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RESUMO

MORALIS, Francisco Alexandre de. Disponibilidade e imobilizacdo microbiana de fosforo
no solo com aplicacdo de fertilizantes minerais e organomineral. 2013. 56 f. Dissertacdo
(Mestrado em Manejo do Solo - Area: Biologia e Fertilidade do Solo) - Universidade do
Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-graduacao em Ciéncias Agrarias, Lages, 2013.

O uso de fertilizantes fosfatados alternativos e fenomenos biologicos podem retardar a
adsorcdo de fosforo no solo, aumentando a eficiéncia da fertilizagdo. Por isso, objetivou-se
avaliar a disponibilidade e a imobilizacdo microbiana de fésforo em um “Nitisol” com
aplicacdo de fertilizantes minerais e organomineral. O experimento foi realizado em ambiente
protegido com controle da temperatura do ar e da umidade do solo. O delineamento
experimental foi organizado em esquema fatorial “5 x 4”, com cinco fontes de fosforo e
quatro épocas de coleta das amostras. As fontes foram: testemunha (sem aplicacdo de
fosforo), superfosfato triplo, diaménio fosfato, fosfato natural reativo de Arad e fertilizante
organomineral. As unidades experimentais constaram de colunas de PVC preenchidas com
solo, as quais foram incubadas e destruidas para analise nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apds
aplicag@o dos fertilizantes. Em cada coluna foram amostradas as camadas de 0-2,5, 2,5-5,0 ¢
5,0-15,0 cm abaixo da zona dos fertilizantes. Na camada de 0-2,5 cm, a aplicacdo dos
fertilizantes fosfatados aumentou temporariamente a disponibilidade de P, resultando em uma
variacdo temporal quadratica, exceto para fosfato natural que ndo apresentou padrao definido.
Os picos do P disponivel ocorreram aproximadamente aos 32 dias. Quanto a magnitude, as
fontes de P se distribuiram nestes grupos: superfosfato triplo = diamonio fosfato = fertilizante
organomineral > fosfato natural > testemunha. A imobilizagdo microbiana de P apresentou
variagdo temporal e magnitude similares ao P disponivel (exceto para fosfato natural, que se
destacou apenas quanto ao P microbiano). Os picos do P microbiano ocorreram
aproximadamente aos 30 dias. Esses resultados foram corroborados pela dindmica do carbono
microbiano, da atividade enzimatica, do carbono 1abil e do pH do solo. Na camada de 2,5-5,0
cm, a disponibilidade de P aumentou sutil e temporariamente ao longo do tempo, enquanto o
P microbiano decresceu (ambos sem distingdo entre as fontes). Na camada de 5,0-15,0 cm, o
P disponivel ndo foi alterado e o P microbiano também decresceu (ambos sem distingdo entre
as fontes).

Palavras-chave: Adsorcdo de fosforo. Eficiéncia da fertilizacdo fosfatada. Fertilizantes
fosfatados alternativos. Biomassa microbiana do solo. Residuos da avicultura.



ABSTRACT

MORAIS, Francisco Alexandre de. Availability and microbial immobilization of
phosphorus in soil with application of minerals and organomineral fertilizers. 2013. 56
p. Dissertation (Master’s degree in Soil Management - Area: Biology and Fertility of Soils) -
Santa Catarina State University. Agricultural Sciences Graduate Program, Lages, 2013.

The use of alternative phosphate fertilizers and biological phenomena may slow the
phosphorus adsorption in soil, increasing the fertilization efficiency. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the availability and microbial immobilization of phosphorus in a Nitisol
with application of minerals and organomineral fertilizers. The experiment was conducted in a
room with controlled air temperature and soil moisture. The experimental design was
organized in a “5 x 4” factorial arrangement, with five phosphorus sources and four periods of
sample collection. The sources were: control (without phosphorus application), triple
superphosphate, diammonium phosphate, Arad reactive rock phosphate and industrialized
organomineral fertilizer (according to Brazilian laws). The experimental units consisted of
PVC columns filled with soil, which were incubated and destroyed for analysis in periods of
1, 20, 40 and 60 days after fertilizer application. In each column it were sampled the layers of
0 to 2.5, 2.5 to 5.0 and 5.0 to 15.0 cm below the fertilizers zone. In the layer of 0 to 2.5 cm,
the application of phosphate fertilizers increased temporarily the P availability, resulting in
quadratic temporal variation, except for rock phosphate that did not show a clear behavior.
The peaks of available P occurred at approximately 32 days. In terms of magnitude, the
phosphorus sources were distributed in these groups: triple superphosphate = diammonium
phosphate = organomineral fertilizer > rock phosphate > control. The phosphorus
immobilization by microbial biomass was representative, with magnitude and temporal
variation similar to the available P (except for rock phosphate, which stood out only in
microbial P). The peaks of microbial P occurred at approximately 30 days. These results were
corroborated by the dynamic of microbial carbon, enzymatic activity, labile carbon and soil
pH. In the layer of 2.5 to 5.0 cm, the P availability increased slightly and temporarily over
time, while the microbial P decreased (both without distinction between the P sources). In the
layer of 5.0 to 15.0 cm, the available P did not change and the microbial P also decreased
(both without distinction between the P sources).

Key-words: Phosphorus adsorption. Phosphate fertilization efficiency. Alternative phosphate
fertilizers. Soil microbial biomass. Poultry waste management.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos solos brasileiros ¢ muito intemperizada, apresentando grande
capacidade de adsor¢do de fosforo. Em funcdo da alta energia de ligac@o envolvida e da baixa
reversibilidade da reagdo, a eficiéncia da fertilizagdo fosfatada fica comprometida,
principalmente em solos argilosos.

O uso de fertilizantes fosfatados alternativos e fendmenos bioldgicos podem retardar a
adsorcdo, aumentando a eficiéncia da fertilizacdo. A biomassa microbiana do solo pode
exercer um papel decisivo nesse processo, em virtude do seu dinamismo na reciclagem de
fosforo. Estudos mostram que apos aplicagdo de fertilizantes fosfatados soluveis ocorre rapida
imobilizacdo microbiana do foésforo inorganico adicionado. Depois da morte dos
microrganismos, o foésforo microbiano ¢ mineralizado e liberado gradativamente na solugdo
do solo. Esse comportamento retarda a adsorcdo e aumenta a probabilidade de uso do
nutriente pelas plantas, o que demonstra a capacidade dos microrganismos em competir com
os coloides inorganicos do solo pelo fosforo inorganico adicionado.

A biomassa microbiana também pode obter fosforo de formas organicas através da
degradacdo total da matéria organica ou da mineralizacdo especifica do fosfato organico, pela
acdo de enzimas extracelulares do tipo fosfatases. Gragas a isso, os sistemas naturais sdo
autossustentaveis sem aplicacdo de fertilizantes fosfatados, porém com o aumento da
disponibilidade de fosforo inorganico no solo diminui a importancia das fosfatases.

O Brasil ¢ o terceiro produtor e o primeiro exportador mundial de carne de frango. A
avicultura gera anualmente uma quantidade proporcional de residuos na forma de esterco,
efluentes, visceras, 0ssos, sangue, penas, aves mortas e cama. Esta tltima ¢ o principal
residuo gerado, com produgdo anual estimada em torno de 5 a 6 milhdes de toneladas. A sua
utilizagdo na fabricagdo do fertilizante organomineral é uma das opgdes de aproveitamento
para reduzir os impactos ambientais.

No Brasil, tém crescido a producdo e a utilizacdo do fertilizante organomineral
industrializado, cujo residuo orgénico ¢ granulado com os fertilizantes minerais para substituir
o0 uso de material inerte, completando as formulagdes comerciais.

Como a influéncia desse tipo de fertilizante sobre os atributos do solo ¢ pouco
conhecida, as seguintes hipdteses sdo propostas e testadas neste estudo: a aplicagdo de
fertilizante organomineral no solo aumenta temporariamente a disponibilidade e a
imobilizacdo microbiana de fosforo; a magnitude desse efeito ¢ diferente da aplicagdo de

fertilizantes minerais soluveis; e o efeito € restrito as adjacéncias dos granulos do fertilizante.
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Diante do exposto, objetivou-se avaliar a disponibilidade e a imobilizagdo microbiana

de fosforo em um “Nitisol” com aplicacdo de fertilizantes minerais e organomineral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FORMAS DE FOSFORO NO SOLO

O fosforo no solo esta dividido nos grupos inorganico e organico, em funcdo do
composto a que esta ligado (GATIBONI, 2003).

O grupo inorganico ¢ encontrado nas formas estrutural (minerais primarios),
adsorvida, precipitada e soluvel; esta Gltima em pequena quantidade (RHEINHEIMER et al.,
2008a). O fosforo inorganico pode estar adsorvido nos argilominerais do tipo 1:1, na matéria
organica do solo através de pontes de cations (compostos ternarios) e, principalmente, nos
oxidos de ferro e de aluminio. Também pode ser precipitado na solugdo do solo com cations
como ferro, aluminio, calcio etc. (PARFITT, 1978).

O grupo organico ¢ originario dos residuos organicos adicionados no solo
(principalmente dos vegetais), do tecido microbiano e dos produtos da sua decomposicdo.
Grande parte do fosforo organico ¢ encontrada na forma de fosfatos de inositol, fosfolipidios e
acidos nucléicos (RHEINHEIMER et al., 2000), mas a fracdo de maior dinamismo na
nutrigdo das plantas em solos tropicais e subtropicais ¢ aquela contida na biomassa

microbiana (fosforo microbiano).

2.2 ADSORCAO DE FOSFORO NO SOLO

A maioria dos solos brasileiros € muito intemperizada, apresentando caulinita e 6xidos
de ferro e de aluminio como principais constituintes da fragdo argila. Na condigdo de reacdo
acida, esses Oxidos possuem carga liquida positiva, o que aumenta a capacidade de adsorver o
anion fosfato. A adsor¢do ocorre nos grupos funcionais aluminol, silanol e sitios acidos de
Lewis, tanto nos 6xidos quanto nas bordas da caulinita (ERNANI, 2008).

O fosfato pode se ligar em formas monodentadas, em que um oxigénio do fosfato ¢
ligado ao metal; bidentadas, em que dois oxigénios do fosfato sdo ligados ao metal; e
binucleadas, em que dois oxigénios do fosfato sdo ligados a dois 4&tomos do metal (FIXEN;
GROVE, 1990; GOLDBERG; SPOSITO, 1985). A energia de ligacdo ¢ crescente para os
compostos monodentados, bidentados e binucleados, enquanto a possibilidade de dessorcdo
do fosfato aumenta na ordem inversa. Adicionalmente, com o passar do tempo pode ocorrer o

“envelhecimento” do fosforo adsorvido nos oOxidos de ferro e de aluminio, através da
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formag@o de compostos binucleados ou da penetracdo do fosfato nas imperfei¢cdes do cristal
(BARROW, 1999; NOVAIS; SMYTH, 1999).

A representagdo matematica da adsor¢@o pode ser realizada através de isotermas. Entre
os modelos mais utilizados, destaca-se o de Langmuir (NOVAIS; SMYTH, 1999), que
permite calcular a capacidade maxima de adsorcdo de fosforo do solo (CMAP).

Por causa dos processos de adsor¢do, varios estudos demonstraram que a CMAP ¢
proporcional ao conteudo de argila do solo, especialmente aqueles formados a partir de rochas
basicas, nos quais os teores de ferro e de aluminio sdo os atributos que melhor se
correlacionam com a CMAP (ALMEIDA et al., 2003; CORREA et al., 2011; FALCAO;
SILVA, 2004; HERNANDEZ; MEURER, 1998; VALLADARES et al., 2003).

Assim, em func¢do da alta energia de ligacdo envolvida e da baixa reversibilidade da
reacdo, a adsor¢do reduz a eficiéncia da fertilizacdo fosfatada, principalmente em solos

originalmente pobres em fosforo (RHEINHEIMER et al., 2008a).

2.3 CARBONO CONTIDO NA BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO EM FUNCAO DA
APLICACAO DE FERTILIZANTES MINERAIS E ORGANICOS

A biomassa microbiana desempenha um papel fundamental na manutencdo da
qualidade do solo, por estar envolvida em todos os processos bioquimicos que acontecem,
incluindo a decomposicdo da matéria organica, a formacdo de humus e a reciclagem de
nutrientes. Levando-se em considera¢do que o crescimento e a atividade dos microrganismos
dependem dos atributos edafoclimaticos, ambos podem ser utilizados como indicadores
sensiveis das alteragdes ocorridas no solo, mesmo em curto prazo (GIL-SOTRES et al., 2005;
LIN et al., 2004).

Diversos estudos foram realizados para avaliar a influéncia da aplicacdo de
fertilizantes minerais ¢ organicos sobre a biomassa microbiana do solo, em longo prazo.
Alguns apresentam resultados discordantes, evidenciando o dinamismo e a imprevisibilidade
dos microrganismos.

Por exemplo, Zhong e Cai (2007) observaram que a biomassa microbiana do solo
aumentou apos fertilizagdo mineral comparada com a auséncia de fertilizagao, ao longo de 13
anos. Entretanto, em pesquisa similar realizada por Kong et al. (2008), no mesmo intervalo de
tempo, ndo foi observada diferenca entre a fertilizagdo mineral e a auséncia de fertilizagao.

Enquanto isso, Birkhofer et al. (2008) verificaram que a biomassa microbiana do solo

aumentou apos fertilizacdo organica comparada com a fertilizagdo mineral, ao longo de 27
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anos. Por outro lado, em estudo similar realizado por FlieBbach et al. (2007), ao longo de 20
anos, ndo foi verificada diferenca entre as fertilizacdes orgénica e mineral, e ambas ndo
diferiram da auséncia de fertilizacao.

Ao avaliar dois experimentos similares na Alemanha (100 anos) e na Hungria (41
anos), Bohme et al. (2005) observaram que a biomassa microbiana do solo e a atividade de -
glucosidases decresceram nesta ordem “fertilizagdo orgénica > fertilizagdo mineral > auséncia
de fertilizagdo”, porém apenas no primeiro experimento. Complementando, as B-glucosidases
sdo enzimas extracelulares relacionadas ao ciclo do carbono, estando presentes no solo em
maiores quantidades em relagdo as a-glucosidases e as a- e B-galactosidases. Acredita-se que
os produtos da hidrdlise das B-glucosidases sdo importantes fontes de energia para os
microrganismos do solo (TABATABAI, 1994).

De uma forma geral, a aplicagdo no solo de matéria organica e de nutrientes resulta em
picos populacionais de microrganismos que utilizam substratos simples e prontamente
disponiveis, porém ocorre declinio da populacdo microbiana na medida em que os substratos
e os nutrientes sdo consumidos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Salienta-se que esse
comportamento ¢ imprevisivel em longo prazo, em razdo da heterogeneidade das condigdes
edafoclimaticas, aliada com a sensibilidade dos microrganismos, que respondem as mudangas

de forma dindmica (em curto prazo).

2.4 IMOBILIZACAO MICROBIANA DE FOSFORO NO SOLO COM APLICACAO DE
FERTILIZANTES FOSFATADOS SOLUVEIS

O aumento do carbono da biomassa microbiana ¢ acompanhado pelo acréscimo da
imobilizagdo microbiana de fésforo. Baseados na técnica de diluicdo isotopica com *°P,
alguns autores observaram que a baixa disponibilidade de fésforo no solo estimula a rapida
imobilizacdo microbiana apds aplicacdo de fertilizantes fosfatados soluveis, inclusive esse
comportamento pode ser considerado um fendmeno comum em solos tropicais e subtropicais
muito intemperizados (BUNEMANN et al., 2004 e 2012).

Com adigdo de fertilizante fosfatado soltivel, Conte et al. (2002) observaram que o
fosforo da biomassa microbiana aumentou apenas com aplicag@o recente, sem efeito residual
de fertilizagdes anteriores (provavelmente porque o fosforo ja foi adsorvido pelos colodides
inorganicos do solo). Segundo os autores, a imobilizacdo ocorreu pela sincronia da
fertilizagdo recente com o periodo de maior disponibilidade de matéria organica pela

deposicdo de residuos organicos do sistema plantio direto. Chauhan et al. (1979) também
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verificaram que a adicdo de graminea, celulose e fertilizante fosfatado no solo aumentou o
foésforo microbiano, com decréscimo ao longo do tempo, demonstrando que o efeito ¢
passageiro. Resultados semelhantes foram reportados por Martinazzo et al. (2007).

Ainda sobre o estudo de Conte et al. (2002), a atividade de fosfatases acidas nao
reduziu pela aplicagdo de doses crescentes de fertilizante fosfatado soluvel. Os autores
atribuiram esse comportamento a alta afinidade do fésforo com os coldides inorganicos do
solo, principalmente os 6xidos de ferro e de aluminio, que exercem efeito estimulante sobre a
liberagdo de fosfatases acidas mesmo com aplicagdo de fertilizantes fosfatados. Todavia, pode
ocorrer aumento da atividade da enzima com a diminui¢cdo do fosforo disponivel no solo
(GATIBONI et al., 2008).

Confirmando o dinamismo dos microrganismos na reciclagem de fosforo,
Rheinheimer et al. (2008b) observaram que a simples rogada da pastagem nativa aumentou a
imobilizacdo pela biomassa, independentemente do historico de fertilizagdo do solo e do tipo
de fertilizante fosfatado utilizado. Contudo, o estimulo foi maior quando houve fertilizacao.

Como a producdo e a utilizagdo do fertilizante organomineral industrializado t€m
aumentado, visando ao aproveitamento dos residuos da produ¢do de carne de frango, se faz
necessario conhecer os impactos relacionados com a sua aplicacdo no solo, como por
exemplo, qual o efeito sobre a disponibilidade e a imobilizagdo microbiana de fosforo?
Levando-se em consideragdo a escassez de pesquisas sobre fertilizante organomineral, esse

assunto merece ser estudado.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi baseado no monitoramento de alguns atributos quimicos, bioldgicos
e bioquimicos do solo, em diferentes épocas ap6s aplicacao de fertilizantes fosfatados.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, organizado em esquema
fatorial “5 x 4”, com cinco fontes de fosforo e quatro épocas de coleta das amostras, com
quatro repeticdes. As fontes foram: testemunha (sem aplicagdo de fosforo), superfosfato
triplo, diamonio fosfato, fosfato natural reativo de Arad e fertilizante organomineral
industrializado (segundo as especificagdes da legislacao brasileira; com formulagdo comercial
de “6-14-8” (NPK), composto por nitrato de amoénio, cloreto de potassio, diaménio fosfato,
superfosfato triplo e cama de aviario). Parte das unidades experimentais foi destruida para
coleta das amostras nas épocas: 1, 20, 40 e 60 dias apds aplicacdo dos fertilizantes (ndo foram
realizadas avaliagdes repetidas no tempo).

As recomendagdes de fertilizacdo utilizadas foram preconizadas pela Comissdo de
Quimica e Fertilidade do Solo para os Estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina
(CQFS-RS/SC, 2004). A mesma dose de fosforo (1,54 mg cm? de P,Os) foi fixada para todas
as fontes (com excecdo da testemunha), com base no contetdo de fosforo disponivel no solo
extraido pela solucdo de Mehlich-1 (MEHLICH, 1953) e na expectativa de produtividade de
grios para a cultura do milho de 6.000 kg ha'. As quantidades dos fertilizantes foram
calculadas conforme os seus teores de P,Os total (Tabela 1). Tendo como referéncia o
fertilizante organomineral, fixaram-se as doses de nitrogénio (0,66 mg cm™ de N) e de
potassio (0,88 mg cm™ de K,0) para as outras fontes, inclusive a testemunha. Nitrato de

amonio e cloreto de potassio foram utilizados para suprir N e K, respectivamente.

Tabela 1 - Caracterizagdo dos fertilizantes fosfatados utilizados quanto aos teores de P,Os e
de C orgéanico total.

% de P,0s
Fontes de fosforo % de C organico total Solavel em Soltvel em
igua® acido citrico Total
(2%)*

Superfosfato triplo -X- 45 48 49
Diamonio fosfato -X - 39 44 47
Fosfato natural reativo de Arad -X - 0 12 30
Fertilizante organomineral 8 6 11 16

Fonte: produgéo do proprio autor
* Relagdo de 1:100; As analises foram realizadas segundo as metodologias de Silva (2009)
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O solo utilizado foi retirado da camada de 0-10 cm de profundidade de um “Nitisol”
(FAO, 2006) cultivado com milho em sistema plantio direto, localizado no municipio de
Lages-SC. A sua secagem foi realizada ao ar livre, seguida de peneiramento em malha de 2
mm. A caracterizacdo quimica e fisica do solo antes da instalacio do experimento esta

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteriza¢cdo quimica e fisica do solo antes da instalacdo do experimento.
Caracterizac¢ao quimica

pH CE  Prra Pu CMAP Ca™ Mg™ (H+AI) CTC pH 7 MO
(H,0) pSem” ______ mgdm?®------  aoooooooo- emoledm™ - - - - oo oo oo gkg!
51 171,57 29,10 22 1060 7,09 4,14 3,90 15,13 45,8

Caracterizagao fisica

Ds Dp Prow CC Areia (2-0,05 mm) Silte (0,05-0,002 mm) Argila (<0,002 mm)

gem® gem® % gl e e [ R

0,80 2,65 69,81 0,42 303 286 411

Fonte: produgéo do proprio autor

CE = condutividade elétrica; Prrs = fosforo disponivel extraido por resina trocadora de anions; Py = fosforo
disponivel extraido pela solugdo de Mehlich-1; CMAP = capacidade maxima de adsor¢do de fosforo, baseada no
estudo de Oliveira (2010); (H+Al) = Acidez potencial a pH 7; CTC = capacidade de troca de cations a pH 7; MO
= matéria organica; Ds = densidade do solo; Dp = densidade de particulas; P, = porosidade total do solo; CC =
umidade gravimétrica na capacidade de campo; As proporgdes de areia, silte e argila foram determinadas pela
metodologia da pipeta

O experimento foi realizado entre marco e abril de 2012 em uma sala fechada com as
dimensdes de 2,1 x 1,8 x 2,2 m (comprimento x largura x altura) (Apéndice A), localizada na
Universidade do Estado de Santa Catarina, no municipio de Lages. A temperatura foi
controlada com ar condicionado no verdo e aquecedor a partir da segunda semana do outono
(inicio das baixas temperaturas). Durante o periodo experimental, a temperatura minima
média foi de 18°C, enquanto a méaxima foi de 24°C.

Cada unidade experimental foi constituida de uma coluna, formada por quatro secc¢des
de cano de PVC com 10 cm de diametro e alturas de 10, 2,5, 2,5 ¢ 5 cm. Nesta ordem, as
seccOes foram justapostas e unidas por fita adesiva externamente (Figura 1). No fundo da
seccdo inferior (10,0 cm de altura) foi colada uma tela de poliéster (malha de 500 um) e sobre
esta foi adicionada uma folha de papel filtro quantitativo, a fim de compor o fundo capaz de
suportar o solo, mas que permitisse os fluxos de agua ascendente e descendente. As colunas
foram preenchidas totalmente com solo nas trés sec¢des inferiores e, na sequéncia, 0s
fertilizantes (previamente moidos e peneirados em malha de 1 mm) foram distribuidos no

fundo da seccdo superior (5,0 cm de altura), entre duas folhas de papel filtro quantitativo,
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sendo colocada uma camada de 1 cm de solo sobre os fertilizantes (Figura 1). Em cada
unidade experimental foram utilizados aproximadamente 1.100 g de solo e foram amostradas

as camadas de 0-2,5, 2,5-5,0 ¢ 5,0-15,0 cm abaixo da zona dos fertilizantes (Figura 1).

= | 5.0cm
Fertilizantes
—_—— T =
T" 2.5cm
J" 2.5cm
™ | 10.0cm

10,0 cm

Fonte: produgdo do proprio autor

Figura 1 - Representagdo de uma unidade experimental. A coloragdo cinza indica o
preenchimento com solo, as chaves indicam as dimensdes das secgdes e a seta indica a
localizacdo dos fertilizantes. Em cada coluna foram amostradas as camadas de 0-2,5, 2,5-5,0 ¢
5,0-15,0 cm abaixo da zona dos fertilizantes.

Depois da montagem, as colunas foram acondicionadas em ambiente protegido e
mantidas suspensas em estrados de madeira sobre bandejas plasticas (Apéndice B). A
localizagdo das unidades experimentais foi alterada diariamente, atendendo as exigéncias do
delineamento. O solo foi mantido com umidade proxima a 90% da capacidade de campo,
através de pesagens diarias das colunas e reposicdo da umidade perdida com agua destilada.
As plantas daninhas emergidas foram retiradas todos os dias.

Nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apos aplicagdo dos fertilizantes, parte das colunas foi
destruida e o solo de cada secc¢do foi amostrado para analise. Os atributos considerados mais
importantes foram avaliados nas camadas de 0-2,5, 2,5-5,0 e 5,0-15,0 cm: fosforo disponivel

extraido por resina trocadora de anions, fosforo e carbono da biomassa microbiana. Os
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atributos considerados secundarios foram avaliados exclusivamente na camada de 0-2,5 cm:
carbono 1abil, pH e atividade das enzimas fosfatases acidas e B-glucosidases.

O fosforo disponivel extraido por resina em laminas foi determinado segundo Gatiboni
(2003): amostras de 0,5 g de solo foram submetidas a extracdo com resina trocadora de dnions
saturada de HCOj5". O fosforo foi determinado segundo Murphy e Riley (1962).

Na analise do fosforo da biomassa microbiana, foi utilizada a metodologia da
fumigacdo-extracdo de Brookes et al. (1982), que consiste em destruir a membrana celular dos
microrganismos com CHCIs, seguindo-se a extracdo do fosforo por uma solucdo de
NaHCO; 0,5 mol L™ a pH 8,5, o qual foi determinado segundo Dick e Tabatabai (1977). O

contetido de fosforo da biomassa microbiana foi calculado pela equagdo:

conjunto A—conjunto B

junto C— junto B .
Poic = c°"’“"g4 = em que os conjuntos A, B e C representam as amostras

fumigadas, nio fumigadas e ndo fumigadas + 50 mg L™ de fosforo, respectivamente. O fator
“0,4” foi utilizado assumindo-se que apenas 40% do fosforo da biomassa microbiana sdo
extraiveis pela técnica, enquanto o fator “50 / (conjunto C - conjunto B)” ¢ o ajustamento da
capacidade de adsor¢do do solo.

Para analise do carbono da biomassa microbiana, foi utilizada a metodologia da
fumigacdo-extracdo de Vance et al. (1987), que consiste em destruir a membrana celular dos
microrganismos com CHCl;, seguindo-se a extragdo do carbono por uma solugdo de K,SO4
0,5 mol L™ a pH 6,5, o qual foi determinado por oxidag¢io umida com K,Cr,O7 0,066 mol L™
em meio acido. O excesso de Cr,0;7 foi titulado com (NH4):Fe(SO4),.6H,0 0,033 mol L. O
conteudo de carbono da biomassa microbiana foi calculado pela diferenca de C entre as
amostras fumigadas e ndo fumigadas multiplicada pelo fator de corre¢do (kc¢™) 0,33,
assumindo-se que apenas 33% do carbono da biomassa microbiana sdo extraiveis pela técnica.

A metodologia para avaliar a atividade de fosfatases acidas no solo é baseada na
determinacdo do conteudo de p-nitrofenol (cor amarela) liberado durante a incubacdo das
amostras com o substrato p-nitrofenilfosfato de sodio (incolor), segundo Tabatabai (1994) e
Figueiredo et al. (2010) (Anexo A). Similarmente, a metodologia para avaliar a atividade de
B-glucosidases no solo ¢ baseada na determinagdo do contetdo de p-nitrofenol (cor amarela)
liberado, porém durante a incuba¢do das amostras com o substrato p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosideo (incolor), segundo Tabatabai (1994) e Figueiredo et al. (2010) (Anexo B).

Na analise do carbono labil foi determinada a fracdo de maior labilidade (F1) do
fracionamento de carbono oxidavel em gradiente acido proposto por Chan et al. (2001), que ¢

uma adaptagdo da metodologia de Walkley e Black (1934). Amostras de 1 g de solo foram
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pesadas em erlenmeyers de 250 mL, sendo o conteudo de carbono determinado por oxidagdo
umida com Na,Cr,O7 0,167 mol L' em meio 4cido. O excesso de Cr207'2 foi titulado com
(NH4),Fe(SO4),.6H,0 0,5 mol L.

O pH do solo foi obtido através da medigdo eletroquimica de ions H™ na solugdo do
solo, por meio de eletrodo combinado imerso em suspensio solo/dgua destilada na proporcao
1:2,5 (SILVA, 2009).

Para a interpretacdo dos dados foi realizada analise de variancia (teste F) com a
utilizagdo do software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). Quando necessario, o teste de
regressao foi aplicado para o fator “épocas de coleta das amostras”, enquanto o teste de
agrupamento de Scott-Knott foi aplicado para o fator “fontes de fosforo” (SCOTT; KNOTT,
1974), a 5% de probabilidade de erro. Para fosforo e carbono da biomassa microbiana e
fosforo disponivel, cada camada foi considerada isoladamente. Na escolha dos modelos mais
adequados entre aqueles com significancia estatistica, utilizou-se o principio da parcimonia,
no qual ¢ preferivel o ajuste de menor grau. O fluxo anual de fosforo através da biomassa foi
calculado pela divis@o entre o P imobilizado e o tempo médio de renovacdo da populacio
microbiana, considerando uma taxa de 80% para ambientes tropicais e subtropicais

(SRIVASTAVA; SINGH, 1991).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DISPONIBILIDADE DE P

As fontes de P, as épocas de coleta das amostras e a interagdo entre “fontes” e
“épocas” influenciaram o P disponivel na camada de 0-2,5 cm (Apéndice C). A variacdo
temporal foi quadratica (concavidade da parabola voltada para baixo) nos casos do
superfosfato triplo, do diamodnio fosfato e do fertilizante organomineral (Figura 2). Na camada
de 2,5-5,0 cm, a disponibilidade de P foi afetada somente pelas épocas de coleta das amostras,
apresentando variagdo temporal similar em relagdo a camada sobrejacente (Apéndice C;
Figura 3). Na camada de 5,0-15,0 cm, o P disponivel ndo foi influenciado pelas fontes de
variagdo (Apéndice C).

Os picos estimados do P disponivel na camada de 0-2,5 cm apresentaram os seguintes
valores, em mg dm™: 52 aos 32 dias para superfosfato triplo; 52 aos 32 dias para diamdnio
fosfato; e de 54 aos 33 dias para fertilizante organomineral (Figura 2). A disponibilidade de P
ndo diferiu entre as fontes no primeiro dia apds a aplicacdao. Aos 20 dias, as fontes de P se
distribuiram em dois grupos: superfosfato triplo = diamoénio fosfato = fertilizante
organomineral > fosfato natural = testemunha. Aos 40 e 60 dias, também se distribuiram em
dois grupos, porém com uma mudanga sutil: superfosfato triplo = diamonio fosfato =
fertilizante organomineral = fosfato natural > testemunha (Figura 2).

O efeito das fontes sobre a disponibilidade de P foi restrito as adjacéncias dos
granulos, essencialmente na camada de 0-2,5 cm. Destaca-se que as amostras de solo foram
coletadas abaixo da zona de aplicagdo dos fertilizantes, ou seja, foram estimadas apenas as
quantidades solubilizadas e difundidas para as camadas subjacentes. Salienta-se que o P no
solo se movimenta principalmente por difusdo, que ¢ influenciada pela disponibilidade do
nutriente, pela distancia a ser percorrida e pela interagdo do P com os coldides inorganicos do
solo (PARFITT, 1989). Este tltimo fator € o responsavel pela pequena difusdo do P em solos
muito intemperizados, conforme pode ser verificado com o “Nitisol” do presente estudo, o
qual possui alta capacidade maxima de adsor¢do de P (Tabela 2). Em consequéncia disso, a
fertilizagdo fosfatada é um dos principais fatores limitantes da fertilidade do solo em

ambientes tropicais e subtropicais.
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Figura 2 - P disponivel no solo extraido por resina trocadora de anions, na camada de 0-2,5
cm abaixo da zona dos fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apos a aplicacdo (Test:
testemunha, sem aplicacdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diaménio fosfato; FN:
fosfato natural reativo de Arad; OM: fertilizante organomineral); Os circulos indicam os
grupos formados a partir do desdobramento das fontes de P em cada época de coleta das
amostras, conforme o teste de agrupamento de Scott-Knott (p < 0,05); NS = A interagdo entre
“fontes” e “épocas” ndo foi significativa.
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Figura 3 - P disponivel no solo extraido por resina trocadora de anions, na camada de 2,5-5,0
cm abaixo da zona dos fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apos a aplicacdo (Test:
testemunha, sem aplicacdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diaménio fosfato; FN:
fosfato natural reativo de Arad; OM: fertilizante organomineral).

Inicialmente, o solo apresentava status “alto” (entre 20,1 e 40,0 mg dm™) quanto as
faixas de interpretacdo dos teores de P disponivel extraido por resina trocadora de anions
(CQFS-RS/SC, 2004). A aplicagdo de superfosfato triplo, de diamonio fosfato e de fertilizante
organomineral aumentou temporariamente a disponibilidade do P na camada de 0-2,5 cm,
inclusive alterando o status do solo para “muito alto” (> 40,0 mg dm™). Para fosfato natural e
testemunha, o status ndo foi alterado ao longo do tempo.

Depois dos picos do P disponivel para superfosfato triplo, diaménio fosfato e
fertilizante organomineral, aproximadamente aos 32 dias, os valores decresceram
rapidamente, evidenciando a influéncia negativa da adsor¢do de P no solo sobre a eficiéncia
da fertilizagdo fosfatada ao longo do tempo. Aos 60 dias, a disponibilidade de P ja estava
proxima da condigdo inicial do solo.

A matéria organica contida no fertilizante organomineral foi insuficiente para
diferencia-lo das fontes minerais soliiveis (superfosfato triplo e diamdnio fosfato) quanto ao P

disponivel. Esperava-se que a presenca de acidos organicos no fertilizante organomineral
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diminuisse a adsor¢do de P no solo, em virtude da competi¢do com o fosfato pelos sitios de
adsorcdo (ANDRADE et al.,, 2003; HAYNES, 1984), o que refletiria no aumento da
disponibilidade de P, pelo menos nas adjacéncias dos granulos. No entanto, essa hipotese ndo
se confirmou. O aumento do pH do solo (Figura 4) com aplicagdo de fertilizante
organomineral ndo atingiu magnitude suficiente para interferir nos valores do P disponivel.

A aplicagdo de fosfato natural resultou em uma variacao temporal sem padrao definido
para o P disponivel, com menor valor médio aos 20 dias em relagdo aos demais fertilizantes
fosfatados. Os valores s6 ficaram similares a partir dos 40 dias, coincidindo com o declinio da
disponibilidade de P para os fertilizantes soluveis. Esse comportamento foi em razdo das
caracteristicas do proprio fosfato natural (solubilidade média em &cido citrico e nula em agua,
Tabela 1) e das condi¢cdes de solo desfavoraveis para a solubilizagdo (auséncia do fator
“dreno-planta”, P disponivel alto e calcio trocével alto, Tabela 2) (NOVAIS et al., 2007).
Tudo isso tem como consequéncia um maior efeito residual em detrimento da eficiéncia em
curto prazo.

Esses resultados corroboram o senso comum de que os fosfatos naturais sdo fontes de
P de menor solubilidade em relacdo aos fosfatos soluveis, porém disponibilizam em curto
espago de tempo parte do P que possuem em formas solaveis (12% soltivel em 4cido citrico,
Tabela 1). Assim, sua influéncia sobre a disponibilidade de P, determinada pela metodologia
da resina trocadora de anions, acarretou em teores disponiveis intermedidrios entre a
testemunha e os fosfatos soliveis aos 20 dias, e comportamento similar aos fosfatos soluveis
nas épocas de 40 e 60 dias. Provavelmente, essa semelhang¢a nio foi decorrente de uma maior
solubilizagdo do fosfato natural, mas do processo de adsor¢do no solo do P liberado pelos
fosfatos soluveis, como observado por Oliveira (2010) em solo similar ao deste estudo.

Sugere-se que a variagdo temporal do P disponivel na camada de 2,5-5,0 cm, atingindo
pico de 40 mg dm™ aos 28 dias (Figura 3), foi em virtude da pequena mobilizagdo do
nutriente em profundidade nas parcelas com aplicacdo de P, porém de forma irregular, uma
vez que a testemunha e os demais fertilizantes fosfatados ndo diferiram entre si. Nesse caso, a
auséncia de diferenca estatistica significativa pode indicar simplesmente que ndo ha
evidéncias suficientes para afirmar que houve efeito das fontes. Na camada de 5,0-15,0 cm, a
disponibilidade de P ndo foi influenciada pelas fontes, provavelmente pela pequena difusdo de
P no solo, conforme ja foi comentada. Os valores variaram de 30 a 43 mg dm™ (dados ndo
mostrados). O status do solo quanto as faixas de interpretacdo dos teores de P disponivel nao

foi alterado ao longo do tempo nas camadas de 2,5-5,0 € 5,0-15,0 cm.
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O acumulo de P restrito aos primeiros centimetros adjacentes a zona de aplicagdo dos
fertilizantes, quando ndo ¢ realizada incorporagdo com o solo, alerta para o risco de
superestimacdo da disponibilidade de P nas camadas subjacentes, em decorréncia de
amostragens malfeitas. Resultados semelhantes foram observados por Ernani et al. (2001), os
quais ressaltam a importancia da amostragem de solo em pequenas profundidades, capaz de
revelar diferengas que ndo aparecem quando sdo avaliadas camadas mais espessas.

O pH do solo na camada de 0-2,5 cm foi influenciado pelas fontes de P, pelas épocas
de coleta das amostras e pela interagdo entre “fontes” e “épocas” (Apéndice D). A variacdo
temporal foi linear crescente para superfosfato triplo e fertilizante organomineral. As outras
fontes de P ndo apresentaram padrdo definido (Figura 4). A diminui¢ao do pH ja no primeiro
dia apos aplicacio de superfosfato triplo foi em decorréncia da liberagio de ions H' durante o
processo de dissolugdo (ERNANI et al., 2001), sendo que a condi¢do inicial foi restabelecida
ja na segunda época de avaliagdo. O aumento do pH com aplicagdo de fertilizante
organomineral (esta fonte possui cama de aviario na sua composicao) foi em virtude da
presenga de carbonatos oriundos da alimentacdo das aves (MONTALVO GRIJALVA et al.,,
2010) e de NH3, a qual se transforma em NH, " consumindo ions H™ (SOUZA et al., 1995).

Diferentemente do presente estudo, Ernani et al. (2001) observaram que a aplicacdo de
superfosfato triplo manteve o pH do solo mais baixo durante um periodo de 32 dias, assim
como a aplicacdo de diamdnio fosfato manteve o pH mais alto pelo mesmo periodo (esse
comportamento foi atribuido ao consumo de ions H' pela transformagdo de moléculas de
HPO42' em H,POy"). Entretanto, nesse caso, o solo foi misturado com uma quantidade grande
de fertilizantes (200 g de SFT ou DAP por kg de solo), exatamente para obter valores
mensuraveis em um volume expressivo de solo. Em condi¢des normais, as alteragdes do pH
ocorrem nos periodos iniciais apds aplicagdo dos fertilizantes, com pequena magnitude e nas

adjacéncias dos granulos.
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Figura 4 - pH do solo na camada de 0-2,5 cm abaixo da zona dos fertilizantes, nas épocas de
1, 20, 40 e 60 dias ap6s a aplicagd@o (Test: testemunha, sem aplicagdo de P; SFT: superfosfato
triplo;, DAP: diamoénio fosfato; FN: fosfato natural reativo de Arad; OM: fertilizante
organomineral); Os circulos indicam os grupos formados a partir do desdobramento das
fontes de P em cada época de coleta das amostras, conforme o teste de agrupamento de Scott-
Knott (p < 0,05); NS = A interagdo entre “fontes” e “épocas” nao foi significativa.

O C labil do solo na camada de 0-2,5 cm nao foi afetado pelas fontes de variagdo
(Apéndice D). Os valores variaram de 4,0 a 10,8 g kg™ (dados ndo mostrados). Supde-se que
a metodologia utilizada, embora avalie apenas o C labil, foi insensivel para detectar diferenca
entre fragdes de C com maior labilidade, justamente as mais importantes para o crescimento
da biomassa microbiana do solo. Apesar disso, acredita-se que a matéria organica contida no

fertilizante organomineral ¢ insuficiente para diferencid-lo das fontes minerais soluveis
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(superfosfato triplo e diamonio fosfato) quanto ao conteudo de C 1abil do solo,

independentemente da metodologia empregada.

4.2 IMOBILIZACAO MICROBIANA DE P

As fontes de P, as épocas de coleta das amostras e a interacdo entre “fontes” e
“épocas” influenciaram o fésforo (Pmic) e o carbono (Cmic) da biomassa microbiana na
camada de 0-2,5 cm (Apéndice C). Ambos apresentaram variacdo temporal quadratica
(concavidade da parabola voltada para baixo), com exce¢do do Pmic na testemunha (Figuras 5
e 06).

Quanto a magnitude, os picos estimados do Pmic foram similares em relagdo ao P
disponivel (com excegdo do fosfato natural), apresentando os seguintes valores, em mg dm™:
60 aos 30 dias para superfosfato triplo; 52 aos 32 dias para diaménio fosfato; 51 aos 28 dias
para fosfato natural; e de 52 aos 30 dias para fertilizante organomineral (Figura 5). O Pmic
ndo diferiu entre as fontes no primeiro dia apds a aplicacdo. Aos 20 dias, as fontes de P se
distribuiram em dois grupos: superfosfato triplo = diaménio fosfato = fosfato natural =
fertilizante organomineral > testemunha. Aos 40 dias, se distribuiram em trés grupos:
superfosfato triplo > diamodnio fosfato = fosfato natural = fertilizante organomineral >
testemunha. Aos 60 dias, se distribuiram em dois grupos: superfosfato triplo = diamodnio
fosfato = fertilizante organomineral > fosfato natural = testemunha (Figura 5).

Os picos estimados do Cmic apresentaram os seguintes valores, em pg g': 561 aos 19
dias para testemunha; 646 aos 22 dias para superfosfato triplo; 761 aos 25 dias para diamdnio
fosfato; 698 aos 23 dias para fosfato natural; e de 723 aos 24 dias para fertilizante
organomineral (Figura 6). O Cmic ndo diferiu entre as fontes de P na primeira ¢ na ultima
avaliagdo. Aos 20 dias, as fontes de P se distribuiram em dois grupos: diamonio fosfato =
fosfato natural = fertilizante organomineral > superfosfato triplo = testemunha. Aos 40 dias,
também se distribuiram em dois grupos, porém com uma mudanca sutil: superfosfato triplo =

diamonio fosfato = fosfato natural = fertilizante organomineral > testemunha (Figura 6).
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Figura 5 - P contido na biomassa microbiana do solo, na camada de 0-2,5 cm abaixo da zona
dos fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apds a aplicagdo (Test: testemunha, sem
aplicagdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diamdnio fosfato; FN: fosfato natural reativo
de Arad; OM: fertilizante organomineral); Os circulos indicam os grupos formados a partir do
desdobramento das fontes de P em cada época de coleta das amostras, conforme o teste de
agrupamento de Scott-Knott (p < 0,05); NS = A interacdo entre “fontes” e “épocas” ndo foi
significativa.
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Figura 6 - C contido na biomassa microbiana do solo, na camada de 0-2,5 cm abaixo da zona
dos fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apds a aplicagdo (Test: testemunha, sem
aplicagdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diamdnio fosfato; FN: fosfato natural reativo
de Arad; OM: fertilizante organomineral); Os circulos indicam os grupos formados a partir do
desdobramento das fontes de P em cada época de coleta das amostras, conforme o teste de
agrupamento de Scott-Knott (p < 0,05).

Sugere-se que a dindmica da biomassa microbiana do solo foi determinada pela
disponibilidade de P (GATIBONI et al., 2008) e de C labil (KUZYAKOV, 2002). Como pode
ser observado na Figura 6, o Cmic na testemunha aumentou temporariamente, atingindo pico
aos 19 dias, mostrando que o acréscimo da biomassa microbiana ocorreu pelo
desenvolvimento resultante da incubagdo do solo em condigdes favoraveis de umidade e de

temperatura, além da aplicacdo de N e de K. Porém, nas parcelas que receberam P, o Cmic foi
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superior, evidenciando que a adi¢ao estimulou a biomassa microbiana. Para todas as fontes, os
microrganismos tiveram que recorrer ao C labil do solo, o qual ¢ um fator limitante em
ambiente ndo rizosférico (KUZYAKOV, 2002). Conforme ja foi comentado, o fertilizante
organomineral ndo ¢ uma fonte diferenciada de P disponivel, tampouco de C labil. Por isso, a
presenca de matéria organica foi insuficiente para diferencia-lo das fontes minerais soluveis
(superfosfato triplo e diamdnio fosfato) quanto a imobilizacdo de P (na média de todas as
épocas de coleta das amostras). Salienta-se que o Cmic foi limitado pela diminui¢do do pH do
solo logo apoés aplicacdo de superfosfato triplo, o que acabou refletindo em um menor valor
médio aos 20 dias em relagdo aos demais fertilizantes fosfatados (apesar de ndo ter
influenciado o Pmic).

Os valores médios do Pmic foram similares aos 20 dias para os fertilizantes minerais e
o organomineral, apesar da menor disponibilidade do P na mesma época para o fosfato
natural. Provavelmente, isso ocorreu em razdo da quantidade de P solubilizada do fosfato
natural ter sido suficiente para o montante de Pmic imobilizado ou, ainda, da solubilizagdo
microbiana de fosfatos inorganicos no solo. Corroborando esta tltima possibilidade, Chen et
al. (2006) encontraram varias espécies de microrganismos com grande capacidade de
solubilizar formas insoluveis de P, contribuindo efetivamente para o crescimento das plantas.
Cinco tipos de acidos organicos foram identificados: citrico, gluconico, latico, succinico e
propidnico.

Os valores do fluxo anual de P, em kg ha” ano™, calculados a partir dos picos de
imobilizacdo microbiana na camada de 0-2,5 cm, foram de: 12 para superfosfato triplo; 10
para diamonio fosfato; 10 para fosfato natural; e de 10 para fertilizante organomineral.
Admitindo-se que uma lavoura de milho exporta 20 kg ha™ de P para produzir 6.000 kg ha™
de grios (COELHO; FRANCA, 1995), fica evidenciado o potencial da biomassa microbiana
em imobilizar o P adicionado, retardando a adsor¢do. Para superfosfato triplo, diamoénio
fosfato e fertilizante organomineral, os picos do Pmic ocorreram pouco antes dos picos do P
disponivel (aproximadamente 1 dia de diferenca). Na pratica, a mineralizacdio do Pmic
representa uma fonte do nutriente exatamente quando comeca o declinio da disponibilidade
do P adicionado via fertilizantes, gragas aos processos de adsor¢do. Supde-se que a liberacdo
de P ¢ gradativa, sendo dificil detecta-lo em analise de laboratorio. Assim, € importante que
exista sincronismo entre a mineralizacdo do Pmic e a absor¢@o das plantas.

Nas camadas de 2,5-5,0 € 5,0-15,0 cm, o Pmic e o Cmic foram afetados somente pelas
épocas de coleta das amostras (Apéndice C), decrescendo ao longo do tempo (Figuras 7 e 8).

O Pmic apresentou variacdo temporal quadratica (concavidade da pardbola voltada para
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cima), atingindo os valores minimos estimados de 3 mg dm™ aos 48 dias ¢ de 4 mg dm™ aos
50 dias, nas camadas de 2,5-5,0 e 5,0-15,0 cm, respectivamente (Figura 7). O Cmic variou de
413 até 189 pg g na camada de 2,5-5,0 cm e de 414 até 173 pg g na camada de 5,0-15,0 cm
(Figura 8).
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Figura 7 - P contido na biomassa microbiana do solo, nas camadas de 2,5-5,0 (A) e 5,0-15,0
(B) cm abaixo da zona dos fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apos a aplicacdo
(Test: testemunha, sem aplicacdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diaménio fosfato; FN:
fosfato natural reativo de Arad; OM: fertilizante organomineral).
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Figura 8 - C contido na biomassa microbiana do solo, nas camadas de 2,5-5,0 (A) e 5,0-15,0
(B) cm abaixo da zona dos fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apos a aplicacdo
(Test: testemunha, sem aplicacdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diaménio fosfato; FN:
fosfato natural reativo de Arad; OM: fertilizante organomineral).

A dinamica do Pmic e do Cmic nessas camadas pode estar relacionada com a auséncia
de efeito das fontes sobre a disponibilidade de P, associada com a reducdo na aeragdo do solo
pela maior distdncia em relagdo a superficie e pela existéncia de camadas sobrejacentes, que
diminuem a macroporosidade em profundidade em virtude da pressdo exercida sobre as

camadas inferiores (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). No solo, o principal gas consumido ¢ o
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oxigénio, enquanto o principal gis produzido ¢ o didxido de carbono. A difusdo ¢ o
mecanismo mais importante no fluxo de gases entre o solo e a atmosfera. Para o oxigénio, o
consumo dos microrganismos diminui a pressdo parcial desse gas, resultando em um
gradiente de pressdo entre o ar atmosférico e o ar do solo. Através da difusdo, se estabelece
um equilibrio dinamico. No entanto, quanto maior a presenca de agua ocupando os poros do
solo (destaca-se que a umidade do solo foi mantida proxima a 90% da capacidade de campo),
menor a sua condutividade gasosa e maiores gradientes de pressdo sdo requeridos para manter
o fluxo necessario. Maiores gradientes resultam em decréscimo mais acentuado da pressao de
oxigénio com a profundidade (JONG VAN LIER, 2001). O raciocinio é semelhante para o
diéxido de carbono, com tendéncia de acimulo em profundidade, se tornando toxico.

Assim, € provavel que o decréscimo para o Pmic e o Cmic nas camadas mais distantes
da zona de aplicacdo dos fertilizantes (2,5-5,0 e 5,0-15,0 ¢cm) tenha ocorrido em razdo da
combina¢do de falta de P disponivel para a biomassa microbiana e aeracdo inadequada.
Acredita-se que na inexisténcia de restrigdes de aeracdo do solo nas camadas mais profundas,
o comportamento nestas seria semelhante ao observado para a testemunha, na camada 0-2,5
cm.

A atividade de fosfatases acidas e de B-glucosidases foi influenciada pelas fontes de P,
pelas épocas de coleta das amostras e pela interacdo entre “fontes” e “épocas” (Apéndice D).
A atividade enzimatica apresentou variacdo temporal linear crescente para todas as fontes de
P (Figuras 9 e 10).

A atividade de fosfatases 4cidas, em mg p-nitrofenol kg™ solo h™', variou de: 411 até
848 para a testemunha; 399 até 748 para o superfosfato triplo; 391 até 771 para o diamdnio
fosfato; 412 até 730 para o fosfato natural; e de 409 até 741 para o fertilizante organomineral
(Figura 9). A unica diferenga para a atividade de fosfatases acidas dentro das épocas de coleta
das amostras ocorreu aos 40 dias, sendo que na testemunha foi superior comparada com as
outras fontes de P (Figura 9).

A atividade de p-glucosidases, em mg p-nitrofenol kg solo h™', variou de: 75 até 325
para a testemunha; 67 até 305 para o superfosfato triplo; 66 até 319 para o diamédnio fosfato;
62 até 304 para o fosfato natural; e de 65 até 327 para o fertilizante organomineral (Figura
10). A atividade de B-glucosidases para as fontes de P dentro de cada época de coleta das

amostras foi similar em relag@o as fosfatases acidas (Figura 10).
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Figura 9 - Atividade de fosfatases 4cidas no solo, na camada de 0-2,5 cm abaixo da zona dos
fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apos a aplicagdo (Test: testemunha, sem
aplicagdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diamdnio fosfato; FN: fosfato natural reativo
de Arad; OM: fertilizante organomineral); Os circulos indicam os grupos formados a partir do
desdobramento das fontes de P em cada época de coleta das amostras, conforme o teste de
agrupamento de Scott-Knott (p < 0,05).
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Figura 10 - Atividade de B-glucosidases no solo, na camada de 0-2,5 cm abaixo da zona dos
fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 e 60 dias apos a aplicagdo (Test: testemunha, sem
aplicagdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP: diamdnio fosfato; FN: fosfato natural reativo
de Arad; OM: fertilizante organomineral); Os circulos indicam os grupos formados a partir do
desdobramento das fontes de P em cada época de coleta das amostras, conforme o teste de
agrupamento de Scott-Knott (p < 0,05).

Provavelmente, a liberacdo das enzimas no solo aumentou no inicio em decorréncia do
crescimento da biomassa e da atividade microbiana. Levando-se em consideracdo o
incremento inicial do P disponivel na camada de 0-2,5 cm, pode parecer contraditorio o
comportamento das fosfatases acidas, embora seja explicado pela alta afinidade do P com os
colodides inorganicos do solo, principalmente os 6xidos de ferro e de aluminio, que exercem

efeito estimulante sobre a liberacdo de fosfatases acidas mesmo ap6s aplicagao de fertilizantes
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fosfatados (CONTE et al., 2002). Depois dos picos do Pmic e do Cmic, ocorreu rapido
decréscimo da biomassa microbiana e acréscimo gradativo da atividade enzimatica. Isso pode
ser um indicio de elevacdo do quociente metabolico em virtude da redu¢do da disponibilidade
de P e de C labil. Em casos de estresse como esse, a energia obtida pelos microrganismos ¢
direcionada para a manutencdo celular, em detrimento do crescimento, sendo que uma parte
do C da biomassa ¢ perdida na forma de CO, (SAVIOZZI et al., 2002).

Complementando, no estudo de Conte et al. (2002), nao foi verificada diferenca entre
a atividade de fosfatases acidas mesmo entre doses bastante discrepantes de P, variando de 0 a
1.240 kg ha™! de P,0s, na soma das aplicagdes de verdo e de inverno, durante cinco anos de
cultivo.

Sugere-se que as duas enzimas atuaram conjuntamente em razdo da necessidade de
energia (glucose) dos microrganismos para liberar fosfatases acidas no solo, embora néo seja
garantida a disponibilizagdo de P e de glucose por causa da baixa eficiéncia catalitica das
enzimas extracelulares. Estas podem sofrer forte influéncia do ambiente microbiano antes de
atingir o substrato, sem contar que os proprios produtos da reacdo também estdo sujeitos as
mesmas interferéncias, o que dificulta a obtencao pela célula microbiana que produz e libera a
enzima (BUNEMANN et al, 2012; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). E possivel que as
fosfatases acidas e as B-glucosidases tenham sido complexadas e estabilizadas pela matéria
organica e pela argila do solo, mantendo a atividade durante o periodo de avaliagdo (BURNS,
1982; KNIGHT; DICK, 2004; RAO et al., 2000). Assim, o solo pode ter apresentado uma
atividade enzimdtica que ndo estava completamente relacionada com as flutuagdes
microbianas (BADALUCCO et al., 1992; NANNIPIERI et al, 1990).

Supde-se que a atividade de P-glucosidases ¢ um indicador mais sensivel do que a
analise do C labil para detectar a diminui¢do das fra¢cdes de C com maior labilidade no solo.

Em resumo, a aplicacdo de fertilizantes fosfatados minerais e organomineral altera
diferentemente os atributos quimicos do solo nas proximidades dos granulos (P disponivel,
pH), estimulando a ocorréncia de picos populacionais (distintos conforme o tipo de
fertilizante) de microrganismos que utilizam substratos simples e prontamente disponiveis. O
aumento do carbono da biomassa microbiana ¢ acompanhado pelo acréscimo na imobilizagao
microbiana de P, cuja magnitude ¢ dependente da fertilizagdo fosfatada. Esse comportamento
¢ temporario, pois ocorre declinio da populacdo microbiana na medida em que os substratos e
os nutrientes sdo consumidos. Assim, a adsor¢do de P ¢é retardada, aumentando a
probabilidade de uso do nutriente pelas plantas, desde que exista sincronismo entre a absor¢ao

¢ a mineralizagdo do P microbiano.
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5 CONCLUSOES

Na camada de 0-2,5 cm, a aplicagcdo dos fertilizantes fosfatados soliveis aumentou
temporariamente a disponibilidade de P, resultando em uma variagdo temporal quadratica. Os
picos do P disponivel ocorreram aproximadamente aos 32 dias. Quanto a magnitude, as fontes
de P se distribuiram nestes grupos: superfosfato triplo = diamoénio fosfato = fertilizante
organomineral > fosfato natural > testemunha. A imobilizagdo microbiana de P apresentou
variagdo temporal e magnitude similares ao P disponivel, exceto para fosfato natural, que se
destacou apenas quanto ao P microbiano. Os picos do P microbiano ocorreram
aproximadamente aos 30 dias.

Esses resultados foram corroborados pela dindmica do carbono microbiano, da
atividade enzimatica, do carbono labil e do pH do solo.

Na camada de 2,5-5,0 cm, a disponibilidade de P aumentou sutil e temporariamente ao
longo do tempo, enquanto o P microbiano decresceu (ambos sem distingdo entre as fontes).
Na camada de 5,0-15,0 cm, o P disponivel ndo foi alterado e o P microbiano também

decresceu (ambos sem distingao entre as fontes).
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APENDICES

Apéndice A - Sala onde foi conduzido o experimento

Fonte: produgao do proprio autor
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Apéndice B - Disposi¢do das colunas de solo apos instalagdo do experimento

—
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Fonte: producdo do proprio autor
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Apéndice C - Resumo da ANOVA para P disponivel extraido por resina trocadora de anions

(Prta), fosforo (Pmic) e carbono (Cmic) da biomassa microbiana do solo, nas camadas de 0-

2,5, 2,5-5,0 e 5,0-15,0 cm abaixo da zona dos fertilizantes, nas épocas de 1, 20, 40 ¢ 60 dias

apos a aplicacdo (Test: testemunha, sem aplicacdo de P; SFT: superfosfato triplo; DAP:

diamonio fosfato; FN: fosfato natural reativo de Arad; OM: fertilizante organomineral)
Quadrado médio

Fontes de variagdo GL Camada de 0-2,5 cm
Prra Pmic Cmic
Fontes de P 5 744,12%* 1.333,24%* 26.382,02%*
Epocas de coleta das amostras 3 938,29%* 5.423,39%* 882.027,83**
Interagdo “fontes” x “épocas” 15 82,01* 253,53* 9.630,07*
Repeticdes 3 13,37 2,80 2.374,51
Residuo 69 40,90 118,21 4.170,10
CV (%) -X - 16,73 35,04 13,27
Camada de 2,5-5,0 cm
Fontes de variagdo GL
Prra Pmic Cmic
Fontes de P 5 17,30 5,05 4.412,66"™
Epocas de coleta das amostras 3 745,04%* 1.052,87** 268.196,78**
Interacdo “fontes” x “épocas” 15 59,541\'S 4,851\'S 9.21 1,49NS
Repeticdes 3 70,22 7,94 22.155,76
Residuo 69 102,71 14,40 8.299,88
CV (%) -X - 29,86 42,72 30,16
Fontes de variac¢ao GL Camada e 3.0-13.0 em
Prra Pmic Cmic
Fontes de P 5 21,41 8,16™ 12.953,19™
Epocas de coleta das amostras 3 18,89™8 1.444,93** 255.572,39**
Interagio “fontes” x “épocas” 15 11,30 14,23N 7.608,22N°
Repeticdes 3 6,82 13,95 1.216,92
Residuo 69 14,14 9,92 5.953,25
CV (%) —-X- 10,22 30,68 26,21

Fonte: produgéo do proprio autor
** = Significativo pelo teste F (p <0,01); * = Significativo pelo teste F (p < 0,05); NS = Nio significativo
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Apéndice D - Resumo da ANOVA para atividade de fosfatases acidas e de -glucosidases, C
1abil e pH do solo, na camada de 0-2,5 cm abaixo da zona dos fertilizantes, nas épocas de 1,
20, 40 e 60 dias apoés a aplicagdo (Test: testemunha, sem aplicagdo de P; SFT: superfosfato
triplo;, DAP: diamoénio fosfato; FN: fosfato natural reativo de Arad; OM: fertilizante
organomineral)

Quadrado médio
Fontes de variagdo  GL

Fosfatases acidas B-glucosidases C labil pH
Fontes de P 5 9.557,86%* 754,84 3,45 0,251688**
“Epocas” 3 510.369,03** 259.100,15** 1,12M 0,168333**
Interagdo F X E 15 10.805,00%** 654,45* 3,18M 0,026771%**
Repeticoes 3 504,83 74,46 1,06 0,007000
Residuo 69 1.635,13 269,24 2,16 0,007789
CV (%) -X - 6,92 8,62 20,16 1,70

Fonte: produgéo do proprio autor
** = Significativo pelo teste F (p < 0,01); * = Significativo pelo teste F (p < 0,05); NS = Nio significativo
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ANEXOS

Anexo A - Metodologia para determinar a atividade de fosfatases acidas no solo (Figueiredo

et al. 2010; Tabatabai, 1994)

Reagentes

e Solugdo padrio de p-nitrofenol 1 g L: pesar 1 g de p-nitrofenol e colocar em
becker de 250 mL. Adicionar cerca de 70 mL de agua destilada e dissolver. Transferir
para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua destilada.

e Solugdo padrio de p-nitrofenol 10 mg L™": pipetar 1 mL da solugdo padrio de
p-nitrofenol 1 g L' para baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua
destilada.

e Solugdo estoque do tampao universal modificado (MUB), pH 11: pesar 12,1 g
de Tris; 11,6 g de acido maleico; 14,0 g de acido citrico; e 6,3 g de acido borico e colocar
em becker de 1.000 mL. Adicionar cerca de 500 mL de solu¢do de NaOH 1 mol L ¢
dissolver. Transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua
destilada. Armazenar a 4 °C.

e Solugdo do tampdo universal modificado (MUB), com pH 6,5: pipetar 200 mL
da solucdo estoque do MUB para becker de 500 mL e adicionar solugdo de HC1 0,1 mol L
" até atingir pH 6,5, sob agitaciio continua. Transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL
e completar o volume com 4gua destilada. E recomendével a preparagio no momento do
uso.

e Solugdo padrio de p-nitrofenilfosfato de sddio (CsHsNNa,OsP.4H,0) 0,5 mol
L™": pesar 0,84 g de p-nitrofenilfosfato de sodio tetrahidratado e colocar em becker de 250
mL. Adicionar cerca de 40 mL do tampao MUB pH 6,5 e dissolver. Transferir para baldo
volumétrico de 50 mL e completar o volume com MUB pH 6,5. E recomendavel a
preparagao no momento do uso.

¢ Solucdo de CaCl,.2H,0 0,5 mol L.

e Solugdo de NaOH 0,5 mol L



53

Marcha analitica

Pesar 1 g da amostra de solo recém-obtida, passada em peneira de 2 mm, e colocar em
erlenmeyer de 50 mL. Adicionar 0,2 mL de tolueno, 4 mL do tampao MUB pH 6,5 e 1 mL de
p-nitrofenilfosfato de sodio. Homogeneizar, agitando manualmente por poucos segundos,
vedar o erlenmeyer com papel laminado e incubar a 37 °C por 1 hora. Apo6s a incubagdo,
adicionar 1 mL da solugdo de CaCl, e 4 mL da solu¢do de NaOH. Homogeneizar, agitando
manualmente por poucos segundos, e filtrar em papel de filtro Whatman n° 1 ou equivalente.
Ler a absorbancia do filtrado em comprimento de onda de 400 nm. Realizar replicatas de
laboratorio. Para cada amostra, desenvolver uma prova em branco, adicionando o p-
nitrofenilfosfato de s6dio apds adicao da solugcdo de NaOH (imediatamente antes da filtragem

da suspensao resultante).
Curva de calibracao

Em seis erlenmeyers de 50 mL, adicionar respectivamente: 0; 2; 3; 4; ¢ 5 mL da
solugdo de p-nitrofenol 10 mg L™ ¢ completar o volume para 5 mL com agua destilada.
Repetir o0 mesmo procedimento descrito para as amostras de solo (adicionar 1 mL da solugdo
de CaCl, e 4 mL da solugdo de NaOH, misturar e filtrar a suspensdo resultante). Ler a
absorbancia das solucgdes de p-nitrofenol em comprimento de onda de 400 nm. Aos resultados
obtidos, aplicar regressdo linear, de modo a obter a equacdo da curva de calibracao,

relacionando absorbancia (eixo Y) com concentragdo de p-nitrofenol em mg L' (eixo X).
Calculos
O célculo da atividade de fosfatases acidas ¢ feito pela equagado a seguir:

B (Vt+ Vs + Vc+ Vh) x (Aa— Ab — b) x Fc
B axmxt

AFA

Em que: AFA = atividade de fosfatases acidas, em mg de p-nitrofenol por kg de solo por hora
de incubagdo; Vt = volume, em mL, do tampdo; Vs = volume, em mL, de p-nitrofenilfosfato
de sédio; V¢ = volume, em mL, de CaCl,; Vh = volume, em mL, de NaOH; Aa = absorbancia

da amostra; Ab = absorbancia do branco; b = constante da equacdo da curva de calibracdo; Fc
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= fator de correcdo de umidade para “base seca”; a = coeficiente angular da equacdo da curva

de calibragdo; m = massa, em gramas, da amostra de solo; t = tempo de incubacdo, em horas.
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Anexo B - Metodologia para determinar a atividade de B-glucosidases no solo (Figueiredo et

al. 2010; Tabatabai, 1994)

Reagentes

e Solugdo padrio de p-nitrofenol 1 g L: pesar 1 g de p-nitrofenol e colocar em
becker de 250 mL. Adicionar cerca de 70 mL de agua destilada e dissolver. Transferir
para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua destilada.

e Solugio padrio de p-nitrofenol 10 mg L™': pipetar 1 mL da solugdo padrio de
p-nitrofenol 1 g L' para baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua
destilada.

e Solugdo estoque do tampao universal modificado (MUB), pH 11: pesar 12,1 g
de Tris; 11,6 g de acido maleico; 14,0 g de acido citrico; e 6,3 g de acido borico e colocar
em becker de 1.000 mL. Adicionar cerca de 500 mL de solu¢do de NaOH 1 mol L e
dissolver. Transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua
destilada. Armazenar a 4 °C.

e Solugdo do tampdo universal modificado (MUB), com pH 6,0: pipetar 200 mL
da solucdo estoque do MUB para becker de 500 mL e adicionar solugdo de HC1 0,1 mol L~
! até atingir pH 6,0, sob agitagio continua. Transferir para baldo volumétrico de 1.000 mL
e completar o volume com 4gua destilada. E recomendével a preparagio no momento do
uso.

e Solugdo padrdao de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (C;,H;sNOg) 0,05 mol L~
' pesar 0,654 g de p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo e colocar em becker de 250 mL.
Adicionar cerca de 40 mL do tampao MUB pH 6,0 e dissolver. Transferir para baldo
volumétrico de 50 mL e completar o volume com MUB pH 6,0. E recomendavel a
preparacao no momento do uso.

e Solugdo de CaCl,.2H,0 0,5 mol L

e Solugdo de Tris 0,1 mol L™ com pH 12.

Marcha analitica

Pesar 1 g da amostra de solo recém-obtida, passada em peneira de 2 mm, e colocar em

erlenmeyer de 50 mL. Adicionar 0,25 mL de tolueno, 4 mL do tampao MUB pH 6,0 e 1 mL
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de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo. Homogeneizar, agitando manualmente por poucos
segundos, vedar o erlenmeyer com papel laminado e incubar a 37 °C por 1 hora. Apés a
incubagdo, adicionar 1 mL da solucdo de CaCl, e 4 mL da solugdo de Tris pH 12.
Homogeneizar, agitando manualmente por poucos segundos, e filtrar em papel de filtro
Whatman n° 1 ou equivalente. Ler a absorbancia do filtrado em comprimento de onda de 400
nm. Realizar replicatas de laboratério. Para cada amostra, desenvolver uma prova em branco,
adicionando o p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo apds adicdo da solugdo de Tris pH 12

(imediatamente antes da filtragem da suspensdo resultante).
Curva de calibracao

Em seis erlenmeyers de 50 mL, adicionar respectivamente: 0; 2; 3; 4; ¢ 5 mL da
solugdo de p-nitrofenol 10 mg L™ ¢ completar o volume para 5 mL com agua destilada.
Repetir o0 mesmo procedimento descrito para as amostras de solo (adicionar 1 mL da solugéo
de CaCl, e 4 mL da solucdo de Tris pH 12, misturar e filtrar a suspensdo resultante). Ler a
absorbancia das solugdes de p-nitrofenol em comprimento de onda de 400 nm. Aos resultados
obtidos, aplicar regressdo linear, de modo a obter a equacdo da curva de calibracao,

relacionando absorbancia (eixo Y) com concentracdo de p-nitrofenol em mg L' (eixo X).
Calculos
O célculo da atividade de B-glucosidases ¢ feito pela equacdo a seguir:

(Vt+ Vs + Vc + Vtr) x (Aa— Ab — b) x Fc
ABG =

axmxt

Em que: ABG = atividade de B-glucosidases, em mg de p-nitrofenol por kg de solo por hora
de incubacdo; Vt = volume, em mL, do tampdo; Vs = volume, em mL, de p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosideo; Vc = volume, em mL, de CaCl,; Vtr = volume, em mL, de Tris pH 12; Aa
= absorbancia da amostra; Ab = absorbancia do branco; b = constante da equagdo da curva de
calibragdo; Fc = fator de correcdo de umidade para “base seca”; a = coeficiente angular da
equacdo da curva de calibragdo; m = massa, em gramas, da amostra de solo; t = tempo de

incubag¢do, em horas.



