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RESUMO

As enzimas do solo sdo, em sua maioria, secretadas pelos microrganismos que compodem a
biomassa microbiana, os quais liberam essas biomoléculas para degradar substratos complexos.
As enzimas podem ser intracelulares (associadas a fragdo viva da microbiota) ou extracelulares
(estabilizadas na matriz e nos agregados do solo por longos periodos de tempo), e sdo
fundamentais para a decomposi¢ao da matéria organica do solo (MOS) e para a ciclagem de
nutrientes, influenciando diretamente a saude ¢ a fertilidade do solo. Em 2020, a EMBRAPA
incorporou a atividade enzimatica como componente bioldgico das andlises de rotina de solos
por meio da Tecnologia BioAS, suprindo lacunas das analises fisico-quimicas tradicionais.
Com base nessa tecnologia, investigou-se o efeito de um prebiodtico comercial a base de extrato
de microalgas, chamado Biobalance da empresa espanhola Biorizon Biotech, sobre as
atividades de B-glicosidase e arilsulfatase em solos de cultivo de morango, por meio de
experimentos de campo em Piedade (SP), Pouso Alegre (MG) e Senador Amaral (MG). Apos
duas aplicagdes do produto (2 L/ha) e coletas de solo realizadas antes do tratamento e 90 dias
apods a primeira aplica¢do, foram quantificadas as atividades de B-glicosidase e arilsulfatase
com base nos métodos classicos de Tabatabai, hoje padronizados pela EMBRAPA e adotados
pela FAO. O método envolve a hidrélise dos substratos especificos de cada enzima, sob pH,
temperatura e tempo de incubagao ideais, liberando p-nitrofenol (PNP). O PNP foi determinado
por espectrofotometria a 401, 410 e 420 nm, a partir de uma curva de calibra¢do externa. Os
resultados foram entdo submetidos a analise estatistica, calculando-se média, desvio-padrao e
coeficiente de variacdo. Para os 3 solos estudados, os valores de [-glicosidase foram
classificados como baixos € os de arilsulfatase, nas mesmas amostras, variaram entre baixos a
altos, ambos de acordo com as tabelas de referéncias da EMBRAPA. Diante dos resultados,
varias hipoteses foram levantadas para explicar os desvios observados e a falta de um
comportamento consistente entre aplicagao do produto e atividade enzimatica. A mais plausivel
refere-se ao método de amostragem e ao modo de armazenamento adotados, que privilegiam o
acesso a “memoria” do solo, conforme preconizado pela EMBRAPA, mas ndo atendem ao
objetivo de avaliar as condi¢des do solo o mais préximo do momento da coleta. Além disso,
este trabalho evidenciou a importancia de um delineamento experimental rigoroso em campo
capaz de gerar dados analiticos confidveis. Por isso, recomenda-se a elaboragdo de
Procedimentos Operacionais Padrao (POPs) destinados aos futuros parceiros envolvidos,
garantindo a padronizacdo das etapas de aplicacdo, coleta e processamento das amostras.

Palavras-chave: Atividade enzimatica. Prebidtico. Solo. Tecnologia BioAS. Bioindicadores.



ABSTRACT

Soil enzymes are mostly secreted by microorganisms that make up the microbial biomass,
which release these biomolecules to degrade complex substrates. These enzymes can be intra-
cellular (associated with the living fraction of the microbiota) or extracellular (stabilized in the
soil matrix and aggregates for long periods), and play a key role in soil organic matter (SOM)
decomposition and nutrient cycling, directly influencing soil health and fertility. In 2020,
EMBRAPA incorporated enzyme activity as a biological component of routine soil analyses
through the BioAS Technology, filling gaps in traditional physicochemical analyses. Based on
this technology, this study evaluated the effect of a commercial prebiotic based on microalgae
extract, called Biobalance (Biorizon Biotech, Spain), on B-glucosidase and arylsulfatase activi-
ties in strawberry-cultivated soils through field experiments in Piedade (SP), Pouso Alegre
(MQG), and Senador Amaral (MG), Brazil. After two product applications (2 L/ha) and soil sam-
pling before treatment and 90 days after the first application, enzyme activities were quantified
according to the classical methods of Tabatabai, standardized by EMBRAPA and adopted by
FAO. The method involves the hydrolysis of specific substrates under optimal pH, temperature,
and incubation time, releasing p-nitrophenol (PNP), which was quantified by spectrophotome-
try at 401, 410, and 420 nm using an external calibration curve. For the three soils studied, -
glucosidase values were classified as low, while arylsulfatase values ranged from low to high
in the same samples, according to EMBRAPA reference tables. Results showed no consistent
pattern between product application and enzyme activity, with high coefficients of variation
and some values below the quantification limit. The most plausible explanation relates to the
sampling and storage method adopted, which favors access to the soil’s “memory,” as recom-
mended by EMBRAPA, but does not reflect conditions at the time of sampling. This study
highlights the importance of rigorous experimental field design to generate reliable analytical
data and recommends developing Standard Operating Procedures (SOPs) to ensure the standar-
dization of application, sampling, and processing stages in future studies.

Key-words: Enzyme activity. Prebiotic. Soil. BioAS Technology. Bioindicators.
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1 INTRODUCAO

A qualidade do solo ¢ fundamental para garantir a sustentabilidade e a
produtividade da agricultura, especialmente diante do crescimento populacional e da
degradagdo dos recursos naturais (Karaca et al, 2010). Os processos biologicos sao
fundamentais para a manutencdo da saide do solo, que, por sua vez, favorecem o
desenvolvimento de plantas e animais saudaveis. Sendo assim, um solo biologicamente ativo
sustenta lavouras mais resilientes, capazes de produzir alimentos em quantidade e qualidade
adequadas para atender as demandas de uma populagao crescente (Mendes et al., 2020).

Para avaliar a qualidade do solo, os bioindicadores sao ferramentas extremamente
uteis, pois representam atributos ou propriedades bioldgicas que refletem o estado do
ecossistema edafico e sdo altamente sensiveis as alteragdes no ambiente em funcao de manejos
agricolas (Mendes et al., 2020). Entre os principais bioindicadores, destacam-se a biomassa
microbiana, a biodiversidade do solo (incluindo flora e fauna), os microrganismos e a atividade
enzimadtica (Fonseca, 2021).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) desempenhou um
papel pioneiro no Brasil no estudo e quantificacao da atividade enzimdtica em solos brasileiros
e langou em julho de 2020 a Tecnologia BioAs, que incorporou bioindicadores as analises de
rotina do solo, preenchendo a lacuna deixada pela auséncia do componente biolodgico nessas
analises (Malaquias et al., 2021).

Dentre todas as enzimas presente no solo, os estudos da EMBRAPA demonstraram
que a arilsulfatase, do ciclo de enxofre, e a B-glicosidase, do ciclo do carbono, sdo as mais
adequadas para as andlises de rotina do solo pelos seguintes motivos: alta sensibilidade para
detectar alteracdes no solo em funcdo do sistema de manejo; estreita relagdo com a matéria
organica do solo (MOS) e rendimento de graos; precisdo, coeréncia e reprodutibilidade nas
analises; simplicidade na determinacdo analitica; ndo sdao influenciadas pela aplicacdao de
adubos ¢ calcario; dentre outros (Mendes et al., 2020).

Durante o manejo das culturas, varios produtos agricolas podem ser utilizados com
diferentes objetivos, entretanto hd uma crescente preocupagao global em substituir os produtos
de origem mineral pelos de origem natural. Nesse contexto, os prebidticos agricolas sdo um
tipo de insumo agricola utilizado para a melhoria das condi¢des do solo e do crescimento das
plantas, e estdo sendo cada vez mais estudados e utilizados. Sao compostos, em sua maioria,

por substancias de origem natural, como extratos vegetais e de algas, ou por minerais



inorganico, como silicio, ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), que servem de substrato para
a atividade dos microrganismos do solo (Alahmad et al., 2023).

Ao contrario dos probioticos e biofertilizantes que adicionam microrganismos vivos
diretamente na cultura, o0 mecanismo de agcdo dos prebidticos ¢ mais indireto e atuam como
substratos que nutrem e modulam a microbiota nativa. Desse modo, o consorcio microbiano
enriquecido pelo uso de prebioticos aprimora a comunicagdo microbiana € a interacao
simbiotica com as raizes, otimizando a absor¢ao de 4gua e nutrientes pela planta (Alahmad et
al., 2024).

Por sua vez, as microalgas apresentam uma rica composi¢do quimica, incluindo
proteinas, carboidratos, vitaminas, acidos graxos poli-insaturados, pigmentos, macro e
micronutrientes, além de moléculas bioativas (Santos et al., 2021). Essa riqueza torna-as uma
base promissora para o desenvolvimento de diversos produtos agricolas, cujos extratos
oferecem multiplos beneficios. Além disso, as microalgas podem ser cultivadas em aguas
residuais, aproveitando os nutrientes presentes nesses efluentes, como nitrogénio e fosforo, e
contribuindo para a remocdo de matéria organica e outros poluentes. Somam-se a isso sua
elevada capacidade de sequestro de carbono e sua alta produtividade, caracteristicas que as
tornam uma alternativa sustentavel e eficiente para a agricultura moderna (Ronga et al., 2019).

Considerando o exposto, torna-se evidente a importdncia de estudos que
investiguem a relacdo entre o uso de bioinsumos, como os prebiodticos agricolas a base de
extrato de microalgas, e os bioindicadores de qualidade do solo. A atividade enzimatica, por
ser um indicador sensivel e dindmico das condi¢des bioldgicas do solo, assume papel central
na avaliacdo da saide desse ecossistema, especialmente frente as praticas de manejo
sustentavel. Assim, compreender como esses insumos influenciam os processos biologicos do
solo ¢ fundamental para promover sistemas agricolas mais resilientes, produtivos e

ambientalmente equilibrados.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de um prebiotico comercial, a base de microalgas, nas ativida-

des enzimaticas de solos agricolas.



2.2 Objetivos especificos

Realizar levantamento bibliografico.
Auxiliar no experimento de campo realizado pelos parceiros.

Quantificar as enzimas p-glicosidase e arilsulfatase das amostras.

P b=

Discutir a influéncia do produto Biobalance na atividade das enzimas B-glicosidase

e arilsulfatase.

3 REVISAO TEORICA

3.1 Definicdo, componentes e satide do solo

Durante o processo dinamico de transformacdo da paisagem, fatores como clima,
relevo, material de origem e a a¢do de organismos vivos promovem a degradacao das rochas,
dando origem ao solo. Para que esse material seja considerado solo, € necessario que ele seja
capaz de sustentar a vida. Quando os organismos passam a interagir com esse substrato, ex-
traindo dele os nutrientes essenciais para seus ciclos bioldgicos, estabelece-se um ambiente
propicio a vida. Assim, o solo torna-se um habitat natural, fundamental para a manutencao dos

ecossistemas terrestres (Trigueiro, 2019).

Os principais componentes do solo sdo: os minerais, que constituem a por¢ao sélida
inorganica e definem a textura do solo; a matéria organica, resultante da decomposi¢ao de ani-
mais e vegetais, sendo um componente crucial que tera destaque nas proximas se¢des; dgua e
ar, presentes na por¢ao porosa do solo. Além disso, o solo também ¢ composto por organismos
vivos e, por mais que ndo sejam citados diretamente como um de seus componentes classicos,

¢ uma condigdo essencial para ser assim definido (Trigueiro, 2019).

O solo ¢ um sistema complexo que oferece suporte fisico, supre as plantas com agua
e nutrientes, ¢ influenciado pela matéria orgénica e pela atividade biologica, tem propriedades
fisicas como estrutura e porosidade que regulam o fluxo de agua e ar, tampona ambientes adcidos
e oferece prote¢dao (Molina, 2017). A capacidade do solo de desempenhar essas fungdes ¢ fun-
damental para a produtividade das lavouras e por isso ¢ considerado a matéria prima do trabalho

agricola (Trigueiro, 2019).
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Figura 1 — Distribuicio dos componentes em um solo natural preservado, sem histérico de uso agricola
(Molina, 2017)

Um solo saudavel oferece inimeros beneficios tanto para o agricultor quanto para
0 meio ambiente, pois garante maior produtividade e estabilidade a longo prazo, visto que solos
degradados ndo conseguem sustentar a produtividade por muito tempo, e presta importantes
servigos ambientais, como o sequestro de carbono. Além disso, apresenta maior resiliéncia a
estresses, como a seca, maior eficiéncia na ciclagem e disponibilidade de dgua e nutrientes,
maior estabilidade dos agregados, favorecendo a infiltracdo de ar e agua, e por fim, atividade

biologica intensa e ativa contribui para a biorremediagdo de pesticidas (Mendes et al., 2020).

3.2 Matéria organica do solo

A matéria orgénica do solo (MOS) ¢ composta por uma variedade de elementos
quimicos, entre os quais se destacam o carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio
(N), fosforo (P) e enxofre (S), conhecidos como CHONPS. Dentre eles, o carbono ¢ o mais
abundante e frequentemente utilizado como parametro para estimar o estoque e avaliar a dina-

mica da MOS (Silva et al., 2023).

Os compartimentos da MOS sdo divididos em matéria viva e matéria morta. A ma-
téria viva inclui os organismos do solo, seus metabolitos e os exsudatos radiculares liberados
pelas plantas. Ja a matéria morta € composta por residuos de origem vegetal e animal em dife-
rentes estagios de decomposi¢do, como palhada e esterco, além de substancias humicas (mistura
complexa, amorfa e estavel de compostos organicos) que representam a principal forma de car-
bono no solo. Também fazem parte da matéria morta as substancias nao humificadas (macro-

moléculas que funcionam como fonte de nutrientes para os microrganismos), € o carbono
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soluvel em dgua (CSA), constituido por compostos de baixa massa molar e natureza polar, ca-

pazes de complexar elementos toxicos e nutrientes (Silva et al., 2023).

CSA
< 1%do C total

" - Matéria viva
% do C total)

C - Matéria morta
(até 94% do C total)

50-85% do
C total

Microrganismos:
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« Protozoa
« Nematoides

.
.
.

« Bactérias

Substincias r ; Acti tos «+ Acaros
himicas: 50-85% ;}o =5 ACEOHOBNONOY « Minhocas
» Lipideos C total « Térmitas

« Acido filvico + Acido orginicos

« Humina » Proteinas

« Pigmentos Fase VIVA do solo

» Agucares, etc

Figura 2 — Fluxograma dos principais compartimentos da MOS (Adaptado de Silva et al., 2023).

Os principais processos relacionados a matéria organica do solo (MOS) s3o de na-
tureza quimica, fisica e bioldgica. As plantas ndo conseguem absorver diretamente os compos-
tos organicos complexos presentes na MOS, sendo necessaria sua transformagdo em formas
minerais assimilaveis (Trigueiro, 2019). Nesse contexto, destaca-se a mineraliza¢do, um pro-
cesso bioquimico no qual microrganismos e enzimas do solo convertem compostos organicos
em nutrientes inorganicos, como amodnio (NH4"), nitrato (NOs"), fosfatos (PO4*") e sulfatos

(SO+*) (Molina, 2017).

Outro processo quimico fundamental ¢ a retengdo de cations, principalmente em
solos tropicais, onde a fragdo mineral, composta de 6xidos de ferro (Fe) e aluminio (Al), possui
baixa capacidade de troca de cations (CTC). Nesses ambientes, a MOS atua como a principal
fonte de cargas negativas, promovendo a reten¢@o de nutrientes essenciais como calcio (Ca*"),
magnésio (Mg?"), cobre (Cu?*), zinco (Zn*"), manganés (Mn?") e potéssio (K*). A MOS também
desempenha um papel importante no tamponamento da acidez do solo, evitando desequilibrios
nutricionais e danos por elementos toxicos. Além disso, contribui para aumentar a disponibili-
dade de fosforo (P) ao reduzir sua fixagdo na fragdo mineral. Por fim, a relagdo carbono/nitro-
génio (C/N) da MOS serve como indicador da taxa de liberagdo de nitrogé€nio para plantas e

organismos do solo (Silva et al., 2023).
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3.3 Biomassa microbiana

A microbiota do solo ¢ composta por uma ampla e diversa comunidade de micror-
ganismos que integram a fragdo organica viva, também denominada biomassa microbiana (C-
BM). Essa biomassa inclui organismos microscopicos como algas, nematoides, protozoarios,
bactérias, actinobactérias e fungos, que desempenham papéis essenciais nos processos bioqui-
micos do solo. De modo geral, para serem classificados como microrganismos, esses seres de-

vem apresentar dimensdes inferiores a 0,1 mm (Silva et al., 2023).

Os microrganismos desempenham um papel essencial na decomposi¢ao da matéria
organica do solo ao metabolizarem macromoléculas, como proteinas e carboidratos, presentes
em residuos vegetais e animais (Trigueiro, 2019). Entre esses organismos, destacam-se os cha-
mados microrganismos eficazes (do inglés, Effective Microbes — EMs), capazes de transformar
a MOS em nutrientes assimilaveis pelas plantas (Naik ez al, 2019). Esses nutrientes sdo entdao
absorvidos e incorporados aos tecidos vegetais, compondo raizes, caules, folhas, flores e frutos.
A medida que essas estruturas se desenvolvem e completam seus ciclos, retornam ao solo, li-
berando novamente os nutrientes que continham e contribuindo, assim, para o fechamento do

ciclo da matéria organica (Trigueiro, 2019).

A atividade enzimatica do solo esta diretamente associada a biomassa microbiana,
uma vez que os microrganismos representam a principal fonte de enzimas presentes nesse am-
biente. Essas enzimas atuam como catalisadores em diversas reagdes bioquimicas essenciais,
como a decomposi¢do da matéria organica, a ciclagem de nutrientes e a estruturacao do solo
(Costa e Campos, 2022). Muitas moléculas organicas presentes no solo, como a celulose, he-
micelulose e quitina, sdo grandes demais para serem transportadas diretamente para o interior
das células microbianas. Por isso, os microrganismos liberam enzimas extracelulares que atuam
fora da célula para hidrolisar (quebrar) esses substratos maiores e complexos em moléculas
menores € mais simples, como oligossacarideos ou monossacarideos (por exemplo, glicose).
Essas moléculas simples se tornam entdo prontamente disponiveis para o consumo microbiano

como fontes de carbono (C) e energia (Sobucki et al., 2021).

Entre os processos biologicos que contribuem para a formacao e a estabilidade dos
agregados do solo, destacam-se a acao de hifas fungicas, que iniciam a agregacao, ¢ a adesao

de compostos como polissacarideos e glomalina, uma glicoproteina produzida por fungos
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micorrizicos arbusculares (FMA) que favorecem a coesdo e estabilidade desses agregados

(Silva et al., 2023).

Diversos microrganismos do solo estabelecem interagdes benéficas com as plantas,
especialmente na rizosfera, a zona ao redor das raizes onde ha intensa troca de compostos entre
planta e microbiota. Os exsudatos radiculares, ricos em agucares, aminoacidos e acidos organi-
cos, servem como fonte de energia e nutrientes para os microrganismos, favorecendo sua ativi-
dade (Silva et al., 2023). Nesse ambiente, destacam-se as rizobactérias promotoras de cresci-
mento vegetal (do inglés, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria — PGPR), capazes de esti-
mular diretamente o desenvolvimento das plantas por meio da sintese de fitormonios, produgao

de enzimas degradadoras de compostos organicos complexos e aumento da absor¢do de nutri-

entes (Alahmad et al., 2023).

Os microrganismos eficazes (EMs), incluindo PGPRs, vém sendo amplamente es-
tudados e aplicados como biofertilizantes devido a sua capacidade de contribuir para a susten-
tabilidade agricola. Entre os principais mecanismos de acdo estdo a fixac¢do bioldgica de nitro-
génio (N2), a solubilizacao de fosforo (P) e potassio (K), a liberacao de micronutrientes, a pro-
ducdo de exopolissacarideos e a transformacao da matéria organica. Tais processos ndo apenas
favorecem o crescimento vegetal, mas também melhoram a estrutura e a retencgao hidrica do
solo. Além disso, esses microrganismos produzem compostos bioativos, como vitaminas, hor-
monios € enzimas, que promovem o desenvolvimento vegetal, além de agentes de biocontrole

que aumentam a resisténcia das plantas a estresses bioticos e abioticos (Naik ef al., 2019).

As interagdes ecologicas positivas, como mutualismo e simbiose, ou negativas,
como o antagonismo contra patdégenos, também contribuem para a produtividade das culturas
(Naik et al., 2019). Exemplos notaveis incluem Pseudomonas fluorescens, eficazes no controle
de patdgenos do solo, e os lipopeptideos produzidos por Bacillus, que atuam como potentes

agentes de biocontrole (Brugman et al., 2018).

A atividade da microbiota do solo ¢ regulada por uma variedade de fatores, como a
umidade, temperatura, pH, aeracdo, disponibilidade de 4gua e de substratos organicos, além da
textura do solo, presenca de metais pesados, agentes xenobidticos e praticas de manejo. As
praticas de manejo inadequadas podem comprometer significativamente a atividade bioldgica
do solo, reduzindo a diversidade microbiana e a quantidade de matéria organica, o que afeta

diretamente a fertilidade e o equilibrio dos processos ecologicos do solo (Silva et al., 2023).
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Por isso também, a atividade microbiana pode ser utilizada como bioindicador de qualidade e

saude do solo (Alahmad et al., 2023).

3.4 Atividade enzimatica do solo

O solo ¢ frequentemente descrito como um sistema vivo, onde ocorrem diversas
atividades bioquimicas fundamentais, mediadas por processos enzimaticos. As enzimas do solo
sdo proteinas com alta especificidade e atuam como catalisadores, acelerando reagdes bioqui-
micas essenciais a manutengdo ¢ funcionalidade do ecossistema, sem serem consumidas ou
alteradas permanentemente no processo. A atividade enzimatica do solo € resultado de um com-

pilado de fatores bioticos e abidticos (Tabatabai ef al., 2002).

Quanto a sua origem, as enzimas do solo sdo originadas principalmente da biomassa
microbiana, embora também possam ser provenientes de residuos vegetais e animais (Tabata-
bai, 1994). Os microrganismos sdo amplamente reconhecidos como a principal fonte de ativi-
dade enzimatica no solo devido a sua elevada biomassa, intensa atividade metabolica e ciclos
de vida curtos. Essas caracteristicas permitem a producdo e liberagdo continua de quantidades
significativas de enzimas extracelulares, superando a contribuicao de plantas e animais nesse

aspecto (Tabatabai et al., 2002).

Sendo assim, as enzimas no solo podem se apresentar em diferentes formas, estados
e localizacdes. Elas podem ser intracelulares, integrando a biomassa microbiana viva, ou extra-
celulares, estando separadas das células que as produziram (Tabatabai et al., 2002). Entre as
extracelulares, distinguem-se as exoenzimas, liberadas ativamente por células vivas, e as endo-
enzimas, liberadas durante a decomposicao de células. Além disso, essas enzimas podem estar
livres ou associadas a constituintes celulares, adsorvidas a particulas organicas ou minerais, ou
ainda complexadas com substancias hiimicas, o que influencia sua estabilidade e atividade no

solo (Tabatabai, 1994).

Em geral, a fragdo de enzimas livres na solu¢do do solo representa uma porcao
muito menor em comparagdo aquelas associadas a outros componentes, pois 0s mecanismos
como adsor¢ao, microencapsulacao e ligacdo ajudam a proteger a atividade das enzimas extra-

celulares (Karaca et al., 2010).
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Uma parte significativa das enzimas do solo ¢ composta pelas chamadas enzimas
acumuladas, também denominadas abioticas, por estarem associadas a fragdo ndo viva do solo.
Essas enzimas se acumulam e podem persistir ativamente no solo por longos periodos, uma vez
que sdo protegidas da degradagdo pelos mecanismos de adsor¢ao descritos acima (Tabatabai,

1994). A Figura 3 mostra as diferentes origens das enzimas e as fases do solo em que sdo

encontradas.
/ ENZIMAS DO SOLO \
ENZIMAS ABIOTICAS ENZIMAS ENDOCELULARES
Y
—»!| 1. Enzimas acumuladas 1. microrganismos proliferantes
2. raizes das plantas
a. Ligado a componentes celulares 3. fauna do solo
microbianos
i. em células n&@o proliferantes
b. na iad ii. em células mortas intactas
- Ndo assodado a componentes iii.em fragmentos celulares
celulares
_ | i. originario de
ii. originario de microrganismos e fauna do
raizes das plantas solo
*| 2. Enzimas extracelulares *enzimas endocelulares de células rompidas
|j liberadas continuamente —l * Bnzimas extracelulares
‘ a. microrganismos | | b. plantas |

Figura 3 — Origem das enzimas do solo (Adaptado de Karaca et al., 2010).

As principais reagdes e processos que as enzimas participam sao a ciclagem de nu-
trientes, decomposicao da matéria organica, biodegradagdo de poluentes e controle de patoge-
nos de plantas. Na ciclagem de nutrientes ¢ na degradacdo da matéria organica, elas atuam
diretamente nos ciclos biogeoquimicos de elementos essenciais como carbono (C), nitrogénio
(N), fosforo (P) e enxofre (S). Os compostos organicos complexos contendo esses elementos
sdo transformados em formas inorganicas assimildveis pelas plantas, que posteriormente os de-
volvem ao ambiente ou a atmosfera em diferentes formas quimicas. Com o tempo, esses ele-

mentos retornam ao solo, completando o ciclo natural (Sobucki et al., 2021).

As celulases sdo enzimas centrais no ciclo do carbono, sendo importantes para a
quebra da celulose. Dentre elas, destaca-se a B-glicosidase, que atua na etapa final da despoli-
merizagao desse polissacarideo. No ciclo do nitrogénio, as principais enzimas responsaveis pela

hidrolise de compostos de N organicos sdo as proteases e ureases. Além disso, os processos de
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nitrifica¢do e desnitrificagdo também sdo mediados por enzimas especificas. No ciclo do fos-
foro, as fosfatases sdo fundamentais para a mineralizacdo dos compostos de P organicos. Por
fim, as sulfatases catalisam reacdes de hidrolise de compostos de S organicos, como a arilsul-
fatase que participa da hidrdlise de ésteres de S organicos, contribuindo para a manutengdo do

ciclo do enxofre no solo (Sobucki et al., 2021).

Além das enzimas envolvidas nos ciclos biogeoquimicos principais, outras enzimas
também possuem papeis importantes como as desidrogenases, que participam da oxidagao da
matéria organica no solo, transferindo H de substratos para aceptores, e a catalase, que esta

envolvida no metabolismo oxidorredutor microbiano (Sobucki ef al., 2021).
3.4.1 PB-glicosidase e o ciclo do carbono

As B—glicosidases sdo enzimas pertencentes ao grupo das glicosidases ou glicosideo
hidrolases, que possuem o numero de classificacdo EC 3.2.1, conforme a International Union
of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB), e catalisam a hidrolise de ligagdes O- e S-
glicosidicas de diferentes glicosideos (Deng e Popova, 2011). Mais especificamente, a -glico-
sidase catalisa a hidrdlise da celobiose, um dissacarideo de glicose soluvel em agua, atuando
diretamemte nas ligagdes B(1—4) e liberando B-D-glicose, como mostra a Figura 4 (Silva e

Kaschuk, 2025).

Residuos vegetais

Figura 4 — Processo de decomposicio dos residuos no solo mediado pelas glicosidases (Sobucki et al., 2021)

A glicose liberada ¢ de importancia vital, pois essas moléculas servem como car-
bono 14bil e fontes de energia para sustentar a vida microbiana no solo (Mendes, 2025). Os

microrganismos que utilizam essa glicose, por sua vez, desempenham papéis cruciais no
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controle da disponibilidade de outros nutrientes e na promocgao do crescimento vegetal (Sobucki

et al., 2021).

As glicosidases sao amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
microrganismos, animais e plantas (Tabatabai, 1994). Em solos, a atividade da -glicosidase é
frequentemente mais dominante do que a de outras glicosidases como a-glucosidases e a- e j3-

galactosidases (Eivazi; Tabatabai, 1988).

A importancia das glicosidases para o ciclo do carbono reside na sua fungao essen-
cial de quebrar agtcares complexos derivados da celulose em formas simples que podem ser
utilizadas pelos microrganismos, facilitando assim a reciclagem de carbono a partir da biomassa
vegetal e servindo simultaneamente como um indicador sensivel da atividade bioldgica e da

saude do solo (Sobucki et al., 2021).
3.4.2 Arilsulfatase e o ciclo do enxofre

As arilsulfatases sdo enzimas que pertencem a classe das hidrolases de ésteres sul-
faricos (EC 3.1.6, segundo IUBMB). Essas enzimas catalisam a hidrélise de ésteres sulfato que
possuem radicais aromaticos, como os ésteres fendlicos do acido sulftrico. Durante a reagao,
ocorre a clivagem da ligacdo O-S, resultando na liberacdo de um fenol, um proton (H*) e um

ion sulfato (SO+*"), conforme representado na Equagdo 1 (Tabatabai; Bremner, 1970).
R.0.SO* + H,0 = R.OH + H' + SO4* Equagio 1

No ciclo do enxofre, a arilsulfatase desempenha um papel crucial na mineralizagao
do enxofre organico, visto que as plantas ndo conseguem assimilar o enxofre nessa forma. Os
¢ésteres sulfato sdao considerados a forma mais 1abil de enxofre organico e, por serem pronta-
mente hidrolisados por essas enzimas, convertem-se rapidamente em sulfato inorganico (Klose

etal.,2011).

Ao contrario das B-glicosidases, que atuam na degradacao da celulose, liberando
formas de carbono assimilaveis pelos microrganismos, as arilsulfatases catalisam reagdes que
liberam enxofre na forma inorgénica, tornando-o disponivel tanto para as plantas quanto para

os microrganismos do solo, como mostra a Figura 5 (Sobucki et al., 2021).
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Figura S — Acéo das fosfatases e arilsulfatases no solo (Sobucki ez al., 2021)

A arilsulfatase esta presente em plantas, animais e microrganismos, sendo estes ul-
timos reconhecidos como a principal fonte dessa enzima no solo. Sua atividade tem sido parti-
cularmente associada a biomassa fungica, uma vez que os fungos, ao contrario das bactérias,

tendem a acumular maiores quantidades de ésteres sulfato (Mendes, 2025).

A atividade de arilsulfatase no solo reflete a contribuigdo combinada de organismos
vivos e de enzimas extracelulares acumuladas no ambiente edafico, compondo a fragdo abio-
tica. Essas enzimas extracelulares, mesmo apods a morte celular de organismos de geragdes pas-
sadas, permanecem ativas por estarem protegidas da degradagao, principalmente devido a sua

adsor¢ao em particulas de argila e matéria organica (Mendes, 2025).

3.4.3 Tecnologia de Bioanalise do Solo (BioAS)

Em 2020, a EMBRAPA langou uma nova tecnologia de analise de rotina do solo,
incorporando o componente bioldgico, até entdo ausente, com o objetivo de preencher lacunas
observadas em situagdes em que os resultados das analises fisico-quimicas convencionais nao

correspondiam a real condi¢ao de produtividade e satde do solo (Malaquias et al., 2021).

A tecnologia baseia-se na quantificacdo da atividade de duas enzimas do solo: -
glicosidase e arilsulfatase. A escolha dessas enzimas se deve a sua capacidade comprovada de
atuar como bioindicadores robustos e eficazes da qualidade do solo. Segundo Mendes e cola-

boradores (2021), suas principais qualidades incluem:

« Alta sensibilidade e resposta rapida a mudangas no ambiente edafico;
* Relagdo direta com a ciclagem de nutrientes e a dinamica da MOS;

* Correlagdo significativa com o rendimento de graos;
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« Simplicidade analitica e baixo custo operacional;

» Compatibilidade com o conceito FertBio de amostragem (realizada no pos-colheita e
com pré-tratamento por secagem ao ar);

» Estabilidade frente a aplicacdo de adubos e corretivos como o calcario;

* Associagdo com diversos outros atributos microbiolégicos do solo;

* Funcionam como “impressoes digitais” dos sistemas de manejo.

Avaliar a atividade enzimatica do solo permite “ler” sua memoria, pois ele retém
ndo s6 as enzimas produzidas pela microbiota e pelas plantas vivas, mas também um estoque
de enzimas extracelulares de geragdes passadas. Elas permanecem estaveis ao se ligar a parti-
culas de argila e & MOS, registrando o historico de manejos. Como a resposta enzimatica a
mudangas ambientais ¢ muito mais rapida que a varia¢ao nos teores de MOS, que pode levar
anos para se manifestar, seu monitoramento oferece um indicador precoce de melhoria biolo-

gica (Malaquias et al., 2021). Essa dinamica pode ser observada na Figura 6.
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Figura 6 — Localizaciio das enzimas no compartimento do solo (Malaquias ez al., 2021)

Varios fatores modulam a atividade das enzimas do solo. O pH do meio afeta dire-
tamente a atividade das enzimas, de modo que, fora da sua faixa 6tima, a enzima perde eficién-
cia ou mesmo deixa de funcionar. Temperaturas muito elevadas podem desnaturar a enzima. A
umidade do solo € essencial, visto que as reagdes hidroliticas em que as enzimas participam
ocorrem em meio aquoso. A disponibilidade de matéria organica e de substratos especificos
regula a sintese enzimatica: quando um composto ja se encontra em formas simples pronta-

mente assimilaveis (por exemplo, aminoacidos livres), os microrganismos diminuem a
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produgdo das enzimas responsaveis pela degradagdo dos seus compostos mais complexos. O

mesmo ¢ valido para teores baixos de MOS (Sobucki et al., 2021).

VariagOes sazonais e climaticas influenciam fortemente a atividade enzimatica do
solo, mesmo em areas bem manejadas. A intensidade de chuvas e as oscilagdes de temperatura
alteram a umidade e estimulam ou inibem a microbiota, modificando as taxas de producao en-
zimatica. Em situacdes de encharcamento, o excesso de 4gua muda o potencial redox e o pH do
solo, prejudicando a fun¢do de varias enzimas (Tabatabai, 1994). Por isso, ¢ importante que
cada regido passe por estudos especificos, como ja ocorreu no Cerrado, para desenvolver suas

proprias tabelas de interpretacdo de atividade enzimatica (Mendes et al., 2018).

3.5 Biofertilizantes e bioestimulantes

Bioestimulantes e biofertilizantes sdo categorias distintas de produtos agricolas que
visam melhorar o crescimento das plantas e a saide do solo, frequentemente utilizados como
alternativas ou complementos aos fertilizantes quimicos sintéticos para promover uma agricul-
tura mais sustentavel (Miranda et al., 2024). Esses termos sao frequentemente utilizados como

sindbnimos, embora possuam defini¢des distintas segundo a legislagdo brasileira.

O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) define biofertilizantes como pro-
dutos a base de substancias orgdnicas ou componentes ativos obtidos de microrganismos, ou
resultantes de sua atividade, incluindo também derivados vegetais e animais. Esses produtos
devem atuar direta ou indiretamente sobre as plantas, promovendo o aumento da produtividade
ou a melhoria da qualidade (Brasil, 2020). Por outro lado, bioestimulantes sao definidos como
produtos formulados com substancias naturais de variadas composicdes, que podem ser aplica-
das ao solo, as sementes ou as plantas, com o objetivo de estimular o crescimento radicular, a
germinagao, o equilibrio hormonal e o desenvolvimento vegetal, contribuindo assim para o au-
mento da producao e da qualidade das culturas (Brasil, 2020). Na literatura, os biofertilizantes

também aparecem como uma subcategoria de bioestimulantes (Du Jardin, 2015).

O principal objetivo dos biofertilizantes ¢ fornecer ou aumentar a disponibilidade
de nutrientes para as plantas no solo. Em geral, esses produtos contém microrganismos vivos
que, ao colonizarem a rizosfera ou o interior das plantas, promovem o crescimento vegetal por
meio do incremento na absor¢ao e no fornecimento de nutrientes (Silva et al., 2019). Seus me-

canismos de a¢do envolvem, principalmente, a fixacao biologica de nitrogénio, a solubilizagado
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de fosforo e potassio, bem como a transformacdo da matéria organica do solo, entre outros

processos benéficos a nutri¢ao e ao desenvolvimento vegetal (Miranda et al., 2024).

O mecanismo de acao dos bioestimulantes ¢ complexo e multifacetado, abrangendo
tanto a fisiologia direta da planta quanto a modulag¢ao do ambiente do solo e de seu microbioma.
Uma de suas diferencgas em relagdo aos biofertilizantes ¢ a sua agdo nos processos metabolicos
e fisioldgicos das plantas, otimizando o seu funcionamento, como o estimulo do crescimento e

desenvolvimento hormonal, através de fitohormonios (Du Jardin, 2015).

3.5.1 Prebidticos agricolas

Os prebioticos sdo insumos complementares compostos por ingredientes de fontes
naturais, como acidos humicos e fulvicos, hidrolisados de proteinas, algas marinhas, extratos
vegetais e de algas, materiais organicos complexos, quitosana e outros biopolimeros aplicados
com o objetivo de melhorar as condigdes do solo e estimular o crescimento vegetal, além de

apresentarem potencial para contribuir com o sequestro de carbono (C) (Alahmad et al., 2023).

Embora ndo sejam microrganismos vivos, como os probiodticos e biofertilizantes,
atuam como substrato ou suporte metabolico para a microbiota nativa, favorecendo a multipli-
cacdo e a atividade de microrganismos benéficos. Dessa forma, buscam modular a comunidade

microbiana do solo, promovendo efeitos positivos na saude do solo e na produtividade das

plantas (Alahmad et al., 2024).

Prebioticos sao frequentemente associados as categorias de biofertilizantes ou bio-
estimulantes, e podem ser aplicados em conjunto para potencializar os efeitos de ambos, mas,
dependendo de sua composi¢cdo e modo de agdo, podem ndo se enquadrar formalmente em ne-
nhuma delas, conforme os critérios do Programa Nacional de Bioinsumos. Atualmente, o
MAPA ainda nao possui uma defini¢do oficial para prebioticos, o que evidencia a necessidade
de maiores avancos cientificos e estudos especificos que esclaregam seus mecanismos de acdo

e seus potenciais efeitos sobre o solo e as plantas (Brasil, 2020).

3.5.2 Microalgas no uso agricola

As microalgas sao organismos fotossintetizantes microscopicos, podendo apresen-

tar-se sob forma unicelular ou colonial. Atuando como verdadeiras “micro fabricas bioldgicas”,
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elas utilizam didxido de carbono (CO2) e luz solar para realizar a fotossintese, produzindo oxi-
génio (O:) e gerando uma ampla gama de produtos de valor agregado, com potencial aplicagdo

nos setores agricola, energético, alimenticio e ambiental (Kapoore ef al., 2021).

O uso de microalgas na producdo de insumos agricolas desponta como uma alter-
nativa inovadora e sustentavel, com potencial para contribuir significativamente para sistemas
produtivos mais eficientes e ambientalmente responsaveis. No entanto, sua viabilizagao em es-
cala comercial ainda enfrenta desafios importantes, especialmente relacionados aos custos de
produgdo, a complexidade dos sistemas de cultivo e a necessidade de avangos cientificos e tec-

nologicos (Chabilli ef al., 2024).

Embora a pesquisa sobre o uso de microalgas na produgdo de bioprodutos agricolas
ainda esteja em estagio inicial e enfrente diversos desafios técnicos e econdmicos, seu potencial
promissor tem motivado intensos esforcos de investigagdo, devido as multiplas vantagens agro-

ndmicas, ambientais e sustentaveis associadas a sua aplicacdo (Chabilli ef al., 2024).

Dentre as principais vantagens ambientais do uso de extratos de microalgas na agri-
cultura, destaca-se a reducao da dependéncia de insumos quimicos, uma vez que seus extratos
sdo geralmente biodegraddveis e menos toxicos do que os produtos de origem mineral (Santos
et al., 2021). Além disso, por serem organismos fotossintéticos, as microalgas possuem alta
capacidade de sequestro de carbono, podendo capturar quantidades significativas de CO-, mui-
tas vezes superiores as de plantas e arvores, € assim, contribuir para a mitigacdo das mudancgas
climaticas (Miranda et al., 2024). Outro aspecto relevante ¢ a possibilidade de cultivo em aguas
residuais, o que nao apenas reduz os custos de producao, mas também auxilia no tratamento de

efluentes, promovendo um ciclo mais sustentavel (Ronga et al., 2019).

As microalgas promovem diversos beneficios para as plantas devido a sua rica com-
posi¢ao bioquimica. Elas sdo uma fonte abundante de metabolitos de alto valor agregado, como
proteinas, aminoacidos (ex.: arginina, triptofano, prolina), enzimas, pigmentos, acidos graxos
poli-insaturados, polissacarideos (como os B-glucanos), vitaminas e fitohormdnios (auxinas,
citocininas, giberelinas, dcido abscisico, brassinosteroides e poliaminas). Esses compostos sdo
capazes de estimular diversos processos fisiologicos nas plantas, como a respiragao celular,
fotossintese, sintese de acidos nucleicos e absor¢ao de ions. Além disso, os extratos de micro-

algas funcionam como um biofertilizante de liberacdo lenta, fornecendo nutrientes de forma
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gradual ao solo e favorecendo a saude do sistema radicular e da microbiota edafica (Braun;

Colla, 2022).

Em relacao ao solo, produtos a base de microalgas podem estimular o crescimento
de microrganismos benéficos, como rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPRs)
e fungos micorrizicos, além de favorecer a presenga de antagonistas naturais de patdgenos no
solo. Esses efeitos contribuem para a intensificacao da atividade enzimatica e para o aumento
da diversidade metabolica microbiana. Adicionalmente, esses insumos auxiliam na acumulagao
de matéria organica e na melhoria da capacidade de reten¢do de 4gua, promovendo um ambiente

edafico mais saudavel e funcional (Alahmad et al., 2024).

As microalgas também apresentam vantagens significativas do ponto de vista pro-
dutivo e comercial. Em termos de produtividade, destacam-se por gerar biomassa em niveis 10
a 100 vezes superiores aos das culturas agricolas convencionais, o que as torna altamente efici-
entes como matéria-prima (Silva et al., 2019). Além disso, oferecem grande flexibilidade de
cultivo, podendo ser produzidas em terras ndo agricultaveis e em sistemas diversos (abertos e
fechados), o que possibilita maior controle das condi¢des de produgdo e padronizagdo da qua-
lidade dos extratos. Esse aspecto ¢ particularmente vantajoso em comparacao as macroalgas,

cuja composi¢ao quimica pode variar com fatores sazonais e climaticos (Kapoore et al., 2021).

3.5.3 Biobalance

O produto investigado neste estudo ¢ o Biobalance, um prebidtico comercial desen-
volvido pela empresa espanhola Biorizon Biotech. Trata-se de uma solugdo de aminoacidos
formulada a partir de um concentrado hidrolitico de microalgas, obtido por meio da tecnologia
TrieTech®, patenteada pela propria empresa (Biorizon Biotech, 2025). A composi¢ao do pro-

duto encontra-se apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Especificacoes do Biobalance (Adaptado de Biorizon Biotech, 2025)

Composigio % em peso
Nitrogénio total 2,00
Nitrogénio organico 2,00
Aminoécido livres 6,00
Propriedades
pH 5,00
Densidade (Kg/L a 20°C) 1,06

Aminograma qualitativo
Acido aspartico, Acido glutdmico, Alanina, Cistina, Glicina, Histidina, Prolina,
Serina, Tirosina, Hidroxiprolina, Hidroxilisina, Asparagina, Fenilalanina, Iso-
leucina, Leucina, Lisina, Metionina, Treonina, Triptofano, Valina e Arginina.
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A empresa apresenta duas alegacdes principais que justificam o uso tecnoldgico do
produto. A primeira refere-se a agao direta sobre as plantas, promovendo a melhoria da fotos-
sintese, a regulagcdao do equilibrio hidrico e o aumento da atividade metabolica, especialmente
nas rotas do metabolismo secundario. Esses efeitos sdo atribuidos a presenca de compostos
fitoestimulantes presentes no extrato de microalgas, tais como carboidratos, acidos graxos, ami-

noacidos, polifenois, poliaminas, fitohormonios e vitaminas (Biorizon Biotech, 2025).

O segundo modo de acao esta relacionado a promog¢ao da microbiota rizosférica,
caracterizando o produto como um prebidtico. Os hidrolisados de microalgas contidos na for-
mula¢do estimulam o desenvolvimento de fungos benéficos e bactérias promotoras do cresci-
mento vegetal. Essa intera¢do induz a planta a liberar compostos do metabolismo secundario
via exsudatos radiculares, que funcionam como sinais bioquimicos capazes de ativar genes es-
pecificos nas bactérias da rizosfera. Como resultado, ha maior crescimento microbiano, au-
mento da fixagdo bioldgica do nitrogénio, solubilizacao de fosforo organico e inorganico, pro-
ducao de siderdforos, fitohormonios e antibidticos naturais, ¢ ativacao de mecanismos de defesa

vegetal contra patogenos do solo (Biorizon Biotech, 2025).

O fendmeno desencadeado pela aplicagdo do Biobalance ¢ conhecido como quimi-
otaxia, um mecanismo de orientagdo do movimento bacteriano. Por meio de sensores proteicos
na membrana e do batimento de seus flagelos, as bactérias detectam gradientes de concentragao
de determinadas substancias ¢ se movem de acordo com eles. Quando o deslocamento ocorre
em dire¢ao ao aumento da concentragdo do estimulo, fala-se em quimiotaxia positiva; se as

células se afastam do estimulo, caracteriza-se quimiotaxia negativa (Biorizon Biotech, 2025).

4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1 Aplicacio do prebidtico e amostragem

A obten¢ao de uma amostra de solo representativa comega ainda na etapa de amos-
tragem, que deve considerar a uniformidade do local. Na auséncia de indicios claros de hetero-
geneidade, como variagdes na topografia, tipo de solo ou uso da terra, a amostragem aleatéria
simples costuma ser adequada. No entanto, quando ¢ possivel identificar areas distintas com
caracteristicas marcadamente diferentes, recomenda-se a ado¢ao de uma amostragem aleatoria

estratificada, garantindo que cada estrato seja devidamente representado. Deve-se evitar a
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amostragem por julgamento, e, quando necessario, pode-se recorrer a formagdo de amostras

compostas para melhorar a representatividade dos dados (Mendes, 2025).

A pesquisa foi conduzida em colaboragdo com a iniciativa Agriforlife, liderada pe-
las empresas Agrilife, Casa Bugre e Krilltech, cuja missdo ¢ integrar o conhecimento cientifico
as demandas dos produtores rurais, fomentando um agronegdcio mais eficiente, lucrativo e sus-
tentavel (Agriforlife, 2025). Sendo assim, a aplicagdo do produto e a amostragem foram feitas

pelos seus colaboradores.

O experimento foi conduzido em trés cidades distintas do pais, Piedade — SP, Pouso
Alegre — MG e Senador Amaral — MG. A dosagem das aplicagdes do Biobalance foi de 2 L/ha
e foram aplicados outros produtos agricolas em conjunto, conforme as Tabelas 2, 3 e 4 para
cada regido. A primeira aplicacdo do Biobalance ocorreu uma semana ap6s a inoculagao de

microrganismos, € a segunda aplicagdo foi realizada 30 dias apos a primeira.

Tabela 2 — Produtos agricolas aplicados em conjunto com o prebiético em Piedade — SP
Piedade — SP
Produto  Dose n°de plantas
Biologicos
Schocker 500 g 10000
Profix 200 g 10000
Repeticao a cada 60 dias

Tabela 3 — Produtos agricolas aplicados em conjunto com o prebiético em Pouso Alegre —- MG
Pouso Alegre — MG

Produto Dose n° de plantas

Verango 250 mL 10000

Algon 500 mL 10000

Humiset 1L 10000
Bioldgicos

Schocker 500 g 10000

Profix 200 g 10000

Repetigdo a cada 60 dias
Utilizagdo desde inicio de 2024

Tabela 4 — Produtos agricolas aplicados em conjunto com o prebidtico em Senador Amaral - MG
Senador Amaral - MG

Produto Dose n° de plantas
Auin 300 mL 10000
Capataz 500 mL 10000
Humiset 1L 10000
Ridomil Bravo 500 mL 10000
Algon 500 mL 10000
Biologicos
Schocker 500 g 10000
Profix 200 g 10000

Repeticdo a cada 60 dias
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A primeira coleta de solo (Amostra 1) foi realizada uma semana ap6s a inoculacao
dos microrganismos ¢ antes da primeira aplicacdo do Biobalance. J4 a segunda coleta (Amostra

2) ocorreu 90 dias ap6s a primeira aplicacao e 60 dias apos a segunda.

O controle corresponde ao solo que ndo recebeu aplicagdo do prebiotico, sendo es-
sencial para a comparagdo dos efeitos do tratamento. No planejamento, essa amostra deveria
ter sido coletada, conforme orientagdo, no mesmo momento da Amostra 2, uma vez que outros
fatores relacionados ao tempo podem influenciar a atividade enzimatica independentemente da
aplica¢do do produto. No entanto, devido problemas técnicos durante o experimento, o controle
foi coletado com um intervalo superior a 30 dias em relagdo a Amostra 2. A Figura 7 demonstra,
de forma visual, como a aplicacdo foi realizada.

Aplicacao dos 12 Aplicacdo 22 Aplicagao
microrganismos ¥ doBiobalance ¥ doBiobalance

: semana 30dias
N2 B

Aplicacao dos
microrganismos
12Coleta 22Coleta

$$ S S S

90 dias (+30 dias de erro)
Controle

Figura 7 — Aplicagido do Biobalance (A autora)

4.2 Quantificacdo da enzima B-glicosidase

O método de andlise enzimatica da Tecnologia BioAS baseia-se nos protocolos es-
tabelecidos por Tabatabai (1994), com a modificacao de ndo utilizar tolueno nas reagdes. Di-
versos estudos demonstraram que, em analises com tempo de incubagao de 1 hora, a adi¢ao de
tolueno nao ¢ essencial. Além disso, sua remoc¢ao representa uma importante vantagem do
ponto de vista ambiental e ocupacional, considerando a alta toxicidade do composto e os riscos

associados a saude dos trabalhadores e a0 manuseio laboratorial seguro (Mendes, 2025).
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Os materiais utilizados foram:

Peneiras 2,0 mm

Erlenmeyers 50,0 mL com rolhas de borracha
Copos plasticos de 50,0 mL

Filtros Macherey-Nagel @ 110,0 mm, No. 2
Balanga analitica com precisao de 4 casas decimais
Espectrometro UV-Vis Agilent 8454

Cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10,0 mm
Estufa

pHmetro
As solugdes utilizadas foram:

Solugdo MUB pH 6,0 (Modified Universal Buffer): Foi preparada a partir de uma solu-
c¢do estoque de MUB dissolvendo-se 12,1 g de THAM, 11,6 g de acido maleico, 14,0 g
de acido citrico, 6,3 g de acido borico e 488,0 mL de NaOH e completando com agua
destilada em um baldo volumétrico de 1 L. A partir dessa solugdo, foram retirados
200,0 mL, cujo pH foi ajustado para 6,0 com solugdo de HCI 0,1 M. Em seguida, o
volume foi completado para 1 L com agua destilada, obtendo-se a solugdo tampao final

utilizada nas analises. Ambas as solu¢des foram armazenadas a 4 °C.

Solugdo de PNG 0,025 M (p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo): Para o preparo, dissol-
veu-se 0,377 g de PNG em solu¢do tampao MUB (pH 6,0), completando-se o volume
para 50 mL em baldo volumétrico. Por ser uma substancia fotossensivel e suscetivel a
degradagdo, a solugdo foi acondicionada em frascos de vidro &mbar e armazenada a 4
°C. Visualmente, a solucdo deve apresentar-se incolor, o aparecimento de coloragdo

amarelada indica degradag¢do do composto.

Solugdo CaCl, 0,5 M: Foi dissolvido 73,5g de cloreto de calcio dihidratado
(CaCl2-2H:20) em 4gua destilada, ajustando-se o volume final para 1 L em baldo volu-

métrico. A solucao foi mantida a 4 °C.

Solu¢do THAM (Tris-hidroximetil-amino-metano) pH 12: Dissolveu-se 12,2 g de
THAM em agua destilada, o pH foi ajustado para 12 com solugdo NaOH 0,5 M ¢ o
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volume completado com 4gua destilada em um baldo volumétrico de 1 L. A solugdo foi

mantida a 4 °C.

e Solugao p-nitrofenol 0,05 g/L: Inicialmente, foi preparada uma solugdo estoque dissol-
vendo-se 1,0 g de p-nitrofenol em 1,0 L de 4gua destilada. A partir dessa solucao,
5,0 mL foram diluidos em um balao volumétrico de 100 mL com agua destilada. Ambas

as solugdes foram armazenadas a 4 °C.

A andlise baseia-se na reacdo da enzima [-glicosidase com seu substrato especifico,
o p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (PNG), resultando na liberagao de p-nitrofenol (PNP), con-
forme ilustrado nas Figuras 8 ¢ 9. O PNP apresenta absor¢ao caracteristica na regido do UV-
Vis, com pico maximo de absor¢ao entre 400-420 nm, permitindo sua quantificagdo por espec-

trofotometria, com base em uma curva de calibragdo externa previamente estabelecida.

+R-0H

Figura 9 — Estrutura do PNG (Mendes, 2025)

A curva de calibragdo foi construida conforme os valores apresentados na Tabela
5, respeitando a ordem de preparo descrita, iniciando-se pela adi¢do da dgua destilada, seguida

de solugdo de p-nitrofenol (PNP), solu¢do CaCl, e finalizando com a solucdo de THAM. As
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solugdes com volume final de 10 mL foram preparadas em copos plasticos descartaveis (50

mL) com o intuito de agilizar o preparo dos padrdes a amostras.

A faixa de 25 a 250 pg de p-nitrofenol foi adequada para a maioria das amostras
analisadas. No entanto, para aquelas com concentragdes mais baixas, foi necessario incluir um

ponto adicional na curva de calibragdo, correspondente a 12,5 ug.

Tabela 5 — Preparacao das solugdes padrao da curva de calibracio da pB-glicosidase

Massa Concentracio Agua OR  Soluciio PNP 50,0  Solugio CaCl, Solu¢io THAM
PNP (ng) PNP (ng/mL) (mL) pg/mL (mL) 0,5 M (mL) pH 12 (mL)

0 0 5,0 0 1,0 4,0
25,0 2,5 4,5 0,5 1,0 4,0
50,0 5,0 4,0 1,0 1,0 4,0
100,0 10,0 3,0 2,0 1,0 4,0
150,0 15,0 2,0 3,0 1,0 4,0
200,0 20,0 1,0 4,0 1,0 4,0
250,0 25,0 - 0 _ 5,0 _ 1,0 _ 4,0

Os valores de concentracao de PNP, em pg/mL, estdo listados na Tabela 5. Nas
tabelas seguintes, porém, optou-se por apresentar os dados diretamente em massa de PNP (pug),
para manter coeréncia com o resultado final (atividade enzimatica expressa em pg de PNP por

grama de solo).

Essa escolha decorre do procedimento de extragdo, em que o PNP ¢ extraido de 1
grama de amostra de solo com uma mistura de solugdes que totalizam um volume de 10,0 mL.
Como a curva de calibragdo fornece concentragdes em pg/mL, basta multiplicar esse valor por

10 para obter a massa total de PNP liberada em cada reagao.

Além de simplificar o manuseio dos dados, essa padronizagdo evita conversoes re-
petidas e esta em conformidade com o Procedimento Operacional Padrao (POP) da Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO), amplamente adotado pela EMBRAPA,

que recomenda a apresentacdo dos resultados ja ajustados ao volume de extragao.

Para o tratamento das amostras, o solo foi previamente peneirado em malha de 2
mm. Em seguida, as amostras foram dispostas em placas de Petri e secas ao ar por uma semana.
As placas foram cobertas com papel-aluminio perfurado, o que permitiu ventilagdo adequada

para a secagem e, a0 mesmo tempo, evitou perdas por dispersao.
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Ap6s o periodo de secagem, foram pesadas 1,00 = 0,005 g de solo em 6 erlenmeyers
de 50,0 mL, sendo cinco amostras experimentais (quintuplicata) e um controle. Antes da incu-
bagao, adicionou-se 4,0 mL da solugdo tampao MUB pH 6,0 a todos os frascos, e 1,0 mL da
solucdo PNG 0,025 M apenas as amostras, excetuando-se os controles. As solugdes foram ho-
mogeneizadas manualmente, os frascos foram entdo tampados e colocados na estufa a 37 °C

por uma hora, como pode se observar na Figura 10.

Figura 10 — Incubaciio das amostras a 37°C por 1 hora (A autora)

Apos a incubacao, as reagdes foram interrompidas com a adi¢do de 1,0 mL da so-
lucdo de CaCl: 0,5 M, seguida da extracao do produto da reagdo por meio da adi¢ao de 4,0 mL
da solugao de THAM pH 12 (p-nitrofenol ¢ amarelo em solugdes basicas) em todos os frascos.
Nos controles, a solugdo PNG 0,025 M foi adicionada apenas neste momento, para garantir a
auséncia de reacdo enzimatica durante a incubagdo. Novamente, as solugdes foram homogenei-

zadas manualmente.

Em seguida, o contetdo dos frascos foi filtrado com papel filtro, como mostra a
Figura 11, e o filtrado foi transferido para cubetas de 10 mm de caminho 6ptico, sendo subme-
tido a leitura em espectrofotometro UV-Vis. Apesar do espectro de calibragdo, obtido com as
solugdes padrio, indicar pico maximo de absor¢ao do p-nitrofenol em 401 nm, as leituras foram
também realizadas a 420 nm, conforme a padronizagao estabelecida pela EMBRAPA na meto-

dologia BioAS.

Figura 11 — Filtracio das amostras (A autora)
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4.3 Quantificacao da enzima arilsulfatase

O método de quantificagdo da arilsulfatase segue principios semelhantes ao da [3-
glicosidase, tendo sido igualmente baseado no protocolo classico de Tabatabai (1994), con-
forme adaptado pela EMBRAPA na metodologia BioAS. No entanto, hé diferengas importantes
quanto a composicao da solugdo tampao, ao substrato utilizado, a solugdo extratora e ao com-

primento de onda adotado para leitura em espectrofotometria UV-Vis.

Os materiais utilizados foram os mesmos da se¢ao 4.2. As solucoes utilizadas fo-

ram:

e Solu¢ao tampao acetato pH 5,8: Dissolveu-se 68,0 g de acetato de sodio trihidratado em
agua destilada, ajustando-se o pH da solugdo para 5,8 com acido acético glacial (99%).
Em seguida, o volume foi completado para 1 L em baldo volumétrico com agua desti-

lada e foi armazenada a 4 °C.

e Solucdo PNS 0,05 M (p-nitrofenil sulfato): Dissolveu-se 0,614 g de PNS em tampao
acetato e o volume foi completado para 50 mL em baldo volumétrico. A solugao teve

de ser armazenada a 4 °C e em frasco de vidro ambar devido a fotossensibilidade.

e Solucao NaOH 0,5 M: Dissolveu-se 20,0 g de NaOH em agua destilada e o volume foi

completado para 1 L em baldo volumétrico.
e Solucao CaCl; 0,5 M: Preparada conforme secdo 4.2.
e Solucdo p-nitrofenol 0,05 g/L: Preparada conforme se¢ao 4.2.

Assim como no método da B-glicosidase, a reacdo de hidrolise catalisada pela
arilsulfatase resulta na liberacao de p-nitrofenol (PNP), conforme representado na Equacgao 1.

A estrutura do PNS ¢ demonstrada na Figura 12.

R.0.SO5 + H,0 — R.OH + H" + SO4* Equagio 2



32

N+

N

‘o o

Figura 12 — Estrutura do PNS (Mendes, 2025)

As solugdes padrao utilizadas para a construgao da curva de calibragao externa nas
analises de arilsulfatase foram preparadas conforme a ordem apresentada na Tabela 6. Obser-
vou-se que a adicdo de NaOH, em presenca de CaClz, ocasiona a formag¢do de precipitados.
Para evitar interferéncias na leitura espectrofotométrica, todas as solu¢des padrao foram filtra-
das, como mostra a Figura 13.

Tabela 6 — Preparacio das solugdes padrio da curva de calibracio da arilsulfatase
Massa PNP (ng) Agua OR (mL) Solucao PNP 50,0 Soluciao CaCl; 0,5 Solu¢ao NaOH 0,5

pg/mL (mL) M (mL) M (mL)

0 5,0 0 1,0 4,0
25,0 4,5 0,5 1,0 4,0
50,0 4,0 1,0 1,0 4,0
100,0 3,0 2,0 1,0 4,0
150,0 2,0 3,0 1,0 4,0
200,0 1,0 4,0 1,0 4,0
250,0 0 5,0 1,0 4,0

O tratamento das amostras seguiu os mesmos procedimentos descritos na se¢do 4.2,

exceto pelas solugdes empregadas. Utilizou-se a solugdo tampao acetato pH 5,8 no lugar da
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MUB pH 6,0, e o substrato aplicado foi o PNS 0,05 M, substituindo o PNG 0,025 M. Além
disso, a extragao foi realizada com solugdo de NaOH 0,5 M, em vez da solugao THAM pH 12.

O espectro do p-nitrofenol também apresentou maxima absorbancia em 401 nm sob
essas condi¢cdes. No entanto, a EMBRAPA padronizou as leituras espectrofotométricas em
410 nm para a andlise de arilsulfatase. Por esse motivo, as amostras foram analisadas em ambos

os comprimentos de onda.

4.4 Analise dos resultados

Os dados foram analisados no programa Excel. As concentra¢des das amostras fo-
ram obtidas pela regressao linear dos graficos construidos com os valores de concentracdo das
solucdes padrao e suas respectivas absorbancias. Como exemplo, a Figura 14 apresenta a curva
de calibracao construida para as amostras da regido de Piedade na andlise da atividade da en-

zima B-glicosidase.
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Figura 14 — Curva de calibracio p-glicosidase em 420 nm (Absorbancia x Massa PNP em pg) (A autora)

Considerando a equacdo da reta na forma y = ax + b, a concentragao de p-nitro-
fenol (valor de x) pode ser determinada a partir da absorbancia da amostra (y), obtida experi-
mentalmente, conforme mostra a Equacdo 2. A concentragdo final das amostras ¢ medida pela

média (x) das replicadas e expressa em pg de p-nitrofenol/g de solo.h a 37°C.

X =— Equacao 2
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E importante ressaltar que os protocolos ja publicados descontam o controle manu-
almente das amostras (Mendes, 2025). Entretanto, o tipo de espectrofotometro utilizado nesse
trabalho ndo permitiu essa abordagem e os controles foram descontados automaticamente du-

rante a leitura das amostras.

O protocolo publicado pela FAO estabelece que a precisdo deve ser avaliada pela
Diferenca Relativa Percentual (RPD), aplicavel a experimentos realizados em duplicata. Entre-
tanto, o experimento foi feito em quintuplicata e a precisao foi medida com Desvio Padrao
Amostral (DP) e Coeficiente de Variagao (CV %), calculados com as Equagdes 3 ¢ 4. A dife-

renga percentual entre as replicatas deve ser menor que 15 % (Mendes, 2025).

1 . _ ~
DP = |[—X1 ., (xi— %) Equagio 3

n—1

CV% == x100% Equacdo 4

Rilw

As amostras foram classificadas em alta, média ou baixa atividade enzimatica (Ta-
bela 7) com base nos valores de referéncia estabelecidos pela EMBRAPA.
Tabela 7 — Valores de referéncia para Latossolos Vermelhos argilosos de cerrado, sob cultives anuais, na

camada de 0 cm a 10 cm, utilizando o conceito Fertbio: especifica para amostras de solo coletadas na fase
de pés-colheita e secas ao ar (Adaptado de Mendes et al., 2018)

Bioindicador' Classe de interpretacao

- Baixo Moderado Alto/Adequado
B-glicosidase <66 67-115 >116
Arilsulfatase <30 31-70 >71

! Valores de C da biomassa microbiana expressos em mg de C/kg de solo; valores de atividade de p-glicosidase,
fosfatase acida e arilsulfatase expressos em mg de p-nitrofenol/kg de solo.h (ou pg de p-nitrofenol/g solo.h).

As faixas de referéncia para classificar a atividade enzimatica sdo resultados de
extensos estudos de solos e cultivos do Cerrado, de modo que as amostras coletadas em regides
fora desse bioma ndo se encaixam necessariamente nesses padrdes. Entretanto, no momento,

sdo as unicas referéncias disponiveis na literatura (Mendes, 2025).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos para a atividade das enzimas B-glicosidase e arilsulfatase nas

trés regides analisadas, considerando os trés comprimentos de onda avaliados, bem como os
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respectivos desvios padrao e coeficientes de variacdo (CV%), estdo apresentados nas Tabelas
8 e 9. A codificacdo por cores segue os valores de referéncia estabelecidos pela EMBRAPA
(Tabela 7), sendo: vermelho para atividade enzimatica baixa, amarelo para moderada e verde

para adequada.

Tabela 8 — Atividade enzimatica em 401 nm (A autora)

B-glicosidase 401 nm | Arilsulfatase 401 nm
Piedade — SP
ng de PNP/g de N pg de PNP/g de o
Amostras soloh a 37°C DP CV % |Amostras solo.h a 37°C DP CV %

Controle 6,56 10,14 |Controle 7,43 4,46
1 7,61 18,99* 1 12,74 11,65
2 7,41 11,67 2 10,78 8,15

Pouso Alegre — MG

Amostras M ;go?:.lf 1:13’;% (cjle DP CV % Amostras ”;go?(i}l; 2113)/7‘% éie DP CV%

Controle | 50,48 | 438 8,69 [Controle 61,36 3,96 6,46

1 | 2845 | 140 4,91 1 3,66 3,36

o2 Mg 229 4,70 2 [10548 774 7,34

Senador Amaral - MG

Amostras ! sgo?:.}f I:g;go ge DP CV % |Amostras usgo ?gf I;Tg’;go ((:1e DP CV %

Controle 1,70 7,72 |Controle 50,77 0,34 0,66
1 0,99 7,08 1 1680 221 13,17
2 2,94 23,02% 2 8,17%* 421 51,53*

Legenda: 1 = amostras antes da aplicagdo do produto, 2 = amostras apds 90 dias, Controle = amostra ap6s 90 dias
sem o produto aplicado, DP = Desvio Padrdo, CV = Coeficiente de Variagdo, *Valores altos de CV, **Valores
entre LD e LQ.

Tabela 9 — Atividade enzimatica em 420 nm (B-glicosidase) e 410 nm (arilsulfatase) (A autora)

B-glicosidase 420 nm Arilsulfatase 410 nm
Piedade — SP
Amostras ”sgo?:.lf 1:13),/7% <Cie DP CV % |Amostras ”sgo?:.lf 1:13),/7% <Cie DP CV %
~ Controle | 61,23 | 6,94 11,34 |Controle 6,62 3,99
1 L4102 741 18,07 1 11,78 10,37
2 6412 6,70 10,45 2 9,57 7,14
Pouso Alegre — MG
Amostras “fof(ilf I:gé% ge DP CV %  |Amostras u;goﬁ;f I:gé% ge DP CV %
Controle 483 9,30 Controle 60,44 4,14 6,85
1 1,46 4,77 1 3,99 3,53
2 2,27 4,49 2 8,42 7,73
Senador Amaral - MG
Amostras ”;go?(ill: 1:13);% éie DP CV % |Amostras “;go?cilf I;H;;% éle DP CV %
Controle | 25,17 | 1,74 6,92 |Controle 50,49 0,29 0,58
1L 1704 Ll 6,53 1 Pagst T 2,05 11,71
2 1652 | 325 19,66* 2 8,90%* 3,85 43,29%

Legenda: 1 = amostras antes da aplicacdo do produto, 2 = amostras apds 90 dias, Controle = amostra ap6s 90 dias
sem o produto aplicado, DP = Desvio Padrdao, CV = Coeficiente de Variagdo, *Valores altos de CV, **Valores
entre LD e LQ.
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Alguns resultados apresentaram valores de CV% elevados, indicando alta variabi-
lidade entre as replicatas, mesmo tendo sido feita analises em quintuplicata. Em laboratorio,
retirou-se uma fracdo de cada amostra e fez-se uma homogeneizagdo ao peneirar (<2 mm) e
secar. E provavel que esta homogeneizagio laboratorial ndo tenha sido suficiente para algumas
amostras, como as de Senador Amaral (MG) gerando resultados menos precisos. Esses altos
valores de CV podem estar associados a uma alta complexidade da matriz solo e/ou aos baixos
valores de enzimas encontrados em algumas dessas amostras, principalmente a da arilsulfatase
de Senador Amaral (MG), cujo resultado ficou entre o LD e LQ (valores calculados e discutidos

pelas alunas Bianca Perinazzo e Catarina Medeiros em seus TCCs).

Os espectros de absor¢ao do PNP obtidos pelos métodos da B-glicosidase e arilsul-
fatase estao apresentados nas Figuras 15 e 16, considerando os ensaios da regido de Piedade
(SP). Observa-se que os comprimentos de onda padronizados pela EMBRAPA nao coincidem
com o pico maximo de absor¢do, o que pode estar relacionado ao aumento do ruido nas con-

centragdes mais altas.

Fozerbance LA

T T T T T T
350 280 400 420 440 450 Wavelength (nm]

Figura 15‘— Espectro de absorcio do PNP (B-glicosidase) (A autora)

Abzcrbance )

T T T T T T T T
340 360 380 400 430 440 450 480 Vveizneth (o

Figura 16 — Espectro de absorciao do PNP (arilsulfatase) (A autora)
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Em concentragdes elevadas, a ocorréncia de interferéncias Opticas decorrentes da
interacao entre moléculas na solugdo pode comprometer a linearidade da leitura espectrofoto-
métrica, violando os pressupostos da Lei de Beer-Lambert. Ainda assim, a adogdo dessa faixa
elevada de concentrag@o pode ter sido orientada por critérios praticos, considerando-se a neces-
sidade de processar rotineiramente um grande numero de amostras com alta atividade enzima-
tica. A diluigdo individual de cada amostra demandaria mais tempo, recursos e etapas adicio-
nais. Nesse contexto, a padronizagdo de um comprimento de onda e de uma faixa de concen-
tracdo favorece a reprodutibilidade entre laboratérios e a eficiéncia operacional do método,

ainda que com pequena perda de sensibilidade analitica.

Um dos principais pontos criticos do experimento foi a coleta tardia dos controles,
que comprometeu a capacidade de atribuir com seguranca as alteragdes na atividade enzimatica
ao efeito do prebidtico. Sem controles devidamente coletados e comparaveis no tempo, torna-
se dificil excluir a influéncia de fatores externos, como variagdes climaticas, manejo do solo ou

dindmica microbiana natural.

Os resultados de B-glicosidase para as amostras de Piedade (SP) e Pouso Alegre
(MG) parecem indicar que o prebiotico utilizado surtiu efeitos no aumento desta enzima quando
se compara as amostras 1 (antes da aplicacdo) e 2 (ap6s a aplicagdo). Os resultados dos controles
desses dois locais apresentaram teores de B-glicosidase to altos quanto as amostras 2. Se estes
controles tivessem sido coletados no mesmo momento das amostras 2 isto seria um indicativo
de que o prebidtico ndo teve agao na enzima. No entanto, por falha técnica, as amostras contro-
les so6 foram coletadas 1-2 meses ap0s a coleta das amostras 2. Entdo outros fatores podem ter
contribuido para o aumento desta enzima nos controles. Deste modo ficou dificil concluir se o

prebiotico teve ou ndo influéncia no aumento dos valores de B-glicosidase.

Ja os resultados de B-glicosidase em Senador Amaral (MG), comparando-se as
amostras 1 e 2, € possivel afirmar que o prebidtico ndo teve influéncia no aumento da atividade
desta enzima. E o mais alto valor na amostra controle (também coletada entre 1-2 apds a amos-

tra 2) pode ser devido a outros fatores desconhecidos.

A proposta inicial era aplicar testes estatisticos para comparar os valores de enzimas
antes e apos a aplicagdo do produto. Porém, com a falha da coleta dos controles, e os valores
sistematicamente mais altos que as amostras 2, decidiu-se nao dedicar mais esforg¢os nesta ava-

liagao.
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Os resultados de arilsulfatase foram ainda mais complexos. As amostras controle
para Piedade (SP) e Senador Amaral (MG) apresentaram valores mais altos até mesmo que as
amostras 2. Mas o controle de Pouso Alegre (MG) mostrou um resultado de arilsulfatase bem
menos que as amostras 1 e 2. Varias duvidas surgiram com relacdo a este resultado: A amostra
enviada ¢ de fato o controle desta area? e/ou O solo desta area sofreu novas intervengdes que

diminuiram a concentracao de arilsulfatase?

Esperava-se que o Biobalance aumentasse a atividade enzimatica do solo, pois pre-
bidticos a base de microalgas estimulam o crescimento de microrganismos benéficos, como
PGPRs e fungos micorrizicos e favorecem antagonistas naturais de patogenos, resultando em

maior diversidade metabolica e intensificacdo das reagdes enzimaticas (Alahmad et al., 2024).

No entanto, os resultados apresentaram grande variabilidade, dificultando a identi-
ficagdo de correlagdes consistentes entre as amostras. Algumas hipoteses podem explicar essa
auséncia de padrao: (i) o prebidtico aplicado pode nao ter exercido efeito significativo sobre a
atividade enzimatica do solo; (ii) o periodo de observacao de 90 dias pode ter sido insuficiente
para que alteracdes mensuraveis ocorressem; ou ainda (iii) a concentragdo utilizada pode nao

ter sido adequada para promover mudangas detectaveis nas enzimas avaliadas.

Outro aspecto fundamental a ser considerado ¢ a escolha adequada do método de
armazenamento e secagem do solo, conforme os objetivos do estudo, segundo documento re-
cente publicado por Mendes (2025) e desconhecido no momento do planejamento experimental
deste projeto. Segundo este protocolo, para refletir com maior fidelidade as condigdes reais do
solo no momento da coleta (condigdes in situ) e com o intuito de avaliar a influéncia de novos
manejos nas atividades enziméticas, recomenda-se que as amostras sejam armazenadas a 4 °C

e analisadas o mais rapidamente possivel, com solo ainda timido.

Neste projeto a coleta e preservacao da amostra realizadas se baseou nos protocolos
convencionais da Tecnologia BioAS em que as amostras sao armazenadas a temperatura ambi-
ente e submetidas a secagem ao ar (Mendes, 2025) com o objetivo de acessar a satde e a “me-
moria” do solo. A secagem ao ar provoca uma rapida inativagdo da microbiota ativa, reduzindo
sobretudo a atividade de enzimas intracelulares associadas a biomassa microbiana viavel. Por
outro lado, exerce impacto muito menor sobre as enzimas extracelulares, que permanecem pro-
tegidas e estabilizadas na matriz do solo. Segundo Mendes (2025), diferentes estudos relatam

respostas divergentes: em determinados casos, a atividade de certas enzimas pode diminuir,
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manter-se inalterada ou até aumentar apds a secagem, refletindo a complexa interagao entre tipo

de solo, teor de matéria organica e histérico de manejo.

Como a amostragem e a preservagdo das amostras foram conduzidas com base no
protocolo da EMBRAPA, os resultados obtidos provavelmente refletem a "memoria do solo",
ou seja, os efeitos cumulativos de manejos anteriores a que as areas estudadas haviam sido
submetidas (aplicagdo de microrganismos e/ou cultivo de diferentes safras), influenciando mais

diretamente a atividade enzimatica registrada do que o manejo realizado para este trabalho.

Para investigagdes futuras, recomenda-se a elaboracao e padronizacido de Procedi-
mentos Operacionais Padrao (POPs) voltados aos parceiros de campo, com o objetivo de asse-
gurar o cumprimento rigoroso tanto do cronograma quanto das técnicas de amostragem. Esses
procedimentos devem contemplar, simultaneamente, os dois objetivos principais: acessar a
“memoria do solo” (secando as amostras ao ar e preservando a temperatura ambiente) e avaliar

a atividade enzimatica no momento da coleta (preservando as amostras a 4°C, sem secar).

6 CONCLUSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar se a aplicagao do prebidtico comercial Bioba-
lance, a base de extrato de microalgas, altera a atividade das enzimas -glicosidase e arilsulfa-
tase em solos cultivados com morangueiro. Para isso, foram feitos ensaios de campo em trés
regides, coletando amostras antes e 90 dias ap0ds a aplicacdo (além de um controle sem prebio-

tico) e quantificando a atividade enzimatica pelo protocolo BioAS da EMBRAPA.

Diante dos resultados, ainda que ndo tenha sido possivel estabelecer uma relagao
consistente entre a aplicacdo do prebiotico e a atividade enzimatica do solo, o trabalho propor-
cionou importantes aprendizados sobre as etapas criticas da analise enzimatica e do delinea-
mento experimental em campo. A tentativa de reproduzir fielmente o protocolo BioAS da
EMBRAPA evidenciou que esse método, voltado a avaliagdo da “memoria do solo”, pode ndo

ser o ideal para detectar efeitos recentes de manejos.

Além disso, a falha na coleta do controle reforga o papel determinante do desenho
experimental: sem um controle devidamente coletado, nao foi possivel atribuir com seguranga

qualquer mudanga na atividade enzimatica ao tratamento aplicado. Assim, a defini¢do clara de
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datas de aplicacdo, de coleta e de critérios de amostragem torna-se tdo relevante quanto a me-

todologia analitica propriamente dita.

Para investigagdes futuras, recomenda-se a elaboragdo e padronizagao de Procedi-
mentos Operacionais Padrao (POPs) direcionados aos parceiros de campo, de modo a garantir
o cumprimento rigoroso do cronograma e das técnicas de amostragem, considerando ambos
objetivos, acessar a “memoria do solo” e avaliar a atividade enzimatica “momentanea”, deta-
lhando a importancia dos controles e de sua coleta em paralelo, e definindo um nimero minimo
de réplicas e critérios de homogeneizagdo que assegurem a extragdo de informagdes confidveis

e a robustez estatistica dos resultados.

Em suma, embora ndo tenha confirmado o efeito do prebiodtico sobre -glicosidase
e arilsulfatase, o estudo ressaltou que a confiabilidade dos resultados depende tanto da robustez
analitica quanto do planejamento dos experimentos de campo, licdes fundamentais para otimi-
zar os proximos passos nos estudos envolvendo a relacdo entre aplicacao de insumos agricolas

e atividade enzimatica.
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