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Desenvolvimento de
metodologia de baixo
custo para analise de
B-glicosidase em solos

Leonardo Vitor Belo Pazutti’
Guilherme Montandon Chaer?

Resumo

O presente estudo objetiva propor modificacées ao método de andlise
da B-glicosidase em solos, originalmente descrito por Tabatabai
(1994), visando a otimizacao de procedimentos da analise e a reducéao
de custos, especialmente em relacdo ao substrato p-nitrofenil-f-D-
glicopiranosideo (PNG). Uma sequencia de ensaios foram realizados
para comparar o método original ao modificado, o qual incluiu

as seguintes modificacdes: uso de 50% da quantidade de solo e
reagentes; uso de tubos de ensaio no lugar de Erlenmeyers para a
reacdo; incubacdo em banho maria no lugar de incubadoras e o uso
de centrifugacdo no lugar de filtragem para separar o solo do meio

de reacdo antes da andlise colorimétrica. Além dessas modificagdes,
foi avaliada a possibilidade de reducdo da concentracdo do substrato
PNG no meio de reacdo de 50 mM para 10 mM. O método original foi
comparado ao método modificado pela andlise de 30 amostras de solo
contendo diferentes teores de matéria organica e diferentes texturas.
Os resultados mostraram que o método modificado, utilizando-se

' Graduando em Quimica Industrial; UFRRJ, BR 465, Km 7, Seropédica, RJ,
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o PNG a 50 mM, apresenta alta correlacdo com o método original
utilizando a mesma concentracéao (r = 0,86). Quando se reduziu a
concentracdo de PNG para 10 mM, também houve alta correlagcdo com
os resultados obtidos a 50 mM (r = 0,94). No entanto, a producao de
p-nitrofenol com substrato a 10 mM foi reduzida em aproximadamente
40% relativo a reacdo com substrato a 50 mM, independente do tipo
de solo testado. Em razdo desse fato, sdo propostas equacdes para

a comparacdo de resultados de andlise entre os métodos original e
modificado. Concluimos que o método modificado utilizando PNG a 50
mM ou 10 mM produz resultados relativos semelhantes ao método de
Tabatabai (1994), mas com custo de andlise significativamente menor.



Development of low cost
methodology for analysis of
B-glucosidase in soils

Abstract

This study aims to propose modifications to the analysis of
B-glucosidase in soils, originally described by Tabatabai (1994), to
optimize procedures and to reduce costs, especially related to the
substrate p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (PNG). A sequence of
experiments were made to compare the original method with the
modified, which included the following changes: use of 50% of soil and
reagents, replacement of Erlenmeyers by test tubes for the reaction,
incubation in water bath instead of regular incubators, and the use of
centrifugation instead of filtering to separate the soil from the reaction
medium before the colorimetric analysis. In addition, it was tested the
possibility to reduce the concentration of PNG in the reaction medium
from 50 mM to 10 mM. The original method was compared to the
modified by analyzing 30 soil samples containing different soil organic
matter content and textures. The modified method using 50 mM PNG
showed high correlation with the original one using the same PNG
concentration (r = 0,86). Results from tests made with 10 mM PNG
also had a high correlation with results obtained at 50 mM PNG (r =
0,94). However, the production of p-nitrophenol with 10 mM PNG
was reduced in 40% approximately, independent of the soil sample.
Therefore, equations are proposed to direct comparison of results



produced by the original and modified methods. We conclude that
the modified method using either 50 mM or 10 mM develop results

comparable to the Tabatabai (1994) method, but with significantly
lower cost of analysis.

Keywords: Soil Enzymes; soil quality; soil bioindicators; laboratory
methods.
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Introducao

Devido a ampla variedade de ligacOes glicosidicas de ocorréncia natural,
existe uma vasta diversidade de enzimas denominadas glicosidases cuja
funcdo € a clivagem destas ligacdes. Esta diversidade €, presumivelmente,
consequéncia da natureza diversa dos tipos de substratos existentes

e também das diferentes solucGes evoluciondrias para o problema da
construcdo de sitios ativos capazes de hidrolisar ligacées glicosidicas
(WITHERS, 2001). A principal reacdo catalisada pelas glicosidases é

a hidrélise de ligacdes B-glicosidicas em glicosideos de baixa massa
molecular. Desta forma, o nome B-glicosidase € dado a diferentes tipos
de enzimas capazes de hidrolisar ligacées -glicosidicas em dissacarideos,
oligossacarideos e glicosideos conjugados liberando acucar (glicose) que
servird como fonte de energia para os organismos (COULON et al., 1998;
SANZ-APARICIO et al., 1998; BHATIA et al., 2002).

As B-glicosidases podem ser produzidas por diversos organismos,

como bactérias (KATAYEVA et al., 1992; PAAVILAINEN et al., 1993;
SESTELO et al., 2004), fungos (RICCIO et al.,1999; JAGER et al.,
2001; YUN et al., 2001; BELANCIC et al., 2003), plantas (SUE et

al., 2000; CAMERON et al., 2001; GERALDI et al., 2001) e animais
(MARANA et al., 1995; HAYS et al., 1998; PONTOH e LOW, 2002).
No solo, quando liberadas no meio pelos organismos, elas podem ser
imediatamente metabolizadas por microrganismos ou se associar fisica
ou quimicamente aos coloides do solo, tornando-se mais estdveis e
inacessiveis a decomposicdo (MELO, 1988). Estima-se que cerca de um
terco do nitrogénio do solo pode estar na forma de complexos proteicos
(incluindo enzimas com sitios ativos) com coloides formados por argilas
e outros compostos orgédnicos (MELO, 1988). As enzimas, assim
complexadas, podem ser liberadas para a solucdo do solo com perda
pequena de atividade.

As B-glicosidases tém participacdo essencial na ciclagem de carbono (C)
no solo, especialmente na decomposicdo de componentes celuldsicos
de plantas. Como elas sdo sintetizadas principalmente pelos organismos
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do solo, as condicbes que favorecem a atividade microbiana, como

um ambiente fisico e quimico equilibrado e aportes regulares de
material organico, também favorecem a atividade enziméatica. Logo,

a atividade de B-glicosidases possui correlacdo significativa com a
matéria organica do solo (EIVAZl e TABATABAI, 1988; CHAER et al.,
2009), embora a atividade desse grupo de enzimas seja muito mais
rapidamente e intensamente alterada em funcdo de mudancas no uso
ou manejo do solo (TOTOLA e CHAER, 2002; MENDES et al., 2012).
Dessa forma, a mensuracdo da atividade dessa enzima no solo tem sido
crescentemente recomendada como um bom indicador de qualidade
dos solos, especialmente pela alta sensibilidade de tais enzimas

as alteracdes causadas pelo seu uso, manejo ou outras influéncias
antrépicas (MATSUOKA et al., 2003; GIL-SOTRES et al., 2005; CHAER
e TOTOLA, 2007).

O método tradicionalmente utilizado na andlise da B-glicosidase foi
desenvolvido por Eivazi e Tabatabai (1988), o qual foi posteriormente
sintetizado em Tabatabai (1994). Este consiste na extracdo e
determinacédo colorimétrica do p-nitrofenil liberado quando a amostra
de solo é incubada com solucdo tamponada contendo p-nitrofenil-3-D-
glicopiranosideo (PNG) sob a temperatura de 37°C por 1 hora. Este
método, embora padrdao e amplamente empregado em diversos estudos
com solos, apresenta custo relativo elevado quando se considera a
possibilidade de aplicacao da andlise em larga escala e o uso dela

em rotinas laboratoriais. Esse custo elevado deve-se principalmente
ao preco do PNG, um reagente importado e com custo estimado em
U$600,00 para a anélise de 100 amostras.

Este trabalho objetivou propor mudancas na metodologia de Eivazi e
Tabatabai (1994) como a reducédo de escala do meio de reacdo e da
concentracdo do substrato PNG para a reducao do custo da andlise.
Nossa hipdtese é que o uso de uma concentracdo de substrato menor
no meio reacional ndo causa limitagdo para a atividade da B-glicosidase
em diferentes solos.
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Material e Metodos

Solos

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas 30 amostras de variados
tipos de solo coletadas de dreas sob diferentes usos na microbacia do
rio Batatal em Cachoeiras de Macacu, RJ (Tab. 1). Cada amostra foi
composta de oito amostras simples coletadas na profundidade de O a
10 cm. Apés a coleta, as amostras foram peneiradas em peneira de

2 mm e armazenadas a 4°C até a realizacdo das andlises.

Analise da (-glicosidase pelo método original

A atividade de B-glicosidase foi determinada segundo a metodologia
proposta por Tabatabai (1994). Resumidamente, em Erlenmeyers

de 50 ml foram adicionados 1 g de solo, 4 ml de tampé&o universal
modificado - MUB pH 6,0 (Tabatabai, 1994) e 1 ml de solugdo de PNG
50 mM preparada no tampao. Os frascos foram fechados, agitados
manualmente e incubados em estufa do tipo BOD por 1 h a 37°C.
Apds este periodo, foram imediatamente adicionados 1 ml de CaCl,
0,5 M e 4,0 ml de tampao tris(hidroximetil)aminometano - THAM

0,1 M pH 12 (TABATABAI, 1994) seguido de agitacdo. O meio reacional
foi entao filtrado em papel de filtro qualitativo, e a quantidade de
p-nitrofenol (pNP) presente no filtrado determinada colorimetricamente
em espectrofotémetro ajustado para 410 nm e com o uso de uma curva
padrao preparada com quantidades conhecidas de pNP.

Andlise da (-glicosidase pelo método modificado

A atividade de B-glicosidase foi avaliada utilizando-se as seguintes
modificacdes relativas ao método de Eivazi e Tabatabai (1988): em
tubos de ensaio de 10 ml foram adicionados 0,5 g de solo, 2 ml de
tampdo MUB (pH 6,0) e 0,5 ml de solucdo de PNG 50 mM preparada
no tampdo. Os tubos foram agitados em Vortex e posteriormente
incubados em banho-maria por 1 hora a 37°C. Apds este periodo,
foram adicionados 0,5 ml de CaCl, e 2,0 ml de THAM 0,1 M pH 12.
Os tubos foram agitados e posteriormente centrifugados por 5 min a
3000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo do pNP
formado conforme descrito anteriormente para o método original.

11
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A atividade da B-glicosidade também foi avaliada utilizando-se o
método modificado com solugdes de PNG nas concentracées de
100 mM e 10 mM.

Todas as analises, independente do método, foram feitas em duplicata
para cada um dos 30 tipos de solo (Tab. 1). Controles para cada

Tabela 1. Classificacdo do solo, posicdo no relevo e uso do solo dos locais
de amostragem e contetdos de C orgénico e argila das amostras de solo.
Amostras foram coletadas na profundidade de 0 a 10 cm.

1 Cambissolo Encosta Pasto 14,5 28
2 Cambissolo  Encosta Mata estdgio inicial 12,4 18
3 Cambissolo Encosta Bananal 13,3 22
4 Cambissolo Encosta Pasto 10,9 22
5 Cambissolo Encosta Mata 12,6 28
6 Latossolo Encosta Mata estdgio inicial 9,7 18
7 Cambissolo Encosta Pasto 8,7 22
8 Cambissolo Encosta Pasto 6,7 18
9 Latossolo Encosta Pasto 21,4 34
10 Latossolo Encosta Mata 12,5 16
11 Latossolo Encosta Pasto 10,9 22
12 Cambissolo Encosta Mata 9,0 10
13 Cambissolo Encosta Bananal 8,1 10
14 Cambissolo Encosta Bananal 11,7 18
15 Cambissolo Encosta Pasto 10,8 22
16 Cambissolo  Baixada Agricultura 7.9 18
17 Gleissolo Baixada Agricultura 9,8 12
18 Cambissolo Baixada Bananal 6,7 18
19 Cambissolo  Baixada Agricultura 9,2 32
20 Cambissolo  Encosta Mata 9,9 20
21 Cambissolo  Encosta Agricultura 6,8 26
22 Latossolo Encosta Mata 9,5 24
23 Latossolo Encosta Pasto 13,9 34
24 Cambissolo Baixada Mata 12,2 16
25 Gleissolo Baixada Agricultura 14,7 28
26 Cambissolo  Baixada Agricultura 15,3 12
27 Gleissolo Baixada Pasto 6,6 14
28 Cambissolo Baixada Pasto 11,9 18
29 Cambissolo Baixada Bananal 11,5 18
30 Cambissolo Baixada Agricultura 9,7 16
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amostra foram preparados pela adicdo de tampdo MUB ao invés da
solucdo com PNG para descontar a cor ndo derivada da atividade
da enzima. Controles contendo a mistura de reacdo na auséncia de
solo também foram preparados e analisados em duplicata para cada
método testado.

Os resultados de atividade de B-glicosidase obtidos pelos diferentes
métodos foram analisados graficamente e pelo cédlculo de coeficientes
de correlacdo de Pearson.

Resultados e Discussao

Comparacao entre os métodos original e modificado
com PNG a 50 mM

Houve correlacdo entre a atividade de B-glicosidase obtida pelo

método de Tabatabai (1994) (doravante denominado ‘método original’)
e o0 método modificado, ambos usando o substrato PNG a 50 mM

(r =0,86; p < 0,0001) (Fig. 1). No entanto, o método modificado
apresentou uma atividade média 29% maior do que aquela obtida pelo
método original. Essa diferenca pode estar relacionada a diferenca no
ambiente de incubacdo das amostras utilizado em cada método, uma
vez que a relagdo solo:reagentes no meio reacional ndo foi alterada.

No método original foi usado estufa bacteriolégica (BOD) para incubar
as amostras a 37°C, ja que o uso de Erlenmeyers demandam grande
quantidade de espaco. A incubacdo das amostras em estufas é
generalizada em laboratdérios que realizam andlises de B-glicosidase,
apesar da metodologia original ndo especificar esse meio de incubacéo.
Diferentemente, no método modificado proposto foi usado banho-
maria como meio de incubacdo, uma vez que o uso de tubos de ensaio
demanda espaco significativamente menor. Como o método original ndo
especifica a necessidade de um periodo de pré-incubacdo das amostras,
anteriormente a adicdo do substrato, o meio de reacdo somente
permanece a 37°C durante uma fracdo do tempo de 1 h de incubacéo.
Em ensaios realizados em nosso laboratdrio, levou-se aproximadamente
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35 min para a temperatura do meio de reacdo atingir 35°C quando
amostras foram incubadas em BOD a 37°C e aproximadamente

15 min quando incubadas em banho-maria, devido a maior eficiéncia de
transferéncia de calor da dgua em relacdo ao ar seco da estufa. Logo,
como no método modificado a incubacao ocorre por um periodo mais
longo em temperatura préoxima a étima da enzima, é razodvel que a
atividade liquida final medida seja maior que aquela obtida no ensaio
usando o método original.

Comparacao da atividade enzimatica com PNG a 10,
50 e 100 mM no método modificado

Houve boa correlacdo (r = 0,94) entre as atividades de B-glicosidase
medidas com PNG a 50 mM e 10 mM (Fig. 2). Entretanto, a média

da atividade da enzima quando usado PNG a 10 mM foi reduzida

em aproximadamente 40% em relacdo a atividade a 50 mM quando
usado o método modificado e, em 27%, em relacdo ao método
original. Ao contrdrio, quando se testou a concentracdo de PNG a 100
mM a atividade média de B-glicosidase aumentou em aproximadamente
30% em relacdo a atividade encontrada na concentracdo de 50 mM
(Fig. 3).

Métodos desenvolvidos para a andlise da atividade potencial de
enzimas hidroliticas pressup6e a definicdo de condicbes 6timas de pH,
temperatura e concentracdo do substrato. Em relacdo ao ultimo, os
ensaios enzimaticos supostamente sio realizados sob concentracées
saturantes de substrato para assegurar que a velocidade maxima

de conversédo do substrato da enzima (Vmax) estard sendo medida
(cinética de ordem zero) (GERMAN et al., 2011). A dificuldade nesse
aspecto reside no fato de que diferentes solos podem apresentar
diferentes Vmax para dado grupo de enzimas hidroliticas. No caso das
B-glicosidases, isso ocorre porque o pool de enzimas em cada solo pode
apresentar diferentes tipos enzimaticos de diferentes origens e o nivel
de interacdo das enzimas com substéncias coloidais pode afetar a sua
afinidade pelo substrato.
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0.5 1,0 1.5 2,0 2.5

Meétodo modificado - 50 mM PNG
(umol pNP/g/h)

Fig. 1. Relacdo entre a atividade da -glicosidase obtida pelo método original de Eivazi

& Tabatabai e 0 método modificado. Em ambos os métodos foi adicionado o substrato

PNG na concentracdo de 50 mM. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e a relacdo

entre a média dos resultados obtidos entre os dois métodos sdo apresentados no grafico.

*¥% p < 0,0001.
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Fig. 2. Relacdo entre a atividade da B-glicosidase obtida pelo modificado com PNG 50

mM e 10 mM. O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e a relagdo entre a média dos

resultados obtidos entre os dois métodos sdo apresentados no grafico. *** p < 0,0001.
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No trabalho desenvolvido por Eivazi e Tabatabai (1988), onde foram
definidas as condicées étimas para a andlise de pB-glicosidases em
solos, ndo € relatado como se chegou a concentracdo de 50 mM de
PNG, a qual somente foi posteriormente recomendada em Tabatabai
(1994). No entanto, pode-se supor que essa concentracdo derivou

do maior Km (constante de Michaelis-Menten, que representa % da
concentracdo necessaria para atingir o Vmax da enzima) obtido dentre
os cinco solos testados naquele trabalho (EIVAZI e TABATABAI, 1988),
o qual foi equivalente a 2,4 mM de PNG no meio reacional. Baseado
nesse valor, a concentracdo de substrato necessdria para atingir o
Vmax daquele solo seria de 4,8 mM no meio reacional, equivalente

a aproximadamente 25 mM na solucdo de substrato (considerando

a diluicdo de 5x apés adicdo do substrato e do tampao). E possivel,
portanto, que a recomendacdo do uso de uma concentracdo maior,

no caso 50 mM, tenha sido uma forma de os autores assegurarem a
andlise da enzima em condicdo saturante de substrato em tipos de solo
diferentes daqueles por eles estudados.

No entanto, nossos resultados indicaram que a concentracdo de
substrato proposta em Tabatabai (1994), equivalente a 50 mM,
encontra-se distante daguela que aproxima a atividade da enzima do
seu Vmax para as amostras de solo usadas nesse estudo (Fig. 3).

As 30 amostras utilizadas compreenderam trés ordens de solo com
conteudo de C-org variando de aproximadamente 7 a 20 mg kg’

e de argila variando de 10 a 34%. Pode-se inferir, portanto, que a
concentracdo de PNG proposta por Tabatabai (1994) é insuficiente
para atingir o Vmax de B-glicosidases em diferentes solos brasileiros.
Entretanto, deve-se destacar que mesmo nos solos com atividade mais
elevada ndo houve limitacdo de substrato durante o periodo de 1 h de
incubacao a 37°C. Este fato, corroborado pela alta correlacdo entre os
resultados obtidos pelos diferentes métodos, reforca a viabilidade do
uso da concentracdo de PNG a 10 mM, uma condicdo sabidamente
ndo-saturante de substrato (similar a 50 mM), mas nao limitante a
expressao dos diferentes niveis de atividade entre as amostras de solo.
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(umol pNP/g/h)

r=094"*
0,5 média x / média y= 0,76

Método modificado - 100 mM PNG

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2.5
Meétodo mofificado - 50 mM PNG
(umol pNP/g/h)

Fig. 3. Relacdo entre a atividade da B-glicosidase obtida pelo modificado com PNG 50
mM e 100 mM. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e a relacdo entre a média dos

resultados obtidos entre os dois métodos sdo apresentados no grafico. *** p < 0,0001.

E possivel a comparacgéo de valores oriundos do método modificado

com aqueles de estudos que utilizaram o método original, seja usando a

concentracéao original de PNG de 50 mM ou a reduzida de 10 mM, por

meio das seguintes equacoées:

® Para atividade de B-glicosidase medida com PNG a 50 mM:
Atividade método original PNG 50 mM = 0.6606 x atividade
método modificado + 0.0608

* Para atividade de B-glicosidase medida com PNG a 10 mM:
Atividade método original PNG 50 mM = 1.1763 x atividade
método modificado + 0.0949

Aplicacao e vantagens do método modificado
Considerando o valor médio de mercado atual do PNG, o custo
estimado para a andlise de 100 amostras de solo € de U$ 600,00.
Usando-se o0 método modificado proposto nas concentracées de 50 e
10 mM para a andlise das mesmas 100 amostras, esse custo pode ser
reduzido para U$ 300,00 e U$ 60,00, respectivamente.
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Tabela 2. Comparacdo entre os métodos original (Eivazi & Tabatabai, 1988) e
modificado ressaltando as vantagens do método modificado.

Erlenmeyers Tubos de  Reducédo de espaco e
50 ml ensaio 10 ml vidraria.
U$ 60,00 a Reducéo de custo do
Us 600,00 U$ 300,00 substrato por andlise.
Menor tempo para

Meio de incubacéo

Custo do substrato /
100 amostras

Incubadora (BOD) Banho-maria

Incubacéo (37°C/1h) (37°C/1h) alm.nglr tempgratura
d6tima da enzima.
~ Eliminacao de papel
O Filtragem Centrifugacao de filtro. Reducéo do
sobrenadante

tempo de analise.
Geracao de residuo / 1000 ml 500 ml Mer’10r gerac%a(.) de
100 amostras residuos quimicos

Além da reducdo do gasto com substrato, a modificacdo proposta no
método de andlise da B-glicosidase apresenta ainda outras vantagens
em relagdo ao método de Eivazi e Tabatabai (1988). Dentre estas,
podem ser citados a reducdo de espaco e gasto de vidraria necessadrio
para a realizacdo dos ensaios, o menor tempo de andlise em funcédo da
substituicdo da etapa de filtragem pela de centrifugacéo, a eliminacao
do uso de papel filtro e a reducdo em 50% na geracédo de residuos
quimicos contendo substancias fendlicas (Tab. 2).

Conclusoes

A andlise da B-glicosidase utilizando o método modificado apresentou
alta correlacdo com o método original proposto por Tabatabai

(1994) em uma ampla variacdo de tipos de solo. Apesar da atividade
enzimatica liquida diferir entre os métodos quando utilizado o substrato
PNG nas concentracées de 50 mM ou 10 mM, equacdes lineares
podem ser usadas para obter a equivaléncia dos valores obtidos em
relacdo ao método original.



Desenvolvimento de metodologia de baixo custo 19
para analise de B-glicosidase em solos

O uso do método modificado apresentado constitui uma alternativa
vidvel para a andlise de B-glicosidase em solos e pode ser adotado por
laboratérios de rotina a um custo significativamente menor. Somente
considerando o gasto com o substrato PNG, reagente de maior peso

na composicao de custos dos materiais utilizados na analise, o uso de
PNG a 10 mM permite uma reducdo de 10 vezes no seu uso relativo ao
método original.
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