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Capitulo 1: DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA PARA ANALISE
DA ENZIMA UREASE NO SOLO

RESUMO

Urease ¢ uma enzima que catalisa a hidrolise da uréia em dioxido de carbono, amonia e agua,
sendo que sua atividade no solo pode ser avaliada monitorando a concentragdo dos produtos ou
reagentes dessa reacdo. O presente trabalho objetivou o desenvolvimento de metodologia
analitica para a avaliagdo da atividade enzimatica da urease no solo, a partir da quantificagdo
do ion amoénio, produto da hidrolise da ureia, utilizando um sistema de andlise por injecdo em
fluxo com difusdo gasosa e detec¢ao condutomeétrica. Os resultados foram comparados com um
método colorimétrico. A resposta de condutividade foi avaliada para os parametros de fluxo e
concentracio de NaOH. O método apresentou faixa linear de 0,02 a 4,0 mmol L' de NH4 ¥,
limite de quantifica¢do de 0,07 mmol L' e frequéncia analitica tedrica de 28 amostras h'l. O
método proposto apresentou precisao e exatiddo comparavel ao método colorimétrico, porém a
praticidade, a elevada frequéncia analitica sdo grandes atrativos para a utilizacdo do método
proposto na avaliacdo da atividade enzimatica da uréase no solo, com relagdo a metodologia

colorimétrica.

Palavras-chave: Sistema de andlise por inje¢dao em fluxo; Enzima; Analise colorimétrica.



1 INTRODUCAO

A urease ¢ uma enzima produzida por microrganismos do solo que facilitam a quebra
de moléculas de ureia, a transformando em amonia, gas carbdnico e dgua, causando perdas de
nitrogénio para a atmosfera. Sabe-se da abundante presenca natural desta enzima em todos os
solos, entretanto esta pode ter sua atividade influenciada por inimeros fatores, como pH, teor
de matéria organica, textura do solo, umidade, presenga de moléculas toxicas no solo, e CTC
(capacidade de troca de cations e anions).

Esta enzima ¢ de dificil mensuracao no solo, devido a métodos onerosos e de altos custos
com reagentes de alta toxidade. Entretanto sua mensuragdo em solos pode ser utilizado como
um parametro de bioindicacdo de qualidade do solo, pois esta enzima ¢é produzida por
microrganismos no solo, especificamente as bactérias, assim esta populagdo microbiana ¢é
fortemente influenciada por residuos quimicos utilizados na agricultura e pela reducdo de
matéria organica do solo.

Os residuos de inseticidas aplicados no solo provocam impacto na populacio
microbiana do solo o que pode levar a estimulagdo, decréscimo ou modificagdo dos processos
bioldgicos do solo como nitrificagdo, amonificacdo, respiracdo, ATP e outros processos
essenciais a saude do solo, fertilidade e produtividade dos campos agricolas (VIG et al., s/d).

No solo, um dos maiores prejuizos causados pela reducdo de matéria organica e
excessiva quantidade e diversidade de substancias quimicas langadas sobre ele, ¢ a redugdo da
biodiversidade e a supressdao de microrganismos que possuem fungdes importantes na quebra
da matéria organica, fixa¢do de nutrientes no solo e na participagao da catalise do ciclo de varios
nutrientes.

Neste sentido o estabelecimento de indicadores microbioldgicos e bioquimicos ¢
relevante pois a atividade microbiologica e enzimdtica contribuem na regulagdo dos processos
ecologicos do solo e refletem as condigdes dos manejos atuais. Desta maneira sdo uteis para
determinagdo dos efeitos positivos e negativos sobre a qualidade do solo e a sustentabilidade

das praticas agricolas (LOPES, 2001).



2  OBJETIVO

Objetivou-se com o presente trabalho o desenvolvimento de metodologia analitica para
avaliacdo da atividade enzimatica da urease no solo, a partir da quantificagdo do ion amdnio,
produto da reagdo enzimatica, utilizando andlise por injecdo em fluxo com difusdo gasosa e

detec¢ao condutométrica.

3 REFERENCIAL TEORICO

A produgdo de alimentos, fibras e energia sdo fundamentais para a sociedade, no entanto
0s processos produtivos devem corroborar com a manuten¢ao da qualidade do solo, com foco
na continuidade dos processos produtivos e preservagao de recursos naturais. A possibilidade
de pagamentos por servigos ambientais e de certificacdo de dreas agricolas e produtos estdo
alinhados com a adog@o de praticas que garantam a conservacgao do solo, ¢ que tem demandado
avaliagdes de sua qualidade utilizando atributos bioldgicos, associados aos atributos fisico-
quimicos, nas analises de rotina e no estabelecimento de indices de qualidade. Vérios estudos
mostram que parametros biologicos podem ser utilizados como indicadores de qualidade do
solo, sendo mais sensiveis que parametros fisico-quimicos, na deteccdo antecipada de
alteracdes que possam ocorrer em virtude do uso e manejo do solo (PEIXOTO et al., 2010;
LISBOA et al., 2012; DE CARVALHO MENDES et al., 2015; MENTA, C. et al., 2018).

Dentre os parametros utilizados como indicadores bioldgicos de qualidade do solo, a
avaliacdo da atividade enzimdtica integra informagdes importantes sobre as condig¢des

microbioldgicas e fisico-quimicas do solo (AON et al., 2001), sendo mais um parametro que
pode avaliar o papel dos microrganismos no solo (DENG et al., 2000). Vérios trabalhos tém
enfatizado a importancia da atividade enzimatica como indicador capaz de detectar diferencas
entre solos e mudangas que variam em funcao da influéncia das agdes antrdpicas (PAZ-

FERREIRO et al., 2010; TAN et al., 2014; BOWLES et al., 2014).
Dentre as diversas enzimas presentes no solo, a urease (ureia amido-hidrolase) participa
do ciclo do nitrogénio no solo, contribuindo para liberacdo de nitrogénio inorganico, pois

catalisa hidrolise de ureia a dioxido de carbono e amodnia, os quais sdo assimilados por



microrganismos e plantas (UPADHYAY. 2012). A atividade dessa enzima, tem sido relatada
na literatura como sendo mais sensivel a presenca de contaminantes do que outras enzimas
presentes no solo ( BAATH, 1989; LIPINSKA et al., 2013; SHEN et al., 2006). Essa maior
sensibilidade, e sua relagao com a microbiota do solo, tornam a avalia¢ao da atividade da urease
um parametro importante na bioindica¢ao da qualidade do solo.

As metodologias utilizadas na determinacgdo da atividade enzimatica da urease no solo,
apresentam uma etapa comum, em que uma solug¢ao tamponada, contendo o substrato ureia, ¢
colocada em contato com solo, e em seguida a mistura ¢ incubada sob condi¢des padronizadas
por determinado periodo. A variacdo da concentracdo do substrato ou do produto da catalise
enzimatica no tempo ¢ utilizado para avaliacdo da atividade enzimatica, e a técnica analitica
utilizada para avaliacdo da concentracdo, seja da uréia ou dos produtos da reacdo, tem sido a
etapa que diferencia uma metodologia da outra, utilizada na determinagdo da atividade da
urease no solo.

Muitos trabalhos reportam a avaliacdo do teor de nitrogénio amoniacal gerado pela
catalise enzimatica, frente ao substrato, onde o mesmo ¢ separado do meio reacional por
destilacdo com arraste de vapor e posteriormente quantificado por titulacio (LONGO et al.,
2005). Esse método apresenta baixa frequéncia de andlise, baixa sensibilidade e consumo
consideravel de reagentes. A avaliacdo da atividade enzimatica, também tem sido realizada por
métodos espectrofotométricos (TAN, et al., 2014; YAN et al., 2013; HU et al., 2014) onde o
produto da catalise enzimatica reage especificamente com reagente colorimétrico, formando
um produto cuja concentragdo ¢ determinada espectrofotométricamente. Os métodos
espectrométricos, apesar de apresentarem maior sensibilidade, apresentam desvantagens, pois
utilizam reagente toxicos, custo elevado e baixa frequéncia de andlise, limitada pelo tempo de
formagdo do produto da reacao colorimétrica (LANNA et al., 2010).

Os sistemas de andlise por inje¢dao em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis),
apresentam vantagens, dentre elas, possibilidade de automatizacdo, menor consumo de
reagentes, e elevada frequéncia de analise (MIRANDA et al., 2012; RAMDZAN et al., 2013).
Entretanto, a avalia¢do da atividade da urease no solo, utilizando a andlise por injecao em fluxo
ndo foi relatada na literatura. Entretanto, varios trabalhos reportam a quantificagdo do ion
amonio ou de ureia em varias matrizes de amostras utilizando FIA (SPINKS et al., 1990;
SILVA et al., 2000; TIMOFEEVA et al., 2015). A determina¢do, do ion amdnio, ou da ureia,
por FIA, normalmente envolve a transforma¢do do ion aménio em amodnia gasosa a qual
permeia por uma membrana de difusdo gasosa antes da detec¢ao condutométrica (COELHO et

al., 1992; BORGES et al., 2009; KAMOGAWA et al., 2009; JAIKANG et al., 2015).



4 MATERIAL E METODOS

A metodologia proposta foi aplicada na avaliagdao da atividade da uréase em amostras
de LATOSSOLO VERMELHO Distrofico (SANTOS et al., 2013), de uma area com vegetagao
nativa do bioma cerrado (18°44'56,6"S 47°30'49,7"W), no més de outubro de 2017. Foram
selecionadas cinco parcelas de 100 m?, onde em cada parcela foram coletadas 10 sub amostras
na profundidade de 0 a 15 cm, homogeneizadas resultando em 5 amostras compostas (500 g
por amostra composta; identificadas: Al, A2, A3, A4 e AS), que foram armazenadas sob

refrigeracdo a 2,0 °C até o momento da analise.

4.1 Avaliacao da atividade da urease

Cinco amostras de solo foram incubadas segundo Souza (2014), com modificagdes. No
solo fresco (malha 2,0 mm; 10,0 g) foram adicionados 5,0 mL de solu¢do de ureia (4,8 g L'!).
Em seguida a mistura foi incubada a 37°C, sob agitacdao, durante uma hora. Amostras de solo
fresco, sem adi¢do de solu¢do de ureia também foram incubadas utilizando as mesmas
condi¢des. Apos incubagdo, a reacdo foi interrompida com a adi¢cdo de 10,0 mL da solucao KCI
1,0 mol L't e HCI 10,0 mmol L. As suspensdes foram filtradas, e o extrato aquoso foi utilizado
para determinacao da concentragao de ion amonio pelo método de analise por injecdo em fluxo
com deteccao condutométrica-FIA/CE (FERREIRA et al., 2013; PASQUINI et al., 1987) e pelo
método colorimétrico adaptado de Martins (2015) e Oliveira (2012).

4.2 Analise por injecao em fluxo (FIA-CE)

A concentracdo do ion amonio do extrato aquoso, foi determinada pela analise por
injecdo em fluxo, utilizando o sistema em fluxo descrito na Figura 1. As solucdes foram

bombeadas usando a bomba peristaltica Minipuls 3 Gilson e tubos de Tygon®.
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Figura 1. Sistema de analise por injecdo em fluxo proposto para determinagcdo de amdnia
gerada pela catalise da ureia pela urease no solo. I, injetor comutador; Ci, solu¢ao receptora
(agua deionizada); C», solucdo transportadora (NaOH); Cs, solu¢do padrdo ou extrato da
amostra de solo; BP, bomba peristaltica; B, reator helicoidal; CD, cdmara de difusdo de gés; C,
condutivimetro; D, descarte.

Foram avaliados os parimetros hidrodinamicos, vazdo da  solucdo
transportadora/receptora (0,4; 0,9 e 1,2 mL min™') e volume da al¢a de amostragem (77; 132 e
187uL) de forma univariada. A concentragdo do NaOH na solugao receptora (1,0; 10,0; 100,0
e 200,0 mmol L) também foi avaliada. A avaliagio dos pardmetros hidrodindmicos e da
concentracdo do NaOH na solugdo receptores foi realizada com solugao padrao de sulfato de
aménio 1,6 mmol L.

A concentracdo de amodnia produzida pela enzima presente na amostra de solo, foi
determinada na forma de ion amoénio, por curva analitica, no qual foram utilizadas solugdes
padrdes de sulfato de amonio em triplicata (0,4; 0,8; 1,2; 1,6 ¢ 2,0 mmol L' e 0,01; 0,03; 0,05;
0,07; 0,09 e 0,11 mmol L' de fon NH4", para o método FIA/CE e colorimétrico,

respectivamente).

4.3 Analise colorimétrica

O ion amonio, presente no extrato de solo, também foi determinado pelo método
colorimétrico, utilizando o kit K047 (Bioclin®, Brasil) (MARTINS, 2015; OLIVEIRA, 2012).
Foram adicionados 1,0 mL do oxidante (50 mL do reagente oxidante contendo Hidroxido de
Sédio 1,5 mol L' e Hipoclorito de Sodio 10,0 mmol L™, diluido em 450,0 mL de agua) e 1,0
mL de solugdo trabalho (25,0 mL Tampao Fosfato, pH = 7,50 e concentragdo 100 mmol L™,

nitroprussiato de sédio 5,0 mmol L, salicilato de sédio 300,0 mmol L-!, estabilizantes e
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conservantes, em 100,0 mL de agua). Também foram adicionados 100 uL de extrato de solo
previamente diluido (100 pL de extrato e 100uL de dgua deionizada) e 4gua deionizada
originando um volume final de 2,5 mL de solugdo de leitura. O frasco reacional foi deixado em
repouso por 15 minutos, € em seguida a absorbancia a 600 nm, foi lida em espectrofotdmetro

da FEMTO, 700 Plus, em cubeta de vidro, caminho 6ptico de 10 mm, capacidade de 2,0 mL.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O solo possui, dentre outras enzimas, a urease, responsavel pela hidrolise da ureia, que
¢ convertida em carbonato de amdnio; esse composto, por sua vez, decompoe-se facilmente em

gas amonia (NH3), CO; e 4gua (Equacdes 1 e 2).

CO(NH2)2 + 2H0) = (NH4)2COs Equacao (1)
(NH4)2:CO3 > 2NH3 +CO> + HyO Equacao (2)

A atividade enzimatica pode ser expressa em unidade de atividade cujo simbolo ¢ U, a
qual ¢ definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa o consumo do substrato ou a
formagao do produto. Assim, a atividade da uréase no solo pode ser avaliada pela determinagao
da variagao da concentragdo da amonia, produto da hidrolise da ureia, em relagdo ao tempo de
incubacgado e quantidade de solo. Em especifico, para uréase no solo, a sua atividade foi avaliada
pela concentracdo do ion amonio produzida pela catalise enzimatica, por massa de solo e por
unidade de tempo, sendo expressa em mg de NH4" kg™ hl.

A concentracdo do ion amoénio foi determinada por dois métodos, FIA-CE (método
proposto neste trabalho) e pelo método colorimétrico (MARTINS, 2015; OLIVEIRA, 2012).

A resposta condutométrica do ion amodnio produzido pela enzima, foi avaliado no
sistema em fluxo descrito na Figura 1. Tal sistema baseia-se na reagdo do ion amoénio com
hidréxido de sédio para formagdao de amoénia gasosa (equagdo 3) que permeia através de
membrana polimérica de politetrafluoretileno (PTFE). A amoénia difundida pela membrana
reage com a dgua (equacao 4), ionizando formando ions que sdo monitorados por condutividade

elétrica, sendo o valor da condutividade elétrica, proporcional a concentracdo do ion amonio.
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NH4"(ag) + OH agp— NHs(g) + H20q) Equagdo (3)
NH3(g) + H200) — NH4"(ag) + OH (aq) Equacio (4)

Foram avaliados os parametros hidrodinamicos (Figura 2 e 3) do sistema FIA de modo

a investigar as melhores condi¢des para a resposta condutométrica.
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Figura 2. Resposta condutométrica em funcdo do volume da al¢a de amostragem (A),
concentracio de NaOH (B). Vazio da solucio transportadora de 0,9 mL min™'; Solugio padrio

de sulfato de aménio, 1,6 mmol L e reator helicoidal com 0,8 mm de didmetro x 85 cm de

comprimento.
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Figura 3. Frequéncia de amostragem (A) e resposta condutométrica em funcdo da vazao da
solugdo receptora (B). Condigdes: Solugdo padrio de sulfato de amodnio, 1,6 mmol L! e reator
helicoidal com 0,8 mm de didmetro x 85 cm de comprimento.

Os parametros do sistema em fluxo foram estabelecidos, observando a magnitude do

sinal analitico (resposta de condutividade elétrica) aliado a estabilidade da linha base,
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sensibilidade e frequéncia de amostragem. Valores de alga de amostragem maiores que 187 pL
repercutem em menor frequéncia analitica. Foram estabelecidos 187 pL, 10,0 mmol L' e 1,15
mL min™! para o volume de amostragem, concentragio da solugdo de NaOH e vazio da solugio
receptora, respectivamente. A vazao da solucdo receptora foi estabelecida em fun¢do de uma
maior frequéncia analitica.

Apo6s avaliacdo dos parametros de fluxos, solugdes de concentragdes crescentes do
padrao de (NH4)>SO4 foram injetadas em triplicata no sistema FIA. Desse modo, foi possivel
obter alguns parametros de confiabilidade analitica, como sensibilidade, faixa linear, limite de
detecgdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), exatidao (recuperacdo) e precisdo (repetibilidade).
Na sequéncia deste estudo, o extrato aquoso de cinco amostras de solo sob vegetacdo nativa do
bioma cerrado foram avaliadas em triplicata, pelo método FIA-CE e colorimétrico por meio da
interpolagdo das respectivas respostas analiticas nas curvas analiticas de calibrag¢do (externa).
Na figura 4 estdo representados a resposta condutométrica (CE) para método FIA-CE e sua

respectiva curva de analitica, bem como a curva analitica para o0 método colorimétrico.
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Figura 4. Resposta condutométrica de solucdes de (NH4)2SO4 (A); Curva de calibragdo para o

método FIA-CE (B) e para o método colorimétrico (C).
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A partir destes resultados, foram calculadas as seguintes equagdes de reta: CE (uS cm’
1y=20,3 [NH4] (mmol L") — 1,68 (R = 0,994) para o método FIA-CE; e A = 5,5[NH4"] (mmol
L) +0,00197 (R =0,999) para o método colorimétrico. A faixa linear apresentada pelo método
FIA-CE (de 0,07 a 4,0 mmol L") foi superior a faixa apresentada pelo método colorimétrico
(0,0033 a 0,110 mmol L), sendo interessante pois a concentracdo de amodnio gerada pela
atividade enzimdtica no solo ¢ relativamente elevada, amenizando erros provocados por
dilui¢des dos extratos de solo, caso seja necessario. Todos estes pardmetros analiticos sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros Analiticos do método FIA-CE e Colorimétrico

FIA-CE Colorimétrico
Faixa linear (mmol L) 0,07-4.,0 0,0033-0,110
Coeficiente de correlagdo, R 0,998 0,999
Limite de detec¢do (mmol L) 0,02 0,0011
Limite de quantificagdo (mmol L) 0,07 0,0033
Exatidao, (%) 94,7 102,8
Precisdo, CV (%) 5,3 2,5
Sensibilidade, S 20,3 uS cm™ mmol ! L 5,5U.A mmol' L
Tempo de resposta (s) 42 -
FAT (amostras h!) 28 -

LD=3xDPB/S,LQ=10xDPB/S, DPB: desvio padrao da resposta analitica do branco;
CV=(DP/[NH4"] medgia) X100 , onde DP: Exatiddo = ([NH4 "] média experimental/ [NH4 Jreorica) X 100;
Desvio padrao; S: Sensibilidade calculada a partir da inclinagcdo da curva analitica; FAT:
Frequéncia Analitica Teorica;

Na Tabela 1 também pode ser comparado o desempenho entre o0 método FIA-CE e o
método colorimétrico em fungdo dos parametros analiticos apresentados para determinagdo do
ion amdnio. Observa-se que o método proposto (FIA-CE) apresentou uma maior sensibilidade,
ou seja, maior mudancga na resposta avaliada (Condutividade elétrica) em relacdo a resposta do
método colorimétrico frente a variacdo da concentragdo do ion amonio. No entanto, o método
FIA-CE apresentou um limite de deteccdo maior que o método colorimétrico, 0 que nado
inviabiliza sua utilizagdo para avaliacdo da atividade da urease.

O método proposto neste trabalho, apresentou elevada frequéncia analitica quando
comparado com o método colorimétrico, que demanda um tempo de reacao para formagao de
complexo colorido para posterior quantificagdo, por espectrometria UV-Vis, do ion amonio

gerado pela enzima no solo. Todas estas vantagens do método FIA-CE também se sobressaem
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quando este ¢ comparado ao método que determina o nitrogénio total por destilagdo com arraste
de vapor e posterior quantificacdo por titulagao.

Utilizando a resposta de condutividade solugdo de (NH4)2SOsa 0,4 mmol L', 1,2 mmol
L1, 2,0 mmol L' e 0,01 mmol L', 0,07 mmol L', 0,11 mmol L!, estimou-se a precisdo do
método FIA CE e colorimétrico, respectivamente. A precisdo do método proposto (CV=15,3%)
ndo foi maior que a precisdo apresentada pelo método colorimétrico (CV= 2,5%), no entanto,
o método FIA CE ¢ considerado preciso para os niveis de concentracao avaliados (WOOD,
1999).

Na Tabela 1 também pode ser verificado pelo valor da sensibilidade (S) que o método
proposto apresentou sensibilidade menor que o método colorimétrico. No entanto, esta
caracteristica analitica ndo se trata de um inconveniente e também nao resulta em prejuizo na
avaliacdo da atividade da urease no solo. O método FIA-CE, apesar de menos sensivel,
proporcionou uma frequéncia analitica maior que o método colorimétrico (demanda de um
tempo de reagdo para formagdo de complexo colorido para posterior quantificagdo do ion
amonio gerado pela enzima no solo). O método FIA-CE mostrou sensibilidade maior que o
método que determina a atividade enzimatica pelo teor de Nitrogénio total por arraste de vapor
seguido por titulagdo (LONGO et al., 2005).

A eficiéncia do método FIA-CE foi avaliada para a determinacao da atividade da uréase
em cinco amostras (identificadas: A1, A2, A3, A4 e A5) de solo sob vegetagao nativa do bioma
cerrado. A resposta condutométrica para os extratos de solo com e sem a presenca do substrato

(ureia) na etapa de incubagdo estdo apresentados na figura 5.

45
40 g
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Figura 5. Resposta condutométrica de extratos de amostras de solo vegetagao nativa do cerrado

com adicdo de solugdo de ureia (A) e sem adi¢do de solucdo de ureia (B) no procedimento de
incubacao.
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O picos identificados como Al, A2, A3, A4 e A5, sdo referentes a resposta de
condutividade da concentragdo de ions NH4", gerado pela enzima uease apds a adi¢do do
substrato de ureia em funcdo do tempo de incubacdo, somado a resposta de condutividade
referente a concentragdo de ions NH4", ja existente no solo que foi incubado. Subtraindo as
alturas de pico das amostras incubadas com o substrato ureia, das alturas de picos das suas
respectivas amostras sem adicdo do substrato ureia (B1, B2, B3, B4 ¢ B5, obtém-se a
concentracdo de ions NHy4', gerado pela enzima durante o periodo de incubagdo, ou seja a
variacdo da concentragdo do produto da reagdo enzimatica em funcdo do tempo que
corresponde a atividade da enzima uréase presente nas amostras de solo, cujos os resultados
estdo apresentados na tabela 2. Com o objetivo de validar os resultados obtidos pelo método
proposto FIA CE, a atividade da urease nas amostras também foi determinada por um método
jé descrito na literatura, utilizado na determinacdo da atividade a urease no solo (MARTINS,

2015; OLIVEIRA, 2012), e os resultados também estio apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Comparagao entre os resultados da determinagao da atividade da uréase em amostras

de solo sob vegetacdo nativa do bioma cerrado pelo método proposto e colorimétrico.

FIA-CE Colorimétrico
Amostra A.E. (mgKg!'h')* A.E. (mg Kg!' h'h)*
Al 38,7+ 5.4 30,8 +32
A2 18,3 £8,7 31,4+2,1
A3 28,3+22 18,6 £3,4
A4 40,8 2,6 32,7+ 1,4
A5 40,6 £2.3 31,1422

A.E.: Atividade enzimatica da urease obtidas pela variagdo da concentragdo de ion amonio
gerado pela enzima, por massa de solo por hora de incubagdo. *Média £ DPR (n=3)

Os resultados da atividade da urease nas amostras de solo obtidos pelo método FIA-
CEA e pelo método colorimétrico foram submetidos aos teste F, onde as razdes das variancias
do conjunto das andlises para a metodologia proposta em relagdo ao método colorimétrico
(Fealeulado = Sproposto>/SColorimeérrico”) foi de 2,86, sendo este valor inferior ao Feriico, 6,39 a0 nivel
de confianca de 95 %, indicando que a precisdo entre os dois métodos sdo estatisticamente
iguais, com 95% de confiabilidade. Objetivando comparar a média, foi realizado o teste t, para

amostras independentes, onde 0 tealculado fo1 de 0,86 inferior ao trapetado = 2,31 a um nivel de
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confianga de 95 %, indicando que as médias obtidas pelos dois métodos (Tabela 3) sdo iguais

dentro do nivel de confianga do teste.

Tabela 3. Atividade média da urease no solo determinada pelos dois métodos

Método Atividade da Urease (mg Kg™!' h'!)
FIA-CE 29,0a
Colorimétrico 33,4a

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de t, para
amostras independentes a 5% de probabilidade. (n=5).

6 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou um método mais simples e rapido para determinacdo da
atividade da uréase no solo, utilizando analise por injecdo em fluxo, com membrana de difusao
gasosa e detec¢do condutométrica do ion amonio. O sistema em fluxo com detec¢do
condutométrica proporcionou sensibilidade de 20,3 puS cm™' mmol! L) e frequéncia analitica
(28 amostras. h'!), faia linear de trabalho 0,07 a 4,0 mmol L™, com limite de detec¢io de 0,02
mmol L! e limite de quantificacdo de 0,07 mmol L™, com coeficiente de variacdo de 5,3% e
recuperagdo de 94,7% indicando precisdo e exatiddo aceitdveis para niveis de concentraciao
avaliados. Os resultados a atividade da urease de amostras de solo, determinada pelo método
proposto (FIA CE) e pelo método colorimétrico, confirmaram pelo teste F e pelo teste t que o
método FIA CE possuem desempenho similar, quanto a precisdo e exatiddo e portanto podera
ser aplicada na avaliagdo da atividade da urease no solo como um dos parametros de

bioindica¢ao da qualidade do solo.
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Capitulo 2: ATIVIDADE MICROBIOLOGICA E ENZIMATICA COMO
INDICADORES DA QUALIDADE DE SOLO DO BIOMA CERRADO SOB
DIFERENTES SISTEMAS DE USO

RESUMO

Sabe-se que a agricultura convencional pode afetar os atributos fisicos, quimicos e bioldgicos do
solo, acarretando a diminui¢ao da qualidade desse. Diante das alteracdes que o manejo da
agricultura pode causar no solo, objetivou-se com esse trabalho avaliar cinco areas com diferentes
manejos e coberturas de solo, buscando demonstrar alteragdes fisico-quimicas e microbiologicas
do solo. Duas amostras de solo foram coletadas em areas sob vegetagao nativa do bioma cerrado
e outras amostras foram coletadas em area de pastagem, area de cultivo de milho verdo e 4rea com
cultivo de sorgo. Foram avaliados os atributos pH em a4gua e CaCly, fosforo assimilavel
(Passimilavel), ponto de carga zero (PCZ), atividade microbiana pela respiracao basal do solo (RBS),
carbono da biomassa microbiana (CBM) e carbono 1abil (Ciil), € a atividade enzimatica da uréase
(AU). Analisando os resultados de RBS e CBM observa-se que ndo apresentaram diferencga
significativa em relagdo ao manejo do solo, no entanto Clapil, Passimitavel, pH, PCZ ¢ AU do solo
sofreram influéncia em relagdo a situagdo de manejo, principalmente quando comparado aos
valores do solo sob vegetagdo nativa e area de cultivo de milho. O manejo do solo ndo afetou a
atividade microbiana do solo, em especifico, microrganismos geradores de C-CO>, com excecao
do CBM e Clwil. A acidez e o PCZ do solo sofreram alteragdes em virtude da aplicacdo de
corretivos. O solo sob cultivo de milho foi o que apresentou resultados de bioindicagdo de
qualidade de solo mais compativeis com o solo sob vegetacao nativa, evidenciando que o solo sob

cultivo de milho apresentou os melhores resultados com relagdo ao fésforo assimilével.

Palavras-chave: Bioindicagdo; atividade bioquimica; manejo do solo
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1 INTRODUCAO

O municipio de Monte Carmelo — MG esté localizado na regido do Alto do Paranaiba,
onde se concentra forte atividade da agricultura, principalmente a cafeicultura, mas também
cultivo de cereais, pastagem, entre outras culturas. Grande parte desses cultivos sdo intensivos,
com grande utilizacdo de insumos e mecanizacao agricola. Observa-se que alguns tratos
culturais, ou situagdes de manejo podem ocasionar a perda de matéria organica do solo, erosao
e contaminagdo das aguas subterraneas, além de prejuizos a microbiota e seus processos
bioquimicos (ARSHAD e MARTIN, 2002).

A utilizagdo de agrotdxicos nas lavouras pode resultar em sérios problemas, pois esses
sdo tidos atualmente como um dos principais poluidores e agentes causadores de impacto nos
agroecossistemas, principalmente no solo. Eles s3o responsaveis pelos mais diversos tipos de
interagdes, onde muitas levam a degradacdo dos recursos naturais fundamentais para a
fertilidade do solo, alteragdes na sua estruturagdo e principalmente diminuem a diversidade de
organismos (ZILLI et al., 2003). Sob esse aspecto, a qualidade do solo pode ser diretamente
comprometida pelo uso inadequado e em excesso de agrotoxicos, principalmente na supressao
de determinados organismos vivos do solo que atuam diretamente na ciclagem de nutrientes.
Essa alteragdo na diversidade de microrganismos provoca uma eliminagao de espécies sensiveis
e a proliferagdo de outras resistentes ou mais tolerantes aos agrotdxicos, em um processo
conhecido como redundancia (KENNEDY, 1999).

O solo é um recurso natural vital para o funcionamento do ecossistema terrestre, e
representa um balango entre os fatores fisicos, quimicos e biologicos, sendo considerado um
sistema natural vivo e dinamico, regulador da produ¢do de alimentos e fibras e do balango
global do ecossistema, além de servir como meio para o crescimento vegetal, através do suporte
fisico, disponibilidade de agua, nutrientes e oxigénio para as raizes. Pode atuar na regulagao
hidrica do ambiente, transformacdo e degradacdo de compostos poluentes (DORAN;
SARRANTONIO; LIEBIG, 1996).

Verificar a relacdo dos pardmetros bioquimicos e microbiologicos com o histérico de
manejo da area, proporciona o monitoramento das alteracdes bioquimicas e microbioldgicas do
solo como bioindicador da qualidade do solo sob diferentes manejos e culturas. E proporciona
a possibilidade de buscar solugdes tecnoldgicas relacionadas ao manejo sustentavel do solo em

sistemas agricolas da cafeicultura na regido do Alto Paranaiba.
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2  OBJETIVOS

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a atividade microbiana, enzimatica e

quimica do solo, como bioindicadores de qualidade do solo em diferentes sistemas de uso.

3 REFERENCIAL TEORICO

A agricultura estd em constante desenvolvimento e manejo intensivo do solo, o qual
pode afetar os atributos fisicos, quimicos e bioldgicos, acarretando a diminuicao da qualidade
do solo, quando relacionado a aspectos de fertilidade aliados principalmente a inativacao de
enzimas, redu¢do da atividade microbioldgica e consequentemente influéncia na ciclagem de
nutrientes essenciais para manutencao da qualidade do solo (ANTUNES et al., 2018). Uma das
formas de avaliar as constantes modificagdes provocadas pela agricultura convencional ¢ a
utilizagdo de bioindicadores de qualidade de solo (KRUGER, 2018; GARCIA-PEREZ, 2016).

Observa-se cada vez mais o interesse pelo funcionamento bioldgico dos solos
agriculturaveis, ultrapassando os limites dos ambientes académicos e dos laboratorios de
pesquisa. A possibilidade de pagamentos por servigos ambientais e de certificacdo de fazendas,
estdo incentivando os produtores a investir em praticas que garantam a conservagao e
restauragdo dos recursos naturais, o que tem promovido uma necessidade de avaliacdo de
parametros de qualidade do solo, ndo apenas nos aspectos quimicos e fisicos, mas também
parametros que informem aspectos bioldgicos da qualidade do solo. A avaliagdo de parametros
de bioindicag¢do da qualidade de solo podem verificar a populagdo e as condi¢des em que se
encontram os microrganismos no solo, que sdo os responsaveis diretos pelo funcionamento do
solo, atuando nos processos de génese, decomposi¢do de residuos organicos, ciclagem de
nutrientes, formagao da matéria organica e biorremediacdo de areas contaminadas por poluentes
e agrotoxicos (GAMA-RODRIGUES, 2018).

As avaliagdes biologicas do solo, para se obter informagdes sobre os impactos que a
agricultura pode provocar sobre a qualidade do solo ¢ de fundamental importancia, pois
microrganismos possuem a capacidade de dar respostas rapidas a mudangas na qualidade do
solo, caracteristica que nao € observada na avaliagdo de parametros quimicos ou fisicos do solo

(HOFFMANN, 2018). Em alguns casos, alteragdes na populacdo e na atividade microbiana
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podem preceder mudangas nas propriedades quimicas e fisicas, refletindo uma melhoria na
qualidade do solo ou na degradacdo do mesmo. Avaliagdes dos parametros, carbono da
biomassa microbiana, carbono labil e respiragdo basal do solo, atividade enzimatica da uréase,
aliadas a avaliagdes quimicas, como pH, ponto de carga zero (PCZ), e fosforo assimilavel
podem fornecer informagdes reais da qualidade de um solo sob cultivo.

Os microrganismos respondem rapidamente a mudangas no manejo do solo e a medida
em que se aumenta a profundidade do solo a atividade microbiana ¢ menor pois esta relacionada
diretamente com a por¢do de matéria organica do solo que se encontra numa concentragao
maior na profundidade de 0-5 cm, além da profundidade a atividade microbiana também ¢
afetadada por fatores como a temperatura, pH do solo, umidade (TOMM, 2003). Compreender
as caracteristicas da populagao microbiana e seu comportamento no solo auxiliam a desenvolver
praticas de manejo do solo menos intensivas e prejudiciais a esta populagdo. Avaliagdes como
carbono da biomassa microbiana (C-BMS), respiracao basal (C-COy), quociente metabdlico
(¢CO2) e quociente microbiano (gMIC) podem explicar os processos ecologicos do ambiente
(NOVAK et al., 2018).

A avaliacao da atividade enzimatica também ¢ um importante parametro utilizado como
indicador de qualidade de solo, pois estd diretamente ligado com decomposicdo da matéria
organica, condigoes fisico-quimicas e populagdo microbiana do solo. Além disto este pardmetro
possui alta sensibilidade de deteccao e expressa a influéncia de agdes antropicas que ocorrem
no solo (BOWLES, 2014).

Dentre as diversas enzimas presentes no solo, a uréase, cuja a avaliagdo da atividade
enzimatica pode ser utilizada como bioindicacdo da qualidade do solo, participa ativamente de
processos envolvidos no ciclo do nitrogénio, contribuindo para liberagdo de nitrogénio
inorganico, pois catalisa hidrolise de ureia o didéxido de carbono e amonia, os quais sdo
assimilados por microrganismos e plantas (UPADHYAY, 2012). Esta enzima também
apresenta sensibilidade as alteracdes no solo e estd diretamente correlacionada com a
microbiota do solo, e também responde a possiveis contaminagdes do solo pela aplicacao
constante de defensivos agricolas fatos estes que fazem da avaliagdo da atividade da urease um

parametro importante na bioindicacao da qualidade do solo (DE MELO et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricio das areas de estudo e amostragem

Amostras de solo foram coletadas em cinco areas (Area 1- fragmento de vegetagio
nativa do bioma cerrado (18°41°55,5”S 47°35°29,1”W); Area 2-Cultivo de milho verdo
(18°41'41,6"S 47°36'17,6"W); Area 3- Cultivo convencional de sorgo em rotagdo
(18°46'09,4"S 47°27'38,7"W); Area 4- Pastagem (18°42°35,3”S 47°35°37,9"W); Area 5-
fragmento de vegetacdo nativa do bioma cerrado (18°46'15,8"S 47°27'42,8"W)). Em cada 4rea
foram selecionadas quatro parcelas (P1, P2, P3, P4; de 100,0 m? cada), onde em cada parcela
foram coletadas 10 sub amostras na profundidade de 0 a 20 cm que foram homogeneizadas

resultando em 4 amostras compostas de cada area.

4.2 Atividade da urease

As amostras de solo foram incubadas segundo Souza (2014), com modificagdes. No
solo fresco (malha 2,0 mm; 10,0 g) foram adicionados a 5,0 mL de solugio de ureia (4,8 g L).
Em seguida a mistura foi incubada a 37°C, sob agitacao, durante uma hora. Amostras de solo
fresco, sem adi¢do de solu¢do de ureia também foram incubadas utilizando as mesmas
condi¢des. Apos incubagdo, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 10,0 mL da solucdo KCl
1,0 mol L't e HCI 10,0 mmol L. As suspensdes foram filtradas, e o extrato aquoso foi utilizado
para determinagao da concentracao de ion amonio pelo método de analise por injecdo em fluxo

com detec¢do condutométrica-FIA/CE com modifica¢des (DE MELO et al., 2018).

4.3 Ponto de carga zero

A avaliacdo do ponto de carga zero (PCZ) foi realizada em duplicata adicionando 2,5 g
de solo, e 30 mL de solugdo aquosa de KCI 0,1 mol L' em diferentes valores de pH inicial

(1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,00; 9,00 10,00; 11,00; 12,00), ajustado com solugdes
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de HCI ou NaOH 0,1 mol L-!. Apds 24 h de agitacdo, em temperatura ambiente, as solu¢des
foram filtradas e o pH final da solucao foi avaliado (OH et al., 2012).

4.4 Atividade microbiana

A atividade microbiana do solo foi avaliada pela determinagao da Respira¢ao Basal do
Solo (RBS), cujo o procedimento foi realizado conforme metodologia descrita por Dionisio
(2016). Inicialmente foi determinada a capacidade de retencdo de dgua (CRA) e posterior
correcao da umidade para 60,0 % da CRA, com 4gua destilada. A massa referente a 100,00 g
de solo umido, previamente peneirado, em peneira de abertura de 2,00 mm, foi pesada em
duplicata, e transferida para um frasco de vidro com tampa hermética. Dentro do frasco de vidro
foi colocado um tubo de ensaio contendo 10,0 mL de NaOH 0,5 mol L'padronizado para
capturar o CO; produzido e outro tubo de ensaio contendo 10,0 mL de 4gua destilada para
manter a umidade do ambiente do frasco. Para cada dez frascos de vidro a serem incubados, foi
realizado uma prova em branco, que corresponde a um frasco contendo apenas um tubo de
ensaio com 10 mL de NaOH 0,5 mol L' padronizado e outro contendo 10,0 mL de 4dgua
destilada. Os frascos de vidro foram fechados hermeticamente e incubados em estufa a 28 °C
por uma semana (168 h). Apos o periodo de incubagdo, retirou-se dos frascos de vidro os tubos
de ensaio contendo NaOH, cuja solucdo foi transferida para erlenmeyer de 125,0 mL,
adicionando 1,0 mL de BaCl; (10 % m/V) e duas gotas de fenolftaleina e o excesso de NaOH
foi titulado com HC1 0,5 mol. L.

4.5 Potencial hidrogenionico

A determinagdo do pH foi realizada em duplicata, em solu¢do de cloreto de célcio
(CaCly), e em agua de acordo EMBRAPA (2011). Foram pesadas amostras de 5 g de solo em
seguidas condicionadas em frascos plasticos, ap6s foram adicionados 12,5 ml de CaCl, a 0,01
mol. L'! e 12,5 ml de 4gua para o pH em dgua. Apos 24 horas o pH foi determinado pelo

pHmetro.
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4.6 Carbono labil

A determina¢do do Carbono Labil foi realizada em duplicata, segundo Blair et al.
(1995), adaptado por Shang & Tiessen (1997). Pesou-se 1,0 g de terra fina seca ao ar (TFSA),
que foram transferidas para tubo falcon de 50,0 mL, os quais foram envoltos com papel
aluminio. Foram adicionados 25 mL da solug¢do de KMnO4 0,033 mol L', agitados por 1 hora,
e em seguida centrifugados por 5 minutos. Apos centrifugagdo, 40 pl do sobrenadante foi
pipetado em tubos de ensaio, completando o volume de 10 ml com 4agua. Apos isso, foi feita a
leitura em espectrofotometro em comprimento de onda de 565 nm. A curva de calibragdo ¢
realizada pela determinagdo do permanganato residual apds a reagdo com a fragdo labil da
matéria organica presente no solo, foi construida a partir de uma solugdo estoque de KMnOg,
0,00060 mm mol. L. Para cada ponto da curva foram pipetadas em 5 tubos de ensaio
quantidades correspondentes a: 1330; 1667; 1867; 2000; 2200 uL completando o volume de 10
mL com dgua destilada. A mudanga na concentragdo de KMnOs4 foi usada para estimar a
quantidade de carbono oxidado, assumindo que 1 mmol L"'de KMnOQ4 é consumido na oxidagio

de 0,75 mmol ou 9 mg de carbono.

4.7 Carbono da biomassa microbiana

A determinacdo da Atividade da biomassa microbiana do solo foi realizada pelo método
da Respiracao Induzida pelo Substrato (RIS), conforme metodologia descrita por Anderson e
Domsch, (1978). Inicialmente foi determinado a capacidade de retencao de agua (CRA) e
posterior correcdo da umidade para 60,0 % da CRA, com agua destilada. A massa referente a
20,00 g de solo imido, previamente peneirado, em peneira de abertura de 2,00 mm, foi pesada
em duplicata, e transferida para um frasco de vidro com tampa hermética, e adicionado 60 mg
de glicose anidra diluida em agua destilada, homogeniezou-se toda a solu¢cao com solo, fechou-
se hermeticamente os frascos e pré-incubou por duas horas. Apos as duas horas, abriu-se o
frasco e colocou um tubo de ensaio contendo 10,0 mL de NaOH 0,1 N, logo apos fechou-se
novamente os frascos e foram levados para incubagao na estufa a 22° C por quatro horas. Foi

realizada uma prova em branco, que corresponde a um frasco contendo apenas um tubo de
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ensaio com 10 mL de NaOH 0,1N. Apo6s o periodo de incubagio, retirou-se dos frascos de vidro
os tubos de ensaio contendo NaOH, cuja solu¢do foi transferida para erlenmeyer de 125,0 mL,
adicionando 0,5 mL de BaCl> 50 % e duas gotas de fenolftaleina e o excesso de NaOH foi

titulado com HCl 0,025 N.

4.8 Fosforo assimilavel

A determinacdo dos Fosforo assimilavel foi realizada de acordo com DONAGEMA,
(2011). Inicialmente foram adicionadas 5 g de solo em erlenmeyer de 125 ml, e 50 mL de
solucdo extratora (HC1 0,05 mol L-1 e H2SO4 0,0125 mol L!). Logo ap6s realizou-se agitacio
durante 5 minutos no agitador circular horizontal, apds a agitagdo a solugdo foi colocada para
decantar durante uma noite, tendo antes o cuidado de desfazer os monticulos que se formam no
fundo dos erlenmeyers. Pipetou, um volume do extrato da amostra, definido com base na faixa
linear de resposta da curva de calibragdo, para tubo de ensaio com capacidade de 10,0mL, no
qual foi também adicionado 3,0 mL de solugdo acida de molibdato de aménio diluida e 0,2 mL
de acido ascorbico (1,5 % m/V) e completou-se o volume até 10,0 mL com a agua destilada.
Solugdes padroes, (0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mg/L), em triplicata, preparadas a partir de solugdo
estoque de KH>PO4 (25,0 mg/L de P), e adicdo 3,0 mL de solucdo acida de molibdato de
amonio diluida e 0,2 mL de acido ascérbico (1,5 % m/V), foram utilizadas para obtencdo da
curva calibragdo. Tubos de ensaio contendo as solugdes padrdes e as amostras foram agitadas
manualmente durante 1 a 2 minutos e foram deixados em repouso por uma hora. Apos esse
periodo de tempo fez-se a leitura da absorvancia, no comprimento de onda de 660 nm, em

espectrofotometro UV-Vis, da HACH, modelo DR 40000.

4.9 Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias das variaveis
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significincia de 5 %, utilizando-se o software
Sisvar (FERREIRA, 2008). Todos os graficos foram elaborados por meio do software livre
SciDAVis (SciDavis, 2019). Os resultados também foram submetidos andlise por componentes

principais por meio do software R (R CORE TEAM., 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A matéria organica do solo, mais precisamente, seu conteudo de C, ¢ considerado um
dos principais indicadores da qualidade do solo, em regides tropicais. Com a retirada de
vegetacdo natural do solo para implantacdo de lavouras, ocorre com maior intensidade a
decomposicdo da matéria organica, devido a rapida decomposicdo causada pelos
microrganismos no solo (GAMA-RODRIGUES, 2018). A manutencao dos estoques de C do

solo ¢ essencial para a melhoria da qualidade e sustentabilidade dos sistemas de producao.

Tabela 1 - Médias para os valores de carbono labil do solo do bioma do cerrado sob
diferentes situa¢des de manejo

Tratamento Cuabil (g Kg)
Pastagem 2,02 ¢
Sorgo 3,38 a
Milho 2,97 ab
VNBC 2,57 be
CV(%) 22,96

Médias seguidas pela mesma letra ndo se difere significativamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. VNBC:
Vegetacdo nativa do bioma cerrado.

Verifica-se que os resultados de Ciavit do solo sob pastagem e sob vegetacao nativa do
bioma cerrado ndo diferenciaram entre si, assim como as areas de sorgo e milho, e essas duas
areas obtiveram maiores teores de Ciabil no solo, isso ocorre devido o manejo das areas onde
sempre ¢ realizado plantio direto e constante adubacdo. Foram observados menores valores de
Ciabil no solo sob pastagem, pois a mesma se encontrava degradada com pouca cobertura vegetal
e consequentemente contribuindo pouco para a quantidade de matéria organica no solo.

Outro parametro avaliado para o solo sob diferentes sistemas de uso, foi a Respiracao

Basal do Solo (RBS) (Tabela 2) e o Carbono na Biomassa Microbiana (CBM) (Tabela 3).

Tabela 2- Médias para atividade microbiana do solo do bioma cerrado sob diferentes situagdes
de manejo

Tratamento RBS (mg C-COz2kg' h')
Pastagem 12,38 a
Sorgo 12,96 a
Milho 14,59 a
VNBC 15,74 a
CV (%) 24,66

Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem significativamente entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. RBS:
respiracdo basal do solo. VNBC: Vegetacdo nativa do bioma cerrado.
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Tabela 3 - Médias para os valores de carbono da biomassa microbiana do solo do bioma cerrado
sob diferentes situagdes de manejo

Tratamento BMS(mg C g'h)
Pastagem 628.45 a
Sorgo 724,18 a
Milho 713,81 a
VNBC 770,17 a
CV(%) 47.61

Meédias seguidas pela mesma letra ndo se difere significativamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. VNBC:
Vegetacdo nativa do bioma cerrado.

Segundo Silva et al. (2013) os resultados de RBS ¢ CBM, que refletem a atividade
microbiana do solo, e apresentam uma variagao elevada e sao dependentes, principalmente, da
disponibilidade do substrato, umidade e temperatura, pois os microrganismos respondem
rapidamente a mudangas nas condi¢des do solo apos longos periodos de baixa atividade. Por
exemplo, imediatamente ao umedecimento do solo a atividade microbiana, ou os valores de
RBS e CBM podem aumentar e provocar a mineralizagdo do C e do N da matéria organica do
solo. Neste sentido os microrganismos estao diretamente ligados a processos de decomposi¢ao,
mineralizagdo e disponibilizacdo de nutrientes. A populacdo microbiana do solo pode afetar
diretamente a disponibilizacdo de fosforo (P) que ¢ o segundo nutriente mais limitante ao
crescimento vegetal, sendo um elemento de menor mobilidade e, com isso, 0 menos disponivel
para absor¢ao pelos vegetais (RAMOS et al., 2018). Neste contexto, foram avaliados os teores
de fosforo assimilavel (Passimilavel) (Tabela 4), que podem corroborar com os resultados da

atividade microbiana.

Tabela 4 - Médias para os valores de fosforo assimilavel do solo do bioma cerrado sob
diferentes situa¢des de manejo

Tratamento [Plassimilsvel (mg dm-3)
Pastagem 9,64 ¢
Sorgo 68,66 b
Milho 277,37 a
VNBC 7.55¢
CV(%) 46.03

Meédias seguidas pela mesma letra ndo se difere significativamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. VNBC:
Vegetacao nativa do bioma cerrado.

Os teores de fosforo prontamente disponiveis no solo sob pastagem e sob vegetacao
nativa do bioma cerrado ndo se diferenciaram significativamente entre si, com base no teste de
tukey, ao nivel de significancia de 5%, demonstrando a auséncia de adubagdo nestes solos, o
sob vegetacao nativa que obviamente ndo recebeu adubagdo e o solo sob pastagem, como foi

verificado in locu, estava bastante degradada e por consequéncia nao recebia adubacdo a um
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longo periodo. J& o solo sob cultivo de sorgo e milho, apresentaram diferengas significativas
para o teor de Passimilavel, quando comparadas ao solo sob pastagem e vegetacao nativa, e entre
si apresentaram concentragoes de Passimilavel diferentes. O solo sob cultivo de milho apresentou
uma concentragdo de Passimilavel (277,37 mg/dm?) maior que a do solo sob cultivo de sorgo (68,66
mg/dm?). O motivo de tal resultado, pode ser atribuido a capacidade de acumulagio de fosforo
no milho, 26 kg ha™!, ser menor que no sorgo que pode chegar até 50 kg ha! (SOARES, 2013;
COELHO, FRANCA, 2007). Outro fator que pode ter contribuido para maior concentragao de
fosforo no milho, apesar dos parametros que estimaram a atividade microbiana ndo terem se
diferenciado, ¢ o fato do solo sob cultivo do milho ter sido adubado com produto biolédgico,
durante o periodo de 2 anos, o que pode ter contribuido para maior disponibiliza¢ao de fosforo
na forma assimildvel (BUSATO et al., 2017).

Outro parametro de bioindicagdo da qualidade do solo avaliado em fungao dos sistemas

de uso do solo, foi a atividade da enzima (Tabela 5).

Tabela 5 - Médias para os valores da atividade enzimatica no solo do bioma cerrado sob
diferentes situa¢des de manejo

Tratamento AE/ mg Kg! h’!
Pastagem 38,49 ¢
Sorgo 53,69 b
Milho 59,35 b
VNBC 80,75 a
CV(%) 47,61

Meédias seguidas pela mesma letra ndo se difere significativamente entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. VNBC:
Vegetacdo nativa do bioma cerrado.

Os resultados da atividade da urease no solo sob cultivo de milho e sorgo ndo se
diferenciaram, ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de fukey, mas se diferenciaram da
atividade da uréase no solo sob vegeta¢ao nativa do bioma cerrado. O fato da atividade
enzimatica ter sido menor no solo sob cultivo, se deve ao fato do manejo do solo, adubacao,
por exemplo, aplicag@o de fungicidas, inseticidas provocarem a inibi¢do da atividade da uréase
no solo (MICUTI et al., 2018; WANG, et al., 2014; ) sob cultivo o que j& ndo foi observado
para o solo sob vegetacao nativa do bioma cerrado, onde a atividade da uréase foi maior. A
reducdo significativa da atividade da uréase no solo sob pastagem, sugere que o potencial de
mineralizagdo do N pode estar sendo afetado pela disponibilidade deste elemento, originado
pela ocupagdo constante dos animais e por consequéncia a adicdo constante desse nutriente
presente no esterco bovino (GARCIA; NAHAS, 2007). Como o N ¢ um nutriente limitante da
producdo agricola, a redug¢do da atividade enzimatica pode indicar efeito deletério no

crescimento da pastagem, o que foi observado in locu.
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Os parametros, pH do solo em 4gua e em CaCl,0,01 mol L' (Tabela 6), e o pH do ponto
de carga zero (Figura 1, Figura 2), também foram avaliados em func¢do dos diferentes sistemas
de uso do solo, no sentido de avaliar as correlagdes entre estes parametros com as variaveis
bioindicadoras de qualidade do solo (RBS, CBM e Atividade da Urease).

No processo de decomposi¢do da matéria organcia (MO) no solo, ocorre a
mineralizagdo, que consiste na decomposi¢do da MO resultando em 4cidos organicos, humos,
nitratos, fosfatos, sulfatos, formas amoniacais e agua. Essas substancias no solo promovem o
aumento de cargas negativas e consequentemente o aumento do pH do solo (FAVARATO et

al., 2015).

Tabela 6 — Médias para os valores de pH em CaCl» e pH em agua do solo do bioma cerrado
sob diferentes situagdes de manejo

Tratamento pH em CaClz pH em agua
Pastagem 5,39 a 6,00 a
Sorgo 5,14 a 591 a
Milho 514 a 5,87 a
VNBC 4,01 b 5,06 b
CV(%) 7,18 5,35

Meédias seguidas pela mesma letra ndo se diferem significativamente entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. VNBC:
Vegetacdo nativa do bioma cerrado.

Observa-se que a acidez do solo apresentou diferencga significativa, conforme o teste de
Tukey ao nivel de probabilidade de 5%, entre os solos que sdo manejados, € o solo sob
vegetacdo nativa do bioma cerrado. Tal comportamento, nos valores de pH ¢ justificado pelo
fato de que os solos que estdo sob cultivo, receberam corretivos para acidez

O PCZ ¢ o ponto de referéncia para se avaliar o sinal da carga liquida da superficie, no
pH atual do solo, ou seja, se ela esta carregada positivamente, ou negativamente (BALDOTTO
et al., 2015). Sabe-se também que o PCZ relacionado como pH do solo esta diretamente ligado
a teores de matéria organica e mineralogia do solo.

As figuras 1 e 2, representam o ponto de carga zero (PCZ) de cada area avaliada,
observa-se que o PCZ do cerrado ¢ de 3,67 abaixo do pH desta amostra, estudos indicam que o
PCZ abaixo do pH da amostra indica alto percentual de matéria organica no solo, o que ¢
explicével pois esta area de cerrado ¢ intacta. J4 nas demais areas observa-se um PCZ por volta
de 6 e sempre acima do resultado obtido para o pH das amostras, sendo areas de agricultura e
pastagem degradada podendo ser este valor relacionado a menores teores de matéria organica

no solo e a diferenca da mineralogia do solo, pois sdo diferentes areas.
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Figura 1: Ponto de carga zero: Area 4, Pastagem Pastagem (A); Area 3- Cultivo convencional

de sorgo em rotagdo (B); Area 2-Cultivo de milho verdo (C)
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Figura 2: Ponto de carga zero do solo sob vegetacio nativa do bioma cerrado: Area 1 (D); Area
5 (E)

A andlise de componentes principais foi criada por Karl Pearson em 1915, a principal
caracteristica da ACP ¢ a redug@o da dimensao dos dados, técnica que permite verificar padrdes
de dados cuja expressdo sob a forma de fatores pode destacar as semelhancas e diferencas. A
partir da determinagdo dos padrdes ¢ possivel reduzir as dimensdes, agrupando sem perda
consideravel de informag¢ao (DE PAULA SILVA, 2018). Devido a grande variabilidade dos
dados e por se tratar de diferentes areas a analise em ACP pode proporcionar uma compreensao
melhor dos dados, e correlacionar todas as variaveis.

Pela analise das componentes principais, verifica-se que os atributos RBS, CBM e U e
Cuabil, se correlacionaram no primeiro componente, Pasimiizvel € pH estdo diretamente
relacionados com o segundo componete. O primeiro componente explica 58 % da da variancia
total sendo que os atributos RBS, CBM e U e Ciaii foram os de maior correlagdo com este

componente. O segundo componente principal explicou 25 % da variancia.
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Tabela 7- Variancia explicada e peso das varidveis, em analise por componentes principais

considerando atributos de atividade microbiana (RBS, CBM, Ciail), atividade enzimatica (U) e

atributos quimicos do solo (pH, Passimilavel) de areas com diferentes coberturas vegetais

N Componentes
Variaveis PCI P2
RBS 0.50480557 -0.1156325
CBM 0.47020920 -0.3177580
Clabil -0.12410553 -0.5916658
Passimilavel -0.04492869 -0.6401122
pH -0.47810707 -0.3383722
U 0.52732106 -0.1065422
Variancia (%) 58% 25%
Variancia acumulada (%) 58% 84%

Método de analise por componentes principais, rotagdo varimax, com normalizacdo Kaiser.
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Figura 3 — Analise de componentes principais com base na atividade microbiana e enzimatica
do solo e atributos quimicos do solo para diferentes coberturas vegetais: CE- Fragmento de
vegetacdo nativa do bioma cerrado; MI- Cultivo conservacionista de milho verdo; PA-

Pastagem degradada; SO- Cultivo convencional de sorgo em rotacao.

A andlise de componentes principais comparando conjuntos de parametros CBM, RBS
e U indicam comportamentos semelhantes entre si. Os atributos pH, CLAB e P, também
apresentam comportamento semelhante entre si. O fosforo também esta diretamente

relacionado com o primeiro conjunto de atributos. Em relagcdo ao pH observa-se comportamento
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oposto ao primeiro conjunto de componentes, isto significa que que com o aumento do pH
temos um favorecimento da atividade dos atributos RBS, CLAB e U.

Analisando-se o Comp 1. com relagdo ao comportamento das areas de estudo observa-
se notavel diferenca entre as areas de estudo de cerrrado e pastagem, estando as duas em
sentidos opostos e distantes. J4 o sorgo e o milho possuem certa proximidade, possuindo

caracteristicas mais semelhantes de cultivo e solo.

6 CONCLUSOES

O manejo do solo ndo afetou a atividade microbiana do solo, em especifico,
microrganismos geradores de C-COz, no entanto, carbono da biomassa microbiana e carbono
labil apresentaram diferencas significativas. A atividade enzimatica (urease) e atributos
quimicos (pH, P, PCZ) também sofreram alteracdes de acordo com o manejo. A acidez do solo
sofreu alteragdes em virtude da aplicagdo de corretivos de acidez para o cultivo. Dentre as areas
sob cultivo, a area cultivada com milho apresentou os melhores resultados com relacdo ao
fosforo assimilavel, e também apresentou resultados de bioindicagdo de qualidade de solo que

corroboraram com os resultados de solo sob vegetacao nativa.
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