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A decomposicao da matéria organica
e o ciclagem de nutrientes s&o processos
complexos que necessitam da agao de
multiplos organismos. Os microrganismos
do solo sintetizam e liberam diferentes
enzimas extracelulares, que ajudam a
despolimerizar e mineralizar compostos
organicos complexos em moléculas
menores, podendo ser assimiladas por
outros organismos (Wang et al., 2016;
Cordero et al.,, 2019). A maioria do
nitrogénio (N) no solo é encontrada em
compostos organicos e sua hidrélise
ocorre por enzimas chamadas de
hidrolases amidicas. Dentre estas, existe
uma enzima denominada urease que esta
associada a transformacdo, renovacao
biolégica e disponibilidade de nitrogénio
(Lanna et al., 2010; Zhang et al., 2014).

A urease constitui um grupo de
enzimas encontrada na natureza, sendo
produzida por bactérias, fungos, plantas,
algas, invertebrados e ainda pode
ser encontrada em residuos animais
(Modolo et al., 2018; Pacheco; Cola,
2019). Esta enzima pertence a familia
das amidohidrolases e fosfotriestreases,
cuja principal caracteristica € a presenca
de centros metalicos em seus sitios
ativos, sendo a urease a Unica enzima

que possui niquel (Ni) em seu sitio ativo
(Krajewska, 2009; Mazzei et al., 2020).
Sua fungao é catalisar a hidrdlise da ureia
em meio aquoso, produzindo didxido
de carbono (CO,) e duas moléculas de
amonia (NH,+), o CO, em contato com o
meio aquoso resulta na oxidagao a acido
carbonico (H,CO,) (Almeida et al., 2008;
Krajewska, 2009).

A maioria dos métodos de ensaio
da atividade da enzima urease do solo
envolve a estimativa do NH,+ liberado
na incubagao de solo, pela estimativa
da ureia durante o processo de hidrolise
ou pela estimativa de CO, produzido
(Tabatabai, 1972; Pacheco; Cola, 2019).
Mas, dentre os métodos utilizados, o
mais difundido para medir a atividade da
enzima urease foi desenvolvido em 1988,
por Kandeler e Gerber. Desta forma, este
documento descreve a determinagao
da atividade da urease baseada na
metodologia descrita por Kandeler e
Gerber (1988) com modificacdes. Este
protocolo determina a urease pelo
método tamponado, utilizando o tampao
borato. As adaptag¢des foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia do Solo
da Embrapa Florestas.
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Material e equipamentos
necessarios

* Frascos de vidros com tampa

» Béquer;

Espatula para pesagem de reagentes;
* Proveta;

* Pipeta;

» Bastao de vidro;

+ Baldo volumétrico;

» Erlenmeyer ou frasco para armazena-
mento;

* Microtubos de 2 mL para centrifuga-
¢ao;

» Bandeja;

Micropipetas;

Dispensador automatico;

Agitador magnético;
» Balanga;

* pHmetro;

Espectrofotémetro;

 Incubadora;

Agitador de bancada;

» Balanca analitica;

Geladeira;

Centrifuga;

Capsulas de porcelana;

» Estufa de secagem;
» Dessecador;

« Silica.

Reagentes e solugbes
a) Solugao NaOH (20%)

Dissolver 20 g de NaOH em 50 mL de
agua deionizada. Avolumar com agua
deionizada em baldo de 100 mL.

b) Tampao Borato

Dissolver 30 g de tetraborato de
sédio (livre de agua) em 1.500 mL de
agua deionizada quente. Apds esfriar,
ajustar o pH para 10, com NaOH (20%).
Avolumar com agua deionizada em
baldo de 2.000 mL.

c) Solugao de ureia

Dissolver 2,4 g de ureia em 400 mL
de agua deionizada. Avolumar com
agua deionizada em baldao de 500
mL. (Atengdo, essa solugdo deve ser
preparada no dia da analise).

d) Solugao HCI1 M

Considerando que o HCI com 37%
de pureza tem molaridade igual a 10 M,
para obter uma solugdo HCI 1 M deve
ser diluida 1:10. Para tanto, adicionar
aproximadamente 70 mL de agua
deionizada em um baldo volumétrico de
100 mL e adicionar, cuidadosamente, 3,7
mL de HCI P.A. Sempre adicione o acido
na agua, jamais o contrario. Avolumar
com agua deionizada.



e) Solugédo de KCI acidificado

Dissolver 74,6 g de KCl em 300 mL
de agua deionizada e adicionar 10 mL
de HCI 1 M (3,7%). Avolumar com agua
deionizada em baldo de 1.000 mL.

f) Solucado de NaOH

Dissolver 12 g de NaOH em 700 mL
de 4gua deionizada. Avolumar com agua
deionizada em baldo de 1.000 mL.

g) Solugédo de salicilato de sédio/
nitroprussiato de sédio

Dissolver 17 g de salicilato de sodio e
120 mg de nitroprussiato de sédio em 70
mL de agua deionizada. Avolumar com
agua deionizada em baldo de 100 mL.

h) Solucao de salicilato de sédio/
solugao de NaOH

Misturar igual volume (1:1:1) das
solugdes de salicilato de sddio, NaOH e
agua deionizada. ATENCAO: Deve ser
preparada no dia da analise.

i) Solugao de dicloroisocianurato
de sodio 0,1%

Dissolver 0,1 g de dicloroisocianurato
de sodio 0,1% em 90 mL de agua
deionizada. Avolumar com agua
deionizada em baldo de 100 mL.
ATENGAO: preparar a solugdo
rapidamente e imediatamente antes de
sua utilizagdo, no dia da analise. Uma
modificacdo da metodologia foi utilizar
dicloroisocianurato de sodio presente
em desinfetante para piscina, contendo
40% de soédio, que é barato e de facil
aquisicao.
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j) Solugao de cloreto de aménio

Dissolver 0,382 g de cloreto de
aménio em 70 mL de agua destilada.
Avolumar com agua deionizada em
baldo de 100 mL. (1.000 ug NH,-N mL"").
A solucdo é estavel por diversas
semanas sob temperatura de 4 °C.

Determinacao da
umidade do solo

Para o célculo da atividade da
urease, € necessaria a determinacéo do
peso seco do solo. Para isso, deve-se
determinar a umidade do solo. Adiante
segue a metodologia utilizada para esta
determinacao.

* Pesar as capsulas de porcelana va-
zias, previamente secas em estufa
por, no minimo, duas horas. Retirar da
estufa, acondicionar em dessecador
até o equilibrio da temperatura e, em
seguida, pesar e anotar a massa da
capsula. Tarar a balanga.

* Pesar 10 g de solo e anotar a massa
(mu = massa umida)

» Deixar secar em estufa por 24 horas.

* ApOs secar, as capsulas contendo a
amostra devem ser acondicionadas
em dessecador até o equilibrio da
temperatura e, em seguida, pesadas.
Anotar a massa de cada capsula sen-
do ms = massa seca.



Protocolo para a determinagéo da enzima urease em amostras de solos ... 5

Calculo da umidade:
Umidade %= [(mu - ms)/mu]*100

Equacao 1- Calculo da umidade

Onde:
mu = massa Umida

ms = massa seca

Construcao da curva
de calibracao

Em um tubo de ensaio de vidro,
pipetar 1 mL da solugdo de cloreto de
amoénio e 9 mL da solucédo de KCI. Esta
solugéo contera 100 pg NH,-N mL" Da
solugéo contendo 100 pg NH,-N mL",
pipetar 1 mL e diluir em 9 mL de agua
destilada. Esta solugdo passara a 10 ug
NH,-N mL". A partir desta solugéo, sera
construida a curva de calibragdo de
acordo com a Tabela 1 e Figura 1.

Tabela 1. Curva de calibragdo para determi-
nacao da concentragao de amdnio.

Concentragio ci(:::e iadoo Agua
de NH,-N destilada

i 10 pg NH,-N :

(ng mL") mL* (mL) (mL)

0,00 0 9,00*

0,50 0,5 9,50

1,00 1,0 9,00

1,25 1,25 8,75

1,50 1,50 8,50

1,75 1,75 8,25

*Adicionar 1 mL da solucdao de KCI acidificada
diluida (10x em agua), para completar os 10 mL da
concentragao 0 ug NH,-N mL".

Foto: Rafael Hennel Tulio

Figura 1.

Curva de calibragdo para a
determinagdo da concentragdo de amoénio
(NH,-N (ug mL™").

Determinagao da urease

» Pesar 5 g de solo em fracos de vidro
de 100 mL com tampa (fazer em tripli-
catas).

» Pipetar 5 mL de agua destilada que
sera o branco (triplicatas).

» Adicionar 2,5 mL de solugao de ureia
e 20 mL de tampé&o borato (n&o adicio-
nar ureia no branco).

* Incubar as amostras sob temperatura
de 37 °C, por duas horas, em incu-
badora.

* Interromper reagdo com a adigcao de
30 mL da solugao de KCL acidificado
e agitar por 30 minutos.

* Imediatamente apds adicionar a so-
lugdo do KCL no branco, adicione
2,5 mL da solugao de ureia.

» Transferir aliquotas de 1,4 mL da sus-
pensdo de solo para microtubos de
2 mL e centrifugar a 14.000 rpm, por
10 minutos. Na metodologia original



utiliza-se a filtracdo. No entanto, a
centrifugagdo é rapida e mostrou-se
suficiente.

* Retirar 1 mL do sobrenadante e adi-
cionar 9 mL de agua deionizada, 5 mL
da solucao salicilato/nitroprussiato de
sodio e 2 mL da solugéo de dicloroiso-
cianurico, deixar 1 hora em repouso,
sob temperatura ambiente.

» Determinar a densidade otica a 690
nm, em espectrofotdmetro.

» Para a curva de calibragao, adicionar
0s 5 mL da solugéo salicilato/nitroprus-
siato de sodio e 2 mL da solugao de
dicloroisocianurato de soédio e deixar
em repouso e fazer a leitura a mesma
forma feita para as amostras.

« Utilizar o zero da curva de calibragao
para zerar o espectrofotdmetro.

Calculo da atividade
da urease:

Urease ug NH,-N g solo™ 2h”" = [NH,]
Mg mL* x V x 10/ (PS x 5)

Equacao 2.
Onde:
* V: volume total de extrato (52,5 mL)

 10: fator de diluicao

* PS: Peso seco de uma grama de
solo
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Consideracoes finais

A técnica se mostrou viavel, barata
e de facil execugdo em qualquer
laboratdrio. As adaptacgdes se
mostraram eficientes, com economia de
tempo e recursos, e de facil execugéo
laboratorial.

Este trabalho apresenta aderéncia
a diferentes metas dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
estabelecidos pela Agenda 2030 da
Organizagéao das Nagodes Unidas (ONU),
em especial aquelas do ODS 12, pois
trata-se de uma metodologia cientifica
possivel de utilizagdo para monitorar
problemas edaficos relacionados a
decomposi¢cdo da matéria orgénica e a
ciclagem de nutrientes.
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