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RESUMO: A aferição de parâmetros cinéticos 
enzimáticos fornece informações sobre todo 
o processo catalítico diante das mudanças 
provocadas no solo devido ao seu uso. O objetivo 
deste estudo foi o de investigar a qualidade de 
solos de Cerrado em sistemas de ILPF utilizando 
indicadores biológicos do solo. As amostras de 
solo coletadas foram separadas em grupo A, 

B e C. No grupo A foi utilizada a determinação 
da atividade da polifenoloxidase, utilizando o 
substrato L-3,4- dihidroxifenilalanina (L-DOPA), 
levando em conta a profundidade do solo. No 
solo do grupo B foi utilizada a determinação 
da atividade de β-glicosidase (EC 3.2.1.21), 
dispondo-se do p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo 
como substrato, levando em consideração o 
tempo de manutenção dos sistemas. No grupo 
C a atividade de fosfatase ácida (EC 3.1.3.2) 
foi testada, utilizando o p-nitrofenil fosfato como 
substrato. No grupo A, os dados da cinética 
demonstraram que, na profundidade 0-10 cm da 
amostra de solo, existe uma maior concentração 
de microorganismos de metabolismo aeróbico e 
que, na profundidade 10-20 cm, os valores de Km 
indicam uma piora na qualidade do solo. No grupo 
B, os dados analisados indicam uma semelhança 
nos parâmetros, porém é possível concluir que 
na área de implantação mais antiga há uma 
diferença na capacidade de troca catiônica. No 
grupo C Os parâmetros analisados demonstram 
que as amostras de solo em Cerrado nativo 
apresentam melhores índices de qualidade em 
relação às áreas antropizadas, e que as áreas 
manejadas em ILPF ainda apresentam atividade 
microbiana e enzimática com proximidade à 
condição do Cerrado nativo. Os resultados 
sugerem que áreas de Cerrado nativo possuem 
melhores indicadores de qualidade do solo, 
mas que o manejo em ILPF pode contribuir 
para a manutenção da fertilidade e servir como 
uma prática de agropecuária sustentável para o 
Cerrado.
PALAVRAS-CHAVE: Fosfatase. Beta-
Glicosidase. Indicadores de Qualidade. Manejo 
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sustentável. ILPF. 

HOW THE ENZYME KINETIC PARAMETERS CAN INDICATE THE QUALITY 
OF SOILS ON CROP-LIVESTOCK-FOREST INTEGRATION IN BRAZILIAN 

CERRADO
ABSTRACT: The measurement of enzymatic kinetic parameters provides information about 
the entire catalytic process in view of the changes caused in the soil due to its use. The aim of 
this study was to investigate the quality of Cerrado soils in ILPF systems using soil biological 
indicators. The collected soil samples were separated into groups A, B and C. In group A, 
the determination of the polyphenol oxidase activity was used, using the substrate L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), taking into account the depth of the soil . In group B soil, 
the determination of β-glucosidase activity (EC 3.2.1.21) was used, using p-nitrophenyl-β-D-
glycopyranoside as substrate, taking into account the maintenance time of the systems. In 
group C the acid phosphatase activity (EC 3.1.3.2) was tested using p-nitrophenyl phosphate 
as substrate. In group A, the kinetic data showed that, at the 0-10 cm depth of the soil sample, 
there is a higher concentration of aerobic metabolism microorganisms and that, at the 10-20 
cm depth, the Km values   indicate a deterioration in quality from soil. In group B, the analyzed 
data indicate a similarity in the parameters, however, it is possible to conclude that, there is 
a difference in the cation exchange capacity in the older implantation area. In group C The 
analyzed parameters demonstrate that soil samples in native Cerrado have better quality 
indices compared to anthropized areas, and that areas managed in ILPF still have microbial 
and enzyme activity close to the condition of native Cerrado. The results suggest that areas 
of native Cerrado have better indicators of soil quality, but that management in ILPF can 
contribute to the maintenance of fertility and serve as a sustainable agricultural practice for 
the Cerrado.
KEYWORDS: Phosphatase. Beta-Glucosidase. Quality Indicators. Sustainable management. 
CLF.

INTRODUÇÃO
Atualmente, muitos desafios são impostos à agricultura, devido às grandes extensões 

de áreas e da ampla diversidade de culturas para se manter a grande produtividade. Dessa 
maneira, deve-se pensar em ao mesmo tempo maximizar a quantidade de produtos agrícolas 
de elevada qualidade, assim como em conservar os recursos naturais do sistema. 

A qualidade do solo está diretamente relacionada com a capacidade que ele tem de 
funcionar continuamente para que possa sustentar plantas, animas e seres vivos. Desse 
modo, é relevante pensar em mecanismos de agroecossistemas sustentáveis, de forma que 
o solo continue fértil para próximos cultivos.

Os indicadores de qualidade do solo são utilizados para avaliar se as funções do solo 
estão tendo um bom desempenho e se os microrganismos estão em quantidades disponíveis 
para promover a ciclagem de nutrientes por meio da mineralização de matéria orgânica 
(MENDES et al., 2018). Em alguns casos, a modificação na população e na atividade 
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microbiana pode prevalecer sobre mudanças nas propriedades físico-químicas, refletindo 
nos parâmetros do solo (ARAÚJO; MONTEIRO, 2007).

Tendo em vista que a amplificação da produção, em sistemas de integração Lavoura, 
Pecuária e Floresta (ILPF), pode ocasionar diversos benefícios ao produtor e ao meio 
ambiente, melhorando as condições físicas, químicas e biológicas do solo (CORDEIRO et 
al., 2015), neste trabalho foram testadas enzimas polifenoloxidases e β-glicosidase como 
indicadores de qualidade.

Uma forma de se investigar os efeitos de manejo nas enzimas do solo é pelos estudos 
de cinética, pois a afinidade da enzima pelo substrato é medida em concentrações variadas, 
com valores próximos aos encontrados no solo para os substratos naturais. Pela cinética 
michaeliana é possível identificar se determinada enzima sofreu alteração de afinidade pelo 
seu substrato pela medida da constante de Michaelis-Menten, o Km, e pela análise da curva 
que descreve a relação entre disponibilidade de substrato e incrementos na velocidade inicial 
da reação (LEITE et al., 2018).

OBJETIVOS
Analisar a qualidade de solos de Cerrado em sistemas Agroflorestais pela cinética de 

polifenoloxidase e β-glicosidase;
Relacionar o tempo de implantação do sistema agroflorestal com os parâmetros 

cinéticos das enzimas;
Demonstrar se a implantação do sistema agroflorestal contribui para a melhoria da 

qualidade do solo através da análise das enzimas polifenoloxidase e β-glicosidase, apontando 
essa contribuição.

METODOLOGIA
As fases de descrição e coleta foram idênticas para os grupos A, B e C. 

1) Descrição das áreas de amostragem
O estudo foi realizado em dois grupos de solos, chamados de grupo A e grupo B, 

de três áreas de ILPF, com diferentes idades de implantação, localizada na Fazenda Boa 
Vereda, em Cachoeira Dourada, GO (18°27’43’’S, 49°35’58’’W). Foram usados os sistemas 
ILPF implantados em 2009 (ILPF10), 2011 (ILPF8) e 2014 (ILPF5), em Latossolo Vermelho-
Argiloso (EMBRAPA, 2006).

2) Coleta de amostragem do solo e separação de agregados 
Foram coletadas amostras dos dois grupos de solo no final do período de seca, entre 

os meses de agosto e setembro de 2019. Essas amostras foram recolhidas manualmente 
usando pá de corte, abrindo valas de aproximadamente 0,1 m2 de largura e 0,2 m de 
profundidade. Foram coletadas aleatoriamente amostras compostas constituídas pela 
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junção de três subamostras de solo. No ILPF foram coletadas três amostras compostas na 
profundidade 0-0,2 m e em cada subárea do sistema agroflorestal (entre renque: entre as 
fileiras de árvores; no renque: entre plantas na linha de Eucalipto), totalizando seis amostras 
compostas em cada ILPF. A amostragem foi realizada em três ILPF (ILPF10, ILPF8, ILPF5), 
totalizando de 18 amostras compostas. Todas as amostras foram peneiradas (<2 mm) para 
remoção de raízes, gravetos, pedras e cascalho e acondicionadas em sacos de polietileno a 
4 °C (EMBRAPA, 2011).

Foi determinado o teor de umidade secando 5 g de solo a 105 °C por 48 h a fim de se 
utilizar massa seca como referência nas pesagens das amostras. 

A avaliação dos parâmetros físico-químicos foi realizada por um laboratório 
especializado em análise de solo, usando as metodologias descritas pela EMBRAPA (2011), 
com alguns detalhes descritos a seguir. O teor de argila, silte e areia foi medido pelo método 
do densímetro. O pH do solo foi mensurado por eletrodo imerso em suspensão de solo e 
CaCl2. O teor de fósforo (P) e potássio (K) foi extraído por Mehlich I; cálcio (Ca) e magnésio 
(Mg) extraídos em KCl e determinados por titulação de EDTA. O alumínio trocável (Al) foi 
determinado pela extração com solução KCl. A capacidade de troca catiônica, saturação 
por bases e saturação por alumínio foi calculada a partir destes dados. O teor de carbono 
orgânico total (COT) e matéria orgânica do solo (MOS) foram determinados pelo método de 
oxidação do dicromato e a leitura ao espectrofotômetro. O nitrogênio total (NT) foi avaliado 
pelo método de destilação a vapor.

3) Características bioquímicas do solo

3.1) Grupo A
A determinação da atividade de polifenoloxidase foi efetuada de acordo com a 

metodologia de Sinsabaugh et al. (1999), com algumas modificações. O substrato L-3,4- 
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (0,8 mL) foi adicionado a 0,16 g de massa seca de solo. Após 
incubação, em temperatura ambiente por 60 min, 0,3 mL da mistura reacional vertida em 
poços de microplaca e a absorbância foi mensurada a 460 nm. A atividade enzimática foi 
calculada com base no coeficiente de extinção molar e expressa em µmol de 3-dihidroindol-
5,6-quinona-2-carboxilato de metila (DIQC)/h/g de solo. Foram construídas curvas de 
cinética com as enzimas utilizando-se substratos em concentrações variadas de zero até o 
atingimento de Vmax, ou seja, até que não se observe incrementos na velocidade da reação, 
mantendo-se a quantidade de solo (enzima) e demais componentes constantes durante todo 
o experimento. As curvas foram analisadas plotando-se um gráfico de pontos V x [S], sendo 
[S] a variável independente. Sobre esta distribuição será ajustada uma regressão hiperbólica 
para se estimar os valores de Km e Vmax pela equação de Michaelis-Menten.

3.2) Grupo B
A atividade de β-glicosidase (EC 3.2.1.21) foi testada conforme descrito por Baldrian 
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et al. (2005), utilizando-se o p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo como substrato. Os resultados 
foram expressos em μg de p-nitrofenol g-1 solo h-1 a 400 nm. Foram construídas curvas de 
cinética com as enzimas utilizando-se substratos em concentrações variadas de zero até o 
atingimento de Vmax, ou seja, até que não se observe incrementos na velocidade da reação, 
mantendo-se a quantidade de solo (enzima) e demais componentes constantes durante 
todo o experimento. As curvas foram analisadas plotando-se um gráfico de pontos V x [S], 
sendo [S] a variável independente. 

3.3) Grupo C
A atividade de fosfatase ácida (EC 3.1.3.2) foi testada conforme descrito por Baldrian 

et al. (2005), utilizando o p-nitrofenil fosfato como substrato. Os resultados foram expressos 
em µg de p-nitrofenol g-1 solo h-1 a 400 nm. Foram construídas curvas de cinética com as 
enzimas, utilizando substratos em concentrações variadas de zero até o atingimento de 
Vmax, ou seja, até que não se observe incrementos na velocidade da reação, mantendo-se a 
quantidade de solo (enzima) e demais componentes constantes durante todo o experimento. 
As curvas foram analisadas plotando-se um gráfico de pontos V x [S], sendo [S] a variável 
independente. Sobre esta distribuição foi ajustada uma regressão hiperbólica para se estimar 
os valores de Km e Vmax pela equação de Michaelis-Menten (LEITE et al., 2018).   

RESULTADOS

1.1 Grupo A
Na Tabela 1 estão apresentados os resultados da análise de atributos físicos e 

químicos das amostras de solo em ILPF com 5, 8 e 10 anos de implantação à época da 
coleta.

Propriedades físico-químicas do solo ILPF5 ILPF8 ILPF10
pH 4,9±0,1 4,9±0 5,5±0,06

cálcio (cmolc/dm-³) 2,4±0,1 2,5±0,3 4,9±0,1
Magnésio (cmolc/dm-³) 1,37±0,1 1,4±0,1 1,9±0,1

H+Al (cmolc/dm-³) 3,87±0,1 3,8±0,1 3,27±0,15
CTC (cmolc/dm-³) 7,83±0,1 7,9±0,6 10,17±0,1

Fósforo (Melich I) (cmolc/dm-³) 2±1,0 4,8±3,1 3±1,0
Potássio (cmolc/dm-³) 0,2±0,01 0,19±0 0,11±0,02

Matéria orgânica do solo (%) 3,77±0,1 3,6±0,1 3,87±0,15
V% 50,7±1,5 51±1,7 68±2,0

Nitrogênio total (%) 0,2±0,01 0,18±0 0,2±0,01
Carbono orgânico total (%) 2,19±0,1 2,09±0 2,24±0,09

Argila (%) 45±0 28±1,0 29±0
Silte (%) 26±0 23±1,0 21,3±0,3
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Areia (%) 29±0 48±2,0 49,7±2,3

Tabela 1: Atributos fisico-químicos do solo coletado em área de integração lavoura-pecuária-floresta em 
Cachoeira Dourada, Goiás.

Os dados da Tabela 1 mostram uma grande semelhança entre os parâmetros 
analisados no que tange o tempo de manutenção dos sistemas. Dentre os dados que 
apresentaram diferenças, é possível observar que na área com implantação mais antiga 
(ILPF 10) há duas vezes mais Cálcio (4,9 cmolc/dm3) em relação às demais. Este dado reflete 
também na diferença apresentada para a Capacidade de Troca Catiônica (21% maior do que 
ILPF 5 e ILPF 8) e na saturação por bases (30% maior do que as demais áreas de ILPF). 

Quanto à composição textural pode-se observar que a área de ILPF 5 apresenta maior 
teor de argila e menor teor de areia, mesmo fazendo parte da mesma propriedade rural.

Nas Figura 1 e 2 estão os resultados da cinética de polifenoloxidase utilizando o 
substrato L-DOPA. O substrato L-3,4- dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (0,8 mL) foi adicionado 
a 0,16 g de massa seca de solo, e a leitura da atividade enzimática foi realizada considerando 
as concentrações de L-DOPA de 0,39 a 100 mmol L-1, por meio de uma diluição seriada.

Figura 1 - Cinética da polifenoloxidase de solos em ILPF coletados na profundidade de 0 a 10 cm (0 a 
0,1 m).

A Figura 1 apresenta os dados de cinética com as amostras de solo coletadas na 
profundidade de 0 a 10 cm. Esta profundidade é aquela camada superficial do solo que 
recebe mais oxigênio, pois está em contato direto com o ar atmosférico e que, por isto, 
também contém maior concentração de microrganismos de metabolismo aeróbio.
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O experimento utilizando o solo de ILPF coletado na profundidade de 10 a 20 cm, 
empregando as 3 amostras de solo de ILPF com 8 anos de implantação, foi preparado no 
laboratório de biotecnologia da Universidade Estadual de Goiás (UEG). Os dados da cinética 
da polifenoloxidase estão presentes na Figura 2.

Figura 2 – Cinética da polifenoloxidase de solos em ILPF coletados na profundidade de 10 a 20 cm (0,1 
a 0,2 m).

A Figura 2 apresenta a cinética de atividade de polifenoloxidase na profundidade 
entre 10 e 20 cm. A velocidade máxima atingida foi estimada em 19,5 µmol/h/g e o valor da 
constante de Michaelis-Menten, estimado em 35,2 mmol/L.

É possível verificar que a Vmax estimada da camada 0-10 cm (68,7 µmol/h/g) é cerca de 
três vezes maior do que aquela observada pela cinética da camada 10-20 cm (19,5 µmol/h/g). 
Além disto, os valores de Km também sugerem que há uma piora na qualidade do solo em 
relação à capacidade cinética da polifenoloxidase de acordo com o parâmetro profundidade 
do solo. Na camada 0-10 cm o Km estimado foi de 8,77 mmol/L, enquanto que na camada 
entre 10 e 20 cm este valor foi quatro vezes maior do que o anterior. 

Embora o Km não seja considerado uma medida precisa da afinidade enzimática, este 
parâmetro indica que, no caso da camada 10 a 20 cm, que é necessário o fornecimento de 
quatro vezes mais substrato para que a polifenoloxidase desta camada atinja a metade de 
sua velocidade máxima, que ainda é menor do que aquela que na amostra entre 0-10 cm é 
capaz de obter. Esta piora na condição de mineralização em camadas tão próximas sugere 
um alerta de que o solo possa sofrer processos de perda por compactação (do gado, por 
exemplo), ou por falta de adubação, por exemplo.
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1.2 Grupo B
Pode-se verificar que o Vmax estimado da camada de 0-0,1 m (124,69 µmol / h / g) possui 

a maior atividade, que é cerca de vinte vezes a atividade máxima observada na cinética da 
camada de 0,1-0,2 m (6,49 µmol / h / g) (Figuras 1 e 2). Na camada 0-0,1 m, o Km estimado 
é de 4,67 mmol / L, enquanto na camada entre 0,1 e 0,2 m, o valor sobe para seis vezes o 
valor da camada anterior, apresentando 23,88 mmol / L. Isto se deve provavelmente porque 
a camada superficial (0-0,1 m) está em contato direto com o ar atmosférico, logo possui 
mais oxigênio disponível ao metabolismo microbiano. Como consequência tem-se uma maior 
diversidade de microrganismos, o que leva à produção de enzimas mais competitivas, por 
isto os valores de Vmax maiores e Km menores do que o observado para a camada entre 0,1 
e 0,2 m.

Figura 3: Cinética da enzima β-glicosidase em áreas de integração lavoura-pecuária-floresta em 
profundidade do solo entre 0 e 0,1m.
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Figura 4: Cinética da enzima β-glicosidase em áreas de integração lavoura-pecuária-floresta em 
profundidade do solo entre 0,1 e 0,2 m.

1.3 Grupo C
Os resultados da cinética de Michaelis-Menten para a atividade de fosfatase estão 

apresentados na Figura 5, para a amostra de solos coletada em área de Cerrado Nativo na 
mesma propriedade rural em que há ILPF.

As estimativas dos valores de Vmax e Km para o modelo de regressão hiperbólico de 
Michaelis-Menten foram 156,4 µmol h-1g-1e 9,28 µmol L-1, respectivamente (Figura 5A). O 
modelo de regressão apresentou um coeficiente de variação abaixo de 3%, o que demonstra 
a confiabilidade da análise.

Na área de ILPF8, região escolhida para a análise cinética da fosfatase, a estimativa 
de Vmax foi de 138 µmol h-1g-1 e de 6,86 µmol L-1 para o valor de Km (Figura 5B). Embora haja 
uma diminuição na velocidade máxima da reação, há uma adaptação dos microrganismos 
na produção de fosfatases com menor Km, ou seja, de enzimas que formam o complexo ES 
mais rapidamente, pois requerem menos substrato para atingir a metade de Vmax (LEITE et 
al., 2018).
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Figura 5. Comportamento cinético da fosfatase ácida presente em solos de Cerrado nativo em em 
áreas de integração lavoura-pecuária-floresta.

CONSIDERAÇÕES FINAIS
Neste trabalho foram analisadas polifenolxidases e ß-glicosidases como indicadores 

da qualidade de solos em áreas de Integração Lavoura, Pecuária, Floresta, pois elas 
responderam diferentemente em relação à disponibilidade de recursos, como nutrientes 
(substrato) e oxigênio (profundidade).

Estes fatores são importantes para se analisar como os microrganismos no solo 
reagem frente às variações ambientais e como isto pode refletir na mineralização de matéria 
orgânica, trazendo informações sobre o efeito do manejo do solo.

Os parâmetros analisados demonstram que as amostras de solo em Cerrado nativo 
apresentam melhores índices de qualidade em relação às áreas antropizadas. Por outro 
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lado, as áreas manejadas em ILPF ainda apresentam atividade microbiana e enzimática com 
proximidade à condição do Cerrado nativo. Esta melhor condição do solo em relação ao uso 
extensivo representa uma alternativa mais sustentável à agropecuária, o que pode também 
incentivar ao produtor a recuperar seu pasto com este tipo de manejo ao invés de desmatar 
novas áreas de remanescentes de Cerrado quando o solo de pastagem perde sua fertilidade 
original.
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