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RESUMO

A qualidade do solo é um conceito fundamental que tem ganhado destaque devido
aos intensos processos de degradagdo que afetam esse recurso natural. Assim,
considerando que cerca da metade dos solos habitaveis do mundo sédo destinados a
agricultura, a avaliagdo da sua qualidade torna-se imprescindivel. Nesse sentido, o
presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao bibliografica abrangente
para selecionar e avaliar, in vitro, a aplicabilidade de bioindicadores na qualidade do
solo. Para isso, foram selecionadas as atividades enzimaticas de arilsulfatase e da
betaglicosidase como bioindicadores, devido a sua especificidade e sensibilidade na
deteccdo de alteragdes no solo. No estudo, foram utilizadas quatro amostras de solo
coletadas de um projeto em andamento do grupo de pesquisa, intitulado
“‘Desenvolvimento de Inoculante para Biorremediacdo de Solos Agricolas Baseado
na Associacdo de Fungos e Carvao Ativado”. Dessa forma, especificamente, os
tratamentos avaliados neste trabalho consistiram em amostras do cultivo de soja em
unidades experimentais, compostas por: solo (controle); solo com atrazina; solo com
atrazina e bioinoculante fungico; e solo com atrazina e biochar (carvao ativado); em
dois tempo do crescimento vegetal: na semeadura (T0); e estadio V1, quando a
primeira folha trifoliolada estava completamente desenvolvida (T1). Sendo que, a
qualidade do solo foi avaliada por meio de um estudo de atividade enzimatica
comparativa a partir da avaliagdo espectrofotométrica das enzimas usando os
substratos p-nitrofenil sulfato de potassio (PNS) e p-nitrofenil 3-D-glicosidio (PNG)
para arilsulfatase e da betaglicosidase, respectivamente. Os resultados mais
relevantes demonstraram que a atividade da arilsulfatase apresentou variagcoes
entre os dois tempos analisados, com valores observados mais altos no T1 em
relacdo ao T0. Os tratamentos que incorporaram a atrazina apresentaram maior
atividade enzimatica quando comparados ao controle, sugerindo que a presenca
desse composto estimulou a atividade microbiana do solo para arilsulfatase. Em
adicdo, o tratamento composto por solo, atrazina e bioinoculante apresentou
também valores altos de arilsulfatase, indicando um efeito benéfico do bioinoculante
na deteccado enzimatica. Em relagao a betaglicosidase, sua atividade enzimatica foi
detectada apenas na amostra de solo coletada no TO, uma vez que as demais
amostras estavam fora do intervalo de detecg¢ao, o que impossibilitou a obtencéo de
resultados precisos. Considerando que, o presente estudo ndo teve como obijetivo
avaliar a eficiéncia dos tratamentos, mas sim investigar se as analises enzimaticas
sao consistentes com as condigdes do solo, conclui-se que os bioindicadores
enzimaticos podem ser empregados para analisar a qualidade do solo, pois
oferecem avaliagdes mais integradas e sensiveis, refletindo de forma mais precisa
as condi¢cbes do solo. Potencial que é especialmente notavel para a arilsulfatase.
Contudo, recomenda-se a realizagdo de analises conjugadas que considerem outros
atributos, como a matéria organica e as comunidades microbianas, para uma
definicdo mais precisa da qualidade.

Palavras-chave: qualidade do solo; bioindicadores; atividade enzimatica;
arilsulfatase; betaglicosidase.
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RESUMEN

La calidad del suelo es un concepto fundamental que ha cobrado relevancia debido
a los intensos procesos de degradacién que afectan a este recurso natural. Asi,
teniendo en cuenta que, alrededor de la mitad de los suelos habitables en el mundo
son destinados a la agricultura, resulta esencial evaluar su calidad. En ese sentido,
el presente trabajo tuvo como objetivo realizar una revision bibliografica exhaustiva
para seleccionar y evaluar in vitro la aplicabilidad de bioindicadores en la calidad del
suelo. Para ello, fueron seleccionadas las actividades enzimaticas de arilsulfatasa y
de betaglucosidasa como bioindicadores, debido a su especificidad y sensibilidad en
la deteccién de alteraciones en el suelo. En el estudio, fueron utilizadas cuatro
muestras de suelo recolectadas de un proyecto en curso del grupo de investigacion,
titulado “Desarrollo de Inoculante para la Biorremediacion de Suelos Agricolas
Basado en la Asociacion de Hongos y Carbdon Activado”. De esa forma,
especificamente, los tratamientos evaluados en este trabajo consistieron en
muestras de cultivo de soja en unidades experimentales, compuestas por: suelo
(control); suelo con atrazina; suelo con atrazina y bioinoculante fungico; y suelo con
atrazina y biochar (carbén activado); en dos fases de crecimiento vegetal: en la
siembra (TO); y fase V1 cuando la primera hoja trifoliada estaba completamente
desarrollada (T1). Siendo que, la calidad del suelo fue evaluada mediante un estudio
de actividad enzimatica comparativo a partir de una evaluacion espectrofotométrica
de las enzimas utilizando los sustratos p-nitrofenil sulfato de potasio (PNS) y
p-nitrofenil  B-D-glucésido (PNG) para arilsulfatasa y betaglucosidasa,
respectivamente. Los resultados mas relevantes demostraron que la actividad de
arilsulfatasa presentd variaciones entre las dos fases analizadas, con valores
observados mas altos en T1 en comparacion con T0. Los tratamientos que
incorporaron atrazina mostraron aumentos de actividad enzimatica cuando fueron
comparados con el control, sugiriendo asi que la presencia de ese compuesto
estimulé la actividad microbiana del suelo para arilsulfatasa. Ademas, el tratamiento
compuesto por suelo, atrazina y bioinoculante también presenté valores elevados de
arilsulfatasa, indicando un efecto benéfico del bioinoculante sobre la deteccion
enzimatica. En cuanto a la betaglicosidasa, su actividad enzimatica fue detectada
solamente en la muestra de suelo recolectada en TO, ya que las demas muestras
estaban fuera del intervalo de deteccion, lo que impidi6 la obtencién de resultados
precisos. Considerando que, el presente estudio no tenia como objetivo evaluar la
eficiencia de los tratamientos, sino investigar si las evaluaciones enzimaticas eran
coherentes con las condiciones del suelo, se puede concluir que los bioindicadores
enzimaticos pueden utilizarse para analizar la calidad del suelo, ya que ofrecen
evaluaciones mas integradas y sensibles, que reflejan de forma mas precisa las
condiciones del suelo. Potencial que es especialmente notable para arilsulfatase. No
obstante, se recomienda realizar analisis combinados que consideren otros
atributos, como la materia organica y las comunidades microbianas, para una
definicion mas precisa de la calidad.

Palabras-clave: calidad del suelo; bioindicadores; actividad enzimatica;
arilsulfatasa; betaglicosidasa.
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ABSTRACT

Soil quality is a fundamental concept that has emerged as a response to the
significant degradation processes that affect this natural resource. Given that
approximately half of the world's habitable soils are used for agriculture, assessing
their quality becomes essential. In this context, the present study aimed to conduct a
comprehensive literature review to select and evaluate, in vitro, the applicability of
bioindicators for soil quality assessment. For this purpose, the enzymatic activities of
arylsulfatase and betaglucosidase were selected as bioindicators due to their
specificity and sensitivity in detecting soil changes. In the study, four samples were
collected from an ongoing project of the research group entitled “Development of an
Inoculant for Bioremediation of Agricultural Soils Based on the Association of Fungi
and Activated Carbon”. Specifically, the treatments evaluated in this work consisted
of soybean crop samples cultivation in experimental units, composed of: sail
(control); soil with atrazine; soil with atrazine and fungal bioinoculant; and soil with
atrazine and biochar (activated carbon); at two stages of plant growth: at sowing
(TO); and at stage V1, when the first trifoliate leaf was fully developed (T1). The
quality of the soil was assessed by a comparative enzyme activity study based on the
spectrophotometric evaluation of the enzymes using the substrates potassium
p-nitrophenyl sulfate (PNS) and p-nitrophenyl B-D-glucoside (PNG) for arylsulfatase
and beta-glucosidase, respectively. The most relevant results indicated that
arylsulfatase activity exhibited variations between the two analyzed periods, with a
tendency to increase at T1 compared to TO. The treatments that contained atrazine
showed increases in enzyme activity when compared to the control, suggesting that
the presence of this compound stimulated the soil's microbial activity for this enzyme.
Furthermore, the treatment combined soil, atrazine and bioinoculant also
demonstrated high arylsulfatase activity, indicating a beneficial effect of the
bioinoculant on enzyme detection. In contrast, betaglucosidase activity was only
detected in the soil sample collected at TO, as the other samples were outside the
detection range, which made it impossible to obtain accurate results for this enzyme.
Considering that the aim of this study was not to evaluate the efficiency of the
treatments, but rather to investigate whether the enzymatic analyses are consistent
with soil conditions, it can be concluded that enzymatic bioindicators can be used to
analyze soil quality, as they provide more integrated and sensitive evaluations,
reflecting soil conditions more accurately. This potential is especially notable for
arylsulfatase. However, it is recommended to conduct combined analyses that
consider additional attributes, such as organic matter content and the microbial
community, for a more precise definition of quality.

Key words: soil quality; bioindicators; enzymatic activity; arylsulfatase;
betaglucosidase.
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1. INTRODUGAO

Ao longo da histéria da humanidade, o solo tem sido descrito como o
substrato e/ou camada essencial para o desenvolvimento da vida vegetal e animal,
incluindo os seres humanos, desempenhando um papel fundamental como suporte para
todos os seres vivos que habitam a Terra (SANTANA e BAHIA FILHO, 1999). A relagao
direta do solo com diversas areas € crucial, nos ecossistemas, por exemplo, ele
desempenha um papel significativo na manutencdo de processos ecoldgicos, como a
regulagdo do clima e o suporte a biodiversidade. Da mesma forma, sua relagdo com a
producao alimentar é vital, pois o solo € um elemento primordial que sustenta e enriquece
a agricultura (BRITO, 2021; LEAL, LEAO e FREITAS, 2015; MELO et al., 2019). Contudo,
a degradacgao desse recurso tem dificultado sua preservacédo, tornando a qualidade do
solo um fator central para a sustentabilidade e a seguranga alimentar (BENAZZI e LEITE,
2021).

De conformidade com Vezzani e Mielniczuk (2009), realizar analises de
qualidade do solo € uma das principais estratégias atuais na area agricola, para a
construgcao de solos cada vez mais saudaveis com o objetivo de aumentar a produtividade
e garantir colheitas mais abundantes e sustentaveis. Cuja consciéncia da importancia esta
crescendo ao redor do mundo, o que tem impulsionado a um aumento na pesquisa sobre
as distintas formas de avaliar este recurso. Sendo que, hoje em dia, a qualidade do solo é
mensurada por diferentes indicadores (ARAUJO e MONTEIRO, 2007; ARAUJO et al.,
2012; JACTO, 2019).

Caracteristicamente, diversos métodos tradicionais sao utilizados para
avaliar a qualidade do solo, incluindo analises fisico-quimicas, que fornecem informacoes
sobre caracteristicas como pH, textura e nutrientes disponiveis (MAURYA et al., 2020). No
entanto, apesar do avanco das técnicas de analise fisico-quimicas, muitos métodos ainda
nao capturam completamente as complexas interagdes bioldgicas. Diante dessa situagao,
0 uso de bioindicadores apresenta-se como uma solu¢ao para superar essas limitagoes,
ao oferecer avaliagdes mais integradas e sensiveis que refletem de forma mais precisa as
condicdes do solo (MILLER e DICK, 1995; MENDES, SOUSA e REIS JUNIOR 2015;
MENDES et al., 2018).

Em virtude disso, distintos estudos tém demonstrado que a atividade

enzimatica como bioindicador € uma ferramenta importante para a caracterizagao e
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avaliacdo da qualidade do solo (ALKORTA et al, 2003; BALOTA, et al., 2004).
Pontualmente, nos ultimos cinco anos, o Brasil tem-se destacado como um pioneiro ao
utilizar dados sobre a atividade das enzimas arilsulfatase e betaglicosidase como
bioindicadores, relacionando essas atividades com o potencial produtivo, a
sustentabilidade e a fertilidade dos solos (MENDES et al., 2020). Dessa forma, pode-se
evidenciar que a mensuracgao das atividades enzimaticas é importante porque no solo as
enzimas desempenham papéis cruciais na dindmica biolégica, como na decomposicéo de
matéria orgénica, na liberacdo de nutrientes e na regulacdo de processos
biogeoquimicos. Dados que a sua vez podem fornecer informagdes valiosas sobre a
produtividade ou degradacdo do solo, ao avaliar a atividade microbiana, os ciclos de
nutrientes, a resposta a perturbagbes, o monitoramento de praticas de manejo e o
impacto ambiental (BURNS e DICK, 2002; RAO et al., 2014).

Desse modo, no presente Trabalho de Conclusdo de Curso realizou-se
uma revisao bibliografica abrangente sobre bioindicadores, com o objetivo de selecionar e
avaliar in vitro sua aplicabilidade em diferentes amostras de solo. Para isso, foram
utilizados quatro tratamentos de solo com perfis diferenciados, coletados em duas fases
distintas de tempo e desenvolvimento, obtidos a partir do cultivo de soja em unidades
experimentais. Assim, em cada tratamento, foi testada a atividade enzimatica de
arilsulfatase e de betaglicosidase, cujo propésito foi contribuir para o entendimento dos

bioindicadores e suas relagdes com a qualidade do solo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SOLO

A conceitualizagao de solo varia significativamente, e sua definigcdo evolui
ao longo do tempo, refletindo a diversidade de perspectivas e conhecimentos sobre seu
uso, caracteristicas e distribuicdo. Dado isso, segundo Jaramillo (2002), o solo pode ser
entendido como uma camada superficial da Terra, com espessura que varia de alguns
centimetros a alguns metros, composta por material ndo consolidado, que se forma na
interface entre a atmosfera, a biosfera e a litosfera, onde ocorrem interagdes dindmicas
entre os elementos dessas esferas, promovendo trocas de materiais € energia entre os
componentes organicos e inorganicos, resultando em um sistema de grande

complexidade.

No entanto, de acordo com Van Es (2017), a Sociedade Americana de
Ciéncia do Solo (SSSA) descreve o solo como camadas de materiais minerais e/ou
organicos frequentemente desagregadas, sujeitas a influéncia de processos fisicos,
quimicos e biologicos que ocorrem na superficie planetaria, de forma que nessas

camadas sao encontrados liquidos, gases, biota e plantas de suporte.

Enquanto, o Sistema Brasileiro de Classificagado do Solo (SiBCS) propde a
definicdo de solo como um corpo natural tridimensional e dinamico, formado por materiais
minerais e organicos, que contém partes sélidas, liquidas e gasosas, sendo um recurso
capaz de abrigar vida, sustentar vegetacdo e sofrer modificacbes decorrentes da
interferéncia humana (SANTOS et al., 2018).

Entretanto, independentemente das diferentes definicbes de solo, sua
importancia permanece essencialmente constante, refletindo, por exemplo, seu papel
fundamental no sustento da vida e dos ecossistemas. Sendo que, especialmente na
agricultura, sua importancia € indiscutivel, uma vez que se trata de um recurso que
desempenha um papel crucial para o sucesso das atividades agricolas. Importancia que
se deve majoritariamente a sua composi¢ao, ja que o solo carrega nutrientes essenciais
para o desenvolvimento das plantas, como nitrogénio, fésforo, potassio e enxofre (FOTH,
1990; IBANES, PALOMEQUE e FONTURBEL, 2004; JONES, 2012), que s&o vitais para a
ocorréncia de diferentes processos bioldgicos que mantém a fertilidade e garantem a

produtividade de diversas culturas.
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Em vista disso, é relevante salientar que estima-se que 95 % dos
alimentos sao produzidos direta ou indiretamente nos solos, e que seu manejo
sustentavel poderia aumentar a produgdo de alimentos em até um 58 % (FAO, 2015).
Sendo que, o manejo adequado dos solos € entendido como o conjunto de praticas que
visam conservar e melhorar sua qualidade, incluindo medidas como rotagao de culturas,
uso equilibrado de fertilizantes, herbicidas e pesticidas, além da prevengao da erosao
(FAO, 2017; LEIVA, 1998). Por esse motivo, 0 manejo adequado e a preservagao dos
solos sdo tarefas fundamentais, intrinsecamente ligadas a aspectos como a segurancga

alimentar das populagdes e, principalmente, ao futuro da agricultura sustentavel.
2.1.1 Propriedades do Solo

O solo, sendo um dos principais compartimentos da biosfera em termos
de reservatorio biolégico, além de funcionar como um importante reservatorio de agua e
suporte essencial para o sistema agricola e atividades humanas, € caracterizado por
possuir determinadas propriedades que variam conforme sua composi¢céo e uso. Segundo
a CETESB ([s.d.]), essas propriedades sao influenciadas pelo processo geoldgico de sua
formacao, pela origem dos minerais que o compdem e pela sua evolugdo em resposta ao
clima e ao relevo da regiao, bem como pelos organismos vivos que nele residem. Dado
isso, entre as principais propriedades do solo, destacam-se as fisicas, quimicas e

bioldgicas.

No que diz respeito as propriedades fisicas do solo, pode-se mencionar
que elas desempenham um papel fundamental no desenvolvimento saudavel das plantas,
determinando a ocorréncia e o crescimento de diversas espeécies, além de
proporcionarem o suporte e a funcionalidade necessarios. Dessa forma, propriedades
fisicas como, textura, composigdo granulométrica, estrutura e seus agregados, cor,
porosidade, densidade, consisténcia, ar e temperatura estao estreitamente associadas a
diversos aspectos, como a rigidez, a forga de sustentagao, a facilidade de penetragao das
raizes, a aeracgao, a capacidade de drenagem e armazenamento de agua, a plasticidade e
a retengao de nutrientes (LEPSCH, 2011; BRADY e WEIL, 2014; RUCKS et al., 2004).

De outra forma, de acordo com Adams (1995, p. 13), “a quimica do solo
trata principalmente do estudo das fases sodlida e liquida e de suas interacées”. Em vista
disso, pode-se referir que dentro das propriedades quimicas do solo destacam-se

aspectos como a capacidade de troca de cations (CTC), o pH, o potencial redox, o teor de
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nutrientes e a condutividade elétrica (CE), que de conformidade com Carvajal (1997), séo
elementos importantes no solo pois tém influéncia em fatores essenciais, como a

biodisponibilidade dos nutrientes e a fertilidade.

Por outro lado, refere-se que, as propriedades biologicas estao
associadas a presenga de matéria organica e aos organismos presentes no solo como
elemento fundamental para os ciclos de nutrientes. Dado isso, como resultado, pode-se
dizer que a biologia do solo € o estudo dos organismos que alteram a composi¢ao, a

estrutura e o funcionamento dos solos (CARVAJAL, 1997).

Nesse contexto, € valido argumentar que as propriedades biolégicas do
solo s&o de grande importancia, pois abrangem a presenga de organismos, como fungos,
bactérias, nematdides, insetos e oligoquetas, que melhoram as condigbes do solo
acelerando a decomposi¢ao e mineralizagdo da matéria orgéanica, além de produzirem
processos de antagonismo ou sinergia que contribuem para o balango entre populagdes
daninhas e benéficas, que, por sua vez, também podem diminuir os organismos
indesejados (CARVAJAL, 1997; DELGADO, PARRA e ESCOBAR, 2019; SILVA et al.,
2021).

Assim, ao considerar as propriedades do solo, também ¢é essencial
mencionar o processo de formacgdo do solo e sua estrutura, comumente denominada
como horizontes. Segundo Hodgson (1987), os horizontes s&o niveis internos do solo,
paralelos a superficie, que se distinguem por diferengas na granulometria das particulas,
cor, conteudo de matéria organica, entre outras propriedades. Em outras palavras, sao as
camadas ou estratos distintos que constituem e/ou compdem o solo, onde cada camada é
paralela a superficie e possui propriedades especiais, estabelecidas durante o processo
de formagéo do solo, que diferenciam cada camada adjacente (ECHAVE, 1934; USDA,
2017).

Considerando isso, de forma geral, relata-se que existem cinco horizontes
nos solos, observaveis em uma secao vertical e designados por letras, conforme ilustrado
na Figura 1. Assim sendo, o horizonte O é uma camada composta principalmente por
matéria organica, com baixa fragdo mineral, que se destaca por ser uma camada de cor
escura, indicativa de um alto teor de matéria organica. O horizonte A, por sua vez, € uma
camada superficial que combina matéria organica humificada com fragdo mineral, sendo

considerado o horizonte mineral mais préximo da superficie. O horizonte B, é aquele que
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se situa abaixo do horizonte A e é definido como um horizonte mineral subsuperficial,
caracterizado pela acumulacdo de materiais eluviados das camadas superiores. Ja o
Horizonte C, € uma camada mineral menos desenvolvida, que atua como uma zona de
transicdo entre a rocha-mée e os horizontes superiores, sendo considerada como a
camada que da origem aos horizontes que se encontram acima dele. Enquanto, o
horizonte D ou R, constitui-se como a rocha-mae a partir da qual o solo € desenvolvido
(SCHAETZL e THOMPSON, 2005; SiBCS, 2018; LAMB, 2018; HARTEMINK et al., 2019).

Figura 1 - Horizontes do solo

Fonte: Adaptado de ISTOCKPHOTO (2024) e PNGTREE (2024).

Contudo, também ¢é fundamental referir que, na natureza existem,
inumeros tipos de perfis do solo, os quais podem apresentar um ou mais horizontes,
dependendo do seu grau de desenvolvimento (COSTA LIMA, LIMA e MELO, 2007).
Especificamente no Brasil, de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagao de Solos
(2018), os solos sao classificados em 13 perfis ou classes principais denominadas:
argissolos, cambissolos, chernossolos, espodossolos, gleissolos, latossolos, luvissolos,
neossolos, nitossolos, organossolos, planossolos, plintossolos e vertissolos, que sao
distribuidos em diferentes regides ao longo do pais (Figura 2); onde cada um desses
perfis tém caracteristicas e/ou propriedades morfolégicas, fisicas, quimicas e

mineraldgicas especificas que os representam.
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Os perfis de solos que predominam no Brasil sdo os Latossolos, Argissolos e
Neossolos, que no conjunto se distribuem em aproximadamente 70% do territério
nacional. As classes Latossolos e Argissolos ocupam aproximadamente 58% da
area e sao solos profundos, altamente intemperizados, acidos, de baixa fertilidade
natural e, em certos casos, com alta saturagdo por aluminio. Também ocorrem
solos de média a alta fertilidade, em geral pouco profundos em decorréncia de seu
baixo grau de intemperismo. Estes se enquadram principalmente nas classes dos
Neossolos, Luvissolos, Planossolos, Nitossolos, Chernossolos e Cambissolos
(EMBRAPA, [s.d.]).

Figura 2 - Mapa dos perfis de solos do Brasil
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Fonte: Adaptado de EMBRAPA (2022).
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2.1.2 Producgao Agricola e o Potencial de Degradagao do Solo

Os solos sao considerados um dos habitats biologicamente mais diversos
da terra, e conforme destacado por Tordin (2022), “apenas um grama de solo pode conter
entre 100 milhdes a 10 bilhdes de células microbianas ativas”, que sao cruciais para o
desenvolvimento vegetal. Aponta-se que aproximadamente a metade dos solos habitaveis
no mundo sao destinados a agricultura (RITCHIE e ROSER, 2019), sublinhando sua

importancia como recurso primordial.

Para obter producdo adequada das culturas agricolas, o solo
desempenha um papel fundamental fornecendo nutrientes essenciais para o
desenvolvimento das plantas, que, por sua vez, garantem alimentos vitais para a
humanidade e os animais. Especificamente, na América Latina, este recurso é
amplamente utilizado na agricultura (Grafico 1), desempenhando um papel crucial nos
setores econdmico, social, cultural e ambiental da regido.

Grafico 1 - Uso aproximado do solo para agricultura em hectares (ha), combinando terras de cultivo e
pastagens, de 1979 a 2023 em alguns paises da América Latina
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Fonte: Adaptado de OUR WORLD IN DATA (2023).

Na produgéo agricola, é essencial considerar os diferentes tipos de solo; conhecer
quais classes de solos ocorrem nos locais ou potenciais locais de um cultivo,
conhecer seus atributos e como se distribuem na paisagem, favorecendo tanto o
uso e manejo racional e eficiente do solo, da agua, de corretivos e fertilizantes,
como a preservagao dos recursos naturais (COELHO, BACA e FIDALGO, 2023).
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Por sua vez, de acordo com Scolari (2006), o Brasil se destaca como um
dos principais produtores mundiais de alimentos e fibras, contribuindo com mais de 4 %
do total das exportagbes do agronegocio. Entre os principais produtos agricolas do pais
estdo o café, a cana-de-agucar, o milho e a soja, todos eles dependentes diretamente do
solo como recurso. Assim, cita-se que, no Brasil, a area cultivada alcanga
aproximadamente 64 milhdes de hectares, posicionando o pais como um dos lideres na
producdo agricola. Em 2021, a produgdo agricola brasileira atingiu 269,3 milhdes de
toneladas, registrando um aumento de 30 milhdes de toneladas em relagdo a 2017
(PARDINA e GASCON, [s.d.]), atribuindo tal crescimento em parte & crescente
tecnificagao do setor, impulsionada pela adog¢ao de tecnologias avancadas e por técnicas
aprimoradas de manejo do solo, ressaltando consequentemente a importancia de manter
a qualidade do solo para atender as demandas crescentes e garantir o sucesso continuo

da agricultura nacional.

Por conseguinte, o solo, por ser um recurso natural, estd severamente
comprometido por processos que podem ser induzidos ou catalizados pelo homem, tais
como o uso indiscriminado de fertilizantes e inseticidas quimicos, além da utilizacao de
maquinaria que degrada continuamente esse patriménio (ACCIOLY, 2011; CASTILLO,
2009). Nesse contexto, é fundamental compreender que a degradagdo dos solos
agricolas consiste na perda mensuravel ou na redugao da capacidade atual e potencial
dos solos de produzir materiais vegetais na quantidade e qualidade desejadas. Processo
que resulta de fatores como o uso excessivo da terra, o manejo inadequado, o
desmatamento, as alteracdes dos habitats naturais, além dos riscos naturais decorrentes
de eventos como inundagdes, tempestades, terremotos e incéndios. Fatores que de forma
isolada ou em conjunto, tornam os solos susceptiveis a diversos tipos de degradacéao,
incluindo a erosao, a compactacao, o endurecimento, a acidificacdo, o declinio da matéria
organica, o esgotamento da fertilidade, a degradagéao bioldgica, a polui¢cao e a deficiéncia
de nutrientes; ocasionando consequentemente a perda do estoque genético e da
biodiversidade do solo que impacta significativamente em sua qualidade (CHEN et al,,
2002; AFROZ, 2014; TSYGANKO et al., 2024).

Dessa forma, pode-se perceber que a produgado agricola intensiva pode
acelerar o processo de degradagdo do solo devido ao uso excessivo de agrotoxicos,
manejo inadequado, monoculturas e praticas de irrigagao insustentaveis, resultando na

perda da capacidade produtiva do solo, na perda de nutrientes, na compactagao do solo e
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na erosdo, sendo esta ultima a maior ameaga, com estimativas de que, até 2050, esse
fator pode causar uma perda de 10 % na produgado agricola e remover 75 bilhdes de
toneladas de solo no mundo, demonstrando que as atividades humanas irdo pressionar

esse recurso a niveis criticos (FAO, 2022).

Em virtude disso, deve-se considerar que cerca de 33 % dos solos
encontram-se degradados em niveis moderados a altos (Figura 3). Degradagao que exige
desafios importantes para a produgado agricola, como a reducdo da produtividade das
culturas, a menor capacidade de retengdo de agua e o aumento da vulnerabilidade a
pragas e doengas (FAO, 2017). Dados que estdo em concordancia com Ortiz (2012), que
afirma que o crescimento das raizes e a decomposi¢cdo da matéria organica diminuem
consideravelmente em solos secos, reduzindo a cobertura do solo, e, consequentemente,

aumentando sua vulnerabilidade a eroséao.

Figura 3 - Comparagéo entre um solo saudavel (A) e um solo degradado (B)

Fonte: Adaptado de EOS DATA ANALYTICS (2021).

2.2 QUALIDADE DO SOLO

O conceito de Qualidade do solo (QS) surgiu como resposta aos
significativos processos de degradagdo aos quais o solo esta sujeito por acado
antropogénica. Especificamente, como descrito por Vezzani e Mielniczuk (2009), a
discussao sobre QS deu inicio como ponto crucial no cenario cientifico desde o inicio dos
anos 1990, quando a comunidade académica comegou a reconhecer a importancia

fundamental do solo para a qualidade ambiental.
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Dessa forma, de acordo com Doran e Parkin (1994), a QS ¢é entendida
como a capacidade do solo em funcionar dentro de um ecossistema, mantendo a
produtividade bioldgica, preservando a qualidade ambiental e promovendo a saude das
plantas e dos animais. Similarmente, para a Soil Science Society of America (1997), a
qualidade do solo é a capacidade do solo em funcionar dentro dos limites do ecossistema
para sustentar a produtividade biolégica, manter a qualidade do meio ambiente e

promover a saude das plantas e animais.

Considerando o anterior, € aceitavel dizer que, de conformidade com
Sojka e Upchurch (1999), a QS ndo pode ser mensurada diretamente, dado que as
composicoes fisica, quimica e biolégica do solo variam enormemente, gerando sistemas
diversos e dinamicos; em fungao disso, a qualidade do solo somente pode ser mensurada
através do uso de indicadores, que sao atributos que medem ou refletem o status
ambiental ou a condigdo de sustentabilidade do ecossistema (ARAUJO e MONTEIRO,
2007; ARAUJO et al., 2012).

Nesse contexto, pode-se sustentar que a qualidade do solo é a integragao
das propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas do solo, o que habilita o solo a exercer
suas funcdes na plenitude. Entretanto, é importante mencionar que, na atualidade um dos
maiores desafios na avaliagdo da qualidade de um solo é estabelecer um indice geral que
abrange esses atributos simultaneamente (MUNOZ-ROJAS, 2018).

2.3 INDICADORES DE QUALIDADE DO SOLO

Como mencionado anteriormente, para que o conceito de QS seja
funcional, € necessario dispor de variaveis que possam ser utilizadas para avaliar suas
condigbes; nesse contexto, surgiram os indicadores de qualidade do solo (ARAUJO et al.,
2012). Conceitualmente, os indicadores de qualidade do solo s&o propriedades
mensuraveis, tanto quantitativas quanto qualitativas, que servem para caracterizar, avaliar
e monitorar as mudangas que ocorrem em um ecossistema (KARLEN et al., 1997). Dessa
forma, pode ser dito que sdo atributos edaficos sensiveis ao manejo e as condigbes
edafoclimaticas, que permitem determinar seu estado. Sendo os fatores edaficos as
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, e as condi¢gbes edafoclimaticas a

interacéo e influéncia entre o solo e o clima.

Tal como sugerido por Garcia, Ramirez e Sanchez (2012) apud Calderén,
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Moreno e Barra (2002), os indicadores de qualidade do solo sdo definidos como
instrumentos de avaliacdo que tém como objetivo oferecer dados sobre as propriedades,
processos e caracteristicas do solo, que sao utilizados para monitorar os impactos das
praticas de manejo no funcionamento do solo ao longo de um periodo especifico. Em
virtude disso, faz-se mengao de que os indicadores podem ser as propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas do solo, bem como os processos que ocorrem nele (USDA, 2015;
ARAUJO e MONTEIRO, 2007).

Ndo obstante, para que essas propriedades sejam consideradas
indicadores, segundo Masera, Astier e Ridaura (1999) e Garcia, Ramirez e Sanchez
(2012), é necessario que todo indicador cumpra certas condi¢des, tais como ser
integrador, ser facil de medir, ser adequado ao nivel de analise, ser compreensivel, ser
sensivel as mudancas que ocorrem no solo e ser correlacionado com os processos do

ecossistema.
2.3.1 Indicadores Fisicos

O estudo das propriedades fisicas do solo como indicadores da qualidade
do solo baseia-se principalmente na andlise de algumas caracteristicas, incluindo
estrutura, densidade, permeabilidade, coloracdo, textura, temperatura, consisténcia e
porosidade, a fim de delinear previsbes sobre o comportamento do solo, tanto em

ecossistemas naturais quanto nos alterados pelo homem (LEPSCH, 2011).

Portanto, este tipo de indicador pode ser usado, por exemplo, para avaliar
a capacidade de um solo especifico em aceitar, reter e transmitir agua para as plantagoes,
que, por sua vez, pode incluir testes de medicao da estrutura do solo, do tamanho e da
distribuicdo do espago poroso, estabilidade de agregados, condutividade hidraulica
saturada, ligagédo de particulas ou mecanismos de retengéo (CRUZ et al., 2004; SILVA et
al., 2020).

Assim, de acordo com as informagdes de Garcia, Ramirez e Sanchez
(2012), pode-se afirmar que a estrutura, a densidade aparente, a estabilidade dos
agregados, a infiltragdo, a profundidade do solo superficial, a capacidade de
armazenamento de agua e a condutividade hidraulica saturada s&o caracteristicas fisicas

do solo que tém sido propostas como indicadores de sua qualidade.
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2.3.2 Indicadores Quimicos

Em vista da importancia das propriedades quimicas do solo, torna-se
fundamental a realizacdo de analises quimicas quantitativas que podem servir como
indicadores de sua qualidade, pois elas constituem uma ferramenta ideal para avaliar a
fertilidade de um solo. Através de analises quimicas, € possivel determinar informacgdes
referentes a acidez e salinidade do solo, ao teor de matéria organica, a determinagéo do
complexo sortivo, a determinagdo de macronutrientes como magnésio (Mg), nitrogénio
(N), fosforo (P), potassio (K), enxofre (S) e calcio (C), entre outros, que sao importantes
para conhecer o potencial produtivo do solo e assim embasar estratégias de manejo
(SILVA et al., 2020; MAURYA et al., 2020).

Dado isso, os indicadores quimicos referem-se as condicdes desse tipo
que influenciam as relagdes solo-planta, a qualidade da agua, a capacidade de
amortecimento do solo e a disponibilidade de agua e nutrientes para as plantas e os
microrganismos (GARCIA, RAMIREZ e SANCHEZ, 2012).

Especificamente, alguns dos principais indicadores quimicos incluem a
determinacdo da biodisponibilidade de nutrientes, a quantificacdo de carbono organico
total, a medigcao de pH, a determinacao de condutividade elétrica, a analise de mudancas
em matéria organica, entre outros (FERRERAS et al., 2009; SILVA et al., 2020).

2.3.3 Indicadores Biologicos

Nas ultimas duas décadas, tem havido um interesse crescente pelo
funcionamento bioldgico do solo, destacando a importancia dos organismos como bons
indicadores para o monitoramento e manutencao da saude do solo. Em consequéncia, &
possivel afirmar conforme mencionado por Araujo e Monteiro (2007), que os
microrganismos do solo, devido a sua abundancia, atividade bioquimica e metabdlica,
além de sua capacidade de responder rapidamente as mudangas ambientais, possuem

grande potencial para avaliar a qualidade do solo.

Desse modo, menciona-se que a presenga de uma variedade de
organismos no solo € fundamental para permitir um aumento na qualidade fisica e
quimica, impactando, assim, o desempenho dos diferentes usos e manejos do solo
(PINHEIRO et al., 2016). Dessa forma, € notavel a importancia da biologia do solo, pois

ela é crucial para a decomposigdao da matéria organica, a ciclagem de nutrientes, a
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fixagdo de nitrogénio, entre outras fungdes relevantes, que fazem com que uma atividade

biolégica saudavel seja um indicativo de um solo equilibrado.

Considerando isso, alguns dos indicadores biolégicos da qualidade do
solo podem incluir parametros como biomassa e/ou respiragao microbiana, associacoes
micorrizicas, comunidades de nematoides, atividade enzimatica ou perfis de acidos
graxos, considerados bioindicadores de qualidade do solo (SILVA et al., 2021; MAURYA et
al., 2020).

Pontualmente, para exemplificar o uso de indicadores na qualidade do
solo, pode-se mencionar o estudo de Lima et al., (2007), que comparou as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas de solos cultivados com algoddo em bases organicas e no
sistema convencional no municipio de Taua, Ceara, visando identificar se essas
propriedades poderiam ser utilizadas como indicadores de qualidade do solo. Através
desse trabalho, eles mostraram que os indicadores fisicos e quimicos testados
individualmente ndo eram sensiveis para diferenciar as areas sob sistema de cultivo
organico daquelas sob cultivo convencional. No entanto, através da aplicagéo de técnicas
de analise multivariada permitiu-se a distingéo entre algumas areas cultivadas sob cultivo
organico comparativamente as convencionais. Além disso, identificou-se que, entre os
indicadores biologicos, a fauna edafica mostrou maior precisdo na avaliagdo da qualidade
do solo, distinguindo de forma satisfatéria as areas sob sistema de cultivo organico

daquelas sob o sistema convencional.

Desde outra perspectiva, Melloni et al., (2008), empregaram em suas
analises o uso de indicadores quimicos, fisicos e biolégicos para determinar a qualidade
do solo em processos onde florestas de araucaria foram substituidas por pastagens ou
extensos plantios de eucalipto. Como resultado, eles mostraram que a grande maioria dos
indicadores fisicos e biologicos eram eficientes na discriminagdo dos diferentes

ecossistemas, sendo, portanto, recomendados em estudos sobre qualidade ambiental.

Da mesma forma, de acordo com o trabalho realizado por Faria, Melloni e
Pereira-Melloni (2021), logrou-se identificar que a utilizacdo de indicadores fisicos,
quimicos e biologicos é essencial para a avaliagao da qualidade do solo. Especificamente,
os autores analisaram a qualidade do solo em funcdo de duas formas de producao de
banana, organica e convencional, no municipio de Gongalves, em Minas Gerais. Através

das analises realizadas em cinco areas produtivas: duas com sistema de producao
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organica, duas com producdo convencional e uma area de mata nativa que serviu como
controle, os pesquisadores conseguiram revelar que ambos os sistemas de produgao
contribuiram para o aumento da matéria organica e a melhoria da qualidade do solo,
impactando em diferentes atributos fisicos, quimicos e bioldgicos; onde tal similaridade
nas qualidades do solo sugeriu, a sua vez que, diferentes manejos poderiam ter efeitos

benéficos, independentemente do sistema de producéo.

Por outro lado, Rocha et al., (2022), conduziu um estudo que utilizou uma
metodologia baseada na determinagcédo de indicadores de qualidade do solo, visando a
aplicacao desses indicadores em analises do solo no bioma Cerrado em Minas Gerais.
Pontualmente, através desse trabalho os autores selecionaram indicadores de qualidade
de solo sensiveis as diferentes praticas agricolas adotadas em areas de sistemas
agroecologicos na regido do Cerrado Mineiro. Para isso, eles avaliaram uma variedade de
atributos, incluindo pH, matéria organica, teores de fosforo, potassio, calcio e magnésio,
além de bioindicadores, como populagao da microbiota, carbono da biomassa microbiana,
respiragao basal e atividade das enzimas betaglicosidase, fosfatase e arilsulfatase. Sendo
esses indicadores avaliados em areas de cultivo agroecolégico e em areas de pastagem
que serviram como controles referenciais. Como resultado, os pesquisadores
determinaram que as variaveis: respiracao basal, betaglicosidase, pH, colénias de
bactérias e de actinobactérias eram sensiveis aos diferentes manejos de cultivo e que
com base nisso, que tais atributos poderiam ser utilizados como indicadores de qualidade
do solo na regido, dado que foram capazes de evidenciar diferentes alteragées no

funcionamento do solo.
2.4 BIOANALISE DO SOLO

Para avaliar a qualidade do solo, € essencial compreender seu estado.
Para isso, € necessario estudar certas caracteristicas e atributos mensuraveis do solo,
que podem ser impactados por processos que afetam sua funcionalidade. Assim, a
medigdo e a analise dessas variagdes refletem ou indicam essas alteragdes (ACTON e
PADBURY, 1994).

Levando isso em conta, em concordancia com a Société Générale de
Surveillance (SGS) (2021), a bioanalise do solo é descrita como uma avaliagdo qualitativa
e quantitativa que fornece informagbes sobre os principais grupos de organismos

biolégicos presentes no solo, os quais atuam como bioindicadores da saude e estdo
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relacionados ao potencial produtivo do ambiente.

Dessa forma, uma bioanalise pode ser aplicada para entender o estado
do solo, pois avalia a atividade biolégica e a diversidade dos microrganismos presentes,
onde tal ferramenta € empregada através de estudos de laboratorio que também séao
utilizados em pesquisa e diagnodstico, medindo a atividade e/ou grupos de organismos

bioldgicos benéficos que ndo sao detectados através de analises simples de solo.

Nesse contexto, pode-se dizer que a palavra “bio” significa vida e a
palavra “analise” refere-se a separagao das partes de um todo para descobrir suas
propriedades e elementos (PORTO e MERINO, 2023). Considerando isso, infere-se que o
propdsito de uma bioanalise é entender a interagdo dos organismos com outros
elementos do solo, ja que juntos influenciam significativamente o potencial produtivo e a
sustentabilidade do solo (MACHADO, 2024).

Nesse sentido, um exemplo notavel de aplicagao de bioanalises no solo é
a tecnologia BioAs recentemente desenvolvida pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA). Essa tecnologia, langcada em julho de 2020, teve como
objetivo principal integrar o componente biolégico nas analises de rotina do solo,
avaliando assim a saude e a qualidade do solo através de parametros biolégicos do solo
junto com as analises quimicas e fisicas convencionais (pH, H + Al, P, Ca, K, Mg, textura,
etc.) (MENDES et al., 2020).

Dentro dos parametros biologicos avaliados, a EMBRAPA analisa o
funcionamento da maquinaria biolégica do solo baseado fundamentalmente na atividade
enzimatica das enzimas arilsulfatase e betaglicosidase, dado que essas duas enzimas
estdo correlacionadas com a matéria organica do solo, o rendimento de graos
(especialmente da soja) e outros atributos biolégicos (biomassa microbiana, respiragao
basal, etc.), além de ndo serem influenciadas pela aplicacdo de adubos e calcario
(MACHADO, 2024; MENDES et al., 2020; LOPES et al., 2013).

Dessa forma, infere-se que essa metodologia é utilizada, visto que, as
enzimas sao mais sensiveis que a matéria organica do solo e portanto podem detectar
com antecedéncia as alteragdes que podem beneficiar ou prejudicar a saude do solo em

fungdo do manejo.
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2.4.1 indices de Qualidade do Solo

Como mencionado anteriormente, de forma geral uma bioanalise do solo
consiste principalmente na determinagdo de alguns indicadores ligados ao seu
funcionamento biolégico. Desse modo, pode ser utilizada também na constru¢do de um
indice de qualidade do solo (IQS), que € composto de diversas medidas do solo
(MELLONI, 2007; TOTOLA e CHAER, 2002), que facilitam e ampliam a avaliacéo da
QS, oferecendo um diagndstico detalhado das suas limitagbes e potencialidades em

diferentes niveis.

Particularmente, os indices de qualidade do solo podem ser obtidos
através de uma expressdao ou modelo matematico que inclua os atributos do solo
considerados. Nesse sentido, € importante destacar que muitas tentativas tém sido feitas
para compor um indice integrado de QS, visando determinar indices de produtividade.
Como por exemplo, o trabalho da EMBRAPA, que através de sua metodologia em
bioanalise do solo, conseguiu integrar um indice de qualidade de solo chamado indice
Fertbio (IQSkertei0) qUe é composto pelas determinag¢des dos indicadores quimicos (pH, H
+ Al, Ca, K, P, Mg e MOS) e dos indicadores bioldgicos (teores das enzimas arilsulfatase e
betaglicosidase), no qual é obtida uma nota de 0 a 1, sendo que valores mais proximos de
1 indicam melhor qualidade do solo (MENDES et al., 2020).

No entanto, vale a pena destacar que também existem outros tipos de
indices que tém sido desenvolvido no transcurso da historia da agricultura, como o
trabalho de Storie em 1978 (O'GEEN, 2008), que desenvolveu um sistema de pontuagao
do solo baseado em valores medidos das propriedades fisicas e quimicas, como o perfil
do solo, textura, profundidade, porosidade, drenagem, alcalinidade, morfologia, entre
outras caracteristicas. Nesse indice de qualidade do solo, cada propriedade era
classificada em quatro fatores principais e posteriormente avaliada em uma escala de 0 a
1. As pontuagdes dessas quatro propriedades eram entdo multiplicadas para gerar uma
pontuagao relativa, resultando no estabelecimento de seis principais classes relacionadas
a capacidade produtiva do solo (1: excelente; 2: bom; 3: moderado; 4: ruim; 5: muito ruim;
6: ndo agricola), que refletiam sua contribuicdo para a produtividade agricola. Por
exemplo, no trabalho realizado por El-Aziz (2018), foi utilizado o indice de Storie como
referéncia para avaliar a capacidade e qualidade de diferentes solos, visando seu uso na

agricultura, cujos resultados indicaram que a maioria dos solos analisados eram
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classificados como bons ou moderadamente adequados, tornando-os promissores
especialmente para o cultivo de culturas como melancia, alfafa, trigo, beterraba, batata,

milho, azeitona e girassol.

Por outro lado, outros autores tém desenvolvido diferentes tipos de
indices relevantes. Pierce et al., (1983), criaram um indice de produtividade projetado
para identificar solos mais suscetiveis a erosdo, fundamentado em uma equacao
matematica. Ou, de outra forma, o sistema Riquier-Bramao, caracterizado por avaliar a
produtividade potencial do solo através de um indice que refletia a producido de uma
cultura como porcentagem do melhor rendimento obtido no mesmo solo, também
calculado através de uma equagao matematica (MASSOBRIO, IRIGOIN e CASSANI
2019). Conforme destacado por Gutiérrez et al., (2018), que aplicou o sistema
Riquier-Bramao para avaliar a qualidade do solo em quatro agroecossistemas distintos
(pastagem, cereal, castanheiro e carvalho), cujo objetivo foi verificar a adequagao dos
solos para esses usos e propor possiveis melhorias. Os resultados mostraram que os
solos eram adequados para os usos que estavam recebendo. Contudo, foi constatado
que o indice de qualidade do solo para a cultura de cereais era inferior ao da pastagem,
sugerindo a necessidade de reconsiderar o uso desses dois solos, possivelmente

revertendo suas fungdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade de bioindicadores na determinagcdo da qualidade
do solo, por meio de uma reviséo da literatura, selegao de bioindicadores e uma avaliagao

in vitro em diferentes amostras de solo.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar a literatura cientifica e analisar os resultados obtidos sobre indicadores e
bioindicadores, avaliando a aplicabilidade dos métodos utilizados para indicar a

qualidade do solo.

e Selecionar bioindicadores com base nos resultados da revisdo da literatura e
avaliar, in vitro, sua eficacia em amostras de solo submetidas a diferentes

tratamentos.

e Coletar amostras de solo com caracteristicas distintas, resultantes da aplicagéao de

diferentes tratamentos em parcelas experimentais de cultivo de soja.
e Avaliar a atividade das enzimas arilsulfatase e betaglicosidase.

e Avaliar a aplicabilidade dos bioindicadores enzimaticos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Para a realizacdo do Trabalho de Conclusao de Curso, foi necessaria a
execucao de uma série de experimentos laboratoriais, conforme descrito na metodologia.
Portanto, foram empregados diversos materiais, equipamentos e reagentes, os quais

estao listados no Quadro 1 a seguir.

Quadro 1 - Materiais, equipamentos e reagentes que foram empregados nos procedimentos experimentais

Materiais e equipamentos

Reagentes

Tubos de ensaio

Tolueno

Tubos criogénicos

Tris-hidroximetil-aminometano (Tris)

Tubos Falcon

Acido maleico

Papel filtro

Acido boérico

Pipetas calibradas

Acido citrico

Ponteiras estéreis

Hidroxido de sddio

Pipetas de Pasteur

Acido cloridrico

Béqueres

Cloreto de calcio

Provetas

Acetato de sddio tri-hidratado

Garrafas Schott

Acido acético glacial

Peneira

p-nitrofenol (PNF)

Rack Estante

p-nitrofenil-B-D-glicosidio (PNG)

Funil de vidro

p-nitrofenil sulfato de potassio (PNS)

Vidros reldgio

Alcool etilico 70%

Espatulas

Pisseta com agua destilada

Cubetas de vidro

Placas de Petri ou cadinhos de porcelana

Almofariz e pistilo

Sacos plasticos

Termbmetro

Caneta

Centrifuga
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Incubadora

Balancga analitica

Autoclave

Espectrofotdmetro UV Visivel

Agitador tipo Vértex

Banho maria

pHmetro

Fonte: Prépria autoria (2024).

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Levantamento Bibliografico

Para a realizagdo da revisdo bibliografica tipo narrativa, foram
selecionados artigos publicados em portugués, espanhol e inglés, os quais estavam
disponiveis em bases de dados e revistas cientificas como Google Académico, SciELO
(Scientific Electronic Library Online), ScienceDirect, Bioscience Journal, Infoteca da
EMBRAPA, Nature, entre outras. Assim, durante a pesquisa, utilizou-se as

palavras-chaves como: “Solo”; "Qualidade do solo"; "Indicadores do solo"; “Indicadores
Biologicos”; "Bioindicadores"; “Enzimas”; “Arilsulfatase”; "Betaglicosidase" e outros, bem
com suas respectivas combinagdes nas linguas espanhola e inglesa. Adicionalmente,
foram realizadas consultas a diferentes literaturas que abordavam os temas de interesse,

com o objetivo de sintetizar a fundamentacéo tedrica.
4.2.2 Coleta das Amostras de Solo

Para a coleta das amostras de solo com caracteristicas distintas, foi
utilizado um experimento em andamento, coordenado pela Professora Dra. Rafaella
Costa Bonugli Santos e seus colaboradores, que tinha como propdésito avaliar o impacto
de um bioinoculante fungico composto por Clonostachys rosea (CCMIBA_RO018),
Purpureocillium lilacinum (CCMIBA_R014) e Bjerkandera sp. (CCMIBA_R111) na
produtividade agricola da soja Pé-Vermelho. Assim, dentro do delineamento experimental
do projeto “Desenvolvimento de Inoculante para Biorremediacdo de Solos Agricolas
Baseado na Associacdo de Fungos e Carvao Ativado”, foram destinadas parcelas

experimentais especificas para este Trabalho de Conclusdo de Curso, que continham
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diferentes combinagdes de tratamentos, incluindo: solo; solo com atrazina; solo com
atrazina e bioinoculante fungico; e solo com atrazina e biochar (carvao ativado), conforme

descrito no mapa experimental (Figura 4).

Figura 4 - Mapa experimental do croqui de campo utilizado para as coletas, incluindo as trés réplicas (A,B e
C) de cada tratamento

Tratamento Tratamento Controle Tratamento
Solo Solo Solo Solo
Atrazina Atrazina Atrazina

Bioinoculo Biochar
Tratamento Tratamento Tratamento Controle
Solo Solo Solo Solo
Atrazina Atrazina Atrazina
Bioinoculo Biochar
Tratamento Controle Tratamento Tratamento
Solo Solo Solo Solo
Atrazina Atrazina Atrazina
Biochar Bioinoculo

Fonte: Prépria autoria (2025).

O solo utilizado foi um composto organico condicionador de solo da marca
Biomix, produzido com materiais orgéanicos humificados, que concentrava macro e
micronutrientes essenciais para a vida vegetal, possuindo caracteristicas fisico-quimicas
que incluiam pH 7,2, CTC de 20 cmol/Ds?, umidade maxima de 55%, capacidade de
retencdo de agua (CRA) de 80% e densidade na base seca de 530 kg/m?3. Assim, em
cada parcela experimental, foram adicionados 5.8 kg desse solo. Os tratamentos que
continham atrazina foram previamente contaminados, antes da semeadura, com 10 mg/L
da solugdo comercial do herbicida (Nortox). O bioinoculante utilizado nos tratamentos
(solo com atrazina e bioinoculante fungico) foi preparado a partir da mistura dos micélios
dos fungos mencionados, imobilizados em carvao ativado (marca: Biochar Brasil), e cada

unidade experimental foi inoculada com 25 g dessa formulagdo. Nos tratamentos
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denominados "solo com atrazina e biochar", foi adicionada a mesma quantidade (25 g) de
carvao ativado, porém sem a presenca de micélio. Dessa forma, no total, para a analise
de qualidade do solo, foram utilizados trés tratamentos (solo com atrazina; solo com

atrazina e bioinoculante fungico; e solo com atrazina e biochar) e um controle (solo).

Considerando isso, o processo de coleta das amostras de solo foi
conduzido de acordo com a metodologia descrita por Brasil, Cravo e Veloso (2020) e
Borges e Accioly (2020), com algumas modificagdes. De maneira geral, para garantir a
representatividade e homogeneidade do solo em cada parcela experimental, foram
realizadas coletas simples para cada amostra e suas respectivas réplicas, utilizando uma
espatula e uma colher de amostragem. Pontualmente, para a coleta de cada amostra
simples, coletou-se solo de cinco pontos diferentes da unidade experimental (Figura 5), a
uma profundidade de 20 cm, sendo armazenado em tubo Falcon, devidamente
identificado. Seguidamente, para a realizagdo das amostras compostas, as amostras
simples de cada tipo de amostra foram misturadas de forma homogénea em saco plastico

limpo, formando uma Unica amostra representativa para cada tipo.

Figura 5 - Esquema dos cinco pontos de coleta realizados nas unidades experimentais pertencentes a
réplica A no tempo zero (T0O)

Solo Solo com atrazina
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Fonte: Prépria autoria (2025).

Vale destacar que as amostras foram coletadas em dois momentos
distintos, correspondentes a diferentes fases de tempo e desenvolvimento, conforme
descrito no Quadro 2. Dessa forma, em cada fase, foram obtidas quatro amostras de solo
distintas, totalizando oito amostras ao final do processo. Assim, considerando as réplicas
amostradas, o numero total de coletas foi de 24 unidades experimentais. Por fim, a
quantidade de solo obtida foi suficiente para garantir a representatividade de cada
amostra, assegurando que as analises subsequentes fossem realizadas com precisao e

confiabilidade.

Quadro 2 - Informagdes das coletas realizadas e condigdes observadas

Identificagao Parcelas Descricéo da Observagodes
Amostragem Data de coleta | experimentais A
da amostra amostradas coleta adicionais
Coleta
realizada apds s
. Sem evidéncia
Dezembro de plantio da .
1 TO 12 de crescimento
2024 semente de das plantas
soja e adicao P
de inoculante
Coleta
Janeiro de realizada apos
2 T1 > 12 a germinacao Estadio V1
025
das sementes
de soja

TO: Tempo zero, que consiste no momento da semeadura; T1: Tempo um, que consiste no momento em que

a primeira folha trifoliada estava completamente desenvolvida. Fonte: Prépria autoria (2025).

4.2.3 Processamento das Amostras de Solo

No laboratério, as amostras foram maceradas com auxilio de almofariz e
pistilo e, em seguida, peneiradas utilizando uma malha de 2 mm. Posteriormente, foram
submetidas a secagem em estufa a 42 °C por cerca de 48 horas, até atingirem peso
constante. Tais procedimentos foram realizados a fim de padronizar e homogeneizar as

condi¢des para analises das amostras.
4.2.4 Determinacao da Atividade Enzimatica de Arilsulfatase e de Betaglicosidase

Para a determinagdo da atividade enzimatica da arilsulfatase e

betaglicosidase, foram utilizadas diferentes solugdes e reagentes, seguindo o protocolo
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estabelecido por Tabatabai (1994), com algumas modificacdes (Apéndices A e B). Assim,
inicialmente, 1,0 g de solo seco foi pesado e submetido a uma série de procedimentos,
que incluiram a adigao de reagentes e solugdes especificas para cada enzima (Quadro 3),
incubagdo em banho-maria, centrifugacao, filtragdo e leitura colorimétrica a 410 nm em
espectrofotometro UV-VIS (modelo WUV-M51, WEBLABORSP).

Quadro 3 - Quantidades de reagentes e solugbes para a determinagdo da atividade enzimatica de
arilsulfatase e betaglicosidase

Reagentes empregados na

Andlise biologica Peso da amostra utilizado ~ o
deteccao enzimatica

0,25 mL de tolueno; 4 mL de
tampao de acetato 0,5 mol/L; 1
Atividade enzimatica Arilsulfatase 1 g de solo mL de substrato PNS 0,05 mol/L;
1 mL de CaCl. 0,5 mol/L e 4 mL

de NaOH 0,5 mol/L.

0,25 mL de tolueno; 4 mL de
MUB (pH 6); 1 mL de substrato
1 g de solo PNG; 1 mL de CaCl: 0,5 mol/L; 4
mL de Tris (pH 12) 0,1 mol/L e

Tris (pH 10).

Atividade enzimatica
Betaglicosidase

Fonte: Adaptado de TABATABAI (1994).

Posteriormente, para quantificar as atividades enzimaticas pelo método
colorimétrico, foi realizada uma curva de calibracdo para cada batelada de amostras
(Apéndices C, D, E e F), cujo preparo seguiu os volumes descritos na Tabela 1. Cada
curva foi lida a 410 nm no espectrofotdmetro e teve como objetivo estabelecer a relagao
entre a absorbancia e a concentragdo de p-nitrofenol (PNF). Uma vez que a enzima
arilsulfatase catalisa a hidrélise do sulfato no PNS, liberando sulfato e PNF no solo, sendo
que a quantidade de sulfato é proporcional a de PNF. Enquanto a betaglicosidase catalisa
a hidrolise dos glucosideos no PNG, liberando acgucares de PNF no solo, cuja

concentracao também é proporcional a de p-nitrofenol (TABATABAI, 1994).
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Tabela 1 - Volumes de reagentes e solu¢des utilizadas para obtencdo da curva de calibragdo de

arilsulfatase e betaglicosidase.

Solugao Agua NaOH Tris Concentraga
Tubos de padrao destilada CaCl; . pH 12 o final de
. . Arilsulfatase o .
ensaio diluida de autoclavada (mL) (mL) Betaglicosid | p-nitrofenol
PNF (mL) (mL) ase (mL) (PNF)
1 0 5 1 4 4 0
2 1 4 1 4 4 1
3 2 3 1 4 4 2
4 3 2 1 4 4 3
5 4 1 1 4 4 4
6 5 0 1 4 4 5

Fonte: Adaptado de TABATABAI (1994).

Dessa forma, para calcular numericamente os valores das atividades
enzimaticas, primeiramente plotou-se a curva de calibragao utilizando a ferramenta de
Microsoft Excel (2025), determinando-se, em seguida, a equacao da reta e o valor de R2.
Assim, a partir da equacao da reta (Equagdo 1), para cada amostra, foi resolvida a

equagao para X, a fim de determinar a concentragao de p-nitrofenol conforme Equacgao 2.

y=ax + b (Equagao 1)

x =12 (Equacao 2)

a

Onde:

y = média das absorbancias de cada amostra.

x = concentragao de p-nitrofenol a ser determinada.
a = parametro de ajuste do modelo.

b = parametro de ajuste do modelo.

Por fim, para expressar a atividade da enzima em relagdo a massa de solo,

resolveu-se a Equacéo 3, que gerou o valor final da atividade enzimatica.

CxV
gxt

p — nitrofenol (ngg*h™) = (Equagéo 3)

Onde:

C = concentracdo de p-nitrofenol na suspensé&o de solo, em pg/mL (Equagéo 2).
V = volume da suspensao do solo equivalente a 10,25 mL.

g = peso do solo seco equivalente a 1 g.

t = tempo de incubagao equivalente a 1 h.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO: BIOINDICADORES DE QUALIDADE DO SOLO

Ao longo do tempo, os estudos na qualidade do solo concentravam-se
principalmente na analise de indicadores quimicos ou fisicos, subestimando o papel da
biota no funcionamento do solo. No entanto, segundo Doran e Zeiss (2000), as
propriedades bioldgicas do solo atendem a maioria dos requisitos necessarios para serem
consideradas indicadores de qualidade, o que impulsionou o avango das pesquisas sobre
bioindicadores, os quais ganharam destaque por seu papel fundamental na avaliagéo

integral do solo.

Dessa forma, ideologicamente, os bioindicadores sao delineados como
indicadores biolégicos da qualidade de um ambiente e das mudancgas que ele sofre ao
longo do tempo, sejam de origem antropogénica ou natural (MONTESANTI, [s.d.]). Desse
modo, os bioindicadores constituem um subconjunto dos indicadores bioldgicos, podendo
ser organismos individuais ou comunidades inteiras utilizadas para avaliar a qualidade
ambiental, como, por exemplo, a do solo. Sendo assim, o termo bioindicador tem sido
usado para identificar respostas biologicas que indicam a exposi¢cdo, os efeitos de
poluentes, entre outros aspectos, em organismos, populagdes, comunidades e
ecossistemas (ANDREA, 2008).

Além disso, Mendes, Sousa e Reis Junior (2015, p. 194), citam que
“varios estudos mostram que os bioindicadores sdo mais sensiveis que indicadores
quimicos e fisicos para detectar, com mais antecedéncia, alteragdes que ocorrem no solo
em virtude do seu uso e manejo’. Considerando isso, pode-se dizer que, 0s
bioindicadores mais adequados para uso na avaliacdo da QS s&o a biomassa microbiana,
a respiragao basal, o quociente microbiano, o quociente metabdlico e a atividade
enzimatica do solo (GARBISU et al., 2007; ZATORRE, 2008). Uma vez que, para avaliar a
qualidade do solo, é fundamental considerar a atividade dos microrganismos visto que
sdo fundamentais, em processos como, na decomposi¢do de residuos organicos que
influencia diretamente os ecossistemas e a fertilidade do solo, além de desempenhar um
papel crucial no estabelecimento dos ciclos biogeoquimicos e na formagao da estrutura

do solo.

Nesse sentido, desde um ponto de vista diferente, € importante referir

que, no Brasil a necessidade de inclusdo de bioindicadores nas avaliagdes de rotina do
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solo iniciou com adogao de sistemas conservacionistas de manejo, como o sistema de
plantio direto (SPD), a integragdo lavoura-pecuaria (ILP) e a integracao
lavoura-pecuaria-floresta (ILPF), ja que nem sempre as alteragbes nas propriedades
quimicas e os teores de matéria organica do solo (MOS), eram suficientes para identificar

as modificagdes resultantes da adogédo desses manejos (MENDES et al., 2018).

Com isso, pontualmente, a importancia dos bioindicadores na qualidade
do solo pode ser exemplificada pelo estudo de Aragao et al., (2012). Nesse trabalho,
realizado no Nordeste Paraense, foi avaliada a qualidade do solo sob diferentes
alternativas de recuperacdo, em diversas épocas de amostragens; como resultado
determinou-se que a fosfatase acida, o nitrogénio da biomassa microbiana e o carbono da
biomassa microbiana eram os bioindicadores mais eficazes para detectar os efeitos dos
tratamentos de recuperagcdo, mostrando-se mais sensiveis e capazes de fornecer
informacdes valiosas sobre a fertilidade e a recuperacdo dos solos, ressaltando sua

importancia crucial na avaliagdo da saude e funcionamento do solo.
5.1.1 Biomassa Microbiana

A quantidade de microrganismos no solo, conhecida como biomassa
microbiana do solo (BMS) ou carbono da biomassa microbiana (C-BMS), desempenha um
papel crucial na regulagao das atividades microbioldégicas e no acumulo de nutrientes na
matéria organica do solo, conforme destacado por Rosa et al., (2005). Dessa forma, a
BMS representa a fragdo viva e mais ativa da matéria organica (MO), que é constituida
por bactérias, fungos, antinobacterias, algas e microfauna, ou de outra forma, organismos
que vivem no solo com dimensdes inferiores a aproximadamente 10 um. Esses
organismos sao importantes dado que atuam em processos que vao desde a formagéo do
solo até a decomposicdo de residuos organicos, além de outras funcdes (DIONISIO,
PIMENTEL e SIGNOR, 2016.; REIS JUNIOR e MENDES, 2007; SCHLOTER, DILLY e
MUNCH, 2003). Assim sendo, a biomassa microbiana é considerada o compartimento
central do ciclo de carbono; e de acordo com Blagodatskaya e Kuzyakov (2008), o
carbono presente neste indicador constitui uma reserva de energia para futuros processos

microbianos.

Por sua parte, refere-se que, existem diversas metodologias que séao
utilizadas para estimar a biomassa microbiana, podendo ser avaliada por métodos diretos

e indiretos. Entre as técnicas mais comumente aplicadas destacam-se a
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fumigacao-incubacao, a fumigacao-extracdo e a irradiagao-extragcdo, que em termos
quantitativos elas sdo expressadas em pg de C g* ou mg de C kg™ de solo seco.
Simultaneamente, também refere-se que a BMS ao ser associada ao conteudo de matéria
organica, pode ser empregada como bioindicador potencial para avaliar a qualidade do
solo, devido a sua alta sensibilidade as mudangas nas condigdes ambientais, sejam elas
relacionadas & estrutura ou & composicdo quimica (REIS JUNIOR e MENDES, 2007;
PINTO et al., 2019).

Dessa maneira, solos que mantém um alto conteudo de biomassa
microbiana ndo apenas armazenam carbono, mas também facilitam uma maior ciclagem
de nutrientes no sistema (GREGORICH et al., 1994). De acordo com Pinto et al., (2019) e
Novak et al., (2022), a biomassa microbiana € um atributo essencial que permite uma
avaliagdo mais rapida e precoce da qualidade do solo, especialmente quando comparado
a atributos quimicos e fisicos. Isso se deve ao fato de que a biomassa microbiana € um
indicador que pode ser altamente sensivel as variagdes das condigbes ambientais e de
manejo do solo, sendo amplamente considerada como um indice de fertilidade do solo e
produtividade dos ecossistemas (SINGH e GUPTA, 2018). Assim, é possivel referir que,
em geral, quanto maior a BMS, melhor a qualidade do solo. No entanto, € importante
ressaltar que a analise isolada desse atributo ndo deve ser utilizada como parametro

exclusivo no entendimento da dindmica do solo.
5.1.2 Respiragao Basal

Como descrito por Silva, Azevedo e De-Polli (2007), a respiragao basal
(RBS), é o somatério de todas as atividades metabdlicas que resultam na producao de
CO, sendo que, principalmente bactérias e fungos desempenham um papel fundamental

na maior liberagdo de CO, através da decomposigao de matéria organica.

Neste sentido, a respiracdo edafica ou basal como bioindicador envolve a
oxidagdo biolégica da matéria organica em CO, por microrganismos aerdobios como
bactérias, fungos, algas e protozoarios, que desempenham um papel central no ciclo do
carbono nos ecossistemas terrestres (SILVA et al., 2015; KONRAD e CASTILHOS, 2001).

Especificamente, a RBS pode ser mensurada através de testes
laboratoriais simples e baratos, no entanto, este indicador se vé afetado por fatores

inerentes ao solo como temperatura e umidade, além de que é altamente variavel tanto
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espacialmente quanto sazonalmente. Ainda assim, este fator & caracterizado por ser
eficaz na deteccdo rapida de mudancgas fisicas e quimicas nas condicbes ambientais que

possam influenciar a atividade microbiana.
5.1.3 Quociente Metabdlico

O quociente metabdlico (qCO2) é um indice que expressa a taxa de
respiracao por unidade de biomassa microbiana, dessa forma € a razdo entre a RBS e a
BMS por unidade de tempo. Especificamente, este indice é usado para estimar a
eficiéncia do uso de substrato pelos microrganismos do solo fornecendo informacdes
sobre a atividade microbiologica do solo e demonstrando a taxa de respiragdo microbiana
(REIS JUNIOR e MENDES, 2007; FEITOSA JUNIOR et al., 2019). De outra forma,
segundo Saviozzi et al., (2002), e Wardle e Ghani (1995), o qCO2 mostra a eficiéncia da
biomassa microbiana na utilizagdo do carbono disponivel para biossintese, sendo
sensivel indicador para estimar tanto a atividade bioldégica quanto a qualidade do

substrato.

Alternativamente, em concordancia com Ferreras et al., (2009), e Masto et
al., (2006), o quociente metabdlico € um indicador das mudangas que ocorrem no solo,
dado que revela a energia requerida para a manutengdo dos microrganismos. Medida
que, pode ser fundamental para compreender as transformagdes quimicas e bioldgicas
que ocorrem em diferentes sistemas de manejo agricolas, permitindo avaliar de forma
especifica a atividade metabdlica, a qual pode variar de acordo com a composi¢ao e o
estado fisiolégico da comunidade microbiana, bem como com a biodisponibilidade de

substratos, entre outros fatores influentes.

Por outro lado, vale a pena mencionar que, na opinido de Gémez (2018),
0 qCO2 talvez seja o indice mais utilizado para descrever a eficiéncia dos microrganismos
no uso da energia, especialmente com o aumento da biodiversidade, e geralmente é
aplicado para comparar o impacto que tem as mudancas estacionais, sistemas de

manejo, adigdo de metais, agroquimicos e xenobidticos sobre os microrganismos do solo.
5.1.4 Quociente Microbiano

O quociente microbiano (gqMIC) é um indice utilizado para fornecer
indicagcbes sobre a qualidade de matéria organica. Especificamente, tal indicador

representa a relacdo entre a biomassa microbiana (BMS) e o carbono organico total
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(COT), assim sendo, é calculado pela divisao desses dois componentes (BANNING et al.,
2008; REIS JUNIOR e MENDES, 2007).

Pontualmente, refere-se que o gMIC reflete a biodisponibilidade de
carbono para os microrganismos, a entrada de matéria organica no solo, a eficiéncia na
conversao do carbono em biomassa microbiana e a estabilizacdo do carbono pela fragao
mineral do solo (ANDERSON e DOUSCH, 1989; SPARLING, 1992).

Portanto, o quociente microbiano indica a melhor qualidade do solo e
maior eficiéncia das comunidades microbianas no uso do carbono da matéria organica do
solo. Em concordancia com Feitosa Junior et al.,, (2019), valores elevados de gMIC
demonstram maior quantidade de matéria orgénica e promogéo da atividade microbiana
do solo, enquanto menores valores representam menores reservas de compostos

organicos.
5.1.5 Atividade Enzimatica do Solo

Kandeler (2007, p. 72) define que "as enzimas sao proteinas
especializadas que se combinam com um substrato especifico e atuam para catalisar uma
reacao bioquimica." Nesse contexto, conforme destacado por Cardoso e Andreote (2016),
em uma célula, cada enzima interage com um substrato especifico, formando
temporariamente um complexo enzima-substrato. Que, como resultado dessa interacao,

ocorre uma diminui¢ao da energia de ativagao necessaria para que acontega uma reagao.

Dado isso, as enzimas, ao atuarem como biocatalisadores que aumentam
significativamente a velocidade das reagdes quimicas, tém se tornado muito importantes
na determinacao da atividade enzimatica do solo, uma vez que sao as responsaveis pela
formagdo de moléculas orgénicas estaveis que contribuem para a estabilidade do
ecossistema, ajudando na transformacédo de energia e processos como a ciclagem de
nutrientes (BURNS e DICK, 2002; KANDELER, 2007; DAS e VARMA, 2011).

Concomitantemente, € possivel dizer que a atividade enzimatica do solo é
o resultado do somatorio da atividade enzimatica dos organismos vivos e das enzimas
abiéticas que se acumulam no solo (MENDES, SOUSA e REIS JUNIOR, 2015). Portanto,
ensaios enzimaticos que catalisam transformacgdes especificas de substrato podem ser
Uteis para determinar os efeitos do manejo do solo, do uso da terra e de condi¢des

ambientais especificas.
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Da mesma forma, tal como indicado por Sancho (2008), as enzimas ao
participarem de varios ciclos de nutrientes incluindo os ciclos do nitrogénio, fésforo,
carbono e enxofre, funcionam para mensurar a QS, no sentido de que as mudangas nas
principais fungbes e atividades podem fornecer informagbes essenciais como, por

exemplo, as condi¢gdes do solo no gerenciamento da terra.

No obstante, cumpre salientar que a atividade de uma enzima, ao indicar
quao rapidamente ela catalisa a conversdao de um substrato em produto, pode ser
influenciada por diversos fatores, como temperatura, forga i6nica, pH e concentragcédo dos
componentes nos ensaios, dado que, as enzimas apresentam melhores resultados dentro
de determinados rangos e condi¢des especificas (ZALDUEGUI, 1975; SOBUCKI et al.,
2021; SIGMA-ALDRICH, 2024). Por tanto, é desafiador avaliar o estado do solo
baseando-se apenas em um unico valor de atividade enzimatica. Contudo, os valores
obtidos podem ser utilizados em conjunto com outros indicadores para determinar, por

exemplo, as condigbes gerais do solo (SANCHO, 2008).

Em vista disso, de forma geral, é fundamental mencionar que as
avaliacbes de dados dos bioindicadores da QS (biomassa microbiana, respiragao basal,
quociente metabdlico, quociente microbiano e atividade enzimatica) devem ser realizados
em conjunto com outros indicadores como os biologicos, fisicos ou quimicos a fim de
possibilitar uma correta compreensao e interpretagcado das condigdes do solo (BROOKES,
1995; TANG et al., 2006).

5.1.5.1 Principais enzimas relacionadas a atividade enzimatica do solo

As enzimas presentes no solo sdo produzidas por plantas e diversos
microrganismos, como bactérias e fungos, dado isso se diz que estdo associadas a vida
das células metabolicamente ativas (enzimas bidticas) ou em células mortas de tecidos

microbianos e vegetais (enzimas abidticas) (GREGORICH et al., 1994).

Dado isso, é possivel argumentar que a mensuragdo da atividade
enzimatica €& essencial, visto que fornece informacdes valiosas sobre a atividade
microbiana, servindo como um indicador chave da saude do solo. As enzimas mais
comumente analisadas no solo sdo aquelas que tém uma fungao crucial nos ciclos de C,
N, P e S (KARACA et al., 2011; MATSUOKA, 2006), devido a sua relagcdo com a

mineralizagdo de nutrientes essenciais, desenvolvimento de processos de degradacéao de
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matéria organica, liberagdo de nutrientes, catalisagdo na transferéncia de elétrons entre
moléculas e sintese de matéria organica. Destacando (Quadro 4), as hidrolases (como
ureases, arilsulfatases e fosfatases), as oxirredutases (como desidrogenases, lacases e
peroxidases) e as liases (AON et al., 2001; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Quadro 4 - Visao geral das principais enzimas estudadas no solo

Enzima Reagéo enzimatica | Atividade indicadora Sut()jstrato .usacjo na Referéncia
eterminagao
. . o Ciclagem de . Frankenberger e
Amidase Mineralizagdo do N nitrogénio Formamida Tabatabai (1980)
Klose e Tabatabai
Arilsulfatase Liberagdo de SO« Ciclagem de P-nitrofenil sulfato (1999).
enxofre Tabatabai e
Bremner (1969)
Lynd et al. (2002)
o . . . L Baldrian e
Betaglicosidase H|dr0I|§e da Ciclagem de P—nltrofeml’—B—ghcopl Valagkova (2008)
celobiose carbono ranosideo o :
Eivazi e Tabatabai
(1988)
Celulase Hidrolise de Ciclagem de Carboximetil Schinner e Von
celulose carbono celulose Mersi (1990)
Sistema de o Cloreto de . .
Desidrogenase transporte de At|V|dgde 2,3,5-trifeniltetrazoli Casida, Klein e
) microbiana Santoro (1964)
elétrons o (TTC)
Tabatabai e
Fosfatase acida Liberacao de PO4- | Ciclagem de fésforo| P-nitrofenil fosfato .Bre”.“”er (1969) :
Eivazi e Tabatabai
(1976)
Klose e Tabatabai
Urease Hidrdlise da uréia C|cllagehm_de Uréia (1999)
nitrogénio Kandeler e Gerber
(1988)

Fonte: Adaptado de ARAUJO e MONTEIRO (2007); BALDRIAN (2009) e TOTOLA e CHAER (2002).

A amidase € uma enzima importante no ciclo do nitrogénio responsavel
por catalisar a hidrélise de amidas atuando nas ligagées C-N ndo peptidicas, resultando
em acido carboxilico e aménia, (FRANKENBERGER e TABATABAI, 1980). Esta enzima
esta distribuida na natureza, sendo encontrada em uma variedade de organismos, como,
animais, plantas (folhas de milho, alfafa, soja, etc) e microorganismos (bactéria e fungos)
(FRANKENBERGER e TABATABAI, 1980; CLARKE, 1969). Por sua parte, de acordo com
as observagdes de Matsuoka (2006), a amidase é sensivel a mudangas no manejo do

solo, dado isso, € um possivel indicador das alteragdes que ocorrem nele.
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As arilsulfatases segundo Kertész e Mirleau (2004), sdo enzimas
extracelulares que catalisam a hidrélise dos ésteres de sulfato organico, além de catalisar
a hidrdlise de p-nitrofenil sulfato. Esta enzima tem sido detectada em plantas, animais e
microrganismos (KLOSE, MOORE e TABATABAI, 1999; TABATABAI e BREMNER, 1969)
e tem sido amplamente estudada como importante enzima do solo, dado que a atividade
total da enzima esta correlacionada com a biomassa microbiana, e com a taxa de
imobilizagdo de S (KLOSE e TABATABAI, 1999; VONG et al., 2003; BANDICK e DICK,
1999). Com base nisso, a avaliagdo da sua atividade pode fornecer informagdes sobre a
mineralizagao e a transformagao dos compostos de S no solo, essenciais para a nutricdo
da planta (ACOSTA-MARTINEZ et al., 2011; KNAUFF, SCHULZ e SCHERER, 2003).

As betaglicosidases sao enzimas extracelulares, caracterizadas por serem
as principais glicosidases do solo envolvidas na degradagdo de componentes de C
(SARDANS e PENUELAS, 2005) cuja acéo é essencial na liberagdo de nutrientes da
matéria organica. De conformidade com Veena et al., (2011), as betaglicosidases estao
amplamente distribuidas entre plantas, animais, fungos, bactérias e leveduras, e sua
atividade tem sido utilizada para avaliar a qualidade do solo sob diferentes praticas de
manejo (DONI et al., 2012) ao utilizar p-nitrofenil-B-glicopiranosideo como substrato na

determinacao de sua atividade.

A celulase € uma enzima produzida por microrganismos e plantas, sendo
os fungos os principais microrganismos que secretam essa enzima (ANDERSSON,
KJOLLER e STRUWE, 2004). A celulase catalisa a hidrodlise da celulose, clivando-a em
unidades de celobiose, que s&o posteriormente hidrolisadas pela a-glicosidase, resultando
em moléculas de glicose (BALOTA et al., 2013).

As enzimas desidrogenases catalisam a oxidacdo de substratos
organicos e tém importante funcdo no estado inicial de oxidagcdo da matéria
organica (CAMINA et al, 1998; CASIDA, KLEIN e SANTORO, 1964). Conforme
afirmado por Das e Varma (2011), as desidrogenases oxidam a matéria organica do solo
transferindo prétons e elétrons dos substratos para os aceitadores. E, de acordo com
Balota et al. (2013, p. 25), “os estudos sobre atividade das desidrogenases podem dar
indicagcdes do potencial do solo para manter os processos bioldgicos, que sdo essenciais

para a sua fertilidade e sustentabilidade”.
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As fosfatases sao enzimas que tém um papel fundamental no ciclo do P
nos solos, sendo correlacionadas com a deficiéncia de P e o crescimento das plantas;
essas enzimas sao secretadas no solo por raizes de plantas e microrganismos, como
bactérias, fungos ou protozoarios, em resposta a uma demanda por P, ou liberadas
passivamente pelas células em decomposicao (QUIQUAMPOIX e MOUSAIN, 2005;
CRIQUET e BRAUD, 2008). Especificamente, as fosfatasas catalisam a hidrélise do éster
e anidridos de fosfato e s&o classificadas em grandes grupos de acordo com os
compostos que hidrolisam, como fosfomonoesterases (incluindo a fosfatase acida e
alcalina), fosfodiesterases, fosfotriesterases, metafosfatases e pirofosfatases. No entanto,
€ importante mencionar que a maioria dos estudos sobre fosfatases relatam o
comportamento da fosfatase acida, ja que muitos solos utilizados na agricultura séo

caracterizados por serem acidos (BALOTA et al., 2013).

As ureases participam do ciclo do nitrogénio, contribuindo para liberagao
de N inorganico e catalisam a hidrolise da uréia para CO, e amdnia, através de um
mecanismo de reacado baseado na formacao de carbamato como intermediario, os quais
sdo assimilados por microrganismos e plantas (KIZILKAYA e BAYRAKLI, 2005;
TABATABAI, 1982). Dado isso, em concordancia com Polacco (1977) e Mobley e
Hausinger (1989), a urease é encontrada na natureza estando principalmente presente
em plantas e microrganismos onde a enzima € encontrada tanto intra e extracelularmente,

sendo caracterizada por ser altamente especifica e resistente a degradagao ambiental.

Finalmente, é oportuno referir que, de acordo com Bolton et al., (1985) e
Mendes et al., (2021), uma estimativa simultdnea de varias atividades enzimaticas no solo

poderia ser um indicador adequado da atividade microbiana do solo.
5.1.5.2 Técnicas de detecgdo de atividade enzimatica

Existem diversos métodos padronizados aplicaveis para detectar uma
vasta gama de enzimas no solo. Geralmente, indica-se que os procedimentos para
determinar a atividade enzimatica empregam solugdes tamponadas contendo um
substrato especifico, que é misturado com o solo para, posteriormente, quantificar o
potencial enzimatico na amostra. No entanto, os processos de identificacdo podem diferir
em termos de técnica, podendo ser realizados através de multiplos métodos, como,
espectrofotometria, fluorescéncia, radiomarcacgao, entre outros (TABATABAI, 1994; ALEF
e NANNIPIERI 1995; SCHINNER et al., 1996).
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Especificamente, a espectrofotometria, na deteccdo do potencial
enzimatico do solo, funciona através de produtos de reacdes enzimaticas que absorvem
luz na regido visivel ou ultravioleta do espectro. Tais reagdes podem ser mensuradas por
meio de reagdes cromaticas simples. Alguns exemplos de enzimas que podem ser
detectadas por este método incluem desidrogenases, celulases (envolvidas na ciclagem
de carbono) e urease (envolvida na ciclagem de nitrogénio). Por outro lado, a técnica de
deteccdo por fluorescéncia é geralmente usada para testar enzimas extracelulares no
solo. Nesse método, os substratos sdo conjugados com compostos altamente
fluorescentes, e a fluorescéncia é observada apods a clivagem enzimatica das moléculas
complexas. Este método € comumente utilizado para testar enzimas como
B-D-glucosidase, B-D-galactosidase, [-celobiase, [B-xilosidase (todas envolvidas na
ciclagem de carbono), fosfatase acida (envolvida na ciclagem de fésforo) e arilsulfatases
(envolvidas na ciclagem de enxofre) (KANDELER, 2007).

5.2 SELECAO DE BIOINDICADORES

Com base na fundamentacgao tedrica, sintetizada a partir do levantamento
bibliografico, constatou-se que os bioindicadores mais estudados na avaliagdo da
qualidade do solo sdo aqueles baseados na determinacdo da atividade enzimatica, pois
eles fornecem informagdes valiosas sobre a atividade microbiana e atuam como
indicadores-chave da saude do solo. Diante disso, para a realizacdo deste Trabalho de
Conclusao de Curso, esse bioindicador foi selecionado para avaliar, in vitro, sua eficacia

na determinagao da qualidade do solo em diferentes amostras.

De tal modo, para a determinacdo da atividade enzimatica, foram
selecionadas as enzimas arilsulfatase e betaglicosidase; essa escolha baseou-se com o
intuito de obter uma estimativa simultanea da atividade dessas enzimas, que, nos ultimos
anos, tém ganhado relevancia devido a sua especificidade e sensibilidade na detecgao
antecipada de alteragbes no solo, sendo consideradas bases importantes para a
avaliagao da qualidade do solo do ponto de vista agricola, uma vez que estdo associadas
ao rendimento, a fertilidade e ao potencial produtivo, desempenhando a sua vez papéis
fundamentais nos ciclos de enxofre e carbono respectivamente (BOLTON et al., 1985;
MENDES et al., 2020; MENDES et al., 2021; MACHADO, 2024).

Especificamente, a arilsulfatase ao apresentar atividade correlacionada

com a biomassa microbiana e a taxa de imobilizacdo de enxofre, € um bioindicador
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relevante da mineralizagao e transformacédo de compostos sulfurados no solo, processos
que sao cruciais para a nutricdo das plantas. Ja a betaglicosidase, ao desempenhar um
papel central na decomposi¢cdo da matéria organica, promove a liberagdo de nutrientes
essenciais, podendo ser amplamente utilizada para avaliar a qualidade do solo sob
diferentes praticas de manejo (TABATABAI, 1994; MENDES et al., 2021; LOPES et al.,
2013). Dessa forma, a utilizagdo dessas enzimas como bioindicadores possibilitara
identificar os beneficios e/ou prejuizos presentes no solo, contribuindo para uma

avaliacao mais precisa da sua qualidade.

5.3 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE ARILSULFATASE E DE
BETAGLICOSIDASE

Neste estudo, por meio da analise da atividade enzimatica, observou-se
que os valores de arilsulfatase apresentaram variagcdes entre os dois tempos analisados
(Gréfico 2).

Grafico 2 - Valores de atividade de arilsulfatase nos oito tratamentos, coletados a uma profundidade de 20
cm, entre dezembro de 2024 e janeiro de 2025
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Fonte: Prépria autoria (2025).

Em relagdo ao tempo inicial (TO), observou-se que os tratamentos: solo

com atrazina; solo com atrazina e bioinoculante fungico; e solo com atrazina e biochar;
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apresentaram diferengas na atividade enzimatica quando comparados ao controle
(apenas solo). Tais variagbes podem ser atribuidas a adicdo de agentes exdgenos ao
solo, evidenciadas, sobretudo, pelo aumento significativo da atividade enzimatica na
presenga de atrazina no solo, cuja variagéo foi de 42 a 124 ug p-nitrofenol g' de solo h™.
Resultado que, esta em consonancia com o estudo de Eivazi, Mullings e Banks (2018),
que investigaram o impacto de herbicidas, como a atrazina, em diferentes atividades
enzimaticas, incluindo a arilsulfatase, cujo analise demonstrou que a atrazina aumentava
a atividade dessa enzima. Portanto, é possivel referir que a adi¢cao de atrazina ao solo
proporcionou aos microrganismos presentes uma fonte adicional de carbono e nitrogénio,

favorecendo o crescimento microbiano e, consequentemente, a produgao enzimatica.

Alternativamente, constatou-se que a combinacdo de atrazina e
bioinoculante fungico no solo resultou em uma maior atividade enzimatica dentre os
tratamentos avaliados, indicando um possivel efeito benéfico do bioinoculante na
qualidade microbiolégica do solo. Sendo que, esse efeito estda associado a uma maior
taxa de degradacado de contaminantes pelos microrganismos, conforme descrito por

Bonassa (2021), o que pode ter contribuido para o aumento da atividade enzimatica.

Por outro lado, de conformidade com Ralebitso e Orr (2016), o biochar &
um tipo de carvao produzido a partir de biomassa que pode provocar alteracbes nas
propriedades do solo, promovendo o aumento da producdo de biomassa, o acumulo de
nutrientes e, até mesmo, incrementar a massa de ndédulos em plantas como a soja
(MOHAMED et al., 2017). No entanto, embora esse composto possa apresentar potencial
para melhorar as condi¢gdes edaficas, conforme destacado por Miranda et al., (2017), no
presente estudo identificou-se que, quando associado a atrazina, o tratamento teve uma
reducdo da atividade enzimatica em comparagdo aos demais tratamentos avaliados
(excluindo o controle). Isso pode ser atribuido a varios fatores, entre eles, a absorcéao de
compostos organicos de enxofre pelo biochar, resultando em uma diminui¢cdo da atividade
enzimatica. Ou, de maneira diferente, que, foi detectada uma atividade baixa porque a
arilsulfatase, que atua na mobilizagdo de enxofre a partir de compostos organicos, pode
nao ser tado fortemente estimulada pelo biochar, ja que sua atividade depende mais da
forma e da disponibilidade dos compostos orgénicos de enxofre. Dessa forma, essa
enzima nao seria tdo expressa em tratamentos que contenham esses compostos, sendo
assim, melhor detectada em outros tipos de tratamentos. Em razdo disso, pode-se

mencionar que, nesse tratamento, é possivel que uma outra enzima, como a
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betaglicosidase, tenha maior eficiéncia, ja que essa enzima é influenciada diretamente
pelo teor de carbono no solo. Conforme Ferreira et al., (2015), solos tratados com
biocarvao podem apresentar maiores quantidades de betaglicosidase, pois no estudo que
avaliou o efeito da aplicagdo de 12 (doze) materiais de biocarvdo em Neossolo
Quartzarénico quanto a atividade da betaglicosidase, demonstrou-se que biocarvées

podem favorecer a producao dessa enzima.

De outro modo, em referéncia ao T1, foi possivel evidenciar que a
atividade de arilsulfatase apresentou valores mais elevados em relacdo ao TO. Esses
resultados podem ser atribuidos primordialmente ao impacto do crescimento vegetal, que
influenciou diretamente o aumento da arilsulfatase. Como corroborado por Castellano e
Dick (1990), que destacam que a atividade de arilsulfatase € maior em solos cultivados
em comparagao com solos sem cultivo. Variagées que a sua vez podem ser atribuidas a
presenga de raizes de plantas vivas, que estimulam especificamente a atividade dessa
enzima (KNAUFF, SCHULZ e SCHERER, 2003). Concomitantemente, &€ fundamental
destacar que o T1 apresentou um perfil de variagdo no qual foi possivel evidenciar e
confirmar que a atrazina impactou no aumento da atividade enzimatica, reforgando a

influéncia de fatores biolégicos e quimicos na modulagao da arilsulfatase.

Em contrapartida, € importante mencionar que, de acordo com Lopes
(2012), os valores de arilsulfatase sdo classificados da seguinte forma: baixos quando
iguais ou inferiores a 40 ug p-nitrofenol g de solo h™, moderados quando variam de 41 a
90 ug p-nitrofenol g™ de solo h™ e altos quando superiores a 90 ug p-nitrofenol g™ de solo
h™'. Dessa forma, determinou-se que a amostra de solo (controle) apresentou atividade
moderada nos tempos TO e T1, enquanto as demais amostras registraram valores
correspondentes a uma atividade alta nos dois tempos analisados, apesar das diferencas

assinaladas entre os tratamentos.

Sob outra perspectiva, no que se refere a betaglicosidase, foi possivel
determinar a atividade enzimatica dessa enzima apenas na amostra de solo coletada no
TO, com um valor de 14 ug de p-nitrofenol g de solo h™. Nas demais amostras
analisadas, tanto do TO quanto do T1, ndo foi possivel quantificar a atividade enzimatica
da betaglicosidase. Em razdo de que, as leituras de absorbéncia das amostras a 410 nm,
realizadas no espectrofotémetro, estavam fora do intervalo linear da curva de calibragao

de p-nitrofenol, curva que é fundamental para a quantificacdo da enzima, pois estabelece
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a relacao entre a concentragao de p-nitrofenol liberado e a atividade da betaglicosidase.
Como pode ser observado nos Graficos 3 e 4, onde os valores de absorbancia das
amostras estavam muito abaixo dos valores da curva de calibragcdo. Assim, a auséncia de
leituras dentro do intervalo calibrado impossibilitou a obtengdo de resultados precisos,

comprometendo a determinagao da enzima nas restantes amostras.

Grafico 3 - Analise combinada da curva de calibragcdo com as absorbancias obtidas para cada amostra
analisada no tempo zero (T0), referente a atividade de betaglicosidase
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Fonte: Prépria autoria (2025).
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Grafico 4 - Anadlise combinada da curva de calibragdo com as absorbancias obtidas para cada amostra
analisada no tempo um (T1), referente a atividade de betaglicosidase
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Fonte: Prépria autoria (2025).

Considerando isso, pode-se dizer que a auséncia de detecgao da
atividade enzimatica da betaglicosidase nas amostras analisadas, com exceg¢do da
amostra de solo coletada no TO, pode ser atribuida a diversos fatores que impactaram
diretamente a precisdo e a sensibilidade das analises. Um dos principais fatores que
podem ter influenciado os resultados obtidos esta relacionado a presencga de atrazina
como composto xenobidtico. De acordo com Mahia et al, (2007), a atividade de
betaglicosidase é inadequada para avaliar os efeitos da atrazina no solo, uma vez que a
quantificacdo dessa enzima apresenta resultados inconsistentes, dificultando o
estabelecimento de uma relagdo de causa e efeito entre o composto e a atividade
enzimatica. Assim, a presencga de atrazina em todos os tratamentos (exceto no controle)
pode ter gerado variagdes na detecgcdo de betaglicosidase, tornando essa enzima um

bioindicador pouco confiavel para avaliar o impacto na qualidade do solo.

Em adigéo, considerando que a atividade da betaglicosidase depende da

integridade das comunidades microbianas do solo, a presenca de residuos de atrazina
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pode ter comprometido esse equilibrio. Estudos realizados por Voets, Meerschman e
Verstkaetf (1974), demonstraram que a atrazina era capaz de modificar drasticamente as
comunidades do solo. Dessa forma, € possivel inferir que tais alteragdes, produzidas pela
atrazina, conseguiram afetar as comunidades responsaveis pela liberagdo de agucares de
baixo peso molecular, as quais estavam associadas diretamente a atividade da

betaglicosidase, levando assim a uma redugao ou inibigcao da atividade enzimatica.

Além disso, outro fator que pode ter contribuido para a nao deteccao
da atividade da betaglicosidase pode estar relacionado a eficiéncia na recuperagéo do
p-nitrofenol, uma vez que a combinacéo de reagentes utilizada para interromper a reagao
enzimatica pode interferir significativamente na deteccdo das enzimas no solo. Segundo
Margenot, Nakayama e Parikh (2018), a escolha do reagente para estabilizacdo do
p-nitrofenol € crucial. Em estudos sobre analises enzimaticas do solo, os autores
observaram que a utilizagdo conjunta de Tris (pH 12) e CaCl: resultou em uma
recuperacao inferior de PNF, pois o Tris demonstrou menor eficacia na extracdo de PNF
no solo, levando assim a subestimacao da atividade enzimatica. Esse efeito pode justificar
os valores de absorbancia obtidos abaixo do intervalo linear da curva de calibracao

observados neste estudo.

Por fim, outro aspecto a ser considerado € o bloqueio dos sitios ativos da
enzima pelas particulas do solo. O que pode ser constatado de acordo com Yan et al.,
(2010) quem observou que a imobilizagdo da betaglicosidase nas particulas do solo
resultava na obstrugdo dos sitios ativos, reduzindo significativamente sua capacidade
catalitica, destacando a sua vez que, a adsor¢cdo e a imobilizacdo da enzima em
particulas finas do solo poderia influenciar de maneira relevante sua atividade, pois
embora as particulas finas tendem a absorver uma maior quantidade de enzimas, a
ligacdo entre a enzima e a superficie dessas particulas € menos estavel, resultando em

uma atividade enzimatica baixa.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se
que, atualmente, ndo existem critérios universais para a sele¢cdo de bioindicadores na
avaliacdo da qualidade do solo. No entanto, o uso de indicadores biolégicos se mostra
essencial, uma vez que esses parametros sao altamente sensiveis as alteragcdes que
ocorrem no ambiente edafico, podendo ser empregados, por exemplo, no monitoramento

de diferentes praticas de manejo agricola e na avaliagao de sua qualidade.

Assim, o estudo evidenciou que a atividade enzimatica, em particular, se
destaca como um bioindicador de grande relevancia para areas como a agricultura,
fornecendo informagdes valiosas sobre o estado funcional do solo. Especificamente, os
resultados demonstraram que a atividade enzimatica da arilsulfatase foi o bioindicador
mais sensivel as alteragdes no solo decorrentes das diferengas entre os tratamentos
analisados, revelando-se como um bioindicador promissor para avaliar impactos gerados

por praticas agricolas.

Por sua parte, observou-se que os tratamentos que incorporaram atrazina
apresentaram aumentos da atividade de arilsulfatase quando comparados ao controle
sugerindo que a presenga da atrazina estimulava a atividade microbiana do solo para
essa enzima, o que reforgou a influéncia de fatores biolégicos e quimicos na modulagao
da arilsulfatase. Concomitantemente, verificou-se também que o tratamento constituido
por solo, atrazina e bioinoculo foi favorecido no aumento da atividade dessa enzima,
reforcando assim o potencial de uso de bioinoculantes como ferramentas para a
recuperacdo de solos contaminados ou degradados, uma vez que podem exercer uma
influéncia positiva na qualidade do solo. Por outro lado, considerando que a atividade da
betaglicosidase demonstrou baixa sensibilidade as variagdes resultantes dos tratamentos,
recomenda-se aprofundar o estudo da resposta microbiana a presenga dos agentes
exdgenos adicionados ao solo (atrazina, biochar e bioinoculante fuangico) e avaliar,
paralelamente, outra atividade enzimatica que apresente uma correlagdo mais

significativa os tratamentos estudados.

Por fim, deve-se mencionar que a literatura aponta que as técnicas
laboratoriais empregadas para a determinagdo das atividades enzimaticas estudadas séo
de facil execugdao. Contudo, na pratica, foi possivel constatar que, apesar dessa

simplicidade aparente, o processo exige um rigoroso cuidado e padronizagao para
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garantir a confiabilidade dos resultados. Considerando isso, pode-se concluir que, para
uma interpretagdo mais abrangente e robusta dos dados, € recomendavel a realizagcao de
analises conjugadas que considerem outros atributos, uma vez que é desafiador avaliar o

estado do solo baseando-se apenas em um unico valor de atividade enzimatica.
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APENDICES

APENDICE A - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO: DETERMINAGCAO
ATIVIDADE ENZIMATICA DA ARILSULFATASE

° A

Amostra de solo para analise

Pesar, em triplicata, 1,0 g de solo (seco em estufa a 42 °C por 48 horas) e transferir
o conteudo para tubos de ensaio identificados.

Adicionar a cada tubo de ensaio 0,25 mL de tolueno; 4 mL de tampéo acetato 0,5
mol/L; 1 mL de solucao de p-nitrofenil sulfato de potassio (PNS) 0,05 mol/L.

No banho Maria, incubar os tubos de ensaio por 1 hora a 37 °C.

Transcorrido o tempo, adicionar a cada tubo de ensaio 1 mL de CaCl, 0,5 mol/L e 4
mL de NaOH 0,5 mol/L. Seguidamente, agitar por 5 segundos no Vortex.
Centrifugar a solugao resultante em tubos Falcon por 5 minutos a 6000 rpm.

Apos a centrifugacéo, filtrar a suspensao usando papel filtro e novos tubos de
ensaio identificados.

No espectrofotobmetro fazer a leitura a 410 nm de cada tubo de ensaio. Caso a
leitura do extrato de solo ultrapasse a leitura do padrao 6 (T6, ultimo tubo de ensaio
que contém 5 ug p-nitrofenol) da curva de calibragéo, diluir o extrato da amostra de
solo com agua.

Prova em branco

Pesar, em triplicata, 1,0 g de solo (seco em estufa a 42 °C por 48 horas) e transferir
o conteudo para um tubo de ensaio identificado.

Adicionar 0,25 mL de tolueno e 4 mL de tamp&o acetato 0,5 mol/L. Seguidamente,
agitar por 5 segundos no Vértex.

Incubar o tubo de ensaio por 1 hora a 37 °C.

Apoés a incubacao, adicionar 1 mL de solugdo de p-nitrofenil sulfato de potassio
(PNS) 0,05 mol/L.

Em seguida, adicionar 1 mL de CaCl2 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L. Agitar
por 5 segundos no Vértex.

Centrifugar a solugao resultante em tubo Falcon por 5 minutos a 6000 rpm.

Apos a centrifugacao, filtrar a suspensdo usando papel filtro e um novo tubo de
ensaio identificado.

No espectrofotdbmetro fazer a leitura a 410 nm.

Curva de calibracao

Em seis diferentes tubos de ensaio, respectivamente, pipetar aliquotas de 0, 1, 2,
3, 4 e 5 mL da solugéo padrao diluida de p-nitrofenol (PNF) e ajustar o volume a 5
mL com agua. Seguidamente, agitar por 5 segundos no Vértex.

Adicionar 1 mL de CaCl, 0,5 mol/L e 4 mL de NaOH 0,5 mol/L. Agitar por 5
segundos no Vortex.

Incubar os seis tubos de ensaio por 1 hora a 37 °C.

No espectrofotdmetro fazer a leitura a 410 nm de cada tubo de ensaio.

Plotar a curva de calibragao.

Calculo para determinagéo da atividade da enzima do solo
O calculo da atividade da enzima é feito com base na curva de calibracdo de
p-nitrofenol. Executando os calculos pertinentes para a determinagao.
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APENDICE B - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO: DETERMINAGAO
ATIVIDADE ENZIMATICA DE BETAGLICOSIDASE

N

° A

Amostra de solo para analise

Pesar, em triplicata, 1,0 g de solo (seco em estufa a 42 °C por 48 horas) e transferir
o conteudo para os tubos de ensaio identificados.

Adicionar a cada tubo de ensaio 0,25 mL de tolueno; 4 mL de MUB pH 6 e 1 mL de
solucao de p-nitrofenil B-D-glicosidio (PNG).

No banho Maria, incubar os tubos de ensaio por 1 hora a 37 °C.

Transcorrido o tempo, adicionar 1 mL de CaCl, 0,5 mol/L e 4 mL de Tris pH 12 0,1
mol/L. Seguidamente, agitar por 5 segundos no Vortex.

Centrifugar a solugao resultante em tubos Falcon por 5 minutos a 6000 rpm.

Apds a centrifugacgao, filtrar a suspensao usando papel filtro e novos tubos de
ensaio identificados.

No espectrofotdmetro fazer a leitura a 410 nm de cada tubo de ensaio. Caso a
leitura do extrato de solo ultrapasse a leitura do padréao 6 (T6, ultimo tubo de ensaio
que contém 5 ug p-nitrofenol) da curva de calibragao, diluir o extrato da amostra de
solo com Tris pH 10,0.

Prova em branco

Pesar, em triplicata, 1,0 g de solo (seco em estufa a 42 °C por 48 horas) e transferir
o conteudo para um tubo de ensaio identificado.

Adicionar 0,25 mL de tolueno e 4 mL de MUB pH 6.

Incubar os tubos de ensaio por 1 hora a 37 °C..

Apos a incubagdo, adicionar 1 mL de solugdo de p-nitrofenil 3-D-glicosidio (PNG).
Em seguida, adicionar 1 mL de CaCl2 0,5 mol/L e 4 mL de Tris pH 12 0,1 mol/L.
Agitar por 5 segundos no Vortex.

Centrifugar a solugao resultante em tubo Falcon por 5 minutos a 6000 rpm.

Apos a centrifugacao, filtrar a suspensdo usando papel filtro e um novo tubo de
ensaio identificado.

No espectrofotdbmetro fazer a leitura a 410 nm.

Curva de calibracéo

Em seis diferentes tubos de ensaio respectivamente, pipetar aliquotas de 0, 1, 2, 3,
4 e 5 mL da solugao padrao diluida de p-nitrofenol (PNF) e ajustar o volume a 5 mL
com agua. Seguidamente, agitar por 5 segundos no Voértex.

Adicionar 1 mL de CaCl, 0,5 mol/L e 4 mL de Tris pH 12 0,1 mol/L. Agitar por 5
segundos no Vortex.

Incubar os seis tubos de ensaio por 1 hora a 37 °C.

No espectrofotdmetro fazer a leitura a 410 nm de cada tubo de ensaio.

Plotar a curva de calibragao.

Calculo para determinacéo da atividade da enzima do solo
O caélculo da atividade da enzima é feito com base na curva de calibracdo de
p-nitrofenol. Executando os calculos pertinentes para a determinacao.
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APENDICE C - CURVA DE CALIBRACAO OBTIDA PARA AS ANALISES DE
ARILSULFATASE NO TEMPO ZERO (T0)

Absorvancia

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

2 4
PNF (p-nitrofenol), pg/mL
Valores 0,0481*x + 8,29E-03 R?2= 0,983
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APENDICE D - CURVA DE CALIBRACAO OBTIDA PARA AS ANALISES DE
ARILSULFATASE NO TEMPO UM (T1)

Absorvancia

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

2 4
PNF (p-nitrofenol), pg/mL
Valores 0,0349*x + -6,95E-03 R? = 0,984

Versao Final Honol ogada

24/ 03/ 2025 08: 09




77

APENDICE E - CURVA DE CALIBRACAO OBTIDA PARA AS ANALISES DE
BETAGLICOSIDASE NO TEMPO ZERO (TO0)

Absorvancia

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

@® \alores

2 4 6
PNF (p-nitrofenol), pg/mL
0,107*x + 7E-03 R2 = 0,997
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APENDICE F - CURVA DE CALIBRACAO OBTIDA PARA AS ANALISES DE
BETAGLICOSIDASE NO TEMPO UM (T1)

Absorvancia

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

Valores

2 4
PNF (p-nitrofenol), pg/mL
0,107*x + 3,9E-03 R? = 0,995
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