pressdo
a arco (Oriel Corp., modelo 6269) de 1000 W de poténcia, cujo
feixe foi periodicamente interrompido por um modulador mecanico
(Princeton AppliedResearch, modelo 192). Um monocromador (Oriel
Corp., modelo 77250) de 0,25 m de distancia focal com uma rede de
difra¢@o de 300 linhas por milimetro (Oriel Corp., modelo 77300)
para a selecdo dos comprimentos de onda de interesse. A frequéncia
de modulagdo usada € 17 Hz. O feixe de luz modulado incide dire-
tamente na amostra que € inserida na cé€lula fotoacustica fechada
(MTEC modelo 300). O sinal do microfone da célula € enviado para
o amplificador Lock-in da Stanford modelo SR830 e os dados foram
coletados pelo computador. O espectro da lampada de xendnio ¢
registrado, utilizando-se um carvao padrdo e estd representado para
o intervalo de comprimento de onda de 250 nm a 750 nm. O sinal das
amostras de folhas é normalizado com o sinal do carvao.

Foram utilizados para a espectroscopia fotoacustica, a segunda
ou a terceira folha a partir da base das plantas de mamao com 120
dias de cultivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Crescimento e nutricio do mamoeiro

Plantas cultivadas sem micorriza e sem biochar (testemunha)
apresentaram menor nimero de folhas (Figura 4) que as plantas
cultivadas em presenca desses componentes.

A Figura 5 apresenta fotografias das mudas de mamoeiros, aos
120 dias de cultivo, com os diferentes tratamentos. Foram observa-
dos que as mudas do controle (testemunha) apresentaram clorose
(ficaram amareladas) e também menor crescimento em relagdo aos
demais tratamentos.

Observa-se que as plantas das Figuras 5(a), 5(b) e 5(d) apresen-
taram uma cor verde (clorofila) mais intensa, ou seja, sinalizando
uma planta com melhor qualidade nutricional aos tratamentos com
micorrizas, micorrizas+biochar e biochar respectivamente. Jd a planta

referente a Figura 5(c) (testemunha) apresentou folhas amareladas,
indicando uma planta com baixa eficiéncia metabdlica. A auséncia
da cor verde indica a falta de clorofila.

O niimero de folhas na planta inoculada com micorriza aumentou
porque, além de melhorar o estado nutricional das mudas, os FMAs
aceleram seu crescimento e promovem um maior vigor na fase de sua
formagdo.* Também favorece a adaptagdo das plantas a diferentes
ecossistemas, aumentando a tolerdncia a fatores bidticos e abidticos
estressantes.*> O biochar apresenta nutrientes na sua composi¢ao
e parte desses nutrientes estd disponivel para plantas (Tabela 2).
A micorriza juntante com o biochar proporciona um efeito aditivo
positivo na planta como pode ser observado na Figura 5(a) indicando
planta com maior vigor.
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(6]

21 4
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Figura 4. Quantidades das folhas em plantas de mamoeiros aos 120 dias
de cultivo em solos com: testemunha (T), B (Biochar), M+B (Micorriza e
Biochar) e M (Micorriza)

(a) (b) () (d)

Figura 5. Fotografias das mudas de mamdo cultivadas por 120 dias: a) mamo-
eiro cultivado em solo tratado com micorriza e biochar (M+B); b) cultivado
em solo tratado com adig¢do de micorriza (M); ¢) mamoeiro cultivado em solo
sem tratamento (T),; d) mamoeiro cultivado em solo tratado com biochar (B)

Uma forma de quantificagio dos pigmentos fotossintéticos (clo-
rofila e carotendides) pode ser realizada por meio do determinador
portatil de clorofila SPAD-502.* Na andlise da intensidade de cor
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verde, medida pelo SPAD (Figura 6), a segunda folha do mamoeiro
aos 120 dias de cultivo, contando a partir do dpice, percebeu-se
uma maior intensidade nas plantas do tratamento com micorriza +
biochar, seguido do tratamento com aplicagdo somente de biochar
e, apds, somente de micorriza. As plantas do tratamento controle
apresentaram uma menor intensidade de cor verde, confirmando o
que € visualizado na Figura 3(c), ou seja, as plantas encontram-se
visivelmente mais amareladas. A coloragdo verde estd associada ao
teor de clorofila da folha. A molécula de clorofila apresenta nitrogénio
em sua estrutura. Assim € importante a avaliagdo da quantidade de
Nitrogénio pelas folhas.

50 : : . - . : ;

45l . i
sl ]
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Figura 6. Valores médios da leitura do SPAD (intensidade de cor verde)
em folhas de plantas de mamao cultivado por 120 dias com os tratamentos
T (testemunha), B (Biochar), M+B (Micorriza e Biochar), M (Micorriza)

A andlise foliar, que € uma das técnicas utilizadas para a avaliagao
do estado nutricional das plantas, possibilita verificar a ocorréncia
de deficiéncias, toxidez ou desequilibrio de nutrientes. No contetdo
de Nitrogénio foi observado menor valor no controle e maior no
tratamento M, M + B e B. Segundo Silva et al.,* o nitrogénio ¢
considerado um dos nutrientes com maiores incrementos na pro-
dutividade do mamoeiro. Cruz et al.,* relatam que o mamoeiro sob
deficiéncia de nitrogénio pode acarretar na reduc@o do crescimento e
alteragdo na massa seca. Para a variedade Golden, todos os pardmetros
de crescimento das plantulas do mamoeiro podem ser prejudicados
pela deficiéncia de nitrogénio, sendo a drea foliar o componente
mais afetado.”

O contetdo de nutrientes, analisado na Figura 7, retrata a
quantidade do elemento que foi acumulado na planta. No presente
experimento o FMA aumentou em torno de 1050% a aquisi¢ao do
Nitrogénio, no entanto o FMA + Biochar aumentou a aquisicdo de
Nitrogénio e em torno de 2164% em relagdo a testemunha e s6 a apli-
cacdo do biochar apresentou em aumento atual de 3374% também em
relagdo a testemunha. O maior acréscimo no contetdo de Nitrogénio
no tratamento com biochar ocorreu, provavelmente porque somente
a planta utilizou o nitrogénio e ji no tratamento com FMA e FMA +
Biochar, as micorrizas também utilizaram o nitrogénio, reduzindo,
assim, no contetido na planta. Apesar disso, na leitura do SPAD (in-
tensidade de cor verde) os valores ndo diferiram (Figura 6) entre os
tratamentos M + B, M e B, confirmando o aspecto visual observado
na Figura 5, onde somente as plantas do controle estdo amareladas.

As relacdes simbidticas mutualisticas das micorrizas com as
raizes das plantas sdo associagdes que propiciam a absor¢do de
nutrientes.*® No entanto, os microrganismos também requerem os
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Figura 7. Conteiido de nitrogénio em folhas de mamoeiro aos 120 dias de
cultivo em solo com os seguintes tratamentos: controle (T), Biochar (B),
Micorriza+Bichar (M+B) e Micorriza (M)

nutrientes para seu metabolismo. O baixo contetido do nitrogénio na
testemunha (Figura 7) provavelmente acarretou a clorose visivel nas
folhas (Figura 5C) que foram também identificados pelo menor valor
na intensidade de cor verde avaliada pelo SPAD (Figura 6). Torres
Netto er al.,** correlacionaram a leitura do SPAD ao teor de clorofila
e também aos teores de Nitrogénio.

Analise fotoacistica em folhas de maméao em funcéio de
diferentes manejos

Foram obtidos os espectros das folhas de mamoeiros cultivados
em solos tratados com FMA, com biochar, com biochar + micorrizas
e em plantas ndo submetidas a tratamentos (testemunha).

Para qualificar a eficiéncia da aplica¢do do biochar e das mi-
corrizas, foram avaliados os espectros de duas folhas de mamoeiro
(Figura 8) cultivadas no solo tratado com M + B e em auséncia desses

Sinal Fotoacustico (mV)

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 8. Espectros de absor¢do para a luz visivel de folhas de mamoeiro
cultivado por 120 dias em solo que recebeu o seguinte tratamento:(M+B )
com Micorriza e com Biocarvdao (BM); Testemunha (T) sem Micorriza e sem
Biocarvdo. Picos de absor¢do da cuticula em ~320nm, da clorofila b em ~
480nm e da clorofila a em ~680nm
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componentes (T). Os picos de absor¢do concordam com os com-
primentos de onda tipicos da espectroscopia de absor¢do no visivel
de folhas, isto €, por volta de 320, 480 e 680 nm que representam a
cuticula, (a cera que protege a folha contra agentes externos), o pico
mais dominante da clorofila b e o pico mais dominante da clorofila
a, respectivamente.’ Como ilustrados na Figura 8, nota-se uma maior
absorgdo por parte da cuticula e das clorofilas a e b no espectro para
otratamento M + B, demonstrando a eficiéncia desse tratamento,
apresentando, ainda, um reforco na cuticula das folhas.

Para uma melhor visualizagdo dos dados, os graficos foram
reduzidos as médias das repeti¢des e em seguida foram coletadas
apenas as intensidades relativas dos picos de absor¢ao, em fungdo dos
comprimentos de onda relacionados as clorofilas (a e b) e cuticula.
Por fim, as medidas de todas as folhas foram reunidas na Figura 9.

E possivel notar que a folha das plantas submetidas ao tratamento
Micorriza+Biochar (Figura 9B) mostrou uma melhor eficiéncia na
fotossintese e no fortalecimento da cuticula em relag¢do as plantas do
solo da testemunha (Figura 9A). Justifica-se este maior rendimento
devido a presenga da micorriza junto com o biochar. Como ja dito
anteriormente, a associagdo micorrizica estd diretamente envolvida
na nutri¢do mineral das plantas, favorecendo seu crescimento e
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desenvolvimento. Esse beneficio ocorre porque esses fungos colo-
nizam o sistema radicular dos vegetais e expandem suas hifas no
solo, absorvendo dgua e nutrientes e transferindo-os para as raizes
colonizadas. Além disso, a planta, ao produzir fotossintato no pro-
cesso de fotossintese, transfere esses compostos carbdnicos para a
micorriza. A queda no teor de fotossintato na planta é um estimulo
para a planta aumentar ainda mais a taxa fotossintética.

Observa-se que o tratamento com Biochar (Figura 9D) apresentou
um pico nas clorofilas a e b maior que o da folha das plantas cultivadas
como no tratamento com micorriza (Figura 9C). Pode-se justificar que
o biochar apresenta nutrientes provenientes da biomassa original (cama
de frango), que estdo acumulados nos seus poros e que se encontram em
forma prontamente disponivel para a planta,* que podem ser assimila-
dos e incorporados a moléculas carbonicas reduzidas pela fotossintese,
estimulando mais a taxa fotossintética no tratamento com biochar.

O cultivo das plantas em solos com o tratamento biochar e micor-
riza proporcionou um efeito aditivo no estimulo a taxa fotossintética,
ndo somente pela maior demanda de carboidratos para nutrir também
as micorrizas, mas, além disso, por estas transferirem por meio das
suas hifas os elementos quimicos presentes no biochar para a planta
hospedeira.
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Figura 9. Amplitude Relativa para a absor¢do na luz visivel de folhas de mamoeiro cultivado em solos com os seguintes tratamentos: A) sem micorriza e sem

biochar(T); B) com micorriza e com biochar(M+B); C) com micorriza e sem biochar (M); D) sem micorriza e com biochar(B). Picos de absor¢do da cuticula

em ~320nm, da clorofila b em ~480nm e da clorofila a em ~680nm
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CONCLUSAO

Através da atividade da fotossintese, analisou-se a nutri¢ao da
planta. Assim, indiretamente, foi analisada a eficiéncia dos trata-
mentos no solo.

A aplicagdo de Biochar, de Micorriza ou Micorrica + Biochar
proporciona um aumento no crescimento e no conteido de nitrogénio
das folhas e maior intensidade de cor verde (SPAD) no mamoeiro,
reduzindo a clorose observada nas plantas sem esses tratamentos.

O contetdo de nitrogénio aumentou em torno de 1050%, 2164%
e 3374% com a aplicagdo da micorriza, da micorriza associada ao
biochar e da aplicacdo somente do biochar, respectivamente.

Verificou-se também a eficiéncia na aplicagdo da técnica fotoacts-
tica nas plantas de mamao cultivadas em solo argiloso tratado com
biochar, com micorriza e com biochar associado a micorriza. Pela
técnica espectroscopica de absorc¢do na faixa do visivel, foram obtidos
espectros da fotossintese (clorofila a e clorofila b), bem como da cuti-
cula de folhas de mamoeiro plantadas nestes solos em estudo, sendo
os picos das clorofilas a e b maiores nos tratamentos com Micorriza
associada ao Biochar. O espectro do pico de absor¢do para a cuticula
da planta do tratamento controle foi menor que nos demais tratamentos,
indicando plantas com cuticula mais frageis, ou seja, menos densas, em
comparag¢do as plantas cultivadas com micorriza e biochar.

Como alternativa as técnicas convencionais, a técnica fotoacus-
tica apresentou respostas mais rapidas e com alta sensibilidade as
mudangas morfoldgicas das amostras.
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