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RESUMO

O fosforo ¢ um nutriente essencial para o crescimento vegetal, porém sua disponibilidade no solo ¢
frequentemente limitada devido a sua predominancia de formas organicas insoltveis. Microrganismos
associados as raizes, como as bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), desempenham um
papel crucial na solubilizagdo do foésforo por meio da producao de enzimas hidroliticas, como as fosfatases.
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Este estudo teve como objetivo caracterizar cineticamente a fosfatase acida produzida por uma cepa de
Enterobacter sp. (C45), isolada de raizes da orquidea Cyrtopodium paludicolum. A enzima foi produzida
em meio de cultivo com diferentes concentracoes de fosfato, sendo a atividade maxima observada na
concentragdo de 5 mM. A fosfatase apresentou pH 6timo aparente de atividade em 3,5 e mostrou capacidade
de hidrolisar diversos substratos fosforilados, como p-nitrofenilfosfato (p-NFF), ATP e pirofosfato, com
cinética michaeliana para p-NFF e cooperatividade positiva para os demais. Os estudos de inibi¢do
revelaram sensibilidade a metais (Cu?**) e analogos de fosfato (arsenato, vanadato), com modos de inibi¢ao
competitiva e ndo competitiva. A enzima demonstrou estabilidade térmica até 45°C, com rapida inativacao
em temperaturas superiores. Os resultados indicam que a fosfatase acida de Enterobacter sp. possui
propriedades cataliticas distintivas e potencial biotecnoldgico para aplicacdo em processos de solubilizagdo
de fosforo em condicdes acidas, como na agricultura sustentavel e na industria de ragdes animais.

Palavras-chave: Solubilizagdo de fosforo; Rizobactérias; Enzimas microbianas; Fosfomonohidrolases.

ABSTRACT

Phosphorus is an essential nutrient for plant growth, but its availability in soil is often limited due to the
predominance of insoluble organic forms. Root-associated microorganisms, such as plant growth-
promoting bacteria (PGPR), play a crucial role in phosphorus solubilization through the production of
hydrolytic enzymes, such as phosphatases. This study aimed to kinetically characterize the acid phosphatase
produced by a strain of Enterobacter sp. (C45), isolated from the roots of the orchid Cyrtopodium
paludicolum. The enzyme was produced in culture media with different phosphate concentrations, with
maximum activity observed at 5 mM. The phosphatase exhibited an apparent optimum pH of 3.5 and
demonstrated the ability to hydrolyze various phosphorylated substrates, such as p-nitrophenylphosphate
(p-NFF), ATP, and pyrophosphate, with Michaelian kinetics for p-NFF and positive cooperativity for the
others. Inhibition studies revealed sensitivity to metals (Cu®*") and phosphate analogs (arsenate, vanadate),
with competitive and non-competitive inhibition modes. The enzyme demonstrated thermal stability up to
45°C, with rapid inactivation at higher temperatures. The results indicate that acid phosphatase from
Enterobacter sp. has distinctive catalytic properties and biotechnological potential for application in
phosphorus solubilization processes under acidic conditions, such as in sustainable agriculture and the
animal feed industry.

Keywords: Phosphorus solubilization; Rhizobacteria; Microbial enzymes; Phosphomonohydrolases.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O fosforo (P) ¢ um macronutriente essencial para todos os organismos vivos, desempenhando papéis
fundamentais em diversas moléculas vitais, como DNA, RNA, fosfolipidios e adenosina trifosfato (ATP),
além de participar de processos metabodlicos cruciais, como a regulacdo enzimatica, a manutengdao do
equilibrio acido-base e a fosforilagao da glicose (LEHNINGER, 2002; PIZZOLANTE, 2000). Apesar de
sua abundancia na natureza, a maior parte do fosforo no solo encontra-se na forma de compostos organicos
insoluveis, como o fitato, indisponiveis para absor¢do direta pelas plantas (NARLOCH et al., 2002;
LOPEZ-BUCIO et al., 2002). Esta limitagdo torna o fosforo um dos principais fatores restritivos para o
crescimento vegetal, afetando processos como fotossintese, respiragdo e metabolismo geral (SANCHEZ;
SALINAS, 1983; GARCIA-SANCHES et al., 1996).

Para superar essa deficiéncia, as plantas estabelecem associagdes simbidticas com microrganismos
do solo, particularmente na rizosfera, onde bactérias e fungos atuam na solubilizacdo e mineralizacio de
formas indisponiveis de fosforo (JEFFRIES; BAREA, 2000; BAREA et al.,, 2005). Entre esses
microrganismos, as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) destacam-se por sua
capacidade de melhorar a nutri¢do vegetal por meio de diversos mecanismos, incluindo a producgdo de
enzimas hidroliticas, como as fosfatases (KLOEPPER et al., 1989; PEREZ et al., 2007).

As fosfatases sao enzimas que catalisam a hidrolise de ésteres fosforicos, liberando fosfato
inorganico (Pi) para assimilagdo pelas plantas (FEDER, 1973). Podem ser classificadas de acordo com seu
pH 6timo de atividade em é&cidas, neutras ou alcalinas, e quanto a localizagdo em intracelulares ou
extracelulares (LEE, 1998). As fosfatases acidas (FA), em particular, sdo amplamente distribuidas na
natureza e exibem atividade catalitica 6tima em pH acido (2,5-6,0), sendo produzidas por uma variedade
de organismos, incluindo bactérias, fungos e plantas (ROSSOLINI et al., 1998; OH et al., 2004). Sua
atividade ¢ frequentemente induzida em condigdes de baixa disponibilidade de fosforo, representando uma
resposta adaptativa para a aquisi¢do desse nutriente (GILBERT et al., 1999; RHAGHOTHAMA, 1999).

Do ponto de vista bioquimico, as FAs sdo fosfomonohidrolases que atuam removendo grupos
fosfato de moléculas organicas por hidrolise. Podem ser especificas ou inespecificas em relagdo ao substrato
e variar em massa molecular, sensibilidade a inibidores e mecanismos de regulacdo (ARAUIJO et al., 1976;
ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). Em microrganismos, essas enzimas podem ser constitutivas ou induzidas
(sintetizadas em condi¢des de restricdo de fosforo) (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). Além do papel na
nutri¢do, as fosfatases estdo envolvidas em processos celulares fundamentais, como sinalizacdo, regulagdo
metabolica e expressao génica, por meio de reagdes de fosforilagdo e desfosforilagado (TONKS; NEEL,
1996; JIA, 1997).

Bactérias da familia Enterobacteriaceae sao conhecidas por sua capacidade de produzir fosfatases,

embora existam variagdes significativas nos padrdes de atividade entre diferentes cepas (LEE et al., 1989;
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THALLER et al., 1995). O género Enterobacter, em particular, inclui espécies frequentemente isoladas de
associacgdes endofiticas com plantas, como milho, arroz e orquideas (HALLMANN et al., 1997; VERMA
et al., 2001; ROBERTS; DIXON, 2008). Essas bactérias ndo apenas promovem o crescimento vegetal pela
solubilizacao de nutrientes, mas também atuam como agentes de biocontrole e biorremediagdo (MEHNAZ;
LAZAROVITS, 2006; SHENG et al., 2008).

Apesar do potencial biotecnoldgico, as informagdes sobre a producao e a atividade de fosfatases em
espécies de Enterobacter ainda sdo escassas e contraditorias na literatura. A caracterizagdo enzimatica
detalhada incluindo parametros cinéticos, estabilidade, pH e temperatura 6timos, e sensibilidade a
inibidores ¢ essencial para compreender o funcionamento dessas enzimas e explorar suas aplicagdes.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar cineticamente a enzima fosfatase

acida produzida por uma cepa de Enterobacter sp. isolada de raizes da orquidea Cyrtopodium paludicolum.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA BACTERIA ENTEROBACTER SP.

A cepa bacteriana utilizada neste estudo, designada SIC45, foi isolada a partir de raizes da orquidea
Cyrtopodium paludicolum e mantida no Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas do
Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP. A identificagdo foi realizada por meio do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA (GALDIANO JUNIOR, 2008). A sequéncia obtida foi
comparada com as disponiveis no Banco de Dados do NCBI utilizando o programa BLAST (ALTSCHUL
et al., 1997). O alinhamento multiplo das sequéncias homologas foi realizado com o programa Clustal W
1.8 (THOMPSON et al., 1994), e o ajuste fino foi feito com o BioEdit (HALL, 2001). A anélise filogenética
foi conduzida pelo método neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) com suporte estatistico de bootstrap
para 5.000 replicagdes (SWOFFORD et al., 1996), e a arvore filogenética foi visualizada com o programa
MEGA4 (KUMAR et al., 1996).

2.1.1 Meio de manutencido do microrganismo

O isolado bacteriano foi mantido em meio s6lido DYGS (pH 6,8), contendo: glicose (2 g/L), peptona
(1,5 g/L), extrato de levedura (2 g/L), KH2PO4 (0,5 g/L), MgSOa4-7H20 (0,5 g/L), acido glutdmico (1,5 g/L)
e agar (9 g/L). As culturas foram incubadas a 30°C em estufa B.O.D.

2.1.2 Meio para producio de fosfatase

Para a produ¢ao da enzima, a bactéria foi pré-cultivada em meio Czapezk liquido, contendo: glicose
(20 g/L), NaNOs (2 g/L), MgS04-7H20 (0,5 g/L), KCI (0,5 g/L), extrato de levedura (0,5 g/L), FeSO4 (0,01
g/L) e KH2POs4 (0,1 g/L). A cultura foi incubada a 30°C sob agitacdo (140 rpm) até atingir densidade Optica
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de 0,8 nm. Em seguida, 1 mL desse cultivo foi transferido para meio de producdo sem KH2POu,
suplementado com solu¢ao mae de fosfato (0,05 mM), variando-se a concentragdo final de fésforo entre 0

e 7 mM. O cultivo foi mantido por 24 h nas mesmas condi¢gdes de temperatura e agitagao.

2.1.3 Obtencao da fracao enzimatica de fosfatase acida

Apos a incubagdo, as células foram separadas por centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min a 4°C. O
preciptado foi ressuspendido em 5 mL de tampao acetato de sodio 100 mM (pH 6,0) e submetido a ruptura
celular por ultrassonicacao (Branson Sonifier 250, 50 micropulsos/s, ciclos de 1 min). O material resultante
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4°C, e o sobrenadante descartado. O precipitado foi
ressuspendido no mesmo tampao e submetido a ultracentrifugagdo a 100.000 x g por 1 h a 4°C. O
precipitado resultante, contendo a fragdo membranar, foi ressuspendido em tampao acetato de sdédio 100

mM (pH 6,0), aliquotado e armazenado a -70°C para andlises posteriores.

2.1.4 Ensaio enzimatico da fosfatase acida

A atividade da fosfatase acida foi determinada utilizando p-nitrofenilfosfato (p-NFF) como
substrato. O meio de reagdo continha: tampao glicina 85 mM (pH 3,5), MgCl. 4 mM e p-NFF 4 mM, em
volume final de 1 mL. A reag¢do foi iniciada pela adicdo da enzima, incubada a 37°C por 10 min e
interrompida com 1 mL de NaOH 1 M. A liberagao de p-nitrofenol foi quantificada por espectrofotometria
a410 nm (e = 17.600 M~' cm™!, pH 13). Uma unidade de atividade enzimética (U.mg™) foi definida como

a quantidade de enzima que libera 1 nmol de p-nitrofenol por minuto sob essas condigdes.

2.1.5 Determinacio das atividades de pirofosfatase e ATPase

A atividade de pirofosfatase e ATPase foi determinada pelo método de Heinonen e Lahti (1981),
quantificando a liberacdo de fosfato inorganico (Pi). O meio de rea¢do continha: tampdo glicina 100 mM
(pH 3,5), MgCl: 100 mM e pirofosfato ou ATP em concentragdes variando de 0,01 a 10 mM, em volume
final de 0,4 mL. Apds 45 min de incubagdo a 37°C, a reagdo foi interrompida com 100 uL de TCA 50%.
As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a 4°C, e o Pi liberado foi quantificado conforme

Pizauro et al. (1995), utilizando molibdato de amonio e acido citrico, com leitura a 355 nm.

2.1.6 Efeito do pH na atividade enzimatica

A influéncia do pH na atividade da fosfatase acida foi avaliada utilizando os seguintes compostos
(100 mM): &cido maleico (pH 2,0-4,5), acido citrico (pH 2,0-4,5), glicina (pH 2,0-5,0), acido acético (pH
3,5-6,0) e acido foérmico (pH 2,0—4,0). Os ensaios foram realizados em intervalos de 0,5 unidades de pH,

conforme descrito no item 3.5.
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2.1.7 Estabilidade térmica

Aliquotas de 100 pL da enzima foram incubadas a 45, 50, 55 e 60°C. Em intervalos de tempo pré-
determinados, as amostras eram resfriadas em gelo e a atividade residual era determinada conforme o item

3.5.

2.1.8 Efeito de ions sobre a atividade enzimatica

Foram testados os efeitos de diversos compostos na atividade p-NFFasica: MgCl: (0,5-2,5 mM),
CuSO0Os4 (0,5-2,5 mM), CoClz (5-25 uM), MnClz (5-25 uM), ZnCl: (5-25 uM), teofilina (1-10 mM),
levamisol (1-10 mM), PHMB (0—1 mM), fosfato (1-10 mM), arsenato (1-10 mM), metavanadato (1-10

mM) e EDTA (1-10 mM). Os ensaios foram realizados conforme descrito no item 3.5.

2.1.9 Dosagem de proteina
A concentragdo proteica foi determinada pelo método de Lowry modificado por Hartree (1972),

utilizando albumina sérica bovina como padrao.

2.1.10 Analises cinéticas
Os parametros cinéticos (Vmax, Km, Ko,s € n) foram determinados utilizando o programa Origin 8.0,
a partir de dados de velocidade inicial em fung@o da concentragdo de substrato. A linearizagao foi feita pelo

método de Lineweaver-Burk (1933).

2.1.11 Analises estatisticas
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) apo6s verificagao de normalidade (teste
de Cramer-Von Mises; EVERITT, 1998) e homocedasticidade. As médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de significancia, utilizando o software SAS versao 9.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A cepa bacteriana C45, isolada de raizes da orquidea Cyrtopodium paludicolum (Figura 1), foi
identificada por andlise filogenética do gene 16S rRNA como pertencente ao género Enterobacter,
apresentando 98-99% de similaridade com sequéncias do banco de dados do NCBI (Figura 2). Este isolado

foi selecionado para estudos enzimaticos devido ao seu potencial na produ¢ao de fosfatase acida.
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Figura 1. Cyrtopodium paludicolum.

Fonte: Proprio autor.

Figura 2. Arvore filogenética demonstrando o isolado C45 como Enterobacter sp.

100 HQ455820 Enterobacter asburiae strain M16
T l cas

JF759702 Rhizobium leguminosarum
wol u947876 Agrobacterium albertimagni

prm—— JF909558 Bacillus subtilis strain CBG LBl4
551 JN207822 Streptomyces brasiliensis
HQ219656 Actinomyces naestundii
R FR874084 Actinomyces hyovaginalis

Fonte: Proprio autor.

A produgdo da fosfatase acida membranar foi regulada pela concentragdo de fosforo no meio de
cultivo. A atividade enzimatica maxima (29,26 U.mg™') e o maior conteudo proteico (15,77 mg.mL™") foram

observados na concentragdo de 5 mM de fosfato (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade especifica da fosfatase acida ligada a membrana de Enterobacter sp. em meio de cultura contendo diferentes
concentragdes de fosfato.

Concentracoes de fosfato (mM) Proteina Total (mg.ml") Fosfatase acida (U.mg™)
0,05 2,498 6,16
0,10 2,358 9,58F
0,15 2,368 6,896
0,20 2,058 11,60
0,30 2,178 11,95E
0,50 3,118 15,390
1,00 3,468 18,108
5,00 15,774 29,264
7,00 7,308 17,15¢

CV% 41,43 2,15

Nota: Médias seguidas por letras maitsculas diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Proprio autor.

Concentragdes mais baixas ou mais altas resultaram em reducdo significativa da atividade,
indicando que a enzima ¢ induzida sob condi¢des limitantes de fosforo, mas reprimida em excesso, um
padrdo consistente com a regulagdo reportada em outros microrganismos e plantas (YASHPHE et al., 1990;
BERNARD et al., 2002; LUNG; LIM, 2006).

Além da influéncia da disponibilidade de fosforo, as caracteristicas bioquimicas da enzima também
foram avaliadas. O pH 6timo aparente para a atividade da fosfatase acida foi estabelecido em 3.5, com
tampao glicina proporcionando a maior atividade (22,25 U.mg ') (Tabela 2). Este valor ¢ mais acido do que
o reportado para muitas outras fosfatases microbianas, que tipicamente exibem pH 6timo entre 5,0 € 6,5
(BERNARD et al., 2002; KANG et al., 2006), mas ¢ semelhante ao de enzimas de Saccharomyces
cerevisiae e Escherichia coli (TOH-E, 1973; GOLOVAN, 1999). A escolha do tampao glicina para ensaios

subsequentes baseou-se na sua eficiéncia e amplo uso na literatura enzimologica.
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Tabela 2. Médias e coeficientes de variagdo da atividade (U.mg™!) da fosfatase 4cida em diferentes tampdes.

pH Ac. Férmico Glicina Ac. Maléico Ac. Citrico Ac. Acético
2,0 1,218 0,88EF 0,045 0,44F nd
2,5 6,54P 1,19E 0,31E 1,09 nd
3,0 14,908 15,388 1,57 1,85¢ nd
3,5 20,434 22,254 14,314 5,044 20,514
4,0 19,054 15,458 14,074 2,918 19,024
4,5 nd 12,34€ 12,698 0,39¢ 13,928
5,0 nd 9,39P 11,12¢ nd 11,79¢
5,5 nd nd nd nd 10,14¢
6,0 nd nd nd nd 7,20P
CV% 5,04 3,09 1,66 4,25 5,04

Nota: Médias seguidas por letras maitisculas diferentes na coluna, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05); nd — nao definido.
Fonte: Proprio autor.

A enzima demonstrou capacidade de hidrolisar diferentes substratos fosforilados: p-nitrofenilfosfato
(p-NFF), ATP e pirofosfato (Tabela 3). Os parametros cinéticos revelaram que a maior velocidade maxima
(Vmax = 30,67 U.mg ') e menor afinidade (K = 0,55 mM) foram observadas para o PNFF (Tabela 3). A
hidrolise do p-NFF seguiu cinética michaeliana (n = 1,1), enquanto a hidrolise do ATP (n = 1,8) e do
pirofosfato (n = 2,8) exibiram cooperatividade positiva, sugerindo interagdes alostéricas e possiveis sitios
regulatorios adicionais. Tais caracteristicas de inespecificidade substrato sdo comuns em fosfatases acidas
de origem microbiana e podem refletir adaptacdes fisiologicas para aquisi¢do de fosforo em ambientes

complexos (ZHANG et al., 2008; WANG et al., 2009).

Tabela 3. Parametros cinéticos para a hidrolise p-NFF, ATP e do pirofosfato para a fosfatase acida ligada a membrana de
Enterobacter sp., em pH 3,5.

Substrato Parametros cinéticos
V (U.mg™) n (mM)
ATP 11,2 1,8 Kos5= 10,62
p-NFF 30,67 1,1 Kwn=0,55
Pirofosfato 15,64 2.8 Ko,5=0,89

Fonte: Proprio autor.

O perfil de inibicdo por diferentes compostos mostrou que a atividade da fosfatase foi
significativamente inibida por Cu?* (inibi¢cao ndo competitiva), fosfato, arsenato e vanadato (estes trés com
inibi¢do competitiva). O vanadato, inibidor conhecido de tirosina fosfatases, suprimiu fortemente a
atividade, mas a resisténcia relativa ao PHMB (inibidor de cisteina fosfatases) sugere que a enzima ndo

pertence a essa classe enzimatica (LAU, 1985). Co*" e Zn?* atuaram como moderados ativadores, enquanto
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EDTA (quelante de metais) causou inibi¢ao dose-dependente, indicando possivel dependéncia de ions
metalicos para atividade ou estabilidade (PIZAURO, 1995).

Além do efeito de ions e inibidores sobre a atividade, a estabilidade da fosfatase em diferentes
condi¢des também foi investigada. A andlise térmica revelou que a enzima se manteve estavel a 45 °C (ti/2
= 520 min), mas foi rapidamente inativada a 55 °C (ti/= = 12,5 min) e 60 °C (t:/2 = 27,5 seg). A cinética de
inativacao seguiu um modelo de primeira ordem, consistente com desnaturacao térmica irreversivel (Tabela
4). A sensibilidade térmica acima de 50 °C ¢ caracteristica de muitas enzimas mesofilicas e pode estar

relacionada a perda de flexibilidade conformacional ou desestabilizagdo de residuos criticos no sitio ativo

(TSOU, 1986; ZHANG et al., 2008).

Tabela 4. Constantes de inativag@o térmica da fosfatase acida de membrana de Enterobacter sp. e respectivos tempos de meia
vida

Temperatura (°C) 45°C K x 107 (seg™) T » (min) T v (seg)
0,222 520 31200
50°C 0,442 260 15600
55°C 9,24 12,5 750
60°C 252 0,45 275

Fonte: Proprio autor

Como pode ser observado ao longo do texto, os resultados obtidos estdo em consonancia com
estudos prévios em outras espécies de Enterobacter e fungos, corroborando o papel adaptativo das
fosfatases na nutri¢do fosfatada e seu potencial biotecnologico em processos de solubilizagdo de fosforo

em condicdes acidas.

4 CONCLUSAO

A fosfatase acida membranar de Enterobacter sp. C45 mostrou-se uma enzima induzivel, cuja
expressao ¢ rigidamente regulada pela disponibilidade de fosforo no meio de cultivo. A enzima exibiu pH
otimo de atividade em 3,5 e ampla especificidade por substratos fosforilados, com cinética michaeliana
para p-NFF e cooperatividade para ATP e pirofosfato. Os estudos de inibi¢do revelaram que a enzima ¢
sensivel a metais (Cu?*), andlogos de fosfato (arsenato, vanadato) e ao proprio produto (fosfato), com modos
de inibi¢do competitiva e ndo competitiva dependendo do composto. A estabilidade térmica foi satisfatoria
até 45°C, com rapida inativa¢do em temperaturas superiores.

Essas caracteristicas indicam que a fosfatase acida de Enterobacter sp. possui propriedades
cataliticas e regulatorias distintivas, com potencial aplicagao em processos biotecnologicos que envolvam
hidrolise de fosfato em condi¢des acidas, como na producdo de bioinoculantes para solos tropicais ou na

industria de ra¢des animais.
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