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Por que analisar enzimas em solos?

A atividade de enzimas serve como bioindicador da qualidade do solo e o interesse na sua
determinacdo vem de varias décadas. Contudo, devido a dificuldade de interpretar os resultados,
em fungao dos varios fatores que afetam a atividade enzimatica, essas determinagdes estavam
restritas a trabalhos de pesquisa ou avaliagbes para fins especificos. Recentemente, pesquisadores
da Embrapa desenvolveram estudos para a interpretacdo dos resultados em alguns solos
brasileiros, calibrando-os com estudos de fertilidade do solo de longa duracédo. Essas pesquisas
mostraram que € possivel estender a interpretagao dos resultados para amostras secas ao ar e, que
a atividade enzimatica determinada desse modo € um indicador importante do componente
biolégico da fertilidade do solo. Essas determinagdes podem ser feitas em laboratérios de analise de
solo de rotina. A Embrapa desenvolveu o BioAS — Tecnologia de Bioanalise de Solo, langado em
2020 (EMBRAPA, 2020), englobando as determinac¢des das atividades das enzimas arilsulfatase e
B-glicosidase, as quais estdo associadas aos ciclos de enxofre e do carbono no solo,
respectivamente. As andlises das atividades dessas enzimas tém sido combinadas com algumas
determinagdes de fertilidade do solo e textura para o célculo do indice de Qualidade do Solo (IQS)
(Mendes et al., 2018).

A partir dessas pesquisas, a Embrapa passou a difundir e promover a analise de enzimas como
uma ferramenta adicional para medir a qualidade do solo e, assim, muitos laboratérios se
interessaram em oferecer este servigo adicional.

O Ensaio de Proficiéncia passa a acompanhar as analises de enzimas em solo.

Os laboratérios que tém interesse em usar o BioAS devem estabelecer um contrato com a
Embrapa, que oferece treinamento e coloca o banco de dados ja pronto (e em constante
desenvolvimento) para a interpretagao dos resultados.

O Ensaio de Proficiéncia (EP) é uma atividade complementar e independente a da Embrapa. A
participacdo no EP permitira aos laboratérios: aferir seus resultados frente a seus pares, saber se
tais resultados ficam dentro do intervalo de confianca estabelecido por meio de procedimentos
estatisticos — de modo similar ao que ocorre com as demais determinagdes de atributos quimicos e
fisicos.

Os laboratérios que quiserem se beneficiar dos demais servigos da BioAS devem entrar em contato
com a Embrapa.

Os métodos de analise sao os mesmos empregados pela Embrapa?

Nao exatamente. Os métodos descritos no presente protocolo e os da Embrapa sdo baseados em
Tabatabai (1994). Os trabalhos recentemente publicados pela Embrapa (Castro et al.,2018; Mendes
et al., 2019, Mendes et al., 2021) indicam que a principal diferenca do método sugerido pelo BioAS
é a retirada do tolueno do procedimento. Entretanto, nesta primeira versdo do presente protocolo, o



método original, com tolueno, esta sendo sugerido, pois os testes feitos no IAC apontaram que o
tolueno traz algumas vantagens. Esta opgao podera ser reavaliada futuramente e o tolueno retirado.
De qualquer modo, o objetivo do EP é permitir que os laboratérios se sintam confortaveis com seus
resultados. Se tiverem bom desempenho na analise das enzimas com tolueno, certamente o terao
sem tolueno.

Uma segunda diferenca é a inclusdo da determinacgéo de fosfatase acida, que ndo consta do BioAS.
Os resultados de fosfatase aparentemente nao sao tdo estaveis em amostras secas ao ar e nao tém
se mostrado bons bioindicadores para as condigdes de laboratorios de analise de rotina. No
entanto, muitos laboratérios podem se interessar em oferecer esta determinagao para clientes com
demandas especiais.
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Protocolos para a determinacgao da atividade de enzimas em solos’

Arilsulfatase, B-glicosidase, Fosfatase acida

Adriana P.D. Silveira, Matheus A. P. Cipriano, Ménica F. De Abreu, Heitor Cantarella,
Fernando C. B. Zambrosi

Esta é a versdo dos protocolos de analise de atividade de enzimas no solo adaptada dos métodos
utilizados no Laboratério de Microbiologia do Solo do IAC, com base nos procedimentos
desenvolvidos por Tabatabai e coautores e publicados em Tabatabai (1994).

As enzimas arilsulfatase, p-glicosidase e fosfatase acida estdo associadas aos ciclos do enxofre,
carbono e fésforo no solo, respectivamente, e podem ser consideradas como bioindicadores da
atividade microbiana, um componente da fertilidade integral de solos.

Resultados de determinagdo da atividade de enzimas em solo tém interpretacdo complexa, pois
podem ser bastante variaveis, dependendo da forma como as amostras sdo coletadas e
armazenadas. Recentemente, estudos realizados no Brasil mostraram que as atividades de
arilsulfatase e B-glicosidase apresentam relativa estabilidade quando analisadas em amostras de
solo secas ao ar, o que permitiu que as interpretagcdes desses resultados fossem propostas para
alguns solos e condi¢cdes (Mendes et al.,, 2019, 2021). Isto abre a possibilidade de que essas
enzimas fagam parte das avaliagdes feitas por laboratérios de rotina de andlise de solo para
caracterizar a fertilidade integral de solos, incluindo determinagdes ligadas a atividade biolégica
(Mendes et al., 2018).

Principio das determinagoes:

A determinagado das atividades das enzimas arilsulfatase, 3-glicosidase e fosfatase acida em solos
envolve a medi¢do do p-nitrofenol, liberado quando amostras de solo sao incubadas por 1 hora a
37°C e com solugbes tamponadas contendo os substratos p-nitrofenil sulfato, p-nitrofenil-3-D-
glucosideo e p-nitrofenil fosfato dissédico. Tolueno é adicionado por ser um agente plasmolitico e
antisséptico. O tolueno néo interfere nas determinagdes da -glicosidase e da fosfatase acida, mas,
provoca um ligeiro aumento na atividade da arilsulfatase, o que deve ser considerado na
interpretacao dos resultados.

O p-nitrofenol liberado pela reagdao com as enzimas é extraido do solo por filtragem apds a adigao
de solucdes de CaCl. e NaOH. A determinacao envolve a leitura da cor amarela da solugédo de p-
nitrofenol por espectrometria UV-visivel. Solugdes alcalinas de p-nitrofenol tém coloragdo amarela,
mas as solugdes acidas de p-nitrofenol, bem como as solugdes de p-nitrofenil sulfato, p-nitrofenil- 8-
D-glucosideo e p-nitrofenil fosfato sao incolores.

A unidade para expressar os resultados das atividades das enzimas é a quantidade de p-nitrofenol
liberado em 1 hora por massa de solo (g). Curvas de calibragdo s&o feitas com quantidades
conhecidas de p-nitrofenol em meio tamponado.

Amostras em branco devem ser preparadas com a incubagao de solo sem os substratos acima, mas
contendo o produto da reagao (p-nitrofenol). A padronizagdo dos procedimentos & importante para
conseguir resultados satisfatorios.

' Protocolo do Setor de Microbiologia do Solo do IAC. Adaptado para o Ensaio de Proficiéncia IAC
Verséo Abril de 2022



Arilsulfatase

Protocolo do Setor de Microbiologia do Solo do IAC

Material

1- Tubo de ensaio (dimensao 25 mm x 150 mm)
2- Incubadora

3- Espectrofotdmetro UV Visivel

4- Papel filtro n° 42 (faixa azul — filtragem lenta)
5- Agitador tipo Vortex

6 — Pipetas calibradas

7 — Banho Maria

Reagentes
1- Tolueno;

2- Tampao acetato 0,5 mol/L pH 5,8 - pesar 68 g de acetato de sédio tri-hidratado (NaOAC 3H20)
em 700 mL de H20 +1,7 mL de acido acético glacial (99 %). Completar para 1 L com H20
destilada;

3- Solugéao de p-nitrofenil sulfato de potassio (PNS) CsHsNOsSK, 257,26 g/mol) 0,05 mol/L (PNS
- Sigma N3877): dissolver 0,614 g de PNS em 40 mL de tampao acetato. Diluir a solugado para 50
mL com o tampao. Armazenar em geladeira;

4- CaClz 0,5 mol/L - dissolver 73,5 g de CaClz em 700 mL de H20 e completar para 1 L;
5- NaOH 0,5 mol/L - dissolver 20 g de NaOH em 700 mL de H20 e completar para 1 L;

6- Solugao padrao de p-nitrofenol (Sigma 241326), CeéHsNOs3, 139,11 g/mol: dissolver 1 g de p-
nitrofenol em 700 mL e completa para 1L com H20 destilada. Esta solugdo contém 1000 ug/mL
de p-nitrofenol. Armazenar em geladeira;

7 — Solugao padrao diluida de p-nitrofenol (PNF) Diluir 1 mL da solugédo padrédo de p-nitrofenol
em 100 mL (baldo volumétrico) e agitar bem. Esta solugdo serd denominada Solugao padrao
diluida e contém 10 pg/mL de p-nitrofenol.

Procedimentos

As amostras de solo, a prova em branco da amostra e os pontos da curva de
calibracao devem ser preparados simultaneamente.

a) Amostras de solo para analise

1- Pesar 1,0 g de solo (< 2 mm) em tubo de ensaio (2 repeticées e 1 branco);

2- Adicionar: 0,25 mL de tolueno; 4 mL de tampao de acetato 0,5 mol/L; 1 mL de solugédo de
substrato PNS 0,05 mol/L (Reagentes 3);

3- Incubar por 1 h a 37 °C;

4- Adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L. Agitar por 5 segundos (vortex). O
volume total de reagentes adicionados ao solo é 10,25 mL;



5- Filtrar a suspensao do solo em papel filtro n°. 42 (faixa azul, filiragem lenta). As amostras de solo
desenvolvem cor amarela, que é lida no espectrofotdmetro;

6- Fazer a leitura a 410 nm;

7- Caso a leitura do extrato de solo ultrapasse a leitura do padrao 6 (P6, 5 ug p-nitrofenol) da curva
padrao (Tabela 2), diluir o extrato da amostra de solo com agua.

b) Prova em branco

1- Pesar 1,0 g de solo, igual nas amostras de solo para analise, adicionar 0,25 mL de tolueno e 4
mL de tampao acetato. Agitar por 5 segundos (vortex);

2- Incubar por 1 h a 37 °C;

3- Apods a incubagio, adicionar 1 mL de solugdo de PNS. Notar que, para o Branco, o PNS nao é
adicionado antes da incubacgao;

4- Em seguida, adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L. Agitar por 5
segundos (vortex). O volume total de reagentes adicionados ao solo é 10,25 mL;

5- Filtrar a suspensao do solo em papel filtro n°. 42 (faixa azul, filtragem lenta);
6- Fazer a leitura no espectrofotdmetro a 410 nm.

7- Caso a leitura do extrato de solo ultrapasse a leitura do padrao 6 (P6, 5 ug p-nitrofenol) da curva
padrao (Tabela 2), diluir com agua o extrato da prova em branco na mesma propor¢do da
diluicao da amostra de solo.

c) Curva de calibragao
1- — Os seis tubos da curva de calibragdo devem ser incubados do mesmo modo que as amostras;

2- Pipetar aliquotas de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL da solugdo padrao diluida de p-nitrofenol — PNF
(Reagentes — 7) em tubos de ensaio e ajustar o volume a 5 mL com agua. Agitar por 5 seg
(vortex). Os volumes precisam ser exatos;

3- Adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L. O volume total de solu¢gdo em
cada frasco da curva padrao é 10 mL (veja Tabela 1). Estas solugdes contém 0, 1,2, 3,4e 5
Mg de p-nitrofenol por mL;

Tabela 1- Volume de solugdo padrédo diluida, de outros reagentes e concentracdo final de p-
nitrofenol para obteng¢ao da curva de calibragao.

Identificacao Aliquota da solugédo Volume de agua Volume de  Volume de Concentracao

padréo diluida de (mL) CaClz (mL) NaOH final de p-

PNF (mL) (mL) nitrofenol
P1 0 5 1 4 0
P2 1 4 1 4 1
P3 2 3 1 4 2
P4 3 2 1 4 3
P5 4 1 1 4 4
P6 5 0 1 4 5

4- Agitar por 5 segundos (vortex);

5- Incubar por 1 h a 37 °C. Os seis tubos da curva de calibragdo devem ser incubados do
mesmo modo que as amostras de solo. A curva padrao desenvolve cor amarela, que é lida no
espectrofotdmetro;



6- Fazer a leitura a 410 nm.

Calculo para determinagao da atividade da enzima do solo

A enzima arilsulfatase catalisa a hidrélise do sulfato no PNS, liberando sulfato e p-nitrofenol no solo.
A quantidade de sulfato & proporcional a de p-nitrofenol na solugdo. Desse modo, o calculo da
atividade da enzima pode ser feito com base na curva de calibragdo de p-nitrofenol. A atividade da
arilsulfatase é expressa em ug de p-nitrofenol por grama de solo por hora. Para o calculo, utiliza-se
a curva de calibracdo, produzida diariamente para cada batelada de amostras, e os fatores de
diluicdo embutidos no procedimento. O exemplo abaixo pode ajudar nos calculos:

Tabela 2. Exemplo de construgao da curva de calibracdo para a determinacao da atividade da en-
zima arilsulfatase a partir de solugbes com concentragdes conhecidas de p-nitrofenol e respec-
tivas leituras da absorvancia. Os valores a seguir sdo exemplos para um equipamento e condi-
¢do especifica. Os valores serdo ligeiramente diferentes em cada laboratério e dia em que a
determinacgéo for feita.

Identificagdo do padrao Concentragao de p-nitrofenol Absorvancia
ug/mL

P1 0 0

P2 1 0,102
P3 2 0,149
P4 3 0,223
P5 4 0,312
P5 5 0,382

Plotar os dados da tabela 2 para a obtencao da curva de calibragao (Figura 1).
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Figura 1. Representacéo grafica, construida com planilha Excel, de uma curva de calibracao tipica
para a determinagéo espectrofotométrica de enzima do solo, utilizando um espectrofotdme-
tro Thermo Scientific™ Multiskan™ GO.

O modelo da equacdo da reta é y= ax + b onde Y é a absorvancia, x € a concentragdo de p-
nitrofenol, a e b sdo parametros do ajuste do modelo. No exemplo, a = 0,0747 e b = 0,008.



Resolvendo a equagao para x (concentragédo de p-nitrofenol):

x = P 1
- (1)

Para calcular a atividade de arilsulfase, usando o exemplo da curva de calibragao da Fig. 1.

Y-0,008

0,0747

p —nitrofenol (ug/mL) = (2)

O valor de absorvancia da leitura da amostra (Y) para uso na equagéo (2) € a média das leituras de
absorvancia das duas repeticdes da amostra de solo, subtraida da absorvancia da prova em branco.
Considerando, como exemplo, a leitura de absorvancia de duas repeticées de uma amostra de solo
€ seu branco:

Leitura da repeti¢ao 1: 0,181
Leitura da repetigao 2: 0,192
Leitura da prova em Branco: 0,02

Yomostra (@bsorvancia média) = 21810192 _ 0,02 = 0,1665 (3)
Substituindo na equacéo (2)
. ug\ _ 0,1665— ,008 _ o
p — nitrofenol (ﬂ) = oo = 2,122 ug de p — nitrofenol 4)

Para expressar a atividade da enzima em massa de solo, a partir da curva padrao:

Atividade no solo: p — nitrofenol (ug g t h™1) = Z}xTZ (5)
Onde,
C = concentragéo de p-nitrofenol na suspenséo de solo, em pg/mL (equagéo 4)
g= peso do solo seco ao ar (g)
t= tempo de incubacéo (h)
V= volume da suspenséo do solo (10,25 mL)

Se todas as condi¢des do ensaio forem mantidas como descrito no método (1 g de amostra de solo
seco ao ar, 1 hora de incubagcédo e 10,25 mL de suspensdo = soma do volume de todos os
reagentes adicionados ao solo), a equagao pode ser simplificada:

C x10,25mL

p —nitrofenol (ugg *h™1) = Toxihora (6)

Ou C x 10,25. Na equagao completa:
p —nitrofenol (ugg th 1) =Cx % 7)
p — nitrofenol = 222248  1029ML _ 54 75 ug g~ h~1 (8)

mL gxh =
No exemplo (equagéo 4), a atividade de arilsulfatase € 21,75 ug g~* h™1:

Observagdo: se o extrato de solo tiver sido diluido para se adequar a faixa de leitura da curva
padrao, fazer as corregdes pertinentes no calculo da atividade enzimatica.
A unidade ug g' h' € numericamente igual a mg kg' h-"



Comentarios

* A cor desenvolvida pela reagéo do p-nitrofenol é estavel por cerca de 24 horas.

* A secagem ao ar aumenta a atividade da arilsulfatase. O tampao acetato causa atividades mais
elevadas do que outros tipos de tampdes.

* A concentracao de substrato no ensaio é igual a 5 mmol/L de suspensao de solo; entretanto, em
solos com atividades enzimaticas mais altas, maiores concentragbes de p-nitrofenil sulfato
devem ser usadas, por exemplo, aumentando o volume de solugdo de PNS 0,05 mol/L
adicionada ao solo (item 2 de Procedimentos). Refazer os calculos pois o volume da suspenséao
sera alterado.

* A adigéo de tolueno (0,1-1,0 mL) aumenta a atividade da enzima.

* Para diminuir a intensidade da amostra controle, é possivel usar éter dietilico para extrair o p-
nitrofenol de solos com alto teor de matéria organica.

* Poluentes no solo afetam a atividade da arilsulfatase.

Protocolo adaptado de:

Alef, K. & Nannipieri, P. (1995). Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry. London,
Academic Press. 420 p.

Tabatabai, M. A. & Bremner, J. M. (1970). Arylsulfatase activity of soils. Soil Science Society of
America Journal, 34(2), 225-229.



B-glicosidase

Protocolo do Setor de Microbiologia do Solo do IAC

Material

1- Tubo de ensaio (dimensao 25 mm x 150 mm)
2- Incubadora

3- Espectrofotdmetro UV Visivel

4- Papel filtro n° 42 (faixa azul — filtragem lenta)
5- Agitador tipo Vértex

6 — Pipetas calibradas

7 — Banho maria

Reagentes
1- Tolueno;

2- Solugao Estoque do Tampao Universal Modificado (MUB): dissolver 12,1 g de Tris-
hidroximetil-aminometano (THAM); 11,6 g de acido maleico + 14,0 g de acido citrico + 6,3 g de
acido bérico (HsBOs3) em 488 mL de NaOH 1N. Diluir com H20 até completar 1L. Armazenar
em geladeira;

3- MUB (pH 6) acido: adicionar 200 mL de solugéo estoque do MUB em um bequer, ajustar para pH
6,0 com solugdo HCI 0,1mol/L e completar o volume para 1 L com agua destilada. Armazenar
em geladeira;

4- Solugao de p-nitrofenil-B-D-glicosidio (PNG) 0,05 mol/L (PNG Sigma — N7006): dissolver 0,654
g de PNG em 40 mL de MUB pH 6 e ajustar o volume para 50 mL com MUB pH 6;

5- Tris pH 12 (Tris-hidroximetil-aminometano) 0,1 mol/L: dissolver 12,2 g de THAM em 800 mL de
agua, ajustar para pH 12 com NaOH 0,5 mol/L e completar o volume para 1 L com agua
destilada;

6- Tris pH 10 (Tris-hidroximetil-aminometano) 0,1 mol/L: dissolver 12,2 g de THAM em 800 mL de
agua, ajustar para pH 10,0 com NaOH 0,5 mol/L e completar o volume para 1 L com agua
destilada;

7- CaCl; 0,5 mol/L: dissolver 73,5 g de CaCl em 700 mL de H20 e completar para 1 L;

8- Solugédo padréao de p-nitrofenol (PNF) (Sigma 241326), CsHsNO3, 139,11 g/mol: dissolver 1 g de
p-nitrofenol em 700 mL e diluir para 1L com H20. Armazenar em geladeira;

9 - Solugao padrao diluida de p-nitrofenol (PNF): Diluir 1 mL da solugdo padrdo de p-nitrofenol
em 100 mL (baldo volumétrico) e agitar bem. Esta solugdo sera denominada Solugao padrao
diluida de PNF e contém 10 pg/mL de p-nitrofenol.



Procedimentos

As amostras de solo, a prova em branco da amostra e os pontos da curva de
calibragao devem ser preparados simultaneamente.

a) Amostras de solo para andlise
1- Pesar 1,0 g de solo (< 2 mm) em tubo de ensaio (2 repeticées e 1 branco);
2- Adicionar: 0,25 mL de Tolueno; 4 mL de MUB pH 6 e 1 mL de substrato (solugdo de PNG);
3- Incubar por 1 h a 37 °C;

4- Adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de Tris pH 12 0,1 mol/L. Agitar por 5 segundos
(vortex). O volume total de reagentes adicionados ao solo é 10,25 mL;

5- Filtrar a suspensao do solo em papel filtro n°. 42 (faixa azul, filiragem lenta). As amostras de solo
desenvolvem cor amarela, que é lida no espectrofotdmetro;

6- Fazer a leitura a 410 nm;

7- Caso a leitura do extrato de solo ultrapasse a leitura do padrao 6 (P6, 5 ug p-nitropenol) da curva
padrao (Tabela 1), diluir o extrato da amostra de solo com TRIS pH 10,0.

b) Prova em branco

1- Pesar 1,0 g de solo, igual nas amostras de solo para analise, adicionar 0,25 mL de tolueno e 4
mL de MUB pH 6;

2- Apos a incubacgéo, adicionar 1 mL de solugdo de PNG. Notar que, para o Branco, o PNG nao é
adicionado antes da incubacgao;

3- Em seguida, adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de Tris pH 12 0,1 mol/L. Agitar por 5
segundos (vortex). O volume total de reagentes adicionados ao solo é 10,25 mL;

4- Filtrar a suspenséao do solo em papel filtro n°. 42 (faixa azul, filtragem lenta). As amostras de solo
desenvolvem cor amarela, que € lida no espectrofotdmetro;

5- Fazer a leitura a 410 nm

6- Caso a leitura da prova em brancoultrapasse a leitura do padrdo 6 (P6, 5 ng p-nitrofenol) da
curva padrao (Tabela 2), diluir o extrato da prova em branco com TRIS pH 10,0 na mesma
proporcgao da diluigdo da amostra de solo.

c) Curva de calibragao
1- — Os seis tubos da curva de calibragdo devem ser incubados do mesmo modo que as amostras;

2- Pipetar aliquotas de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL da solugao padrao diluida de p-nitrofenol (Reagentes
— 9) em tubos de ensaio e ajustar o volume a 5 mL com agua. Agitar por 5 seg (vortex). Os
volumes precisam ser exatos;

3- Adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de Tris pH 12 0,1 mol/L (veja Tabela 1). O volume total
de solugdo em cada frasco da curva padréao é 10 mL. Estas solugdes contém 0, 1,2, 3,4 e 5
Mg de p-nitrofenol por mL;
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Tabela 1- Volume de solugdo padrdo diluida, de outros reagentes e concentracdo final de p-
nitrofenol para obtengao da curva de calibragao.

Identificacdo  Aliquota da Volume de Volume de Volume de  Concentragao
solugéo pa- &gua (mL) CaClz (mL) TrispH 12  final de p-
dréo diluida (mL) nitrofenol

(Mg/mL)
P1 0 5 1 4 0
P2 1 4 1 4 1
P3 2 3 1 4 2
P4 3 2 1 4 3
P5 4 1 1 4 4
P6 5 0 1 4 5

4- Agitar por 5 segundos (vortex);

5- Incubar por 1 h a 37 °C. Os seis tubos da curva de calibragcdo devem ser incubados do mesmo
modo que as amostras de solo. A curva padrdo desenvolve cor amarela, que € lida no
espectrofotdmetro;

6- Fazer a leitura a 410 nm;

7 — Plote a curva de calibracdo como no exemplo da arilsulfase.

Calculo para determinagao da atividade da enzima do solo

A enzima [B-glicosidase catalisa a hidrélise dos glucosideos no PNG, liberando agucares e p-
nitrofenol no solo. A quantidade de glucosideos € proporcional a de p-nitrofenol na solugao. Desse
modo, o calculo da atividade da enzima pode ser feito com base na curva de calibragdo de p-
nitrofenol. A atividade da [B-glicosidase é expressa em ug de p-nitrofenol por grama de solo por
hora. Para o calculo, utiliza-se a curva de calibragado, produzida diariamente para cada batelada de
amostras analisadas, e os fatores de diluicdo embutidos no procedimento. Os calculos sao
semelhantes aos da determinacdo da atividade da arilsulfatase. Usar o exemplo dado no
método para a arilsulfatase para os célculos da B —glucosidase.

Observagdo: se o extrato de solo tiver sido diluido para se adequar a faixa de leitura da curva
padrao, fazer as corregdes pertinentes no calculo da atividade enzimatica.

Comentarios

* A cor desenvolvida pela reagdo do p-nitrofenol é estavel por cerca de 24 horas.
* A atividade enzimatica tem um 6timo em pH 5-6,8.

*  Asolugdo PNG permanece estavel por varios dias a 4 °C.

* A adicdo de CaClz e tampéao Tris pH12 é necessaria para uma extragéo eficiente do p-nitrofenol
do solo.

Protocolo adaptado de:

Alef, K. & Nannipieri, P. (1995). Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry. London,
Academic Press. 420 p.

Eivazi, F. & Tabatabai, M. A. (1988). Glucosidases and galactosidases in soils. Soil Biology and
Biochemistry, 20(5): 601-606
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Fosfatase acida

Protocolo do Setor de Microbiologia do Solo do IAC

Material

1- Tubo de ensaio (dimensao 25 mm x 150 mm)
2- Incubadora

3- Espectrofotdmetro: 400-420

4- Papel filtro n° 42 (faixa azul — filtragem lenta)
5- Agitador tipo Vértex

6 — Pipetas calibradas

7- Banho maria

Reagentes
1- Tolueno;

2- Solugao Estoque do Tampao Universal Modificado (MUB): dissolver 12,1 g de Tris-
hidroximetil-aminometano (THAM); 11,6 g de acido maleico + 14,0 g de acido citrico + 6,3 g de
acido bodrico (HsBOs) em 488 mL de NaOH 1 mol/L. Diluir com H20 até completar 1L.
Armazenar em geladeira;

3- MUB I (pH 6,5) Acido: adicionar 200 mL de MUB em um béquer, ajustar para pH 6,5 com HCI
0,1 mol/L e completar o volume para 1 L com agua destilada. Armazenar em geladeira;

4- Solugao de p-nitrofenil fosfato dissédico (P-NPP - Sigma N4645): dissolver 0,840 g de p-NPP
em 40 mL de MUB Il e ajustar o volume para 50 mL com MUB Il (pH 6,5);

5- CaCl; 0,5 mol/L: dissolver 73,5 g de CaCl2 em 700 mL de H20 e completar para 1 L;
6- NaOH 0,5 mol/L: dissolver 20 g de NaOH em 700 mL de H20 e completar para 1 L;

7- Solugao padrao de p-nitrofenol (Sigma 241326), CeHsNOs, 139,11 g/mol: dissolver 1 g de p-
nitrofenol em 700 mL e completar para 1L com H20. Armazenar em geladeira.

8 — Solugdo padrao diluida de p-nitrofenol (PNF) Diluir 1 mL da solugédo padrédo de p-nitrofenol
em 100 mL (baldo volumétrico) e agitar bem. Esta solugdo serd denominada Solugao padrao
diluida e contém 10 pg/mL de p-nitrofenol.

Procedimentos

As amostras de solo, a prova em branco da amostra e os pontos da curva de
calibragao devem ser preparados simultaneamente.

a) Amostras de solo para analise
1- Pesar 1,0 g de solo (< 2 mm) em tubo de ensaio (2 repeticdes e 1 branco);
2- Adicionar: 0,25 mL de tolueno; 4 mL de MUB Il pH 6,5 e 1 mL de substrato (solugédo de P-NPP);
3- Incubar por 1 h a 37 °C;

4- Adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L. Agitar por 5 segundos (vortex). O
volume total de reagentes adicionados ao solo é 10,25 mL;
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5- Filtrar a suspensao do solo em papel filtro n°. 42 (faixa azul, filiragem lenta). As amostras de solo
desenvolvem cor amarela, que é lida no espectrofotdmetro;

6- Fazer a leitura a 410 nm;

7- Caso a leitura do extrato de solo ultrapasse a leitura do padrao 6 (P6, 5 ug p-nitrofenol) da curva
padrao (Tabela 2), diluir o extrato da amostra de solo com agua.

b) Prova em branco

1- Pesar 1 g de solo, igual nas amostras de solo para analise, adicionar 0,25 mL de tolueno e 4 mL
de MUB Il pH 6,5;

2- Apods a incubacgao, adicionar 1 mL de solugdo substrato (solugao de P-NPP). Notar que, para o
Branco, o P-NPP néo é adicionado antes da incubacgao;

3- Em seguida, adicionar 1 mL de CaCl2 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L. Agitar por 5
segundos (vortex). O volume total de reagentes adicionados ao solo € 10,25 mL;

4- Filtrar a suspensao do solo em papel filtro n°. 42 (faixa azul, filtragem lenta). As amostras de solo
e da prova em branco desenvolvem cor amarela, que € lida no espectrofotdmetro;

5- Fazer a leitura a 410 nm

6- Caso a leitura do extrato de solo ultrapasse a leitura do padrao 6 (P6, 5 ug p-nitrofenol) da curva
padrao (Tabela 2), diluir com agua o extrato da prova em branco na mesma propor¢do da
diluicao da amostra de solo.

c) Curva de calibragao
1- Os seis tubos da curva de calibragdo devem ser incubados do mesmo modo que as amostras;

2- Pipetar aliquotas de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL da solugao padrao diluida de p-nitrofenol (Reagentes
— 8) em tubos de ensaio e ajustar o volume a 5 mL com agua. Agitar por 5 seg (vortex). Os
volumes precisam ser exatos;

3- Adicionar 1 mL de CaClz 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L (veja Tabela 1). O volume total de
solugdo em cada frasco da curva padrdo é 10 mL. Estas solugdes contém 0, 1, 2, 3,4 e 5 ug
de p-nitrofenol por mL;

Tabela 1- Volume de solugdo padrédo diluida, de outros reagentes e concentracdo final de p-
nitrofenol para obteng¢ao da curva de calibragao.

Identificacdo  Aliquota da solu- Volume de Volume de Volumede Concentragao final
¢ao padrao di- agua (mL) CaClz NaOH 0,5 de p-nitrofenol

luida de PNF (mL) mol/L (mL) (ug/mL)
P1 0 5 1 4 0
P2 1 4 1 4 1
P3 2 3 1 4 2
P4 3 2 1 4 3
P5 4 1 1 4 4
P6 5 0 1 4 5

4- Agitar por 5 segundos (vortex);

5- Incubar por 1 h a 37 °C. Os seis tubos da curva de calibragcdo devem ser incubados do mesmo
modo que as amostras de solo. A curva padrdo desenvolve cor amarela, que € lida no
espectrofotdmetro;
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6- Fazer a leitura a 410 nm;

7- Plote a curva de calibragao como no exemplo da arilsulfase.

Calculo para determinagdo da atividade da enzima do solo - exemplo

A enzima fosfatase acida catalisa a hidrolise de fosfatos no p-NPP, liberando fosfatos e p-nitrofenol
no solo. A quantidade de fosfatos € proporcional a de p-nitrofenol na solugdo. Desse modo, o
calculo da atividade da enzima pode ser feito com base na curva de calibragdo de p-nitrofenol. A
atividade da fosfatase acida é expressa em g de p-nitrofenol por grama de solo por hora. Para o
calculo, utiliza-se a curva de calibragdo, produzida diariamente para cada batelada de amostras
analisadas, e os fatores de diluicdo embutidos no procedimento. Os calculos sao semelhantes aos
da determinacdo da atividade da arilsulfatase e B-glucosidase, mostrados nos métodos
anteriores. Usa-lo como exemplo para os calculos da fosfatase acida.

Observagao: se o extrato de solo tiver sido diluido para se adequar a faixa de leitura da curva
padrao, fazer as corregdes pertinentes no calculo da atividade enzimatica.

Comentarios

e A cor desenvolvida pela reagéo do p-nitrofenol é estavel por cerca de 24 horas.
e Areagao enzimatica é linear por até 12h.

e Usando ensaios curtos (1-2 h), o tolueno pode ser omitido.

e Uma rapida centrifugagao pode ser aplicada em vez da filtragdo.

e A reacdo enzimatica pode ser interrompida colocando a suspensao de solo em gelo apds o final
do tempo de incubacgao.

e A adicdo de CaCl: evita a dispersao das argilas durante o tratamento subsequente com NaOH,
que normalmente é usado para extrair o p-nitrofenol do solo.

e E necessario cuidado ao escolher o tamp&o porque a atividade da fosfatase do solo é inibida
pelo tampéao de acetato e citrato-fosfato.

e Extracdo incompleta de p-nitrofenol foi observada em solo com alto teor de matéria organica e
Fe e Al extraiveis.

e O método utiliza uma concentracdo de 23 mM de substrato na suspensdo do solo, mas
concentragdes menores (de 1 a 7,5 mM) ja foram utilizadas por outros autores. Concentragdes
tdo baixas quanto 1 mM de p-nitrofenil fosfato devem ser evitadas.

Protocolo adaptado de:

Alef, K. & Nannipieri, P. (1995). Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry. London,
Academic Press. 420 p.
Eivazi, F. & Tabatabai, M. A. (1977). Phosphatases in soils. Soil biology and biochemistry.
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