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RESUMO

Gomes, Mateus de Paula. Efeito da Adicao de NBPT, zedlita e acido hiimico na atividade
da urease. 2015. 53f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de
Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2015.

Dentre os fertilizantes nitrogenados, a ureia se destaca devido as suas vantagens como alto
teor de N, baixo custo por unidade do nutriente e compatibilidade com outros produtos de uso
agricola, porém a facilidade de perdas do nitrogénio aplicado via ureia reduzem a eficiéncia
do fertilizante e comprometem a sustentabilidade dos empreendimentos agricolas que optam
pela fertilizag@o nitrogenada via ureia. A enzima urease € responsavel por catalisar a hidrélise
da ureia em amonia e diéxido de carbono, onde a amdnia pode ser perdida por volatilizagao,
sendo essa a principal causa das perdas do nitrogénio aplicado ao solo. Diversos estudos
avaliam formas de reduzir essas perdas, através de técnicas de cultivo ou inibi¢do da enzima
urease. Objetivou-se com este estudo, avaliar a influéncia da adicdo de NBPT, acido hiimico e
zellita, em concentracdes crescentes, na atividade da enzima urease. O estudo foi conduzido
em laboratério, no Departamento de Solos da UFRRJ, em que foram utilizados 15
fertilizantes a base de ureia, sendo cinco deles com NBPT, trés com zedlita, trés com acido
humico, trés com 4acido humico mais zedlita e um de ureia pura. A atividade enzimatica foi
determinada através dos métodos propostos por May & Douglas (1976) e Witte & Medina-
Escobar (2001). Ambos os métodos determinam a atividade enzimatica através da formagao
de NHj3, porém diferem quanto a fonte enzimética e forma de determinar a amonia. Os dois
métodos confirmam a eficiéncia do NBPT em inibir a atividade da urease, mesmo no menor
periodo de incubagdo e na menor concentragcdo, sendo o mais eficiente, dentre os compostos
testados. As diferentes concentragdes do NBPT ndo resultaram em diferenca na atividade da
enzima urease. Os resultados obtidos por meio do método proposto por May & Douglas
(1976) mostram que o &4cido himico reduziu a atividade enzimdtica apds 36 horas de
incubagdo. A zedlita ndo exerce influéncia na atividade da urease, quando analisada pelo

método de May & Douglas (1976).

Palavras chave: Volatilizacdo de amonia, Hidr6lise da ureia, Perdas de nitrogénio.



Gomes, Mateus de Paula. The influence of NBPT, zeolite and humic acid on urease
activity. 2015. 53f. Dissertation (M Science in Agronomy, Soil Science). Institute of
Agriculture, Department of Soil Science, Federal Rural University of Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ, 2015.

Among the nitrogen fertilizers, urea stands out due to its advantages such as high N, low cost
per unit of nutrient and compatibility with other products for agricultural use, but the ease of
nitrogen losses applied via urea reduce fertilizer efficiency and compromise the sustainability
of agricultural enterprises opting for nitrogen fertilization via urea. The urease enzyme is
responsible for catalyzing the hydrolysis of urea into ammonia and carbon dioxide, where the
ammonia can be lost by volatilization, which is the main cause of loss of nitrogen applied to
the soil. Several studies evaluating ways to reduce these losses through plant breeding or
inhibiting the urease enzyme. The objective of this study was to evaluate the influence of the
addition of NBPT, humic acid and zeolite, in increasing concentrations in the enzyme urease
activity. The study was conducted in the laboratory in the Department of Soil Science of
UFRRJ, they were used 15 fertilizer urea-based, five of them with NBPT, three with zeolite,
three with humic acid, three with humic acid over zeolite and urea pure. The enzymatic
activity was determined by the methods proposed by May & Douglas (1976) and Witte &
Medina-Escobar (2001). Both methods determine the enzymatic activity through the
formation of NH3, but differ in the enzyme source and determining the form of ammonia.
Both methods confirmed the efficiency of NBPT to inhibit urease activity even in the shortest
incubation period and the lowest concentration being the most effective among the tested
compounds. NBPT different concentrations did not result in differences in the enzyme urease
activity. The results obtained by the method proposed by May & Douglas (1976) show that
humic acids reduced enzymatic activity after 36 hours incubation. The zeolite has no

influence on the activity of urease, when analyzed by the method of May & Douglas (1976).

Keywords: Ammonia volatilization, hydrolysis of urea, nitrogen losses.
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1 INTRODUCAO

A populagdo mundial continuard em crescimento durante as proximas décadas e
também a demanda por alimentos, o que expde o desafio de elevar a produ¢dao mundial de
alimentos em um contexto de recursos naturais escassos. O desenvolvimento de técnicas de
cultivos mais eficientes e de plantas com gendtipos mais produtivos contribui
consideravelmente para o avango agricola, contudo o uso adequado de fertilizantes € uma das
principais estratégias para se obter altas produtividades. O consumo global de fertilizantes
deverd crescer 1,8 % ao ano até 2018, gerando um aumento de 25 % em relacdo a 2008. Os
fertilizantes nitrogenados deverdo ter um acréscimo de 1,4 % ao ano, sendo que na América
Latina e Caribe o incremento anual devera ser de 3,3 % (FAOQO, 2015).

A ureia é o fertilizante mais utilizado na agricultura (Sousa & Silva, 2009), devido ao
seu elevado teor de nitrogénio, baixo custo por unidade do nutriente (Urquiaga & Malavolta,
2002) e compatibilidade com diversos pesticidas utilizados na agricultura, tendendo a
permanecer como principal fertilizante nitrogenado sélido no mercado mundial (Soares,
2011). Porém sua eficiéncia € reduzida, devido principalmente as perdas por volatilizacdo de
amonia, que reduzem o aproveitamento do nitrogénio aplicado. As perdas de N por
volatilizagao de NHs, em condi¢des extremas, podem ultrapassar os 70 % (Lara Cabezas et
al., 1997; Cantarella, 2007a).

A enzima urease, responsavel pela hidrdlise da ureia, é encontrada em quase todos os
tipos de solo, em concentracdes que variam com o tipo de solo e teor de matéria orgénica,
dentre outras caracteristicas edafoclimaticas. Os fatores que influenciam na atividade
microbioldgica do solo também influenciam a atividade da urease, e consequentemente nas
taxas de volatilizacdio de amoénia (Reynolds & Wolf, 1987). Fatores como as condi¢des
climéticas, CTC e capacidade de tamponamento do pH também afetam diretamente o
processo de volatilizagdo (Sangoi et al., 2003; Costa et al., 2003; Cantarella et al., 2008;
Lanna et al., 2010 apud Okumura & Mariano, 2012).

Diante deste cendrio, os esforcos t€ém se concentrado na reducdo das perdas do
nitrogénio aplicado via ureia com o propdsito de elevar a sustentabilidade da adubagdo

nitrogenada e consequentemente dos empreendimentos agricolas.



Diversos estudos tém avaliado a reducdo da volatilizagdo de amodnia por meio da
adicao de compostos que inibem a enzima urease. A adi¢do de micronutrientes, especialmente
cobre e boro, de produtos acidificantes e de polimeros que interferem na solubilizagao e, ou,
hidrélise da ureia sdo objetos de varios estudos, porém o tratamento da ureia com o inibidor
NBPT tem destaque na comunidade cientifica devido aos bons resultados encontrados
(Bremner & Chai, 1986).

Considerando que a volatilizacdo de amonia reduz com o aumento da CTC do solo,
tem-se avaliado a mistura de ureia com produtos de elevada CTC (Monte & Resende, 2005),
como as zeolitas e, ou, dcidos himicos como alternativa contra a volatilizacdo de amonia,
sendo que alguns resultados promissores ja foram obtidos (Rehdkova et al., 2004; Bernardi et
al., 2007; Paiva, 2009; Yusuff et al., 2009; Bautista et al., 2011). Porém, sdo escassos 0s

estudos da influéncia desses compostos na atividade da urease.

1.1  Objetivos

Objetivou-se com este estudo avaliar a influéncia da adicao de NBPT, zedlita e acido
hdmico a ureia, sobre a atividade da enzima urease.

Determinar a eficiéncia das diferentes doses dos inibidores.

Comparar os métodos de avaliagdo da atividade da urease propostos por Witte &

Medina-Escobar (2001) e May & Douglas (1976).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Utilizacao do NBPT para Reduzir a Volatilizacao de Amonia

A urease € a tnica metaloenzima Ni-dependente em eucariotos, que catalisa a hidrélise
da ureia em amonia e diéxido de carbono, permitindo que esses organismos utilizem a ureia
como fonte de nitrogénio (Andrews et al., 1984). Pertencente ao grupo das hidrolases, a
urease € encontrada em praticamente todos os tipos de solos e € relativamente persistente
devido ao fato de ficar protegida da a¢cdo de outras proteases no interior dos agregados do solo
(Palucci, 2004).

O tratamento dos fertilizantes a base de ureia com inibidores da enzima urease é uma
das alternativas para reduzir as perdas de nitrogénio por volatilizacdo de amonia (Cantarella et
al., 2008).

Os inibidores da urease podem ser classificados em substratos andlogos estruturais e
inibidores que afetam o mecanismo da reacdo (Upahyay, 2012), ambas as classes atuam
retardando as reacdes que levam a volatilizacdo de NHj, aumentando a possibilidade de
incorporacdo da ureia, pela chuva. Dentre os inibidores conhecidos, o NBPT vem sendo
amplamente estudado, e tem obtido bons resultados (Bremner & Chai, 1986).

Caracteristicas como solubilidade, difusividade e teor de nitrogénio similares a ureia
(Watson, 2000), permitem que o [N-(n-butil) tiofosférico triamida] (NBPT) bloqueie
fortemente trés sitios ativos da urease (Manunza et al., 1999), ocasionando uma desaceleracdo
da atividade hidrolitica da enzima, resultando em menores perdas de NHs. A ureia tratada
com este composto se solubiliza apds ser aplicada ao solo e o NBPT precisa ser convertido ao
seu andlogo de oxigénio [N-(n-butil) fosférico triamida] (NBPTO), que € o verdadeiro
inibidor da urease (Christianson et al., 1990). A eficdcia do NBPT depende ndo apenas da
quantidade da enzima, mas também da taxa de conversio do NBPT a NBPTO, em contato
com o solo e também das taxas de degradacdo dos dois compostos (Okumura & Mariano,
2012). A conversao do NBPT a NBPTO ¢ riapida em solos bem arejados, ocorrendo em
alguns minutos ou horas, porém pode levar vérios dias em condi¢des de solos inundados
(Watson, 2000).

Os estudos sobre a volatilizagdo de amo6nia proveniente da ureia divergem quanto ao
periodo em que ocorre o pico de volatilizacdo. Sangoi et al. (2003) relataram que o pico na

volatilizagdo ocorreu no 6° dia apds a aplicagdo da ureia. Lanna et al. (2012) relatam a
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maéxima atividade enzimdtica, ocasionando pico de perda de NHj3, registrada entre o 7° e o 8°
dia ap6s a aplicacdo do fertilizante em cobertura. Porém, Stafanato et al. (2013) encontraram
o pico de volatilizacdo de amonia apds 48 horas da aplicagao do fertilizante. A volatilizacao
de NHj; sofre grande influéncia das condi¢des edafocliméticas o que justifica as divergéncias
dos resultados. A ocorréncia de chuvas no periodo de trés a sete dias apds a aplicagdo do
fertilizante potencializa a a¢do do inibidor, por incorporar a ureia ao solo, favorecendo a
redugdo da perda do nitrogénio (Okumura & Mariano, 2012), porém mesmo com a auséncia
de chuvas € possivel se obter reducdo da volatilizacao de NH3 (Cantarella, 2007b).

As condicdes edafoclimaticas exercem grande influéncia também sobre a eficiéncia do
inibidor. O NBPT perde eficiéncia em altas temperaturas, devido ao aumento na atividade da
urease, ocasionando maior dissolucdo da ureia e maior evaporagdao da solu¢do do solo,
provocando a movimentacdo do NH3 em direcdo a superficie, além de a taxa de hidrdlise
ultrapassar a taxa de conversdo do NBPT a NBPTO (Rawluk et al., 2001, apud Okumura &
Mariano, 2012). Bremner & Chai (1986) observaram diminuic¢ao da eficiéncia do NBPT com
a elevacao da temperatura de 10 °C para 40 °C, e esse efeito foi maior no periodo de 14 dias
ap6s a aplicacdo de N em comparagdo com os periodos de trés a sete dias. Resultados
similares foram relatados por Carmona et al. (1990), que verificaram aumento da hidrélise da
ureia com a elevagcdo da temperatura e com o passar dos dias, no entanto a elevacdo da
hidrélise € maior na auséncia e, ou, diminuicao da concentragdo do inibidor, verificando que
apds 6 dias e a uma temperatura de 32 °C a hidrélise da ureia convencional foi de 99,3 %, ja a
da ureia tratada com NBPT (0,10 %) apresentou 60,7 % de hidrdlise, em consequéncia, a
volatilizagdo de NH3 nesse mesmo periodo originou valores de 41,6 % (ureia convencional) e
9,9 % (ureia tratada com NBPT). Assim, em condi¢des adversas e longos periodos de
exposi¢do do inibidor, sdo necessdrias maiores concentracdes de NBPT para alcangar os
mesmos indices de inibicdo que seriam obtidos em condicdes favordveis (Bremner & Chai,
1986; Schlegel et al., 1986; Carmona et al., 1990; Watson et al., 1994).

Carmona et al. (1990) e Zhengping et al. (1996) indicam que apds 6 a 7 dias, aplicado
em condi¢des de temperatura variando de 25 °C a 32 °C, mais de 50 % do nitrogénio
proveniente da ureia é perdido por volatilizacdo de NHj3, ao utilizar ureia tratada com NBPT
essa perda é de 10 a 20 %. Soares et al. (2012) observaram redugdo de até 78 % nas perdas
por volatilizagdo de amoénia da ureia tratada com NBPT. As maiores concentragdes do
inibidor resultam em maiores reducdes na volatilizacdo da amonia. Carmona & Christianson

(1990) obtiveram reducao de 68 a 84 % ao adicionar 0,1 % de NBPT a ureia, quando a
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concentracdo do inibidor foi de 0,01 % as perdas de amonia foram de 1,5 a 3 vezes maiores
que na ureia pura.

Scivittaro et al. (2010) encontraram perdas de 15 % do N aplicado, devido a
volatilizagao de amonia, em condi¢do de solo saturado e perdas de 22 % do N aplicado em
condi¢do de solo seco. Quando o intervalo entre a aplicacdo da ureia tratada com NBPT e o
inicio da irrigacdo foi de 10 dias, as perdas foram reduzidas em 83 e 88 %, para as condicdes
de solo saturado e umido, respectivamente. O uso do NBPT proporcionou maiores
produtividade de grdos e maior acumulagdo de nitrogénio pela planta de arroz quando a
aplicacdo de N em cobertura antecedeu em 10 dias o inicio da irrigacdo, indicando que o
tratamento da ureia com NBPT possibilita que sua aplicacdo anteceda em até 10 dias o inicio
da irrigacdo, sem prejuizos para a produtividade de graos e a acumulacdo de nitrogénio pela
planta de arroz.

Apesar dos beneficios, Watson (2000) atenta para a possibilidade de fitotoxicidade
associada ao uso de NBPT, que seria causada pela absorcdo de ureia pelas plantas, o que
provoca queima na ponta das folhas. Nao se sabe se o problema € consequéncia direta da
toxicidade da ureia ou um efeito indireto, porém, sabe-se que este problema € transitério e

ocorre em casos em que altas doses de ureia e inibidor sdo utilizadas.

2.2 Utilizacdo de Acidos Hiimicos para Reduzir a Volatilizacio de Aménia

Os 4cidos humicos sdo macromoléculas complexas, de elevado peso molecular,
origindrios da degradacdao quimica e bioldgica de plantas e residuos de origem animal e
células microbianas (Hayes & Wilson, 1997), que devido as caracteristicas como elevada
CTC, cardter acido e elevado poder tampao (Weil & Magdoff, 2004; Silva & Mendonga,
2007) tém sido testados como alternativas na tentativa de reduzir as perdas de N derivado da
volatilizagao de amonia, porém, tais estudos ainda sdo escassos (Paiva, 2009).

A grande quantidade de grupamentos fendlicos presentes nas substancias humicas
indica a possibilidade de tais substancias influenciarem na atividade da urease, uma vez que o
fenol € inibidor desta enzima (Bremner & Ahmad, 1995). Além disso, a reducdo do pH
ocasionada pela presenga dos dcidos himicos pode interferir na atividade enzimaética, visto
que a urease possui atividade maxima em pH préximo de 8 (Longo & Melo, 2005).

Estudando o efeito de acidos himicos obtidos de carvao, Paiva (2009) ndo encontrou

relacdo entre os dcidos humicos e a inibi¢cdo da atividade da urease em andlises in vitro.



Porém, o recobrimento do granulo da ureia com AH n@o s6 retardou o inicio da volatilizacao,
como também reduziu o pico maximo da volatilizacdo de NHj3.

Yusuff et al. (2009) obtiveram reducdo de 36 % na volatilizacio de amdnia com o
tratamento da ureia com acido humico obtido de turfa. Guimardes (2011) obteve menores
taxas de volatilizacdo de amonia ao utilizar ureia granulada com 20 % de acido humico e
ureia granulada com 15 % de substancias hiimicas, porém ao utilizar ureia granulada com 5 %
de dcido himico ou 5 % de substancia himica os picos de volatilizacdo foram maiores. Ao
comparar os resultados das ureias granuladas com acido hiimico ou substancia himica com os
resultados das ureias revestidas com esses mesmos compostos, 0 autor relata picos mais

intensos de volatilizacao das ureias revestidas.

2.3  Utilizacao de Zedlita para Reduzir a Volatilizacao de Amonia

As zedlitas sdo um grupo de minerais aluminossilicatados, cristalinos, hidratados, de
ocorréncia natural, formadas por estruturas tridimensionais de tetraedros de SiO4 e de AlOy,
ligados entre si pelos quatro vértices de oxigénio. Essa configuracdo lhes confere cargas
negativas, que sao compensadas por cdtions intersticiais de metais alcalinos ou alcalinos-
terrosos. A Tabela 1 apresenta a série de seletividade de cédtions de algumas zedlitas
(Shinzato, 2007).

Existem mais de 52 espécies de zedlitas distribuidas em 38 tipos de estruturas
diferentes (Passaglia & Sheppard, 2001) e mais de 150 espécies ja foram sintetizadas em todo
o mundo (Flanigen, 1981), cada espécie possui algumas caracteristicas proprias. Os tetraedros
de AlO4 e SiO4 formam anéis ao se unirem, que compdem um sistema de canais, cavidades e
poros (Ming & Mumpton, 1989), com alta afinidade pelo NHy4*, que protegem esse fon da
nitrificagdo por organismos e das perdas por volatilizacdo (Rehdkova et al., 2004). A zedlita
conserva o amonio ao diminuir a concentragdo do fon na solug¢do, por meio da troca catidnica,
retendo grandes quantidades de NH,*, além de interferir no processo de nitrificacio (Bartz &
Jones, 1983; Ferguson & Pepper, 1987 apud Bernardi et al., 2007).

A estrutura na forma de canais e cavidades interconectados proporciona estabilidade
da estrutura cristalina, elevada CTC, capacidade de captura de gases e de vapores,
propriedades cataliticas e alto grau de hidratagdo (Ming & Mumptom, 1989). Devido a isso,
as zeolitas retém o amoOnio nas cargas superficiais e o gds amodnia em suas cavidades (Bernal

et al., 1993; Bautista et al., 2011).



Tabela 1 — Sequéncia de seletividade entre ions, de algumas classes de zedlitas (Shinzato et

al., 2007).

Zeolita

Seletividade entre ions analisados

Referéncia

Clinoptilolita-Na
Clinoptilolita-Na
Clinoptilolita-Na
Clinoptilolita
Clinoptilolita-Na
Clinoptilolita
Clinoptilolita-Na
Clinoptilolita
Clinoptilolita
Clinoptilolita-Na
Clinoptilolita
Clinoptilolita-NH4
Clinoptilolita-Na
Clinoptilolita
Clinoptilolita
Clinoptilolita-H
Mordenita
Mordenita
Mordenita
Cabazita-Na
Escolecita

Escolecita

Pb>Cd>Cs>Cu>Co>Cr’*>Zn>Ni>Hg

Pb>Cu>Cd>Zn>Cr>Co>Ni
Pb>Cd
PB>Cd>Ba>Sr>Cs>Ni
Pb>Ba>Cd>Sr>Cs>Ni
Pb>Cu>Zn>Cd
NH4">Pb>Na>Cd>Cu~Zn
Pb>Cr’*>Fe’*>Cu
Co>Cu>Zn>Mn
Pb>Cr’*>Cd>Ni
Pb>Cd>Cu
Pb>Cu>Ni>Cd
Pb>Cu>Cd~Zn
Cu>Cd>Zn>Ni>As>Cr
Cd>Ni>Cu
Zn>Pb>Cd
Pb>Cu>Cd>Zn
Pb>Cu>Zn
Pb>Cr’*
Pb>Cd>Zn>Co>Cu>Ni>Cr
Cr’*>Cd>Ni>Mn
Cr>MN>Cd>Ni

Zamzow et al. (1990)
Ouki & Kavanagh (1997)
Curkovic et al. (1997)
Faghihian et al. (1999)
Faghihian et al. (1999)
Yuan et al. (1999)
Langella et al. (2000)
Inglezakis et al. (2002)
Erdem et al. (2004)
Mozgawa & Bajda (2005)
Kleiniibing (2006)
Sprynskyy et al. (2006)
Cincotti et al. (2006)
Geng-Fuhrman (2007)
Kocaoba et al. (2007)
Castaldi et al. (2008)
Yuan et al. (1999)
Pitcher et al. (2004)
Shinzato et al. (2009)
Ouki & Kavanagh (1997)
Jimenez et al. (2004)
Bosco et al. (2005)

O uso da zedlita tem efeito variado em fun¢do do tipo de solo, Bouzo et al. (1994)

observaram que foi necessario aumentar a quantidade do mineral a medida que a fertilidade

do solo e o teor de argila aumentavam para se obter melhoria na produtividade da cana de

actcar, e a adicdo de 6 t ha” de zedlita na linha de plantio triplicou a produtividade desta

cultura.



Bernardi et al. (2007) obtiveram resultados de produtividade de milho 12 e 27 %
maiores que o tratamento controle ao aplicar 200 kg ha™ de N (via ureia), misturado com 25
% de zedlita natural e concentrada, respectivamente. Ao elevar as propor¢des da mistura de
zeollita com ureia os ganhos de produtividade foram menos intensos, estando na ordem de 5 a
7 % e de 10 a 12 % para a zedlita natural e a concentrada, respectivamente.

Crespo (1989) observou que 180 g de zedlita adicionada aos vasos de plantio,
aumentaram em torno de 130 % a eficiéncia do uso e da extracdo de N, melhorando a
producdo de matéria seca de Brachiaria decumbens. Carrion et al. (1994) obteveram maiores
frutos de pepino ao adicionar 25 % de zedlita a formulacdo de NPK na proporcdo de 6,3:9:12,
aplicado na dose de 745 kg ha™'. Giacomini et al. (2014) reduziram as perdas de N por
volatilizagao de NH; durante a compostagem de dejetos de suinos utilizando zedlitas naturais
misturadas aos dejetos.

Werneck (2008) e Bernardi et al. (2010) mostraram que o uso de minerais
aluminossilicatados do grupo das zedlitas em associacdo com a ureia, nas adubacdes,
aumentaram a eficiéncia agrondmica do N nas culturas da roseira e da aveia , pela diminui¢ao
das perdas de NHj3 por volatilizagao. Alves et al. (2007) verificaram que a adicao de 25 % de
zellita a ureia proporcionou as menores perdas de nitrogénio por volatilizacdo de amodnia, em
comparagdo com as perdas dos tratamentos com ureia pura.

Porém, nao existem estudos dos efeitos desses minerais sobre a atividade da urease.



3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Interacdes Solo Planta (LSP) do
Departamento de Solos do Instituto de Agronomia da UFRRJ, onde a atividade da enzima
urease, foi quantificada por meio dos métodos propostos por May & Douglas (1976) e Witte
& Medina-Escobar (2001), com modifica¢des, que serdo detalhadas a seguir.

Utilizou-se como substrato para determinacdo da atividade da urease por meio do
método proposto por May & Douglas (1976), solucdes contendo ureia, que foram preparadas
utilizando-se 15 fertilizantes, em que a ureia comum e as ureias revestidas com NBPT foram
fornecidas pela PETROBRAS e os fertilizantes contendo dcido himico e, ou, zedlita foram
granulados como descrito no item 3.1. Os testes preliminares mostraram que a zedlita
inviabiliza a determinag¢do da atividade da enzima urease a partir da metodologia proposta por
Witte & Medina-Escobar (2001) (dados ndo publicados), isto porque a zedlita se liga a
amonia e, ou, amonio formados durante a hidrdlise da ureia, impedindo a formacdo da
coloragcdo azul que € detectada através do espectrofotdmetro. Devido a isso, a metodologia
proposta por Witte & Medina-Escobar (2001) nao foi utilizada para determinacio da atividade
da urease nos tratamentos que continham zedlita, sendo, portanto utilizados apenas os
fertilizantes com NBPT, acido humico e a ureia comum.

Os fertilizantes utilizados como substrato foram:

1. Ureia perolada comercial.
Ureia perolada revestida com inibidor da urease NBPT a 0,02%.
Ureia perolada revestida com inibidor da urease NBPT a 0,03%.
Ureia perolada revestida com inibidor da urease NBPT a 0,04%.
Ureia perolada revestida com inibidor da urease NBPT a 0,06%
Ureia perolada revestida com inibidor da urease NBPT a 0,08%.
Ureia granulada com 5% de 4cido himico.

Ureia granulada com 10% de acido hiimico.

N A o B

Ureia granulada com 20% de 4cido htimico.

p—
=)

. Ureia granulada com 5% de zedlita.

p—
p—

. Ureia granulada com 10% de zedlita.

—
[\

. Ureia granulada com 20% de zedlita.

—
(98]

. Ureia granulada com 5% de 4cido himico e 15% de zedlita.



14. Ureia granulada com 15% de acido himico e 5% de zedlita.

15. Ureia granulada com 10% de acido humico e 10% de zedlita.

3.1  Extracao do Acido Himico e confeccao dos fertilizantes aditivados

O 4cido hdmico foi obtido a partir de turfa, que foi preparada pela secagem do
material em estufa a 40° C e passagem em peneira de 60 mesh. Foram pesadas 80 g de turfa,
dispostas em tubo de centrifuga de 1 L. Em seguida, adicionou-se, 800 mL da solug¢do alcalina
extratora de hidroxido de potédssio (KOH), na concentracio de 0,1 mol L'l, determinando uma
relacdo massa/volume (m/v) de 1:10. O material ficou em repouso por duas horas sendo
centrifugado logo apds. A escolha do hidréxido de potdssio em detrimento ao hidroxido de
sodio foi feita em funcdo da adi¢do do elemento K, tendo em vista que o produto final € o
fertilizante. A determinacdo da concentragdo da solug¢do e da relacdo massa/volume para o
material do estudo foi estabelecida com base em testes prévios de avaliagdo da metodologia
proposta. Outros fatores com potencial de interferir no processo de extracdo foram pré-
estabelecidos segundo orientagdes de Rosa et al. (2000), sendo a extracdo realizada a
temperatura ambiente (25 — 30 °C) e granulometria de 0,21 mm.

O processo de granulacao dos fertilizantes foi realizado utilizando-se um disco
granulador com didmetro de 40 cm.

Inicialmente, os materiais utilizados na formulacdo dos fertilizantes foram moidos e
passados em peneirados de 1 mm, para permitir melhor homogeneidade da mistura final e
facilitar a granulacdo, possibilitando a obten¢do de granulos regulares a partir de materiais
com granulometria fina.

As misturas foram preparadas utilizando ureia moida com as diferentes concentracdes
do 4cido humico e, ou zedlita. Foram realizadas misturas fisicas, com auxilio de peneiras, de
forma a facilitar a homogeneizacdo dos componentes sdlidos. A adi¢do dos ingredientes em
estado liquido foi realizada por borrifagdo sobre o ingrediente solido previamente adicionado
ao disco granulador durante o processo de granulagdo.

O fertilizante, ao ser retirado do prato foi peneirado e classificado quanto a dimensao
dos granulos, e estando entre 2 e 4 mm seguia para secagem a 45°C, em estufa de circulagcdo

forcada.
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3.2  Metodologia para analise da atividade da urease proposta por May & Douglas
(1976)

Este método para determinacdo da atividade da urease utiliza o solo como fonte da
enzima, e a atividade enzimdtica é expressa em func¢do da producdo de NHj, produto da
hidrélise da ureia.

Para a realizagdo das andlises utilizou-se amostras de um Argissolo Vermelho-
Amarelo coletado em uma pastagem da Empresa de Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio
de Janeiro (PESAGRO), localizada no Km 47 da BR — 465, Seropédica, Rio de Janeiro.

O solo foi coletado na camada 0 — 20 cm e apds a coleta foi seco ao ar. Posteriormente
foi destorroado e peneirado em peneira com 1 mm de abertura. A descrigdo quimica do solo

utilizado se encontra na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo quimica das amostras de solo coletadas na profundidade de 0-20

cm.

pH Ca” Mg™ AI¥ Na* K' H+Al P SB T V C
—————— S 1470) G o — mg dm®  cmol. dm> % g kg'1

51 1,2 1,6 03 00 36 34 4,5 2.9 6,5 451 153

Anilises realizadas conforme descrito em EMBRAPA 1997.

Adicionou-se 3 g de solo seco ao ar em erlenmaiyers de 50 mL, em seguida adicinou-
se 0,5 mL de tolueno e 12,0 mL de dgua deionizada. Procedeu-se a incubacio a 30° C por 10
min, em estufa. Logo ap6s,. adicionou-se 3 mL da solugdo fertilizante contendo ureia na
concentracdo de 0,1 mol L'l, o que equivale a 0,2 mol L'deN para todos os tratamentos,
posteriormente os erlenmayers foram tampados e novamente incubados em estufa a 30 °C
pelos periodos de 2, 4, 6, 24 e 36 horas. Apds cada tempo de incubagdo, acrecentou-se 15 mL
de solugdo de KCI 2 mol L com 5 mg de acetato de fenil mercirio, agitou-se por 5 minutos e
posteriormente procedeu-se a filtragem. A determinacdo do teor de N-amoniacal trocavel foi
realizada pelo método de destilacdo a vapor (Bremner & Keeney, 1965).

May & Douglas (1976) indicam um periodo de quatro horas de incubagdo apds a
adicao da solucdo fertilizante, porém, como este estudo visa analisar o efeito dos inibidores
fez-se necessario a utilizacdo de diferentes periodos de incubacdo, para o estudo do efeito do

NBPT sobre a atividade da uréase € necessdrio um periodo maior de incubagdo, visto que a
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eficiéncia desse composto € dependente da sua conversdao a NBPTO, além disso, a utilizagdao
de periodos crescentes permite observar o efeito do inibidor ao longo do tempo.

As andlies foram realizadas em triplicata, para cada tratamento realizou-se um branco,
da maneira acima descrita, porém adicionando-se a solucao fertilizante apds a solugao de KCI
+ acetato de fenil mercurio. Do filtrado foram utilizados 10 mL para a destilagdo, em seguida,
titulou-se com solucdo padronizada de dcido sulftrico em concentragdo aproximada de 0,0025

mol L.

3.3 Metodologia para analise da atividade da urease proposta por Witte & Medina-

Escobar (2001)

O método descrito por Witte & Medina-Escobar (2001), utiliza a enzima urease
purificada e a determinagdo de sua atividade também ¢ feita a partir da formacao de NHj,
quantificada por colorimetria através da reacdo de Berthelot, em que a amdnia reage com um
composto fendlico na presenca de um agente oxidante e de um catalizador resultando em uma
coloragdo azul intensa. O mecanismo da reacdo de Berthelot ndo estd completamente
esclarecido, dentre os mecanismos propostos, o mais aceito é descrito por Harfmann &
Crouch (1989), mostrado na Figura 1.

O mecanismo € composto de trés estigios. No primeiro a amoOnia reage com O
hipoclorito para formar a monoclorimina. Em seguida, a monoclorimina reage com um fenol

para formar a benzoquinonaclorimina e por ultimo a benzoquinonaclorimina reage com outra

molécula de fenol para formar o azul de indofenol (Searle, 1984).

Clo- + NH, ——= NHCl + OH

3

HO + NHCl — O —N

oH -
Cl
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Figura 1 — Mecanismo da reacdo de Berthelot proposto por Harfmann & Crouch (1989)

(Ferreira, 2007).

As solugdes necessdrias para a realizacdo das andlises foram previamente preparadas e
armazenadas como descrito:

Solugdo A:

Dissolveu-se 7 g de fenol e 34 mg de nitroprussiato de s6dio em 80 mL de dgua
destilada. O volume foi completado para 100 mL e a solu¢do foi armazenada a 4 °C,
protegida da luz.

Solugdo B:

Dissolveu-se 2,96 g de NaOH em 140 mL de 4gua destilada, posteriormente
acrescentou-se 29,74 g de Na,HPO4.12H,0O e a solucdo foi agitada até que os reagentes
dissolvessem totalmente, em seguida, adicionou-se 40 mL de NaOCl (4 — 6 %). O pH foi
ajustado para 12 e o volume completado para 200 mL. A solucdo foi armazenada em
temperatura ambiente e protegida da luz.

Ap6s o preparo das solucdes, as andlises foram divididas em duas etapas, em que as
concentracoes de todos os reagentes foi duas vezes maior que a utilizada por Witte & Medina-
Escobar (2001), para que o volume final fosse adequado para preencher a cubeta, durante a
leitura no espectrofotometro.

Etapa 1:

No preparo da solucdo enzimética utilizou-se 3,6 mg de urease (Urease-U1500) de
Canavalia ensiformis adquirida da Sigma Chemical Company, dissolvida em um litro de
agua destilada

Adicionou-se 520 pL da solu¢@o enzimdtica e 80 puL. da solu¢do com o fertilizante
contendo ureia a 1 mol L'l, equivalendo a 2 mol L' de N em cada tubo de ensaio que, foram
agitados e deixados em banho maria a 43 °C durante os intervalos de reacdo preestabelecidos
(2,4, 6,24 e 36 horas, a concentracio da ureia foi a mesma para todos os tratamentos).

Etapa 2:

Posteriormente, pipetou-se 80 pl. da amostra juntamente com 3920 pl. de &dgua
destilada, 40 pL. do reagente A e 400 plL do reagente B. Os tubos foram tampados
imediatamente apds a adicdo do reagente B para evitar perda de amoOnia. Posteriomente os
tubos foram agitados e deixados em banho maria a 50 °C durante 20 min para que a solugdo
desenvolvesse cor. Ao fim do banho maria os tubos permaneceram por uma hora e meia em

repouso em temperatura ambiente, para que as solugdes estabilizassem.
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Para a construcio da curva de calibracdo, misturou-se 200 pLL de solucdo de cloreto de
amonio nas concentracdes de 0, 25, 50, 100, 200 e 400 umol L, com 800 pL de dgua, que
foram submetidos a etapa 2.

As andlises foram realizadas em triplicata e o amonio foi determinado a partir das

leituras de absorvancia em espectrofotdmetro, utilizando o comprimento de onda de 636 nm.

34 Analise Estatistica

As andlises foram realizadas em delineamento de blocos casualizado em parcelas
subdivididas, sendo os periodos de incubagdo as parcelas e os fertilizantes as subparcelas. Os
resultados foram submetidos ao teste F e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5 %,
por meio do programa SISVAR versdao 5.3. Além disso, foram ajustadas equacOes de
regressao para o amoOnio acumulado ao longo do tempo, para caracterizar a cinética

enzimatica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As metodologias para andlise da atividade da enzima urease apesar de completamente
distintas apresentaram resultados concordantes. O método de andlise proposto por May &
Douglas (1976) € mais demorado, devido a forma de determinacdo da amoénia ser por
destila¢do, porém, utilizar o solo como fonte da enzima pode ser uma vantagem, dependendo
do estudo a ser conduzido. O método proposto por Witte & Medina-Escobar (2001) é mais
rdpido e pratico, devido a determinagdo da amodnia ser por colorimetria, porém, o periodo de
repouso apds a segunda etapa interfere nos resultados, uma vez que se o tempo for muito
curto a reacdo de Berthelot continua a acontecer, aumentando os valores da absorvancia para

os tratamentos, e, ou repeticdes seguintes.

4.1 Resultados obtidos por meio do método de May & Douglas (1976)

4.1.2 NBPT

Os fertilizantes aditivados com NBPT resultaram em baixos valores de amdnio em
solucdo e ap6s duas horas de incubagao (Figura 2) o composto ja exercia acao inibitdria sobre
a enzima.

A eficiéncia do NBPT depende de sua taxa de conversdo ao seu andlogo de oxigénio
(NBPTO), que depende de fatores bidticos e abidticos, porém os detalhes dessa reacdo ainda
nao sdo conhecidos (Watson et al., 2008). Ao analisar o efeito da temperatura sobre a inibicao
enzimatica com uso do NBPT, Watson et al. (2008) relatam que a inibi¢do da urease foi
menor a 15 °C quando comparada com as temperaturas de 5 e 25 °C. No solo a conversao do
NBPT a NBPTO ¢ rapida em condi¢des de boa aeracdo, porém pode demorar vérios dias em
condicdes de alagamento (Watson, 2000). Pro et al. (2014) sugerem que a substituicdo do
enxofre pelo oxigénio na conversdo dos compostos ocorre apenas no solo e provavelmente
devido a acdo de bactérias, porém em seus estudos o tempo de incubagdo foi de apenas 30
minutos, o que pode ter sido insuficiente para que a reacdo se iniciasse. Keerthisinghe &
Freney (1994) relataram que o uso do NBPT teve pouco efeito sobre a taxa de hidrélise da
ureia em solos alagados, indicando que em ambiente anaerébio o composto teve baixa
conversdo ao seu andlogo NBPTO, porém na presenca de algas que forneciam O, a ureia

permaneceu por mais tempo no solo, indicando maior eficiéncia do composto e
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provavelmente maior conversdao em seu andlogo de oxigénio, j& o NBPTO foi eficiente na
reducdo da taxa de hidrélise mesmo quando aplicado diretamente sobre o solo alagado.
Phongpan et al. (1995), ao aplicar NBPT sobre arroz inundado, encontraram perdas de N de
5,4 % para o tratamento com NBPT e 15 % para o controle apés 9 dias da aplicacao do
fertilizante, porém a redu¢do nas perdas de N teve inicio logo apds o 1° dia de aplicagdo do
fertilizante aditivado, sugerindo que a rea¢cdo de conversao se iniciou rapidamente.

Nao houve diferenca na taxa de inibi¢do entre as concentragdes do composto a 5 %
pelo teste de Scott-Knott (Figuras 2, 3, 4, 5 e 6), provavelmente devido a baixa quantidade de
solo que foi adicionado, e consequentemente baixa quantidade da enzima, com isso, a menor
concentracdo do NBPT foi suficiente reduzir hidrdlise da ureia. Os tratamentos com ureia
tratada com 0,08 % de NBPT tiveram atividade enzimética 61 % menor que o tratamento de
ureia comum, apds 2 horas de incubagdo, esse tratamento chegou a obter atividade da urease
72 % menor que o controle, apds 36 horas (Tabela 3).

Keerthisinghe & Blakeley (1995) relatam que 82 % da ureia do tratamento controle
hidrolisou apés 30 minutos de incubacdo, contra 34 % da ureia hidrolisada quando aplicada
com 100 uM de NBPT. Ao utilizar 10 minutos de incubagdo, 50 uM de NBPT inibiu em 22
% a hidrdlise da ureia. Os autores atribuem essa inibicdo a presenca de NBPTO como
impureza presente no NBPT adicionado a ureia, uma vez que os periodos de incubagdo foram

baixos para que houvesse conversdo do NBPT a NBPTO.

Tabela 3 — Atividade relativa da urease, sendo o resultado da ureia convencional dado como

100 %. Letras diferentes dentro das colunas indicam diferengas pelo teste Scott-Knott

als %.
Fertilizante Médias

2horas 4 horas 6horas 24 horas 36 horas
Ureia 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
Ureia + NBPT 0,02% 71 b 79 b 71 b 50 b 40 ¢
Ureia + NBPT 0,03% 68 b 77 b 68 b 50 b 31 ¢
Ureia + NBPT 0,04% 65 b 77 b 66 b 46 b 31 ¢
Ureia + NBPT 0,06% 58 b 73 b 61 b 41 b 28 ¢
Ureia + NBPT 0,08 % 39 b 69 b 59 b 40 b 28 ¢
Ureia + &c hiimico 5% 113 a 94 a 85 a 99 a 93 b
Ureia + dc himico 10% 106 a 115a 107 a 93 a 86 b
Ureia + 4c himico 20% 103 a 113 a 105 a 94 a 88 b
Ureia + zeélita 5% 81 b 94 a 112 a 87 a 91 b
Ureia + zedlita 10% 74 b 96 a 105 a 82 a 107 a
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Ureia + zedlita 20% 68 b 121 a 102 a 106 a 111 a

Ureia + 4c himico 5% + zedlita 15% 81b 96 a 93 a 96 a 102 a
Ureia + 4c himico 15% + ze6lita 5% 97 a 113 a 88 a 90 a 107 a
Ureia + dc himico 10% + zedlita 10% 74 b 106 a 95 a 99 a 101 a
60
a
e
a a
i . a
50 a —— 1-Ureia
—T— 2-Ureia+ NBPT 0,02%
] .
§ 40 4 b b 3—Ur51‘a+NBPT 0,03%
© = b o b 4-Ureia+ NBPT 0,04%
o b b = b — 5-Ureia+ NBPT 0,06%
‘op — b — 6-Urcia+ NBPT 0,08%
=4 30 o =1 b 7 Ureiat dc himi
T = -Ureia+dchimico 5%
Z. 8-Ureia+dchimico 10%
3 20 - b 9-Ureia+dc himico 20%
g) 10-Ureia+ zedlita 5%
11-Ureia+zedlita 10%
10 12-Ureia+ zedlita 20%
13-Ureia+dchimico 5%+ zedlita 15%
14-Ureia+dchimico 15%+zedlita 5%
0 15-Ureia+dchimico 10%+zedlita 10%

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fertilizante

Figura 2 — Producdo de amonio, devido a hidrélise da ureia convencional e aditivada,
submetida a 2 horas de incubacdo. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca

pelo teste de Scott-Knott a 5 %.
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1-Ureia

2-Ureia+ NBPT 0,02%

3-Ureia+ NBPT 0,03%

4-Ureia+ NBPT 0,04%

5-Ureia+ NBPT 0,06%

6-Ureia+ NBPT 0,08%

7-Ureia+ dchimico 5%
8-Ureia+dchimico 10%
9-Urea+dchimico 20%
10-Ureia+zedlita 5%
11-Ureia+zedlita 10%
12-Ureia+zedlita 20%

13- Ureia+dchimico 5%+ zedlita 15%
14-Ureia+dchimico 15%+zedlita 5%
15-Ureia+dchimico 10%+zedlita 10%

Figura 3 — Producdo de amdnio, devido a hidrdlise da ureia convencional e aditivada,

submetida a 4 horas de incubagdo. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca

pelo teste de Scott-Knott a 5 %.
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Fertilizante

1-Ureia

2-Ureia+ NBPT 0,02%

3-Ureia+ NBPT 0,03%

4-Ureia+ NBPT 0,04%

5-Ureia+ NBPT 0,06%

6-Ureia+ NBPT 0,08%

7-Ureia+ dchimico 5%
8-Ureia+dchimico 10%
9-Ureia+dchimico 20%

10- Ureia+zedlita 5%
11-Ureia+zedlita 10%
12-Ureia+zedlita 20%

13- Ureia+dchimico 5%+ zedlita 15%
14-Ureia+dchimico 15%+zedlita 5%

15-Ureia+dchimico 10%+zedlita 10%

Figura 4 - Producdo de amonio, devido a hidrdlise da ureia convencional e aditivada,

submetida a 6 horas de incubacao. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca

pelo teste de Scott-Knott a 5 %.
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3-Ureia+ NBPT 0,03%

4-Ureia+ NBPT 0,04%

5-Ureia+ NBPT 0,06%
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12-Ureia+zeélita 20%
13-Ureia+dchimico 5%+ zedlita 15%
14-Ureia+achimico 15%+ zedlita 5%
15-Ureia+ dchimico 10%+zedlita 10%

Figura 5 - Producdo de amonio, devido a hidrélise da ureia convencional e aditivada,

mg de NH, kg'1 de solo

submetida a 24 horas de incubagdo. Letras diferentes entre as colunas indicam

diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5 %.
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Fertilizante

1-Ureia

2-Ureia+ NBPT 0,02%

3-Ureia+ NBPT 0,03%

4-Ureia+ NBPT 0,04%

5-Ureia+ NBPT 0,06%

6-Ureia+ NBPT 0,08%
7-Ureia+dchimico 5%
8-Ureia+dchimico 10%

9-Ureia+ dchimico 20%

10- Ureia+ zedlita 5%

11-Ureia+ zedlita 10%
12-Ureia+zedlita 20%

13-Ureia+ dchimico 5%+zedlita 15%
14-Ureia+dchimico 15%+ zedlita 5%
15-Ureia+achimico 10%+zedlita 10%

Figura 6 - Producdo de amonio, devido a hidrélise da ureia convencional e aditivada,

submetida a 36 horas de incubagdo. Letras diferentes entre as colunas indicam

diferenca pelo teste de Scott-Knott a 5 %.
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4.1.2 Acido hiimico

Ao se estudar o efeito da urease no nitrogénio do solo deve-se proceder a incubacao
das amostras de terra sem a alteracdo do pH da solu¢do reagente, ou seja, sem o uso de
solucdes tamponantes (Longo & Melo, 2005), para que os resultados sejam os mais proximos
da realidade do solo estudado. A adicao de dcido humico a ureia reduziu o pH das solugdes de
reacdo (Tabela 4), onde os valores passaram de 5,54 para a ureia convencional chegando a
4,57 para a ureia aditivada com 20 % de 4cido hiimico.

Os resultados apresentados (Tabela 3) mostram que a atividade enzimatica dos
tratamentos de ureia aditivada com dcidos himicos seguiram uma tendéncia decrescente apos
6 horas de reacdo e ap6s 36 horas os tratamentos com acido himico apresentaram diferenca
estatistica em relacdo ao tratamento controle, com reducdo de até 14 % da atividade
enzimatica para o tratamento com 10 % de dcido himico, porém as diferentes concentragdes
do 4cido himico ndo diferiram entre si. Provavelmente o efeito dos dcidos himicos na
atividade enzimdtica se deve a redu¢do do pH da solucdo de reacdo. Longo & Melo (2005)
observaram que a atividade enzimatica se manteve 42 a 44 % abaixo da atividade méxima da

enzima em pH 5,2 sendo a atividade maxima registrada em pH 8.

Tabela 4 — Valores de pH para as solu¢des incubadas como descrito por May & Douglas

(1976), antes e ap0ds os periodos de reagao.

.. pH

Fertilizante inicial 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 36 horas
Ureia 5,54 5,56 5,90 6,09 8,05 8,38
Ureia + NBPT 0,02 % 5,38 5,50 5,62 5,96 7,30 7,68
Ureia + NBPT 0,03 % 5,23 5,34 5,47 5,79 7,17 7,39
Ureia + NBPT 0,04 % 5,08 5,14 5,43 5,67 6,84 7,14
Ureia + NBPT 0,06 % 5,01 5,04 5,40 5,54 6,75 7,02
Ureia + NBPT 0,08 % 4,98 5,05 5,34 5,45 6,58 6,85
Ureia + ac humico 5 % 4,90 4,92 5,32 5,52 7,98 8,35
Ureia + ac himico 10 % 4,76 4,80 5,33 5,57 8,04 8,34
Ureia + ac humico 20 % 4,57 4,48 5,17 5,40 8,00 8,30
Ureia + zedlita 5 % 5,05 493 5,59 5,82 8,11 8,38
Ureia + zedlita 10 % 5,05 5,01 5,61 5,89 8,20 8,44
Ureia + zedlita 20 % 5,11 5,11 5,68 5,95 8,22 8,51

Ureia + 4c humico 5 % + zedlita 15 % 4,91 4,96 5,54 5,84 8,21 8,47
Ureia + 4c himico 15 % + zedlita 5 % 4.62 4,67 5,33 5,58 8,14 8,44
Ureia + 4c humico 10 % + zedlita 10 % 4,78 4,77 5,44 5,71 8,19 8,45

O pH inicial das solucdes de reacdo sofreu acréscimo a medida que os periodos de
incubagdo aumentavam, uma vez que a producdo de amodnia através da hidrélise da ureia
consome protons (Cantarella, 2007b). As solucdes que apresentavam os menores valores
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iniciais de pH foram as que apresentaram os maiores acréscimos e, apos 36 horas incubadas,
apenas os tratamentos de ureia tratada com NBPT, utilizados como substrato, apresentavam

pH abaixo de 8.

4.1.3 Zeolita

Os tratamentos de ureia aditivada com zedlita e os tratamentos com mistura de zedlita
e acido himico (4cido himico 5 % zedlita 15 %; acido himico 10 % zedlita 10 %) diferiram
do controle (ureia convencional) no periodo de duas horas de incubacdo (Figura 3). Também
houve diferenga entre o tratamento de ureia com 5 % de zedlita e o controle, apds 36 horas.
Esses resultados provavelmente sdo reflexo do baixo tempo de extracio do amdnio com a
solugio de KCI, onde parte do N-NH," pode ter permanecido adsorvido ao mineral.

A inibi¢do enzimatica competitiva por um composto ¢ devido a semelhanca na sua
estrutura quimica com o substrato enzimético, o que lhe possibilita interacdo com o centro
ativo da enzima (Paiva, 2009). As zedlitas ndo apresentam semelhancga estrutural com a ureia

e, portanto nao se espera que exercam competicdo pelo sitio ativo da enzima.

4.1.4 Analise da atividade enzimatica ao longo do tempo

Analisando os modelos ajustados para o acimulo do amonio ao longo do tempo
(Tabela 5), nota-se que todos os tratamentos obtiveram actimulos crescentes de NH;* porém,
ao dividir os valores de amodnio pelos periodos de incubagdo, observa- se que a atividade da
enzima reduziu ao longo do tempo. O comportamento da enzima ao longo do tempo varia em
funcdo do tipo de solo utilizado, Longo & Melo (2005) ao incubar um Latossolo Vermelho
Aluminoférrico tipico, observaram perda de 30 % na velocidade de hidrélise da ureia apds
oito horas de incubacdo, em comparagdo com o periodo de atividade méxima obtido com uma
hora, porém ao incubar um Latossolo Vermelho distréfico tipico a queda na velocidade foi
mais acentuada nas trés primeiras horas estabilizando-se apds quatro horas de incubagao.

Nota-se na Tabela 5 que os coeficientes angulares foram menores para os tratamentos
com ureia aditivada com NBPT, determinando curvas com inclinagdes menores, refletindo em
um comportamento mais constante, consequentemente com menores redugdes na velocidade
da hidrdlise da ureia, evidenciando a ac¢do continua do composto ao longo do tempo,
retardando a hidrdlise da ureia e favorecendo a absor¢do do N pela planta. Nota-se que os
coeficientes lineares também s3o menores para os tratamentos com as diferentes

concentracdes do NBPT, o que pode evidenciar a rdpida acao do composto.
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Tabela 5 - Modelos de regressao e coeficientes de determinagdo ajustados.

Tratamentos Equacoes R?
Ureia Y = 44,05 + 2,80 i x 0,9820
Ureia + NBPT 0,02 % Y =38.,65 + 0,66 * x 0,7876
Ureia + NBPT 0,03 % Y =24,00 + 2,80 * x 0,7495
Ureia + NBPT 0,04% Y =34, 98 + 1,03 x — 0,02 x2 0,5173
Ureia + NBPT 0,06 % Y =32,58 + 0,91 x -0,02 x2 0,4017
Ureia + NBPT 0,08% Y =26,09 + 1,40 x -0,03 x2 0,4488
Ureia + ac. hamico 5 % Y = 44,19 + 2,42 * x 0,8736
Ureia + ac. himico 10 % Y = 54,29 + 1,91 * x 0,8140
Ureia + 4c. himico 20 % Y =49,07 + 2,45 ** x 0,9512
Ureia + zedlita 5 % Y = 41,74 + 2,48 * x 0,8763
Ureia + zedlita 10 % Y =39,41 + 3,07 *x 0,8521
Ureia + zedlita 20 % Y =40,48 + 3,58 ** x 0,9475
Ureia + ac. humico 5 % + zedlita 15 % Y =36,41 + 3,17 ** x 0,9601
Ureia + ac. hdmico 15 % + zedlita 5 % Y =40,72 + 3,09 * x 0,8989
Ureia + ac. hdmico 10 % + zedlita 10% Y = 38,37 + 3,12 **x 0,9499

4.2  Resultados obtidos por meio do método de Witte & Medina-Escobar (2001)

4.2.1 NBPT

Os resultados dos tratamentos de ureia com adi¢do de NBPT obtidos por meio dessa
metodologia foram concordantes com os resultados obtidos pelo método de May & Douglas
(1976), mostrando a efici€éncia desse composto em inibir a atividade enzimdtica da urease.
Porém algumas singularidades foram observadas, nota-se que apds 36 horas de incubagdo a
eficiéncia do inibidor reduziu consideravelmente (Tabela 6). Tais diferencas entre os métodos
eram esperadas, visto que as solugdes de reacdo foram incubadas em condi¢des diferentes de
temperatura, concentracao do substrato e fonte enzimética. Nesse caso, a maior contribui¢ao
para a reducdo da eficiéncia do inibidor, possivelmente foi devido a temperatura de
incubacdo, que foi maior que a utilizada no primeiro método. Condi¢des adversas, como
temperaturas elevadas, alta concentracdo da enzima e pH alcalino favorecem a atividade
enzimatica sendo necessarias doses mais elevadas do inibidor para manter a hidrélise da ureia
em baixa velocidade (Bremner & Chai, 1986; Schlegel et al. 1986; Carmona et al. 1990;
Watson et al. 1994). Devido a isso, a inibicdo médxima observada ocorreu no menor periodo
de incubacgao (duas horas), sendo que a atividade enzimadtica no tratamento com ureia tratada
com 0,08 % de NBPT foi 81 % menor que a atividade da enzima no tratamento com ureia

comum (Tabela 6). Ap6s 36 horas de incubagdo a ureia tratada com a concentracdo mais
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baixa do NBPT (0,02 %) ja se igualava a ureia comum, mostrando a reducao da eficiéncia do
inibidor com o aumento do tempo de incubagdo.

Nao houve diferenca entre as concentragdes do inibidor, para os periodos de incubagio
de 2, 4, 6 e 24 horas (Figuras 7, 8, 9, 10 e 11), concordando com os resultados obtidos por

meio do método de May & Douglas (1976).

Tabela 6 — Atividade relativa da urease, sendo o resultado da ureia convencional dado como

100 %. Letras diferentes dentro das colunas indicam diferengas pelo teste Scott-Knott

ald %.
Fertilizante Médias Relativas

2 horas 4 horas 6horas 24 horas 36 horas
Ureia 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a
Ureia + NBPT 0,02 % 59b 68 b 43 b 55b 90 a
Ureia + NBPT 0,03 % 38b 51b 41b 58b 76 b
Ureia + NBPT 0,04 % 31b 54b 35b 54b 77b
Ureia + NBPT 0,06 % 32b 69 b 38b 51b 78 b
Ureia + NBPT 0,08 % 19b 48 b 37b 58b 78 b
Ureia + 4c himico 5 % 101 a 107 a 94 a 91a 99 a
Ureia + 4c himico 10 % 115a 100 a 96 a 94 a 93 a
Ureia + 4c himico 20 % 113 a 95a 91a 93 a 113 a

4.2.2 Acido hiimico

A adi¢do de 4cido himico a ureia reduziu o pH das solu¢des fertilizantes, sendo que a
maior reducdo foi nos tratamentos com maior concentracdo do 4cido. Na Tabela 7, nota-se
que houve acréscimo no pH das solucdes que foram incubadas, devido a acdo da enzima,
confirmando os resultados obtidos através da metodologia de May & Douglas (1976).

Apesar de reduzir o pH das solugdes, a atividade enzimdtica dos tratamentos de ureia
aditivada com 4cido himico nao diferiu do controle, possivelmente devido a temperatura de
incubacdo e, ou, da fonte enzimadtica, visto que a enzima purificada foi adicionada as
solucdes, podendo estar em concentracdo acima das normalmente encontradas no solo.

A constante de equilibrio entre as formas aquosas NH;" e NHj; evidencia que em
solucdo aquosa a pH 7 e a 25 °C o equilibrio entre o amdnio e a amodnia € deslocado no

sentido do NH,", que prevalecerd na solucdo em detrimento 2 amonia (Cantarella, 2007).
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Neste caso, mesmo que ndo atuem reduzindo a atividade da enzima urease, os dcidos humicos

reduzem a volatilizagdo da amoOnia ao manter o fon amonio em solugdo.

Tabela 7 - Valores de pH para as solugdes incubadas como descrito por Witte & Medina-

Escobar (2001), antes e apds os periodos de reacao.

.. pH
Fertil
ertilizante inicial 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas 36 horas
Ureia 8,37 8,27 8,44 8,38 8,10 8,50
Ureia + NBPT 0,02 % 8,29 8,12 8,01 8,18 8,13 8,37
Ureia + NBPT 0,03 % 7,75 7,65 6,32 7,87 7,95 8,12
Ureia + NBPT 0,04 % 7,39 7,59 5,25 7,75 7,94 8,13
Ureia + NBPT 0,06 % 7,17 7,54 6,12 7,66 7,93 8,12
Ureia + NBPT 0,08 % 7,03 7,46 6,65 7,34 7,80 7,90
Ureia + dc himico 5% 4,87 6,50 7,20 6,93 7,58 7,78
Ureia + ac hiimico 10 % 4,00 5,58 6,95 6,22 7,48 7,75
Ureia + ac hiimico 20 % 3,68 3,98 3,97 4,08 4,35 4,87
60 -
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40 A -
=
m'\l‘
E 30
% L 1- Ureia
2-Ureia + NBPT  0,02%
20 A b 3-Ureia + NBPT  0,03%
4 - Ureia + NBPT  0,04%
b b 5-Ureia + NBPT 0,06%
10 1 b 6- Ureia + NBPT 0,08 %
7 - Ureia + d4chimico 5%
8- Ureia + dc himico  10%
0 H |_‘ ’_‘ 9 - Ureia + 4c himico  20%
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fertilizante

Figura 7 - Produg¢do de amodnio, devido a hidrélise da ureia convencional e aditivada,
submetida a 2 horas de incubacdo. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca

pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5 %.
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Figura 8 — Producdo de amonio, devido a hidrélise da ureia convencional e aditivada,

submetida a 4 horas de incubacdo. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca

pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5 %.
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Figura 9 — Producdo de amdnio, devido a hidrdlise da ureia convencional e aditivada,

submetida a 6 horas de incubagdo. Letras diferentes entre as colunas indicam diferenca

pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5 %.
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Figura 10 — Producdo de amodnio, devido a hidrélise da ureia convencional e aditivada,

submetida a 24 horas de incubagdo. Letras diferentes entre as colunas indicam

diferenca pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5 %.
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Figura 11 - Produ¢do de amonio, devido a hidrdlise da ureia convencional e aditivada,

submetida a 36 horas de incubagdo. Letras diferentes entre as colunas indicam

diferenca pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5 %.
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4.2.3 Analise da atividade enzimatica ao longo do tempo

Em todos os tratamentos os acimulos de amodnia foram crescentes ao longo do tempo,

porém a velocidade da hidrélise da ureia foi maxima no menor periodo de incubagio, fato que

pode ser observado ao dividir a quantidade de amdnia nas solugdes pelos respectivos periodos

de incubagdo. Os tratamentos de ureia tratada com NBPT resultaram em modelos lineares

para a atividade da urease.

Tabela 8 - Modelos e coeficientes de determinagdo ajustados.

Tratamentos Equacoes R?
Ureia Y =-13,40 + 29,90 * x — 1,62 x2 + 0,0247 x3 0,9952
Ureia + NBPT 0,02 % Y =34,09 + 1.63 * x 0,8033
Ureia + NBPT 0,03 % Y =27,56+ 1,57 * x 0,8534
Ureia + NBPT 0,04% Y =24,46 + 1,65 x * 0,8541
Ureia + NBPT 0,06 % Y =2941+147x 0,7003
Ureia + NBPT 0,08% Y =21,34+181%x 0,8586
Ureia + Ac. Himico 5 % Y =-6,66+27,85%x-1,55x2% +0,024 *x3  0,9975
Ureia + Ac. Himico 10 % Y =0,124 + 25,70 x — 1,40 x2 + 0,021 x3 0,9911
Ureia + Ac. Himico 20 % Y =3,11+2373x— 1,32 x2+ 0,021 x3 0,9941
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5 CONCLUSOES

Os dois métodos de andlise utilizados confirmaram a eficiéncia do NBPT em inibir a
acdo enzimaética.

ApO6s duas horas de incubacdo, o NBPT a 0,02 % (m/m) foi suficiente para inibir a
acao hidrolitica da enzima urease, pelos dois métodos testados.

Dentre os inibidores testados, o NBPT foi o mais eficiente em retardar a hidrélise da
ureia.

A adic¢@o de 4cido himico reduziu a atividade da urease, apds 36 horas de reagdo, pelo
método proposto por May & Douglas (1976).

A zedlita ndo influenciou na atividade da enzima urease, pelo método May & Douglas
(1976).

Nao foi possivel avaliar o efeito da zedlita na atividade da enzima urease por meio do
método de Witte & Medina-Escobar (2001).

A escolha do método de andlise da atividade da enzima urease dependera do tipo e dos

objetivos do estudo.
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