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Resumo

Objetivou-se com essa pesquisa avaliar a producao de enzimas por bactérias promotoras do crescimento vegetal e o efeito
da inoculacdo destas bactérias na decomposicao de residuos organicos e solubilizacdo de fésforo. No primeiro experimento
foram analisadas a producéo das enzimas amilase e celulase por oito estirpes bacterianas. Esses testes foram realizados em
meio de cultura e a presenca das enzimas foram averiguadas pela formacdo de halo. O segundo experimento foi instalado
em respirdmetros adaptados, contendo solo, residuos vegetais de feijdo guand( (Cajanus cajan), brachiaria (Brachiaria
decumbens) e controle sem adi¢do de residuo e adicdo de fosfato natural de Bayovar, seguido ou ndo da inoculagdo com as
estirpes bacterianas. As avaliagdes da evolugdo de C-CO; foram realizadas semanalmente por um periodo de 42 dias. Ap6s
o0 periodo de avaliagdo do C-CO; evoluido, o solo das camaras de incubagdo foi utilizado para analise da concentracéo de
fésforo. Como resultado foi verificado que a UNIFENAS 100-24 se mostrou potencialmente capaz de produzir amilase e
celulose. Essa estirpe promoveu maior liberagdo de C-CO,, no entanto, ndo foi observado maior liberacdo de fosforo. A
inoculagdo com a estirpe UNIFENAS 100-24 pode promover maior decomposi¢do dos residuos organicos, favorecendo a
ciclagem de nutrientes e a melhoria da qualidade do solo.

Palavras-chave: Enzimas microbianas; Fosfato natural; Qualidade solo.

Abstract

The objective of this research was to evaluate the production of enzymes by bacteria that promote plant growth and the
effect of inoculation of these bacteria on the decomposition of organic residues and solubilization of phosphorus. In the first
experiment, the production of amylase and cellulase enzymes by eight bacterial strains were analyzed. These tests were
carried out in a culture medium and the presence of enzymes was verified by halo formation. The second experiment was
installed in adapted respirometers, containing soil, plant residues of pigeon pea (Cajanus cajan), brachiaria (Brachiaria
decumbens) and control without addition of residue and addition of natural phosphate from Bay6var, followed or not by
inoculation with bacterial strains. . Assessments of C-CO, evolution were performed weekly for a period of 42 days. After
the evolution period of C-CO; evaluation, the soil of the incubation chambers was used to analyze the phosphorus
concentration. As a result, it was verified that UNIFENAS 100-24 was potentially capable of producing amylase and
cellulose. This strain promoted greater release of C-CO,, however, no greater release of phosphorus was observed.
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Inoculation with the UNIFENAS 100-24 strain can promote greater decomposition of organic residues, favoring nutrient
cycling and improving soil quality.
Keywords: Microbial enzymes; Natural phosphate; Soil quality.

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la produccién de enzimas por parte de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal y el efecto de la inoculacidn de estas bacterias en la descomposicion de residuos organicos y solubilizacién de
fésforo. En el primer experimento, se analiz la produccion de enzimas amilasa y celulasa por parte de ocho cepas
bacterianas. Estas pruebas se realizaron en medio de cultivo y se verificé la presencia de enzimas por formacién de halo. El
segundo experimento se instalé en respirometros adaptados, que contenian suelo, residuos vegetales de guandi (Cajanus
cajan), brachiaria (Brachiaria decumbens) y testigo sin adicion de residuo y adicion de fosfato natural de Baydvar, seguido
o no de inoculacion con cepas bacterianas. Las evaluaciones de la evolucién de C-CO; se realizaron semanalmente durante
un periodo de 42 dias. Después del periodo de evolucién de la evaluacidn de C-COg, el suelo de las camaras de incubacion
se utiliz6 para analizar la concentracion de fosforo. Como resultado, se verificd que UNIFENAS 100-24 era potencialmente
capaz de producir amilasa y celulosa. Esta cepa promovié una mayor liberacion de C-CO,, sin embargo, no se observé una
mayor liberacién de fosforo. La inoculacion con la cepa UNIFENAS 100-24 puede promover una mayor descomposicion
de los residuos orgénicos, favoreciendo el ciclo de nutrientes y mejorando la calidad del suelo.

Palabras clave: Enzimas microbianas; Fosfato natural; Calidad del suelo.

1. Introducéo

Nas Ultimas décadas, verifica-se o crescente avanco tecnoldgico em diferentes setores, principalmente no agronegdcio
brasileiro, o qual contribui significativamente para o produto interno bruto (PIB) (Cunha Malafaia et al., 2021), sendo setor de
destaque e prioritario na descoberta de novas tecnologias de producéo e solugdes inovadoras para 0 aumento da competitividade do
setor agropecudrio, a fim de promover a lideranca de forma sustentavel. Estudos tem demonstrado que 0s microrganismos apresentam
caracteristicas multifuncionais, sendo capazes de desenvolver diversos processos benéficos que contribuem para o desenvolvimento
vegetal (Terra et al., 2019; Rezende et al., 2021; Oliveira et al., 2022).

Dentre as diversas funcdes executadas pelos microrganismos do solo, podemos destacar a decomposicdo da residuos
organicos, processo fundamental que contribui para a mineralizacdo de nutrientes e formacdo de quelantes que complexam compostos
poluentes, reduzindo seu potencial de toxicidade (Moreira & Siqueira, 2006).

Ainda sobre a decomposicao de residuos organicos, devemos considerar a participacdo de grupos microbianos especificos
com enzimas endo ou extracelulares que atuam efetivamente na oxidacdo da matéria organica. Durante esse processo, ocorre a
liberacdo de acidos orgéanicos (Pinheiro, 2012), os quais sdo capazes de solubilizar nutrientes adsorvidos na fracdo argila (Pavinato
& Rosolem, 2008) ou em p6 de rocha de liberacdo lenta (Abreu et al., 2016). Esse processo constitui-se de grande importancia, visto
que em solos tropicais, como no Brasil, uma fragdo significativa do fésforo adicionado ao solo é adsorvido na fracdo argila,
consequentemente, aumentando a frequéncia de aplicacdo de fertilizantes fosfatados e, consequentemente, os custos de producéo.

Com isso, verifica-se o interesse cientifico e também industrial em diversos grupos de microrganismos do solo, 0s quais
podem potencializar o uso de rochas nacionais e também contribuir efetivamente para aumentar a disponibilidade de fésforo
adsorvido na fragdo argila dos solos brasileiros. Nesse sentido, 0 estudo de técnicas de manejo que possam promover o incremento
de nutrientes no solo tornam-se de grande relevancia diante do cenario mundial, devido as perspectivas de aumento populacional e
de producéo de alimentos. Com isso, objetivou-se avaliar a produgdo de enzimas por bactérias promotoras do crescimento vegetal e

o efeito da inoculacdo destas bactérias na decomposicao de residuos organicos e solubilizacdo de fésforo.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram instalados no Laboratdrio de Microbiologia do Solo da Universidade José do Rosario Vellano-
UNIFENAS, em Alfenas, MG. Foram selecionadas oito estirpes bacterianas para o desenvolvimento dessa pesquisa. Essas estirpes
foram isoladas do solo rizosférico de Brachiaria brizantha (Dias et al., 2019) e foram testadas quanto ao potencial de atuar como

promotoras do crescimento vegetal, conforme dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Identificagdo, meio utilizado para isolamento das bactérias e capacidade de realizar a fixagdo bioldgica de nitrogénio

(FBN), solubilizar fésforo (P), potéssio (K) e produzir &cido 3-indol acético (AlA) pelas estirpes bacterianas utilizadas no estudo.

Promocéo de crescimento vegetal

Estirpes Meio de isolamento FBN Solubilizagdo de Solubilizacdo de  Producéo de AIA
P K
UNIFENAS 100-24 JMV - - - -
UNIFENAS 100-31 FAM X2 X? - X2
UNIFENAS 100-50 FAM X2 - X3 X3
UNIFENAS 100-59 JMV - - - -
UNIFENAS 100-69 LGI X2 Xt - Xt
UNIFENAS 100-71 JMV X2 Xt - Xt
UNIFENAS 100-72 LGI - - - -
UNIFENAS 100-74 FAM - - - X3

ISilva et al. (2019); ?Dias et al. (2019); 3Florentino et al. (2017). Fonte: Autores (2022).

No primeiro experimento foi avaliada producdo de enzimas amilase e celulase pelas estirpes bacterianas. Para o teste de
amilase, foi adotada a metodologia de Rabalho (2002), onde o meio de cultura composto de: 10g de farelo de milho esterilizado
umedecido com uma solucéo de sais contendo 0,14% de (NH4)2S0., 0,20% de K;HPO., 0,02% de MgS0O..7H-0 e 0,10% da solugéo
de micronutriente, pH foi ajustado 6,5 a 6,8. Nesse meio foram inoculadas 20 uL da suspensdo bacteriana, na fase logaritmica de
crescimento, contendo aproximadamente 1028 UFC mL™. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com quatro repeticbes. As placas contendo o meio de cultura inoculado com as suspens@es bacterianas foram incubadas em
estufa a 28°C. Apo6s 48h, foi adicionada solugdo de iodo (0,5%) nas placas visando observar a formacéo do halo claro ao redor do
ponto onde foi inoculada a estirpe bacteriana, caracterizando assim a producdo de amilase. O didmetro do halo foi medido com o
auxilio de um paquimetro.

No teste de celulase, 140 uL de suspensdo bacteriana, na fase logaritmica de crescimento, foram inoculadas em placas
contendo meio sélido carboximetilcelulose (CMC) como fonte de carbono, seguindo a metodologia descrita por Santos et al. (2010).
O experimento foi realizado em DIC com quatro repeti¢des. As placas foram incubadas a 28°C e apds 48 h, foram coradas com uma
solucdo de Vermelho do Congo 1% por 10 minutos e descoradas com a solucdo de NaCl 0,5% para aumentar o contraste do halo,
indicando sua atividade enzimatica. Os didmetros dos halos foram medidos com o auxilio de um paquimetro.

As estirpes bacterianas produtoras de enzimas amilase e celulase foram selecionadas para o segundo experimento, visando
avaliar a influéncia da decomposicdo da matéria organica na liberagdo de fosforo no solo. Para isso, foi selecionado um solo de
textura argilosa, coletado na camada de 0-20 c¢cm, apresentando a seguinte caracterizagdo quimica (Embrapa, 2017): pH (CaCl,) =
5,3; P (mg dm) = 11; K (mg dm3) = 0,56; Ca*? (cmol. dm-%) = 2,1; Mg*? (cmol; dm-%) = 1,0; AlI*3 (cmol, dm-3) = 0; H+Al (cmol,
dm-3) = 3,4; SB (cmol; dm-?) = 3,6; t (cmol, dm-3) = 3,6; T (cmolc dm-3) = 7,0; V (%) = 52; m (%) = 0; M.O. (g dm=3) = 21.

Foram utilizados residuos vegetais de feijao guanda (Cajanus cajan) e brachiaria (Brachiaria decumbens), cultivadas no

campo agrostoldgico do setor de Ciéncias Agrarias da UNIFENAS. Para o experimento, foram coletadas a parte aérea no momento
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do florescimento. O material vegetal foi seco em estufa com circulagéo forcada de ar a 70°C, durante 72 horas, moidos, passados por

peneira de 2 mm e uma parte das amostras foram enviadas para andlises de caracterizacdo bromatoldgica (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de fibra em detergente neutro (FVN) e acido (FDA) do residuo vegetal utilizado no experimento.

FDN FDA

Material vegetal %)
Brachiaria decumbes 60.43 30.89
Cajanus cajan 57.76 42.13

FDA = fibra em detergente acido; FDN = fibra em detergente neutro. Fonte: Autores (2022).

Para instalacdo do experimento, foram preparadas cadmaras de incubagdo, conforme descrito em Monteiro et al. (2002), em
que a decomposicdo dos residuos vegetais foi avaliada pela liberacdo de CO,. Foram utilizados 400 cm?® de solo, contendo 8 g de
residuo vegetal, inoculados com 4 mL de suspensdo bacteriana e a umidade serd mantida a 80% da capacidade de campo. Foi
adicionado também 0,110 g de fosfato natural de Bayovar, onde a quantidade foi determinada de acordo com a anélise quimica do
solo.

O delineamento estatistico foi o DIC, em esquema fatorial 3 (dois residuos vegetais e o tratamento controle sem residuo
vegetal) x 3 (utilizagdo de forma isolada das duas estirpes bacterianas produtoras de enzimas e um tratamento controle, sem
inoculacéo) e quatro repeticdes.

Nas camaras de incubacdo foram inseridos frascos contendo 20 mL de NaOH 0,25 mol L. As avaliacdes da evolucéo de
C-CO; foram realizadas por um periodo de 42 dias, sendo que semanalmente sera realizada a mensuracdo, retirando-se uma aliquota
da solucdo de NaOH de cada cAmara de incubagéo, na qual sera adicionada 10 mL de BaCl, 0,025 mol L™, seguidas de 3 gotas de
uma solucéo alcodlica de fenolftaleina 1% como indicador e titulagdo com HCI 0,1 moL L até a solugéo virar de violeta para incolor.
Ap6s cada avaliacdo da evolugédo de C-CO, foram inseridos frascos adicionais contendo 100 mL de NaOH 0,25 moL L nas cAmaras

de incubagdo. A quantidade de C-CO- evoluido foi calculado pela equacdo, citada em Moreira e Siqueira (2006):
mg
co2 (Esolo Seco) =[(Vo—-V)x1,1x1000]/PSS

Onde: Vo = volume de HCI utilizado para titular o branco, em mL; V = volume de HCI utilizado para titular a amostra, em
mL; 1,1 = fator de conversdo (1 mL NaOH 0,05M = 1,1 mg de CO3); 1000 = para ter resultados em kg de solo seco; PSS = peso do
solo seco.

O C-CO; evoluido acumulado foi expresso em termos absolutos (mg C-CO2) e em relagcdo a quantidade de carbono
adicionado (mg dm C-CO,). Apds o periodo de avaliagdo do C-CO- evoluido, o solo das cAmaras de incubacéo foi utilizado para
analise da concentragdo de fosforo e valor de pH. Os dados foram submetidos a anélise de variancia, e as médias das quatro repeticées

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2014).

3. Resultado e Discussao

Das estirpes bacterianas avaliadas quanto a producdo de amilase e celulase, observou-se que a estirpe UNIFENAS 100-24

apresentou uma melhor capacidade na degradacdo, formando halo no meio para producdo de amilase e celulase. Resultados
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semelhantes foram encontrados na literatura (Santos et al., 2010 e Rocha, 2010), indicando que microrganismos constituem uma
fonte de producdo dessas enzimas, podendo contribuir efetivamente com a decomposicao de residuos organicos e com a qualidade
do solo.

Analisando os resultados, observa-se que a inoculacdo da estirpe UNIFENAS 100-24, contribuiu para a maior liberacao de
C-COq, 0 que pode ser associado a producdo das enzimas celulase e amilase, contribuindo para maior taxa de decomposi¢do dos

residuos, em comparagéo com a estirpe UNIFENAS 100-59 e o controle sem inoculacéo (Tabela 3).

Tabela 3. Acimulo de CO; nas amostras de solo contendo diferentes plantas de cobertura e diferentes estirpes bacteriana*

C-CO2 (mg kg'* de solo seco)

Material vegetal

UNIFENAS 100-24 UNIFENAS 100-59 Sem inoculagéo
Brachiaria decumbes 105.06 Ba 34.18 Bb 33.49 Ab
Cajanus cajan 339.35 Aa 214.13 Ab 30.26 Ac
Sem residuo 46.63 Ca 48.77 Ba 25.62 Ab

*Meédias seguidas de letras iguais, maitscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade. Fonte: Autores (2022).

Analisando a Tabela 3, observa-se que os tratamentos contendo feijao guandu (Cajanus cajan) apresentaram maior taxa de
decomposicdo, o que pode ser explicado pelo fato desta espécie pertencer a familia das leguminosas, possuindo menor relagdo C/N,
possui maior taxa de decomposicdo e mineralizacéo e, consequentemente, maior liberacdo de nutrientes para as plantas (Santos &
Meurer, 2018). Ja as gramineas ou poaceas como a Brachiaria, possui maior persisténcia no solo (Marangoni et al., 2017), sendo
também caracteristica desejavel a qualidade do solo.

Analisando a concentragdo de fésforo no solo apds o tempo de avaliagdo da liberacdo de C-CO2, ndo foram encontradas

diferengas significativas entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Concentrages de fosforo (mg dm=) e pH do solo adubado com fosfato natural de Bayovar apés 42 dias de incubagdo.

Disponibilidade de fosforo pH
Material vegetal
(mg/dm3)
Brachiaria decumbes 33.83 5.68
Cajanus cajan 27.67 5.77
Sem residuo 23.50 5.27

Fonte: Autores (2022).

Deve-se considerar que o experimento foi avaliado por um periodo de 42 dias e que pode ocorrer maior incremento de P
disponivel no solo ao longo do tempo, necessitando, portanto, de pesquisas posteriores visando identificar a influéncia da inoculagéo
microbiana e adigdo de residuos vegetais em solos adubados com fosfato natural por periodos de tempo maiores no solo, o que pode
ter relevancia, principalmente para culturas perenes. Admite-se em curto prazo, que os fosfatos de baixa solubilidade apresentam
menor eficiéncia em relagdo aos fosfatos solGveis em agua. No entanto, em longo prazo, o seu efeito residual é geralmente maior
(Guedes et al., 2009).

Esses resultados podem ser devido a atuacdo dos acidos organicos liberados durante o processo de decomposicdo aliado a
atuacdo dos microrganismos do solo (Pavinato & Rosolem, 2008), viabilizando o uso das rochas nacionais, apresentando, portanto,

14


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.27037

Research, Society and Development, v. 11, n. 3, €55111327037, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.27037

relevancia do ponto de vista econdmico e ambiental. Destaca-se também que resultados encontrados por Silva & Raij (1999), ao
avaliarem a disponibilidade de fésforo em solos por diferentes extratores, onde obtiveram melhores relagfes de producdo quando
utilizaram o método da resina de troca i6nica, 0 que pode ter relacdo no fato de ndo ter resultado na interacédo e inoculagéo.

A solubilizacédo de fosfato por microrganismos esta relacionada a capacidade destes em produzir cidos organicos, 0s quais
contribuem para o rompimento de ligagfes quimicas entre os elementos, aumentando a liberagdo do nutriente (Silva Filho & Vidor,
2000). Segundo Barroso e Nahas (2008), a fonte de carbono pode influenciar na producgéo de acidos organicos e, consequentemente,
na eficiéncia do processo. Com isso, verifica-se a necessidade de estudos visando selecionar microrganismos de acordo com as
condic@es de cultivo visando maior eficiéncia (Moreira & Siqueira, 2006).

Bolivar-Anillo et al (2016), relatam sobre o potencial do uso de microrganismos promotores do crescimento vegetal na
agricultura por atuarem em diversos processos, como fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, inibicdo de fitopatogenos,
producdo de exopolissacarideos e de siderdforos. Para pesquisas posteriores, sugere-se avaliar a solubilizagdo de fosforo no solo
associada a adi¢do de residuos vegetais e inoculagdo de estirpes bacterianas por um periodo maior, visando assim identificar a real

contribuicdo dos fatores envolvidos nesse processo, favorecendo assim o desenvolvimento de tecnologias para aplicagdo no campo.

4. Conclusao

A estirpe UNIFENAS 100-24 produz enzimas amilase e celulase, as quais aumentam a decomposicao de residuos organicos
no solo.
Estudos posteriores devem ser realizados visando avaliar o desempenho desta estirpe no campo, na presenca e auséncia de

residuos organicos, e por um periodo maior de tempo.
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