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RESUMO

OLIVEIRA, SUELEN MARTINS. Atividade microbiana e propriedades
bioquimicas do solo sob a adi¢cdo de composto organico e palha de café. 2012. 51p.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Solos) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia.*

Na agricultura moderna e com a adogéo de préaticas de manejo mais sustentaveis, o uso
de residuos orgéanicos na agricultura tem sido visto como uma importante escolha,
principalmente por se tratar de materiais reciclaveis no solo. O trabalho foi conduzido
com a adicdo de composto orgénico enriquecido com fosfato natural (COM), nas
quantidades de 0, 10, 20, 40 e 80 g kg™, e palha dos gréos de café (PC) com adicdes de
0, 7, 14, 28 e 56 g kg™, em amostras de Latossolo Vermelho Amarelo coletadas na
profundidade de 0-5 cm, com quatro repeticdes. Foram feitas analises quimicas para a
caracterizagdo do solo e dos residuos organicos utilizados. Os atributos avaliados foram:
a respiracdo microbiana do solo (RMS), porcentagem de mineralizacdo do carbono (C)
da PC, atividade das enzimas desidrogenase (DHA), hidrolases do diacetato de
fluoresceina (FDA), B-glicosidase, invertase, urease e fosfatases acida e alcalina, bem
como a disponibilidade de fosforo (P) no solo. Os resultados mostram que a adicdo de
COM e PC tem implicacGes importantes na atividade microbiana e bioquimica do solo.
As adicBes dos residuos organicos implicaram em aumentos significativos na RMS,
tendo a menor adicdo de PC (7 g kg™*) apresentado valores superiores & maior dose de
COM (80 g kg™). A adicdo de COM resultou em aumento linear na disponibilidade de
P. A PC apresentou porcentagem de mineralizacdo do C superior a 85%. A atividade
das enzimas DHA, FDA e B-glicosidase apresentou maiores valores, quando da adi¢édo
de PC, comparado com o COM. Os resultados obtidos sugerem que o aproveitamento
de residuos organicos, compostado ou natural, no sistema produtivo agricola pode ser
uma pratica de manejo importante em decorréncia das modificacGes identificadas nos
processos bioldgicos e bioquimicos do solo.

Palavras - chave: respiragdo microbiana do solo; mineralizacdo do carbono; enzimas;
disponibilidade de P.

! Orientador: Prof. Dr. Addo de Siqueira Ferreira — UFU.



ABSTRACT

OLIVEIRA, SUELEN MARTINS. Microbial activity and biochemical properties of
the soil after the addition of organic compost and coffee trash. 2012. 51 p.
Uberlandia: UFU, 2012. 51 p. Dissertation (Master Program Agronomy/Soil Science) —
Federal University of Uberlandia, Uberlandia. 2

The use of organic residues, in modern agriculture, and the adoption of more sustainable
management practices, is seen as an important choice, mainly because this material is
recyclable in the soil. This study was done with Oxisol soil samples, with four
replications, collected from the 0-5 cm layer, to which 0, 10, 20, 40 or 80 g kg™ of
organic-mineral compost (OMC), or 0, 7, 14, 28 or 56 g kg™ of coffee beans trash
(CBS) was added. Chemical analyzes were performed to characterize soil and organic
residues used. The evaluated attributes were phosphorus (P) availability in the soil, soil
microbial respiration (RMS), carbon (C) mineralization percentage of CBS, and activity
of the enzymes: dehydrogenase (DHA), hydrolases fluorescein diacetate (FDA), B-
glucosidase, invertase, urease and acid and alkaline phosphatases. The results showed
that addition of OMC and CBS has important implications for soil microbial and
biochemical activity. Added organic residues resulted in a significant increase in RMS,
where the smallest addition of CBS (7 g kg™) presented greater values than the greatest
addition of OMC (80 g kg™). Adding OMC resulted in a linear increase of available P.
Percentage mineralization C in CBS exceeded 85%. The activity of DHA, FDA and B-
glucosidase showed greater values after the addition of CBS than of OMC. The results
suggest that use of organic residues, composted or natural, in agricultural production
system can be an important management practice because it showed changes in soil
biological and biochemical processes.

Keywords: soil microbial respiration, carbon mineralization, enzymes, P availability.

2 Supervisor: Dr. Adéo de Siqueira Ferreira — UFU.



1 INTRODUCAO GERAL

O bioma cerrado, formado em grande parte por solos tropicais, é destaque no
cenario nacional e internacional ndo sé devido ao seu elevado potencial como produtor
de alimentos, mas também por ser uma importante reserva de biodiversidade. O
principal fator responsavel por esse desempenho é a geracdo de novas tecnologias de
manejo que possibilitam a inclusdo de solos acidos, altamente intemperizados e com
baixo teor de nutrientes ao processo produtivo agricola.

Os solos tropicais, geralmente, sdo cultivados por longos periodos e o resultado
sdo perdas na produtividade do solo por meio da redugdo dos teores de carbono (C),
com consequente degradacdo da estrutura do solo. Embora a quantidade de fosforo (P)
presente nesses solos seja grande, sua disponibilidade é restrita. Isso ocorre
principalmente devido aos processos de fixacdo do P aos sesquidxidos de ferro (Fe) e
aluminio (Al) e também a formacdo de compostos insollveis do P com Fe, Al e célcio
(Ca). Esses processos, ao reduzirem o P disponivel no solo, podem limitar o
desenvolvimento das plantas e a atividade de microrganismos. Portanto, a adicdo de
residuos organicos (naturais, compostados ou enriquecidos com P) é uma prética
importante, pois permite aumentar ou restaurar a matéria organica e melhorar a
fertilidade de solos pobres, com a finalidade de manter ou aumentar a producdo das
culturas e reduzir a exposi¢do do solo a degradacao, erosao e poluicao.

Em adicdo, tem-se notado na atividade humana moderna a necessidade de
encontrar um destino para as grandes quantidades de residuos produzidos e a0 mesmo
tempo incentivar 0 uso de materiais renovaveis. Os residuos organicos sdo fontes
renovaveis importantes de matéria organica e nutrientes no solo e contribuem de forma
significativa com o desenvolvimento e crescimento das plantas, estimulam a atividade
microbiana e auxiliam na manutencdo da qualidade do solo. Assim, a incorporacao
desses residuos ao sistema agricola tem sido considerada uma importante escolha. Os
residuos podem originar-se de diversas fontes, a exemplo: da agricultura (residuos de
palha dos grdos de café, trigo e aveia); da agropecuéria (estercos bovino, ovino, suino e
de aves); da agroindustria (lodo de curtume, bagaco); e ainda de residuos urbanos (lodo
de esgoto e restos de alimentos). Esses materiais podem ser reciclados no solo com ou
sem processos de estabilizacdo do C organico e contribuem de forma significativa para
a melhoria da qualidade dos solos.



Os materiais organicos adicionados sdo transformados em materiais hdmicos
pela biota do solo e as taxas de transformagé@o ocorrem principalmente em funcdo da
qualidade do residuo. Durante a decomposicdo e mineralizacdo do residuo,
macronutrientes como o nitrogénio (N), P, enxofre (S) e potassio (K), e micronutrientes,
como cobre (Cu), zinco (Zn), boro (B) e manganés (Mn), podem ser liberados,
aumentando a disponibilidade de nutrientes no solo. Assim, residuos de baixa relagdo
C:N séo facilmente decompostos e mineralizados, principalmente devido a atividade de
microrganismos, e o resultado desses processos € o retorno dos nutrientes do residuo ao
solo. Por outro lado, residuos de alta relacdo C:N provocam imobilizacdo de nutrientes
na biomassa microbiana. O aumento da concentracdo dos elementos-traco cadmio (Cd),
cromo (Cr), chumbo (Pb) e niquel (Ni) no solo por meio da adicdo de residuos
organicos contaminados pode reduzir a atividade de microrganismos e levar ao acumulo
desses elementos nos tecidos das culturas.

E bem entendido que a incorporacdo de matéria organica no solo afeta a
comunidade microbiana, influencia a fertilidade e o crescimento de plantas devido a
maior disponibilidade de energia e nutrientes. Uma vez que 0S microrganismos Sao
facilmente alterados por distdrbios causados pelo manejo do solo, mudangas na
estrutura ou funcbes da comunidade microbiana podem causar alteragdes no
ecossistema. Os indicadores biologicos e bioquimicos sdo sensiveis em detectar
alteracdes decorrentes do uso e manejo do solo, sendo entdo considerados ferramentas
importantes na orientacao e planejamento de praticas agricolas. Por isso mais pesquisas
precisam ser desenvolvidas no intuito de adquirir informagdes sobre o impacto da
adicdo de diferentes tipos de residuos ndo s6 nos atributos quimicos e fisicos, mas
também na atividade microbiana e propriedades bioguimicas do solo.

Durante os processos de decomposic¢do e mineralizacdo dos residuos organicos
no solo, muitas interacdes, transformacdes e sintese de compostos ocorrem, e estdo
intimamente relacionadas a atividade heterotrofica de microrganismos. Esses processos
podem ser avaliados através de indicadores bioldgicos como a respiragdo e a biomassa
microbiana do solo ou por meio de indicadores bioguimicos, cuja atividade esta ligada
ao ciclo biogeoquimico dos nutrientes, a exemplo a B-glicosidade e invertase (ciclo do
C), urease (ciclo do N) e fosfatases (ciclo do P). Por fim, a determinacdo das enzimas
desidrogenase e hidrolases do diacetato de fluoresceina reflete a atividade metabdlica

intracelular microbiana.



Este trabalho esta dividido em dois capitulos, no qual o primeiro, intitulado:
“Atividade microbiana e bioquimica em solo sob adicdo de composto organico
enriquecido com fosfato natural”, tratard dos efeitos do fornecimento de matéria
organica e nutrientes sobre a respiracao do solo e atividade de enzimas relacionadas ao
ciclo dos elementos C, N e P, bem como a disponibilidade de P no solo. O segundo
capitulo, intitulado, “Resposta microbiana e bioquimica do solo a adicdo de palha de
café em Latossolo Vermelho Amarelo”, ira tratar da influéncia da quantidade e
qualidade da palha dos graos de café na decomposicédo desta pelos microrganismos e na
atividade de enzimas relacionadas aos processos de decomposi¢cdo e mineralizagcdo da
palha no solo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Avaliar as implicacdes da adicdo no solo de residuos organicos, compostado e

natural, através de indicadores microbianos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o impacto da adicdo de um composto organico enriquecido com fosfato
natural sobre a atividade microbiana, enzimas e disponibilidade de P no solo, em
condigdes de incubagéo.

Avaliar a respiracdo microbiana, mineralizacdo do carbono organico e
propriedades bioguimicas do solo em resposta a adi¢do de palha dos grdos de café, em

condigdes de incubagéo.



CAPITULO |



ATIVIDADE MICROBIANA E BIOQUIMICA EM SOLO SOB A ADICAO DE
COMPOSTO ORGANICO ENRIQUECIDO COM FOSFATO NATURAL

RESUMO

A adicdo de compostos organicos atualmente representa uma pratica importante dentro
do manejo de solos agricolas e seu uso interfere na intensidade dos processos bioldgicos
e bioquimicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as implica¢cdes da adicdo de um
composto organico enriquecido com fésforo (P) mineral (COM) na respiracao
microbiana do solo (RMS), atividade de enzimas e disponibilidade de P em Latossolo
Vermelho Amarelo. O COM utilizado foi obtido da compostagem aerdbica (3 meses) de
uma mistura entre palha de gréos de café (62%), esterco bovino (7%), fosfato natural de
Araxa (28%) e gesso agricola (3%). O ensaio de incubagdo foi montado com adigdo de
10, 20, 40 e 80 g COM kg™ de solo seco; com quatro repeticdes. Os valores encontrados
para a RMS com adicdo de COM foram superiores ao controle, com destaque para a
adicdo de 80 g kg™*. A atividade das enzimas, desidrogenase e B-glicosidase resultou
em aumentos significativos a partir da adicdo de 20 g kg™, enquanto que as hidrolases
do diacetato de fluoresceina responderam a partir da adicdo de 10 g kg™, quando
comparadas ao controle. As maiores adices de COM (40 e 80 g kg™) reduziram a
atividade da invertase, enquanto que a atividade da urease ndo respondeu as adi¢des de
COM. Em resposta a adicdo de COM, foi verificado aumento da atividade de fosfatases
(&cida e alcalina) e da disponibilidade de P. H& uma correlacdo positiva entre as
variaveis RMS, atividade das enzimas DHA, FDA, B-glicosidase, fosfatases, acida e
alcalina, e o P disponivel no solo. Os resultados mostram que a adicdo de COM tem
implicagdes importantes na atividade microbiana e bioquimica do solo, e por isso, 0 uso
de residuos organicos na agricultura pode ser uma alternativa para a melhoria da

qualidade dos solos.

Palavras - chave: respiragdo microbiana do solo, bioprocessos do solo, enzimas,
disponibilidade de P.



1 INTRODUCAO

O uso de residuos organicos na agricultura € uma alternativa econdmica e
ambiental, devido a sua importancia como fonte de nutrientes as plantas (LAOS et al.,
2000; RAUT et al., 2008; YANEZ et al., 2010). Normalmente, 0 manejo tecnoldgico
desses residuos é realizado por meio da compostagem, a qual envolve processos de
oxidacdo realizados principalmente por microrganismos (BERNAL et al., 2009;
DOMENE et al., 2011; KOWALJOW; MAZZARINO, 2007). Os compostos organicos,
geralmente apresentam altos teores de nutrientes, tais como: nitrogénio (N), fosforo (P)
e enxofre (S) (GARCIA-GIL et al., 2000). Além disso, 0 uso de compostos organicos
pode aumentar os teores de matéria organica no solo com implica¢fes nas propriedades
fisicas e bioldgicas (ANDRES et al., 2011; SHIRALIPOUR et al., 1992; TEJADA;
GONZALEZ, 2007).

Em solos tropicais altamente intemperizados, a baixa disponibilidade de P € um
fator limitante ao desenvolvimento e crescimento das plantas e também da atividade
microbiana do solo (BROWNE et al., 2009; ELSER et al., 2007; GNANKAMBARY et
al., 2008; ILSTEDT et al., 2007; RASHID et al., 2005). Essa restricdo de P ocorre
devido a formacdo de fosfatos insoltveis com ferro (Fe), aluminio (Al) e calcio (Ca) e a
sua adsorcdo aos sesquioxidos de Fe e Al (ILSTEDT; SINGH, 2005; KHIARI;
PARENT, 2005; VITOUSEK; SANFORD, 1986). Estudos tém sugerido o uso
combinado de fertilizantes inorganicos com fontes orgénicas, 0 que pode aumentar a
disponibilidade P no solo (AYAGA et al.,, 2006; KHAN; JOERGENSEN, 2009;
MUHAMMAD et al., 2007; NZIGUHEBA et al., 2000). A escolha de fosfatos naturais
como fonte de P pode ser uma opcéo importante para a fertilizacdo de plantas perenes
devido a liberacéo lenta de P em longo prazo.

A utilizagéo de residuos organicos na agricultura € uma pratica antiga, mas as
modificagcdes nas propriedades biologicas e bioquimicas do solo tém sido relatadas mais
recentemente (ANDRES et al., 2011; FERNANDEZ et al., 2009; GARCIA-GIL et al.,
2000; KHAN; JOERGENSEN, 2009; KOWALJOW; MAZZARINO, 2007; SANTOS
et al., 2011). A respiracdo microbiana do solo (RMS), avaliada pela liberacéo de CO,, é
o indicador ecologico mais utilizado nos trabalhos envolvendo a adicdo de residuos
organicos, por estar associada a atividade metabdlica do solo (ANDERSON;
DOMSCH, 1990; DILLY; MUNCH, 1996; GRIGATTI et al., 2011; LEIFELD et al.,

2002). A atividade de enzimas também ¢é utilizada na avaliacdo do metabolismo e dos

7



processos de decomposicdo e mineralizacdo de compostos organicos no solo. Por
exemplo, a atividade das enzimas desidrogenase (DHA) e hidrolases do diacetato de
fluoresceina (FDA) reflete o estado metabdlico do solo, por estarem diretamente ligadas
aos processos oxidativos de moléculas organicas devido, em particular, a atividade de
microrganismos do solo (CALDWELL, 2005; FERNANDEZ et al., 2009;
NANNIPIERI et al., 1983; TRASAR-CEPEDA et al.,, 2008). A atividade da J3-
glicosidase também tem sido considerada como indicador sensivel, por estar associada a
decomposicéo de residuos organicos no solo (ALEF; NANNIPIERI, 1995; NAYAK et
al., 2007). As fosfatases sdo grupos de enzimas capazes de hidrolisar ésteres e anidridos
de acido fosférico, sendo sua atividade essencial na mineralizacdo do P orgénico
(BARDGETT et al., 1995; GARCIA-GIL et al., 2000; MANDAL et al., 2007;
MARCOTE et al., 2001; TRASAR-CEPEDA et al., 2008).

Dessa forma, estudos devem ser realizados para mostrar as implicacfes da
adicdo de diferentes tipos de residuos no solo sobre os indicadores bioldgicos e
bioquimicos. O uso de residuos organicos na agricultura pode ser uma pratica
importante, uma vez que aproveita fontes alternativas renovaveis e contribui para
diminuir problemas ambientais (GRIGATTI et al., 2011; RAUT et al., 2008; YANEZ et
al., 2010). Particularmente, a compostagem de residuos organicos € um processo que
pode melhorar o valor agronbmico de um residuo, aumentando a disponibilidade de
nutrientes, incluindo o P. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto
da adicdo de um composto orgénico enriquecido com fosfato natural sobre a atividade
microbiana, enzimas e disponibilidade de P no solo, em condi¢fes de incubacao.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e amostragem do solo

O estudo foi realizado em abril de 2011, com amostras de solo coletadas em
sistema de producdo de café (Coffea arabica L.), no municipio de Patrocinio, em Minas
Gerais, georeferenciado em 18°47° S e 47°00' W e altitude de 939 m. O clima local é
definido como do tipo Cwa, segundo a classificacdo de Koppen (1931), com estacédo
seca de maio a setembro, pluviosidade média anual de 1.500 mm e temperatura média
anual de 22,3°C. A lavoura era formada por 5.444 plantas de café por hectare, da
variedade Catuai 144, plantadas no ano 2000. O solo foi definido como de textura
argilosa e classificado como Latossolo Vermelho Amarelo, conforme o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solo (EMBRAPA, 2006).

A amostragem do solo foi realizada na profundidade de 0-5 cm em érea de
20x30 cm, coletando-se quatro sub-amostras em quatro pontos distribuidos
aleatoriamente nas linhas de plantio do cafeeiro. As amostras de solo foram passadas
em peneira de 4 mm. Uma porcdo de solo foi seca ao ar para caracterizacdo quimica
(EMBRAPA, 1997), a saber: pH em &gua, 5,4; P, 139 mg dm™; K, 192 mg dm™; Ca,
1,7 cmol. dm™; Mg, 0,7 cmol. dm™ e matéria organica, 24 g kg™ de solo. O restante de
solo mido foi conservado em geladeira (4°C) para posterior realizagdo do ensaio de

incubacéo.

2.2 Compostagem e analise dos residuos

O composto organomineral (COM) utilizado foi resultado da compostagem
aerobica de trés meses da mistura de palha de gréos de café (62%), esterco bovino (7%),
fosfato natural de Araxa (28%) com 24% de P,Os; e gesso agricola (3%). O COM, a
palha e o esterco foram secos a 65°C e macerados em cadinho de porcelana para
caracterizagdes fisico-quimicas (TABELA 1). A densidade e pH (em agua) foram
determinados conforme Embrapa (1997). O carbono organico foi determinado por
combustdo Umida (WALKEY; BLACK, 1934) e o nitrogénio total por digestdo
sulfurico-perclorica seguido de destilacdo Kjeldahl (1883). Os macronutrientes,
micronutrientes e elementos-traco totais foram extraidos por digestdo Umida nitrico-
perclérica com suas respectivas quantificagcfes em espectrometria de emissdo atdbmica
por plasma (ICP-OES). Todas as anélises representam a média de duas determinacGes

para cada amostra.



TABELA 1. Caracteristicas fisico-quimicas do composto e residuo organico utilizados.

Caracteristicas Composto Esterco Palha
Densidade tmida (kg m™) 995 512 622
pH (1:5) 9,0 7,8 5,6
Macronutrientes (g kg™)
C orgénico 78 230 320
N 8,3 13 15
P 47 51 2,7
K 9,2 11 31
Ca 120 9,3 7
Mg 21 4,4 1,9
S 4,5 1,7 1,6
Micronutrientes (mg kg™)
Cu 40 63 26
Zn 92 157 13
Mn 774 263 82
Co 13 7 1
B 27 12 13
Elementos- trago (mg kg™)
Cd 0,8 <0,2 <0,2
Cr 112 86 17
Ni 29 22 5
Pb 19 23 4
CIN 9/1 18/1 21/1

2.3 Ensaio de incubagédo com COM

O ensaio de incubagdo com adicdo de COM foi realizado em frasco (500 mL)
com tampa de vedacdo hermética contendo 100g de solo umido. Os tratamentos
utilizados foram constituidos da adicdo do COM, previamente macerado em cadinho de
porcelana, nas quantidades de 0, 10, 20, 40 e 80 g kg™ de solo seco, com quatro
repeticdes. A umidade do solo, nos frascos, foi ajustada para 60% da capacidade de

campo. O ensaio foi mantido na temperatura de 25°C por 28 dias.

2.4 Analise da RMS

A RMS foi avaliada em frascos de incubacdo, de acordo com Stotzky (1965).
Em cada frasco, colocou-se um copo plastico (40 mL) contendo 10 mL hidréxido de
sodio (NaOH, 1mol L™) para captura do CO, liberado da respiragdo microbiana. A
quantificacdo do C liberado como CO, foi realizada apés 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de
incubacéo pela titulagdo do excesso de NaOH com &cido cloridrico (HCI, 0,5 mol L™Y),
em presenca de cloreto de bario (BaCl,, 1 mol L) e fenolftaleina (1%).
2.5 Atividade de enzimas no solo
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No final do periodo de incubagdo, amostras de solo incubado foram retiradas dos
frascos para a determinacdo da atividade de enzimas. A enzima desidrogenase (E.C.
1.1.1) foi determinada pelo método de Mersi e Schinner (1991). Em tubo falcon (50
mL), contendo 1g de solo, foram adicionados 1,5 mL de tampdo hidroximetil-
aminometano (TRIS, 1mol L™, pH 7,5) e 2 mL do substrato INT (2-p —iodo-
nitrophenyl-phenyltetrazolium chloride, 4,4 mmol L™). Em seguida, as amostras foram
incubadas a 40°C por 1h. O produto da atividade enzimatica (INTF, iodo-nitrophenyl-
formazan) foi extraido com a adicdo de 10 mL de solucdo metanol-dimetilformamida
(1:1) sendo as amostras mantidas no escuro por 20 minutos. Uma aliquota de 2 mL do
sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos. A atividade da
FDA foi determinada adicionando-se a 2g de solo, 15 mL de tampao fosfato de potassio
(pH 7,6) e 0,2 mL do substrato (fluorescein diacetate). As amostras foram incubadas a
30°C por 1h em mesa agitadora horizontal, e em seguida, procedeu-se a extracdo da
fluoresceina com 15 mL de solucdo cloroférmio-metanol (2:1), sendo as amostras
novamente agitadas em mesa agitadora horizontal por 10 minutos (SCHNURER;
ROSSWALL, 1982). Os produtos da atividade da DHA (INTF) e da FDA (fluoresceina)
liberados durante o processo de extragdo foram determinados espectrofotometricamente
em 490 nm.

A atividade extracelular da enzima B-glicosidase (E.C. 3.2.1.21) foi determinada
conforme Eivazi e Tabatabai (1988). A B-glicosidase foi medida apds a incubagéo de 1g
de solo com 1 mL do substrato PNPG ( p-nitrophenyl-5-D-glucopyranoside, 4,2 mmol
L") e 4 mL de tampdo modificado universal (TMU, pH 6,0), por 3h a 37°C. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de CaCl, (1 mol L") e 4 mL NaOH (1 mol L™ ). Uma
aliquota (2 mL) do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos
e 0 produto da reacdo: o PNP (p-nitrofenyl), foi determinado no espectrofotdmetro em
464 nm. A atividade da invertase (EC 3.2.1.26) foi determinada incubando-se 5g de solo
com 15 mL de solugdo de sacarose (140 mmol L™) e 5 mL de tampéo universal (pH
5,5), por 24h e a 37°C. A reacdo foi cessada com o aumento da temperatura para 80°C
por 20 minutos. Uma aliquota (2 mL) do sobrenadante foi coletada e centrifugada a
5.000 x g por 10 minutos (SCHINNER; MERSI, 1990). O produto da reacdo (glicose)
foi avaliado pelo kit Glicose Bioliquid, conforme descrito no manual de instrucdes do
fabricante (LABORCLIN®, Brasil), e sua absorbancia medida no espectrofotometro em
505 nm.
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A urease foi determinada incubando-se 5g de solo com 5 mL de solugéo de uréia
(555,6 mmol L™) e 5 mL de tampdo citrato (pH 6,7), por 3h e a 37°C (GUAN et al.,
1985). Uma aliquota (2 mL) do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5.000 x g por
10 minutos. O amonio liberado foi determinado pelo kit Uréia 500, conforme descrito
no manual de instrucdes do fabricante (DOLLES®, Brasil), e sua absorbancia medida no
espectrofotometro em 600 nm.

A atividade de fosfatases, acida (E.C.3.1.3.2.) e alcalina (E.C.3.1.3.1), foi
avaliada pela liberacdo de PNP do substrato sintético p-nitrofenyl phosphate (2,4 mmol
L), utilizando tamp&o modificado universal (TMU) e ajustando o pH da solucéo em
4,0 e 9,0 para as respectivas enzimas, como descrito por Tabatabai e Bremner (1969).
Em tubo falcon (50 mL), transferiu-se 1g de solo umido e adicionou-se 4 mL de TMU e
1 mL de substrato. Os tubos foram incubados a 37°C por 1h. Ap6s, adicionou-se 1 mL
de CaCl, (1 mol L™) e 4 mL de NaOH (1 mol L™), seguido da agitagdo manual. Uma
aliquota (2 mL) do sobrenadante foi centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos. O PNP
liberado foi determinado espectrofotometricamente em 405 nm.

Todas as determinacdes foram realizadas em controles para cada analise de
atividade enzimética pelo mesmo protocolo analitico descrito, mas sem a adi¢do de
substrato. Os resultados foram expressos em mg ou pg de produto por grama de solo

seco por hora.

2.6 Fosforo disponivel no solo

No final do periodo de incubacdo, amostras de solo incubado foram retiradas dos
frascos, secas ao ar e trituradas em cadinho de porcelana. Para determinacdo do P
disponivel, foram adicionados, em 3g de solo, 30 mL de solugéo acida (HCI 0,05 mol L
! e H,S0, 0,0125 mol L™). As amostras foram agitadas por 5 minutos e, apés 16h em
repouso, o P disponivel foi determinado espectrofotometricamente em 660 nm

(MEHLICH, 1953).

2.7 Andlises estatisticas

Os resultados de RMS pontual e acumulada foram analisados pontualmente
pelos valores médios de quatro repeticdes e desvio padrdo amostral. Nos resultados de
atividade de enzimas, foi aplicada a andlise de variancia, sendo as médias comparadas
pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de significancia. A andlise de regressdo foi

utilizada para verificar a resposta do P disponivel a aplicacdo de COM. O coeficiente de
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correlagdo de Pearson foi utilizado para avaliar as relagdes entre RMS, atividade das
enzimas DHA, FDA, B-glicosidase, invertase, urease, fosfatases 4cida e alcalina e o P

disponivel no solo.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo do COM

O COM, produto final do processo de compostagem dos residuos organicos
(esterco bovino e palha dos grdos de café), apresentou valor de pH elevado e teve sua
carga organica reduzida em relagdo aos residuos (TABELA 1). Além disso, houve
aumento nos teores de nutrientes, tais como P, Ca, Mg, Mn, Co, B, e dos elementos-
traco Cd e Cr como resultado do processo de compostagem (TABELA 1). Houve
diminuigdo dos teores de Cu e Zn no COM em relagdo aos encontrados no esterco

bovino.

3.2 RMS

A adicdo de doses de COM aumentou a RMS (FIGURAS 1A e 1B). A maior
atividade foi observada nos primeiros dias de incubacdo e atingiu valor maximo de 133
mg C-CO, kg solo™, quando da adicéo de 80 g kg ™* de COM (FIGURA 1A). No 28°
dia de incubacédo, a adicdo de composto apresentou valores de RMS semelhantes ao
controle, exceto para a adicdo de 80 g kg™ (FIGURA 1A). As adicdes de 10, 20, 40 e 80
g kg ! de COM aumentaram a RMS acumulada em 1,3; 1,7; 2,6 e 4,7 vezes, quando

comparada com o controle, respectivamente (FIGURA 1B) ao final do periodo de

incubacéo.
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FIGURA 1. Efeito da adi¢cdo de composto organomineral na respiracdo microbiana do
solo em condicGes de incubagdo no periodo de avaliagdo. Atividade microbiana pontual
(A) e atividade microbiana acumulada (B). Barras indicam o desvio padrdo amostral de
cada ponto (n=4).

3.3 Atividade de enzimas no solo
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No final do periodo de incubacdo, a adicdo de COM teve implicagdes na
atividade das enzimas avaliadas. A atividade da DHA aumentou significativamente,
quando da adicio de composto acima de 20 g kg™ (FIGURA 2A). Os aumentos da FDA
foram expressivos a partir da adicdo de 10 g kg™ e em relacéo ao controle (FIGURA
2B).

A atividade de B-glicosidase aumentou com a adicdo de COM e em comparagéo
ao controle, exceto na adicdo de 10 g kg™ (FIGURA 2C). Os valores encontrados para a
invertase mostraram uma reducéo da atividade, quando das adicdes de 40 e 80 g kg™ em
relacdo aos demais tratamentos (FIGURA 2D). Entretanto, para a enzima urease, nao
foram verificados aumentos significativos de atividade com a adicdo de COM
(FIGURA 2E).
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FIGURA 2. Atividade de enzimas em resposta a adigdo de composto organomineral no
solo ao final de 28 dias de incubacdo. Em A, a atividade de desidrogenase (DHA); B,
atividade de hidrolases do diacetato de fluoresceina (FDA); C, atividade de pB-
glicosidase; D, atividade de invertase e E, atividade de urease. Letras diferentes sobre as
barras mostram diferencas estatisticas entre as médias das doses adicionadas, quando
analisadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de significancia.

15



A atividade da fosfatase &cida aumentou com adicdo de COM, com destaque
para a adicéo de 80 g kg™ que foi 1,8 vezes maior que o controle (FIGURA 3A). Néo
houve diferenca significativa de atividade entre as adicdes de 10, 20 e 40 g kg™ de
COM. A atividade da fosfatase alcalina aumentou, em resposta a adicdo de COM
(FIGURA 3B).
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FIGURA 3. Atividade das enzimas fosfatases acida (A) e alcalina (B) em resposta a
adicdo de composto organomineral no solo ao final de 28 dias de incubacdo. Letras
diferentes sobre as barras mostram diferencas estatisticas entre as médias das doses
adicionadas, quando analisadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de significancia.

3.4 Disponibilidade de fésforo no solo

A adigdo de COM resultou em aumento linear na disponibilidade de P. A
equacdo ajustada indica que para cada 1g kg’ de COM adicionado, tem-se um
acréscimo de 16, 2819 no P disponivel no solo. Entretanto, se ndo for aplicado COM, a
estimativa do P disponivel sera de 163, 9395 mg kg™ (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Disponibilidade de P em funcdo da aplicacdo de composto organomineral
no solo ao final de 28 dias de incubacdo. O asterisco (*) indica a significancia (p <
0,001) do parametro calculado para a disponibilidade de P, em funcdo da adicdo de
composto organomineral no solo.
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3.5 Correlacéo entre a RMS, enzimas e P disponivel

A RMS e o P disponivel foram correlacionados positivamente com todas as
enzimas avaliadas, exceto com a invertase e a urease (TABELA 2). Enquanto a
invertase apresentou correlacdo negativa com as demais variaveis, a urease ndo se

correlacionou com nenhum dos atributos avaliados.

TABELA 2. Relacéo entre pardmetros bioldgicos e bioquimicos do solo, n = 180.

Parametros RMS DHA FDA BG INV FAC FAL UR
RMS

DHA 0,97**

FDA 0,90**  0,89**

BG 0,91**  0,95**  0,86**

INV -0,92** -0,88** -0,75*  -0,82*

FAC 0,91**  0,90** 094** 087> -0,82*

FAL 0,92**  0,90** 0,911** 0,87** -0,79* 0,90**

UR 0,05™ -0,02™ -0,01™ o0,07™ -0,04™ 004™ 002"

Pd 0,97**  0,98** 0,93** 0,94** -0,87** 0,94** 0,92** 0,01"

RMS, respiragdo microbiana do solo; DHA, desidrogenase; FDA: hidrolases do diacetato de
fluoresceina; BG, B-glicosidase; INV, invertase; FAC, fosfatase &cida; FAL, fosfatase alcalina;
UR, urease e Pd, fosforo disponivel. * p < 0,01; ** p <0,001; ™ nio significativo.
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4 DISCUSSAO

O processo de compostagem resultou em aumento do valor de pH, o qual pode
estar associado a liberacdo de cations da matéria organica em decomposicdo e a
mineralizacdo do N orgénico, levando a formagdo de compostos de carater alcalino
(KIEHAL, 1998; MARSCHNER; NOBLE, 2000; XU et al., 2006). Entretanto, ao final
do periodo de incubacdo, ndo foram observadas alteracdes no pH do solo com adicao de
COM, quando comparado ao controle (dados ndo mostrados). Esses valores mostram
que o COM, apesar de ter sido caracterizado como alcalino, ndo foi eficiente em
neutralizar a acidez do solo.

O aumento nos teores de P, Ca, Mg, Mn, Co e B no COM, em relacdo ao esterco
bovino e a palha dos gréos de café, é consequéncia da reducdo de 14,2% da carga
organica dos residuos. Durante a compostagem, a atividade de microrganismos em
decompor e mineralizar a matéria organica reduz a quantidade de C dos residuos. Esse
processo concentra o0s nutrientes no volume final dos compostos organicos (BERNAL et
al., 1998; RICHARD; WOODBURY, 1992). Além disso, a presenca de rocha fosfatica
e gesso agricola no composto, provavelmente, contribuiu para 0 aumento do contetdo
desses nutrientes. Portanto, a preparacdo do COM pode refletir em aumento de
nutrientes disponiveis as plantas. Os teores de elementos-traco presentes no COM estdo
abaixo do limite méximo considerado para fertilizantes organominerais (MAPA, 2006).

A RMS respondeu a adi¢cdo de COM e os maiores valores foram encontrados na
adicéo de 80 g kg™. A maior atividade de RMS observada no periodo de 1 a 3 dias de
incubacdo (FIGURA 1A) indica que o COM adicionado apresenta C organico
prontamente disponivel para os microrganismos do solo. Nos demais dias de avaliacéo,
a RMS apresentou uma estabilizacdo da atividade. A RMS acumulada observada neste
trabalho pode refletir o potencial de mineralizagio do COM adicionado sobre as
diferentes doses, com destaque expressivo das adi¢ées de 40 e 80 g kg™ (FIGURA 1B).
As diferencas de atividade, possivelmente, sdo resultado de fontes de C e de nutrientes
adicionados via composto. O P, particularmente, tem sido relatado como fator limitante
da atividade de microrganismos no solo (CLEVELAND et al., 2002; EHLERS et al.,
2010; GARCIA-GIL et al., 2000) e como alternativa de enriquecimento de compostos
organicos destinados a agricultura (KHAN; JOERGENSEN, 2009; MUHAMMAD et
al., 2007).
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As enzimas DHA e FDA participam das vias de respiragdo dos microrganismos,
assim os maiores valores de atividade encontrados ap6s adicdo de COM confirmam os
resultados encontrados para a RMS. A maior disponibilidade de matéria organica
adicionada via COM reflete em maior atividade microbiana e, consequentemente, induz
a sintese de enzimas DHA e FDA que hidrolisam os substratos INT e diacetato de
fluoresceina nos ensaios de determinagdo. Varios resultados tém mostrado que a adi¢ao
no solo de residuos organicos aumenta a RMS e a disponibilidade de nutrientes
(LEIFELD et al., 2002; LEVI-MINZI et al., 1990; MARY et al., 1996; NZIGUHEBA et
al., 2000). O ensaio experimental realizado por Chu et al. (2007) ressalta que a presenca
de P aumenta a atividade da DHA em comparacdo a outros nutrientes (N e K),
sugerindo a importancia do P no metabolismo microbiano do solo.

A adi¢dao de COM modificou significativamente os valores da atividade da B-
glicosidase, quando das adi¢Bes acima de 20 g kg™. Os efeitos da adicdo de compostos
organicos na atividade da [-glicosidase tém sido relatados em outros trabalhos
(GARCIA-GIL et al., 2000; NAYAK et al., 2007). A atividade dessa enzima é um dos
principais indicadores da transformacdo da matéria organica e disponibilizacdo de C
(glicose) aos microrganismos, com implicagbes importantes sobre o processo de
mineralizagdo do C orgénico no solo (SYLVIA et al., 1999). A menor atividade
encontrada para a invertase com as adicdes de 40 e 80 g kg™ de COM, possivelmente,
ocorreu devido ao menor nimero de enzimas produzidas.

A atividade da urease ndo foi alterada com as adi¢fes de COM. Esse fato pode
estar relacionado ao suprimento satisfatorio de N no solo. As concentragdes de N-NH,",
N-NO,, e N-NO3™ provenientes da liberacdo de aminoacidos e bases nitrogenadas pela
decomposicdo da matéria orgénica podem inibir a atividade da urease e dos
microrganismos nitrificadores (CLARK; PAUL, 1970; VASCONCELLOS et al., 2001).

A atividade das fosfatases aumentou com a adigédo de COM no solo (FIGURAS
3A e 3B). Os maiores valores de atividade encontrados, provavelmente, estdo ligados a
aumentos na atividade dos microrganismos e, consequentemente, maior sintese de
enzimas no solo. Porém, os resultados mostram que esse aumento ndo foi proporcional
as adicdes de C organico e P (dados ndo mostrados). Isso pode estar relacionado a
capacidade dos microrganismos em sintetizar essas enzimas e também a maior
disponibilizagdo de P no solo. Estudos tém relatado que a atividade das fosfatases é
inibida pela adicéo de P inorganico ao solo (OLANDER; VITOUSEK, 2000; TRASAR-
CEPEDA et al., 2008). A maior disponibilidade de P, apos adicdo de COM, pode ser
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resultado da solubilizacdo quimica e/ou bioldgica do P mineral e também do aumento
da atividade das enzimas fosfatases.

O estudo de correlacdo mostra uma correlagdo positiva significativa entre a RMS
e a atividade de enzimas relacionadas aos processos microbianos intracelulares (DHA e
FDA), e com a etapa final de decomposicao de residuos organicos (B-glicosidase). O P
disponivel esta diretamente correlacionado & RMS, sugerindo que o P é um nutriente
essencial para a manutencdo de grande parte das funcdes bioldgicas e bioquimicas do
solo (CLEVELAND et al., 2002, EHLERS et al., 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o COM teve implicacéo
importante na RMS e na atividade de enzimas, o que pode interferir na intensidade dos
processos bioldgicos e bioquimicos do solo. No entanto, mais ensaios com diferentes
tipos de residuos enriquecidos com P devem ser realizados em busca de maiores
informacdes a respeito da atividade de enzimas no solo, sobretudo das fosfatases. Além
disso, a aquisicdo de maior conhecimento sobre o impacto da adicdo de residuos
organicos no manejo do solo pode estimular o aproveitamento desses residuos na

agricultura, em substituicdo, pelo menos parcial, de fertilizantes minerais.
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5 CONCLUSOES

1. A aplicacdo de composto organomineral aumenta a atividade respiratoria microbiana;
2. A atividade das enzimas DHA, FDA, B-glicosidase e fosfatases &cida e alcalina
aumentam com a adigdo de composto organomineral no solo, todavia o aumento da
atividade ndo é proporcional as adi¢bes de COM;

3. A aplicacdo de composto organomineral enriquecido com fosfato natural reflete em
aumento na disponibilidade de P no solo;

4. Existe uma correlagdo positiva entre a RMS, atividade das enzimas DHA, FDA, -

glicosidase e fosfatases acida e alcalina, bem como com o P disponivel no solo.
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CAPITULO I



RESPOSTA MICROBIANA E BIOQUIMICA DO SOLO A ADICAO DE PALHA
DE CAFE EM LATOSSOLO VERMELHO AMARELO

RESUMO

A aplicacdo de residuos de plantas em sistemas agricolas é uma importante alternativa
sustentavel, com implicacbes nos indicadores bioldgicos e bioquimicos do solo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da adi¢do de palha dos gréos de café (PC)
na respiracdo microbiana do solo (RMS) e indicadores bioquimicos em Latossolo
Vermelho Amarelo. A PC utilizada é um subproduto do beneficiamento de grédos de
café. O ensaio de incubacéo foi montado com a adicdo de 7, 14, 28 e 56 g PC kg™ de
solo seco; com quatro repeticdes. A adi¢do de PC no solo resultou em aumento na RMS
com destaque para a adicdo de 56 g kg™*. Houve também aumentos proporcionais de 1,8
vezes entre as adicBes na taxa respiratoria didria. Em resposta a adicdo de PC, a
atividade da desidrogenase e das hidrolases do diacetato de fluoresceina aumentou
significativamente em relagcdo ao controle. A porcentagem de mineralizagdo do carbono
da PC foi maior nas adi¢des de 7 e 14 g kg™ e menor quando da adicéo de 28 e 56 g kg
' A atividade de enzimas, -glicosidase e fosfatases (4cida e alcalina), aumentou com a
adicdo de PC. A atividade da invertase e urease aumentou com as adicdes de 7 e 56 g
kg™ de PC, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que o retorno de PC ao
sistema produtivo pode ser uma pratica de manejo importante, em decorréncia das

modificacdes identificadas nos processos bioquimicos do solo.

Palavras - chave: residuo organico; mineralizacdo do carbono; respiragdo microbiana;

enzimas.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de residuos de culturas pode representar uma estratégia para
melhorar a produtividade agricola e a qualidade do solo (AJWA; TABATABAI, 1994;
SAVIOZZI et al., 1997; TIAN et al., 1992). A aplicagdo de residuos orgénicos tem sido
avaliada principalmente no aumento da disponibilidade de nutrientes as plantas
(HADAS et al., 2004; JANZEN; KUCEY, 1988; JUMA; TABATABAI, 1988;
LUPWAYI et al., 2007; REINERTSEN et al., 1984). No entanto, a utilizacdo de
residuos organicos na agricultura implica em mudancas ndo s6 nas propriedades
quimicas, mas também nos atributos fisicos e bioquimicos do solo, importantes para a
manutencdo de agrossistemas e ecossistemas terrestres (ALBIACH et al., 2001;
BELYAEVA; HAYNES, 2009; FERRERAS et al., 2006).

Em solos tropicais, a aplicacdo de residuos organicos € uma pratica importante
devido a rapida decomposi¢do da matéria organica, que esta relacionada as condic6es de
temperatura e umidade (CARVALHO et al., 2008; TIAN et al., 1992). Além disso,
outros fatores interferem na decomposicao dos residuos organicos como a quantidade e
qualidade do residuo adicionado (ANGERS; RECOUS, 1997; NICOLARDOT et al.,
2001; SARAH, 1992; TRINSOUTROT et al., 2000). A qualidade do residuo é uma
caracteristica importante, pois residuos com baixa relacdo carbono: nitrogénio (C:N)
tém elevada capacidade em disponibilizar nutrientes. Por outro lado, a alta relacdo C:N
resulta em imobilizacdo de nutrientes na biomassa microbiana, afetando o crescimento e
desenvolvimento das plantas (HADAS et al., 2004; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Embora o papel dos residuos de plantas ha manutencdo da matéria organica e
disponibilidade de nutrientes tenha sido relatado (GIACOMINI et al., 2008; JUMA;
TABATABAI, 1988; KNAPP et al., 1983; LEVI-MINZI et al., 1990; REINERTSEN et
al., 1984), pouco se sabe sobre o impacto da adicdo de residuos de plantas nas
propriedades bioquimicas do solo (HENRIKSEN; BRELAND, 2002). A decomposic¢ao
e mineralizacdo dos residuos organicos sdo resultado da atividade de microrganismos,
cujo indicador mais utilizado para sua avaliagdo é a respiracdo microbiana do solo
(RMS), por estar associada a atividade metabdlica do solo (CARVALHO et al., 2008;
PAUSTIAN et al., 2000). Os residuos de plantas e os produtos de sua decomposicao
podem ainda implicar em diferencas na atividade de enzimas envolvidas nos processos
de decomposicdo e mineralizacdo do residuo. As enzimas desidrogenase (DHA) e as

hidrolases do diacetato de fluorescéina (FDA) sdo bons indicadores para avaliar a
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atividade microbiana quando do uso de residuos organicos, por estarem ligadas a células
microbianas viaveis e a capacidade oxidativa dos microrganismos (NANNIPIERI et al.,
1983; TRASAR-CEPEDA et al., 2008). A B-glicosidase também é considerada um
importante indicador bioguimico, devido a sua atuacdo na hidrélise e biodegradacgéo de
compostos organicos (ALEF; NANNIPIERI, 1995; NAYAK et al., 2007). A atividade
biologica do solo afeta a atividade das fosfatases, que sdo enzimas relacionadas a
mineralizagdo das fracdes organicas contendo P (BARDGETT et al., 1995; GARCIA-
GIL et al., 2000; TABATABAI; BREMNER, 1969).

O Brasil é destaque mundial no cultivo de café, que atualmente ocupa 2.351,3
mil hectares com producdo aproximada de 2,6 bilhdes de kg de grdos na ultima safra
(CONAB, 2011). Associadas a essa grande producado, quantidades expressivas de palha
sdo geradas como subproduto do beneficiamento dos grdos de café. O retorno desse
residuo ao sistema produtivo ndo tem sido uma pratica normalmente adotada pelos
produtores. Estudos revelam que a palha dos grdos de café apresenta consideravel valor
agrondmico, em decorréncia dos altos teores de nitrogénio (N) e potassio (K) presentes
(MALAVOLTA,1993; SEDIYAMA et al., 2000).

Uma maior quantidade de informacao sobre a decomposicao de varias fontes de
residuos de culturas no solo é necessaria e essencial para a melhoria da producdo de
plantas comercialmente importantes, e também para a manutencao da qualidade do solo
através da adocdo de praticas de manejo de residuos (AJWA; TABATABAI, 1994;
ANGERS; RECOUS, 1997; CARVALHO et al., 2008). Assim, o presente trabalho teve
como objetivos avaliar a respiracdo microbiana, mineralizacdo do C orgénico e
propriedades bioguimicas do solo em resposta a adicdo de palha dos grdos de café em

condigdes de incubacéo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e amostragem do solo

O estudo foi realizado em abril de 2011, com amostras de solo coletadas em
sistema de producdo de café (Coffea arabica L.) no municipio de Patrocinio, em Minas
Gerais, georeferenciado em 18°47° S e 47°00' W e altitude de 939 m. O clima local é
definido como do tipo Cwa, segundo a classificacdo de Koppen (1931), com estacédo
seca de maio a setembro, pluviosidade média anual de 1.500 mm e temperatura média
anual de 22,3°C. A lavoura era formada por 5.444 plantas de café por hectare da
variedade Catuai 144, plantadas no ano 2000. O solo foi definido como de textura
argilosa e classificado como Latossolo Vermelho Amarelo, conforme o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solo (EMBRAPA, 2006).

A amostragem do solo foi realizada na profundidade de 0-5 cm em érea de
20x30cm, coletando-se quatro sub-amostras em quatro pontos distribuidos
aleatoriamente nas linhas de plantio do cafeeiro. As amostras de solo foram passadas
em peneira de 4 mm. Uma porcdo de solo foi seca ao ar para caracterizacdo quimica
(EMBRAPA, 1997), a saber: pH em &gua, 5,4; fosforo, 139 mg dm™; potassio, 192 mg
dm3; calcio, 1,7 cmol. dm™; magnésio, 0,7 cmol, dm™ e matéria organica, 24 g kg™ de
solo. O restante de solo Umido foi conservado em geladeira (4°C) para posterior

realizacdo do ensaio de incubacao.

2.2 Caracterizacado da palha dos gréos de café (PC)

A palha utilizada neste trabalno é um subproduto gerado durante o
beneficiamento dos grdos de café. No laboratério, a palha foi seca a 65°C e macerada
em cadinho de porcelana para caracterizagdes fisico-quimicas (TABELA 1). A
densidade e pH (em &gua) foram determinados conforme descrito por Embrapa (1997).
O carbono organico foi determinado por combustdo umida (WALKEY; BLACK, 1934)
e 0 nitrogénio total por digestdo sulfdrico-perclorica, seguido de destilagdo Kjeldahl
(1883). Os macronutrientes, micronutrientes e elementos-trago totais foram extraidos
por digestdo Umida nitrico-perclorica, com suas respectivas quantificagbes em
espectrometria de emissdo atbmica por plasma (ICP-OES). Todas as analises

representam a média de duas determinagGes em cada uma das amostras.
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TABELA 1. Caracterizacdo quimica e fisica da palha dos gréaos de café.

Macronutrientes Micronutrientes Elementos-traco
(9 kg™ (mg kg™) (mg kg ™)
C orgénico 320 Cu 26 Cd <0,2
N 15 Zn 13 Cr 17
P 2,7 Mn 82 Ni 5
K 31 Co 1 Pb
Ca 7 B 13
Mg 19
S 1,6
pH (dgua) 5,6 C/N 21/1

2.3 Ensaio de incubagéo com PC

O ensaio de incubagéo com adigédo de PC foi realizado em frasco (500 mL) com
tampa de vedacdo hermética contendo 100g de solo umido. Os tratamentos utilizados
foram constituidos da adicdo de palha, previamente macerado em cadinho de porcelana,
nas quantidades de 0, 7, 14, 28 e 56 g kg™ de solo seco, com quatro repeticdes. A
umidade do solo, nos frascos, foi ajustada para 60% da capacidade de campo. O ensaio
foi mantido a temperatura de 25°C por 28 dias.

2.4 Andlise da RMS

A RMS foi avaliada em frascos de incubacdo, de acordo com Stotzky (1965).
Em cada frasco, colocou-se um copo plastico (40 mL) contendo 10 mL hidréxido de
s6dio (NaOH, 1 mol L™) para captura do CO, liberado da respiracdo microbiana. A
quantificacdo de C-CO, liberado foi realizada apo6s 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de
incubacéo, pela titulacdo do excesso de NaOH com &cido cloridrico (HCI, 0,5 mol L™Y),

em presenca de cloreto de bario (BaCl,, 1 mol L) e fenolftaleina (1%).

2.5 Mineralizacéo da PC
A mineralizagdo do C de PC foi calculada com base nos dados de C-CO,
medidos em cada data de avaliacdo. O célculo da mineralizagdo do C para 0s
tratamentos com a adic¢do de palha foi realizado de acordo com a equagao proposta por
Sylvia et al. (1999):
MC = CO,pc — CO,cont x 100
Cadic

34



sendo: MC a mineralizacdo do C da palha (% do C adicionado); CO,pc e CO,cont
correspondem as quantidades de C—CO; liberados (mg kg™) nos tratamentos com adicéo
de PC e no tratamento controle, respectivamente; e Cadic o C adicionado (mg kg™) com
PC.

2.6 Atividade de enzimas no solo

No final do periodo de incubacéo, amostras de solo incubado foram retiradas dos
frascos para a determinacdo da atividade de enzimas. A enzima desidrogenase (E.C.
1.1.1) foi determinada pelo método de Mersi e Schinner (1991). Em tubo falcon (50
mL) contendo 1g de solo, foram adicionados 15 mL de tampao
hidroximetilaminometano (TRIS, 1mol L™, pH 7,5) e 2 mL do substrato INT (2-p —
iodo-nitrophenyl-phenyltetrazolium chloride, 4,4 mmol L ™). Em seguida, as amostras
foram incubadas a 40°C por 1h. O produto da atividade enziméatica (INTF, iodo-
nitrophenyl-formazan) foi extraido com a adicdo de 10 mL de solugdo metanol-
dimetilformamida (1:1) e as amostras mantidas no escuro por 20 minutos. Uma aliquota
de 2 mL do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos. A
atividade da FDA foi determinada adicionando-se a 2g de solo, 15 mL de tampé&o
fosfato de potéssio (pH 7,6) e 0,2 mL do substrato (fluorescein diacetate). As amostras
foram incubadas a 30°C por 1h em mesa agitadora horizontal e, em seguida, procedeu-
se a extracdo da fluoresceina com 15 mL de solucdo cloroférmio-metanol (2:1), sendo
as amostras novamente agitadas em mesa agitadora horizontal por 10 minutos
(SCHNURER; ROSSWALL, 1982). Os produtos da atividade da DHA (INTF) e da
FDA (fluoresceina) liberados durante o processo de extracdo foram determinados
espectrofotometricamente em 490 nm.

A atividade extracelular da enzima B-glicosidase (E.C. 3.2.1.21) foi determinada
conforme Eivazi e Tabatabai (1988). A B-glicosidase foi medida apos a incubacgéo de 19
de solo com 1 mL do substrato PNPG ( p-nitrophenyl-5-D-glucopyranoside, 4,2 mmol
LY e 4 mL de tampdo modificado universal (TMU, pH 6,0), por 3h a 37°C. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de CaCl, (1 mol L") e 4 mL NaOH (1 mol L™ ). Uma
aliquota (2 mL) do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos
e o0 produto da reacdo, 0 PNP (p-nitrofenyl), foi determinado no espectrofotdmetro em
464 nm. A atividade da invertase (EC 3.2.1.26) foi determinada incubando-se 5g de solo
com 15 mL de solugdo de sacarose (140 mmol L™) e 5 mL de tamp&o universal (pH

5,5), por 24h a 37°C. A reacdo foi cessada com o aumento da temperatura para 80°C
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por 20 minutos. Uma aliquota (2 mL) do sobrenadante foi coletada e centrifugada a
5.000 x g por 10 minutos (SCHINNER; MERSI, 1990). O produto da reacdo (glicose)
foi avaliado pelo kit Glicose Bioliquid, conforme descrito no manual de instrucfes do
fabricante (LABORCLIN®, Brasil), e sua absorbancia medida no espectrofotdmetro em
505 nm.

A urease foi determinada incubando-se 5g de solo com 5 mL de solugéo de uréia
(555,6 mmol L) e 5 mL de tampéo citrato (pH 6,7), por 3h a 37°C (GUAN et al.,
1985). Uma aliquota (2 mL) do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5.000 x g por
10 minutos. O aménio liberado foi determinado pelo kit Uréia 500, conforme descrito
no manual de instrucdes do fabricante (DOLLES®, Brasil), e sua absorbancia medida no
espectrofotbmetro em 600 nm.

A atividade de fosfatases, acida (E.C.3.1.3.2.) e alcalina (E.C.3.1.3.1), foi
avaliada pela liberacdo de PNP do substrato sintético p-nitrofenyl phosphate (2,4 mmol
L), utilizando tamp&o modificado universal (TMU) e ajustando o pH da solucéo em
4,0 e 9,0 para as respectivas enzimas, como descrito por Tabatabai e Bremner (1969).
Em tubo falcon (50 mL), transferiu-se 1g de solo umido e adicionou-se 4 mL de TMU e
1 mL de substrato. Os tubos foram incubados a 37°C por 1h. Apés, adicionou-se 1 mL
de CaCl, (1 mol L™) e 4 mL de NaOH (1 mol L™), seguido da agitagdo manual. Uma
aliquota (2 mL) do sobrenadante foi centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos. O PNP
liberado foi determinado espectrofotometricamente em 405 nm.

Todas as determinacdes foram realizadas em controles para cada andlise de
atividade enzimaética pelo mesmo protocolo analitico descrito, mas sem a adi¢do de
substrato. Os resultados foram expressos em mg ou pg de produto por grama de solo

seco por hora.

2.7 Andlises estatisticas

Os resultados de RMS e a mineralizagdo do C da PC foram analisados,
pontualmente, pelos valores médios de quatro repeti¢fes e desvio padrdo amostral. Nos
resultados de taxa respiratéria microbiana e atividade de enzimas, foi aplicada a analise
de variancia e as medias comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de

significancia.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao da PC

A caracterizacdo quimica revelou que a palha possui baixo valor de pH e teores
altos de N e K (TABELA 1). Além disso, o residuo apresentou valores expressivos de
Cu e Mn. Os teores de elementos-traco estdo abaixo do limite maximo considerado para
fertilizantes organicos (MAPA, 2006).

3.2 Resposta da RMS, DHA e FDA

A adicdo de PC aumentou a liberagcdo de C-CO, acumulada em relacdo ao solo
sem a adicdo de residuo organico (FIGURA 1A). As diferencas da RMS acumulada séo
significativas entre os tratamentos nos periodos de avaliagdo. A adicdo de 56 g kg™
apresentou valores expressivos de RMS, em comparagdo aos demais tratamentos,
atingindo valores superiores a 15.867 mg C-CO, kg solo™. A taxa de liberagdo diéria de
C-CO,, ao final de 28 dias de incubacdo, mostra que a resposta da RMS foi

proporcional a adicdo do residuo em decorréncia da adicdo de PC (FIGURA 1B).
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FIGURA 1. Respiracdo microbiana do solo acumulada (A) e taxa diaria de liberacdo de
C-CO; (B) em resposta a adicdo de palha dos gréos de café no solo sob condi¢des de
incubacdo no periodo de avaliagdo. Em A, o desvio padrdo amostral de cada ponto
(n=4) é constituido de barras que em funcdo da escala ndo pode ser visualizado. Letras
diferentes sobre as barras mostram diferencas estatisticas entre as médias das doses
adicionadas, quando analisadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de significancia.

A atividade da DHA e da FDA aumentou significativamente com adicdo de PC
em relagdo ao controle (FIGURAS 2A e 2B). Os valores de DHA foram
expressivamente maiores nas adicdes de 14 a 56 g kg™*. A adicdo de 7 g kg™ de PC

aumentou em relacdo ao controle, porém foi significativamente menor quando

37



comparada com as demais adi¢cdes. De forma similar @ DHA, a atividade da FDA
aumentou ap6s a adicdo de PC, com destaque para as adi¢des de 28 e 56 g kg™, quando
comparadas as adicées de 7 e 14 g kg™ (FIGURA 2B).

B
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FIGURA 2. Atividade de enzimas em resposta a adi¢do de palha dos gréos de café no
solo ao final de 28 dias de incubagdo. Em A, a atividade de desidrogenase (DHA) e B,
atividade das hidrolases do diacetato de fluoresceina (FDA). Letras diferentes sobre as
barras mostram diferencas estatisticas entre as médias das doses adicionadas, quando
analisadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de significancia.

3.3 Mineralizagéo do C e atividade da S-glicosidase

As doses de 7, 14, 28 e 56 g kg™ de PC adicionadas ao solo resultaram em 100,
95, 85 e 88% de mineralizacdo do C presente na palha, respectivamente, ap6s 28 dias de
incubacdo (FIGURA 3A). A mineralizacdo do C nos tratamentos com adic&o de 7 g kg™
ndo diferiu estatisticamente da adicdo de 14 g kg™ nos primeiros 7 dias de incubacdo. A
partir do 10° dia, os valores de mineralizacdo se diferenciaram e 0s maiores valores
foram encontrados com adicdo de 7 g kg™ até o final do ensaio. Em relagdo as adicdes
de 28 e 56 g kg™, os dados mostram que a porcentagem de mineralizacdo no periodo
inicial é maior quando da adicdo de 28 g kg™. No entanto, ao final dos 28 dias, a
mineralizacdo desses dois tratamentos foi similar. A atividade da B-glicosidase foi
maior nos tratamentos com adi¢do de PC, os quais foram significativamente diferentes
do controle (FIGURA 3B). A atividade da p-glicosidase variou de 108 a 480 pug PNP g
solo® h™ e apresentou resultados crescentes com o aumento da quantidade de palha

adicionada.
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FIGURA 3. Mineralizagdo acumulada (A) e atividade da pB-glicosidase (B) em resposta
a adicdo de palha dos graos de café no solo sob condi¢des de incubacdo no periodo de
avaliacdo. Barras indicam o desvio padrdo amostral de cada ponto (n=4). Letras
diferentes sobre as barras mostram diferencas estatisticas entre as médias das doses
adicionadas, quando analisadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de significancia.

3.4 Atividade de invertase, urease e fosfatases (acida e alcalina)

A atividade da invertase aumentou e reduziu com as adi¢des de 7 e 28 g kg™ de
PC, respectivamente (FIGURA 4A). No final do periodo de incubacéo, os resultados
encontrados para a urease mostraram uma reducdo de atividade com a adicdo de 14 g
kg™ e um aumento quando da adicdo de 56 g kg™, respectivamente (FIGURA 4B). Os
resultados para fosfatase acida apresentaram maior atividade com adicdo de 14, 28 e 56
g kg e menor atividade no tratamento com 7 g kg™ de PC, o qual ndo diferiu do
controle (FIGURA 4C). Para a fosfatase alcalina, todas as adi¢fes foram superiores ao
controle, sendo a adigdo de 7 g kg™ estatisticamente igual & de 14 g kg™ (FIGURA 4D).
De modo geral, a adicéo de 56 g kg™ resultou em valores expressivos de atividade de

fosfatases (acida e alcalina) em relacdo aos demais tratamentos.
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FIGURA 4. Atividade das enzimas invertase (A), urease (B) e fosfatases éacida (C) e
alcalina (D) em resposta a adi¢do de palha dos grdos de café no solo sob condigdes de
incubacéo no solo ao final de 28 dias de incubagdo. Letras diferentes sobre as barras
mostram diferencas estatisticas entre as médias das doses adicionadas, quando
analisadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 0,05 de significancia.
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho € um dos primeiros relatos utilizando PC a respeito das
propriedades microbianas e bioquimicas do solo. O efeito da adi¢do desse residuo pode
estar relacionado ao seu valor nutricional e as quantidades adicionadas. Conforme a
caracterizacéo quimica, as adicdes de 7, 14, 28 e 56 g kg™ de PC no solo correspondem
a quantidades expressivas de nutrientes, como segue: 98, 196, 392 e 785 mg kg™ de N;
18, 35, 71 e 141 mg kg™ de P; e 203, 406, 811 e 1622 mg kg™ de K. Além disso, PC
apresenta baixa relacdo C:N (21:1), que é um dos principais indicativos de
decomposi¢cdo e mineralizacdo do C da palha no solo (RECOUS et al., 1995;
TRINSOUTROT et al., 2000).

A adicdo de PC afetou a resposta metabdlica do solo e alterou os valores da
RMS (FIGURA 1A), evidenciando a capacidade dos microrganismos em utiliza-la
como fonte de energia e nutrientes. No inicio do periodo de incubacdo, os processos de
decomposicdo e mineralizacdo ocorrem de forma mais intensa, devido a utilizagdo de
fontes de C solGveis prontamente disponiveis. A medida que estes compostos de menor
complexidade estrutural vao sendo consumidos, 0s microrganismos mineralizam
compostos organicos menos labeis, o que torna a atividade mais constante e dependente
da disponibilidade de nutrientes no solo (CARVALHO et al., 2008; GIACOMINI et al.,
2008). As adicOes crescentes de PC revelaram um aumento proporcional de 1,8 vezes na
taxa respiratdria diaria, mostrando que houve pouca limitagdo da RMS em decorréncia
da aplicacdo de palha.

A transformacdo da matéria organica do solo pode ser mais bem entendida
guando indicadores bioquimicos sdo determinados, pois 0s residuos organicos induzem
uma maior atividade microbiana que reflete no aumento de unidades de enzimas no solo
(CALDWELL et al., 2005). Os maiores valores de atividade das enzimas DHA e FDA
encontrados nos tratamentos com adicdo de PC indicam, em decorréncia da maior
atividade, uma maior intensidade dos processos de transformacéo do C orgénico. Essas
enzimas sdo responsaveis pela oxidagdo intra e extracelular de moléculas orgéanicas.
Qutros trabalhos tém mostrado também o aumento da atividade de DHA e FDA
utilizando diferentes tipos de residuos (ALBIACH et al., 2001; GARCIA-GIL et al.,
2000; NAYAK et al., 2007).

A mineralizacdo acumulada de C, expressa como porcentagem do C adicionado

nos diferentes tratamentos (FIGURA 3A), indica uma cinética distinta na decomposicao
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da fracdo carbonada entre as adi¢des PC. Tais diferengas podem estar relacionadas a
quantidade de material organico e aos nutrientes provenientes da adigdo de palha. Esse
resultado € superior aos valores encontrados por Giacomini et al. (2008) e Levi-Minzi et
al. (1990) e semelhante ao encontrado por Lueken et al. (1962). Entretanto, no presente
trabalho, é importante considerar algumas questes como a composi¢do quimica da
palha (baixa relagdo C:N), a granulometria fina do residuo adicionado e sua
incorporacdo ao solo. Esses fatores contribuem significativamente para o aumento do
contato entre a palha e microrganismos, maximizando a decomposicdo de PC
(ANGERS; RECOUS, 1997; REINERTSEN et al., 1984). A B-glicosidase é um dos
principais indicadores de decomposicdo da matéria organica no solo (SYLVIA et al.,
1999; PAUL et al., 2007). Assim, 0 aumento na atividade dessa enzima conforme a
adicdo de doses crescentes de PC mostra que a hidrélise de compostos celuloliticos esta
ocorrendo, o que resulta em maior liberacao de C organico soltvel no solo.

A enzima invertase catalisa a hidrolise da sacarose presente no solo em glicose e
frutose, que sdo importantes fontes de C para a atividade microbiana. Estudos tém
mostrado que existe um aumento de atividade da invertase conforme o contedo de C
decresce nos solos (TRASAR-CEPEDA et al., 2008).

A adicdo da maior dose de PC refletiu em aumento na atividade da urease,
sugerindo que o fornecimento de uma maior quantidade de residuo organico pode
aumentar a disponibilidade de substratos para a atividade enzimatica.

O aumento da atividade das fosfatases acida e alcalina em resposta as adi¢Ges
de PC indicam que o P organico estd sendo mineralizado. Isso pode levar a
disponibilizacdo de P inorganico na solucdo do solo. Esses resultados estdo de acordo
com muitos relatos sobre os aumentos da atividade de fosfatases mediante a adigéo de
residuos organicos no solo (JORDAN et al., 1995; KREMER; LI, 2003; ROS et al.,
2006). Alguns estudos também mostram que o P € um dos principais nutrientes que
limitam os processos biolégicos no solo (CLEVELAND et al., 2002; EHLERS et al.,
2010).

Os resultados deste trabalho mostram que a aplicagdo de PC implicou em
alteracdes na RMS e propriedades bioguimicas do solo. Esse efeito, do ponto de vista
da manutencdo da qualidade do solo, é benéfico, uma vez que o retorno ao solo de
residuos organicos como fonte de nutrientes contribui para o aumento da fertilidade do
solo e para a nutri¢do de plantas, podendo levar a reducéo do uso de adubos quimicos.

Portanto, pesquisas relacionadas a avaliacdo das propriedades bioquimicas do solo em
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decorréncia da aplicacdo de diferentes tipos de residuos agricolas sdo necessarias, tendo

em vista as poucas informacdes existentes na literatura.
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5 CONCLUSOES

1. A palha dos grdos de café tem alta taxa de mineralizacdo no solo, com valores
superiores a 85% em 28 dias de incubacdo;

2. A adicdo de palha dos grdos de café no solo refletiu em aumento na respiracdo
microbiana e na atividade das enzimas DHA, FDA, B-glicosidase e fosfatases acida e

alcalina.
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CONCLUSOES GERAIS

A adicdo de residuo organico, compostado ou natural, implica em alteragdes nas
propriedades biologicas e bioquimicas do solo. Existe diferenca entre 0 COM e a PC
quanto as taxas de decomposicdo e mineralizacdo no solo. A atividade das enzimas
DHA, FDA e B-glicosidase foi maior com a adi¢do de PC em relagéo a adi¢cdo do COM.
Independente do tipo de residuo adicionado, o aumento de atividade dessas enzimas
sugere que um maior numero de enzimas podem estar sendo produzidas por
microrganismos do solo. Entretanto, a atividade enzimatica nem sempre segue 0 mesmo
padrdo, podendo aumentar ou decrescer com a adi¢cdo de matéria organica. De modo
geral, o composto estudado pode ser uma alternativa para aumentar o conteudo de
matéria organica e a disponibilidade de P em solos agricolas, principalmente solos
tropicais. Além disso, o retorno da palha dos grédos de café ao sistema produtivo pode
ser uma pratica de manejo importante, em decorréncia das modificacGes identificadas

nos processos bioquimicos do solo.
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