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RESUMO

Determinaram-se as constantes cinéticas Km,,, € Vmax,,, de fosfatases de
um solo de tabuleiro costeiro com diferentes valores de saturagdo por bases
(32,0; 45,0; 64,0 e 76,6%). As constantes foram determinadas tanto em condic¢des
de reacdo com pH é6timo para atividade das fosfatases alcalinas e acidas, quanto
em valores de pH correspondentes aos de cada nivel de saturacado por bases. As
fosfatases apresentaram cinética michaeliana, independentemente da saturacéo
por bases ou da condicéo de pH utilizada para determinar a atividade enziméatica.
A elevacdo da saturacédo por bases resultou em reducgéo dos valores de Kmgg,
das fosfatases acidas e alcalinas, avaliadas nos respectivos valores de pH 6timo;
ao passo que a Vmax,p, foi incrementada para as fosfatases alcalinas e
permaneceu aproximadamente constante para as acidas. Redugdes do Kmgg, e
incrementos da Vmax,,,, em fungéo do aumento da saturacao por bases, também
foram observados para fosfatases avaliadas nos valores de pH equivalentes aos
dos tratamentos com saturacdo por base. As maiores variacdes nos valores de
Kmgpp € Vmax,p,, em fungéo da saturacgdo por base, ocorreram em resposta as
alteracdes no pH. Outras caracteristicas do solo alteradas pela saturacdo por
bases também apresentaram efeito sobre as constantes cinéticas das fosfatases,
porém em menor intensidade do que o pH.

Termos de indexacao: cinética enzimatica, enzimas, fosfatases, tabuleiros
costeiros, citros, saturagdo por bases, calagem.
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SUMMARY: EFFECT OF BASE SATURATION ON PHOSPHATASE
ACTIVITIES FROM A COASTAL TABLELAND SOIL
CULTIVATEDWITH ORANGE TREE. II. KINETIC CONSTANTS

The kinetic constants Km,,, and Vmax,,, of phosphatase activity from a coastal
tableland soil grown with orange trees, submitted to different base saturation levels (32.0;
45.0; 64.0 and 76.6%), were determined. These determinations were made in optimum pH
values for alkaline and acid phosphatases and in the pH values obtained for each base
saturation level. Phosphatase activity has followed Michaelis-Menten Kinetics, regardless
the soil base saturation levels or pH values used for enzymatic activity evaluation. Increases
in the soil bases saturation resulted in lower Km,,, values for both enzymes, while Vmaxp,
was increased for alkaline phosphatase and did not show significant variation for acid
phosphatase. Decreases in Kmgp,, and increases in Vmax,p, values in response to increasing
soil bases saturation were also observed for phosphatases evaluated at pH values found at
each soil base saturation level. The most remarkable changes in Kmgy, and Vmaxgg, in
response to soil base saturation were the result of shifts in pH values.

Index terms: enzymatic Kinetic, enzyme, phosphatase, coastal tableland, citrus, soil base

saturation, liming.

INTRODUCAO

As constantes cinéticas de Michaelis-Menten
(Km) e a velocidade maxima (Vmax) séo utilizadas
na caracterizacao enzimatica (Lau et al., 1987), para
comparar a eficiéncia catalitica das enzimas
(Tabatabai & Bremner, 1971) e para verificar o tipo
de inibicdo causado por diferentes fatores sobre a
atividade destas (Juma & Tabatabai, 1978; Lehninger
et al., 1993). Os termos Km aparente (Kmg,,) e
velocidade maxima aparente (Vmax,p,) tém sido
empregados para descrever as constantes cinéticas
de enzimas ndo purificadas (Brun etal., 1992; Ertan,
1992; Schlee et al., 1994; Miranda, 1997). Valores de
Kmgpp € VMaXx,,, de diferentes enzimas do solo, como
urease (Paulson & Kurtz, 1970), fosfatases acidas e
alcalinas (Eivazi & Tabatabai, 1977; Juma &
Tabatabai, 1978), fosfodiesterases e fosfatriesterases
(Eivazi & Tabatabai, 1977) e arilsulfatases (Tabatabai
& Bremner, 1971) ja foram relatados na literatura.

A atividade de uma enzima depende de sua
conformacéo tridimensional, podendo esta ser
alterada pelo pH, pela temperatura, pela presenca
de fons ativadores ou inibidores da atividade
catalitica, bem como por outros fatores (Juma &
Tabatabai, 1978; Goldstein et al., 1988; Lehninger
et al., 1993). Dessa forma, praticas agricolas que
alteram essas caracteristicas do solo possivelmente
influenciarédo a atividade das enzimas e a eficiéncia
catalitica. De acordo com Juma & Tabatabai (1978),
0 Kmyg,,, de fosfatases acidas e alcalinas € aumentado
na presenc¢a de fosfato inorganico soluvel,
acarretando uma menor eficiéncia catalitica dessas
enzimas. A calagem também pode influenciar a
atividade de fosfatases acidas e alcalinas, como
observado por Fernandes et al.(1998) em solo de
tabuleiros costeiros, cultivados com citros. Além
disto, as praticas agricolas podem ter uma acgéao
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indireta sobre a eficiéncia das enzimas do solo, em
consequUéncia da alteracdo quantitativa ou qualitativa
que podem causar na microbiota do solo. Nesse
sentido, diferencas na eficiéncia catalitica de enzimas
do mesmo tipo, porém produzidas por organismos
distintos, ja foram relatadas na literatura (Tarafdar
& Chhonkar, 1978; Antibus & Linkins 111, 1992).

Os objetivos do presente trabalho foram: (a) de-
terminar, em condic¢fes 6timas de pH, as constantes
Kmgpp € Vmax,,, de fosfatases acidas e alcalinas
produzidas em solo com diferentes saturacdes de
base, (b) determinar Kmg,, e Vmaxg,,, dessas enzimas
nos valores de pH obtidos em cada um dos tratamen-
tos com saturacgdo por bases do solo e (c) avaliar as
alteracdes observadas nessas constantes, consideran-
do a saturagdo por bases do solo.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento de amostras de solo

Os dados deste estudo foram obtidos utilizando-
se amostras de solo provenientes da mesma éarea
experimental citada por Fernandes et al. (1998).
Informagdes sobre delineamento experimental,
numero de amostras de solo utilizadas, métodos de
coleta e processamento dessas amostras também se
encontram no referido trabalho.

Obtencao das curvas de resposta de fosfatases
acidas e alcalinas as concentragdes de substrato
e determinagao das constantes cinéticas dessas
enzimas, em condic¢fes 6timas de pH

Curvas de resposta da atividade enzimatica as
concentracdes de substrato foram obtidas, para cada
um dos tratamentos de saturagdo por bases, em
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tampao MUB com pH 6,5, para as fosfatases &acidas,
e com pH 11,0, para as alcalinas. Esses valores de
pH s&o indicados por Tabatabai (1982) como sendo
6timos para cada uma dessas fosfatases.
Adicionaram-se,a 1 g de solo, 4 mL do tampédo MUB
adequado, esperando-se 2 horas para estabilizacéo
do pH, e mais 1 mL de uma solucdo de
p-nitrofenilfosfato, nas concentracdes de 5; 6,65; 10;
20 e 40 mM, obtendo-se, respectivamente, 1; 1,33; 2;
4 e 8 mM desse substrato, em termos de volume final
da solucéo de reacdo (Juma & Tabatabai, 1978). Apds
30 minutos de incubacao, a temperatura ambiente,
adicionaram-se 1 mL de CacCl, (0,5M) e 2 mL de
NaOH (1M), com o objetivo de parar as reagdes. As
misturas de reacdo foram filtradas em papel
Whatman n° 2 para retencéo do solo. A intensidade
de coloracéo, obtida em funcédo da quantidade de
paranitrofenol liberada apés incubacéo, foi
determinada no filtrado, por espectrofotometria, em
comprimento de onda de 410 nm (Tabatabai, 1982).
A quantidade de p-nitrofenol liberada/g de solo/hora
(Vo) foi determinada a partir da curva-padréo de
p-nitrofenol.

Para determinar os valores de Kmg,, € VMaXa,
os resultados de atividade enzimatica obtidos foram
dispostos em um grafico de Lineweaver-Burk,
plotando-se o inverso da atividade enziméatica (1/\o),
em funcéo do inverso das concentracgdes do substrato
(1/S). As intersegdes das retas com o0s eixos y e X
correspondem a (1/Vmaxgpp) € (-1/Kmypp), respecti-
vamente.

Todos os resultados sdo médias de determinactes
colorimétricas em duplicata.
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Obtencdo da resposta de fosfatases as
concentracdes de substrato e determinacao das
constantes cinéticas dessas enzimas nos valores
de pH do solo de cada tratamento com saturacgao
por bases

As reagbes para determinacdo da atividade de
fosfatases produzidas em solo com saturagdo por
bases de 76,6; 68,0; 54,0 e 32% foram realizadas em
tampao MUB, com pH ajustados para 6,2;5,8;5,3 e
4,8, respectivamente. Tais valores de pH foram
obtidos apés analise das amostras de solo
provenientes de cada um dos tratamentos com
saturacéo por bases (EMBRAPA, 1997). Os demais
procedimentos da analise de atividade foram
idénticos aos descritos no item anterior.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da saturacao por bases do solo sobre as
constantes cinéticas de fosfatases acidas e alcali-
nas, determinadas em condic¢des 6timas de pH

As atividades de fosfatases acidas e alcalinas,
avaliadas em seus respectivos valores de pH 6timo
de 6,5e 11,0, apresentaram resposta hiperbdlica as
diferentes concentracgdes de p-nitrofenilfosfato,
independentemente da saturacao por bases do solo
no qual essas enzimas foram produzidas (Figura
la,b). Enzimas que apresentam essa resposta
seguem a cinética de Michaelis-Menten (Lehninger
et al., 1993). Diversos autores ja descreveram tal
comportamento para fosfatases de diferentes origens
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Figura 1. Curvas de saturacéo pelo substrato das fosfatases acidas (A) e alcalinas (B), produzidas em

solos com saturacao por base de 76,6 % (——[I
(=.. A ..

),68,0% (— — 0 — —),45,0% (---—-0-—---) e 32,0%

—). Ascurvas para fosfatases &cidas e alcalinas foram obtidas em tamp&o MUB com valores

de pH 6timo para atividade enzimatica, de 6,5 e 11,0, respectivamente.
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(Juma & Tabatabai, 1978; Dood et al., 1987; Lau et
al., 1987).

Independentemente dos tratamentos com satu-
racao por base, os valores de atividade das fosfatases
acidas e alcalinas (V), em resposta a concentragao
de substrato ([S]), adequaram-se a transformacao
linear da equacéo de Michaelis-Menten, obtida pela
plotagem dos inversos de V, em funcéo dos inversos
de [S] (Figura 2a,b). De acordo com Tabatabai &
Bremner (1971) e Eivazi & Tabatabai (1977), esta é
uma condicdo essencial para validar a utilizacdo
desse método para a determinacdo das constantes
cinéticas de uma enzima.

Os valores de Km,,, € Vmax,,, de fosfatases
acidas e alcalinas, obtidos no presente trabalho, séo
similares aos determinados por Tabatabai &
Bremner (1971) e Eivazi & Tabatabai (1977), em
alguns solos americanos.

A elevacdo da saturacéo por bases do solo de 32,0
para 76,6% da CTC resultou em um incremento de
21% naVmax,,,, das fosfatases acidas e praticamente
néo alterou essa constante para as fosfatases
alcalinas (Quadros 1 e 2).

O valor de Km,,, das fosfatases acidas manteve-
se estavel entre os trés tratamentos com menor
saturacao por base, apresentando, no entanto, uma
reducéo entre os valores de 68,0 e 76,6% de saturacéo
por bases (Quadro 1). Para as fosfatases alcalinas,
observaram-se reducdes acentuadas do valor de
Kmg,p, €M resposta ao incremento na saturagao por
bases (Quadro 2).
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Quadro 1. Valores de Km,, e Vmax,, das fosfatases
acidas, determinadas em tampéao universal
modificado (pH 6,5), em amostras de solo com
diferentes valores de saturacédo por bases
(nimeros entre parénteses correspondem a

valores percentuais)

Saturagao por

Km, Vmax,
bases do solo Mepp MaXape
% mM p-nitrofenilfosfato g p-nitrofenolgh™
76,6 2,74 (77) 631,8 (121)
68,0 3,52 (99) 588,2 (113)
45,0 3,47 (97) 560,2 (107)
32,0 3,56 (100) 522,7 (100)

De acordo com Dodd et al. (1987), o valor de Kmg,,
mantém uma relacdo inversa com a afinidade da
enzima pelo substrato, e 0 de Vmax,,,, uma relagao
direta com a velocidade de catalise desse substrato.
Lehninger et al. (1993) relataram que o valor de
Km,p, mantém uma relagéo inversa com a eficiéncia
catalitica da enzima.

Considerou-se que os efeitos da saturacdo por
bases, relacionados com acidez do solo, sobre a
atividade enzimatica foram anulados ou minimizados,
ja que as amostras de solo foram incubadas, por
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Figura 2. Grafico de Lineweaver-Burk para as fosfatases acidas (A) e alcalinas (B), produzidas em solo

com os valores de saturacgao por base: 76,6% (——0O
— A .. —). Aconcentracdo do substrato ([S]) e a atividade das fosfatases (V,) estéo

32,0% (— ..

), 68,0% (— — ¢ — —), 45,0% (----0----)e

expressos em mM e pg de p-nitrofenol/g de solo/hora, respectivamente.

R. Bras. Ci. Solo, 22:403-409, 1998



EFEITO DA SATURACAO POR BASES SOBRE A ATIVIDADE... Il. CONSTANTES CINETICAS...

Quadro 2. Valores de Km,, e Vmax,,, das fosfatases
alcalinas, determinadas em tampéao universal
modificado (pH 11,0), em amostras de solo
submetidas a diferentes valores de saturacao
por bases (nUumeros entre parénteses

correspondem a valores percentuais)

Saturacgao por

Ki V
bases do solo Mapp MaXapp
% mM p-nitrofenilfosfato pg p-nitrofenolgh*
76,6 3,47 (57) 638,4 (103)
68,0 4,87 (80) 628.2 (101)
45,0 5,65 (93) 631,8 (102)
32,0 6,05 (100) 621,6 (100)

2 horas, em tampd&o MUB com pH o6timo,
previamente a adicdo do substrato. Dessa forma, as
modificagdes observadas nos valores de Kmgy,, e
Vmax,p,, €m funcdo da saturagdo por bases, na
condicao de pH 6timo, devem ser atribuidas a efeitos
da acidez ocorridos previamente a incubagao do solo
ou a efeitos da saturagao por bases néo relacionados
com o pH. Assim, é possivel que as diferentes
condices de saturacdo por bases do solo tenham
resultado em modificacbes qualitativas da
microbiota produtora dessas fosfatases,
influenciando, assim, os valores das constantes
cinéticas das enzimas. Muitas intervencdes
antropicas, dentre elas algumas praticas agricolas,
apresentam grande potencial de alteracéo
guantitativa e qualitativa da microbiota do solo
(Haynes & Swift, 1988; Cattelan & Vidor, 1990). A
elevacdo do pH de um solo acido para valores
proximos da neutralidade, por exemplo, resulta em
incremento da populagdo de bactérias, em
detrimento da populagao fungica (Viro, 1963).

De acordo com alguns autores, diversas isoformas
de determinada enzima, com diferentes valores de
constantes cinéticas, podem ser produzidas por
organismos diferentes, ou por um mesmo organismo,
dependendo das condicfes ambientes (Paulson &
Kurtz, 1970; Tabatabai & Bremner, 1971; Goldstein
et al., 1988). Paulson & Kurtz (1970) observaram
variagdes nos valores de Km da enzima urease, em
funcéo de flutuacdes nas populagdes microbianas.

Uma segunda hipotese, especialmente valida
para as fosfatases alcalinas, advém da observacéo
de que o perfil de resposta dessas fosfatases ao
incremento da concentracgédo de substrato (Figura 2b)
¢ caracteristico da ocorréncia de inibi¢do enzimatica
néo-competitiva. De acordo com Lehninger etal. (1993),
inibidores ndo-competitivos alteram os valores de
Kmgp, de uma enzima, sem alterar os de Vmax,p,,
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No presente estudo, tal inibi¢&o estaria ocorrendo
em consequéncia de um fator cuja disponibilidade
no solo correlaciona-se negativamente com a
saturacéo por bases. Abd-Alla et al. (1994) relataram
gue Zn2+ e Fe3+, dentre outros cations, apresentam
alta capacidade inibitoria sobre as fosfatases
alcalinas e, em menor intensidade, sobre as
fosfatases &cidas. Visto que a disponibilidade desses
cations apresenta interacdo negativa néo s6 com o
pH, mas também com a quantidade de CaCOs;
(Mengel & Kirkby, 1978), acredita-se que enzimas
produzidas em solos com menores doses de calcario
possam ter sido inibidas com maior intensidade por
esses cations, apresentando, assim, maiores valores
de Km,,,,. Alem disto, o Ca2* e 0 Mg2+ sdo ativadores
potentes da capacidade catalitica de fosfatases
alcalinas (Abd-Alla et al., 1994). Assim, o incremento
desses cations, em funcao dos tratamentos com doses
crescentes de calcario, também pode ser uma
explicagdo para a maior eficiéncia das enzimas
produzidas. No trabalho anterior (Fernandes et al.,
1998), a atividade de fosfatases alcalinas apresentou
correlacdo positiva com os teores de calcio e magnésio
no solo, sendo mais intensa com o segundo cation.

Efeito da saturacado por bases do solo sobre as
constantes cinéticas de fosfatases, determinadas
em pH correspondentes aos do solo em cada valor
de saturacao por bases

A resposta hiperbolica ao incremento do substrato
e a alta linearidade dos dados, apés transformagcao da
equacao de Michaelis-Menten, também foram
observadas para as enzimas avaliadas no pH do solo
(Figura 3).

Observou-se grande aumento da Vmax,p,, bem
como reducdo do Km,,,, das fosfatases, a medida que
a saturacao por bases foi elevada (Quadro 3). Nessas
condicdes, as alteragdes de Kmgg, € Vmax,,, podem
ser atribuidas aos efeitos totais da saturacéo por
bases sobre as enzimas, incluindo efeitos diretos e
indiretos do pH, bem como aos efeitos néo
relacionados com acidez.

Visto que nos valores de pH obtidos nos diferentes
valores de saturacdo por bases a atividade de
fosfatases acidas € preponderante sobre as alcalinas,
supoem-se que os efeitos da saturagdo por bases,
observados sobre 0 Km,,, € a VmaXxz,,, ocorreram,
essencialmente, em funcéo de alteragdes na eficiéncia
dessa primeira enzima. Pelo fato de as alteracfes
causadas pela saturagdo por bases na Vmaxgp, €
Km,,, de fosfatases avaliadas em pH do solo
(Quadro 3) terem sido muito maiores do que as
observadas nas constantes de fosfatases acidas em
pH étimo (Quadro 1), concluiu-se que os efeitos do
pH sobre tais enzimas séo mais relevantes do que
os efeitos n&o relacionados com esse fator.

A alteracdo na eficiéncia catalitica estéa
relacionada, possivelmente, com a desnaturacéo
parcial das enzimas em valores de pH abaixo ou

R. Bras. Ci. Solo, 22:403-409, 1998
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Figura 3. Resposta de fosfatases ao incremento das concentragdes de substrato, em solo com saturacgao

por bases de 76,6% (—- 0o-—-— ), 68,0% (—

— 90 — ), 450% (----0----)e 32,0%

(—" —A—-—), quando avaliadas em tamp&o com valores de pH correspondentes aos encontrados
nestas diferentes porcentagens (A); e respectivas curvas de Lineweaver-Burk (B).

Quadro 3. Valores de Km,,, e Vmax,,, das fosfatases,
determinadas em tampao universal modifica-
do, ajustados para valores de pH corresponden-
tes aos obtidos no solo submetido aos diferen-
tes valores de saturacdo por bases (nimeros
entre parénteses correspondem a valores

percentuais)

Saturacéo por

Km Vmax,
bases do solo o o
% mM p-nitrofenilfosfato  pg p-nitrofenol'gh
76,6 3,71 (26) 608,4 (207)
68,0 5,06 (36) 4736 (161)
45,0 5,62 (40) 455,9 (155)
32,0 14,00 (100) 2945 (100)

acima do valor de pH 6timo de atividade enzimatica.
Desnaturacéo da estrutura tridimensional nativa,
em funcdo do pH, ja foi observada para diversas
enzimas (Lehninger et al., 1993). Como relatado
anteriormente, efeitos relacionados com a alteragéo
da solubilidade de cations ativadores e inibidores
da atividade catalitica das fosfatases, em diferentes
condic¢des de pH, também podem ter ocorrido.

R. Bras. Ci. Solo, 22:403-409, 1998

Este resultado discorda dos obtidos por
Fernandes et al. (1998), que relataram a auséncia
de correlacéo entre pH de amostras desse mesmo
solo e atividade de fosfatases acidas, avaliadas em
pH 6timo. Isto se deve a reducéo dos efeitos do pH
sobre a enzima, em condi¢des de pH 6timo. Dessa
forma, determinagdes de Kmgy,, € Vmaxy,,, em
condigdes de pH étimo, sdo adequadas, apenas, para
avaliar a eficiéncia enzimatica potencial, e ndo a
eficiéncia real, ja que os efeitos diretos e indiretos
do pH sobre as enzimas séo reduzidos ou anulados.

Para um mesmo valor de saturacdo por bases,
observou-se que os valores de Km,,, foram menores
nas analises de fosfatases &cidas em pH 6,5 do que
nas analises de fosfatase nos valores de pH obtidos
em quaisquer dos tratamentos de saturacéo por base
(Quadros 1 e 3). O inverso foi observado para 0s
valores de Vmax,p,. Considerando que a adicao de
tampao MUB com pH 6,5 apresenta papel analogo
ao da calagem, em termos de acidez do solo, concluiu-
se que a utilizacdo dessa pratica agricola pode
aumentar a eficiéncia de enzimas previamente
produzidas no solo. De acordo com Ramirez-Martinez
& McLaren (1966), quase a totalidade da atividade
de fosfatases detectadas no solo é resultante da
atuacéo de enzimas excretadas e acumuladas no solo,
e ndo da microbiota ativa em dado momento. Dessa
forma, a melhoria da atividade de fosfatases pela
calagem pode apresentar grande impacto sobre a
degradacdo do P organico do solo e sobre a
disponibilidade de P para as plantas.
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CONCLUSOES

1. As fosfatases acidas e alcalinas, com ativida-
des avaliadas em pH 6timo, apresentaram compor-
tamento cinético michaeliano, independentemente
do valor de saturacao por bases do solo no qual fo-
ram produzidas.

2. As fosfatases apresentaram comportamento
michaeliano, mesmo quando avaliadas em condigdes
né&o-ideais de pH.

3. Os incrementos na saturacgédo por bases do solo
resultaram em aumentos da Vmax,, das fosfatases
acidas e néo alteraram a Vmax,p, das alcalinas, ao
mesmo tempo que reduziram o valor de Kmgy, de
ambas as enzimas.

4. As fosfatases alcalinas apresentaram perfil de
inibicdo ndo-competitiva, em resposta a reducéo do
valor de saturacéo por base.

5. O pH foi o principal determinante da resposta
das fosfatases a saturacéo por bases, tendo outros
fatores, relacionados com saturacéo por base, como
concentracdo de célcio e magnésio, apresentado
menor importancia nesta resposta.

6. A avaliacdo das constantes cinéticas de
fosfatases em tampao com pH étimo foi adequada
para determinacéao da eficiéncia catalitica potencial
das enzimas presentes no solo, e ndo da eficiéncia
real dessas nas condig¢des de saturacdo por bases nas
quais foram produzidas.
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