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RESUMO

SANTANA, Ingrid Kely da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2011. Atividade de ureases em solos e avaliagcdao de
potenciais inibidores. Orientador: Reinaldo Bertola Cantarutti.
Corientadores: Antonio Jacinto Demuner, Edson Marcio Mattiello e
Sebastido Tavares de Rezende.

A urease € a enzima que catalisa a hidrolise da ureia em dioxido de
carbono e amonia. Os inibidores de ureases sdo empregados para minimizar
a volatilizacdo de NH3 a partir da hidrolise da ureia. O presente estudo teve
como objetivo avaliar a atividade das ureases no solo de cultivo agricola em
sistema de plantio direto e convencional, de pastagem e de eucalipto e
avaliar o potencial de compostos do grupo iminas e piridinonas na inibicéo
da atividade das ureases no solo. Foram conduzidos dois ensaios. No
primeiro a incubacdo foi conduzida em temperaturas de 30 e 4°C. Os
tratamentos corresponderam a um fatorial [(4 x 10) + 4], sendo quatro solos
(pastagem, SPC, SPD e eucalipto); 10 tempos de incubacéo (2, 4, 6, 12, 24,
36, 48, 72, 120 e 168 h) mais um controle para cada solo no ensaio a 30 °C.
No ensaio com temperatura de 4 °C foram oito tempos de incubacéo até 72
horas, portanto o fatorial foi [(4 x 8) + 4]. O delineamento foi inteiramente
casualisado, com cinco repeticbes. No segundo ensaio 0s tratamentos
corresponderam a um fatorial ([(11 x 4) + 1] x 5), sendo 11 compostos (cinco
iminas, cinco piridinonas e um PMA); quatro doses (0,25, 0,50, 0,75 e 1,0
pmol); mais o tratamento sem inibidor em cinco tempos de incubagéo a
30°C (6, 12, 24, 48 e 72 h). O delineamento foi em blocos ao acaso com

cinco repeticdes. A atividade das ureases no solo foi avaliada determinando-
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se a ureia remanescente nos diferentes tempos de incubacdo. Para isto
ultilizou-se a ureia extraida pela solucdo mista de KCI 2 mol L* e 5mg L™ de
acetato de fenilmercurio (PMA). A ureia no extrato foi quantificada por meio
de método espectrofotométrico (527 nm) com uso de diacetil monoxime
(DAM) e thiosemicarbazide (TSC) em meio acido. Os solos apresentaram
diferenciado potencial de hidrélise da ureia com efeito da temperatura de
incubacdo. O solo de pastagem apresentou maior atividade ureolitica,
seguido do solo do SPC, SPD e de eucalipto. As conformacdes avaliadas
das iminas e piridinonas ndo foram efetivas na inibicdo da atividade das
ureases. Apesar da ndo significancia, as conformacdes das piridinonas
avaliadas foram mais efetivas na inibicdo da atividade das ureases. A
piridinona 10, com a aplicacdo de 1,0 pmol, mostrou-se mais ativa,
resultando um tempo de 25 h de incubacdo para hidrolisar 90 % da ureia
adicionada ao solo. Outras conformacgdes das iminas e piridinonas deverao

ser sintetizadas e avaliadas o seu potencial inibidor.



ABSTRACT

SANTANA, Ingrid Kely da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2011. Ureases activity in soil and potencial inhibitors
evaluation. Advisor: Reinaldo Bertola Cantarutti. Co-Advisors: Anténio
Jacinto Demuner, Edson Marcio Mattiello and Sebastido Tavares de
Rezende.

The urease is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of urea to
carbon dioxide and ammonia. The inhibitors are used to minimize the
volatilization of NH3z from hydrolysis of urea. The present study proposes to
evaluate the activity of urease in crop, tillage and conventional system from
pasture and eucalyptus and evaluate the compounds potential of imine and
pyrimidinone groups in inhibitions of activity of urease in soil. Two
experiments were conducted. On the first one the incubated was conducted
in 30 and 4 °C. The treatments match of a factorial [(4 x 10) + 4], were four
soils (pasture, SPC, SPD and eucalyptus), ten times of incubation (2, 4, 6,
12, 24, 36, 48, 72, 120 and 168 hours) further the control for each soil to the
assay of 30 °C. In the assay with the temperature of 4° C were eight times of
incubation until 72 hours, therefore factorial was [(4 x 8) + 4]. The delimitation
was completely randomized with five repetitions. On the second essay the
treatments match to a factorial ([(11 x 4) + 1] x 5) with 11 compounds (5
imine, 5 pyrimidinone and one PMA), four doses (0,25, 0,50, 0,75 e 1,0

pmol); further the treatment with inhibitor in five times of incubation 30 °C (6,



12, 24, 48 e 72 h). The delimitation was divided in blocks at random with five
repetitions. The urease activity in soil was evaluated determining the
remaining of urea in different time of incubation. The urea was extracted
through mixed solution of KCI2 mol L™ and 5mg L™* of phenylmercury
acetate (PMA). The urea in the extract was quantified by spectrophotometer
method (527 nm) using diacetyl monoxime (DAM) and thiosemicarbazide
(TSC) in acid. The soils presented different potential of urea hydrolysis with
temperature effect of incubation. The pasture soil presented higher activity
ureolitic, followed by SPC, SPD and eucalyptus soil. The conformations
evaluated of imine and pyrimidinone weren’t effective in the activity inhibition
of ureases. Although no significance, the conformations of pyrimidinone
analized were more effective in the activity urease inhibition. The
pyrimidinone 10, with the application of 1,0 umol, show the higher activity
resulting in the time of 25 hours of incubation to hydrolise 90 % of ureia
added to the soil, Other conformations of imine and pyrimidinone should be

synthesized and evaluated their inhibitor potential.
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INTRODUCAO GERAL

A ureia € um composto nitrogenado que possui 46 % de N na forma
amidica. Mais de 90 % da producdo mundial sdo destinados ao uso como
fertilizante. A producdo de ureia a partir de amdnia e gas carbdnico,
produzidos numa mesma unidade, torna o produto menos oneroso que 0s
demais fertilizantes nitrogenados. Além disso, possui teor de N bem mais
alto, comparativamente aos demais produtos, o que resulta menor custo de
transporte e de estocagem por unidade de N.

O consumo brasileiro de N em 2010 foi de 2,855 milhdes de tonelada,
sendo que 2,179 milhdes (76 %) foram importados (Associagao..., 2011).
Para atender esta demanda foram consumidos 3,32 milhdes de ureia, que
correspondeu a 51 % do consumo de fertilizantes nitrogenados. Apesar do
maior consumo a eficiéncia agronémica da ureia € comprometida pela
elevada volatilizacdo de NHs;. Considerando que, em média, 60 % do N
aplicado na forma de ureia s&o volatilizados como NH3;, estima-se que em
2010 ocorreu perda equivalente a 2,49 milhdes de toneladas de ureia.
Tomando-se que o custo médio de venda ao consumidor naquele ano foi de
US$ 466,79 por tonelada (Associacdo..., 2011) tal perda corresponderia a
1,162 bilhdes de ddlares.

A volatilizacdo de NH3; a partir da ureia € mais acentuado em solos
com baixo teor de matéria organica e de argila, baixa CTC, pH mais elevado,
sendo ainda afetado pela qualidade e quantidade da cobertura morta (Corsi,
1994; Al-Kanani et al., 1991; Silva et al., 1995 & Sangoi et al., 2003). Com

aplicacao superficial da ureia, a amonia volatilizada pode alcancar 80 % do



nitrogénio aplicado no solo (Lara Cabezas et al., 1997), o que compromete a
sua eficiéncia agrondmica e aumenta a quantidade de NHj;na atmosfera.

A adubacgdo com N-fertilizante sempre € realizada no sentido de se
obter aumento em produtividade e aumento na eficiéncia de uso do
nutriente. Considerando as perdas do N da ureia por volatilizacdo de NH; e
imobilizagao, torna-se fundamental o estudo com inibidores de ureases,
reduzindo custos e aumentando a eficiéncia de adubagao.

Alternativas industriais também sdo utilizadas para aumentar a
eficiéncia de utilizacdo da ureia. Varias substancias tém sido estudadas com
0 objetivo de controlar a atividade da enzima urease e com isso reduzir a
volatilizagdo de amonia (Dominguez et al., 2008; Krajewska, 2009).

Os inibidores de ureases sao substancias que reduzem a velocidade
de conversao de ureia em NHs, 0 que permite maior percolacdo da ureia.
Como resultado, obtém-se reducdo da concentracdo de NH3 na superficie do
solo e, consequentemente, as perdas por volatilizagcdo. Dentre os inibidores,
0s mais efetivos sao substancias analogas a ureia, como fosforodiamidatos
e fosforotriamidatos. O NBPT (tiofosfato de N-butiltriamida) € um composto
gue apresenta caracteristicas de solubilidade e difusibilidade similares as da
ureia e vem mostrando os melhores resultados, sendo o Unico utilizado
comercialmente na area agricola com a denominagao de “Agrotain”. No
entanto, a eficiéncia do NBPT tende a ser menor em solos acidos e em altas
temperaturas, quando ha maior atividade de urease, dissolugdo mais rapida
dos granulos e maior evaporacdo da solugédo do solo, o que provoca a
movimentacdo da ureia e da amobnia em direcdo a superficie (Cantarella,
2008). Além disso, depois de adicionado a ureia, o NBPT tende a perder
eficiéncia com o tempo de armazenamento (Hendrickson & Douglass,1993;
Tao et al., 2006).

O interesse por inibidores das ureases ndo se restringe a area
agricola; é também de extrema importancia sua aplicacdo médica, por

prevenir doencgas nos tratos gastrico e urinario (Follmer, 2010).
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CAPITULO 1

Atividade das ureases no solo com diferentes condi¢cfes de uso

RESUMO

SANTANA, Ingrid Kely da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2011. Atividade de ureases em solos sob diferentes
condicbes de uso. Orientador: Reinaldo Bertola Cantarultti.
Coorientadores: Antdnio Jacinto Demuner, Edson Marcio Mattiello e
Sebastido Tavares de Rezende.

As ureases presentes nos solos sdo provenientes da sintese realizada
por microrganismos, principalmente por bactérias, e de residuos vegetal e
animal. A atividade das ureases aumenta com a elevacdo da umidade, da
temperatura e do pH do solo, e ainda, é influenciada pelo tipo de vegetacéao
e a guantidade do material organico incorporado. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a atividade das ureases nos solos de cultivo agricola em sistema
de plantio direto e convencional, de pastagem e de eucalipto. Para o ensaio
de hidrolise amostras de 2,5 g foram tratadas com 10 mg de ureia e
submetidas a incubacé&o por 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 120 e 168 h a 30 e
4 °C, que foi iniciada de forma escalonada para que fosse concluida
simultaneamente. A incubacéo a 4 °C foi até 72 h. A ureia remanescente foi
extraida com solucdo mista de KCI2 molL? e 5mg L* de acetato de
fenilmercurio (PMA) e determinada por meio do método espectrofotométrico

(527 nm). Os solos apresentaram diferenciado potencial de hidrélise da ureia



com efeito da temperatura de incubacédo. A baixa temperatura limitou a
sintese e, ou a atividade das ureases em razdo da diminuicdo da atividade
dos microrganismos ureoliticos. O solo de pastagem apresentou maior
atividade ureolitica, levando apenas 11 e 21 horas para hidrolisar 50 % da
ureia adicionada no solo. O solo de SPC e de SPD hidrolisou 50 % da ureia
em 25 e 24 h, respectivamente, mas para hidrolisar 90 % da ureia o solo de
SPD levou 52 h, enquanto que o SPC isso ocorreu em 33 h. O solo de
eucalipto apresentou menor atividade hidrélitica a 30 °C, resultando um
maior tempo, 47 e 95 h, para hidrolisar 50 e 90 % da ureia, respectivamente.
No entanto, na incubacéo a 4 °C a hidrélise no solo do SPD e de eucalipto
foi mais intensa que no solo do SPC. Conclui-se que o0 solo de pastagem
apresenta maior atividade ureolitica, seguido do solo do sistema de plantio

convencional, do sistema de plantio direto e de eucalipto.



ABSTRACT

SANTANA, Ingrid Kely da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2011. Ureases activity in soil under different use conditions
Advisor: Reinaldo Bertola Cantarutti. Co-Advisors: Antbnio Jacinto
Demuner, Edson Marcio Mattiello and Sebastido Tavares de Rezende.

The ureases present in soil are realized by microorganism syntheses,
principally bacteria and vegetable residue and animal. The urease activity
increase with the elevation of humidity, temperature, soil pH and the kind of
vegetation and the quantity of organic matter incorporated. The aim of this study
was evaluate the activity of ureases in soil as crop, tillage and conventional
system from pasture and eucalyptus. To the essays of hydrolysis samples of
2,5 g were treated with 10 mg of urea and submitted to incubation for 2, 4, 6,
12, 24, 36, 48, 72, 120 and 168 h in 30 and 4 °C, that was initiated of staggered
form to conclude simultaneously the experiments. The incubation at 4 °C was
until 72 h, The urea remaining was extracted through mixed solution of KCI
2 molL* and 5mg L™ phenylmercury acetate (PMA) and quantified by
spectrophotometer method (527 nm). The soils presented different potential of
hydrolysis of urea with incubation temperature effect. The low temperature
limited the synthesis and, or the activity of ureases in case of the decrease of
ureolitic microorganisms activity. The soil pasture presented higher ureolitic
activity, with only 11 and 21 hours to hydrolyze 50 % of the urea that was added
in the soil. The SPC and SPD hydrolyzed 50 % of the urea in 25 and 24 hours,
respectively, but to hydrolyze 90 % of urea in SPD soil took 52 hours whereas
in SPC soil occurred on 33 hours. The eucalyptus soil presented lower

7



hydrolytic activity at 30 °C, resulting in a larger time, 47 and 95 hours to
hydrolyze 50 and 90 % of urea, respectively. However, in the incubation of 4 %
the hydrolysis in SPD and eucalyptus soil were more intense that in the SPC
soil. It is concluded that the pasture soil presented higher ureolitic, following by

the conventional, tillage system and eucalyptys soil.



INTRODUCAO

Ureases (ureia amido hidrolases) sdo um grupo de enzimas que
catalisam a hidrolise da ureia em amoénia e didéxido de carbono. Dentre as
enzimas que constitui 0 grupo, incluem-se as glutamases e amidases. As
ureases sao amplamente distribuidos na natureza, sendo, produzidos,
principalmente por micro-organismos e também, estdo presentes em
residuos vegetais e animais (Freney & Black, 1998; Witte, 2011). O pH 6timo
para a atividade das ureases situa-se entre 7 e 8 (Krajewska, 2009).

De acordo com a origem, a composicao estrutural da urease é
variavel, o que justifica a concepcdo da existéncia de ureases. As ureases
sdo constituidas por subunidades cataliticas: UreA, UreB e UreC. Cada
subunidade corresponde a uma cadeia polipeptidica (sequéncia de
aminoacido) de dominio alfa, beta e gama, respectivamente (Sirko &
Brodzik, 2000). O alto grau de similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos indica que todas sdo variantes de uma mesma proteina
ancestral, o que resulta em isoformas com mecanismos cataliticos similares
de hidrdélise da ureia (Ciurli et al., 1999).

A urease de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) foi a primeira
enzima a ser cristalizada (Sumner, 1926). Sua unidade estrutural basica
constitui-se de uma Unica subunidade com 840 aminoacidos. Nas plantas, a
urease é um hexamero de seis cadeias idénticas e localiza-se no citoplasma.
Ja as ureases bacterianas sdo multimeros de duas ou trés subunidades
distintas, como por exemplo, a urease das bactérias Helicobacter pylori,

Klebsiella aerogenes e Bacillus pasteurii. O sitio ativo de todas as ureases



possui dois atomos de niquel e quatro moléculas de agua préximas a eles,
em coordenacdo com residuos de histidina e lisina (Dixon,1980; Jabri et al.
1995).

A hidrolise da ureia no solo resulta em rapida producéo de NH3z e COx.
A amonia pode ser convertida em NH;*, de acordo com a atividade de H".
Em raz&o da formag&o do ion NH,", a hidrdlise da ureia causa elevagdo do
pH, principalmente ao redor das particulas do fertilizante, favorecendo a
volatilizacdo de NH3 (Rodrigues & Kiehl, 1986; Ouyang et al. 1998).

Quando a ureia € aplicada na superficie do solo, a perda de nitrogénio
por volatilizacdo da NH3; pode alcancar 80 % do total aplicado (Lara-Cabezas
et al.,, 1997), o que compromete a sua eficiéncia agrondmica e aumenta a
guantidade de NHj3na atmosfera. A presenca de palhada, além de reduzir o
contato da ureia com o solo, favorece maior atividade microbiana, o que
resulta em maior producdo de ureases e, consequentemente, maior hidrolise
e producdo de NH3 (Barreto & Westerman, 1989; Sangoi et al., 2003). Além
disso, ha elevada atividade de ureases na palhada em razdo da ureia
produzida pelo catabolismo da arginina na senescéncia do tecido vegetal
(Witte, 2011).

A atividade das ureases aumenta com a elevacdo da umidade, da
temperatura e do pH do solo (Longo & Melo, 2005; Krajewska, 2009; Tasca
et al., 2011). E também influenciada pelo tipo de vegetacio e pela
guantidade de material organico incorporado. O efeito do material organico
na atividade das ureases dependera da sua disponibilidade como fonte
energética para os microrganismos e da facilidade de sua mineralizacdo. No
sistema de plantio direto (SPD), por exemplo, a auséncia de revolvimento do
solo e a deposicdo de restos vegetais de alta relagdo C/N estimulam a
atividade das ureases, em razdo da maior diversidade de micro-organismos
e da atividade de enzimas (Lanna et al.,, 2010). Quando se emprega o
sistema convencional de preparo do solo (aracdo + gradagem), existe uma
distribuicdo mais uniforme do material organico e dos nutrientes nas
camadas superficiais, o que estimula uma réapida mineralizagdo e, por
conseguinte, reduz a manutencdo de complexos enzimas-acidos humicos
nos coldides organicos dos solos (Alvarez et al., 1995). Segundo Santos et

10



al. (1991), a hidrdlise da ureia pode ser atenuada de acordo com o tipo de
vegetacdo, em razdo da acéo inibitéria de compostos organicos exsudados
pelo sistema radicular ou oriundos da decomposi¢éo dos restos vegetais.
Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
atividade das ureases em solo de cultivo agricola em sistema de plantio

direto e convencional, em solo de pastagem e de eucalipto.
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MATERIAL E METODOS

Os solos de cultivo agricola em sistema de plantio direto, sistema de
plantio convencional e de pastagem foram coletados em areas de unidades
experimentais da UFV, em Vigcosa, MG e o0 solo de eucalipto em uma
fazenda no municipio de Paula Candido, MG. O solo de cultivo agricola € um
Argissolo Vermelho-Amarelo cambico fase terraco e os solos de pastagem e
de eucalipto sao Argissolos Vermelho-Amarelo. As amostras de solos foram
coletadas nos primeiros cinco centimetros, secas ao ar e passadas por
peneira com malha de 2 mm. O histoérico de uso e principais caracteristicas
das areas sdo apresentadas no quadro 1 e as caracteristicas quimicas e

fisicas dos solos no quadro 2.
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Quadro 1. Caracteristicas dos sistemas de uso das areas em que foram
coletadas as amostras de solo

Solo

Sistema de uso

Pastagem (PA)

Sistema de
plantio
convencional
(SPC)

Sistema de
plantio direto
(SPD)

Eucalipto (PE)

Pastagem de Brachiaria decumbens implantada em 1973, e
atualmente integra o Sistema de Producdo de Gado de Corte
do DZO/UFV. Manejada com pastejo continuo semi-intensivo

com bovino e sem adubacdes e calagem frequentes.

Plantio de milho e feijdo em sucessao para fins experimentais
ou de produgéo por mais de 10 anos, com irrigagao por meio
de um pivé central. O preparo do solo predominante foi uma
aracao e duas gradagens. O controle de plantas espontaneas
tem sido feito com herbicidas de pré-emergéncia e de
contato. A calagem e as adubacdes foram de acordo com as

particularidades dos experimentos ou da producdo comercial.

Area contigua & do SPC. Cultivada ha mais de 10 anos em
SPD com cultivo de milho no verdo sucedido por feijdo no
inverno (safrinha) para fins experimentais ou de produgao,
com irrigacdo por meio de um pivd central. O controle das
plantas daninhas tem sido feito com herbicida de pré e pds-
emergéncia para o milho e pés- emergéncia para o feijao. A
calagem e as adubacdes foram de acordo com as

particularidades dos experimentos ou da producéo comercial.

Floresta implanta em 1997. O plantio foi realizado no
espacamento 3 x 2m, com adubacdo de plantio
recomendada para a cultura e o preparo do solo consistiu de

uma aracao e uma gradagem.
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Quadro 2. Caracteristicas quimicas e fisicas da camada de 0-5 cm dos
solos em diferentes sistemas de uso

[¢Y)

Solo PHuzo PP  KP AF® ca®™® Mg™® H+A® v MO®™  Areia Silte Argila
mg dm’3 cmol, dm’3 % dagkg’ g kg™
PA 5,79 53 198 0 3,42 1,89 4.7 56 6,40 580 60 360

SPC 57 19 141 0 2,03 0,99 3,2 51 2,43 450 90 460

SPD 6,78 38,6 168 0 54 1,96 17 82 4,61 320 180 500

PE 4,57 6,6 49 1,33 1,26 0,46 10 16 7,68 520 50 430

W pA: Pastagem; SPC: Sistema de plantio convencional; SPD: Sistema deé)lantio direto: PE: Eucalipto
@ Extrator Mehlich-1; ® Extrator KCI 1 mol L™; “ Extrator CaOAc pH 7,0; ® Walckey-Black

Para o ensaio de hidrélise da ureia utilizou-se o método de Bremner
(1982). Amostras de 2,5 g de solo (< 1 mm) foram transferidas para tubos de
centrifuga de 50 mL, e receberam um volume de &gua ultra pura para elevar
a umidade até 70 % da capacidade de campo. Apds vinte e quatro horas,
adicionaram-se 10 mg de ureia (0,5 mL de uma solucdo 20 g L™). Os tubos
com solo foram preparados de forma escalonada para que os tempos de
incubacédo de 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 120 e 168 h fossem concluidos
simultaneamente. Também foram acrescentados tubos com solo sem adicdo
de ureia (testemunha) para cada tempo de incubacdo. A incubacgao foi
conduzida em duas temperaturas, 30 e 4°C, sendo que nessa ultima
condicdo, a incubacéo foi até 72 horas.

Ao final da incubacao determinou-se a ureia remanescente. Para isso,
adicionaram-se aos tubos 25 mL de uma solucdo de KCI 2 mol L™ contendo
5mg L* de acetato de fenilmerctrio (PMA). Os tubos foram agitados por
uma hora e obteve-se o0 extrato por meio de filtracdo em papel de filtro com
poros de 8 um. A ureia no extrato foi quantificada por meio de método
espectrofotométrico (527 nm), com uso de diacetii monoxime (DAM) e
tiosemicarbazida (TSC) em meio acido (H,SO, e H3zPO,4) de acordo com
Bremner (1982).

A ureia hidrolisada (Unigr) foi estimada por: Upigr = 10 + Ug - Urem;, em
qgue: 10 mg € a quantidade de ureia adicionada, Uy € a quantidade de ureia

natural do solo para cada tempo de incubacédo (testemunha) e Urem; é a
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guantidade de ureia remanescente ao fim de cada tempo “i” de incubagao. A
ureia hidrolisada foi expressa em relagdo entre a quantidade de ureia
adicionada ao solo (mg mg™).

Os tratamentos consistiram da combinacdo fatorial entre os quatro
usos dos solos, 10 tempos de incubacdo mais um controle (sem adicédo de
ureia) para cada solo [(4 x 10) + 4] no ensaio a 30 °C. No ensaio com
temperatura de 4 °C foram oito tempos de incubacéo, portanto o fatorial foi
[(4 x 8) + 4]. O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado,
com cinco repeticoes.

Os dados de hidrélise da ureia (Unigr) foram submetidos a analise de
variancia. Foram ajustadas equacoes de regressao para variagdo da Uyg; de

acordo com o tempo de incubagéo.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Os solos apresentaram diferente potencial de hidrélise da ureia,
sendo esse potencial fortemente influenciado pela temperatura de incubacéao
(Figura 1). A hidrélise da ureia foi mais acentuada na maior temperatura
(Figura la).

Na temperatura de 4 °C, a hidrolise foi mais intensa no solo de
pastagem e do SPD, o que evidencia a influéncia da quantidade, qualidade e
continuo aporte de residuos organicos (Figura 1b), conforme constatado por
Longo & Melo (2005) e Lanna et al. (2010).

Verificou-se que 90 % da ureia foi hidrolisada em 23, 33 e 51 h no
solo de pastagem, do SPC e do SPD, respectivamente, enquanto que o solo
de eucalipto isto ocorreu em 94 h (Quadro 3). Estudos em condi¢gOes de
campo demonstram que o pico de volatilizagdo de NH3; a partir da ureia
ocorre entre dois e quatro dias apds a aplicacdo (Tasca et al., 2011; Grohs
etal., 2011).
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Figura 1. Ureia hidrolisada (mg mg™) de acordo com o tempo de
incubacdo (h) em amostras de solo de pastagem (PA), de
sistema plantio convencional (SPC), de sistema plantio direto
(SPD) e de plantio de eucalipto (PE) incubadas com 10 mg de
ureiaa 30 (a) e 4 °C (b).

O solo de pastagem apresentou maior atividade ureolitica, levando
apenas 1le 21 horas para ocorrer a hidrélise da metade quantidade de ureia
adicionada ao solo (Quadro 3). Esta rapida hidrélise evidenciou elevada
atividade ureolitica que pode ser atribuida a continua adicdo de ureia por
meio das excre¢des dos bovinos em pastejo, o que estimula a producéo da
urease. Além disso, na pastagem ha continuo aporte de residuos vegetais.

Esses fatores estimulam o aumento da diversidade dos microrganismos e da
17



atividade enzimatica.

O solo de SPC e de SPD hidrolisou 50 % da ureia em 25 e 24 h,
respectivamente, enquanto que para hidrolisar 90 % da ureia o solo de SPD
apresentou um tempo maior (52 h) comparado com o SPC que levou apenas
33 h (Quadro 3). Apesar do solo do SPD apresentar maior teor de matéria
organica, tal resultado evidencia a importancia da qualidade dos residuos
para a maior diversidade de microrganismo e maior atividade das ureases,
considerando que em ambos sistemas utilizou-se a sucessao de plantio
milho-feijao.

O solo de eucalipto apresentou a 30 °C a menor atividade hidrdlitica
(Figura 1a), resultando um maior tempo para hidrolisar 50 % da ureia (47
horas). A menor atividade da urease pode ser atribuida a uma baixa
atividade microbiana decorrente da natureza dos residuos do eucalipto, o
gue € evidenciado pelo maior teor de matéria organica (Quadro 2), e ainda
em razao da menor fertilidade do solo. Facci et al. (2008) também encontrou
baixa atividade de urease em solos de eucalipto, o que atribuiram a menor
diversidade de microrganismos causado por compostos organicos
exsudados pelo sistema radicular, ou oriundos da mineralizacao dos restos
vegetais.

Na incubacédo a 4 °C, no entanto, a hidrolise no solo do SPD e de
eucalipto foi mais intensa do que no solo do SPC. Considerando que a baixa
temperatura limita a atividade microbiana e a sintese de ureases, tais
resultados podem ser atribuidos a uma maior protecdo das ureases
presentes nos solos do SPD e de eucalipto, por meio da interagdo com a

fracdo humificada da matéria organica.
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Quadro 3. Equacdes de regressao para a quantidade de ureia hidrolisada

(mg mg™) de acordo com o tempo de incubacdo em amostras de
solo de pastagem (PA), de sistema plantio convencional (SPC), de
sistema plantio direto (SPD) e de plantio de eucalipto (PE)
incubadas com 10 mg de ureia a 30 e 4 °C, correlagéo entre valores
estimados e observados (Ryy) e tempo (h) para hidrolisar 50 e 90 %
daureia

Solo Equacéo Ryy 50 % 90 %
Temperatura 30°C e h-------
PA y=(-27,075 + X>°1)/(1353,8 + X3 0,999 11 23
SPC y =0,996/(1 + (e~ 05047 0,999 25 33
SPD y =1,011% ~°"(125-0.0600 0,999 24 52
PE ¢ =0,00165% X% 0,999 a7 95
Temperatura 4 °C
PA y =0,0231% x054 0,999 21 58
SPC § = 0,035% X* 0,999 95 132
SPD y =0,15 + 0,008X — 0,29/X? 0,999 42 89
PE y =0,0648% X>% 0,999 64 98
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CONCLUSAO

Conclui-se que o solo de pastagem apresenta maior atividade
ureolitica, seguido do solo do sistema de plantio convencional, do sistema de

plantio direto e de eucalipto.

A hidrolise total da ureia a 30 °C, ocorre em 36, 48, 72 e 120 h no solo

de pastagem, do SPC, do SPD e eucalipto, respectivamente.
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CAPITULO 2

Piridinonas e iminas como inibidoras de ureases em solo

RESUMO

SANTANA, Ingrid Kely da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2011. Piridinonas e iminas como inibidoras de ureases no
solo. Orientador: Reinaldo Bertola Cantarutti. Corientadores: Antdnio
Jacinto Demuner, Edson Marcio Mattiello e Sebastido Tavares de
Rezende.

A ureia é o principal fertilizante nitrogenado, porém apresenta
problemas de perdas de nitrogénio por volatilizacdo da ambnia. No solo, a
dindmica da ureia envolve a acdo das ureases, que sSao provenientes da
sintese realizada por microrganismos, principalmente por bactérias, e de
residuos vegetal e animal. Os inibidores de ureases sdo empregados para
minimizar a volatilizacdo de NH3z a partir da hidrolise da ureia. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o potencial de compostos do grupo iminas e
piridinonas na inibicdo da atividade das ureases no solo. Foram avaliados 11
compostos com potencial de inibicdo na atividade das ureases, cinco iminas,
cinco piridinonas e um inibidor de referéncia que € um efetivo inibidor da
urease, o PMA. Para o ensaio de cinética de hidrélise da ureia utilizou-se
amostra de 2,5 g de solo de pastagem e atravées do método
espectrofotométrico (527 nm) determinou-se a ureia remanescente apos 0s
periodos de incubacdo. As amostras foram tratadas com 10 mg de ureia e
0,25, 0,50, 0,75 e 1,0 umol das iminas ou piridinonas ou PMA em tubos

separados. Também foram acrescentados tubos com solo com ureia e sem
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inibidor (controle) e solo sem ureia e sem inibidor (testemunha). A incubacéo
foi feita de forma escalonada para que os tempos de 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e
72 h fossem concluidos simultaneamente, em incubadora a 30 °C. N&o
ocorreu diferenca significativa entre a cinética de hidrélise da ureia no
controle e no solo com as iminas e piridinonas. Para o PMA a hidrdlise da
ureia foi significativamente menor, foram demandas de 13 a 19 h para
hidrolisar metade da maxima hidrélise (50 %). As iminas 1, 2 e 3, na dose de
0,75 umol apresentaram os tempos de 11, 10,6, 10,3 h, respectivamente
para hidrolisar 50 % da ureia. A piridinona 10 mostrou-se mais ativa
resultando em um tempo de 25 h para hidrolisar 90 % da ureia, o que pode
ser atribuido a presenca do anel furano na sua estrutura. Tais resultados
sugerem que outras conformacgOes deverdo ser sintetizadas e avaliadas

guanto ao seu potencial inibidor.

25



ABSTRACT

SANTANA, Ingrid Kely da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2011. Pyrimidinone and imine used as urease inhibitor in soil.
Advisor: Reinaldo Bertola Cantarutti. Co-Advisors: Antbnio Jacinto
Demuner, Edson Marcio Mattiello and Sebastido Tavares de Rezende.

Urea is the main nitrogen fertilizer, but presents problems of nitrogen
losses because the ammonia volatilization. On the soil, the dynamics of urea
involves the action of urease, which are made from synthesis by
microorganisms, mainly bacteria, and plant and animal waste. Urease
inhibitors are employed to minimize volatilization of NH; from the hydrolysis
of urea. The aim of this study was to evaluate the potential of compounds of
the group of imine and pyrimidinone in inhibition of urease activity in soil.
Eleven compounds with potential to inhibit the activity of urease, five imine,
five pyrimidinone and an inhibitor of reference that is an effective inhibitor of
urease (PMA) were evaluated. For the kinetic hydrolysis of urea, 2.5 ¢
sample of soil and pasture were used through the spectrophotometric
method (527 nm) to determine the urea remaining after the incubation
periods. The samples were treated with 10 mg of urea and 0.25, 0.50, 0.75
and 1.0 umol of imine or pyrimidinone or PMA in separate tubes. Tubes of
soil with urea without inhibitor (control) and soil without urea without inhibitor
(control) have also been added. The incubation was done incrementally so
that the times of 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 and 72 h were simultaneously
completed in an incubator at 30 ° C. There was no significant difference

between the kinetics of hydrolysis of urea in control and in soil with imine and
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pyrimidinone. For PMA, the hydrolysis of urea was significantly lower in
which times of 13 to 19 h to hydrolyze half of the maximum hydrolysis (50%)
were demanded. The imines 1, 2 and 3 at a dose of 0.75 umol presented
times of 11, 10.6, 10.3 h, respectively to hydrolyze 50 % of the urea. The
pyridinone 10 was more active resulting in a time of 25 h to hydrolyze 90 %
of the urea, which can be attributed to the presence of the ring stuck in their
structure. These results suggest that other conformations should be

synthesized and evaluated for determination of its potential inhibitor.
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INTRODUCAO

O nitrogénio € um dos principais determinantes da produtividade das
culturas e a limitada capacidade de suprimento do solo faz com que a
fertilizac&@o nitrogenada seja imprescindivel.

A ureia é o principal fertilizante nitrogenado utilizado no Brasil, em
razdo do elevado teor de N (46 %), do menor custo e melhores
caracteristicas quimicas e fisicas em relagdo a outros fertilizantes
nitrogenados.

No solo, a dinamica da ureia envolve a acdo da enzima urease,
amplamente encontrada nos solos (Mulvaney & Bremner, 1979) e originada
da atividade dos microrganismos e de residuos vegetal e animal (Freney &
Black, 1998). O pH 6timo para a atividade das ureases situa-se entre 7 e 8
(Krajewska, 2009). Os principais produtos da hidrolise da ureia sdo NH3 e
CO,. A amoénia pode ser convertida em NH;", de acordo com a atividade de
H*. Em razdo da formag&o do ion NH,4", a hidrélise da ureia causa elevacgéo
do pH, principalmente ao redor das particulas do fertilizante, favorecendo a
volatilizacdo de NH3; (Rodrigues & Kiehl, 1986; Ouyang et al. 1998). Desse
modo, a reducado da atividade das ureases, pode reduzir as perdas de NHs.
Tem sido demonstrado que a adigcdo de compostos inibidores de ureases a
ureia diminui as perdas de nitrogénio por volatilizagcdo da amoénia (Cantarella,
2007; Domingues, 2008).

Os mecanismos de agao das ureases mais aceitos atualmente séo os
descritos por Karplus (1997) e Benini (1999). Os autores observaram que a
inibicdo da urease pode envolver mudancas na conformacéo estrutural da
enzima, impedindo sua unido com o substrato (inibidor ndo competitivo) ou
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0S compostos podem ocupar temporariamente o centro ativo da enzima, por
semelhanca estrutural (inibidor competitivo). No entanto, segundo Krajewska
(2009), as propostas de mecanismos de acdo da enzima sobre o substrato
ou de sua interacdo com os inibidores ainda sédo controvertidas e precisam
ser esclarecidas.

Tendo em vista a tendéncia de prevaléncia da ureia na matriz mundial
de fertilizantes nitrogenados, faz-se necessaria a busca por alternativas
eficientes e economicamente viaveis, que visam diminuir as perdas de NH3
por volatilizacdo e elevem a eficiéncia agronémica da ureia.

Atualmente, dentre os inibidores, o tiofosfato de N-butiltriamida
(NBPT), tem se mostrado promissor, sendo o Unico utilizado comercialmente
na area agricola, com a denominagéo de “Agrotain”. A eficiéncia do NBPT
tende a ser menor em solos acidos, em altas temperaturas, quando ha maior
atividade de urease, maior dissolucdo dos granulos e maior evaporacdo da
solugcéo do solo, o que provoca a movimentagdo da ureia e da amonia em
direcdo a superficie (Cantarella, 2008). Além disso, depois de adicionado a
ureia, o NBPT tende a perder eficiéncia com o tempo de armazenamento
(Hendrickson & Douglass,1993; Tao et al., 2006).

Compostos com atividade aleloquimica tém sido utilizados como
modelo na identificacdo de compostos inibidores das ureases. As iminas e
piridinonas estdo presentes em um grande numero de compostos com
atividade biolégica, como antibacteriana, antifingica, analgésica, anti-
inflamatoria, dentre outras (Oztiirk et al., 2001; Evidente et al., 2006;
Macdonald et al., 2008). Apesar de haver relatos na literatura da sintese de
iminas e piridinonas (Findlay et al., 1978; Demuner et al., 2009; Chen et al.,
2010; You et al., 2010), observa-se uma escassez de informagdes sobre seu
potencial inibidor da urease.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de
compostos dos grupos iminas e piridinonas na inibicdo da atividade das

ureases em solo de pastagem.
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MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas cinco iminas (1-5) (Figura 1) sintetizadas no
Departamento de Quimica da UFMG e cinco piridinonas (6-10) (Figura 1)
sintetizadas no Laboratorio de Analise e Sintese de Agroquimicos (LASA) do
Departamento de Quimica da UFV (Valente, 2010). Como composto de
referéncia foi utilizado o acetato de fenilmercurio (PMA) (11), que é um
efetivo inibidor das ureases (Figura 1).

Alguns destes compostos tiveram sua atividade inibidora previamente
comprovada em ensaios in vitro com urease de Canavalia ensiformis
(Valente, 2010). A inibicdo da hidrolise da ureia foi de 34 % para 0 composto
4, 35 % para o composto 5, 22 % para o composto 6,37% para 0 composto
7, 34 % para o composto 8, 35 para o composto 9 e 32 % para 0 composto
10.
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Figura 1- Representacéo estrutural das iminas (1-5), das piridinonas (6-
10) e do acetato de fenilmercurio (PMA) (11).

Para o ensaio de cinética de hidrdlise da ureia, foi utilizada amostra
da camada de 0 a5cm de um Argissolo Vermelho-Amarelo coletada em
uma pastagem de Brachiaria bizantha cv Marandu. A andlise quimica e fisica
do solo apresentou: pH em &gua de 5,79; 64 g kg™ de matéria organica
(Walckey-Black); 5,3 mg dm™ de P (Mehlich-1); 198 mg dm™ de K (Mehlich-
1); 0 de AI** (Extrator KCI 1 mol L™); 3,42 cmol, dm™ de Ca?** (Extrator KCI 1
mol L™); 1,89 cmol, dm™ de Mg?* (Extrator KCI 1 mol L™); 4,70 cmol. dm2de
H+ Al (Extrator CaOAc pH 7,0); 55,5 de V %:; 580 g Kg™ de areia; 60 g Kg™
de silte e 360 g Kg™ de argila.

O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito por
Bremner (1982). Amostras de 2,5 g (< 1 mm) de solo foram transferidas para

tubos de centrifuga de 50 mL e receberam volume de agua ultra pura para
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elevar a umidade até 70 % da capacidade de campo. Apds vinte e quatro
horas, adicionaram-se 10 mg de ureia (0,5 mL de uma solugcdo 20 gL™) e
0,25, 0,50, 0,75 ou 1,0 pmol das iminas ou piridinonas ou PMA em tubos
separados, que em relacdo a massa de ureia, corresponderam a 250, 500,
750 e 1000 umol g* de ureia. Também foram acrescentados tubos com solo
com ureia e sem inibidor (controle) e solo sem ureia e sem inibidor
(testemunha). Os tubos com solo foram preparados de forma escalonada
para que os tempos de incubacéo de 6, 12, 24, 48 e 72 h fossem concluidos
simultaneamente, em incubadora a 30 °C.

Ao final da incubacédo determinou-se a ureia remanescente. Para isto
adicionaram-se aos tubos 25 mL da solucdo de KCI2 mol L* contendo
5mg L* de acetato de fenilmerctrio (PMA). Os tubos foram agitados por
uma hora e obteve-se o0 extrato por meio de filtracdo em papel de filtro com
poros de 8 um. A ureia no extrato foi quantificada por meio de método
espectrofotométrico (527 nm) com uso de diacetii monoxime (DAM) e
tiosemicarbazida (TSC) em meio &cido (H,SO, e H3PO,), de acordo com
Bremner (1982).

A quantidade de ureia hidrolisada (Unigr) foi estimada por: Upigr = 10 +
Uo - Urem;, em que: 10 mg é a quantidade de ureia adicionada, Uy € a
guantidade extraida do solo sem a adicdo de ureia (testemunha) para cada
tempo de incubacdo e Urem; é a quantidade de ureia remanescente ao fim
de cada tempo de incubacdo. A quantidade de ureia hidrolisada foi expressa
em relagcdo entre a quantidade de ureia hidrolisada e ureia adicionada no
solo (mg mg™).

Os tratamentos consistiram da combinacdo fatorial entre 11
substancias, quatro doses, mais o tratamento sem inibidor em cinco tempos
de incubacdo ([(11 x 4) + 1] x 5). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualisado, com cinco repeticdes.

Os dados da quantidade de ureia hidrolisada (Ungr) foram submetidos
a analise de variancia. Foram ajustadas equacdes de regressdo para

variagao da Upgr de acordo com o tempo de incubacéo.
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RESULTADO E DISCUSSAO

As curvas que relacionam a quantidade de ureia hidrolisada com o
tempo de incubagdo caracterizam a cinética da hidrélise da ureia no solo
sem adicao de inibidor (controle) ou com adicdo de PMA (Figuras 2) e com a
adicdo das iminas (Figura 3) ou das piridinonas (Figura 4). O solo
apresentou elevada atividade das ureases, considerando que em 24 h,
100 % da ureia adicionada ao solo foi hidrolisada (controle), enquanto que,
com a menor e maior dose do inibidor PMA, 80 e 60 % da ureia foram

hidrolisados nesse periodo, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Ureia hidrolisada (mg mg™) de acordo com o tempo de
incubacao (h) a 30 °C em amostras de solo com 10 mg de ureia
sem a adicéo de inibidor (controle) ou com adi¢cao de 0,25, 0,50,
0,75 ou 1,0 ymol do PMA. Ryy corresponde a correlagao entre os
valores estimados e 0s observados pela equacao de regressao.
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Figura 3. Hidrolise da ureia (mg mg-1) de acordo com o tempo de

incubacao (h) a 30 °C em amostras de solo com 10 mg de ureia
sem a adicao de inibidor (controle) ou com adi¢céo de 0,25, 0,50,
0,75 ou 1,0 umol das cinco iminas. Ryy corresponde a correlagao
entre os valores estimados e os observados pela equacao de
regressao.

34



10 b - - 10 F -
Zost Zosl
[=2] f=2]
E E
(1] (1]
g 06 g 06
< p - A 143 oa [S A 14,3
Soal o controle  §=1,0/(1+e (8,33-0,6X)) Rfy= 0,999 Zoal i controle  §=1,0/(1+e (8,33-0,6X)) "> Rfy= 0,999
2o, )
= /i % ---- 0,25 pmol §=1,0/(1+e (10,31-0,60x)) """ Rfy= 0,999 s /% ---- 0,25 umol §=1,0/(1+e (8,36-0,59X)) "7 Rfy= 0,999
D K A_ 1/5,4 _ [l pal A 1/3,2 oA
e ¢ o . 19=1 - = L . = - g =
5.1 P 0,50 pmol y=1,0/(1+e (10,53 0,65><))M8 . Ri’y 0,999 S5.,0 P o 0,50 pmol i 1,0/(1+e (7,80- 0,56)())1/2 s Ryy= 0,999
: A ——--0,75 pmol §=1,0/(1+e (15,80-0,80%)) "> Rfy= 0,999 : A ———-0,75 umol §=1,0/(1+e (6,29-0,48X)) 22 Rgy= 0,999
o - 1,0pmol §=1,0/(1+e (8,33-06X)">®  Rfy=0,999 Py 1,0 pmol  §=1,0/(1+e (8,15-0,58X))"">® Rey= 0,999
00 . . . . . ) 00 . . . . . )
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Tempo de incubagéo (h) Tempo de incubacéo (h)
12 - 8 12 - 9
10 F - - A 1oh - "
o E
E 08 - Sos |
(=21
E E
(1]
206 So6f
2 3
g A 1/4,3 A § A 1/4,3 A
Soal controle  y=1,0/(1+e (8,33-0,6X))"*° Ryy= 0,999 Soal * controle  §=1,0/(1+e (8,33-0,6X)) Rjy= 0,999
= -~ 0,25 pmol Y=1,0/(1+e (6,20-0,45X))"2® Ryy= 0,999 g /% ---- 025 umol §=1,0/(1+e (7,80-0,56x))">?  Riy= 0,999
5 --0,50 pmol Y=1,0/(1+e (5,42-0,43X))"/"° Ryy= 0,999 % & o 0,50 umol §=1,0/(1+e (9,0-0,63X))"*®  Riy= 0,999
02 0,75 pmol §=1,0/(1+e (7,64-0,56X))">0 Ryy= 0,999 02 ® A ---0,75 pmol §=1,0/(1+e (5,20-0,41%)) 20 Rfy= 0,999
-~ 1,0 pmol ¥=1,0/(1+e (9,22-0,69X)) > T Ryy= 0,999 PY—— 1,0 pmol §=1,0/(1+e (7,82-0,59)) 2 7® Rgy= 0,999
0,0 1 1 1 1 1 J 0,0 1 1 1 1 1 J
0 12 24 36 48 €0 72 ) 12 24 36 48 60 72
Tempo de incubagéo (h) Tempo de incubagio (h)
12 - 10
1,0 o A
‘o
£08
[=2)
£
So6}
[
2
< A 143 o
Soal controle  §=1,0/(1+e (8,33-0,6X))* R{y=0,999
S % ---- 0,25 pmol §=1,0/(1+e (7,22-0,53))""> Rfy= 0,999
'3 7, B o 140 on
£ % 0,50 pmol §=1,0/(1+e (8,81-0,6X)) Riy= 0,999
021 ¢ A ----0,75umol §=1,0/(1+e (5,77-0,42X)) >3 Riy= 0,999
® -~ 10pmol §=(-1,57+0,33X)/(1+0,24X+0,0008X%) Rfy= 0,999
0,0 1 1 1 1 1 J
0 12 24 36 48 60 72

Tempo de incubagao (h)

Figura 4. Hidrélise da ureia (mg mg-1) de acordo com o tempo de
incubacao (h) a 30 °C em amostras de solo com 10 mg de ureia
sem a adicao de inibidor (controle) ou com adicéo de 0,25, 0,50,
0,75 ou 1,0 ymol das cinco piridinonas. Ryy corresponde a
correlacédo entre os valores estimados e os observados pela
equacao de regresséao.

A hidrolise de metade da ureia (50 %) para o solo controle ocorreu em
9 h e em 15 h para hidrolisar 90 % (Quadro 1). Com o PMA foram demandas
de 13 a 19 h para ocorrer a metade da hidrélise da ureia (Quadro 1), que
corresponde a um retardamento de até cinco horas no tempo para ocorrer

metade da maxima hidrdlise da ureia.
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N&o ocorreu diferenca significativa entre a hidrolise da ureia no
controle e no solo com as iminas 1, 2 e 3 (Figura 3), com o tempo variando
de 9 a 11 h para hidrolisar 50 % (Quadro 1). Na dose de 0,75 pumol (750
pumol g de ureia) as iminas 1, 2 e 3 apresentaram os tempos de 11, 10,6,
10,3 h, respectivamente, para hidrolisar 50 % da ureia (Quadro 1).
Considerando que as iminas 1, 2 e 3 apresentam a mesma estrutura
molecular bésica (Figura 1), a presenca da hidroxila nas iminas 2 e 3 nédo
condicionou maior eficiéncia inibidora .

As iminas 4 e 5 intensificaram a hidrélise da ureia (Figura 3), com o
tempo variando de 4 a 8 h para hidrolisar os 50 %, sendo que a maior dose
destes compostos proporcionaram significativamente menores tempos de
hidrélise (Quadro 1), sugerindo que estes compostos estimularam a
atividade das ureases. A similaridade estrutural das iminas 4 e 5 (Figura 1)
sugere gque a presenca do flaor foi o fator que limitou a ac¢éo inibidora da
imina 5, o que se confirma com o mesmo comportamento da imina 4 que
também contém fllor na sua estrutura. No entanto, Valente (2010) constatou
gue as iminas 4 e 5 apresentaram eficiéncia de inibicdo de 34 e 35 %
respectivamente, em ensaios de cinética in vitro com urease Canavalia
ensiformis. Tal discrepancia pode ser atribuida a maior diversidade de
ureases no solo, que possuem comportamento diferente quanto aos
aspectos cinéticos (Paulson & Kurtz, 1970). Dominguez et al. (2008) também
constataram compostos que estimularam a hidrolise da ureia em solo.
Segundo Krajewska (2009) o fluor é considerado um inibidor competitivo
menos efetivo do que Hg**, Ag* e Cu?*, que inibidores mais ativos.

As piridinonas também néo alteraram significativamente a cinética de
hidrélise da ureia (Figura 4 e Quadro 1). No entanto, 0,75 upmol das
piridinonas 6 e 7, apresentaram o tempo de 12 e 10,4 h, respectivamente
para hidrolisar 50 % da ureia (Quadro 1). Na dose de 1,0 umol da piridinona
8, 0 tempo para hidrolisar 50 % da ureia foi de 10,4 h sendo esse mesmo
tempo determinado para a piridinona 9 independente da dose.

Com a aplicacao de 1,0 umol, a piridinona 10 mostrou-se mais ativa,
resultando em um tempo de 25 h para hidrolisar 90 % da ureia adicionada
(Quadro 1), o que pode ser atribuido a presenca do anel furano na sua
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estrutura (Figura 1). Tal resultado sugere que outras conformacdes deverdo

ser sintetizadas e avaliadas quanto ao seu potencial inibidor.

Quadro 1. Tempo para hidrolisar 50 e 90 % da ureia adicionada em solo
de pastagem com a adicdo de 10 mg de ureia sem a adi¢cdo de
inibidor da urease ou com adi¢éo de 0,25, 0,50, 0,75 ou 1,00 umol

de PMA ou iminas (1 a 5) ou piridinonas (6 a 10)

50 % 90 %
Compostos
0 025 050 075 1,0 0 025 050 075 10
Controle ® 9,0 _ _ _ _ 15,0 _ _ _ _
PMA @ 130 130 150 19,0 _ 245 37,99 >72 >T72
1 _ 104 10,0 111 9,7 _ 15 17,7 149 175
2 99 10 106 103 _ 161 160 16,6 1575
3 _ 102 102 103 101 _ 161 169 162 161
4 _ 7.8 6,7 4,7 45 152 129 73 71
5 _ 6,7 6,5 4,9 43 131 99 74 69
6 _ 90 106 122 10,7 _ 170 168 19,3 164
7 99 102 104 100 _ 154 156 159 156
8 98 103 102 104 _ 163 162 155 148
9 _ 102 104 104 104 _ 156 154 168 155
10 9,9 10,3 10,6 9,9 156 16,0 170 253
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CONCLUSAO

As conformacdes avaliadas das iminas e piridinonas nao foram
efetivas na inibicdo da atividade das ureases.

Apesar da nao significancia, as conformagdes das piridinonas
avaliadas sao mais efetivas na inibicdo da atividade das ureases.

Com a presenca do anel furano a piridinona é mais eficaz na inibicao

da atividade das ureases.
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CONCLUSAO GERAL

O uso de inibidores de urease tém-se demonstrado eficiente na
reducdo do processo de hidrolise da ureia, que pode contribuir na melhoria
da eficiéncia da adubacdo nitrogenada devido a uma menor perda de
nitrogénio por volatilizacdo de aménia. Porém, a eficiéncia destes inibidores
depende de fatores como tipo de solo e presenca ou ndo de residuos
vegetais, havendo, portanto a necessidade de maiores estudos nessas
diferencas condicbes e outras conformacfes das iminas e piridinonas

deveréo ser sintetizadas e avaliadas o seu potencial inibidor.
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