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RESUMO

A atividade microbiana constitui-se num elemento fundamental para a
reciclagem de nutrientes e a manutencdo dos ecossistemas. Dois experimentos foram
realizados em laboratério com o objetivo de avaliar a atividade microbiana ou
enzimatica em amostras de LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico que receberam
esterco bovino, himus de minhoca e os lodos de esgoto de Barueri e Franca. O primeiro
experimento quantificou o carbono da biomassa microbiana, a atividade das enzimas
celulase, protease e urease e o efeito térmico total em amostras de solo nao esterilizado
durante trés meses de incubacdo. O segundo avaliou o efeito térmico originado da
atividade das enzimas celulase, protease e urease, obtidas comercialmente, e adicionadas
as amostras de solo esterilizado com os mesmos tratamentos do primeiro experimento. O
acompanhamento dessa atividade foi por microcalorimetria durante 46 dias.

Os resultados obtidos mostraram que a adicao de compostos organicos nas
diferentes formas proporcionaram aumentos no carbono da biomassa dos
microrganismos, na atividade enzimatica e no efeito térmico total, os quais apresentaram
oscilacdes nos valores observados ao longo dos trés meses de incubacao. Dentre os
aditivos organicos testados o esterco bovino foi o que proporcionou a maior atividade e,
em seguida, os lodos de esgoto de Barueri e de Franca. O himus apresentou menor
atividade, ainda que diferente da testemunha. Constatou-se ainda que o carbono da
biomassa microbiana correlacionou-se positivamente com a celulase e a protease,
enquanto o efeito térmico somente com a protease. Isso sugere que a atividade
enzimatica dos microrganismos relacionou-se com o aumento da comunidade
microbiana do solo, o que se refletiu no efeito térmico total.

O efeito térmico da atividade das enzimas celulase, protease e urease obtidas
comercialmente também apresentou variacoes. Oscilacoes também foram observadas
nas amostras estudadas, ao longo do tempo, decorrentes provavelmente da atividade
continua dessas enzimas sobre os diferentes substratos. Nao houve correlacao entre a
atividade das enzimas produzidas no solo e suas correspondentes purificadas, muito

provavelmente devido as diferencas entre a acao de um grupo de enzimas no solo,



provenientes da comunidade microbiana, e da enzima comercial adicionada ao solo

esterilizado.



ABSTRACT

The microbial activity is basic for nutrient cycling and ecosystem maintenance.
Two experiments were carried out in the laboratory with the objective of evaluating
microbial and enzymatic activities in samples of a LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
tipico (Rhodic Eutrudox) that received cattle manure, earthworm casts and municipal
sewage sludge from two sources (Barueri and Franca). In the first experiment, the
microbial biomass carbon, cellulase, protease and urease enzymes activity and thermal
effect were determined in unsterilized soil samples for a period of three months. In the
second experiment, the thermal effect of the purified cellulase, protease and urease
enzymes was monitored for a period of 46 days, in sterilized soil samples with the same
treatments of the first experiment.

The results showed that the different organic amendments increased microbial
biomass carbon, enzymatic activities and total thermal effect. All variables oscillated
during the incubation period. Cattle manure produced the greatest values of all variables,
followed by municipal sewage sludge from both sources. Earthworm casts produced the
smallest values, but differed from control. Microbial biomass carbon correlated
positively with cellulase and protease activity, whereas thermal effect correlated only
with protease. These results sugest that microbial enzymatic activity was related to soil
microbial community, reflecting, therefore, on the total thermal effect.

The thermal effect of the activities of the purified cellulase, protease and urease
enzymes also showed variations. These values oscillated during the incubation period,

probably due to the continuous activity of the enzymes on the different substrata. There



was no correlation between soil enzymes and their correspondent purified ones,

probably due to the different forms of the enzymes.



1. INTRODUCAO

A conscientizacdo da sociedade em relacao a conservacéo e a preservacao dos
ecossistemas tem crescido de forma surpreendente nas tltimas décadas, visto que os
recursos naturais tém sido explorados de forma indiscriminada, provocando um certo
desequilibrio ecolégico. Associado a isso, 0 uso indiscriminado de insumos agricolas
e alguns tipos de residuos tem provocado mudangas drasticas na fertilidade dos solos,
culminando com o empobrecimento e a destruicdo gradativa da camada viva do
planeta (BERTONI E LOMBARDI NETO, 1990).

Os microrganismos tém um papel fundamental na degradacao dos diversos
compostos organicos que sao adicionados ao solo. A decomposicdo dos materiais
organicos € parte importante do processo de reciclagem dos principais macro e
micronutrientes essenciais as plantas. Os fungos e as bactérias sdo os organismos
mais ativos em termos de degradacao da matéria organica, sendo que a adicdo de
outras fontes de compostos ao solo influencia diretamente a sintese e a decomposicéo
de substancias himicas, a disponibilidade de nutrientes, as interacdes com os
componentes inorganicos e outras modificacoes nas propriedades quimicas e fisicas
do solo (SASTRE ET AL., 1996).

Muitos estudos sobre a decomposicao da matéria organica tém por objetivo a
determinacéo e a quantificacao de enzimas microbianas, ja que essas moléculas sdo
um forte indicativo das possiveis reacées bioquimicas que estao ocorrendo no solo,
além de serem utilizadas como bioindicadores na avaliacdo da fertilidade do solo e
de seu grau de degradacdo ocasionado pela erosdo, lixiviacdo de nutrientes, etc.
Atualmente, compostos organicos como lodo de esgoto de origem urbana e industrial
tém sido testados quanto ao fornecimento e qualidade da matéria organica, ao teor de
metais pesados e a influéncia sobre a biomassa microbiana e a atividade enzimética

(ALBIACH ET AL., 2000).



Considerando o fato de que o solo é um sistema bioquimico aberto onde
diversas reacOes quimicas, fisicas e biologicas estao ocorrendo, a atividade
microbiana pode ser avaliada também por meio das variacdes de calor ocorridas
durante essas reacoes. A esse tipo de avaliagdo dd-se o nome de “calorimetria
bioldgica”.

A idéia geral € que, desde que todas as reagdes quimicas sao acompanhadas
por variacoes de calor, elas podem ser estudadas calorimetricamente. A quantidade
de calor liberada (processos exotérmicos) ou absorvida (processos endotérmicos) é
diretamente proporcional a quantidade de substancia que estd reagindo. Dessa
maneira as medidas de variacdo de calor podem ser um dado importante associado
aos descritos anteriormente, para uma determinagdo mais precisa e menos trabalhosa
da atividade dos microrganismos no solo (VOLPE, 1987).

Mediante as informagoes citadas e a importancia da atividade microbiana na
reciclagem dos nutrientes e como eventual parametro indicativo da fertilidade do
solo, os objetivos do presente trabalho foram:

a) Quantificar o carbono da biomassa microbiana e a atividade dos
microrganismos por efeito térmico e atividade enzimatica e comparar essas trés
formas de avaliacao;

b) Acompanhar, em microcalorimetro, a atividade das enzimas celulase,
protease e urease puras, adicionadas ao solo esterilizado na presenca de diferentes

COMpOStos organicos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aditivos Organicos

Os compostos organicos como os residuos vegetais, animais e outras
substancias freqiientemente incorporadas ao solo ou nele deixadas apds
decomposicao produzem CO;, H;O. energia e um residuo de natureza complexa e
estavel, chamado himus. Os acticares, os amidos e as proteinas mais simples sdo os
que se decompdem em primeiro lugar, mais facilmente. A seguir, hd a decomposicéo
da proteina bruta e da hemicelulose. Compostos como 6leos, gorduras, resinas e a
lignina sdo mais resistentes e tendem a persistir, dando origem ao himus
(MASCIANDARO E CECCANTI, 1999).

Com base na resisténcia a degradacéo e a solubilidade em &cidos e bases, as
substancias himicas tém sido classificadas em trés grupos quimicos:

1. Acidos filvicos, os de massa molar mais baixa e de cor mais clara, soldveis
em acidos e bases e mais suscetiveis ao ataque microbiano;

2. Acidos himicos, com massa molar e cor intermedidrias, solveis em bases,
porém insoluveis em dcidos, com resisténcia intermediaria quanto a degradacéo;

3. Humina, com massa molar elevada e de cor escura, insolivel tanto em
acidos quanto em bases, sendo mais resistente aos ataques microbianos.

Esses trés grupos de materiais apresentam algumas semelhancas qualitativas,
como a capacidade de adsorcéo e de liberagdo de cations. Por conseguinte, todos sdo
considerados sob a terminologia geral de himus. Assim, himus é uma mistura
complexa e muito resistente de substancias amorfas e coloridas, de cor castanha ou
castanho-escura, que foram modificadas a partir dos tecidos originais ou sintetizados

por organismos do solo (LAMIM, 1995).



Os diferentes sistemas de manejo e uso do solo nas préticas agricolas tém
influenciado sobremaneira o processo de ciclagem dos nutrientes, afetando
diretamente os processos de mineralizacao e humificacdo da matéria organica.
MASCIANDARO ET AL. (1998) avaliaram quantitativa e qualitativamente as
propriedades e o grau de humificacdo da matéria organica em solos mantidos sob
pousio, sob cultivo e em pousio por treze anos. Os resultados obtidos mostraram que
no solo cultivado as quantidades de matéria organica biodegradavel foram menores
em relacdo aos demais (pousio e pousio por treze anos) ocorrendo um aumento de
compostos na forma humificada, que por sua vez ligam-se as particulas de argila e
coloides himicos preservando um reservatério de energia bioquimica acumulada
(MASCIANDARO E CECCANTI, 1999).

Segundo LOPES (1989), a matéria organica decomposta (himus) é essencial
para os solos cultivados devido aos seguintes efeitos:

« Solubilizacdo de nutrientes nos solos:

» Apresenta alta capacidade de troca de cations (CTC);

« Libera lentamente fosforo, nitrogénio, enxofre e agua;

« Melhora a nutricao das plantas em micronutrientes;

« Aumenta a capacidade de retengdo de agua;

« Melhora a estrutura do solo;

» Melhora a capacidade tampao do solo;

» Reduz toxicidade de pesticidas e outras substancias;

« Favorece o controle biolégico pela maior populagao microbiana;

» Exerce efeitos promotores de crescimento.



2.1.1 Lodo de Esgoto

Um dos problemas ambientais que mais tem se agravado nas tiltimas décadas
€ a geracao de residuos urbanos e industriais, oriundos da atividade humana e do
crescimento populacional, que sao depositados em rios, lagos e muito
freqiientemente no solo, causando um verdadeiro desequilibrio ecolégico, social e
economico nas regioes proximas ou mais distantes aos grandes centros urbanos. Os
principais residuos sélidos urbanos sdo o lixo domiciliar e os lodos de esgoto urbano
e industrial (ABREU JUNIOR, 1999).

Com o intuito de se reduzir o volume desses residuos gerados, algumas
opcoes seriam: incineracao, deposicdo em aterros sanitdrios, reciclagem de materiais
por coleta seletiva, bombeamento para os oceanos, descarga em rios e lagos e a
compostagem. Esta tltima constitui-se na alternativa mais viavel, por ndo provocar
agressoes e contaminacao drasticas ao meio ambiente. Entretanto, um pré-tratamento
desses residuos ¢ fundamental para reducao do seu efeito poluidor (SILvA, 1995).

O pré-tratamento consiste na separacao da fracdo solida da liquida e é
efetuado pela combinacéo de processos quimicos, fisicos e biolégicos. Do tratamento
dos esgotos obtém-se o lodo de esgoto (Le), um material rico em nutrientes, matéria
organica e metais pesados como: Cd. Zn, Mn, Cu, Cr, Ni e Pb. De acordo com
Mc BRIDE (1995) o uso alternativo do Le como adubo organico constitui-se numa
excelente opcdo. Entretanto a presenca de compostos organicos persistentes e
patogenos e a possibilidade da passagem dos metais pesados para a cadeia trofica
requerem estudos mais detalhados sobre o comportamento desse residuo no solo e
seu efeito sobre as plantas.

Os patégenos do Le sdo agrupados em: a) ovos de verme; b) bactérias; )
quistos de protozodrios e d) virus. A contaminacao do Le por esses agentes
patogénicos € tanto maior quanto menor for o grau de tratamento do lodo de esgoto e
reducdo de sua carga organica. Quanto ao tempo de sobrevivéncia de patégenos no
Le, constatou-se a persisténcia de helmintos e bactérias em periodos de anos, sendo
que os ovos de Ascaris lumbricoides sio bem resistentes a destruicio no solo,
podendo persistir por até sete anos; se ingeridos pelo homem provocam sua acéo
parasita. A composi¢ao microbiana do Le € constituida principalmente por bactérias

da espécie Escherichia coli, associadas as bactérias fecais, e parasitas como



helmintos, Ascaris lumbricoides e outros (BERTON, 1992). A presenca desses
organismos constitui-se num problema sanitdrio sério, especialmente no Brasil, em
que as condi¢oes de saneamento basico e satide publica sao ainda muito precérias em
algumas regides do Pais (ABREU JUNIOR, 1999).

A facilidade de degradacao de um residuo € avaliada pela relagao entre DQO
e DBO. A DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) € definida como a quantidade de
O necessdria para oxidar quimicamente a matéria organica, por meio do dicromato
de potassio (K.Cr;07) em meio acido a 160°C; enquanto a DBO (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) é a quantidade de O, (mgl') consumida por
microrganismos na degradacdo da matéria organica, a 20°C, num periodo de 5 dias
(LAMBAIS, 1992). Quando a relacao é proxima de 1, o material é rapidamente
biodegradavel. No caso do Le, esse valor é proximo de 2. Porém, relacoes maiores
que 5 indicam que o residuo € de dificil biodegradacdo e que contém moléculas
organicas recalcitrantes (SILVA, 1995).

A aplicacao de Le ao solo modifica a quantidade e a dindmica de nutrientes ai
presentes, induzindo alteracdes na atividade bioldgica dos principais grupos de
microrganismos: bactérias (1bilhao/g de solo), actinomicetos (10milhdes/g de solo) e
os fungos, que representam a maior por¢do da biomassa devido a dimensio de suas
hifas (BERTON, 1992).

A acdo dos microrganismos do solo sobre o Le pode ser resumida da seguinte
maneira, de acordo com MILLERET AL. (1979):

* Decomposicao dos residuos organicos;

e Atenuam problemas potenciais do Le, como residuos de detergentes,
pesticidas e hidrocarbonetos de petréleo;

¢ Reduzem microrganismos patogénicos;

e Participam dos ciclos do nitrogénio, fésforo e enxofre;

e Atuam nas reacoes que influenciam a solubilidade e a mobilidade de ions

inorganicos no solo.



2.1.2 Himus e Esterco

A transformacdo da matéria organica, resultante da acdo combinada das
minhocas e da microbiota habitante do seu trato digestivo, é conhecida como
vermicompostagem e o produto resultante é chamado himus. O interesse nesse
processo tem aumentado em todo o mundo nos tltimos anos em virtude da escassez
de fertilizantes organicos naturais e dos baixos teores de carbono que a maioria dos
solos apresenta devido ao cultivo intenso (JIMENEZ ET AL., 1989).

A maioria dos produtores de vermicompostos utiliza a espécie Eisenia
foetida, conhecida como minhoca vermelha da Califérnia ou minhoca de esterco.
Essa preferéncia deve-se & sua habilidade em converter residuos organicos pouco
decompostos em material estabilizado, a sua extraordindria proliferacdo e ao seu
rapido crescimento. Em menor escala, Lumbricus rubellus e Lumbricus terrestris,
igualmente conhecidas como minhocas de esterco, sdo também utilizadas na
estabilizacdo de residuos organicos (AQUINO ET AL., 1992).

Outro composto fregiientemente utilizado como fonte de nutrientes para as
culturas agricolas € o esterco bovino. Constituido de excrementos sélidos e dejecoes
liquidas de animais, juntamente com a palha ou materiais utilizados como cama nos
currais e cocheiras, esses compostos passam por um processo de decomposicao
resultando no esterco de curral curtido (BENTO, 1997).

Embora os estercos possuam praticamente todos os elementos necessarios ao
desenvolvimento das plantas, as quantidades normalmente aplicadas nao sao
suficientes para suprir as necessidades das culturas. Os estercos sao considerados
como fonte de nitrogénio, seu constituinte mais importante, mas outros nutrientes
nao podem ser desprezados, como o fésforo e o potassio, além de cobre e zinco nos
estercos de galinha e de porco (BERTON, 1996).

CoLOCHO (1990) avaliou a composicao do esterco bovino fresco obtendo os
seguintes teores médios de N, P e K por kg de esterco: 517, 1,32 e 438lg
respectivamente. Esses valores sdo proximos aos encontrados por BERTON (1996):
5, 2.6 e 6 g/kg respectivamente, muito embora a concentracao desses nutrientes varie
segundo o tipo de animal, sua alimentacao e o tipo de manejo do esterco antes de sua

aplicacao ao solo.



2.2 Medidas de Atividade Microbiana

Varios métodos microbiol6gicos tém sido propostos com o intuito de se
avaliar a atividade da biomassa microbiana e sua influéncia no grau de fertilidade do
solo. Alguns métodos utilizados sao:

(i) Respirometria pela liberacao de COy;

(ii) Atividade de enzimas;

(iii) Medida de ATP em extratos do solo;

(iv) Amonificacdo da arginina;

(v) Microcalorimetria.

Uma das razdes para a existéncia de varios métodos microbiolégicos usados
em solos é a complexidade das comunidades microbianas. As diferencas nas
caracteristicas quimicas e fisicas do solo, como teor de argila, matéria organica, pH,
presenca de metais pesados, quantidades de micro e macroporos e outras, dificultam
sobremaneira a comparacao dos resultados quando varios solos sao estudados
(KAISER ET AL., 1992).

Outros aspectos importantes em estudos de solos sdao o tempo de incubacao
das amostras e o nimero de repeticoes. FRANZLUEBBERS ET AL. (1995) avaliaram a
atividade microbiana por respirometria, taxa de mineralizacdo de N e C e N da
biomassa em amostras incubadas, durante dez dias, e a respiracao induzida do
substrato e amonificacao da arginina, durante trés horas. Os resultados obtidos
mostraram altas correlacdes e baixos coeficientes de variacdo entre as amostras
incubadas por 10 dias, enquanto as outras obtiveram resultados contrarios, sendo
necessarios varios ensaios com a mesma amostra a fim de se minimizarem essas

diferencas.



2.2.1 Enzimas

Com os recentes conhecimentos sobre a fisiologia de animais e plantas,
reconheceu-se que muitas reacoes envolvendo a matéria organica sao catalisadas por
enzimas presentes no solo, oriundas das raizes de plantas, animais e,
predominantemente, de microrganismos. A qualidade e a fertilidade de um solo,
definidas como sua capacidade em sustentar a produtividade agricola preservando a
saude de plantas e animais, estdo diretamente associadas a presenca e i atuacao de
enzimas, encontradas no interior de células ou associadas as argilas e substancias
himicas do solo (DILLY E NANNIPIERI, 2001).

Os primeiros trabalhos em atividade de enzimas no solo foram apresentados
na Reunido Anual da Associacdo Americana para o Desenvolvimento da Ciéncia em
Columbus, Ohio em 1899 (SkujiNs, 1978). Nos cingiienta anos subseqiientes,
pesquisas apareciam esporadicamente na literatura por falta de métodos apropriados
e compreensao da natureza e da acao das enzimas. As principais questoes discutidas
baseavam-se na origem, na estabilizacao, na importancia em nutri¢ao de plantas e no
papel das enzimas no ciclo da matéria organica do solo, sendo a catalase, a urease e a
fosfatase as primeiras enzimas a serem estudadas (DICK E TABATABAI, 1993).

Enzimas séo definidas como catalisadores bioldgicos de reacoes especificas
as quais, por sua vez, dependem de uma variedade de fatores bicticos e abidticos, tais
como: pH, temperatura, presenca ou auséncia de inibidores, clima, composicao da
matéria organica presente, técnicas de cultivo e outros fatores que influenciam
sobremaneira a sintese, a atuacao e a degradacéo dessas moléculas no solo (PASCUAL
ET AL., 1998).

Os processos relacionados a degradacao da matéria organica no solo podem
ser melhor entendidos quando acompanhados pela atividade de varias enzimas e nao
apenas uma isoladamente, visto que os substratos organicos contém uma série de

nutrientes participantes dos ciclos biogeoquimicos no solo (NANNIPIERI ET AL.,
1990).
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2.2.1.1 Celulase

A celulose é o maior constituinte de plantas e também o mais abundante
material organico, sendo esta a principal forma de carboidrato originario da atividade
fotossintética das plantas com uma sintese anual de 4.10" toneladas (KUBICEK, 1992).
E constituida por um homopolimero linear de glicosideos ligados na posicao B-1,4 de
aproximadamente 8000 a 12000 unidades de glicose, os quais sao mantidos por
pontes de hidrogénio formando uma unidade cristalina. Tal estrutura pode ser
transformada em glicose, a qual poderd ser utilizada para diversos fins como a
alimentacao, a respiracao, a fermentacao alcodlica entre outros (FOWLER, 1993).

A conversao da celulose em subunidades de glicose é realizada tanto por
animais como por microrganismos, sendo a via microbiana a principal forma de
conversao desse material quando adicionado ao solo, o qual tem trazido inimeros
beneficios para os cultivos, além de ser amplamente utilizado como fonte de carbono
e energia para numerosos microrganismos no solo (FOGARTY, 1983).

A degradacao da celulose é um processo complexo, do qual participam
muitas espécies microbianas. Inicialmente as celulases foram classificadas em C1 e
Cx na tentativa de se obter uma melhor compreensdo dos mecanismos de
funcionamento da celulase. A celulase C1 seria responsavel pela formacao de cadeias
curtas e lineares a partir da celulose cristalina, as quais seriam hidrolisadas por Cx a
derivados soliveis de celulose. Posteriormente outros sistemas de enzimas
celuloliticas foram propostos na tentativa de se obter uma melhor compreensao
dessas hipdteses (ERIKSSON E WO00D, 1985).

Atualmente o modelo mais aceito para a degradacdo total da celulose conta
com a acdo de 3 grupos de enzimas:

e Endoglucanases, que iniciam o processo e agem sobre a celulose cristalina,
resultando principalmente em celobiose;

¢ Celobiohidrolases, as quais liberam celobiose a partir de extremidades nao
reduzidas de celulose;

e B-glucosidase, que hidrolisa celobiose e outros oligdmeros menores,

formando a glicose (BEGUIN, 1990).



Uma outra enzima, denominada celobiose desidrogenase (CDH), tem sido,
ultimamente, relacionada com a degradacdo de celulose. Esta enzima ¢ uma oxidase
e seu papel seria de oxidar a celobiose evitando, dessa maneira, que o actimulo desse
subproduto iniba as celobiohidrolases (L1 ET AL., 1997).

Os sistemas de enzimas celuloliticas de microrganismos distintos sao
freqiientemente diferentes. Assim as espécies que nio produzem as enzimas
essenciais para a hidrolise da celulose cristalina podem utilizar a forma parcialmente
degradada desta para seu crescimento (FOGARTY, 1983).

Entre os organismos celuloliticos encontram-se: Fusarium solani,
Trichoderma viride, Penicillium chrysogenum, Clostridium thermocellum,
Phanerochaete chrysosporium e Aspergillus sp entre outros. Dentro do género
Trichoderma, a espécie T. reesei tem sido utilizada como organismo padrao nos
estudos de celulase, tornando-se um dos fungos mesofilicos produtores de celulase
mais conhecidos (VALLIM, 1997). A bactéria C. thermocellum também tem
contribuido para a compreensao do complexo celulolitico, embora ocorram algumas
dificuldades no isolamento e caracterizacdo de suas enzimas (MORAG ET AL., 1991).

ATTILI (1994), em um estudo de isolamento e identificacdo de espécies
celuloliticas em solos da Estacao Ecoldgica Juréia-Itatins, constatou também que as
mais eficientes em atividade da celulase pertenceram aos géneros: Trichoderma,
Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Eupenicillium.

A producdo de celulases tem funcdo importante no estabelecimento de
micorrizas. Fungos ectendomicorrizicos dos géneros Boletus, Amanita e Cortinarius,
que se associam a certas plantas hospedeiras do grupo das coniferas, utilizam essas
enzimas para degradarem as paredes ndo lignificadas das raizes dessas plantas.
Nessas associacdes o fungo simbionte penetra nas células da parede cortical,
mediado pelas enzimas hidroliticas, e estabelecer, a partir dai, uma infec¢éo
intracelular (REDLAK ET AL., 2001).

Os métodos de avaliacao da celuldlise utilizados baseiam-se na determinacao
de actcares redutores presentes no solo, ja que estes sdo o produto final de muitas
reacoes enzimaticas, dentre elas a da celulase. DENG E TABATABAI (1994) testaram
cinco métodos colorimétricos usando acido fenol-sulfiirico, acido antrona-sulfirico,

acido dinitrosalicilico (DNS), azul da prissia e o de Nelson - Somogyi na
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determinacao de acticares redutores e teores totais de sacarideos no solo. Os
resultados mostraram que o azul da prissia e o de Nelson-Somogyi foram mais
sensiveis na deteccdo de actcares redutores, enquanto os outros foram mais
eficientes na obtencdo dos teores totais de sacarideos; observaram também que a
presenca de metais interferiu na cor da amostra.

A influéncia de diferentes praticas de manejo sobre a atividade da celulase foi
estudada por MARCHIORI JUNIOR E MELO (1999), que avaliaram o carbono da
biomassa microbiana e a atividade celulolitica em amostras de uma Terra Roxa
Estruturada sob mata natural, pastagem por 20 e 25 anos e cultivo de algodoeiro por
10 anos nas profundidades 0-10, 10-20 e 20-30 cm. No solo sob pastagem ha 25
anos, a celulase apresentou atividades 47 e 74% maiores em comparacdo a mata
natural, para as profundidades de 0-10 e 10-20 cm respectivamente, sugerindo a
entrada de celulose no sistema para a sintese de celulases devido ao uso de graminea.
O carbono microbiano correlacionou-se positivamente com a celulase nas trés

profundidades de amostragens.
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2.2.1.2 Protease

Outro grupo de enzimas que tem sido extensivamente estudado sdo as
proteases. A degradacéo das proteinas é uma etapa importante do ciclo do nitrogénio
em solos, havendo diversos trabalhos sobre proteases extracelulares a partir do inicio
do século XX (BURNS, 1978). A classificacao dessas enzimas foi feita em 1972,
quando foram reconhecidos trés grupos: as exopeptidases, as hidrolases dipeptidicas
e as endo-hidrolases peptidicas. Somente o terceiro grupo, no entanto, chamado
genericamente de “proteases”, foi relevantemente estudado em Aspergillus, que
compreende as proteases alcalinas, as tiol proteases, as proteases acidas e as neutras.
A maioria dos fungos é capaz de sintetizar uma ou mais dentre essas proteases
(COHEEN, 1977).

Um dos processos de obtencao de proteases é por meio de células de
leveduras, fonte de proteinas na alimentacdo animal e humana. As enzimas sdo
separadas e purificadas, obtendo-se assim isolados protéicos e enzimaticos com
rendimento e qualidade adequadas (PONEZI, 1997). Uma espécie de Bacillus, isolado
KSM-K16, também produz a protease alcalina (EC 3.4.21.14), a qual € adicionada a
detergentes para limpeza de manchas em roupas (KOBAYASHIET AL., 1995).

A atividade proteolitica no solo é determinada a partir da liberacao de
compostos aminados de baixo peso molecular, quando o solo é incubado com
proteinas. Os substratos protéicos incluem caseina (MARINARI ET AL., 2000).
caseinato de sodio (LADD E BLUTER, 1972), Na-benzoyl-L-argininamida
(MASCIANDARO E CECCANTI, 1999), hemoglobina (WooD E KINSELA, 1980) e
especialmente gelatina (DICK E TABATABAL, 1993).

A distribuicdo das enzimas proteoliticas esta diretamente relacionada as
quantidades de nitrogénio organico presente em uma determinada camada do solo.
Na serapilheira, os valores de biomassa microbiana de nitrogénio e liberacao de
proteases extracelulares sdo relativamente maiores quando comparados com o0s
obtidos em outras camadas do solo (KANDELER ET AL., 1999b). Outras varidveis,
como diferentes tipos de cultivo, rotacdo de culturas (PALMA ET AL., 2000), adicdo de
matéria organica fresca ou em estado mais humificado (PASCUAL ET AL., 1998), e o
tamanho das fracdes das particulas do solo, podem afetar significativamente a

distribuicao dos microrganismos e a atividade proteolitica (KANDELER ET AL., 2000).
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A atividade microbiana de solos do Mediterraneo foi estudada sob diferentes
intensidades de cultivo, e a enzima protease foi testada como bioindicadora dos
processos de mineralizacao e humificacdo da matéria organica. Partindo do solo
mantido sob pousio ao intensivamente cultivado, o nivel de atividade enzimatica
decresceu, mas ocorreu um acimulo de matéria organica humificada sugerindo que
os solos sob cultivo intenso preservam um reservatério enzima-himus de
consideravel energia bioquimica acumulada, ainda que o teor de carbono organico
tenha decrescido 86% (MASCIANDARO E CECCANTI, 1999).

Em um experimento de 360 dias de duracao, amostras de solo foram
incubadas com aditivos organicos frescos e compostados e a atividade microbiana
monitorada pela atividade da enzima protease. Os resultados indicaram alta atividade
enzimatica inicial no lodo de esgoto, mas com decréscimos ao longo do tempo. Nos
materiais compostados a atividade proteolitica foi menor porém mais prolongada do
que nos outros, sugerindo que a composi¢do da matéria organica determina o

processso de mineralizacao (PASCUAL ET AL., 1998).

2.2.1.3 Urease

A uréia ocorre naturalmente em excretas animais, como produto de
mineralizacao de dcidos nucléicos, e sinteticamente em fertilizantes nitrogenados,
sendo que na maioria dos solos é rapidamente hidrolisada para aménio e didxido de
carbono. O amonio é subsegiientemente oxidado para nitrato, por bactérias
quimiolitotroficas, sendo entdo disponivel para absorcdo pelas raizes das plantas
(PALMA E TAUK, 1982). A enzima urease catalisa a hidrélise da uréia para dioxido de
carbono e amonia e o mecanismo da reacdo tem o carbamato como composto
intermediario (TABATABAI, 1982).

De acordo com MOBLEY ET AL. (1995) a urease apresenta-se envolvida em
diversos aspectos tais como: (i) fator de viruléncia em humanos e infeccdes dos
tratos urinario e gastrointestinal; (ii) papel importante na reciclagem de compostos
nitrogenados no rumen de gado, e (iii) sua importancia para o meio ambiente nas
transformacoes dos compostos nitrogenados, incluindo os fertilizantes a base de

uréia. Os microrganismos produtores de ureases mais conhecidos sio Bacillus
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pasteuri, Sporosarcina ureae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Lactobacillus fermentum, Rhizobium meliloti, Ureaplasma urealyticum, Morganella
morganii e alguns isolados de Escherichia coli.

A importancia da uréia como fornecedora de nitrogénio tem sido bastante
documentada ao longo das tltimas décadas. Entretanto, a répida hidrdlise da uréia
catalisada pela urease pode resultar em perdas significantes de nitrogénio por
volatilizacdo da amonia, diminuindo dessa maneira a eficiéncia desse fertilizante
quando aplicado ao solo. Além disso, elevadas concentragdes de amonio no solo
podem ser toxicas para a germinacao de sementes e para o crescimento de plantas
(MARTENS E BREMNER, 1984).

No estudo da atividade microbiana em solos do Mediterraneo sob diferentes
intensidades de cultivo, a urease também foi utilizada como bioindicadora dos
processos de humificacdo e mineralizacdo da matéria organica (MASCIANDARO E
CECCANTI, 1999). Os resultados mostraram que a atividade dessa enzima também
decresceu do solo mantido natural ao intensivamente cultivado, mas um actimulo de
matéria organica humificada foi observado, indicando a presenca de um reservatorio
enzima-htimus de alta energia bioquimica acumulada.

PASCUAL ET AL. (1998), em um experimento de 360 dias, também observaram
que a atividade da urease decresceu em amostras de solo incubadas com materiais
compostados, assim como ocorreu com a atividade da protease.

SASTRE ET AL. (1996) avaliaram o efeito da aplicacdo de lodos de esgoto
provenientes de areas urbana e industrial sobre a comunidade microbiana do solo e
atividade da urease durante um periodo de oito anos. A porcentagem de acidos
humicos aumentou com a utilizacdao dos lodos de esgoto e a atividade da urease
mostrou alta correlacdo com o numero de microrganismos e teor de substancias
himicas, contribuindo dessa forma com uma decomposicdo gradual da matéria

organica.
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2.2.2 Carbono da Biomassa Microbiana

Define-se biomassa microbiana do solo (BMS) como a parte viva da matéria
organica, excluindo raizes e animais maiores do que, aproximadamente, 5000 um

(WARDLE, 1992). Possui um papel fundamental na manutencdo e produtividade de
ecossistemas, por sua incrivel habilidade de transformacao dos materiais organicos,
cujos produtos serdo posteriormente absorvidos pelas raizes de plantas (MARCHIORI
JUNIOR E MELO, 1999). Embora pouco representada quantitativamente, os produtos
de seu metabolismo constituem-se numa das principais fontes de nitrogénio mineral,
fosforo e outros elementos para as plantas, razao pela qual tem havido um crescente
interesse em se medirem os nutrientes contidos nas células microbianas, como o
carbono e o nitrogénio, indicadores da biomassa (GERALDES ET AL., 1995).

Modificacées mensuraveis na BMS tém sido detectadas em funcdo das
diversas praticas de manejo e uso do solo. Cultivos por longo tempo promovem
alteracoes na BMS ocasionadas por praticas como aeracao, umedecimento e secagem
alternadas do solo, aumentos da temperatura em certas épocas do ano etc., mas um
novo equilibrio € atingido apés as flutuagdes iniciais (MARCHIORI JUNIOR E MELO,
1999). O sistema de rotacao de culturas também aumenta consideravelmente a BMS
pela liberacdo de exsudatos de raizes de diferentes plantas e a deposicéo de diferentes
quantidades de matéria organica, que acabam por atrair um nimero maior de
espécies microbianas habitando o solo do que as monoculturas (ANDERSON E
DomscH, 1989). Ainda pode-se citar a profundidade do solo como decisiva no
desenvolvimento da biomassa microbiana, que se concentra em sua maioria na
camada superficial (0 - 10 cm) do solo (FRANZLUEBBERS ET AL., 1995).

As variacoes sazonais influenciam também a biomassa microbiana de solos
dos pampas argentinos: ALVAREZ ET AL. (1995) observaram um auto-consumo da
BMS quando submetida a elevadas temperaturas, com aumento do giiociente
metabélico (q COz). No verdo o carbono de compostos organicos encontra-se menos
prontamente disponivel nesses solos para a microbiota, resultando num decréscimo
de sua biomassa.

Atencao especial tem sido dada ao impacto dos metais pesados sobre a BMS.

O estresse causado por esses elementos nas formas organica e inorganica afeta o
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crescimento, a morfologia e o metabolismo dos microrganismos por meio de
distirbios funcionais, desnaturagao de proteinas e, ainda, a destruicao de membranas
celulares. Consegiientemente, a poluicao do solo por metais pesados pode afetar o
tamanho e a atividade da biomassa microbiana (NANNIPIERI ET AL., 1990). Entretanto
nos experimentos de FROSTEGARD ET AL. (1993b) os efeitos de cinco metais pesados
na estrutura e na atividade da comunidade microbiana foram justamente o contrario,
ou seja, houve o desenvolvimento de uma comunidade tolerante a metais ao longo de
seis meses de incubacdo. A adaptacdo dos microrganismos aos metais pesados
ocorreu por meio de mudancas na composicao de suas membranas celulares e esse
processo foi avaliado pela analise dos acidos graxos de fosfolipideos (PFLA).

LEITA ET AL. (1995) estudaram a influéncia de Pb e Zn na biomassa e na
respiracao microbianas em solos incubados sob condi¢oes de laboratério, sendo
testadas as doses de 200 e 600 pg respectivamente. Os resultados obtidos mostraram
que o Pb ndo propiciou nenhum efeito inibitério, ao contrario do Zn, que ocasionou
decréscimos na BMS. O Pb interage com as substancias himicas do solo formando
complexos estaveis que neutralizam sua toxicidade, enquanto o Zn é um
micronutriente essencial nas reacdes metabdlicas microbianas e, naturalmente, é
incorporado para o interior das células. A taxa de respiracio microbiana (CO)
aumentou nas primeiras trés semanas de incubacdo mas permaneceu constante dai
em diante. A presenca desses metais induziu uma maior taxa de respiracdo dos
microrganismos para se manterem ativos na presenca desses elementos. Entretanto
nos experimentos de OHYA ET AL. (1988) a taxa de respiracdo microbiana foi
negativamente correlacionada com esses metais e positivamente correlacionada com
a biomassa microbiana.

Estudos minuciosos da influéncia dos metais pesados na comunidade
microbiana foram feitos por KANDELER ET AL. (2000) utilizando a técnica de
fracionamento da matéria organica na deteccdo das fracdes do solo contendo
bactérias e fungos associado a métodos moleculares como o PFLA e o DGGE. Essas
técnicas detectaram a presenca predominante de bactérias na fracdo argila e fungos
na fragdo areia grossa, sendo que os microrganismos associados a particulas de
microagregados organo-minerais foram contaminados pelos metais pesados pois

ocupam o mesmo sitio de ligacao e, assim, a separacao entre eles ndo ocorre.






















































































































































