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Resumo

O arroz absorve o As de forma mais eficiente do que outros cereais, em resultado das
condi¢des de anaerobiose em que ¢ cultivado. Dada a importancia que este cereal tem na
alimentacdo humana, torna-se imperativo reduzir a acumulacdo de As neste alimento. Por
outro lado a qualidade e a conservacdo dos solos tem vindo a ser uma prioridade, pelo que ¢
extremamente importante fomentar uma gestdo sustentavel do recurso solo.

De modo a avaliar a qualidade de solos com culturas de arroz, procedeu-se a quantificacio
das actividades enzimaticas da fosfatase, arilsulfatase, B-glucosidase, desidrogenase e urease,
em amostras de solo e estudou-se a sua modulagao na presenca de As (III).

Na caracterizac¢do bioquimica do solo, a quantidade de proteina para as diferentes parcelas de
solo variou entre 0,38 e 0,42 mg/g. As actividades enzimaticas fosfatase, arilsulfatase, [-
glucosidase, desidrogenases e urease foram de 8,0 - 21,5 umol /h/g, 1,6 -3,7 umol /h/g, 2,5 -
4,7 umol /h/g, 21,2 - 65,5 pmol /h/g e 3,9 e 36,0 pumol /h/g, respectivamente.

O estudo de modulagdo das actividades enzimaticas pelo As revelou que as atividades
enzimaticas em estudo apresentam sensibilidade ao As(Ill) e que este apresentou toxidades
para todos os marcadores de qualidade do solo estudados, tendo-se obtido valores IC50 —
concentracdo de As(IIl) correspondente a inibi¢do de 50% de atividade — compreendidos entre
os 126 e 1216 ppm.

Palavras-chave: Arsénio; qualidade do solo; Fosfatase, Arilsulfatase, Urease, B-Glucosidase;
Desidrogenase; indicadores biologicos; IC50.

Introducio

A planta do arroz (Oryza spp.) absorve mais eficientemente o As do que outros cereais (Su et
al., 2010), devido as condi¢des anaerobias que ocorrem nos canteiros de cultivo. O arroz ¢€ o
alimento basico para cerca de 50% da populagdo do mundo, contribuindo com mais de70% da
energia e 50% de proteina fornecida por ingestdo na sua alimentag@o diaria (IRRI, 1993).
Estudos alimentares na Europa e nos Estados Unidos mostram que o arroz ¢ a fonte primaria
de As numa dieta sem alimentos de origem marinha (Robberecht et al/, 2002). Dada a
importancia que este cereal tem na agro-inddstria e na economia rural europeia, tem-se
assistido a uma pressdo no sentido de reduzir a acumulacdo de As neste alimento.

As enzimas do solo, como fosfatase, arilsulfatase, B-glucosidade, desidrogenase e urease, sdao
bons indicadores bioldgicos de fertilidade, uma vez que estdo envolvidos em diversos ciclos
microbioldgicos e sdo proteinas com actividade catalitica de reac¢des biologicas especificas.
Estas dependem de uma variedade de factores tais como pH, temperatura, presenga (ou
auséncia) de inibidores, o clima, as técnicas de cultivo, tipo de cultura e propriedades edaficas
(Pascual et al., 1998).

A actividade enzimatica do solo pode também ser utilizada como medida de actividade
microbiana e produtividade (Pascual, et al., 1998). As enzimas do solo sdao bons indicadores
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biologicos de fertilidade do solo, uma vez que estdo envolvidos em diversos ciclos
microbiologicos e sdo proteinas com actividade catalitica de reacgdes bioldgicas especificas.
Assim, neste estudo, procedeu-se a quantificacdo das actividades enzimaticas de fosfatase,
arilsulfatase, B-glucosidade, desidrogenase e urease, com vista a avaliar o impacto da
presencga de arsénio e da cultura de arroz na qualidade do solo. Adicionalmente, avaliou-se a
sensibilidade destes marcadores de monitorizagdo do solo a presenga de concentracdes
crescentes de As(IIl), com determinacdo dos valores de IC50 para cada um dos enzimas em
estudo.

Material e métodos

Para este estudo foram colhidas amostras de solos de cultura de arroz de 4 agricultores, 2 do
distrito de Lisboa e 2 do distrito Santarém, associados a Orivarzea-Orizicultores do Ribatejo,
S.A.. Na tabela 1 apresentam-se as coordenadas e distribuicdo geografica das parcelas de solo
estudadas.

Tabela 1 - Localizagdo das parcelas de estudo

Parcela/Solo Coordenadas Distrito
A 38,86639, -8,84506 Santarém
B 38,88482, -8,78637 Santarém
C 38,89831, -8,97902 Lisboa
D 38,94971, -8,95583 Lisboa

As amostras de solo foram colhidas a superficie do solo até aos 20 cm de profundidade, em
pelo menos 12 pontos diferentes do terreno de cada agricultor, escolhidos aleatoriamente, com
os quais foi preparada uma amostra composta, representativa do local em andlise. A
caracterizacdo “standard” do solo foi realizada no Laboratério de Quimica Agricola no
Campus da Mitra, Universidade de Evora, Evora, Portugal, de acordo com as normas em
vigor. Na tabela 2 apresenta-se um resumo dos principais parametros analisados nas parcelas
de solo em estudo.

Tabela 2 - Dados dos solos utilizados nos testes de actividade enzimatica

pH N C.E. Ca Mg Na K CTC P K
Parcela
(H,0) gkg’ mOhms’ Bases de troca / cmol, kg™ emol, kg Extract. / mg kg™
A 5.98 2.0 0.544 13.44 854 2.00 0.86 24.56 44.85 312.0
B 6.10 1.4 0.572 11.25 7.29 272 0.45 19.32 30.08 166.0
C 7.69 1.6 0.787 18.75 7.71 5.87 1.18 19.92 107.12  480.0
D 7.50 2.8 0.642 2125 49 1.89 0.64 20.04 120.84  312.0

A determinacdo do teor proteico nas amostras de solo foi efectuada pelo método de Bradford,
utilizando o Azul Coomassie G, o qual forma um complexo azul de intensidade proporcional
a concentragdo de proteina presente (Bradford, 1976). A quantificacdo das actividades
enzimaticas foi efectuada pelos seguintes métodos:
e fosfatase - método de Tabatabai ¢ Bremner modificado - baseado na hidrolise do p-
nitrofenilfosfato (p-NPP), com libertagdo de p-nitrofenol (p-NP) (Weaver et al., 1994);
e arilsulfatase - método de Tabatabai e¢ Klose - baseiado na conversio do p-
nitrofenilsulfato (p-NPS) em p-NP (Elgaard. et al., 2003);
e [-glucosidase - método de Eivazi e Tabatabai modificado — no qual o p-nitrofenil-B-D-
glucopiranosido (p-NPG) ¢ hidrolisado, com formagdo de p-NP (Turner et al., 2002).

270



e desidrogenase - método de Von Mersi e Schinner - utilizando o cloreto de 2-p-
iodofenil-3-pnitrofenil-5-feniltetrazolio (INT), como substrato, o qual na presenca de
desidrogenases forma o sal tetrazolico, iodonitrotetrazdélio-formazao (INTF) (Martins
etal.,2010);

e urease - método de Berthelot - que se baseia na reac¢do do salicilato de sodio com NHj
na presen¢a de acido dicloroisociantrico, a qual forma um complexo esverdeado
(Martins et al., 2010)

O efeito do arsénio foi estudado no solo D, uma vez que o arroz colhido nesta area, foi aquele
que apresentava menor quantidade de As. Neste ensaio foram adicionados quantidades
crescentes de solu¢do As;Os 1000 mg/L de modo a determinar a concentracdo de As (III) que
causa inibicdo de 50% de atividade enzimatica (IC50).

A avaliagdo dos valores de actividade enzimatica dos diferentes solos foi efectuada por
analise de variancia (ANOVA - one way) e a comparacdo multipla de médias foi efectuada
pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando o software estatistico “Statistical Package for Social
Sciences” (SPSS) para o Windows versao 21, IBM.

Resultados e discussiao

A actividade enzimatica de fosfatases foi mais elevada nos solos A e B, o que podera estar
relacionado com o menor teor em fésforo presente nestes solos, bem como com o pH mais
acido. Os resultados obtidos parecem estar de acordo com os resultados tabelados (Burns e
Dick,2002), uma vez que a actividade da enzima fosfatase aumenta quando a quantidade de
fésforo ¢ baixa ou quando a planta ndo consegue utilizar o fésforo inorganico disponivel
(Tran et al., 2010).

Os valores de actividade enzimatica arisulfatase diferiram significativamente entre as quatro
amostras de solo estudada, tendo sido maximo para a parcela D, com um valor de 3,65
umol/h/g. Segundo a bibliografia, estes valores encontram-se de acordo com os valores
tabelados o que confere aos solos quantidade de enxofre suficiente para o seu metabolismo
(Burns e Dick, 2002).

A actividade enzimatica B-glucosidase apresentou valores entre 2.6 € 4.7 umol/h/g, tendo sido
maxima e significativamente diferente para a parcela de solo B. Este facto podera estar
relacionado com os niveis de carbono organico presente neste solo, uma vez que esta enzima
estd envolvido no ciclo do carbono e degradacido de compostos glucidicos presentes no solo.
A actividade desidrogenase, enzima presente apenas em células vivas, foi de 21,1 - 65,5
umol/h/g, tendo sido significativamente superior parcelas de solo C e D. Este facto podera ser
indicativo da existéncia de uma elevada actividade microbiana, uma vez que esta ¢ uma
enzima intracelular relacionada com os processos de fosforilacdo oxidativa (Burns e Dick,
2002).

Os valores da actividade enzimadtica urease foram de 3,9 - 36,0 umol/h/g, tendo sido minima
no solo B. Todas as outras parcelas apresentaram valores de actividade enzimatica superior a
15 umol/h/g. Este facto podera estar relacionado com os teores de N mais elevados nos solos
A, C e D (Burns e Dick, 2002, Martins et al, 2010).

No estudo de modelagdo pelo As (III) observou-se todos os enzimas testados foram sensiveis
a presenca deste composto no solo, tendo-se obtido uma curva dose resposta, em que a
atividade foi diminuindo a medida que aumentou a quantidade de As(III). Os valores de As
(IIT) correspondentes a uma inibicdo de 50% da atividade enzimatica (IC 50) oscilaram entre
138 e 1216 ppm para os diferentes enzimas estudados no solo D. A actividade enzimatica de
fosfatases foi a que se mostrou mais sensivel a presenca de As(IIl), com um valor de IC 50 de
138 ppm. Contrariamente, a atividade de desidrogenases, foi a que se mostrou mais resistente
a presencga de As (III), com um valor de IC 50 de 1216 ppm para este solo, o que podera ser
devido a adaptagdo dos microrganismos presentes no solo D a este xenobiotico. A elevada
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sensibilidade para o As (III) das atividades enzimaticas de fosfatases e ureases podera estar
relacionada, respetivamente, com uma diminui¢do das concentracdes de P e de N disponiveis
para as plantas, na presenga de elevados teores de As (II) e, assim, poder também ter
implicacdes ao nivel da produtividade do arroz.
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