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RESUMO

O crescente aumento na area destina ao cultivo de cana-de-acucar no Estado de Goias
reflete a importancia econdmica dessa monocultura na economia ndo sé do Estado, mas
também para o Brasil. No entanto, a conversdo de areas nativas em areas destinadas a
agricultura e o plantio de monoculturas devem ser monitorados uma vez que efeitos em
caracteristicas bioquimicas, bioldgicas e fisico-quimicas do solo em éareas cultivados ja
foram relatados. Neste trabalho foi estudado o efeito do manejo organico (MO) e
convencional (MC) em enzimas da classe das hidrolases e oxidorredutases em solos
cultivados com cana-de-acucar e os resultados foram comparados com os obtidos para o
solo nativo do Cerrado. Foram quantificas a atividade de fosfomonoesterases &cidas e
alcalinas, PB-glucosidases, peroxidases e polifenoloxidases. Foram ainda avaliados
parametros fisico-quimicos tais como textura, pH, teor de matéria organica, fésforo (P*),
calcio (Ca?"), potassio (K*), magnésio (Mg?"), aluminio (APP*), acidez total (H+Al),
saturacdo de aluminio (m%), saturacdo de bases (V%), capacidade de troca catibnica
(CTC) e as relagdes entre os teores de K/CTC, Ca/CTC, Mg/CTC, bem como as relacbes
entre os teores dos seguintes cations K/Mg, Ca/Mg, Ca/K. Foi testado ainda, o pH étimo
de fosfomonoesterases e de B-glucosidases e a analise de componente principal (APC) foi
realizada para identificar quais variaveis estudas permitem diferenciar os solos estudados.
Foi observado que nos solos testados ha tanto fosfomonoesterases &cidas quanto alcalinas,
com predominancia de sua forma acida. O pH 6timo da fosfomonoesterase &cida foi o pH
5.0 e os fatores que mais interferiram na atividade enzimatica foi o pH e a textura. O
manejo ndo alterou a atividade fosfomonoesterase alcalina. No entanto, foi observada
uma reducdo de cerca de 50% nos solos cultivados quando comparados com o solo nativo.

No caso da B-glucosidase foi observado que o pH étimo da enzima foi 5.5 no solo sob



MC e o solo sob MO e o solo nativo apresentou atividade enzimatica 6tima na faixa de
pH entre 6.0 e 7.0. Foi ainda observado que para esta enzima, apenas o MC reduziu a
atividade enzimatica. pH e textura também foram os principais parametros fisico-
quimicos que afetaram a atividade enzimatica. Por fim, para peroxidase e
polifenoloxidase também foi observada uma reducdo na atividade enzimatica, tanto no
solo sob MO quanto no MC. A reducdo na atividade da peroxidase foi cerca 57% e na
atividade da polifenoloxidase de cerca 36% e o pH foi a caracteristica que mais
influenciou na atividade dessas enzimas. Dessa forma, observou-se que 0 manejo, em
geral, afeta a atividade de enzimas presentes no solo e que o pH e textura sdo as principais

caracteristicas fisico-quimicas que interferem na atividade dessas enzimas.

Palavras-chave: Solo, enzimas, manejo, Cerrado, cana-de-agucar



ABSTRACT

The increasing land area cultivated with sugarcane in Goiés reflects the economic
importance of this monoculture not only to Goias, but also to Brazil. However, the native
areas of Cerrado converted to monoculture planting must be monitored since the effects
in the biochemical, biological and physicochemical characteristics of soil have already
been reported. In this study, the effect of organic (OM) and conventional management
(CM) of sugarcane on hidrolases and oxidative enzymes and the results were compared
to those for native soil of Cerrado (NS). It was quantified the activity of acid and alkaline
phosphomonesterases, B-glucosidases, peroxidases and phenol oxidases. It was also
determined the physicochemical parameters such as granulometry (percentage of clay,
silt and sand) and content of soil organic matter (SOM), pH, Inorganic phosphorus (P),
calcium (Ca*?), Potassium (K*). Magnesium (Mg*?), Aluminum (Al*®), potential acidity
total (H+AIl) saturation in Aluminum (M%), saturation of alkalis (V%), cation
exchangeable capacity (CEC) and the relationship between Ca/CEC, K/CEC and
Mg/CEC content as well as the relationships of the cations Ca/K, Ca/Mg, Mg/K,. The
optimum pH was assayed for phosphomonoesterases and PB-glucosidases. Principal
component analyses was performed to identify which factors evaluated would permit to
differentiate NS, OM and CM. The results showed the presence of both acid and alkaline
phosphomonoesterases in NS, OM and CM; nevertheless, acid phosphomonoesterases
were predominant. The optimum pH for acid phosphomonesterase was pH 5.0 and the
factors that most interfered on the enzyme activity were pH and granulometry. Sugarcane
management did not affect alkaline phosphomonoesterase, in the contrary, acid
phosphomonestarase activity was reduced around 50% in the cultivated soils. For B-

glucosidase it was observed optimum pH for OM and CM at pH 5.5 and for NS, the



enzyme presented higher activity in the pH range from 6.0 to 7.0. B-glucosidase have its
activity reduced only in CM, OM and NS presented the same pH profile and similar
enzyme activities. pH and granulometry were also the main factors correlated to B-
glucosidase activity. Finally, for oxidative enzymes, it was also observed a reduction of
enzyme activity in OM and CM in about 57% for peroxidase and 36% for phenol oxidase

and pH was the crucial parameter affecting on these enzyme activities.

Keywords: Soil, enzymes, management, Cerrado, sugarcane
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 0SOLO

O solo é definido como uma colegdo de corpos naturais, constituidos por partes
solidas, liquidas e gasosas que sdo tridimensionais e dindmicos, formados por materiais
minerais e orgéanicos que ocupam a maior parte do manto superficial das extensdes
continentais do nosso planeta. Os solos contém matéria viva e podem ser vegetados na
natureza onde ocorrem e, eventualmente, terem sido modificados por interferéncias
antropicas (1).

Do ponto de vista ecoldgico e global, a particularidade principal do solo é a sua
capacidade de possibilitar o crescimento das plantas, sustentando a producdo primaria
continua. Para sintetizar seus componentes celulares, as plantas precisam de elementos
biogénicos, tais como o carbono, hidrogénio, oxigénio, enxofre, nitrogénio, fosforo,
potéssio, calcio, magnésio e, em quantidades menores, os chamados micronutrientes,
como boro, ferro, manganés, molibdénio, cobalto, cloro, cobre e zinco (2).

O solo é um ecossistema complexo e o que o distingue de outras formacdes
geoldgicas € a sua atividade bioldgica. Essa atividade bioldgica e os componentes que
fazem parte dela podem ser mensurdveis o que permitem caracterizar o potencial
biolégico do solo. Dessa forma, pode-se inferir que as principais caracteristicas desse
ecossistema sdo determinadas tanto por fatores fisicos quanto por fatores quimicos e
bioldgicos (2, 3).

Até os anos 60 a regido dos Cerrados era considerada como marginal para a
agricultura intensiva. Apenas as regides com solos de maior fertilidade, tais como as

regides nos fundos de vales ou regides com predominancia de rochas béasicas eram
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cultivadas. A principal cultura plantada era o arroz de sequeiro e 0s campos nativos eram
aproveitados para a criacao extensiva de gado de corte (2).

O baixo aproveitamento agricola dos solos do Cerrado se devia principalmente ao
fato de que estes solos s@o geralmente acidos e de baixa fertilidade natural. Porém, o fato
da regido apresentar relevos relativamente suaves que favorecem a mecanizacao agricola
constituia um atrativo para sua ocupacao. Este processo intensificou-se principalmente a
partir da mudanca da capital federal para o planalto central. Uma boa variedade de solos
de Cerrado foi incorporada rapidamente ao processo de agricultura comercial, sobretudo
nas chapadas, a partir das tecnologias aplicadas nas Gltimas décadas. Este processo
resultou em sistemas produtivos de monoculturas em larga escala, mecanizados e
altamente dependentes de insumos quimicos (1).

Atualmente os cerrados ja contribuem com mais de 60% da producdo de
alimentos, além de abrigar 40% do rebanho bovino do pais (2). Essa producao deriva de
mais da metade dos 2 milhdes de km? de area do Cerrado que foi transformada em pasto,
agricultura cash-crop (culturas que sdo destinadas diretamente para 0 mercado, ndo sendo
utilizadas para estocagem) e monoculturas (4, 5), sendo que uma das culturas que mais
cresceu nessa regiao foi a da cana-de-acucar (6).

Os maiores responsaveis por esse aumento da exploracdo do solo sdo a alta
demanda alimenticia mundial e a necessidade de novas fontes de combustiveis. O etanol
produzido a partir da cana-de-agucar apresenta grande importancia no mundo uma vez
que é uma fonte viavel aos combustiveis fosseis (7). Porém, o impacto das diferentes
praticas de uso do solo nesse bioma ainda precisa ser melhor avaliado (8), principalmente
considerando as altera¢fes bioquimicas e bioldgicas ocorridas em consequéncia de uma

longa exploragéo por monoculturas tais como a cana-de-agucar, a soja, entre outras.
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Isto porque o crescimento de areas utilizadas para a producdo agricola é
acompanhado pela utilizacdo de defensivos agricolas e a cultura de cana-de-agucar requer
uma grande quantidade desses agentes quimicos para que a producao esteja protegida
contra diferentes pragas (9). Além dos perigos aos seres humanos, nos aspectos
ocupacionais, alimentares e de saude publica, sabe-se que a introducdo de defensivos
agricolas no ambiente pode provocar efeitos indesejaveis, tendo como consequéncia
mudancas no funcionamento do ecossistema afetado (10). Os impactos na qualidade do
solo representam um risco para a producao agricola no futuro e essa preocupacdo vem
recebendo destague.

Vérios autores relacionam a perda de fertilidade do solo sob plantio de
monoculturas com o consumo prolongado dos nutrientes pelas plantas, além do uso
massivo de defensivos agricolas (4, 11, 12) que geram alteracGes no ecossistema natural.
Existem muitos trabalhos que relatam o efeito de diferentes manejos sobre a qualidade do
solo no que diz respeito a bioguimica, biologia e fatores fisico-quimicos (13-16). Dentre
estes efeitos pode-se destacar a perda de carbono organico do solo quando o ecossistema
natural é convertido em area para a agricultura (17). A presenca de carbono organico no
solo é uma caracteristica importante para a qualidade deste recurso, pois esta envolvido
na determinacdo das suas caracteristicas (8, 12, 18).

Nos dias atuais, devido a conscientizacdo sobre problemas ambientais
consequentes da exploracdo indiscriminada do solo do Cerrado, é cada vez maior a
demanda de informacdes sobre a biologia e a bioquimica desse ecossistema, bem como,
sobre o impacto da incorporacdo de grandes areas em sistemas agricolas intensivos. A
identificacdo do impacto de monoculturas tais como a da cana-de-agucar no Cerrado
brasileiro deve ser avaliado e monitorado com o intuito de impedir, entre outros, a perda

de fertilidade do solo.
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1.2 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-acicar € uma planta monocotiledonea, alégama e perene,
provavelmente originaria das regides da Indonésia e Nova Guiné. A cana-de-agucar
pertencente a familia Poacea e foi introduzida no Brasil no periodo colonial. Desde entdo
se transformou em uma das principais culturas da economia brasileira (19, 20). As
cultivares utilizadas atualmente sdo hibridos interespecificos, sendo que nas constituicdes
genéticas participam as espécies Saccharum officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S.
barberi, S. robustum e S. edule.

A producdo canavieira tem desempenhado um importante papel na economia
brasileira, influenciando fortemente na balanca comercial. O Brasil € o maior produtor
mundial de cana-de-agucar, agUcar e etanol (19).

De acordo com o IBGE, a producdo nacional de cana-de-agucar apresentou em
2013 um crescimento de 10% em relacdo a 2012, alcangando 737,9 milhGes de toneladas.
Neste mesmo ano, houve um aumento de 4,4% na area colhida e o rendimento medio
aumentou 5,3% em consequéncia de uma maior renovacao dos canaviais e pelas melhores
condicdes climaticas nesse periodo. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastcecimento (MAPA), a previsdo € que o Brasil produza até a safra de 2018/19,
47,34 milhdes de toneladas de agucar, o que corresponde a um acréscimo de 14,6 milhdes
de toneladas em relacdo ao periodo 2007/2008. Com relacdo as exportacdes, o0 volume
previsto para 2019 é de 32,6 milhdes de toneladas de agucar exportados (19).

O etanol, produzido no Brasil, a partir da cana-de-agucar, também conta com
projecdes positivas para 0s proximos anos, devido principalmente, ao crescimento do
consumo interno e as demandas cada vez maiores do mercado externo do uso deste

biocombustivel como alternativa energética (19). A producdo projetada para 2019 é de

15



58,8 bilhdes de litros, mais que o dobro da registrada em 2008. O consumo interno esta
projetado em 50 bilhdes de litros e as exportacGes em 8,8 bilhdes (19).

Na Regido Centro-Oeste, 0s aumentos percentuais na producao de cana-de-agucar
também apontam para a expansdo dos canaviais nos Ultimos anos. Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goias apresentaram incrementos na producao de 18,1%, 8,4% e 18,8%,
respectivamente. Goias contribuiu com 9,2% da producéo nacional em 2013 (21) e ocupa
4° posicao em producdo de cana-de-agucar no Brasil e 12 posi¢cdo do Centro-Oeste.

Dentre as raz6es determinantes para 0 aumento na producdo de cana-de-aclcar
destaca-se questdo da seguranca energética. O aumento da populacdo mundial e do
consumo per capita, associados ao problema da mudanca do clima ensejam a necessidade
de acBes mais coordenadas e sustentaveis, em seus aspectos ambientais, sociais e
econémicos (6). De acordo com o Relatdrio do Balango Energético Brasileiro publicado
no site do Ministério de Minas e Energia em 2013 (22), o Brasil tem muito a contribuir
no setor de bioenergia, pois possui uma matriz energética com 46% de fontes renovaveis,
com destaque para o etanol que contribui com 17,5%, num mundo em que apenas 20%
de energia é produzida por fontes renovaveis (23). Isto faz com que o Brasil apresente
uma posicao de destaque no cenario mundial, principalmente por sua forte estratégia em
agro energia, que representa mais da metade dessa fonte renovavel.

A figura 1 mostra a producdo e a demanda de biocombustiveis no cenario mundial,

incluindo a participacao do Brasil nesse contexto.
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Figura 1: Demanda e producgdo de biocombustiveis nos principais paises produtores.

Fonte: World Energy Outlook (International Energy Agency — IEA) (23).

Nesse cenario, dada a importancia da cultura de cana-de-agUcar ndo s6 para o
Brasil mas para a sustentabilidade energética mundial, o estudo do impacto desta
monocultura sobre a qualidade do solo e, consequentemente, para o rendimento da
producdo reveste-se de grande importancia.

Alguns estudos tem relatado a diminui¢do no rendimento da producao da cana-de-
acucar em decorréncia da sua monocultura extensiva por um longo periodo de tempo (24-
26). Estes estudos apontam para a diminuicdo da qualidade do solo devido a degradacédo
de caracteristicas quimicas, bioldgicas e bioquimicas, visto que 0 aumento na producéao
canavieira vem acompanhada com o aumento no uso de fertilizantes inorganicos,
defensivos agricolas, além dos impactos causados pela maquinaria pesada, que causa
compactacao do solo. Além disso, em algumas regides esse impacto ambiental € agravado
pela pratica da queima do canavial durante a época de colheita (5, 25-28).

Dessa forma, um acompanhamento mais pormenorizado dessa monocultura deve

ser conduzido a fim de se detectar precocemente os efeitos sobre a qualidade do solo
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desse bioma e contribuir para o desenvolvimento de metodologias que diminuam o

impacto desta cultura nos solos do Cerrado.

1.3 AGRICULTURA ORGANICA

A preocupacdo com o uso sustentavel do solo, assim como as politicas publicas
para a adocdo de manejos agricolas mais sustentaveis, levou ao interesse de todo o mundo
na agricultura organica.

De acordo com o MAPA, (19), na agricultura organica ndo é permitido o uso de
substancias que cologuem em risco a saude humana e 0 meio ambiente e, neste sentido,
na agricultura organica ndo sdo utilizados fertilizantes sintéticos soltveis, defensivos
agricolas e transgénicos. Para ser considerado organico, o produto tem que ser produzido
em um ambiente onde se utiliza como base do processo produtivo 0s principios
agroecoldgicos que contemplam o uso responsavel do solo, da agua, do ar e dos demais
recursos naturais, respeitando as relagdes sociais e culturais (19). O sistema de cultivo
organico objetiva produzir culturas com o maximo de qualidade nutricional, preservando
0 meio ambiente e considerando a fertilidade do solo (29, 30).

Uma das grandes vantagens esperadas do manejo organico, além da qualidade do
alimento produzido, é a redugdo dos impactos e, portanto, a preservacao de caracteristicas
bioguimicas, tais como o carbono global, organico e basal (31, 32). No entanto, o impacto
causado por esse tipo de manejo precisa ainda ser avaliado considerando outros aspectos
bioquimicos assim como os aspectos bioldgicos.

Dentre os fatores biologicos, o tamanho da biomassa microbiana presente no solo
também apresenta grande relevancia para a conservacao da fertilidade, uma vez que os

micro-organismos sdo os maiores produtores de biomoléculas que comporéo os solos. Por
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isto ha um grande interesse em entender quais fatores regulam a diversidade, o tamanho,
a atividade e estrutura da biomassa microbiana dos solos (33-35).

Dentre os fatores bioquimicos, comumente avaliados para caracterizar a
fertilidade dos solos, a deteccdo da atividade enzimatica e o efeito do manejo nesses
catalisadores despertam interesse uma vez que estes biocatalisadores estdo envolvidos na
biodisponibilizacdo de nutrientes nesse ecossistema.

A biomassa e as enzimas presentes no solo sdo responsaveis por varias reacoes
envolvidas na manutencdo da qualidade deste ecossistema, tais como o ciclo de
nutrientes, caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas (34). Assim, o conhecimento
acerca das mudancas na biomassa microbiana, bem como da atividade enzimatica do solo
permitem criar mecanismos para a detec¢do precoce da perda da fertilidade, bem como,
propor metodologias para a remediacdo de solos degradados e, dessa forma, contribuir

para o desenvolvimento de um manejo sustentavel nas praticas agricolas.

1.4 ENZIMAS DE SOLO

As enzimas desempenham um importante papel nos processos quimicos e
bioldgicos por meio da catdlise de inUmeras reacdes. Apesar de ser dificil dizer
conclusivamente qual a origem das enzimas do solo, uma vez que plantas e animais
podem contribuir com o perfil enzimatico de uma regido, acredita-se que elas sdo
principalmente de origem microbiana (36).

Dentre as enzimas que podem ser encontradas no solo destacam-se as hidrolases
(o e B-glicosidases, ureases, desaminases, sulfatases, amidases, proteases, celulases) e

oxidorredutases (polifenol oxidases, peroxidases) devido & importancia dessas enzimas
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na manutencdo do ciclo de nutrientes, disponibilizacdo de minerais como nitrogénio,
fosforo e carbono, além da hidrolise de matéria organica (35, 37-39).

As atividades das enzimas do solo estdo correlacionadas com o crescimento de
plantas e séo reportadas como uma importante ferramenta de medida da qualidade (40,
41), o que as torna grandes candidatas para atuarem como bioindicadores desse
ecossistema. As enzimas sdo muito sensiveis as mudancas ambientais e podem ser mais
adequadas como bioindicadores do que 0s micro-organismos, visto que menos de 1% dos
micro-organismos do solo podem ser isolados e cultivados em laboratério (36). Deste
modo, a capacidade de monitorar alteracfes do ecossistema sobre a microbiota se

restringe a uma pequena fracao passivel de ser avaliada in vitro.

1.4.1 FOSFATASES

Fosfatases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise tanto de ésteres quanto de
anidridos de &cido fosforico (42) e de acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido
Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular, podem ser classificadas em hidrolases
fosforicas monoéster ou fosfomonoesterases (EC 3.1.3), hidrolases fosforicas diéster ou
fofodiesterases (EC 3.1.4), hidrolases trifosforicas monoéster (EC 3.1.5), enzimas que
atuam sobre anidridos fosforil (EC 3.6.1) e enzimas que atuam em ligagdes P-N (EC 3.9).
As fosfatases podem também ser subdivididas de acordo com sua regulagcdo e a
necessidade de metais para atividade catalitica (Mg?*, Ca?*) e a sensibilidade a inibidores
(43).

As fosfomonoesterases podem ser classificadas em &cidas, neutras, alcalinas,
fosfoproteinas, fosfatases e fitases. As fosfomonoesterases acidas, neutras ou alcalinas

hidrolisam ligagdes de monoéster incluindo fosfatos de agucar e nucleotideos
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(nucleotidases). Ja as fosfoproteinas fosfatases hidrolisam ligacOes fosfoéster de
fosfoserinas, fosfotreoninas ou fosfotirosinas. Por fim, as fitases (EC 3.1.3.26 para 4-
fitase e EC 3.1.3.8 para 3-fitase) hidrolisam todos os seis grupamentos fosfatos do inositol
hexafosfato (43, 44). As fosfomonoesterases acidas e alcalinas ndo hidrolisam fosfatos de
acido fitico (hexafosfato de myo-inositol) mas podem hidrolisar outros fosfatos de inositol
(45).

Fosfodiesterases hidrolisam uma ou duas ligagdes fosfosdiéster e incluem
nucleases, que catalisam a hidrolise de ligacGes fosfodiésteres de acidos nucléicos para
produzir mononucleotideos. Fosfolipases hidrolisam fosfolipidios e pirofosfatases
inorganicas (pirofosfato fosfohidrolase EC 3.6.1.1) hidrolisam fosfato a fosforo
inorganico (46).

Dentre as fosfatases de solo, as fosfomonoesterases sdo as mais comumente
estudadas (15). Essas enzimas sdo em geral produzidas e secretados por plantas, bactérias
e fungos, tendo como excecdo as fosfatases alcalinas que ndo sdo produzidas em plantas
superiores (47). As bactérias sdo as principais fontes de fosfomonoesterases alcalinas no
solo enquanto fosfomonoesterases acidas e fitases podem derivar de plantas, fungos e
bactérias, sendo que o0s maiores produtores sdao fungos do género Aspergillus,
Emmericella e Penicillum (43, 48). Tanto as fosfatases acidas (pH étimo 4,0 — 6,5) como
as alcalinas (pH 6timo 9,0 — 10,0) tém sido as mais comumente encontradas no solo (49).

As fosfomonoesterase transformam o fosforo organico em inorganico que é a
forma passivel de ser absorvida pelas plantas. Dessa forma, desempenham um importante
papel, pois uma grande proporcao do fosforo presente no solo esta na forma orgéanica e
se tornam disponiveis ap0s a mineralizacdo que se da por meio de hidrolise enzimatica

(50, 51), conforme mostrado na reacao:
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R-O-PO?%3+ H,O — HPO*;,+ R - OH

Provavelmente, as enzimas das classes das fosfodiesterases e fosfomonoesterases
atuam de forma subsequente na mineralizacdo do fosforo organico em inorganico que

assim podem ser utilizados por micro-organismos e plantas.

Mecanismo de acéo da Mecanismo de acéo da

fosfodiesterase fosfomonoesterase
A ANy
a8 Y ' et
Base 1 Base 1 Base 1 Base 1
| | I |
Aclcar Acicar Acuicar Acucar
| I [ I | [ I I
O J/I‘:)H O O H O OH H HO OH
| & Yoo/ / | /
0-P=0" — ﬂPfﬁ“'\—'D=P- o —» *
| *
o) o o H . H |
I 0-P-0
Aclcar — Base 2 |
Reacdo A Reacéo B Reacéo C

Figura 2: Mecanismo de agdo da fosfodiesterase e fosmonoesterase envolvendo um

rearranjo molecular (Reacdo A) e incorporacdo dos atomos de oxigénio (¢) na molécula

de fosfato (Reagdes B e C). (52)

De modo geral, as fosfatases s&o mais encontradas na rizosfera que na massa do

solo, o que sugere que desempenham um importante papel na nutricdo de fosforo para a

planta (44, 47).
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1.4.2 GLICOSIDASES

Dentre as enzimas classificadas como celuloliticas as B-glicosidases despertam
grande interesse devido seu importante papel em uma variedade de processos biologicos
(53). As B-glicosidases (beta-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) figuram entre as
primeiras enzimas descobertas e mais estudadas devido a sua distribuicdo ubiqua e a
grande variedade de substratos sobre 0s quais esta enzima atua (54).

Estas enzimas participam da cascata de hidrolise da celulose que compreende os
seguintes eventos: as fibras de celulose sdo primeiramente clivadas por endoglucanases
liberando pequenos fragmentos de celulose com extremidades redutoras e ndo redutoras
que serdo hidrolisadas subsequentemente por exoglucanases liberando oligossacarideos
de celobiose. Finalmente, a celobiose é hidrolisada em dois mondmeros de glicose pelas

B-glicosidases (55) (figura 3).

OH
) . | CHZDH
0 OH Hidrélise ~—C~ ! "0
HO HO OH > K T w
HO 0 — H_OH | y
OH 0 /cf(f:\\ p
OH H OH oy

Celobiose
B -D-(+)-glicose

Figura 3: Hidrolise da celobiose, catalisada pela B-glicosidase.

O produto da reagéo, o monossacarideo 3 -D-(+)-glicose, pode ser entdo absorvido
e utilizado pelos micro-organismos como fonte de energia (56).

A B-glicosidase ¢ uma das mais importantes glicosidases de solo, pois ao
hidrolisar a celobiose, liberando dois mols de glicose, a B-glicosidase regula o suprimento

de fontes de energia para micro-organismos gque nédo sdo capazes de utilizar diretamente
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a celobiose (57). Além da oObvia importancia na disponibilizacdo de glicose para a
microbiota do solo, ao degradar a celobiose as B-glicosidases reduzem a inibi¢éo causada
por este composto sobre certas celulases tais como a celobiohidrolase | de Trichoderma
reesei (58)

As B-glicosidases sdo enzimas bem caracterizadas biologicamente. Além da acéo
sobre a celulose, as B-glicosidases catalisam a transferéncia de grupos glicosil entre
nucleofilos de oxigénio. Essa reacdo de transferéncia resulta na hidrolise da ligacao
glicosidica entre os residuos de carboidratos em aril-amino, ou alquil-beta-D-glicosideos,
glicosidos cianogénicos, pequenas cadeias de oligossacarideos e dissacarideos sob
condicdes fisiologicas, enquanto em condicdes definidas, pode ocorrer a sintese de
ligacGes glicosil entre diferentes moléculas (59).

B-glicosidases sdo um grupo heterogéneo de enzimas e tém sido classificadas de
acordo com varios critérios, de modo que ndo existe um unico e bem definido método
para classificacdo dessas enzimas. Em geral, dois métodos séo citados na literatura: a
especificidade pelo substrato e a identidade de acordo com a sequéncia de nucleotideos
(60).

De acordo com a especificidade com o substrato, essas enzimas podem ser
classificadas em aril-B-glicosidases que atuam em aril-glicosideos, celobioses
verdadeiras, que hidrolisam a celobiose produzindo glicose e B-glicosidases com ampla
especificidade por substratos, que atuam em um amplo espectro de substratos. A maioria
das B-glicosidases fazem parte da ultima categoria (60).

O meétodo mais aceito de classificacdo utiliza a sequéncia de nucleotideos no gene
dessa enzima e é baseado na similaridade da sequéncia de aminoacidos e no
empacotamento da enzima (60). A sequéncia de nucleotideos é uma classificacao atil na

caracterizacdo de enzimas do ponto de vista estrutural, porém, a especificidade pelo
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substrato ainda atua como o principal ou Unico parametro para caracterizar glicosidases
nédo conhecidas (55).

Muitas das B-glicosidases em solo sdo hidrolases extracelulares originadas de
fungos. Aspergillus niger, € um dos maiores produtores na natureza. Seu habitat natural
é principalmente o solo e em camadas de folhas onde crescem aerobicamente na matéria
organica (61). Os processos de degradacdo de restos de plantas envolvem um grande
namero de enzimas que trabalham em cascata. Assim, qualquer alteracdo em uma dessas
enzimas gera um desequilibrio no processo de decomposicdo e leva a um
comprometimento na funcdo de degradacdo e consequentemente, na qualidade do solo
(62).

Neste sentido, as B-glicosidases desempenham um importante papel no ciclo do
carbono no solo e os niveis de atividade dessa enzima tém sido sugeridos como indicador

da qualidade de solo (30, 35, 39, 63, 64).

1.4.3 OXIDORREDUTASES

Polifenoloxidases e peroxidases sdo enzimas oxidativas que no solo sdo
produzidas principalmente por fungos e apresentam funcédo de destaque na degradacéo de
polimeros de lignina (65). Estas enzimas oxidativas sdo ainda produzidas por plantas para
uma série de propositos, incluindo ontogenia, defesa e obtencao de carbono e nitrogénio.
As peroxidases e polifenoloxidases sdo enzimas que mediam fungdes chave no
ecossistema do solo, tais como a humificagdo, mineralizacdo, quebra de carbono e
exportacdo de carbono organico dissolvido (66), influenciando na acumulacéo de carbono

recalcitrante no solo (67).
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Duran e colaboradores (1997) (67) realizaram uma revisdo de peroxidases e
polifenoloxidases imobilizadas em diferentes suportes, incluindo montemorilonita e
reportaram que essas enzimas sao muito utilizadas na degradacdo e monitoramento de
compostos fenolicos toxicos em aguas e solos.

No entanto, poucos estudos tém sido feitos sobre fenoloxidases e peroxidases de
solo (66) e quais fatores desse ecossistema mais interferem na sua atividade, incluindo o

manejo de culturas agricolas.

Peroxidases

Peroxidases sdo enzimas que usam peréxido de hidrogénio como aceptor de
elétrons (EC 1.11.1). No solo, fungos produzem manganés peroxidase (EC 1.11.1.13),
lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) entre outras variedades de peroxidases (EC 1.11.1.7)
que sdo conhecidas por desempenhar papel na despolimerizacao da lignina. Além disso,
o fato de plantas produzirem peroxidases faz com que sua presenca seja proporcional a
quantidade de matéria celulosidica presente nesse ambiente.

A maioria dos ensaios de amostras de solo ndo discrimina a qual grupo fazem
parte, e, portanto, o termo genérico peroxidase € utilizado para descrever enzimas que
usam peréxido de hidrogénio como aceptor de elétrons (66).

O mecanismo das reacdes catalisadas pela peroxidase tem sido largamente
estudado e ja estd bem estabelecido, podendo ser dividido em 3 etapas, representadas

pelas Equacdes 1 a 3.
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peroxidase (Fe**) + H.O,  — Composto | + H-0 (Eq. 1)
Composto | + AH> —» Composto Il + AH® (Eq. 2)

Composto Il + AH,  —» peroxidase (Fe**) + AH*+H.0  (Eq. 3)

Na primeira etapa (Eq. 1), o grupo prostético heme da peroxidase, por exemplo o
ferro [peroxidase(Fe*®)] sofre oxidacdo pela H2.O2 (ou perdxidos organicos), perdendo
dois elétrons, e resultando na formacéo de um intermediario instavel, chamado Composto
I, que consiste em um complexo ferro-oxiferril (Fe** =0) com um radical cation =
porfirina.

Na segunda etapa (Eq. 2), o radical cation = porfirina recebe um elétron de um
substrato organico reduzido (AH2), produzindo um radical livre do substrato
correspondente (AH®) e um intermediario heme-oxiferril conhecido como Composto II.

Na ultima etapa (Eq. 3), ocorre uma subsequente reducdo por um elétron do
Composto Il por uma segunda molécula de substrato reduzido (AH>), resultando na
recuperacdo da enzima nativa [peroxidase(Fe*®)] (68, 69).

A presenca de peroxidases em solos é de grande importancia ndo apenas pelo seu
papel na decomposicdo da lignina presente na matéria organica, mas também por sua
participacdo no processo de humificagdo e transformacéo de xenobiéticos (70, 71), o que
desperta grande interesse na possibilidade de atuarem como biorremediadores destes

ecossistemas assim como bioindicadores da qualidade do solo.
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Polifenoloxidases

Enzimas que oxidam compostos fendlicos usando oxigénio sdo nomeadas de
acordo com o substrato que atuam em: monofenol oxidase, catecol oxidase e difenol
oxidase (72).

A Comissdo de Enzimas da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada

(IUPAC) classifica essas enzimas em varios grupos conforme mostrado na tabela 1 (66).
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Tablela 1: Classificacdo de polifenoloxidases de acordo com a Comisséo de Enzimas da

IUPAC

Classificacao Grupo Enzimas Descricao

EC 1.10.3.1 o-difenol: oxigénio Tirosinases (catecol

oxidorredutases oxidases)
EC 1.10.3.2 p-difenol: oxigénio Lacases multiplos atomos de
oxidorredutases cobre no centro de

reacao

EC 1.13.11 dioxigenases Catecol incorporam dois atomos
dioxigenase de oxigénio ao substrato
EC 1.14.18 monofenol  mono- Tirosinases, um doador de elétron e
oxigenases monofenol incorporam um {nico

oxidases e lacases  oxigénio ao seu

substrato

Como os ensaios de amostras de solo quantificam atividade de varias classes
dessas enzimas, muitas vezes o termo genérico fenoloxidase € utilizado para descrever a
atividade de enzimas que oxidam fendis e consomem oxigénio (66).

As polifenoloxidases catalisam a hidroxilacdo de monofendis com oxigénio
molecular e formam inicialmente o-bifendis e entdo os convertem em o-quinonas por

meio de desidrogenacdo (73) (figura 4).
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Catecol 0-quinona
Figura 4: Reacdo de hidrdlise do catecol pela polifenoloxidase.

As polifenoloxidases desempenham papel importante nas etapas iniciais de
degradacdo da matéria organica que ira subsequentemente favorecer a atuacéo de outras
enzimas na humificagdo, tais como a [B-glicosidase. Dessa forma, considerando a
importancia dessa enzima para a reciclagem de nutrientes, bem como a possibilidade de
sua aplicacdo como biorremediadores, torna-se importante avaliar o impacto das praticas

agricolas sobre sua atividade.

1.5 FATORES FiSICO-QUiMICOS DO SOLO
1.5.1 Textura

A textura é uma caracteristica importante no manejo dos solos, pois determina,
em grande parte, 0 grau de coesdo e adesdo entre as particulas do solo. Os teores relativos
das particulas do solo influenciam na taxa de infiltracdo e retencdo de agua, na aeracao e
na disponibilidade de nutrientes (74). Os métodos normalmente utilizados na
determinacéo dos teores de argila, silte e areia baseiam-se na velocidade de sedimentagéo
das particulas que compdem o solo quando suspensas em agua ap0s dispersao quimica e

fisica (75). A quantificacdo das particulas dispersas é realizada retirando-se aliquota com
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pipeta, seguida de secagem e pesagem do solo, ou simplesmente por meio da medida da
densidade.

De acordo com a textura, o solo pode ser classificado conforme descrito a seguir
(76):
Solos de Textura Arenosa (Solos Leves) - Possuem teores de areia superiores a 70% e
o de argila inferior a 15%; sdo permeéaveis, leves, de baixa capacidade de retencdo de agua
e de baixo teor de matéria organica. Altamente susceptiveis a erosdo, necessitando de
cuidados especiais na reposicdo de matéeria organica, no preparo do solo e nas praticas
conservacionistas. Sdo limitantes ao método de irrigacdo por sulcos, devido a baixa
capacidade de retencdo de agua o que ocasiona uma alta taxa de infiltracdo de agua no
solo e consequentemente elevadas perdas por percolacao.
Solos de Textura Média (Solos Médios) - Sao solos que apresentam certo equilibrio
entre os teores de areia, silte e argila. Normalmente, apresentam boa drenagem, boa
capacidade de retencdo de dgua e indice médio de erodibilidade. Portanto, ndo necessitam
de cuidados especiais, adequando-se a todos 0os métodos de irrigacdo. Os solos do Cerrado
podem ser classificados nessa classe de textura do solo.
Solos de Textura Argilosa (Solos Pesados) - Sdo solos com teores de argila superiores
a 35%. Possuem baixa permeabilidade e alta capacidade de retencdo de dgua. Esses solos
apresentam maior forca de coesdo entre as particulas, o que além de dificultar a
penetracdo, facilita a aderéncia do solo aos implementos, dificultando os trabalhos de
mecanizagdo. Embora sejam mais resistentes a erosdo, sdo altamente susceptiveis a
compactacdo, o que merece cuidados especiais no seu preparo, principalmente no que diz
respeito ao teor de umidade, no qual o solo deve estar com consisténcia friavel.
Apresentam restrices para 0 uso da irrigagdo por aspersao quando a velocidade de

infiltrag&o basica for muito baixa.
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A textura do solo € um parametro que deve ser considerado quando se estuda a
bioquimica de enzimas do solo, uma vez que funcionam como suporte para imobilizacdo
dessas biomoléculas apds secrecao pelos microorganimos. Além disso, a retencéo de agua

e lixiviacdo de nutrientes também esta diretamente relacionado com esse parametro.

1.5.2 Matéria organica do solo (MOS)

O teor de matéria organica no solo é muito sensivel as praticas de manejo,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, onde, nos primeiros anos de cultivo,
mais de 50% da MOS acumulada ao longo dos anos é perdida por diversos processos tais
como a decomposicao microbiana e a erosao (77-79).

A matéria organica do solo € um componente essencial relacionado aos processos
fisicos, quimicos e bioldgicos, fertilidade do solo e produtividade agricola. Isto porque
em solos tropicais e subtropicais altamente intemperizados, a matéria organica tem grande
importancia para o fornecimento de nutrientes as culturas, retencdo de cétions,
complexacdo de elementos tdxicos e de micronutrientes, estabilidade da estrutura,
infiltracdo e retencdo de agua, aeracdo, atividade e biomassa microbiana, constituindo-se,
assim, um componente fundamental da sua capacidade produtiva (80).

A MOS é resultante, principalmente, da deposicao de residuos de origem animal
e vegetal. Esses residuos, ao serem depositados, sofrem inicialmente decomposicédo
parcial pela mesofauna, posteriormente, acdo decompositora dos microorganismos. Parte
do carbono presente nos residuos ¢ liberado para a atmosfera como COy, € 0 restante passa
a fazer parte da matéria organica, como um componente do solo (80).

A MOS engloba residuos vegetais em estdgios variados de decomposicéo,
biomassa microbiana, raizes e a fragdo mais estavel, denominada humus (81, 82) e pode

ser dividida em dois grupos fundamentais. O primeiro é constituido pelos produtos de
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decomposicéo dos residuos organicos e do metabolismo microbiano, como proteinas e
aminoacidos, carboidratos simples e complexos, resinas, ligninas e outros. Essas
macromoléculas constituem aproximadamente, 10 a 15% da reserva total do carbono
organico nos solos minerais. O segundo é representado pelas substancias humicas
propriamente ditas, constituindo 85 a 90% da reserva total do carbono orgénico (79).

Celulose, lignina, proteinas, lipidios e outras substancias sdo convertidas pela
degradacdo microbiana ou por ressintese em um grupo amorfo de substancias de
coloracgéo castanho-escura, genericamente conhecida como material himico do solo (83).
As substancias humicas originam-se da degradacdo quimica e bioldgica de residuos
organicos e da atividade sintética da biota do solo. Os produtos estdo formados associam-
se em estruturas quimicas complexas, atingndo maior estabilidade do que os materiais
que o originaram, bem ocmo apresentam estrutura e naturezas particulares. Parte do
material himico podera sofrer degradacdo ou mineralizacdo, dando origem a moléculas
simples, que podem ser utilizadas pela biota do solo (84).

De acordo com os critérios empregados nos métodos convencionais de extracao,
0 material humico do solo pode ser separado em &cidos fulvicos, sollveis em meio
alcalino e em meio &cido diluido; &cidos humicos, soliveis em meio alcalino e insolUveis
em meio &cido diluido; humina, residuo insoltvel em meio alcalino e em meio acido.
Alguns autores acrescentam ainda os &cidos himatomelanicos, fragdo constituinte dos
acidos humicos, soltveis em etanol (80).

As taxas de perda de matéria organica sdo afetadas principalmente pelo preparo
do solo, especialmente pela intensidade do revolvimento, devido a influéncia que este
apresenta sobre a temperatura, umidade e aeracdo, ruptura de agregados, grau de

fracionamento e incorporacgéo dos residuos culturais, e pela cobertura do solo (80).
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Este é um atributo que esta intimamente ligado a qualidade do solo e seu declinio
ao longo do tempo indica algum erro no sistema de manejo adotado: baixa fertilidade,
baixa producdo de residuos; excesso de revolvimento do solo; erosdo acelerada, etc. A
persisténcia em préaticas que afetem a producdo de MOS, inevitavelmente conduzira a
expeloracdo agricola a uma situacdo insustentavel do ponto de vista econémico e

ambiental (80).

1.5.3 Troca ibnica

Denomina-se troca i6nica o processo reversivel pelo qual ions retidos na
superficie de uma fase sélida sédo substituidos por quantidade equivalente de ouros ions,
que podem estar em solucdo numa fase liquida ou ligados a outra fase solida em contato
com a primeira. Os ions envolvidos na troca ibnica ligam-se a fase soélida
eletrostaticamente ou por covaléncia e, em ambos 0s casos esse tipo de unido €
denominado adsorc¢éo idnica. As trocas de ions que se verificam de uma fase para outra
ocorrem sem que haja, necessariamente, sensivel alteracdo ou decomposicdo da fase
solida (85).

A adsorcdo de ions é propriedade caracteristica de substancias com elevada
superficie especifica, devido ao extremo grau de divisdo de suas particulas,
principalmente quando se enquadram nos limites do estado coloidal da matéria. As
particulas coloidais tém carga elétrica e podem ser eletronegativas ou eletropositivas. Em
geral, essas particulas sdo eletronegativas. Isso quer dizer que sua carga elétrica efetiva é
negativa (85).

A carga negativa do solo € originada da substituicdo isomorfica de ions na rede
cristalina ou da ionizagdo de grupos hidroxilas, liados ao silicio de camadas tetraedrais

fraturadas de acordo com a equacéo a seguir (85):
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Si-OH + H:O &==Si-0 - + H30"

Na matéria organica decomposta, as cargas negativas se originam da dissociagéo
de radicais como 0 COOH e OH.

Os ions que se ligam as superficies negativas do solo sdo chamados de ions
trocaveis. No solo os mais importantes cations sdo o calcio, manganés, hidrogénio,
potassio, sodio e amonia, sendo que o calcio é o ion de maior abundéncia relativa (85).

A carga eletronegativa dos solos resulta principalmente de substituicdes
isomorficas e de rompimento de ligacGes em arestas de minerais de argila, além da
dissociacdo de ions hidrogénio dos varios radicais da matéria organica. Estas cargas sdo
neutralizadas por cations, estabelecendo um tipo de ligacdo entre a superficie das
particulas coloidais e os cations, denominada, adsor¢éo catidnica (85).

Os cétions adsorvidos ndo permanecem estaticos, pelo contrario, estdo em
continua vibragdo em torno dos pontos de ligacdo, estabelecendo o chamado esferas de
atividade idnica. Se um cation da solucao do solo ou de outra parte solida, aproximar-se
da superficie de adsorcdo quando um cation adsorvido estiver relativamente afastado dela,
podera ser adsorvido em substituicdo a esse. Este fenémeno € chamado de troca catibnica.
Quando um cation € adsorvido por superficies de argilas 2:1, a troca catibnica ocorre mais
lentamente devido a maior dificuldade de acesso dos cations da solucdo. A capacidade do
solo de adsorver cétions é designada por capacidade de troca de cations (CTC) (85).

Muitos sdo os processos quimicos e fisicos relacionados com a troca ibnica tais
como o intemperismo de minerais, absor¢do de nutrientes pelas plantas, expanséo e
contracdo de argilas e lixiviagdo de eletrdlitos. A troca idnica € um fator quimico muito
importante a ser considerado no solo pois apresenta alta relevancia nos processos de

nutricdo vegetal.
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1.5.4 Saturacao por base (V%)

Uma variavel que é também levada em consideracdo em andlises quimicas do solo
para direcionar o manejo do solo é a saturacdo de bases (V%). A Saturacdo por Bases é a
percentagem dos cétions basicos na CTC a pH 7.0. E a fracdo da CTC a pH 7.0 ocupada
pelos céations basicos e vem a ser a percentagem das cargas negativas do solo
neutralizadas pelos mesmos. O V% é empregado para determinar a necessidade de
calagem em relacédo a percentagem de saturacdo de bases ideal para cada cultura (86).

Um solo que apresenta baixo V% significa que existe uma maior adsor¢do de
A" e H" e quantidades menores dos cations basicos Ca?*, Mg?* e K*, adsorvidos nos
coloides do solo. O AR téxico podera aparecer nos solos acidos comprometendo o
desenvolvimento radicular das plantas e menor absorcdo de agua e nutrientes. O V%
indica quanto por cento dos pontos de troca de cations, nos coloides, estdo ocupados por
bases, ou, em outras palavras, quanto por cento das cargas negativas estdo ocupadas por
Ca?*, Mg?* e K*, em relacdo aos pontos de troca dos cations acidos H™ e AI3* (86).

Elevando 0 V% da CTC a pH7.0 é a mesma coisa que elevar o pH do solo. Com
isto ha diminuicdo da saturacdo por AI3* e geracdo de mais pontos de troca de cations
dependentes de pH. 0 solo que apresentar a percentagem de saturacdo por bases (V%)
maior que 50% é considerado um solo fértil. Solos com V menor que 50% seriam
chamados de solos néo férteis ou de baixa fertilidade. Os solos com V maior que 50%
seriam chamados de ""eutroficos' ou férteis. S&o solos ricos em nutrientes, especialmente
Ca. A CTC destes solos armazena mais da metade dos cations basicos. Os solos com V%
menor que 50% seriam os solos **distréficos™ ou pouco ferteis (86).

Os solos distroficos podem apresentar pobreza de bases trocaveis (Ca®*) e um alto

teor de A" trocavel ou uma percentagem de saturagdo por AlR* (M%) maior que 50%, o
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que os caracterizariam como solos **alicos" ou muito pobres, ou seja, AlR* trocavel igual
ou maior que 0,3 cmolc/dm3 (igual a 30 mmolc/dm3) e m% igual ou maior que 50%. Um
V% baixo significa que as cargas negativas dos coloides do solo estdo adsorvendo mais
H+ e Al3+ e pequena quantidade de cations trocaveis (K*, Ca2*, Mg?"). Nestas condicdes,

0 solo sera acido e podera conter AI** em nivel de toxidez para a planta (86).

1.5.5 Aluminio

O aluminio é um dos elementos mais abundantes no solo. Durante o intemperismo,
o0 aluminio é liberado de minerais primarios e precipita, formando minerais secundarios,
principalmente como aluminossilicatos e 6xidos de aluminio. Essas reacdes sdo de
interesse agricola, especialmente na nutricio vegetal, visto que o AI**, quando em
concentracdes altas em solo, torna-se tdxico as plantas. Em solos &cidos (pH< 5,5), o
aluminio também é importante ion trocavel (87).

A atividade do A" em solucio depende, entre outros fatores, do pH e da
composicdo mineraldgica do solo. De modo geral, a atividade do AI** na solugéo diminui
com o aumento do pH do solo. Para um mesmo valor de pH, as atividades AI** em soluc&o
variam em funcdo do tipo de mineral presenta na fase sélida (87).

Em solugBes aquosas, o AI** ndo permanece como fon livre, mas é acompanhado
por seis moléculas de 4gua. A medida que o pH aumenta, fons hidrogénio sdo removidos
das moléculas de d4gua em coordenagdo com o AI**, dando origem as diferentes espécies
de aluminio tais como A" — AIOH?" — AI(OH)", — Al(OH); — Al(OH)

— Al(OH)%s (87).
De modo geral, ndo se determinam concentracfes de aluminio na solucdo dos

solos, pois sdo muito baixas. A determinacdo mais comum, em Quimica do Solo, é o teor
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de aluminio trocavel, também denominado de acidez trocavel, dada a relagdo entre
aluminio e pH, decorrente das reacdes de hidrolise das espécies soltveis do aluminio. O
aluminio trocavel surge como consequéncia do aumento da atividade do AI** na solucéo
do solo que, por sua vez se deve as reacdes de dissolu¢do dos minerais provadas pelo
intemperismo. Portanto, o aluminio trocavel que, inicialmente, € uma consequéncia da
acidificacdo dos solos, como tempo passa a ser uma das principais causas potenciais de
acidez ativa dos solos. Quando a CTC ¢ elevada, muito aluminio pode ser retido na fase
trocavel, por outro lado, solos com estadio mais avancado de intemperismo ndo
conseguem reter grandes quantidades de AI** pois apresentam baixa CTC (87).

Excesso de aluminio no solo oferece perigo a agricultura sendo que afetam as
funcbGes biologicas das raizes, que tém seu desenvolvimento atrofiado devido
provavelmente a inibicdo da divisao celular em consequéncia da ligacdo do aluminio aos
acidos nucléicos. Além desse efeito, o aluminio soltvel se associa com o fosforo

originando fosfatos de aluminio, diminuindo a disponibilidade de fosforo na planta (88).

1.5.6 Acidez do solo (pH)

Solos acidos geralmente apresentam teores de aluminio e manganés que podem
ser toxicos as plantas, prejudicando o seu desenvolvimento e reduzindo os rendimentos.
Os solos que se encontram nas zonas de clima quente e com altas precipitaces
pluviométricas sdo na maioria, acidos (pH<5,5), mesmo que o0s materiais que Ihes deram
origem nédo tenham reacdo acida em contato com a agua. O processo de acidificagdo do
solo, nas regides subtropicais e tropicais, inicia com a solubilizacdo da rocha, com
posterior perda de cations do solo associada a retengéo preferencial de cations de maior

valéncia, como o aluminio, nos sitios de troca da argila e da matéria organica (89).
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As reacdes de hidrdlise que ocorrem na solucdo dos solos, a decomposicéo dos
residuos organicos pelos microorganismos, a agdo do homem e a prépria absorcdo dos
nutrientes pelas plantas sdo, também, fatores que contribuem para a acidificacdo dos
solos. Inicialmente, ocorre a solubilizacdo da rocha, porque a agua da chuva, que entra
em contato com a mesma € acida devido a dissolucéo e reacdo do CO> (89):

CO2+ H20 — HCO3 + H*

Os ions hidrogénio formados nessa reacdo reagem com a rocha, liberando cations
e anions que irdo servir de nutrientes para 0s organismos que comecam a se estabelecer
sobre a rocha. Outras reacfes bioquimicas dos microorganismos que crescem sobre as
rochas também liberam ions hidrogénio para o meio (89).

Durante a formacéo do solo, alguns elementos, por formarem compostos mais
sollveis, podem ser facilmente percolados no perfil do solo. Enquanto isso, o aluminio e
o ferro tendem a se concentrar devido a capacidade que esses ions apresentam em formar
compostos de baixa solubilidade nos solos que se foram em boas condicdes de
oxigenacdo. Durante a formacao do solo originam-se minerais e substancias humicas que
tém a capacidade de atrair ions, 0 que evita que 0s mesmos sejam percolados e perdidos
no solo. Entretanto, a atracdo é dependente da valéncia dos fons. fons com maior valéncia
sdo mais fortemente atraidos para as proximidades das particulas negativas. Com isso, 0
aluminio permanece mais no solo, enquanto os outros cations tendem a ser percolados no
perfil. Essa é a razdo que faz os solos tropicais terem muito mais aluminio e ferro e baixos
teores de célcio, magnésio, sddio e potassio na forma trocavel (89).

Por reagdes de hidrolise, os ions presentes na solugdo do solo liberam ions
hidrogénio que podem baixar o solo. O aluminio em solugdo aquosa, por meio de uma
sequéncia de reacdes de hidrdlise, precipita sob a forma de Al(OH)s, produzindo, em cada

etapa, fons H*. Assim, a medida que ions aluminio vao sendo solubilizados da rocha,
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liberam fons H*, que favorecem a dissolucdo de mais rocha. Isso acelera a formacéao do
solo, mas, ao mesmo tempo, faz com que o aluminio desloque dos sitios de troca para a
solucéo do solo os cations que sdo importantes na nutricdo das plantas (Ca?*, Mg?*, K%),
favorecendo a sua percolacéo (89).

O pH do solo é um fator que influencia a solubilizacdo e consequentemente a
disponibilizacdo de nutrientes para a absorcao das plantas. Existe relacdo, portanto, entre
0 pH e a disponibilidade de cations trocaveis o que faz esse um fator de grande

importancia quando se considera a disponibilidade de nutrientes para as plantas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Quantificar as enzimas presentes em solos nativos de Cerrado, solos cultivados
com a cana-de-agUcar convencional e cultura organica e identificar o efeito do manejo na

atividade enzimaética e nos fatores fisico-quimicos do solo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a atividade das enzimas fosfatases, B-glicosidase, peroxidase e
polifenolxidase em amostras de solo nativo do Cerrado e sob o cultivo de cana-
de-acucar organica e convencional;

e Analisar os fatores fisico-quimicos que influenciam a qualidade de solos em
amostras de solo nativo do Cerrado e sob o cultivo de cana-de-acUcar organica e
convencional,

e Correlacionar os fatores fisico-quimicos e a atividade das enzimas estudadas;

e Verificar se as enzimas testadas podem atuar como bioindicadores da qualidade

de solos do Cerrado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta do solo

As amostras de solo (profundidade 0 — 15 cm) (figura 5) foram coletadas em trés
diferentes areas de acordo com o manejo do solo: area com cultivo de cana-de-agucar
convencional (MC), organico (MO) e area nativa (SN), sem manejo agricola, no
municipio de Goiatuba, Goias. Em cada uma dessas areas de manejo foram escolhidos
trés pontos nos quais o solo foi coletado em triplicada, somando um total de nove

amostras por area.

Figura 5: A) Coleta de solo nas areas de plantacdo de cana-de-acUcar; B)
Armazenamento do solo a ser levado para analises posteriores.

As coordenadas geograficas de cada ponto foram anotadas e estdo listadas a
sequir:

Os pontos na area de cultivo convencional (MC) de cana de agucar sdao: MC 1:
18.06806°S e 49.71139°0; MC 2: 18.06383°S e 49.71093°0; MC 3: 18.06384°S e
49.70392°0. Para a area de cultivo organico (MO) as coordenadas sdo MO 1: 18.07656°S

e 49.67653°0; MO 2: 18.07394°S e 49. 67653°0; MO 3: 18.07455°C e 49.68620°0 e
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para a area de solo nativo (SN), as coordenadas sdo SN 1: 18.07710°C e 49.67603°0; SN
2: 18.07912°S e 49.68508°0; SN 3: 18.08009°S e 49.68508°0.

Ap0s a coleta, as amostras foram levadas para o laboratério e tamizadas (<2mm-
mesh) e armazenadas para as analises posteriores. Todos os resultados foram expressos
com base na quantidade de massa seca do solo.

Para quantificar a umidade das amostras, aliquotas de 3g foram pesadas e secas

em estufa a 105°C por 48h.
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3.2 Estudo bioquimico de enzimas do solo do Cerrado

FOSFOMONOESTERASE

Determinacéo da atividade enziméatica do pH 6timo da fosfomonoesterase

O ensaio enzimatico foi realizado de acordo com a metodologia para quantificagdo
de fosfatases descrita por Eivazi e Tabatabai (1977) (44), com modificacdes, conforme
descrito a seguir: foram pesados 16 mg de solo (figura 6) e a eles adicionados 0.4 mL do
tampdo correspondente a cada pH e 0.1 mL do substrato p-nitrophenil fosfato disédico
2.5 mM. A mistura reagiu por 1h a 55°C em agitacéo orbital. Em seguida, 0.1 mL de
Na,C03 0.5 M foi adicionado a mistura e a reacao foi parada com a adigdo de 0.4 mL de
NaOH 0.1 M. Logo apds, a solucdo foi centrifugada e o sobrenadante lido em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 400 nm (figura 6). No controle, foi
adicionado o NaOH seguida da adi¢do de Na>COs imediatamente apos a adigdo do
substrato. Uma unidade de enzima foi definido como a quantidade enzima capaz de

produzir 1 mg de p-nitrofenol (pNP) apds 1h de reacdo por grama do solo.

Figura 6: A) Amostras de 16 mg das diferentes areas coletadas. B) Sobrenadante obtido

apos hidrdlise e centrifugagdo que sera lido no espectrofotdmetro.
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A determinacdo do pH étimo da fosfomonoesterase, foi feita usando solo nativo
do Cerrado. Os tampdes utilizados foram, respectivamente: tampdo glicina, 0.1 M para o
pH 2.0, 3.0 e 4.0, tampéo acetato de sddio 0.1 M para os pH 5.0 e 5,5, citrato de sddio 0.1
M pH 6.0, para tampdo TRIS 0.1 M para o pH 7.0 e 8.0 e o tampéo glicina 0.1 M o pH
9.0 e 10.0 utilizou-se 0.1 M. O perfil de pH foi realizado utilizando o solo nativo do
Cerrado.

Apos determinacdo do pH 6timo para a fosfomonoesterase acida e alcalina, a
atividade enzimatica foi quantificada nas amostras de solo do manejo organico,
convencional da cana-de-agUcar e no solo nativo do Cerrado. A fosfomonoesterase acida
foi quantificada em pH 5.0 em todas as amostras de solos coletadas ou em pH 5.6 no
manejo convencional e 5.7 no manejo organico para testar a atividade enzimatica no pH
correspondente ao pH obtido nas diferentes amostras de solo uma vez que o pH pode
selecionar diferentes micro-organismos produtores de fosfatase no solo. Ja a
fosfomonoesterase alcalina foi quantificada no pH 6timo (pH 8.0) conforme resultado

obtido a partir do perfil do pH.

B-GLICOSIDASE

Quantificacdo da atividade enzimatica e determinagéo do pH o6timo da B-glicosidase nos

solos com manejo convencional e organico da cana-de-agucar e no solo nativo do Cerrado

A determinagdo da ativididade de p-glicosidases foi realizada segundo
metodologia descrita por Eivasi e Tabatabai (1988) (56) com modificagdes, conforme
descrito a seguir: foram pesados 16 mg de solo e a estes, adicionados 0.4 mL de tampé&o
acetato de sodio 0.1 M, pH 5.5 ou tampdo fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.0. E por fim 0.1

mL do substrato p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo na concentracdo 0.05 M. A reacdo
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procedeu com incubacdo a 37°C por 1h. Apoés incubacdo, adicionou-se 0.1 mL de
bicarbonato de sédio 0.5 M e 0.4 mL de NaOH 0.1 M para parar a reacdo, mistura foi
centrifugada e as medidas da atividade do sobrenadante foram feitas em comprimento de
onda de 400 nm. A atividade enzimatica foi expressa em unidade de enzima (U), expressa
em mg de p-nitrofenol por grama de solo em uma hora de reacéo.

Para determinacdo do pH étimo da enzima presente nas amostras de solo, foram
feitos testes na faixa de pH de 2.0 a 10.0. Os tampdes usados foram, respectivamente:
tampéo citrato de sddio 0.1 M para o pH 2.0 e 3.0, tampéo glicina 0.1 M para o pH 4.0;
tampdo acetato de sodio 0.1 M para o pH 5.5; tampédo fosfato de sddio 0.1 M para 0s
valores de pH entre 6.0 e 8.0, e tampao glicina 0.1 M para os pH 9.0 e 10.0.

Apos determinacdo do pH oOtimo para a quantificacdo da atividade de -
glicosidase nas diferentes amostras, a enzima foi quantificada no solo sob manejo

organico e convencional da cana-de-agucar e no solo nativo do Cerrado.

OXIDORREDUTASES

Quantificacdo da atividade enzimética das oxidorredutases nas diferentes amostras de

solo

A atividade de peroxidase foi determinada de acordo com metodologia descrita
por Halpin et al., (1989) (90) , com modifica¢des, como descrito a seguir: 32 mg de solo
foram colocadas para reagir com 0.25 mL de tampéo fosfato de sodio 0.1M, pH 6.0, 0.25
mL de peroxido de hidrogénio 0.05 M e 0.5 mL de pirogalol 0.013 M. A mistura reagiu
por 1h a temperatura ambiente. Apos esse periodo a mistura foi centrifugada e o

sobrenadante lido a 420 nm. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de
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enzima necessaria para aumentar a leitura no espectrofotdémetro em 0.1 por hora de
reacao.

A atividade de polifenoloxidase foi determinada de acordo com Halpin e Lee
(1987) (91), com modificacdes, como descrito a seguir: foram pesados 32 mg de solo e a
estes adicionado 1mL de catecol 0.05 M preparado com tampao fosfato de sédio 0.1 M
pH 6.0. A mistura reagiu por 1h a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a mistura foi
centrifugada e o sobrenadante lido em espectrofotémetro usando comprimento de onda
380 nm.

Foram feitos dois controles: em um controle foi utilizando solo e tampéo (32 mg
de solo + 1 mL de tampdo) e o outro tampdo e substrato, sendo que neste, para a
peroxidase continha 0.25 mL de peroxido de hidrogénio (0.05 M), 0.25 mL de tampao
fosfato 0.1 M pH 6.0 e 0.5 mL de pirogalol (0.013 M) e para polifenoloxidase cotinha 1
mL de catecol 0.05 M.

A atividade enzimatica de oxidorredutases foi determinada em unidade de enzima

(U) na qual 1U corresponde ao aumento em 0.1 de leitura no espectrofotometro.

3.3 Anélises Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados foram
processados usando tendéncia central (média) e dispersdo (desvio padrdo). Para analise
multivariada e testes de correlacdo o software utilizado foi Statistica 7.0 (StatSoft Inc.
Tulsa, OK, USA), assim como o teste de tukey que foi utilizado para determinar as
diferengas significantes entre as médias. O nivel de significAncia usado foi 0.05.

A analise de componente principal (ACP) foi realizada para identificar as

variaveis que permitem diferir os solos cultivados entre si e do solo nativo de Cerrado e
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assim observar quais variaveis mais se relacionam com a atividade da B-glicosidase. A
APC geralmente revela associacdes inesperadas entre as variaveis e dessa forma, permite
interpretacdes que nao seriam possiveis de outra forma (92). Apenas componentes
principais com valores de Eigen que expliqguem 10% do total da variancia foram
consideradas. A rotacdo Varimax foi realizada para aumentar a interpretacdo dos
componentes nao relacionados (93).

Foi realizada ainda uma analise de correlacdo de Pearson para verificar possiveis
correlagdes entre as variaveis mais relacionadas a atividade de B-glicosidase, a partir das

informacdes obtidas na APC.
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4 JUSTIFICATIVA

Goiéas tem sido um dos Estados que apresenta grande crescimento de cultivo de
cana-de-agucar que é uma cultura importante para a economia goiana e brasileira,
principalmente considerando que os pre¢os do agucar e do etanol permanecem aquecidos,
influenciados principalmente pela quebra de safra no Brasil, que é o principal produtor
mundial de agucar despontando com 55% do total exportado (94).

Apesar da importancia econdmica da cana-de-agUcar, sabe-se que o plantio de
monoculturas gera 0 empobrecimento do solo devido ao consumo de nutrientes pela
cultura e o uso de defensivos agricolas que se fazem necessarios para evitar prejuizos
causados por agentes que destroem a plantacdo. A perda da qualidade do solo, como
consequéncia das técnicas de cultivo agricola, é reportada por varios autores na literatura
(4,11, 12, 17).

A identificacdo dos impactos causados pela monocultura da cana-de-agucar, a
deteccdo precoce da perda de fertilidade do solo e uma remediacdo dos danos causados
sdo importantes para se evitar a perda da produtividade, uma vez que 0 empobrecimento
e ma qualidade do solo podem gerar a chamada quebra de colheita, 0 que gera prejuizos
aos produtores. N&o existe, entretanto, nenhum bioindicador efetivo para detecgéo
precoce da perda de fertilidade do solo.

Sabe-se que a alteracdo dos fatores fisico-quimicos do solo esta relacionada com
a perda de qualidade, no entanto, esses fatores ndo sao tdo sensiveis, nem respondem com
rapidez as alteracfes ambientais da mesma forma que as alteragdes biologicas e
bioquimicas. De fato, os fatores fisico-quimicos séo os ultimos fatores afetados pela perda
de fertilidade e dessa forma, quando se detecta alteracdes fisico-quimicas, os fatores

bioldgicos ja foram drasticamente alterados. Dick e Kandeler (2005) (34) afirmam que os
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processos bioldgicos e bioquimicos do solo sdo muito importantes para a funcdo do
ecossistema terrestre.

A microbiota e as enzimas presentes no solo sdo 0s responsaveis por inimeras
reacOes quimicas nesse ambiente além de complementarem suas caracteristicas fisico-
quimicas. Consequentemente, desempenham um importante papel na qualidade do solo,
uma vez que alteracGes nesses perfis interferem na salde do solo, esses fatores sdo
excelentes candidatos a bioindicadores da qualidade desse ecossistema.

O solo, contudo, € um ecossistema complexo e ainda pouco compreendido.
Fatores como microbiota, insetos, nematoides e inclusive a vegetacdo, interferem na
composicao e caracteristicas deste bioma, e dessa forma, caracteristicas como pH, textura,
presenca/auséncia de minerais, tornam-se muito especificos em diferentes regides. Essa
particularidade do solo torna necessario o estudo regionalizado desse ecossistema, bem
como, o impacto de diferentes culturas. Um elemento importante que permite visualizar
essas variacdes sdo as enzimas presentes no solo.

Dentre as enzimas mais frequentemente encontradas nos solos estao as fosfatases,
B-glicosidases e enzimas do grupo das oxidorredutases. Grande parte das enzimas
encontradas no solo esta predominantemente na sua forma imobilizada (56, 95, 96), sendo
que o solo atua como um suporte natural de enzimas, ao qual podem ser aderidas por
adsorcdo ou ligacdo covalente (40). De acordo com a literatura (97-100) apds a
imobilizacdo, algumas caracteristicas da enzima podem ser alteradas, podendo conferir
resisténcia térmica e a variagdes no pH.

A equipe de pesquisadores do Laboratério de Quimica de Proteinas possui
experiéncia nos estudos envolvendo enzimas da classe das hidrolases e oxidorredutases,
na forma livre e imobilizada, bem como na avaliacdo do potencial biotecnologico de

plantas do Cerrado e de espécies microbianas deste bioma.

50



Esse trabalho uniu 0s conhecimentos e experiéncias anteriores para o estudo da
atividade de enzimas de solos do Cerrado goiano, e para avaliacdo do impacto causado
pelo cultivo intensivo, utilizando como modelo a cana-de-acUcar. Esta experiéncia sera
de extrema valia, uma vez que enzimas de solo apresentam-se predominantemente na
forma de complexos imobilizadas na matéria organica ou inorganica.

O conhecimento acerca das mudancas da atividade enzimatica do solo permitem
criar mecanismos para a deteccdo precoce da perda da fertilidade. Por esta razéo, neste
estudo sdo apresentados os resultados sobre o perfil enzimatico de solos usado para o
cultivo de cana-de-aclcar com manejo organico e convencional comparando 0s
resultados obtidos com as caracteristicas do solo nativo do Cerrado. Sao apresentados
ainda resultados com relacdo ao impacto do manejo da cana-de-agucar nos fatores fisico-
quimicos do solo e dos principais fatores que permitem diferenciar o solo nativo dos solos
cultivados com cana-de-agucar sob manejo organico e convencional.

A partir desses dados € possivel inferir as principais modificacdes que 0 manejo
da cana-de-acgUcar causa nas caracteristicas quimicas e bioquimicas do solo. Dessa forma
é possivel que novas tecnologias de manejo possam ser desenvolvidas no sentido de

reduzir os impactos da agricultura nos solos do Cerrado.
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CAPITULO I: ARTIGO PUBLICADO NO PERIODICO JOURNAL OF
AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY

ARTIGO 1
Effect of Organic and Conventional Management of Sugarcane crop on Soil
Phosphomonoesterases
Purcena, L.L.A.}, Di-Medeiros, M.C.B.%, Leandro, W.M.?, Fernandes, K.F.

L Universidade Federal de Goias, Departamecnto de Bioquimia e Biologia Molecular, ICB 11

2 Universidade Federal de Goids, Escola de Agronomia
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1 APRESENTACAO

As fosfomonoesterases desempenham um importante papel na qualidade do solo
e na nutricdo de plantas uma vez que estdo envolvidas na mineralizacdo do fésforo e sua
consequente absorcao pelas plantas. Ja foi observado que o manejo do solo causa reducgéo
na atividade de fosfomonoesterases tanto por inibir a atividade enzimatica, quanto por
afetar a producdo e liberacdo dessas enzimas pelos micro-organismos presentes no solo.
O tipo de manejo escolhido, tipos de cultura e a regido, podem ainda afetar de maneira
distinta a atividade dessas enzimas.

Devido ao grande crescimento da cultura de cana-de-acicar em Goids €
importante avaliar e monitorar os impactos e efeitos dessa monocultura nas caracteristicas
bioquimicas do solo, com destaque no efeito sobre a atividade enzimatica.

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos sobre o estudo bioquimico
das fosfomonoesterases em solos de Cerrado sob o cultivo de cana-de-agicar em manejo
organico e convencional e os resultados obtidos sdo comparados aos encontrados para o
solo nativo do Cerrado. O efeito do manejo foi avaliado tanto na atividade enzimatica
quanto em fatores fisico-quimicos do solo. Analises estatisticas foram realizadas para que
fosse possivel correlacionar os principais fatores fisico-quimicos relacionados a atividade

enzimatica e que permitem diferenciar os diferentes solos testados.
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CAPITULO II: ARTIGO A SER SUBMETIDO AO JOURNAL OF
AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY
Study of B-glucosidases and physicochemical factors from Cerrado soil under organic
and conventional management of sugarcane crop

Purcena, L.L.A.12, Batista, K.A.L, Villa Verde, J.? Leandro, W.M.3, Fernandes, K.F.
L Universidade Federal de Goias, Departamento de Biogquimica e Biologia Molecular, ICB 11
2Universidade Estadual de Goids, UEG.

8 Universidade Federal de Goids, Escola de Agronomia
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1. APRESENTACAO

O artigo descrito no capitulo | mostrou que o manejo da cana-de-acucar afetou a
atividade da fosfomonoesterase acida presente no solo. A reducdo observada na atividade
desta enzima foi da ordem de 50%, e que os principais fatores que afetaram a atividade
dessa enzima foram a variacdo do pH, devido a correcdo pela calagem e a textura do solo.

De modo similar ao ocorrido com as fosfatases, 0 manejo pode entdo afetar a
atividade de outras enzimas presentes no solo. Dentre essas enzimas, a [-glicosidase
apresenta papel relevante na renovacdo do contetdo de matéria organica e no ciclo do
carbono por meio da mineralizacdo desse composto. As B-glicosidases sdo enzimas
abundantes no solo e ja foram reportadas como sendo sensiveis a alteracbes no ambiente
do solo sendo considerada candidata a atuar como bioindicador de qualidade.

Nesse sentido, este capitulo apresenta resultados obtidos sobre o estudo de fB-
glicosidases em solos sob manejo organico e convencional da cultura de cana-de-acUcar
e esses resultados sdo comparados com os obtidos para o solo nativo do cerrado. Nesse
estudo foi realizada uma analise de componente principal (ACP) para avaliar quais fatores
fisico-quimicos permitem diferenciar o solo nativo dos solos cultivados e que podem
afetar a atividade enzimatica nesses solos. Foram testados ainda o pH 6timo da enzima
no solo nativo do Cerrado e nos solos sob cultivo orgénico e convencional da cana-de-

acucar.
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Study of B-glucosidases and physicochemical factors from Cerrado soil under organic
and conventional management of sugarcane crop
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Abstract

Sugarcane is an important culture in the current days especially considering the crescent
participation of ethanol as biofuel. However, monocultures cause many impacts on soil
that must be evaluated in order to guarantee soil quality by early delectation of soil
fertility loss. Enzymes play important role in soil because are important in the cycling of
C, Pand N and is also important for plant nutrition. In this sense, B-glucosidases outstands
among soil enzymes because they are important on the crucial step of degradation of
cellulose. In this study the impact of organic (OM) and conventional management (CM)
of sugarcane culture on B-glucosidases from Cerrado soils were evaluated and the results
compared with those obtained for native soil (NS) of Cerrado (Brazilian Savanna).
Principal component analysis indicated that characteristics related to pH such as alkali
saturation (V%), aluminum saturation (M%), Al **, soil total acidity (H+Al) and Ca®* are
the main factors that permit distinguishing NS from OM and CM. Concerning to pH
profile results showed that B-glucosidase presented the same pH profile in NS and OM
with optimum pH at the range from 6.0 to 7.0. Moreover, the enzyme activity was very
similar, demonstrating that OM presents important characteristics to preserve -
glucosidase activity after soil disturbance. The results indicate that granulometry and
CTC are probably the main factors explaining this result since B-glucosidase is
immobilized in soil particles and the nature of the support interfere on enzyme activity
and stability. At the best conditions of pH, B-glucosidase showed higher activity on NS
(133 U) and OM (111 U) followed by CM (82.8 U). The results presented is an important
finding especially considering the search for new agriculture practices that reduce the

impact on soil quality.
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1 Introduction

The increased demand for ethanol has generated interest in the production of
sugarcane in mmany countries. Brazil is the world's largest producer of sugarcane,
accounting for one third of the world production. Asian production, which
includes India, China and Thailand, accounts for another one third of the world
production. India is the world's second largest producer of sugarcane, Thailand is the third
and China is the fourth largest (1). In the US, sugarcane is grown commercially in Florida,
Louisiana, Texas and Hawaii (2). It shows that sugarcane culture is important not only
for Brazilian economy but also for several countries with favorable conditions for this
culture.

The high ethanol production is accompanied by increasing on monoculture
planting of sugarcane, because it is the main source of this product. However, several
authors have reported that monoculture planting causes loss of soil fertility because of the
nutrients consumed by plant and the use of pesticides because they change the biomass
composition (3-5). Land use also affects activity of many enzymes present in soil (6-9).
These biocatalysts in soil are known for their important role in nutrient cycling and plant
nutrition. Then, reduction of enzyme activity of soils presents a risk not only for soil
quality, but also for agriculture production.

In an attempt to lessen agricultural impacts of monocultures on soil, several
managements have been proposed, including Organic management (OM), which is a
more environmental friendly alternative and have led to widespread interest in organic

farming.
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Organic farming is defined as a cultivation system that attempts to produce crops
of maximum nutritional quality while respecting the environment and conserving soil
fertility. This may be achieved, in part, by means of optimal utilization of local resources
and reducing or eliminating altogether the application of synthetic chemicals (10). Some
reports have already described the benefits of OM (11, 12) by preserving some
biochemical characteristics such as the global, organic and basal carbon (C).

Among the enzymes present in the soil, B-glucosidases outstand among the most
important for degradation of soil organic matter. This enzyme acts in a crucial step of
cellulose degradation and in the carbon mineralization. They are involved in the
production of two molecules of glucose by the hydrolysis of celobiose and then
microorganisms can use glucose as energy source (8).

In this study, the influence of conventional and organic management on [3-
glucosidase was assessed in cultivated soils from Cerrado (Brazilian Savanna) and the
results were compared with those found in the native soil, without any agricultural
practices. The main physicochemical characteristics of soils that may affect f-glucosidase

activity were also assayed.
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2 Materials and Methods

2.1 Materials

p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside was purchased from Sigma-Aldrich Co (St.
Louis, MO). All other reagents were analytical grade and were used without further
purification unless otherwise specified. Solutions were prepared with distilled deionized

water.

2.2 Site description and soil sampling

Soil samples were collected from areas under OM and CM sugarcane crop and NS
field in Goiés, Brazil. Samples of up to 15 cm of soil were collected on December 13,
2011. This region is under tropical climate. For the season of November, 2011, the rainfall
precipitation was 279.4 mm; in the average, temperature was: minimum 20°C and
maximum 30.8°C.

There were three replications per land use type, and each replication was
composed of three soil sample cores. The geographical coordinates for CM replications
were: CM 1: 18.06806°S and 49.71139°W; CM 2: 18.06383°S and 49.71093°W; CM 3:
18.06384°S and 49.70392°W; for OM, the coordinates were OM 1: 18.07656°S and
49.67653°W; OM 2: 18.07394°S and 49. 67653°W; OM 3: 18.07455°S and 49.68620°W.
The coordinates for NS were NS 1: 18.07710°S and 49.67603°W; NS 2: 18. 07912°S and
49.68508°W; NS 3: 18.08009°S and 49.68508°W.

Fresh samples were sieved (<2 mm) after removing debris and stored at -8 °C for
B-glucosidase assay.In order to standardize the amount of soil weighted in each test,

moisture was determined from weight loss after drying the samples at 105°C for 48 h.
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The area under OM has been treated with this management for 10 years. The
cultivated area was fertigated with vinasse (average of 436 m*/ha per year) and received
29.1 ton/ha of an organic compound which includes sugarcane bagasse and filter cake.

The area under CM has been treated with this management for more than 10 years.
This area was fertigated with vinasse (average 306 m®/ha per year) and this area was also
treated with commercial pesticides and fertilizers. In the last three years, the chemical
compounds used in CM were amonium nitrate, amonium phosphate, (RS)-5-amino—1—
(2,6-dichloro—a,a,a-trifluoro—p-tolyl)-4—trifluoromethylsulfinylpyrazole-3carbonitrile,
3-(3,4-dichlorophenyl)- 1,1- dimethylurea, 3- cyclohexyl- 6- dimethylamino- 1- methyl-
1,3,5- triazine- 2,4(1H,3H), 2’°,4’-dichloro-5-(4-difluoromethyl-4,5-dihydro-3-methyl-5-
ox0-1H-1,2,4-triazol-1-yl) methanesulfonanilide, limestone, gypsum and a herbicide of
the organoarsenic family.

The area under NS is a preserved Cerrado area in the sugarcane mill property,
presenting the features of the vegetation of this biome, and has not been explored for any
agriculture or livestock.

All the managements in the study area were under rotation with Crotalaria juncea

every 5 years.

2.3 Physicochemical analyses

Physicochemical analyses were performed at the Laboratory of Soil Analysis of
the School of Agronomy at Universidade Federal de Goias according to methodology
described by EMBRAPA (13).

The analyses included the soil granulometry (percentage of clay, silt and sand)

and content of soil organic matter (SOM). pH using CaCl> was determined by
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potenciometer. Saturation of acids (m%), saturation of alkalis (V%) and the potential
acidity total (H*+AI*® cmolc/dm®) were determined by Schoemaker, McLean & Pratt
buffer (SMP) (14). Aluminum (Al*® cmol/dm®) was extracted with KCI 1 mol/L and
determined by volumetric titration. Inorganic phosphorus (P* cmolc/dm?) and Potassium
(K* cmolc/dm?®) were extracted by Mehlich 1 and determined by colorimetry and flame
photometry, respectively. Magnesium (Mg*? cmolc/dm®) and calcium (Ca*? cmolc/dm?®)
were extracted with KCI 1 mol/L and determined by atomic absorption
spectrophotometry. Cation exchangeable capacity (CEC), Ca/K, Ca/Mg, Mg/K, Ca/CEC,

K/CEC and Mg/CEC were also determined.

2.4 Optimum pH and enzyme assay

In order to determine the optimum pH for the measurement of enzyme activity,
the reaction was performed at pH 2.0, 3.0 (0.1 M citrate buffer), pH 4.0 (0.1 M glycin
buffer), pH 5.5 (0.1 M acetate buffer), pH 6.0 and 7.0 (0.1 M sodium phosphate buffer)
and 8.0 (0.1 M TRIS buffer), using samples collected from NS, OM and CM.

The assays were performed following the methodology described by Eivazi &
Tabatabai (12) with modifications as following. The reactions were conducted using 16
mg of soil (dry basis), 0.4 mL of the proper buffer and 0.1 mL of 5 mM p-nitrophenyl-p-
D-glucopyranoside. The mixture reacted at 37° C for 1h. Then, 0.1 mL of 0.5 M Na,COs
was added followed by the addition of 0.4 mL of 0.1 M NaOH to stop the reaction. The
mixture was centrifuged and the readings of the supernatant were done at 400 nm. A
control was performed by adding NaOH followed by Na>COs to stop the reaction
immediately after the substrate adding. One enzyme unit (U) was defined as the amount

of enzyme per gram of soil that released 1 mg of p-nitrophenol after 1 h reaction.
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2.5 Statistical Analyses

All experiments were conducted in triplicate with repetitions, and the results were
processed by central tendency (mean) and dispersion (standard deviation) measurements.
Statistica software 7.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA) was used to perform multivariate
analysis (ANOVA) followed by correlation, as well as Tukey’s test to determine the
significant differences among the means. The level of significance p used was 0.05.

Principal component analysis (PCA) was performed to evaluate the variables that
would interfere on B-glucosidase activity according to soil management. PCA often
reveals previously unexpected associations among variables and thereby allows
interpretation that would not be possible otherwise (13). Only principal components with

Eigen values that explain at least 10% of the total variance were retained.

3 Results and Discussion

3.1 Principal Component Analyses

Evaluating the soil quality it is common to consider the physicochemical,
biological and biochemical factors isolated from each other. However, considering the
complexity of soil ecosystem, it is not possible to separate these factors and their inter-
relationships on soil function. Therefore, it must be also considered and understood how
the interactions among physicochemical, biochemical and biological factors occur in the
different soils type, contributing to a better knowledge about soil quality and preservation.

In this sense, principal component analyses (PCA) was carried to evaluate and

identify the relationship among the physicochemical factors and the enzyme activity. This
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approach allows separating the variables in groups of similarity, which contribute to
differentiate NS and the cultivated soils.

Table 1 shows the scores of principal components 1 and 2 for the studied variables.
Factor 1 explained 50.4% of the total variance and the variables that contributed to this
axis and are defined by factor 1 are pH, Ca?*, Mg?*, H+Al, AI**, CEC, M%, V%, Ca/Mg,
Ca/Mg, Ca/K and Ca/CEC. Factor 2 explained 22.4% of the total of variance and the
variables contributing to this axis are B-glucosidase activity, silt% and K/CEC. Variables
explained by the same PC similarly affect the management, which they describe.

According to Table 1, PC 1 presents the highest score. It means that it presents
positive and higher scores than the average for H+Al, extractable AI**, and M%. PC 2
presents positive and higher scores for f-glucosidase activity, sand % and K/CTC%.

Figure 1 presents the scores of the variables tested according to PC (1A) and the
scores of the samples collected from OM, CM and NS according to the PC. In the Figure
1A, it is observed the formation of three variables grouping. The loadings of the three
tested soils with respect to PC 1 and PC 2 were also evaluated and are shown in Table
1B.

Figures 1A and 1B show that the variables that permit to distinguish NS from the
cultivated soils are extractable AI¥*, H+Al, M%, sand%, B-glucosidase activity and
K/CEC%. The variables that permit distinguish OM from CM and NS are Mg?
(cmolc/dm?®), pH, Ca?* (cmolc/dm?), CEC%, V%, Ca/Mg, Ca/K and Ca/CEC%. Finally,
the main variable that distinguish CM from both OM and NS is the silt content (Figure
1A and 1B).

Based on this information, granulometry and pH are the most important variable

differing the tested soils and that may present significant interference on B-glucosidase
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activity. In this sense, tests were conducted to better understand the effect and the

relationship of these variables on B-glucosidase activity.

3.2 Effect of pH on the activity of B-glucosidase of soils from Cerrado

Figure 2 presents the results of the pH profile for samples from OM, CM and NS.
The results show that for NS, there are two ranges of high B-glucosidase activity
according to pH. The first range corresponds to pH 3.0 (49 U) to 4.0 (45 U) and the second
from pH 6.0 (98 U) to 7.0 (133 U). OM presents the same pH profile that NS with two
ranges of high enzyme activity, one peak at pH 4.0 (46 U) and another at range from pH
6.0 (111 U) to 7.0 (100 U). CM, however, presents a pH profile displaced to the acid
range with a peak of high B-glucosidase acitivity at pH 3.0 (39 U) and other at pH 5.5
(82.8 U). This last peak slowly decreases, presenting a plateau between pH 6.0 and 7.0
with 38 U and 42.4 U, respectively.

The pH profile showed in Figure 2 suggests the presence of different isophorms
of B-glucosidase in Cerrados soils which is an expected result considering the biodiversity
of the Cerrado biome. Several authors have already reported the production of different
isoforms of B-glucosidase by different fungi present in soil (15-19).

OM and NS presented a very similar pH profile with the same optimum pH for -
glucosidase activity, which differed from CM profile. Some considerations can be
inferred from this result. One consideration is that this difference on the pH profile is,
possibly, consequence of changes in the microbial community of the soil and then, the
different microbial community produce and release different amounts and isoforms of -
glucosidases on soil, which may be a consequence of the sugarcane management.

Aditionally, the fact that OM presented a very slight decerease in -glucosidase activity
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compared to NS is an indicative that this management slightly interfere in the microbial
community

Many studies have already reported the advantages of OM to conserve soil
characteristics. Other authors (20-22) reported that higher microbial biomass content,
higher organic carbon and SOM content was observed in OM. Garcia-Ruiz et al., (2009)
(23) obtained similar results, researching the effect of CM and OM on soils under olive
agriculture. Moscatelli et al., (2012) (24), studying B-glucosidase as bioindicators of soil
quality observed that peas, wheat and tomato crops under OM presented higher enzymatic
activity than the soil under CM of these cultures. Other studies also support our results
and report a reduction on B-glucosidase activity on CM. Masciandaro and Ceccanti,
(1999) (22), identified the reduction on activity of several soil enzymes in intensive
agriculture of cereals when compared to NS.

The higher activity of B-glucosidase in OM than in CM may be related to the
higher amount of vegetal residues present on soil under this management. Masciandaro
and Ceccanti, (1999) (22), observed that soils in which vegetal residues were left covering
soil for a month after harvesting, presented higher 3-glucosidase activity than soils under
intensive wheat agriculture.

In the present study, the higher activity of B-glucosidase in OM than in CM might
be a consequence of the sugarcane straw after harvesting, which is a common practice
used to increase SOM and also because of the organic fertilization using vinasse and filter
cake in OM. In OM, there was a higher amount and more frequent addition of vinasse
and filter cake than CM. In two years 572 m®ha of vinasse were applied on sugarcane
crop under OM, while 306 m*/ha were applied in CM. Moreover, the sugarcane crop
under OM received 2.2 ton/ha more of organic compound constituted of filter cake and

sugarcane bagasse than the soil under CM.
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Therefore, it is possible to conclude that sugarcane under OM presents more
advantages concerning to soil quality when considering B-glucosidase activity, which is
a very important enzyme for the degradation of cellulosic residues and in the carbon
availability. In this sense, the measurement of the activity of B-glucosidase is a strong
candidate to evaluate changes that may affect soil quality.

The pH profile of B-glucosidase in NS, OM and CM is and interesting finding of
this study. Even though there was a difference between the optimum pH for B-glucosidase
catalysis and the soil pH, the enzyme maintained its activity. The maintenance of f-
glucosidase activity in unfavorable pH is possibly because they are immobilized on soil
particles. It is known that the chemical characteristic of a support in which an enzyme is
immobilized, may interfere on the microenvironment of catalysis (25-27).

The immobilization of enzymes on soil particles leads us to the other consideration
about the pH profile showed in Figure 2 and it regards to the results presented in Figure
1 (PCA analyses) and in the Tables 2 and 3. According to Table 2 and 3, OM and NS
present similarity in the clay (OM 34 and NS 35%) and silt (OM 16 and NS 17%) content
and in the CEC (OM 3.4 and NS 3.3 cmolc/dm®). CEC is the cationic exchange capacity
and is related to the ability of soil to exchange basic cations that will then be available for
plant absortion and will not be leachate. If the soil present high CEC, which is the case of
CM (4.6 cmolc/dm3), it means that the soil particles have more positive charges adsorbed
on it. Consequently, the H* ions added by the buffer at an acid range will be repelled and
the enzyme microenvironment will remain more basic causing the apparent displacement
of the optimum pH in direction to the acid range observed in CM. This partition effect
has been reported by several authors as consequence of enzyme immobilization

dependent of the support characteristics (25, 28, 29). In this sense, when studying

77



enzymes from soils it must be considered that most of these biocatalysts are immobilized
on soil particles and the nature of the support will affect the enzyme behavior.

The optimum pH for B-glucosidases from Cerrado soils did not differ from most
of the results reported in the literature. Most methodologies for quantification of soil -
glucosidase activity report optimum pH ranging around 6.0 to 6.5. Masciandaro and
Ceccanti, (1999) (22) studying soil samples collected from Spain and Italy, measured f-
glucosidase in pH 6.5; Eivaizi and Tabatabai, (1988) (8) studying different soil samples
collected from different states in USA, carried the enzyme reaction at pH 6.0; Yan et al.,
2010 observed optimum enzyme activity of 3-glucosidase immobilized on soil colloids
at the pH range from 5.0 to 6.0.

The results about the pH profile of B-glucosidase from NS, OM and CM may
contribute to the development of new technologies of management. For instance,
sugarcane is not continuously cultivated and during the time it is not been cultivated there
is a rotation crop with another plant culture (commonly Crotalaria juncea). Then, during
this period, the soil pH could be altered near to the optimum pH for B-glucosidase activity,
which would increase the biomass and/or the synthesis and releasing of this enzyme on
soil.

Another approach could be the immobilization of 3-glucosidase on a support that
change its state of ionization according to soil pH and this way maintain the enzyme
microenvironment pH close to its optimum. This approach could then enhance the

enzyme activity minimizing the pH effect caused by the management.

3.3 Granulometry of Cerrado soil and B-glucosidase activity
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Granulometry of soil is another variable that differentiated the tested soils and
may also affect B-glucosidase activity. According to the PCA the relationship between
NS and OM was demonstrated by PC 2 and explained 22% of the total variance of the
results. This result presents the heterogeneity of the soil with respect to granulometry and
may be a consequence of the sugarcane management.

In fact, the Pearson correlation analysis showed that there was a positive
correlation between B-glucosidase activity and sand content (r=0,45; p<0,05), and a
negative correlation between B-glucosidase activity and silt content (r=-0,45; p<0,05).
This result demonstrated that the granulometry of soil, especially considering silt and
sand content, interfere on B-glucosidase activity.

There have been rising interest on immobilization of enzymes on soil and research
about soil biochemistry and many studies have been carried aiming to identify and
understand the interactions between enzymes and soil organic and mineral particles and
also how these interactions change enzyme behavior and activity.

Yan et al., (2010) (30), demonstrated that B-glucosidase activity presented higher
adsorption and lower desorption when immobilized on thinner soil particles. Figures 1A
and 1B, however, clearly show that in the case of Cerrado soils, it is necessary an adequate
proportion among sand, silt and clay content to maintain the enzyme activity. Sand
content found in Cerrado soils is high, nevertheless, only this information is not enough
to classify Cerrado as a low fertile soil. Other factor must be considered to a more
conclusive affirmation.

Some studies about enzyme immobilization process and the importance of
granulometry on preserving enzyme activity have been carried. Sarkar et al., (1989) (31),
researched the influence of different soil particles and their proportion to the activity of

different enzymes activity, among them B-glucosidase. They observed that B-glucosidase
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presented higher retention of activity when immobilized on kaolinite, in soil with higher
sand content and in soil with high silt content respectively. They also observed that there
was a reduction on B-glucosidase activity with the increase of clay in relation to sand.

Lammirato et al., (2010) (32), studied the immobilization of B-glucosidase in
different soil particles and concluded that kaolinite presented the higher adsorption of this
enzyme followed by goethite and montmorilonite. The authors described that the main
factor influencing the adsorption of B-glucosidase to the support was not the size of the
superficial area but the electric properties of the mineral surface (Figure 3).

There are still many questions about the immobilizaiton of enzymes on soil. It is
known that enzymes present distinct behaviors according to the support where they are
immobilized on. Lacases presented higher retention of activity when adsorbed in
bentonite and lower activity retention when adsorbed on clay. In addition, the increase on
clay content in relation to sand increased enzyme activity retention of immobilized
laccase (31).

Considering that Cerrado soil has kaolinite in great part of its composition, the
results obtained in this study are in accordance with the results reported by Lammirato et
al., (2010) (32), since Cerrado soils present adequate conditions to B-glucosidase
immobilization (CEC and granulometry) and, consequently, to the increase on its stability
to unfavorable environmental conditions. It explains the higher enzyme activity on
Cerrado soils than those reported on literature, since the enzyme immobilization is closely
related to the preservation of the tridimensional structure of the enzyme.

In spite of the higher sand content, aluminum toxicity and low CEC of Cerrado
soils, it is observed that the B-glucosidase measurements is much higher than the
described on literature. Badiane et al 2001, studying the influence of different soil cover

on enzyme activities in soils from Senegal (African Savannah) obtained B-glucosidase
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activities ranging from 37 to 78 U g%, Bandick e Dick 1999, studying soils from Oregon,
USA under different cultures managements (cerals, legumes and grass) observed f3-
glucosidase activity ranging from 58 to 80.7 U g*. Then, it is important to point out that
Cerrado soil presents great potential as support for enzyme immobilization and in contrast
to what is disseminated, may be a fertile soil with specific conditions that permit the
maintenance of the activity of essential biocatalysts for nutrients availability on soil.

Considering the soil quality, not only physicochemical factors such as CEC and
SOM content must be considered. The biochemical conditions of the soil, including
enzyme activities, must then be evaluated, since they are related with the soil functions
(7).

Sugarcane under OM and CM distinctly affected B-glucosidase activity. There
was a slight reduction of B-glucosidase in the soil under OM and it presented the same
pH profile that NS. This result shows that OM probably better preserves NS
characteristics from the biochemical point of view that allow the maintenance of the
enzyme activity. In fact, CEC and granulometry of NS and OM are similar and
considering that these parameters are closely related to the nature of particles where
enzyme is immobilized on soil, than a similar behavior was expected for -glucosidase
activity.

It is also important to consider that usually, the physicochemical characteristics
are the main factors considered on agriculture to evaluate soil quality and the corrections
requested. In addition, when the physicochemical factors are affected, biological and
biochemical parameters have already been drastically affected. In this sense, the
knowledge and understanding about the characteristics of the enzymes and how they act

in each soil type and in different agriculture management is very important, especially
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considering the possibility of developing a sustainable management and bioremediation

methods.
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Figure captions

Figure 1: A) Relationship between CP1 versus CP2 considering the scores for each fisico-
chemical variables and for B-glucosidase. B) Relationship between CP1 versus CP 2
considering the scores for the soil samples from each management and native soil.

@ native soil, ¢ organic management and [ conventional management.

Figure 2: pH profile of B-glucosidase from Native Soil (@), Conventional Mangement

(A) and Organic Management (@) of sugarcane crop.

Figure 3: Conceptual model of interaction between B-glicosidase-soil surface: the high
density of charges of montmorilonite strongly avoid the adsorption; the lower charge
density in kaolinite is more favorable for the enzyme adsorption; the positive charges of
goethite are compensated by the presence of phosphate ions and adsorption mechanisms

are similar to kaolinite mechanism.

86



Tables

Tabela 1: Principal component loadings after Varimax rotation. The soil parameters are
grouped according to the maximum fittings to principal components (Correlation

coefficients >0.50; n=21)

Variable Principal Component

PC1 PC 2

(50.4%) (22.4%)

B-glucosidase 062

0.71
Clay 0.38 -0.67
Silt 0.27 -0.77
Sand -0.37 0.86
SOM 0.04 0.29
pH -0.90 -0.38
Extractable P -0.50 0.44
Extractable K -0.65 0.66
Extractable Ca -0.95 0.001
Extractable Mg -0.86 0.27
H+Al 0.92 0.13
Extractable Al 0.83 0.10
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CEC

10.90 0.21
M 0.84 0.11
v 0.98 0.05
Ca/Mg 071 0.30
Mg/K 0.41 0.54
Ca/k 0.75 057
Ca/CEC 0.96 0.16
Mg/CEC 0.67 0.20
KICEC 0.22 0.77

a Only principal components with eigen values > 1 and those explaining > 10% of the

total variance were retained.

b Correlations with absolute values higher than 0.50 are in bold.

Table 2: Amount of clay, silt, sand, SOM and pH in the cropped and native soils

Management Native soil
Conventional Organic
Clay % 392 +1.4 34> +2.8 3520 +2.8
Silt % 252 +0.9 16°+1.4 17° +1.1
Sand % 37°+1.2 542 +1.1 44° +7.6
SOM % 2.9°+0.5 2.9 0.6 3.00+0.5
pH 5.6°+0.1 5.74+0.2 4.9°+0.1
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Results are means + standard deviation of three determinations. Data followed by the

same characters in the same line are not significantly different (p > 0.05).

Table 3: Values of ions and alkali saturation (V%) on cropped and native soils

Management Native soil
Conventional Organic

extractable P 1.2x10°% 11.3x10°% 2x10°
(cmol¢/dm?®) +0.0005 +0.008 +0,0007
extractable K 0.13°+0.02 0.25%+0.02  0.17°+0.05
(cmolc/dm?®)
extractable Ca 1.5°+0.3 2.6°10.4 0.5°%0.2
(cmolc/dm?®)
extractable Mg 0.42+0.1 0.6 0.1 0.52+0.2
(cmolc/dm?)
V % 542 +8.2 712 £9.2 35° +10.2
CEC (cmolc/dm?) 4.6%+0.3 3.4°+0.7 3.3°+0.5

Results are means * standard deviation of three determinations. Data followed by the

same characters in the same line are not significantly different (p > 0.05).
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Figure graphics
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CAPITULO lIl: EFEITO DO MANEJO ORGANICO E CONVENCIONAL DA
CANA DE ACUCAR EM ENZIMAS OXIDATIVAS DO SOLO DO CERRADO
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1 APRESENTACAO

Os resultados apresentados nos capitulos anteriores mostraram o efeito do manejo
organico e convencional da cana de acucar sobre hidrolases do solo do Cerrado. Foi
observada a reducdo na atividade dessas enzimas quando comparada com a atividade
enzimatica no solo nativo como consequéncia do manejo, com destaque para as alteracdes
no pH do solo. Os resultados também mostraram que o pH é um fator importante que
deve ser considerado no estudo de enzimas do solo. Para a fosfomonoesterase a atividade
enzimatica foi maior no solo nativo e ndo houve diferenca estatistica na atividade da
enzima nos solos cultivados. Para B-glicosidases, a atividade enzimatica também foi
maior no solo nativo, mas para esta enzima 0 manejo organico apresentou atividade
enzimatica maior que 0 manejo convencional.

As enzimas oxidativas sdo importantes na transformacdo da matéria organica do
solo, que é um fator que contribui para a qualidade deste solo. Além disso, também podem
atuar como biorremediadoras naturais degradando compostos encontrados em defensivos
agricolas. As oxidorredutases atuam ainda no potencial redox dos solos o que influencia
nas caracteristicas desse ecossistema, como por exemplo a capacidade de troca catiénica.
No entanto, muito pouco ainda se tem estudado sobre o efeito do manejo de culturas sobre
essas enzimas, especialmente em solos do Cerrado.

Dessa forma, a atividade de polifenoloxidases e peroxidases foi também avaliada
nos solos sob 0s manejos convencional e organico da cana de aglcar. Da mesma forma,
esses resultados foram comparados para aqueles encontrados no solo nativo.

Os resultados obtidos neste estudo serdo utilizados para compor um artigo a ser

submetido para publicacao.
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2 INTRODUCAO

A despolimerizacéo da matéria organica do solo realizada por catélise enzimética
produz compostos organicos sollveis e com baixo peso molecular. Esta fragdo da matéria
organica do solo é a fonte imediata de energia, carbono, entre outros nutrientes
importantes para as vias metabolicas dos micro-organismos, além de desempenhar
importantes papéis nos processos envolvidos na qualidade do solo (14).

Os compostos fendlicos sdo importantes componentes da matéria organica
dissolvida e podem afetar a sua decomposi¢cdo em consequéncia de interaces com
enzimas do solo interferindo na atividade enzimatica (14). Uma vez que a decomposicao
da matéria organica do solo depende da acdo de vérias enzimas, se uma das etapas de
degradacédo for interrompida pela acdo de inibidores enzimaticos, por exemplo, toda a
cascata de degradacédo sera comprometida. Freman et al., (2001)(101) observaram que em
decorréncia da restricdo de oxigénio no solo, houve um aumento na atividade de fenol
oxidases, o que resultou na reducdo de compostos fenolicos soltveis e dessa maneira, a
atividade de hidrolases teve um aumento seguido pelo aumento na degradagéo de carbono
no solo.

As enzimas oxidativas apresentam papel de destaque na decomposi¢do da matéria
organica do solo, uma vez que estdo envolvidas na etapa de despolimerizacao da lignina
e oxidacdo de compostos fendlicos. Sdo enzimas chave na producdo de matéria organica
soltvel e permitem a obtencdo de substratos para as hidrolases presentes no solo (66, 67).
Sdo ainda importantes por serem capazes de degradar compostos fenolicos tdxicos
presentes em agrodefensivos possibilitando a biorremediacéo de areas degradadas (67).

Devido a importancia dessas enzimas no solo, faz-se necessario 0 monitoramento

de atividades agricolas que afetem a sua atividade. Além disso 0 monitoramento da sua

95



atividade ao longo do tempo reveste-se de relevancia para que se possa identificar fatores
que inibam ou diminuam a atividade dessas enzimas e que permitam a detec¢éo precoce
de perda de qualidade do solo em decorréncia da diminui¢do na decomposicao da matéria

organica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Andlise de Componente Principal dos fatores fisico-quimicos e oxidorredutases em

MO, MC e SN

A anélise de componente principal (ACP) foi realizada para avaliar e identificar
relacOes entre os fatores fisico-quimicos entre si e com a atividade da enzima permitindo
0 agrupamento de fatores que contribuem para diferenciar os diferentes solos testados.

A ACP (tabela 1) mostra os pesos das componentes principais 1 e 2 para as
variaveis estudadas. O fator 1 explicou 51,2% do total da variancia e as variaveis que
contribuem para a construcdo do eixo definido pelo fator 1 séo a atividade de POX e PPO,
pH, Ca, Mg, H+Al, CTC, Al, M, V, Ca/Mg, Ca/K, Ca/CTC e Mg/CTC. O fator 2 explicou
11,3% do total da variancia e as varidveis que contribuem para a construcdo desse €eixo

sdo areia, silte, argila, K e K/CTC.
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Tabela 1: Descricdo dos pesos das componentes principais 1 (CP1) e componentes
principais 2 (CP2). Os fatores fisico-quimicos e atividade enzimatica nos solos analisados
sdo agrupados de acordo com 0 maximo de ajuste ao componente principal. (Coeficiente

de correlagdo >0,50; n= 21)

Variaveis Componente Principal

CP1 CP2

(50.4%) (22,4%)

Peroxidase

0.9 0.1
Polifenoloxidase 0.6 0.4
Argila 0.38 -0.67
Silte 0.27 -0.77
Areia -0.37 0.86
MOS 0.04 0.29
pH -0.90 -0.38
P extraivel -0.50 0.44
K extraivel -0.65 0.66
Ca extraivel -0.95 0.001
Mg extraivel -0.86 0.27
H+A 0.92 0.13
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Al extraivel

0.83 0.10
cTe -0.90 0.21
M 0.84 0.11
v -0.98 -0.05
Ca/Mg 071 0.30
Ma/K 0.41 054
Ca/K 0.75 057
Ca/CTC 0.96 0.16
Mg/CTC 0.67 0.20
K/CTC 0.22 0.77

Valores em negrito sdo estatisticamente significativos.

Analisando os dados apresentados na tabela 1, observa-se que a CP1 apresenta
maior peso, ou seja, valores positivos e maiores que a média para as variaveis atividade
de POX e PPO, H+AI, AI®* extraivel e M%. A CP2 apresenta valores positivos e maiores
para as variaveis areia% e K/CTC%.

A partir da tabela 1 foi possivel construir um grafico (Figura 1A) no qual é
observada a formacao de trés agrupamentos das variaveis analisadas. O peso das amostras
dos solos coletados com relacdo a CP1 e CP2 também foi avaliado e € mostrado na figura

1B.
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Figura 1: A) Relacdo entre a CP 1 versus CP 2 considerando os pesos de cada variavel
testada no solo. B) Relacdo entre a CP 1 vesrus CP 2 considerando os pesos das
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A partir das figuras 1A e 1B observa-se que os fatores que permitem diferenciar
0 SN dos solos cultivados sdo o0 Al 3" extraivel, H+Al, M%, teor de areia, atividade de
POX e PPO e K/CTC%. Ja os fatores que diferenciam o solo com MO dos demais sao
Mg?*, pH, Ca?*, CTC, V, Ca/Mg, Ca/K e Ca/CTC. Por fim, a principal caracteristica que
diferencia o solo com MC dos demais é o teor de silte.

A figura 1B mostra que o solo com MO apresenta similaridade com o SN quando
se considera a textura, que é representada na CP 2 pelo teor de areia e K/CTC.

A relagéo entre os solos demonstrada pela CP 2 explica 22% da variancia dos
resultados obtidos para os solos coletados. Esse resultado mostra a heterogeneidade do
solo quanto a textura, que pode ser consequéncia possivelmente do manejo da cana-de-
acucar. Considerando-se a ACP e a quantificacdo da atividade da PPO e POX nos
diferentes, solos pode-se concluir que os fatores relacionados ao pH, tais como a
quantidade de aluminio, saturacdo de aluminio e acidez total, sdo fatores importantes que
interferem na atividade dessa enzima, mostrando que o pH é o fator mais relevante ao se
considerar a atividade de PPO e POX no solo. E interessante notar que diferentemente
das fosfomonoesterases e B-glicosidases, para as oxidoredutases estudadas a textura ndo
foi um fator que interferiu significativamente na atividade enzimatica.

De fato, a analise de correlacdo de Pearson mostrou que existe correlacdo negativa
entre a atividade de POX e de PPO com o pH do solo (respectivamente r= -0,8 € 0,9
p<0,05). Esse resultado esta de acordo outros trabalhos descritos na literatura.
lyyemperumal e Shi (2008) (102), quantificaram enzimas em solos tratados com residuos
de suinocultura e nitrato de amonia, a peroxidase foi a enzima que mais sofreu reducgéo
de atividade em funcdo do pH. Fuji et al., (2013) (103) também reportaram efeito
limitante do pH em vérias oxidorredutases em solos de floresta coletados no Japéo,

Indoneésia e Tailandia. Tian et al., (2010) (14), também reportaram que em seus estudos
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sobre a correlacdo da mineralizagdo do carbono e nitrogénio com enzimas do solo as
unicas enzimas que apresentaram correlacdo com a alteracdo de pH foram fenol oxidases
e B-glucosaminidases.

O pH é um dos fatores mais importantes e que interfere na atividade enzimatica.
Podem interferir tanto o grau de ionizacdo da enzima e dessa forma alterando sua
afinidade com o substrato, quanto na producdo e liberagdo da enzima pelos micro-
organismos do solo (34, 44, 102).

A decomposicdo da matéria organica do solo se da por meio de uma cascata de
transformacéo que envolve desde a quebra dos polimeros de lignina oriundos de matéria
organica de plantas vasculares e oxidacdo de compostos fenolicos até a decomposicao da
celulose originando glicose na sua etapa final.

As enzimas oxidativas atuam nas etapas iniciais da decomposicdo da matéria
organica ¢ as hidrolases, tais como as celulases, B-glicosidases e fosfatases atuam na
mineralizacdo do carbono e do fésforo respectivamente (14) e dessa forma fornecem
nutrientes que poderdo ser utilizados por micro-organismos, plantas e em varios processos
do solo.

Uma vez que as oxidorredutases atuam nas etapas iniciais de degradacdo da
matéria organica do solo, se tornam chave nesse processo, pois permitem a formacéo de
substratos para as etapas seguintes. Dessa forma alteragdes no pH do solo levam a
diminuicdo na atividade enzimatica, conforme indicado pela ACP e a correlacdo de
Pearson, comprometem a degradacdo da matéria organica, e interferem na atividade

enzimatica de hidrolases presentes no solo.
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3.2 Efeito do manejo da cana-de-agucar na atividade de peroxidase

Conforme observado na figura 2, 0 SN (353 U) apresentou maior atividade que 0s
solos com manejo convencional (152 U) e orgénico (maximo de atividade em MO 161
U). De acordo com teste Tukey, ndo ha diferenca significativa entre as atividades de
peroxidase nos manejos convencional e organico.

De acordo com a figura 1 0 manejo provocou uma redugéo de 57% da atividade
de peroxidase no manejo convencional e de 55% no manejo organico da cana-de-agucar.
O efeito do manejo de culturas em enzimas de solo ja foi relatado por outros autores (17,
29, 104). No entanto, para enzimas oxidativas poucos estudos avaliando o efeito do

manejo de culturas sobre essas enzimas tém sido realizados.

MC MO SN
Manejo

Figura 2: Efeito do manejo na atividade de peroxidase

3.3 Efeito do manejo de cana de aglcar na atividade de polifenoloxidase

O efeito do manejo de cana de agucar na atividade de polifenoloxidase foi testado

apenas no pH 6,0 de acordo com a metodologia de Halpin et. al., (1989) (90).
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A figura 3 mostra o efeito do manejo organico e convencional na atividade de
polifenoloxidase. Observa-se que 0 SN apresentou maior atividade enzimatica (80 U) que
o0 solo convencional (51 U) e organico (54 U). O teste Tukey (p>0,05) mostrou que ndo
houve diferenca significativa na atividade enzimatica nos solos cultivados. Nesse sentido,
assim como ocorreu para peroxidase, 0 manejo de cana de acgUcar reduziu a atividade

enzimatica nos solos cultivados.
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Figura 3: Atividade de polifenoloxidase nos diferentes manejos

Geng et al. (105) realizaram um estudo com vérias enzimas em solo nativo de
florestas e solo com retirada de vegetacdo e observaram que polifenoloxidases
apresentaram maior atividade em solo nativo. O contrério foi observado para peroxidase,
que apresentou maior atividade em solo com agdo antropica em solos de florestas de
pinheiro.

Peroxidase e polifenoloxidase tém papéis importantes nas etapas iniciais de

degradacédo da matéria organica que ira influenciar subsequentemente na disponibilizagédo
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de substratos para outras enzimas envolvidas na humificagéo, tais como a B-glicosidase.
Dessa forma, torna-se importante avaliar o impacto das préaticas agricolas sobre sua
atividade e uma vez que este impacto seja identificado, novas metodologias que reduzam

o efeito da agricultura podem ser desenvolvidas.
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4 CONCLUSAO

A andlise de componente principal dos dados de quantificacdo de enzimas
oxidativas em solos do Cerrado (peroxidase e polifenoloxidase) e dos fatores fisico-
quimicos permitiram diferenciar os solos coletados das areas de SN, MO e MC. A
atividade de peroxidase, polifenoloxidase, teor de aluminio, saturacédo de bases e acidez
total foram os fatores que permitiram diferenciar NS dos solos cultivados e permitiram
inferir que o pH poderia ser um dos fatores que mais afetasse a atividade dessas enzimas
do solo, o que foi comprovado pela correlacdo de Pearson.

Foi observado ainda que o SN apresentou maior atividade de enzimas oxidativas
gue os manejos cultivados, mostrando que disturbios causados pela agricultura, afetam a
atividade dessas enzimas, sendo que houve reducdo de cerca de 36% da atividade

enzimatica de polifenoloxidase e 57% na atividade de peroxidase nos solos cultivados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O manejo da cana-de-acUcar afetou de diferentes maneiras as enzimas de solo
estudadas neste trabalho. Fosfomonoesterases &cidas apresentaram reducgdo na atividade
enzimaética de cerca de 50% na atividade em solos sob cultivo orgéanico e convencional e
os fatores que mais afetaram a atividade dessa enzima foi o pH e a textura do solo. Esses
fatores também afetaram a atividade de B-glucosidase, no entanto 0 manejo organico
apresentou atividade enzimatica similar ao do solo nativo, mostrando que esse manejo
possivelmente conserva caracteristicas importantes para a manutencao dessa enzima, tais
como a textura e a CTC. Houve, entretanto, uma reducgéo de cerca de 68% na atividade
da B-glucosidase no manejo convencional quando comparado ao solo nativo e sob manejo
organico. As oxidorredutases, assim com as fofomonoesterases, apresentaram reducéo da
sua atividade tanto no solo sob cultivo organico, quanto convencional, com reducdo de
cerca de 36% da atividade enzimatica. No caso dessas enzimas; o pH foi o fator que
apresentou correlacdo com a atividade enzimatica.

Cada classe de enzima estudada apresenta diferentes papéis na qualidade do solo.
Portanto, a reducdo na atividade dessas enzimas no ambiente do solo interfere na
qualidade desse ecossistema, tais como a disponibilizacdo de glicose para micro-
organismos, mineralizacdo do carbono, fésforo e decomposicdo da matéria organica do
solo. Entretanto, ndo foi é possivel afirmar conclusivamente que as enzimas testadas
possam ser usadas como bioindicadores de qualidade de solos do Cerrado pois a qualidade
do solo depende tanto da atividade enzimatica do solo quanto de sua relagdo com outros
fatores tanto quimicos quanto bioldgicos no solo pois um solo com alta atividade
enzimatica pode apresentar baixa diversidade de micro-organismos e assim ndo garante

a qualidade desse ecossistema.
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Dessa forma, considerando os resultados obtidos, o conhecimento acerca dos
fatores que interferem na atividade dessas enzimas é importante pois permite além da
deteccdo precoce de alteragdes na funcdo do solo, que novas tecnologias de manejo

sustentavel possam ser desenvolvidas.
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6 PERSPECTIVAS

Este trabalho de pesquisa trouxe respostas, mas também novos questionamentos
permitem a continuidade de uma linha de pesquisa em bioquimica do solo, tais como:
» Ampliagdo de testes bioquimicos envolvendo enzimas oxidativas;
* Estudo de outras enzimas envolvidas na funcdo e qualidade do solo, tais como urease,
protease, amidase;
* Extracdo e caracterizagdo das enzimas imobilizadas nas particulas do solo;
* Correlagdo entre a comunidade microbiana e a atividade enzimatica nos solos sob
cultivo organico e convencional da cana-de-agucar;
« Efeito da aplicagdo da vinhaga na atividade das enzimas presentes no solo do Cerrado;
« Avaliar as enzimas em diferentes situacOes de estresse devido a diferencas sazonais;
« Contribuir para o desenvolvimento de politicas publicas para a expansdo da cultura de

cana-de-acgucar.
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