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Influéncia dos niveis de arsénio soluvel nas atividades enzimaticas em
incubagoes laboratoriais de solo

Influence of soluble arsenic levels on enzyme activities in
soil laboratory incubations
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Resumo

Os niveis de arsénio no arroz podem representar uma ameacga a saude publica, sendo essencial desenvolver novas estratégias
para reduzir a acumulagédo deste mineral. As enzimas do solo s&do importantes indicadores biolégicos de fertilidade e qualidade
do solo, designadamente desidrogenases, fosfatases, arilsulfatases, B-glucosidases, podendo também estar relacionadas com
os niveis de assimilagdo do arsénio pela planta. Neste estudo procedeu-se a avaliagdo da atividade enzimatica em ensaios
laboratoriais com solo alagado contendo teores moderados de arsénio (cerca de metade do qual aplicado em todas as
modalidades, excepto no controlo) com e sem adi¢do de 6xidos de ferro e/ou manganés, sintetizados e naturais, com vista a
avaliar a redugao dos niveis de arsénio e a correlacionar com a presenca de atividade microbiana. Os resultados revelaram um
aumento do teor proteico das solugdes do solo aos 30 dias de incubagao, sugerindo um aumento da atividade enzimatica no
decurso da incubagdo. Os valores de atividade de desidrogenases indicaram a presenga de populagdes microbianas ativas,
mas ndo se observaram diferengas significativas para os diferentes materiais testados. A atividade de fosfatases aumentou no
inicio da incubagéo e diminuiu aos 30 dias de incubagao, indicando uma correlagdo com os niveis de arsénio nas solugdes de
solo da maioria das modalidades testadas.

Palavras-chave: Arsénio, qualidade do solo, desidrogenases, fosfatases, arilsulfatases, B-glucosidases.

Abstract

Arsenic levels in rice represent a threat to public health, becoming essential the development of new strategies to reduce this
mineral accumulation. Soil enzymes are important biological indicators of soil fertility and soil quality, namely dehydrogenases,
phosphatases, arylsulfatases and B-glucosidases, which may also be related to the levels of arsenic assimilation by the plant.
For this purpose, several laboratorial experiments with flooded soil, containing moderate levels of arsenic (with about half of it
applied to all treatments, except for the control), with and without addition of iron and/or manganese oxides were performed and
enzymatic activities were evaluated in order to correlate the presence of microbial activity with the reduction of arsenic levels.
Results showed an increase of the protein content of the soil solutions at 30 days of incubation, suggesting an increase of
enzyme activity during the time period of the incubation. The values of dehydrogenases activity indicated the presence of active
microbial populations, nevertheless no significant differences were observed for the different assays. The phosphatase activity
increased at the beginning of incubation, and decreased at 30 days incubation, suggesting a correlation with the arsenic levels
of the soil solutions for the majority of the tested treatments.

Keywords: Arsenic, soil quality, dehydrogenases, phosphatases, arylsulfatases, B-glucosidases.
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Introdugao

Cerca de 50% da populagdo mundial
utiiza o arroz (Oryza sativa) como
alimento, tendo-se verificado que esta
cultura tende a acumular elevados niveis
arseénio [1].

O arsénio existe no solo em diferentes
estados de oxidacdo, sendo as formas
mais téxicas o arsenato, As(V),
predominante em ambientes aerdbios e o
arsenito, As(lll), predominante em
ambientes anaerébios [2]. A intercon-
versao entre estas duas formas é
interdependente de processos bibticos e
abibticos, sendo fortemente influenciada
pelo potencial redox, pH do meio e
atividade microbiana do solo [3]. Nas
plantas, o As pode ser absorvido como
As(V) pelos transportadores de fosfato, e
convertido na raiz da planta em As(lll) por
acao de arsenato-reductases [4].

O arroz possui maior capacidade para
absorver o arsénio, devido as condicbes
de anaerobiose em que é produzido,
sendo essencial desenvolver estratégias e
solugdes tecnicamente viaveis que
permitam reduzir a acumulagao de arsénio
neste cereal [1,4]. A contaminac&o por As
a longo prazo afeta a qualidade do solo e
a sua biomassa microbiana, principal fonte
de enzimas, muitas das quais com papel
relevante nos ciclos microbiolégicos de
transformacdo de substratos essenciais
para as plantas [5, 6].

As desidrogenases sdo enzimas
intracelulares indicadoras da biomassa
microbiana solo. As fosfatases séo

enzimas extracelulares envolvidas no ciclo
do fosforo, responsaveis pela hidrolise do
fésforo organico. As arilsulfatases estéo
envolvidas no ciclo do enxofre e sao
responsaveis pela hidrolise de esteres
aromaticos em ides sulfato, absorvidos
pelas plantas. As [-glucosidases sao
responsaveis pela hidrélise e
biodegradacéo de B-glicosi-deos
presentes em tecidos vegetais [6-9].

Neste estudo, pretendeu-se avaliar a
influéncia das enzimas indicadores da
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qualidade do solo em ensaios laboratoriais
mimetizadores das  condigbes de
inundagédo verificadas nos arrozais, de
modo a correlacionar a sua atividade com
os tratamentos efetuados e com os niveis
de arsénio observados nos diferentes
ensaios laboratoriais.

Materiais e métodos

Preparacdo dos ensaios laboratoriais

Neste estudo, planificaram-se ensaios
laboratoriais com solo usado também em
ensaios com plantas realizados em
Salvaterra de Magos (COTArroz). Foram
preparadas incubagfes fechadas de solo
em solucdo aquosa, contendo apenas
solo (C), solo adicionado com arsenito de
sodio, de modo a conter 10 mg As kg~
(A), solo contendo As(lll) 10 mg.kg” e 1,2
g. kg” de ferrihidrite (AF), solo contendo
10 mg As kg" e 1,2 g.kg™' de birnessite
(AM), solo contendo As(lll) 10 mg.kg” e
0,6 g.kg” de ferrihidrite e 0,6 g.kg”' de
birnessite (AFM) e solo contendo As(lll)
10 mg.kg” e 1,2 g.kg™" de ndédulos de Fe e

Mn recolhidos no campo (AN). As
amostras foram analisadas apés 4h, 7, 15
e 30 dias de incubagdo. Apbs

centrifugacdo (10 000 g) procedeu-se a
filtracdo do sobrenadante (0,45 ym) para
obtenc¢do das solugdes de solo, que foram
conservadas a -20°C até a analise.

Quantificacdo do teor de proteina

A determinacdo da concentragdo de
proteina no solo e nas solugdes de solo foi
efetuada pelo método de Bradford
modificado, utilizando solu¢do de azul de
Coomassie G 0,06% (m/v), com
quantificagdo do complexo formado a 690
nm [10]. As amostras foram diluidas em
tampédo fosfato 0,14 M a pH 7,1 e
incubadas num banho com agitacdo a
37°C durante 2 horas.

Atividade de desidrogenases

A atividade enzimética de desidrogenases
no solo inicial e nas solugdes do solo foi
determinada utilizando como substrato o
cloreto de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-
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feniltetrazolio (INT) que na presenca da
desidrogenase sofre uma remocgdo do
hidrogénio com formagéo do
iodonitrotetrazolio-formazdo (INTF) de
coloragdo avermelhada. As amostras
foram incubadas em tampéo tris-HCI 1M
pH 7.4 contendo INT 0,5 % (m/v) em
dimetilformamida (DMF), durante uma
hora a 40°C, com agitacdo. O INTF
formado foi quantificado a 490 nm [7].

Atividade enzimdtica de fosfatases

A quantificacdo de fosfatases foi
determinada pelo método de Tabatabai &
Bemner modificado. Este baseia-se na
hidrélise do p-nitrofenilfosfato (p-NPP),
com libertagdo de p-nitrofenol (p-NP).
Para quantificacdo da atividade de
fosfatases acida e basica, prepararam-se
amostras em tamp&o universal modificado
pH 6 e 9, respetivamente, contendo p-
NPP 115 mM e incubadas 1h a 37°C. O p-
NP formado foi quantificado a 405 nm [11]

Atividade de arilsulfatases

A atividade enzimatica de arilsulfatases foi
determinada de acordo com o método
descrito por Tabatabai & Bremner
modificado, no qual o substrato p-
nitrofenilsulfato (p-NPS) é convertido em
p-nitrofenol (p-NP). As amostras foram
preparadas em tampao acetato 500 mM
pH 5,8 contendo p-NPS 25 mM e
incubadas durante 2 horas a 22°C, com
agitacéo. O p-NP formado foi quantificado
a 405 nm [8].

Atividade de f-glucosidases

A quantificagdo da atividade de p-
glucosidases foi efetuada pelo método
proposto por Eivazi e Tabatabai (1998),
modificado, no qual o p-nitrofenil-B-
glucopiranosido (p-NPG) sofre hidrolise,
com quantificacdo do p-nitrofenol (p-NP).
As amostras foram incubadas em tampéao
universal modificado pH 6,0 contendo p-
NPG 50 mM, durante 1 hora a 37°C, com
agitacdo. O p-NP formado foi quantificado
a 405 nm [12].
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Resultados e discussao

No Quadro 1 apresentam-se ©0s
parametros bioquimicos do solo inicial.
Este apresentou um pH de 6 e um teor
proteico de 38 g.Kg™' de solo.

Quadro 1 — Caraterizagéo bioquimica do solo

Atividade enzimatica (umol/h/g solo)

CICS2018

Desidrogenases 6,2x10° + 0,01
Fosfatases 11,2+ 0,52
Arilsulfatases 1,33+ 0,62
B-glucosidases 4,90 £ 0,61
As desidrogenases sao enzimas

intracelulares que estdo envolvidas nos
processos de fosforilacdo oxidativa do
solo. O valor de atividade de
desidrogenases observado para o solo
encontra-se de acordo com valores
tabelados para solos com intensa
atividade microbiana [3, 6]. A atividade de
fosfatases apresentou valores dentro dos
valores de referéncia, sugerindo uma
elevada biodisponibilidade do fésforo
inorganico [3, 5]. O solo apresentou
baixos valores de atividade de
arilsulfatases, apesar de se encontrar
dentro dos valores de referéncia, o que
podera sugerir a presenca de enxofre no
solo [13]. O solo apresentou também
valores de [-glucosidases dentro do
intervalo de referéncia de atividade, o que
podera sugerir a presenca de compostos
com alto teor de carbono no solo [13].

Nos ensaios laboratoriais, observou-se
uma tendéncia para um ligeiro aumento
do teor proteico nas solugbes de solo a
partir dos 15 dias de incubagido, o que
podera indicar um ligeiro aumento da
concentragcdo de enzimas extra-celulares
e/ou de microrganismos ativos, em
condicbes de reducdo. Os valores de
atividade de desidrogenases indicaram a
presenca de populagdes microbianas
ativas, ndo se observando diferencas
entre os diferentes ensaios nem entre os
diferentes tempos de incubagéao.

Aos 30 dias, observou-se um aumento
dos valores de atividade de fosfatases nas
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solucdes da modalidade A
comparativamente com a modalidade C.
Paralelamente, observou-se também um
aumento na atividade de fosfatases nas
solugdes resultantes das incubagbes de
solo AF e de solo AM em relacdo a C,
mas inferior a modalidade A. Os
resultados mostraram também uma
tendéncia para diminuicdo da atividade
enzimatica de arilsulfatases nas solucbes
do solo ao longo do tempo, aos 30 dias de
incubacdo para as modalidades C e AF.
Nado se observaram diferencas na
atividade de B-glucosidases ao longo do
tempo de incubacgao e dos diferentes tipos
de incubacéo.

Estudos recentes referem uma correlagéo
entre a atividade de fosfatases e a
biodisponibidade de arsénio no solo [14].
Dado que, apés 30 dias de incubagéao, as
concentragdes de As foram muito
inferiores nos tratamentos com adicdo de
materiais de Fe e Mn por comparacgéo
com a modalidade A, embora superiores
ao controlo (C), a variagdo observada nos
niveis de atividade enzimatica de
desidrogenases e fosfatases podera estar
correlacionada com o teor de arsénio
presente nas solugdbes do solo dos
diferentes tratamentos [15].
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