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RESUMO

O fésforo € um fator nutricional limitante para o crescimento das plantas. No
entanto, mais de 80% do fosforo aplicado diretamente sobre o solo torna-se
indisponivel devido a adsorgéo, precipitacdo ou assimilagdo. Uma estratégia da
planta para obter fosfato de solos é mediada pela acdo de enzimas do tipo
fosfatase, que catalisam a hidrolise de ésteres de fosfato, tornando-os
derivados de fésforo solavel.

Neste estudo, um microrganismo de solo de cerrado com a capacidade
de solubilizar o fosfato foi utilizado como produtor de fosfatase. A fosfatase
produzida foi parcialmente caracterizada e imobilizada em diferentes fragbes de
solo.

O microrganismo que apresentou a maior atividade de fosfatase foi
identificado como Pluralibacter gergoviae, com uma atividade especifica de
27,43 U mg'l. A atividade 6tima da fosfatase produzida por P. gergoviae foi
encontrada a pH 5,2 e uma temperatura de 55 °C. No estudo do efeito de
inibidores comuns foi observado que o calcio e magnésio nao interferem na

atividade da fosfatase de P. gergoviae, enquanto que o fosfato inorganico, o

amonio e o potassio inibem ligeiramente a atividade da enzima.

Os melhores resultados da imobilizacdo foram obtidos nos ensaios com
a silica e a fracdo organica de solo, que apresentaram 44% de rendimento da
imobilizacdo. Por isso, a imobilizacdo da fosfatase acida produzida por P.

gergoviae em fracdes de solo pode ser uma alternativa promissora para



aumentar o teor de fosfato solavel no solo, o que pode contribuir para a

melhoria da produtividade agricola.

Palavras-Chave: microrganismos, Pluralibacter gergoviae, fosfatase,

solubilizag&o de fosfato, imobilizagéo.
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ABSTRACT

Phosphorus is a nutritional limiting factor for plant growth but over 80% of
the phosphorus applied directly to the soil becomes unavailable due to
adsorption, precipitation or assimilation to organic phosphorus. One plant’s
strategy to obtain phosphate from soils is mediated by the action of
phosphatase enzymes, which catalyze hydrolysis of phosphate esters
producing soluble phosphorus.

In this study, a phosphate-solubilizing microorganism from Cerrado soil
was used as phosphatase producer. The produced phosphatase was partially
characterized and immobilized in different soil fractions.

The microorganism that showed the highest phosphatase activity was
identified as Pluralibacter gergoviae with a specific activity of 27.43 U/mg. The
optimal activity of phosphatase produced by P. gergoviae was found at pH 5.2
and a temperature of 55°C. The effect of common inhibitors show that calcium
and magnesium did not interfere in the phosphatase activity, whereas inorganic
phosphate, ammonium and potassium slightly inhibited the enzyme activity.

The best results of immobilization were obtained in the tests with silica
and the organic fraction, which presented 44% of immobilization yield.
Therefore, the immobilization of acid phosphatase produced by P.gergoviae in
soil fractions might be an promising alternative for increasing the inorganic
phosphate content in soil, which might contributes to the enhancing the

agricultural productivity.

Keywords: microorganisms, Pluralibacter gergoviae, phosphatase, phosphate

solubilization, immobilization
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1. INTRODUCAO

1.1. Fosfatases

As fosfatases sao enzimas que conseguem hidrolisar ésteres e anidridos
de acido fosférico em fosfato inorganico, de modo que elas sdo responsaveis
pela mineralizacdo de fosfato organico. Essas enzimas também s&o essenciais
nos processos de regulagao do ciclo do fosfato nos solos (Dickman e Yarden,
1999) e estdo amplamente distribuidas na natureza, onde sédo produzidas
principalmente por procariotas e eucariotas (Guimaraes et al. 2004; Aoyama et

al. 2003).

De acordo com seu pH de atuacédo, as fosfatases estdo divididas em
dois grandes grupos: fosfatases acidas, com pH 6timo igual ou inferior a 6.0 e
fosfatases alcalinas, com pH de atuacéo igual ou superior a 8.0 (Guimaréaes et
al. 2004). Além da faixa de pH 6timo para a catélise, as fosfatases alcalinas
também se diferenciarem das &acidas porque necessitam da presenca de
cations, tais como magnésio, cobalto e manganés para realizar a sua catalise,
ao contrario das fosfatases acidas que realizam a catalise sem a necessidade
desses ions (Coleman, 1992; Stec et al., 2000; Aoyama et al. 2003).

As fosfatases também podem ser reunidas em dois grupos como base
na funcédo, estrutura, especificidade, ativadores e inibidores que sédo o grupo

das tirosinas fosfatases e o das serina/treonina fosfatases (Zhang, 2002).

12



1.2. Fosfatases Acidas

As fosfatases acidas encontram-se descritas em bactérias (Rombola,
2014), fungos (Tarafdar et al., 1988; Lima, 2006; Leitao 2010), plantas
(Fernandes et al., 2000) e células animais (Moura et al., 2006). As plantas e 0s
microrganismos sao responsaveis pela producdo da maioria das fosfatases
acidas encontradas no solo, sendo sua atividade fundamental no ciclo do

fésforo e na liberacdo desse composto para as plantas (Souza 2011).

A figura 1 mostra o esquema feito por Nakagi (2007) mostrando a acao das

fosfatases sobre seus substratos:

K [W](Hidrolise)

K K> — E+Pi
E + ROP %EROPY E — Pi
< ——— E+APi
K Pi

Ka [A](Fosfotransferase)

Figura 1. Esquema mostrando a acao das fosfatases sobre seus substratos -
ROP: substrato; E.ROP: complexo enzima-substrato; E-Pi: fosforil enzima; Pi:

fésforo inorganico; APi: éster de fosfato; E: enzima livre.

13
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Segundo o esquema, o substrato liga-se & enzima e assim pode ser
observada a formacdo do complexo enzima-substrato (E.ROP). A quebra do
complexo promove a liberacdo do fosfato inorganico (Pi) e do intermediario
fosforilado E — Pi. Entdo esta molécula reage com uma molécula de agua (W)
liberando o Pi e a enzima livre, realizando a reacdo de hidrolise. Se for
adicionado ao meio de reagao um aceptor (A), ocorre a transferéncia de fosfato
inorganico formando assim, um novo éster de fosfato (APi), numa reacdo de
transfosforilacéo.

Dados da literatura consideram que a maior parte da atividade de
fosfatase em solos é de origem microbiana, especialmente na rizosfera (Garcia
et al. 1992; Xu e Johnson 1995; Tarafdar e Junk 1987) e tem sido demonstrado
qgue as fosfatases acidas de origem microbiana sdo mais eficientes na hidrdlise
de compostos organicos de fésforo, em comparagdo com os seus homologos
nas plantas (Tarafdar et al. 2001).

A catalise enzimatica, em geral, é caracterizada pela interagdo entre o
substrato e o sitio ativo da enzima. A atividade das enzimas depende de uma
série de fatores, como a concentragéo de substrato e de enzima, a composi¢ao
do meio de reacdo, temperatura, pH, ions inibidores, entre outros (Nakagi,
2007; Dick e Tabatabai, 1999). Desse modo, ao estudar a atividade enzimética
nos solos, deve-se levar em conta a composi¢ao do solo estudado (Purcena, et
al, 2014).

Diversos estudos relatam que as atividades das enzimas de solo podem
ser utilizadas de forma pratica como marcadores da qualidade em inumeras
situacdes envolvendo o ambiente solo—planta, incluindo aspectos relativos a

fertilidade, estudos de ecologia, indicacdo de poluicdo, remediacdo de solos

14



contaminados, avaliacdes de impactos de manejo e da qualidade dos solos

agricolas (Purcena et al, 2014).

1.3. Microrganismos solubilizadores de fosfato

O fosforo € um dos principais macronutrientes no solo, onde é essencial
para o desenvolvimento e crescimento das plantas e da biomassa microbiana.
No entanto, a concentracdo de fosforo soluvel e assimilavel é normalmente
baixa em solos (Goldstein, 1994). Como consequéncia do seu ciclo, o fosforo
tende a persistir na sua forma insoltivel, como no caso do fosforo adicionado
como fertilizante, que rapidamente se torna insolivel e se acumula pela
absorcdo, precipitacdo quimica ou imobilizacdo em fracdes organicas e
inorganicas do solo (Sanyal e Datta, 1991).

N&o obstante, a maioria dos solos agricolas contém grandes reservas de
fésforo, uma parte consideravel proveniente do que se acumulou em
consequéncia de aplicacdes regulares de fertilizantes fosfatados (Richardson,
1994). Grande parte do fosfato inorganico sollvel aplicado ao solo como
fertilizante quimico é rapidamente imobilizado logo apds a aplicacdo e torna-se
indisponivel para as plantas (Dey, 1988).

Varios relatos tém examinado a capacidade de diferentes espécies de
bactérias para solubilizar os compostos de fosfato insoluveis, tais como fosfato
tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita e fosfato (Goldstein, 1986). Nestes
relatos as bactérias desempenham um papel fundamental nos processos do

solo, aumentando a disponibilidade de fésforo para o crescimento das plantas

15



através do processo de mineralizagdo (Richardson, 2001). A tabela 1 apresenta

algumas bactérias relatadas como solubilizadoras de fostato.

Tabela 1. Bactérias solubilizadoras de fosfato.

Bactérias solubilizadoras de fosfato

Referéncia

Escherichia freundii,

Bacillus megaterium, Pseudomonas sp., Bacillus

subtilus

Pseudomonas striata, Bacillus polymixa, B.
megaterium, B. pulvifaciens, B. circulans,
Citrobacter freundi

Rhizobium sp. R. meliloti, R. leguminosarum, R.
loti

Enterobacter aerogenes, E. cloacae, C. freundi,
Proteus mirabalis, Serratia marcensces
Burkholderia cepacia

Klebsiella aeroge

Enterobacter agglomerans

Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis, B.
atrophaeus, Penibacillus macerans, Vibrio
proteolyticus, Xantobacter agilis, Enterobacter
aerogenes, E. taylorae, E. asburiae, Kluyvera
cryocrescens, Pseudomonas aerogenes,
Chryseomonas luteola

Enterobacter intermedium

Bacillus sp.

Pseudomonas putida, Enterobacter sakaakii,
Bacillus megaterium

Burkholderia gladioli

Sperber 1958 a, b
Taha et al. 1969

Aurora e Gaur 1979

Halder e

Chakrabartty 1993

Thaller et al. 1995

Rodriguez et al. 1996

Kim et al. 1997
Vazquez et al 2000

Hwangbo et al. 2003
Puente et al 2009
Lopez et al 2011

Rombola et al. 2014

16



Ha significativas populacdes de bactérias solubilizadoras de fosfato em
solos préximos e na rizosfera das plantas (Ladd, 1978; Dick e Tabatabai,
1993), que incluem cepas aerbbias e anaerObias, sendo a primeira
predominante, sobretudo na rizosfera (Katznelson et al, 1962; Raghu e
MacRae, 1966). Diferentes géneros de bactérias, incluindo Rhizobium, Bacillus,
Paenibacillus, Escherichia, Enterobacter, Rahnella, Pseudomonas,
Burkholderia, foram descritos como solubilizadores de fosfato. No entanto,
essas cepas divergem na sua capacidade de acumular fosforo soltuvel, bem
como a sua cinética de producéo de fosfatases (Babenko et al., 1984; Khan e
Bhatnagar, 1977).

Bactérias da rizosfera podem melhorar o crescimento das plantas por
diferentes mecanismos (Glick, 1995). Uma delas € a dissolucado de fosfatos
insolUveis a partir do solo, fazendo com que o fésforo fiqgue disponivel para
assimilacdo da planta. O fosfato inorgénico livre é liberado a partir de
compostos de fésforo organicos por processos enzimaticos (Rossolini et al.,
1998).

A densidade de bactérias produtoras de fosfatases ndo € suficiente para
competir com outras bactérias mais acopladas com as condi¢des da rizosfera.
Consequentemente a inoculacdo de solos com bactérias solubilizadoras de
fosfato tem sido utilizada como uma estratégia para promover o crescimento
das plantas (Gerretsen, 1984; Cooper, 1959).

Entretanto, houve inconsisténcias com as experiéncias de laboratério e
as de campo, sugerindo que as variaveis relacionadas com a composi¢do do
solo e outros fatores podem estar influenciando a eficiéncia do tratamento

(Rodriguez e Fraga, 1999).
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Seguindo esta ldgica, a utilizacdo de enzimas imobilizadas pode ser
vista como uma alternativa para a inoculacdo com as bactérias promotoras do
crescimento das plantas e suas limitacdes, dado que a imobilizacdo da enzima
resulta em um biocatalisador com uma localizacdo especifica e com o
incremento da atividade e da estabilidade (Chibata et al., 1978; Dalla-Vecchia
et al., 2004).

Como consequéncia, a imobilizagdo da fosfatase tem um potencial de
gerar biofertilizantes e promotores de crescimento para plantas com maior
atividade, estabilidade e mais facil de usar e aplicar, além de ser um produto
natural, biodegradavel e capaz de gerar reacbes especificas sem produtos

secundéarios (Gavrilescua e Chistib 2005).

1.4. Imobilizagdo de Enzimas

As enzimas sdo proteinas especiais na catalise das reac¢des bioldgicas.
Elas estdo entre as mais notaveis das biomoléculas conhecidas, devido a sua
especificidade e seu poder catalitico, que € muito maior do que o0s
catalisadores artificiais. No entanto, uma das limitagcbes para 0 seu uso é o
custo da obtencdo e purificacdo, assim como na baixa estabilidade das
enzimas em solucdo, o0 que aumenta o0 custo do processo e
consequentemente, do produto final (Fernandes et al., 2010).

Consequentemente, um dos avancos mais importantes da tecnologia
enzimatica sdo as técnicas de imobilizacdo. Muitas pesquisas mostraram que

as enzimas imobilizadas apresentam vantagens em relacdo a enzima livre no
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que diz respeito ao aumento da estabilidade (Xi et al., 2005). A utilizacao de
moléculas imobilizadas tem vantagens sobre o0 emprego dessas moléculas
livres. A maior delas € o aumento da resisténcia a fatores desnaturantes.
Também é reduzido o custo pela reutilizacdo do sistema (Kang, Kim, Kim,
1997; Aksoy, Tumturk, Hasirci, 1998)

Nelson e Griffin relataram em 1916 a primeira imobilizacdo de enzimas
ao verificar a adsorgéo da invertase em carvao ativado, mantendo a atividade
da enzima apds varios ciclos de utilizacao e lavagens (Kennedy e White, 1986).
Mas foi a partir dos anos 1960 que houve um grande avanco das técnicas de
imobilizacéo gerando a possibilidade de uso continuo e repetido das enzimas a
partir de técnicas de imobilizagdo, que proporcionaram um grande progresso
dos processos industriais, no sentido de diminuir 0s custos e aumentar a
producéo (Vitolo, 2001).

Segundo Chibata et al. (1978), enzimas imobilizadas “sdo aquelas que
estdo fisicamente confinadas, ou localizadas em certa regido definida do
espaco, com retencdo de suas atividades cataliticas, e que podem ser usadas
repetidamente e continuamente”. De modo geral os métodos de imobilizacédo
tém como fim manter as propriedades das enzimas e melhorar o seu
desempenho depois de imobilizadas.

As enzimas podem ser imobilizadas por diferentes protocolos. Elas
podem ser encapsuladas; adsorvidas em materiais insolGveis como resinas de
troca ibnica; copolimerizadas ou se ligar a uma matriz insoltvel por ligacdes
covalentes (Villeneuve et al., 2000; Guisan, 2006). No entanto, apesar de haver
uma ampla diversidade de protocolos de imobilizacdo, ndo hd um método

aplicavel para todas as enzimas ja que a escolha do protocolo depende das
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combinacgdes entre enzima, suporte e destino do material imobilizado (Silva,
2000).

Segundo Kennedy e Whithe (1986), os métodos de imobilizacdo, séo
classificados combinando a natureza do suporte com a natureza da interagéo

responsavel pela imobilizacdo (Figura 2).

Métodos de Imobilizagdao |
]

IMétodos para Enzimas Insolﬂveisl | Métodos para Enzimas Soluveis I
1
| l |
|Aprisionamenlo| | Com derivagéol | Sem derivagéol
| Suporte I I Cruzada | | Gel I__l Fibra |

. | Micro-capsula |
Adsorgao

|&nica

Covalente

Figura 2. Classificacdo dos métodos de imobilizacdo segundo Kennedy e

White, 1986.

A escolha do método de imobilizacdo a ser utilizado precisa passar por
uma analise da aplicagédo do sistema da enzima imobilizada. Uma vez definida
a aplicacéo e, portanto, as condigcbes onde a enzima devera atuar, podem-se
entdo avaliar, dentre as técnicas disponiveis, aquela que melhor se adeque as
necessidades. Isto posto, é importante avaliar o0 tempo e 0s custos necessarios
para se viabilizar o método escolhido, uma vez que tais parametros irdo se
refletir no processo e, portanto, nos custos do produto final (Silva, 2000).

Além do método, a maior contribuicdo para o desempenho 6timo da

enzima imobilizada é dada pelo suporte. Por isso na selecdo de um suporte,

20



devem ser analisadas suas propriedades fisicas e quimicas, bem como a
possibilidade de regeneracdo do material. As principais caracteristicas a serem
observadas na selecdo de um suporte para uma determinada aplicacdo séo:
area superficial, permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracao,
morfologia e composicdo, natureza hidrofilica ou hidrofébica, dentre outras.
Eles podem ser classificados como organicos e inorgéanicos, e conforme sua
morfologia em materiais porosos, ndo porosos e de estrutura de gel (Villeneuve

et al., 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Produzir uma fosfatase utilizando um microrganismo do solo de cerrado e

testar sua imobilizacdo em silica, argila, areia e matéria organica do solo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
— Selecionar bactérias extraidas do solo de cerrado para producdo de
fosfatase
— Identificar por sequenciamento 0 microrganismo que apresentasse a
maior atividade da fosfatase
— Caracterizar parcialmente a fosfatase nos seguintes parametros:
e Efeito do pH na atividade da enzima
o Efeito da temperatura na atividade da enzima
e Efeito de lons na atividade da enzima
— Imobilizar a enzima em quatro suportes diferentes relacionados as

fracOes do solo: argila, silica, areia e fragdo organica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecédo das Bactérias Produtoras de Fosfatases

Neste trabalho foram utilizadas 20 cepas de bactérias isoladas de solo
de Cerrado provenientes de culturas de cana de acglcar da Usina Goiasa, no
Estado de Goias, Municipio de Goiatuba. As bactérias foram inoculadas em
placas de Petri contendo agar Pikovskaya (glicose 10 g; Cas(POa)2 5.0 g; NaCl
0.2 g; MgS0O4.7H20 0.1 g; FeS04.7H20 0.002 g; MnSO4.7H20 0.002 g;
(NH4)2S04 0.5 g; KCI 0.2 g; extrato de levedura 0.5 g e 4gar 15 g em 1 L de
solugdo) (Pikovskaya, 1948), a fim de fazer uma primeira selecdo dos
microrganismos com potencial para solubilizar o fésforo. Todas as amostras
foram inoculadas em triplicata e incubadas a 37 °C em estufa bacteriol6gica por
72 horas. As cepas que formaram um halo amarelado foram assumidas como
potenciais produtores de fosfatases.

A seguir, um ensaio para medir a atividade de fosfatase usando p-
nitrofenilfosfato (p-NPP) como substrato, foi desenvolvido a partir de uma
cultura de 12, 24 e 48 horas em um meio minimo modificado (KH2POas 3 g;
CaCl2.6H20 0.3 g; (NH4)2S04 1.4 g; MnS04.7H20 0.3 g; glicose 1 g e extrato de
levedura 2.5 g em 1 L de solucdo) a fim de selecionar o microrganismo que

apresentasse a maior atividade da fosfatase.

23



3.2. Identificagdo do Microrganismo

3.2.1. Extrac&do de DNA

Para a extracdo do DNA foi realizado o seguinte procedimento: o
microrganismo foi inoculado em meio de cultura minimo modificado e deixado
sob agitacdo a 37 °C e 150 rpm por 24 horas. Uma aliquota de 2 mL foi
centrifugada por 5 minutos a 13.000 rpm, e a este adicionou-se 600 pL da
solucéo de lise (Tris 50 mM, pH 7,5; EDTA 25 mmol L*; NaCl 400 mmol L,
SDS 1% p/v) e misturou-se gentilmente. Apds de incubar a amostra por 10
minutos a 80 °C, esta foi esfriada em gelo por 5 minutos. Adicionou-se 3 uL de
RNAse (25 pg mL?) e incubou-se por mais 15 minutos a 37 °C. Apds,
adicionou-se 200 pL de NaCl 5 mol L, misturou-se e incubou-se no gelo por
mais 5 minutos, centrifugou-se a 13.000 — 16.000g por 3 minutos e transferiu-
se o0 sobrenadante para um tubo limpo contendo 600 pL de etanol 70% (v/v) e
centrifugou-se a 13.000g por 2 minutos. Descartou-se o0 sobrenadante e secou-
se o pellet por 10 a 15 minutos, finalmente reidratou-se o pellet em 50 pyL de
agua mili-Q. A presenca e o grau de integridade do DNA foram avaliados por

eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v).

3.2.2. Reag&o em Cadeia da Polimerase — PCR

O DNA extraido foi utilizado como molde na reacdo em cadeia da
polimerase para amplificacdo da regido DNAr 16S, utilizando os iniciadores

universais para organismos procariotos do dominio bactéria propostos por
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Hayashi et al. (2005), que séo: 27F 5- AGA GTT TGATCM TGG CTC AG -3’ e

1492R 5'- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3'.

27F 1492R
-
ﬁ?o 2(;0 30|0 4{|)0 5(|)0 GOIO ??0 80{0 90|0 10(}0 110|0 120|O 130|0 14(|J0 150(|) bp

Hvil v2 | vz Il V4 | VS | 've IlHVv7 B Vv8 | ll>

Figura 3. Gene DNAr 16S desenhado com base na sequéncia de E.coli
(Brosius et al., 1981) Marcacbes em azul: regides variaveis entre géneros ou
espécies bacterianas. Espacos em branco: sequencia conservada no Dominio
Bactéria. Setas: indicacdo de local de anelamento dos “primers” utilizados

neste trabalho.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 20
uL contendo 7,5 ng de DNA extraido, 25 mmol L* de MgClz, 2 mmol L de
dNTP’s, 20 uM de cada iniciador e 5 U uL! de Taq Polimerase (Invitrogen). A
amplificacéo foi realizada em termociclador GeneAmp PCR System, seguindo o
programa: 94 °C durante 5 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por
1 minuto e 72 °C por 1 minuto, seguido de mais 5 minutos a 72 °C.

A visualizacdo do gene 16S amplificado foi feita, apds eletroforese em

gel de agarose 1% (p/v).

3.2.3. Sequenciamento do Gene rDNA 16S

O produto de PCR foi precipitado adicionando 40 uL de isopropanol 65%
(v/v). A mistura foi homogeneizada no vortex (Vortex Genie-2-Scientific

Industries) por 30 segundos. A precipitacdo foi realizada a temperatura
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ambiente por 20 minutos. As amostras foram centrifugadas por 45 minutos a
10.000 rpm. O precipitado foi lavado com 250 pL de etanol 60% (v/v), e
centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm e o processo de lavagem foi repetido
utilizando 100 pL de élcool. A placa contendo as amostras foi centrifugada de
maneira invertida por 1 minuto a 500rpm para garantir que fosse removido todo
o &lcool. Uma secagem complementar foi realizada deixando a placa por 10
minutos na capela de fluxo laminar. Este material foi ressuspenso em 10 uL de
formamida, desnaturado por 5 minutos a 95 °C e levado ao sequenciador (3500

Genetic Analyzer/Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias
depositadas na base de dados do Ribosomal Data Project, utilizando o
programa segmatch. Este programa faz uma comparacao heuristica multipla da
sequéncia desconhecida contra uma base de dados previamente alinhada e
depurada de mais de dos milhdes de sequéncias de rDNA. A comparagao e
determinacao taxondmica séo feitas com o algoritmo "Naive Bayesian" (Wang
et al., 2007). Este algoritmo classifica as sequéncias do rDNA 16S baseado na
taxonomia proposta no Bergey’s Taxonomic Outline of the Prokaryotes e gera
uma assinagdo taxondémica de dominio ao género com uma estimagdo de
confianga para cada assinacdo (S_ab score). Cole et al. demostraram que este
método € mais preciso do que BLAST para encontrar as sequéncias mais
similares numa comparacgéo de distancias multiplex pareadas (pairwisealigned

distance). (Cole, 2005)
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3.3. Perfil de crescimento e producédo de fosfatase de Plurilobacter

gergoviae

Apos a selecdo do microrganismo identificado como Plurilobacter
gergoviae (P. gergoviae) foram realizados testes para a determinacéo do perfil
de crescimento e producéo de fosfatase. Para a realizacdo dos testes foram
adicionados 2 mL do pré-indculo a 200 mL de meio minimo modificado, em
Erlenmeyer de 500 mL estéril. O inéculo foi mantido sob agitagdo em shaker a
140 rpm e 37 °C, num periodo de 72 horas. As analises foram feitas nos
tempos iniciais (tempo 0) e a cada 3 horas, até completar 48 horas de
crescimento e finalmente, a dltima amostra foi coletada apds 72 horas. As
aliquotas foram testadas quanto a densidade Optica (600 nm), atividade da

fosfatase, atividade de protease e determinagéo de proteinas totais.

3.3.1. Densidade Optica (DO)

A leitura da densidade optica (DO) foi feita num espectrofotometro

(UV/visivel) a cumprimento de onda de 600 nm.

3.3.2. Atividade da fosfatase

A atividade da fosfatase foi medida como a quantidade de p-nitrofenol
(p-NP) liberado. A mistura do ensaio consistiu em 50 yL da enzima, 100 uL de
solucdo de p-NPP 5 mmol L e 350 yL de tampéao acetato de sdédio 50 mmol L*

pH 5.0. ApoOs incubacdo da mistura a 55 °C por 15 minutos, a reacao foi
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interrompida com a adi¢do de 1000 pL de NaOH 0.1 mol L. A quantidade de
p-NP liberado foi determinada em espectrofotbmetro (UV/visivel) a
cumprimento de onda de 405nm.

A curva padréo foi feita utilizando p-NP. Uma unidade enzimética (U) foi
definida como a quantidade necesséaria para produzir 1 pmol de p-NP por

mililitro de reagdo em 1 minuto.

3.3.3. Proteinas totais

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método descrito por
Bradford (1976). Um volume de 100 pL da amostra da cultura foi adicionado a 1
mL do reagente de Bradford. Apos incubacdo por 15 minutos a temperatura
ambiente, realizou-se a leitura de absorbancia das amostras a 595 nm. A
concentracdo de proteinas foi calculada em relacdo a curva padrdo do
reagente, com leituras de concentracdes crescentes de albumina sérica bovina
(BSA).

A dosagem de proteinas também foi feita por um método fluorométrico

utilizando o equipamento Qubit® 2.0 (Invitrogen).

3.3.4. Protease

A medida da atividade de protease foi feita segundo Ladd (1972) com
modificacdes. Um volume de 100 uL da amostra da cultura foi misturado com
400 pL de tampéo fosfato de sédio 0.1 mol L* pH 7.6 e 500 ul de caseina 1%
(p/v), pH 8.0. Apos incubacgéo por 10 minutos a 37 °C, adicionou-se 1 mL de

acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v) e deixou-se em incubacdo a temperatura
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ambiente por 30 minutos. Finalmente, centrifugou-se por 5 minutos e o
sobrenadante leu-se em espectrofotdbmetro (UV/visivel) a cumprimento de onda

de 280nm.

3.4. Producao da Fosfatase

Para a producéo de fosfatase, 2 mL do pré-inéculo do micro-organismo
foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio
minimo modificado (KH2POs 3 g; CaCl2.6H20 0.3 ¢; (NH4)2S04 1.4 q;
MnS04.7H20 0.3 g; glicose 1 g e extrato de levedura 2.5 g em 1 L de solugéo).
O pH inicial do meio de cultura foi ajustado para 5,0. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 37 °C, com velocidade de 140 rpm. Apos 24
horas, a cultura foi centrifugada por 10 minutos a 5.000 g e o sobrenadante
precipitado com acetona (1:1 v/v) para obten¢cdo do extrato protéico. A mistura
de acetona e meio de cultura (ap6s 24 horas de crescimento), foi deixada em
freezer a -20°C por 24 horas. A seguir, o material foi centrifugado por 10
minutos a 12.000 g, posteriormente o precipitado foi deixado a temperatura

ambiente para a secagem e apos, foi armazenada a -20°C.

3.5. Atividade da Fosfatase Precipitada

Para este ensaio, foram pesadas 20 mg da enzima precipitada e foram
misturados com 600 uyL de tampé&o acetato de sédio 50 mmol L pH 5.0. A
mistura do ensaio consistiu em 10 uL da enzima, 100 pyL de solugao de p-NPP

e 390 uL de tampédo acetato de sédio 50 mmol L2, pH 5.0. Ap6s incubacéo da
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mistura por 15 minutos a 55 °C, a reacgao foi interrompida com a adi¢cdo de
1000 yL de NaOH 0,1 mol L. A atividade da fosfatase foi medida como a
quantidade de p-nitrofenol liberado, e esta quantidade foi determinada em

espectrofotometro (UV/visivel) a cumprimento de onda de 405 nm.

3.6. Eletroforeses em Gel de Poliacrilamida Desnaturante (SDS- PAGE)

Neste ensaio 10 uL da enzima precipitada foi adicionada ao tampao de
amostra (tampdo tris-HCI 100 mmol L? pH 6.8; SDS 4% (p/v); azul de
bromofenol 0.2% (p/v); glicerol 20% (v/v) e B-mercaptoetanol 10% (v/v) na
proporcao 1:1 e foi fervida antes de ser aplicada no gel (Laemmli, 1970).

A eletroforese foi conduzida usando-se um gel de separagédo de 12%
(p/v) e um gel de aplicagdo de 5% (p/v) em condicbes desnaturantes. A
amperagem de corrida foi fixada em 30 mA. A quantidade de amostra aplicada

no gel foi de 20 L, aproximadamente 20 ug de proteina.

3.7. Coloragéo Do Gel Com Coomassie Blue

Apbs o termino da corrida, o gel foi tratado por 20 minutos a temperatura

ambiente com uma solucao corante (metanol 50% (v/v), &cido acético 10% (v/v)

e Coomassie Blue R250 0.1% (p/v). Em seguida foi colocado em uma solugé&o

descorante reveladora (metanol 40% (v/v) e acido acético 10% (v/v).
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3.8. Gel de Atividade ndo desnaturante

As amostras foram ressuspendidas em tampé&o de amostra (50 pyL de
tampé&o Tris-HCI 50 mmol L2, pH 6.8; 100 uL de glicerol, tracos de azul de
bromofenol e agua destilada suficiente para 1,0 mL). A eletroforese foi
realizada usando-se um gel de separacédo de 10% (p/v) e um gel de aplicacdo
de 5% (p/v), ambos sem a presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS). A
corrida foi conduzida por 8 horas a temperatura ambiente, com uma voltagem
de 80 V. O gel foi incubado em tampéo acetato de sédio 50 mmol L pH 5.2
(pH 6timo da enzima); por 3 vezes durante 20 minutos. A atividade de fosfatase
foi detectada por sobreposicao de um gel de agarose 1,5 % (p/v) contendo 0.42
mol L1 de 4-metilumbeliferilfosfato (M-8168, Sigma Chemical Company). Os
dois géis foram incubados a 40 °C por 1 hora e 30 minutos. Apds o tempo de
incubagéo, a liberagédo de 4-metilumbeliferona foi detectada pela exposi¢cao dos

géis em luz UV no fotodocumentador.

3.9. Caracterizacao Parcial da Fosfatase

3.9.1. Efeitos do pH na Atividade da Fosfatase

O pH 6timo para a atividade da fosfatase foi avaliado incubando-se a
enzima em tampdo acetato de sdédio 50 mmol L, com valores de pH entre 3.6
e 5.6 e tampdo citrato de sédio 50 mmol L** com valores de pH entre 5.0 e 6.2
com intervalos de 0.2 para cada tampdo. No ensaio enzimatico, a mistura

consistiu em 10 pL da enzima precipitada, 100 yL de solucédo de p-NPP e 390
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ML de tampdo. Apds incubacdo da mistura a 55 °C por 15 minutos, a reacao foi
interrompida com a adicdo de 1 mL de NaOH 0,1 mol L. A quantidade de p-
nitrofenol foi determinada em espectrofotdmetro (UV/visivel) a cumprimento de

onda de 405 nm.

3.9.2. Efeito da Temperatura na Atividade da Fosfatase

As temperaturas avaliadas variaram de 30° a 70 °C, com intervalos de
5°C. O ensaio enzimatico consistiu de 10 pyL da enzima precipitada, 100 uL de
solucéo de p-NPP e 390 uL de tampao acetato de sodio 50 mmol L e pH 5.6,
pH 6timo da enzima. Logo, as amostras foram incubadas nas respectivas
temperaturas, por 15 minutos e a reacao foi interrompida com a adicdo de 1 mL
de NaOH 0,1 mol L1 A quantidade de p-nitrofenol foi determinada em

cumprimento de onda de 405 nm.

3.9.3. Efeito do lons na Atividade da Fosfatase

A enzima (8 mg de proteina) foi pré-incubada por 10, 20 e 30 minutos
com cloreto célcio numa concentracdo de 5 e 10 mmol L. Ap6s o tempo de
incubacéo, adicionou-se 100 uL de solugdo de 5 mmol L de p-NPP e 390 pL
de tampéo acetato de sédio 50 mmol L1, pH 5.2. A mistura foi incubada a 55
°C por 15 minutos, a reacéo foi interrompida com a adicdo de 1 mL de NaOH
0.1 mol L1. A quantidade de p-nitrofenol foi determinada em espectrofotdmetro
(UVivisivel) a 405 nm. A atividade foi comparada com aquela observada na

auséncia de célcio. Testes similares foram feitos com os seguintes sais: cloreto
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de amdnio, cloreto de magnésio e fosfato de sodio, nas mesmas concentragdes

utilizadas no ensaio com cloreto de calcio.

3.10. Imobilizacdo da Fosfatase

A imobilizagdo da fosfatase foi realizada utilizando-se como suportes:
argila, silica G, areia e a fracédo organica do solo.

A ativacdo dos suportes foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Fernandes et al. (2003). Brevemente: 10 mg de cada suporte
foram postos a reagir com 5 mL de glutaraldeido 25% (v/v) por 45 minutos em
agitacdo orbital. Apos a ativacdo, os suportes foram lavados com tampdao
acetato de sédio 50 mmol L pH 5.2 para retirar o excesso de glutaraldeido.
Apés a lavagem os suportes foram secos em estufa a 35 °C e utilizados para a

imobiliza¢do do extrato protéico.

A imobilizacdo foi realizada utilizando-se 5 mg de suporte, 50 yL de
extrato proteico (0.856 mg mL*) e 400 yL de tampéo acetato de sdédio 50 mmol
Lt pH 5.2. O sistema foi incubado por 1 hora a temperatura ambiente sob
agitacdo orbital o material foi centrifugado por 10 minutos a 5000 g e o
precipitado foi lavado 2 vezes com tampéo acetato de sédio 50 mmol L pH

5.2.

A medida da atividade enzimética da fosfatase imobilizada e livre foi

realizada utilizando-se p-NPP como substrato, como descrito no item 3.5.
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A porcentagem da eficiéncia foi calculada com a seguinte formula:

% Eficiencia = AE final/ AE inicial * 100

AE inicial: Atividade Especifica da enzima livre

AE final: Atividade Especifica da enzima imobilizada
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4. Resultados e Discussao

4.1. Selecéo das Bactérias Produtoras de Fosfatases

Com a finalidade de determinar a capacidade de producao de fosfatase,
as estirpes bacterianas foram cultivadas em agar de Pikovskaya, um meio de
cultura seletivo para a detecgdo de microrganismos solubilizadores de fosfato.
Os resultados evidenciaram que, entre as 20 estirpes de bactérias de solo de
Cerrado, apenas 8 mostraram o halo amarelo caracteristico indicando que
essas cepas foram capazes de decompor o fosfato orgéanico e liberar o fésforo

inorganico.

Figura 4. Foto demonstrativa do halo formado em torno da col6nia devido a

solubilizac&o de fosfato presente no meio de cultura Pikovskaya.

As cepas que apresentaram resultado positivo para produgdo de
fosfatase em meio soélido foram selecionadas para uma avaliagdo mais
aprofundada em curva de crescimento em meio liquido, com acompanhamento

da producdo de fosfatase e proteinas totais para determinacdo de atividade
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especifica. Como pode ser visto na Tabela 2, as cepas bacterianas

selecionadas apresentaram um perfil distinto na producéo de fosfatase.

Tabela 2. Medida da atividade especifica da fosfatase produzida a cada 24

hora
24 horas 48 horas 72 horas
Cepa
Atividade P AE Atividade P AE Atividade P AE
(V) (mg/mL)  (U/mg) (V) (mg/mL)  (U/mg) (V) (mg/mL)  (U/mg)
CcSs9B 0,125 0,106 1,182 0,083 0,093 0,888 0,142 0,090 1,577
CS14 2,671 0,199 13,37 2,586 0,094 27,43 2,602 0,092 28,35
CSsi162 0,395 0,122 3,234 0,289 0,113 2,547 0,347 0,107 3,261
CSs402 0,427 0,085 4,999 0,275 0,121 2,279 0,310 0,118 2,633
cs6eB 0,190 0,124 1,523 0,299 0,122 2,447 0,243 0,118 2,065
CS7B 0,182 0,134 1,358 0,251 0,120 2,093 0,208 0,112 1,857
CS41 0,262 0,069 3,767 0,270 0,077 3,493 0,240 0,080 3,005
CS59 0,208 0,077 2,715 0,219 0,094 2,330 0,272 0,090 3,028
* P — Proteina * AE — Atividae especifica
Os resultados evidenciaram que a estirpe 14 foi a mais eficaz na

producdo de fosfatase, atingindo nas primeiras 24 horas de cultivo uma

atividade de 6,3 vezes maior que o segundo melhor produtor (CS402) e ao final

do terceiro dia uma atividade especifica de 28,35 U mg, valor 8,7 vezes mais

alto do que o segundo melhor (CS16 ?). A avaliacdo da curva de producao de

fosfatase em termos de atividade especifica mostrou que para a cepa 14, o

aumento na producédo de fosfatase ap0s 48 horas de cultivo foi desprezivel,

ficando estabelecido o tempo de 48 horas como padrdo para producdo da

enzima.
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4.2. ldentificagcdo do Microrganismo

A identificacdo molecular da cepa CS14 foi feita por meio da
amplificacdo do 16S rDNA e comparacdo dos resultados com os dados
depositados no banco de dados “Ribosomal Data Project”. A sequéncia obtida
para o gene 16S da cepa CS14 foi alinhada com a sequéncia de nucleotideos

do gene 16S rDNA de Pluralibacter gergoviae (figura 5).

Range 1: 320585 to 321890 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
2248 bits(1217) 0.0 1268/1309(97%) 6/1309(0%) Plus/Plus

Features: rRNA-16S ribosomal RNA

Query 2 CGCCCTCCCG-AGGTT-AGCT-CCTACTTCTTTTGCARCCCACTCCCATGGTGTGACGGG 58

EULELELLEE PEUEE FEEE TP L LT LT

Sbject 320585 CGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGG 320644

Query 59 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCG 118

EULECELE LR CEELE TPV

Sbjct 320645 CGGTGTGTACARGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCG 320704

Query 119 ATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAG 178

FLCLLEELTELELCE L PRV LT

Sbjet 320705 ATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAG 320764

Query 179 GTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGC 238

ELCELLLLEEEELEEEE L L LT

Sbjet 320765 GICCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGC 320824

Query 239 CCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTG 298

EUCLLEELELELE R EE LT LT LT

Sbject 320825 CCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTG 320884

Query 299 GCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGRCCGRAYCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGT 358

EUCRLELLECELEE P T L LT LT

Sbject 320885 GCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGRATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGT 320944
Query 359 TGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCT 418

EULLEELLLEEEE LTV EE LT

Sbject 320945 TGCGGGACTTAACCCAACATTTCACARACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCT 321004
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Query 419 CAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTA 478

FEVELELEEEL LT LT L LT

Sbject 321005 CAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTA 321064

Query 479 AGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC 538

. ]]]\I]]]III]]II]]]II]]]I\]]]II]I]II]]]\I]]]III]III]]III]]II\
Sbject 321065 GTTCTTCGCGTT CTTGTGCGGGCCCCCG 321124
Query 539 AATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAG 598

FLLEEELEEEEE L LT LT

Sbjet 321125 AATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAG 321184

Query 599 CTCCGGAAGCCACGSYTCAAGRSCACAGCCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACT 658

FECEEErreerrer e Fr e e L]

Sbjet 321185 CTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAGCCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACT 321244

Query 659 ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTCGTC 718

FEVEEELEEEL R LV LT

Sbjet 321245 ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTCGTC 321304

Query 719 CAGGGGGCCGCCTTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACAC 778

FECEEECEEE s L e e e e e e e L e ey

sbjet 321305 CAGGGGGCCGCC-TTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACAC 321363

Query 779 CTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCCTGCCCAGTTTCGARAATGCAGTTCCCA 838

FEVEEEEEEET e e e e ey e e

Sbject 321364 CTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCARGCCTGCC-AGTTTCG-AATGCAGTTCCCA 321421

Query 839 KGKTGARSCCGGGGRWTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCysygbssgykykrecsyyyva 898

N R RN NN | |

Sbjct 321422 GGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCA 321481

Query 899 gLavykCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGSGGCTGCTGGCACGGAGWTAGCC 958

L T UL LT LT

Sbjct 321482 GTRAATTCCGATTAARCGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCC 321541

Query 959 CGTCAATGAATGAGGTTATTAACCTCACTCCCTTCCTCCC 1018

_ ]]]||]]]||]]]||]]]||]]]||]]]||]]]| [LPTELELLET LT
sbjct 321542 CAATGAATGAGCTTATTAACCTCACTCCCTTCCTCCC 321601
Query 1019 GAAGGCCTTYTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGG 1078

_ ]]]||]]]||]]]||]]]||]]]||]]]||] [ECTLELEELEECL LT
sbjct 321602 AACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGG 321661
Query 1079  CTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCT 1138

CLEELEVEEEEE LT LT

Sbjet 321662 CTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCT 321721

Query 1139 CAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCC 1198
Sbjct 321722 CACPMLACHUICGAEEICAREMALACAEACU AL AL R IR 321761
Query 1199 GTTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCCGATGGCAAGAGGCCCGAAGGT 1258
Sbjct 321782 SITACCCAUIACTACLIAMEL AL IGMEAL AR A A AL b AR 321041
Query 1259 CCGTTTCCAG 1307

]]]||]]]||]]]||]]]||]]]||]]]II]]]II]]]II]]]II]]II

Sbject 321842 TACCGTTTCCAG 321890

Figura 5. Alinhamento entre as sequéncias de nucleotideos do gene 16S rDNA

do microrganismo CS14 e a sequéncia de Pluralibacter gergoviae

Os resultados da analise filogenética mostraram que a estirpe pertencia
a um género Pluralibacter (Figura 6), que mostra 97% de semelhanca com a

sequéncia das bactérias Pluralibacter gergoviae (n°® acesso CP009450). O P.
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gergoviae € um membro da familia Enterobacteriaceae, sendo um
microrganismo oportunista que pode viver no solo ou colonizando as raizes de

vérias culturas (An et al., 2007; Brady et al., 2013).

oPluralibacter geraoviae (T); JCM1234
| Pluralibacter gergoviae CS14
b Enterobacter aerogenes (T); JCM1235
o w?;i;jgﬁterobacter cloacae (T); ATCC13047T
#—Klebsiella pneumoniae (T); DSM 30104 T
—Citrobacter farmeri (T); CDC 2991-81

Escherichia/Shigella dysenteriae (T)
Burkholderia terricola (T); LMG 20594T

Pluralibacter gergoviae; NBRC 105706
100

Pseudomonas putida (T); IAM 1236
Pseudomonas fluorescens (T); IAM 12022

Scale: : i

Figura 6. Dendrograma das sequéncias parciais de 16S rDNA, comprovando a

semelhanca do CS14 isolado com Pluralibacter gergoviae

4.3. Perfil de crescimento e producdo de fosfatase de Pluralibacter

gergoviae

ApoOs identificacdo molecular, a bactéria P. gergoviae foi avaliada em
relacdo ao perfil de crescimento e de producéo de fosfatase num meio liquido,
feitas medidas de densidade Oética a cada 3 horas. Simultaneamente foram
feitas medidas de atividade de fosfatase e dosagem de proteinas totais, para
avaliar a atividade especifica no decorrer tempo. Como pode ser visto na
Figura 7, o crescimento méximo foi atingido em 15 horas apos a inoculagéo. A
producdo de fosfatase comecou as 9 h apds a inoculacdo e observou-se a

atividade méaxima entre 18 — 48 h.
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Figura 7. Curva de crescimento e de producdo de fosfatase de Pluralibacter
gergoviae, microrganismo selecionado por apresentar a maior atividade da

fosfatase.

4.4. Eletroforeses SDS-PAGE e Gel de Atividade

As proteinas produzidas por P. gergoviae em meio de cultura foram
concentradas e precipitadas por adicdo de acetona e analizadas por SDS-
PAGE. Na figura 8(A), correspondente a SDS-PAGE, pode ser observada a
presenca de nove bandas de proteinas, distribuidas ao longo do gel. Destas,
apenas as bandas presentes na porcao superior do gel apresentaram atividade
de fosfatase, como pode ser visto no gel de atividade para fosfatase mostrado
na figura 8 (B). A banda larga na regido de alta massa molecular, com atividade
de fosfatase corresponde a uma massa molecular de aproximadamente 66
kDa, o que nos permite sugerir que P. gergoviae produz apenas uma isoforma

de fosfatase.
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Figura 8. A - Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS. Linha 1 —
marcadores de massa molecular; linha 2 e 3 — proteinas totais precipitadas por
acetona (20ug e 40ug respectivamente). B. Gel de atividade. Linhas 1 e 2 -

atividade de proteinas totais (20ug e 40ug respectivamente).

4.5. Caracterizacao Parcial da Fosfatase

4.5.1. Efeito do pH na Atividade da Fosfatase

Sabe-se que o pH é um dos fatores mais importantes que afetam a
atividade de uma enzima e no caso das fosfatases constitui fator de distingao
entre membros desta familia de enzimas. Por outro lado, avaliar o
comportamento da fosfatase em diferentes valores de pH € importante para
estabelecer protocolos de utilizagcdo destas enzimas, especialmente

considerando o desenvolvimento de novas estratégias para a utilizagdo destas
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como uma alternativa para melhorar a disponibilidade de fésforo inorganico no
solo, com a consequente melhoria na qualidade do solo e da produtividade da
cultura.

O perfil enzimatico da fosfatase produzida por P.gergoviae frente a
diferentes valores de pH é mostrado na Figura 9. Como pode ser visto, a
fosfatase apresentou atividade maxima na faixa de pH entre 5,0 a 6,2, com
valor 6timo em pH 5,2, sendo portanto caracterizada como uma fosfatase
acida. Varios autores relataram que o pH 6ptimo para a atividade da fosfatase
acida varia entre cerca de 3,5 a 6,0, dependendo do microrganismo produtor
(Rombola et al., 2014; Coello, 2002; Magboul et al., 1999; Garcia et al.,2004).
Em geral, os microrganismos do solo de cerrado sdo capazes de produzir
enzimas da classe das fosfatases &cidas em vez neutras ou basicas, uma vez

que o pH destes solos varia entre 4,9-5,7 (Purcena et al., 2014).
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Figura 9. Efeito do pH na atividade enzimética da fosfatase &cida produzida
por P. gergoviae. Tampdes utilizados: acetato de sodio na faixa de 3,6 a 5,6 e

tampao citrato de sddio na faixa de 5,0 a 6,2.

4.5.2. Efeito da Temperatura na Atividade da Fosfatase

Outro fator importante na caracterizacdo de uma enzima € sua
temperatura de trabalho. A influéncia da temperatura na atividade da fosfatase
produzida por P. gergoviae foi avaliada entre 30 °C a 70 °C. A fosfatase
manteve uma atividade relativa maior que 90% na faixa de temperatura entre
50 °C e 60 °C, e apresentou melhor atividade de reacédo a 55 °C (Figura 10).
Valores iguais ou proximos sdo descritos para fosfatases por outros autores
(Gonnety, 2006; Jing et al., 2006). No entanto, os valores de temperatura 6tima
das fosfatases acidas podem variar. Um exemplo disto sédo fosfatases acidas
intra e extracelulares de Aspergillus caespitosus, que apresentaram atividade

maxima de reacdo a 80 °C (Guimaraes et al., 2004).
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Atividade Enzimatica U/mL

30 35 40 45 50
TEMPERATURA

(%]
[¥a]

60 65 70

Figura 10. Efeito da temperatura na atividade fosfatase acida produzida por P.

gergoviae

4.5.3. Efeito de alguns ions sobre a atividade da fosfatase acida

O efeito de compostos descritos na literatura como potenciais inibidores
da atividade da fosfatase foi avaliada neste estudo. Como pode ser visto na
Tabela 3, dentre os compostos testados, os ions calcio e magnésio nao
interferiram na atividade da fosfatase, enquanto que o fosfato, 0 amonio e o
potéssio inibiram ligeiramente a atividade da enzima. Sabe-se que o fosfato
inorgadnico € um inibidor comum da maior parte das fosfatases acidas
produzidas por fungos e esta inibicdo pode estar associada a mecanismos de
regulacdo da sintese de secre¢do da enzima (Guimaraes et al., 2004; Haas et

al., 1991; Bernard et al., 2002; Li et al., 2006).
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Tabela 3. Influéncia de alguns compostos sobre a atividade da fosfatase acida

produzida por P.gergoviae

Compostos (10 mM) Atividade Relativa %
Controle 100
Cloreto de amonio 83
Cloreto de magneésio 103.1
Cloreto de célcio 105.3
Cloreto de potassio 98.3
Fosfato de sddio 66.7

4.6. Imobilizagdo da Enzima

Considerando-se que as plantas ndo podem utilizar o fosfato organico
diretamente do meio, o uso de fosfatases &cidas para disponibilizar fosfato
inorganico para que a planta possa absorver este composto iria contribuir para
a melhoria da produtividade agricola e a fertiidade do solo (Srivastava e
Anand, 2014; Purcena et al., 2014). No entanto, a atividade da fosfatase pode
ser afetada por muitos fatores ambientais, tais como alteragdes no pH do solo,
a presenca de inibidores e proteases (Zhua et al., 2010; Sarkar et al., 1989;

Kandeler, 1990; Huang et al., 2005).

Uma alternativa para superar este problema pode ser a imobilizacdo de
fosfatases em um suporte que preserve a sua atividade, sem interferir com as

caracteristicas do solo. O processo de imobilizacdo aumenta a estabilidade da
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enzima e oferece um ambiente favoravel contra variagbes no pH, de
temperatura, contra a protedlise e a lixiviagdo (Huang et al., 2009). Nesse
sentido, no presente estudo, utilizou-se quatro componentes diferentes de solo
de cerrado como suporte para a imobilizacdo covalente da fosfatase acida

produzida por P. gergoviae.

A ativacdo prévia dos suportes a serem utilizados para imobilizacdo de
enzimas com glutaraldeido gera grupos aldeido sobre a superficie dos
suportes, que poderdo reagir com grupos amino superficiais da molécula de
enzima através da formacao de base de Schiff, conduzindo a imobilizacdo da

molécula enzima.

Os suportes testados neste estudo constituem o0s principais
componentes do solo, responsaveis pela textura (granulometria) e
caracteristicas importantes tais como retencdo de Aagua, compactacao,
capacidade de lixiviacdo, disponibilidade de matéria organica, entre outras
(Purcena et al, 2014). Ha relatos na literatura de enzimas que apresentam
capacidade de retencao (imobilizacdo) em graus diferentes para fracées que

constituem o solo (Yan et al, 2010; Huang et al, 2009).

Como pode ser observado na Tabela 4, a eficiéncia da imobilizacdo da
fosfatase variou dependendo da fracdo de solo utilizado. Os melhores
resultados de imobilizacdo foram obtidos nos testes em que a silica e a fracédo
organica foram utilizadas como suporte, com rendimento de imobilizacdo ao

redor de 44%.
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Tabela 4. Avaliagdo da eficiéncia da imobilizacdo da fosfatase 4cida produzida

por P. gergoviae em diferentes fracdes de solo

Suporte Proteina Atividade (U) Atividade
Imobilizada Imobilizada Especifica
(mg/mL)
Argila 0,816 8,78 10,76
Areia 0,802 4,87 6,07
Silica 0,815 10,44 12,81
Fracdo Organica 0,812 10,18 12,54

Os melhores resultados foram obtidos com a silica e com a fragéo
organica, que apresentaram valores de atividade especifica por volta de 12 U
mg P1, seguida pela argila com atividade especifica de 10 U mg P1. A areia
apresentou a capacidade de retencdo mais baixa, com cerca de 6 U mg P

Em termos quimicos, espera-se que a composicao das fracdes argila e
silica sejam similares, uma vez que a argila deriva parcialmente da
decomposicdo da silica em fragmentos menores. Dai a similaridade na
capacidade de retencao destas duas fragbes. Por outro lado, a baixa retencéo
observada na areia pode ter diferentes explicagcdes. O fato da retencao de
proteina na fragdo areia ser similar a observada nas outras fracdes, no permite
sugerir uma explicagdo que passa por caracteristicas intrinsecas deste suporte.
E possivel que na ativagdo com glutaraldeido tenham sido gerados um

excessivo numero de pontos de reticulagdo na superficie da areia e com isso

tenha ocorrido uma sobre carga de enzima imobilizada neste suporte. A
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proximidade entre as moléculas de fosfatase imobilizadas na superficie deste
suporte pode ter causado impedimento espacial entre as moléculas da enzima,
0 gue resultou em uma enzima imobilizada com atividade reduzida, ou mesmo

inativa, diminuindo assim a eficiéncia do processo de imobilizagao.

Um ponto importante a ser destacado € que a fosfatase de P. gergoviae
foi passivel de ser imobilizada nas diferentes fracées do solo, o que da a esta
enzima uma versatilidade de aplicacbes, pois independente da composi¢ao do
solo alvo para recomposicdo com esta enzima, sua aplicacdo no solo resultara
em catalisador imobilizado e, portanto, retido no ambiente sem risco de
lixiviagao.

Além disto, apesar de algumas fracbes de solo terem sido menos
eficazes na retencéo da atividade da fosfatase, o processo de imobilizagéo tem
como vantagem a possibilidade de aumentar a estabilidade da enzima,
evitando a desnaturacdo e degradacéo da fosfatase no solo. Esta melhoria na
estabilidade pode contribuir para aumentar a durabilidade catalitica da
fosfatase acida no solo e, por conseguinte, contribuir para aumentar a

quantidade de fosforo inorganico disponivel para as plantas.
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5. Conclusdes

e Foi possivel selecionar organismos produtores de fosfatase presentes
em solo de cerrado.

e O organismo identificado com P. gergoviae foi caracterizado como um
bom produtor in vitro de fosfatase

e O estudo de pH 6timo de atividade desta fosfatase permitiu caracteriza-
la como uma fosfatase acida, nao-dependente de calcio

e Esta fosfatase apresenta temperatura 6tima de atividade em 55° C,
sendo estavel entre 50 e 60° C por 15 min

e Esta fosfatase pode apresentou maior afinidade por silica quando

submetida a testes de imobilizacéo

6. Perspectivas

e Purificar a enzima

e Caracterizar a enzima apds de imobilizada

e Testar 0 uso da enzima imobilizada em silica para reposicdo de
fosfatase em solo e fazer avaliagcbes ao longo do tempo para medir a

atividade enzimatica no solo.
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analysis (MLSA): Proposal to reclassify E. nimipressuralis and E. amnigenus
into Lelliottia gen. nov. as Lelliottia nimipressuralis comb. nov. and Lelliottia
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