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CARACTERIZACAO CINETICA DA FOSFATASE ACIDA DE Enterobacter sp.
ISOLADA DE ORQUIDEA

RESUMO - Bactérias do género Enterobacter sp. sdo conhecidas por produzir
acidos organicos e solubilizar fosfato inorganico presente no solo. O objetivo do
trabalho foi caracterizar a enzima fosfatase acida ligada a membrana de
Enterobacter sp. isolada de raizes de orquideas Cyrtopodium paludicolum. A
enzima ligada a membrana foi purificada por centrifugacdo a 100.000 x g durante
uma hora a 4°C. A atividade da p-nitrofenilfosfatase (PNFFasica) foi determinada
descontinuamente a 37C. A bactéria foi inoculada em meio de cultura liquido e a
enzima foi estritamente regulada pelo fosforo, atingindo expressdo maxima a 5
mM, em pH o6timo aparente de 3,5. Em relacdo aos inibidores avaliados, verificou-
se que o cobre apresentou inibicdo ndo-competitiva. J4 0 arsenato, vanadato e
fosfato inibiram competitivamente a enzima, demonstrando que sdo anélogos
estruturais. A enzima exibiu comportamento “michaeliano” para a hidrolise do
PNFF (atividade especifica de 30,67 U/mg, K = 0,55 mM e n = 1). Interacfes
sitio-sitio foram observadas para a hidrélise do ATP (atividade especifica de 11,2
U/mg, Ky, = 0,62 mM e n = 1,8) e para a hidrélise do pirofosfato (atividade
especifica de 15,64 U/mg, K = 0,89 mM e n = 2,8). Os valores obtidos pela
inativacdo térmica demonstraram que a enzima manteve-se estavel a 45C e a
atividade enzimética diminuiu com o aumento da temperatura. Os resultados
sugerem que a producdo da fosfatase acida promove aumento na disponibilidade
dos nutrientes para as plantas, solubilizando minerais insollveis através da
producédo de enzimas, sendo um dos mecanismos que esses microrganismos

utilizam para solubilizacdo de fosfato mineral.

Palavras-chave : ATPase, Enterobacter sp., pirofosfatase, PNFFase
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KINETIC CHARACTERIZATION OF ACID PHOSPHATASE OF Enterobacter sp.
ISOLATED FROM ORCHID

ABSTRACT — Bacteria of the genus Enterobacter sp. are known as organic acid
producers and are able to solubilize inorganic phosphate which is present in soil.
The aim of this work was to characterize the cell-wall associated acid phosphatase
of Enterobacter sp. symbionts of plants and were isolated from roots of orchid
Cyrtopodium paludicolum. The enzyme was obtained by centrifugation at 100.000
X g, for one hour at 4°C and the activity from p-nitrophenilphosphatase (PNPPase)
was determined at 37T Culture medium was inoculated with bacteria and
supplemented with phosphorus. Under optimal conditions (5mM phosphorus, pH
3.5) the enzyme was expressed. The activity from p-nitrophenylphosphatase
(PNPPase) was determined at 37C. The enzyme presen ted Michaelis behavior for
the hydrolysis of PNPP (specific activity of 30.67 U/mg, K, = 0.55 mM and n = 1).
Besides site-site interactions were observed for ATP hydrolysis (specific activity of
11.2 U/mg, Ky = 0.62 mM and n = 1.8) and pyrophosphate hydrolysis (specific
activity of 15.64 U/mg, Ky, = 0.89 mM and n = 2.8). It was observed that enzyme
activity decreased with increasing temperature. Inhibition studies revealed that
copper inhibited the enzyme in a non-competitive manner. In contrast arsenate,
and vanadate which are structural analogues of phosphate presented a
competitive inhibition. The results suggest that plants expressing acid phosphatase
are able to solubilize mineral phosphate and are able to hydrolyse insoluble
minerals thereby increasing the availibilty of nutrients which can be used by the

plant.

Key-words : ATPase, Enterobacter sp., pirophosphatase, PNPPase



1. INTRODUCAO

Atualmente, bactérias benéficas associadas as raizes ou bactérias de vida
livre, tém sido denominadas como rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (PGPR — Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (KLOEPPER et al., 1989)
ou bactérias capazes de incrementar a melhora na producao vegetal (YIB — Yield-
Increasing Bacteria) (PIAO et al., 1992).

A associacao de raizes com microrganismos € um mecanismo utilizado pela
planta para disponibilizar nutrientes presentes no solo, melhorando a absorcéo
(JEFFRIES; BAREA, 2000). De acordo com Barea et al. (2005) essas associagoes
podem ser exploradas em praticas sustentaveis de producdo, tanto em
ecossistemas agricolas como em ecossistemas naturais, melhorando a absorcéo
e, consequentemente, a producdo vegetal. Esses microrganismos, responsaveis
pela mineralizagdo e solubilizacdo do fosforo, também participam da
transformacéo de compostos nitrogenados, oxidacao e precipitacdo do ferro.

O fosforo (P) € um dos minerais mais importantes para nutricdo vegetal,
sendo o principal elemento limitante do crescimento das plantas (SANCHEZ;
SALINAS, 1983). De acordo com Schachtman et al. (1998), esse elemento esta
envolvido em diferentes reacdes bioldgicas, sendo importante para o crescimento
celular, além de participar de reacdes de desfosforilagdo que ocorre nas
transmissdes de sinais (STOCK et al., 1995) e em vérias vias metabdlicas (ALLAN
et al., 1994). A deficiéncia desse nutriente altera o metabolismo, a respiracdo, a
fotossintese e o crescimento das plantas (GARCIA-SANCHES et al., 1996;
GNIAZDOWSKA et al., 1998).

A disponibilidade de fosforo no solo é controlada pela ciclagem em uma
forma organica, realizada por microrganismos presentes no ambiente e ocorre
devido ao mecanismo de secrecdo de acidos organicos e de e nzimas (PAN et al.,
1999). As fosfatases tém por finalidade disponibilizar fosforo para plantas

hospedeiras, pela conversdo de compostos insolliveis em compostos disponiveis



para o metabolismo (KIM et al., 1998), hidrolisando mono ou diesteres fosforicos
(FEDER, 1973).

As fosfatases sdo produzidas tanto por organismos procariotos como
eucariotos e sua atividade 6tima depende do pH de atuacdo, podendo ser
classificadas como &cidas, neutras ou alcalinas. Podem ser extracelulares,
encontradas nas paredes celulares ou intracelulares presentes no vacuolo e
citoplasma das células (LEE, 1998).

Estudos demonstraram que raizes presentes em solos com deficiéncia de
fosforo apresentam aumento significativo da atividade da fosfatase acida, como
resposta aos baixos niveis desse nutriente (GILBERT et al., 1999; MORA; TORO,
2007; AL-OMAIR, 2010). O aumento dessa atividade na rizosfera € observado em
grande namero de espécies de plantas (GARDNER et al., 1983; HOFFLAND et al.,
1989; FUENTE et al., 1997).

Bactérias da familia Enterobactericeae sdo conhecidas como produtoras de
fosfatases, embora, diferentes cepas demonstrem alteracbes nos padrbes de
atividade enzimatica (LEE et al., 1989; EDWARDS et al., 1993; POMPEI et al.,
1993; THALLER et al., 1995), sendo a Escherichia coli a espécie mais estudada
desta familia. No entanto, informacgfes sobre atividade e producdo dessa enzima
em Enterobacters ainda sdo contraditérias e escassas na literatura.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar cineticamente a enzima
fosfatase acida da bactéria Enterobacter sp. isolada de raizes de orquidea

Cyrtopodium paludicolum.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia do fésforo

O foésforo (P) € um macronutriente presente em todos 0s organismos Vvivos
e faz parte de diversas moléculas vitais, tais como o DNA, o RNA, os fosfolipidios,
lectina, pepsina, caseina, além de integrar membranas celulares, estruturas
Osseas, dentes e moléculas de ATP (LEHNINGER, 2002). Também atua na
regulagdo da atividade de varias enzimas, mantém o balanco &acido-basico
equilibrando o pH (RUNHO et al., 2001), possui funcdo tamponante no liquido
intracelular, participa das etapas de fosforilacdo da glicose e é ativador de
coenzimas, como a vitamina B, com atuacfes em varias reacdes metabdlicas
(PIZZOLANTE, 2000).

De acordo com Pommerening (1987), o fosforo € um nutriente essencial
requerido em alto nivel tanto para o crescimento como para o desenvolvimento
dos seres vivos. Esse mineral € o segundo mais abundante na composicdo dos
tecidos animais, sendo que 80% do fésforo estd presente em 0ssos e dentes, e 0
restante distribuido entre os fluidos e outros tecidos (UNDERWOOD; SUTTLE,
1999). Essa grande presenga nos 0ssos atua como reserva de calcio e de fosforo,
atendendo as exigéncias nutricionais (MAYNARD; LOOSLY; HINTZ, 1984) e
acelerando o processo de cicatrizacao de fraturas, devido a formacao de colageno
e mineralizacdo 0ssea.

Além dessas fungbes nos animais, o fosforo também participa do
metabolismo das plantas. Depois do nitrogénio, o fosforo € o principal nutriente
limitante para o crescimento vegetal, tanto em produgdes agricolas como em
sistemas naturais (HOLFORD, 1997).

O fosfato de inositol € a forma encontrada no solo com maior frequéncia,
seguida pelos fosfolipideos, acidos nucléicos (RHEINHEIMER, 2000), e outros

ésteres de fosfato (DALAL, 1977). O que determina a estabilidade dessas formas



€ a natureza desses compostos e suas interacdes com a fracdo mineral. Os
acidos nucléicos e fosfolipidios com ligacGes diéster facilitam a decomposicéo da
matéria organica, devido a estrutura quimica existente, sendo o fésforo facilmente
mineralizavel em sua forma inorganica (H,PO,) (SCHUMACHER, 2003). Ja o
fosfato de inositol interage com os constituintes inorganicos do solo, devido a sua
alta carga residual, dificultando a mineralizagcdao (STEWART; TIESSEN, 1984,
TATE, 1984) e tornando-se insolluvel e indisponivel para a captacdo das plantas
(LOPEZ-BUCIO et al., 2002),

Essa mineralizacdo ocorre devido a presenca da massa microbiana
presente no solo, que utiliza esses residuos organicos como fonte de carbono,
energia e nutrientes (SMECK, 1985; NEVES, 1992), os quais s&o insoluveis e
indisponiveis para o vegetal (LOPEZ-BUCIO et al., 2002).

Por isso, sd0 necessarios estudos que promovam uma melhora na
absorcédo dos nutrientes reduzindo a utilizagdo de compostos que prejudicam o
meio ambiente, tais como os fertilizantes quimicos, que desempenham um
importante papel na agricultura, pois 0 uso excessivo vem acarretando reducéo na
fertilidade do solo e aumentando a poluicdo por excesso de nutrientes
(PRADHAN; SUKLA, 2005; CHEN et al., 2006).

2.2 Microrganismos

As bactérias desempenham um importante papel no meio ambiente, através
de suas importantes fun¢cdes em processos bioquimicos. Os microrganismos séo
responsaveis pela ciclagem de nutrientes (principalmente nitrogénio e carbono),
mineralizacdo e solubilizacdo do fésforo, oxidacdo, reducdo e precipitacdo do
ferro, disponibilizando esses nutrientes para as plantas e animais (PAUL; CLARK,
1989), mantendo assim a manutencéo da vida na terra. De acordo com Torriani-
gorini (1994), essa ciclagem depende da sintese e secrecdo de enzimas

especificas para cada nutriente.



Na absorcdo do fésforo, a atividade fosfatasica tem sido encontrada em
varios microrganismos. Entre os fungos, foram observados atividades de fosfatase
em Aspergillus ficuum (SHIEH et al., 1969), Aspergillus nidulans (HARSANYI,;
DORN, 1972), Apergillus fumigatus (BERNARD et al., 2002), além de Aspergillus
niger e Penicillium sp. (SILVA-FILHO et al., 2002), que demonstraram elevada
guantidade de fosfatases intracelular (YADAV; TARAFDAR, 2003).

De acordo com Nahas et al. (1994), os fungos possuem maior atividade da
fosfatase acida no solo, superando em quase 150% as bactérias produtoras de
fosfatase alcalina. J& segundo Tarafdar et al. (2001), as fosfatases acidas de
origem microbiana, quando comparadas com as enzimas de origem vegetal, sdo
mais eficientes na hidrolise dos compostos organicos como fitina, lecitina e
glicerofosfato, presentes no solo.

J& entre as bactérias, essa enzima foi estudada em Lactobacillus curvatus
(MAGBOUL; McSWEENEY, 1999), Mycobacterium tuberculosis (SALEH;
BELISLE, 2000), Bradyrhizobium japonicum (KHALID et al., 2004), Pseudomonas
putida (BARAZANI; FRIEDMAN, 1999), Enterobacter cloacae e Enterobacter
sakazakii (GOULLET; PICARD, 1986), além de géneros do tipo Bacillus
(GUTIERREZ-MANERO, 1996), Azospirillum, Xanthomonas e Rhizobium.

As bactérias que pertencem a familia Enterobacteriaceae séo bacilos gram-
negativos que podem ser encontradas em diversos locais, tanto em solos como
também na flora intestinal humana e animal. De acordo com Forsythe (2005), a
presenca dessas bactérias em alimentos processados pode indicar
recontaminagao, favorecendo o crescimento desses organismos. A Escherichia
coli infecta principalmente criangcas que ingerem alimentos contaminados
(WILLSHAW et al., 2000), podendo ser considerada uma indicadora de
contaminacédo fecal. Porém, ndo hé relatos das espécies Enterobacter aerogenes
e Enterobacter cloacae como patégenos entéricos, apesar de serem isoladas de
fezes humanas e de animais (HOLT et al., 1994). A Enterobacter sakazakii

considerada a principal bactéria causadora da infeccdo neonatal (IVERSEN;



FORSYTHE, 2003), além de ser associada a casos de meningite (BAR-OZ et al.,
2001).

Bactérias do género Enterobacter sdo um dos grupos mais comuns de
bactérias endofiticas isoladas de tecidos vegetais (HALLMANN et al.,1997), sendo
encontradas em milho (FISHER et al.,, 1992), arroz (VERMA et al., 2001), na
graminea chilena Lolium perenne (SHOEBITZ et al.,, 2008) e também em
associacdes com diversas orquideas que, além do valor comercial e ornamental,
vem sendo utilizadas em diversos estudos farmacoldgicos (ROBERTS; DIXON,
2008).

As fosfatases sdo encontradas na regido proxima a raiz, denominada
rizosfera, devido ao constante acumulo de compostos organicos ali presente
(GLICK 1995), associada a membrana dos microrganismos ou livre nos solos. A
populagdo bacteriana associada as raizes das plantas sdo chamadas de
rizobactérias, que sao classificadas de acordo com os efeitos sobre a planta em
benéficas, deletérias ou neutras (DOBBELAERE et al., 2003). Quando benéficas,
essas bactérias sdo livres no solo e tem sido denominadas rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
(KLOEPPER et al., 1989), promovendo o aumento do “status” nutricional da planta
por meio da solubilizac&o de fésforo (PEREZ et al., 2007) e da fixag&o biologica de
nitrogénio (LI et al., 2008).

Em relacdo aos fungos, as bactérias sdo mais abundantes proxima a raiz
devido a dois fatores: habilidade em utilizar compostos como fonte de carbono e
nitrogénio e por apresentarem rapido crescimento. Em condi¢bes naturais essa
associacao de plantas com microrganismos do solo desempenha um papel chave
na ciclagem de nutrientes e na protecdo da planta contra microrganismos
patogénicos (JEFFRIES; BAREA, 2000), além de implementar, direta ou
indiretamente, a extensdo ou a qualidade do crescimento vegetal (AHMAD et al.,
2008).

As rizobactérias tem demonstrado resultados de alta eficiéncia, baixo custo

e tecnologias comerciais de sucesso usadas na agricultura mundialmente, através



do desenvolvimento de bioinoculantes comerciais e bioprocessos de fosfatos
minerais.

Além disso, séo biocontroladoras de pragas e doencas, pela producédo de
antibioticos e sideroforos (MEHNAZ; LAZAROVITS, 2006), produzem substancias
nocivas a nematéides (HALLMANN et al., 1999), produzem horménios como
auxina, poliamina e giberelina (TSAVKELOVA et al., 2006; SOLANO et al., 2008),
contém acOes especificas produzidas em condi¢bes de estresse (SOUZA et al.,
2005), além de acdo bacteriostatica, inibindo o crescimento de outros
microrganismos, com substancias antagonicas (CARRIM, 2006). De acordo com
Bacon e Hinton (2002), diferentes cepas da bactéria Bacillus mojavencis
apresentam variadas formas de antagonismo com o fungo Fusarium moniliforme,
um fitopatdgeno de milho, através do contato direto ou por producdo de toxinas
gue se difundem no meio, destruindo suas hifas.

Outra propriedade dessa associacdo é o auxilio na biorremediacdo. De
acordo com Sheng et al. (2008), essas bactérias sdo capazes de atuar na
degradacado de substancias carcinogénicas e de substancias pesadas persistentes
no ambiente, sendo uma importante estratégia para a recuperacdo de areas
contaminadas (RAJKUMAR; FREITAS, 2008). Atualmente, a utilizacdo desses
microrganismos pode ser uma alternativa ao uso de fertilizantes e pesticidas,
contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas agricolas e reducdo de
problemas associados ao uso excessivo de produtos quimicos (CATTELAN,;
GRASSANO, 2007; AVIS et al., 2008; SOLANO et al., 2008).

2.3 Fosfatases

A fosfatase acida € uma fosfomonohidrolase que encontra-se amplamente
distribuida na natureza em diversas formas moleculares (AOYAMA, 2003), sendo
capaz de retirar um grupo fosfato de uma molécula organica pela presenca de

agua, utilizando como substrato mono ou diéster fosforicos.



A classificagcdo dessa enzima é baseada em critérios bioquimicos e
biofisicos, sendo o pH 6timo de atuacdo a principal forma de categorizacao,
exibindo atividade catalitica 6tima em valores de pH &cidos, neutros e alcalinos
(ROSSOLINI et al., 1998; OH et al., 2004). De acordo com Dvorak et al. (1988), o
grupo das fosfatases acidas atua em pHs 6étimos de 2,5 a 6,0 e o grupo das
fosfatases alcalinas atua em pHs 6timos na faixa de 8,0 a 10,5.

Outras classificacdes sdo baseadas de acordo com a especificidade do
substrato (especificas ou ndo especificas) ou tamanho molecular. Fosfatases
acidas de diferentes origens podem ser classificadas em relacdo a massa
molecular, como de baixa massa molecular, as menores que 50 kDa ou de alta
massa molecular, maiores que 90 kDa (ARAUJO et al., 1976). As fosfatases de
baixa massa molecular sdo sensiveis ao sulfidril, insensiveis ao tartarato e
possuem especificidade variavel. Ja as fosfatases acidas de alta massa molecular
sdo sensiveis ao tartarato e insensiveis ao grupo sulfidril e a especificidade quanto
ao substrato € restrita.

De acordo com Esposito e Azevedo (2004), as fosfatases podem ser
induzidas ou constitutivas. As enzimas constitutivas s8o sintetizadas
independentes da presenca ou ndo do substrato. Ja as induzidas séo sintetizadas
em proporcdes baixas, porém significativas até que o substrato induza grande
aumento na atividade enzimatica, variando assim a sua concentracdo, sendo
sintetizadas em concentracdes limitantes de fésforo.

As fosfatases podem ser encontradas em diversos tecidos animais,
vegetais (FERREIRA et al., 1999) e em microrganismos (GONZALES et al., 1993),
sendo sintetizadas fora da membrana (secretadas em formas sollveis), podem
permanecer ligadas a membrana plasmatica (BEACHAM, 1979; WANNER, 1996),
ou ainda encontradas no citoplasma, estando envolvidas em vérias reacdes
metabolicas (STOCK et al., 1995).

Indmeros artigos avaliam as fosfatases em diferentes tecidos animais,

sendo encontradas em figado, rins, plaguetas, além de participarem da ossificagdo



biolégica, importantes na deposi¢cdo de fosfato de célcio e conseqlentemente no
crescimento longitudinal 6sseo (PIZAURO et al., 2002).

Além disso, estudos vém demonstrando grande progresso na compreensao
do controle do crescimento e na regulacdo das células eucaritticas (TONKS;
NEEL, 1996), através do balanco entre a fosforilacdo e desfosforilagdo das
proteinas. De acordo com Jia (1997), essas pesquisas auxiliam no
desenvolvimento e na avaliacdo de carcindgenos, hormoénios, citocinas e
substancias toxicas, regulacdo da divisdo, desenvolvimento e morte celular,
metabolismo, contracéo, transporte, locomocao celular e na expressao génica
(JOHNSON; BARFORD, 1993; GENOUX, et al., 2002).

Os solos brasileiros em geral, possuem altos teores de fésforo, entretanto,
insuficientes para o suprimento das exigéncias das plantas, pois esse nutriente
encontra-se na forma organica, sendo pouco soltvel e indisponivel para absor¢éo
(NARLOCH et al., 2002). Assim, a relacdo planta-bactéria através da associacéo
com microrganismos na rizosfera, capacita o vegetal a absorver fosforo pela
mineralizacdo do fosfato organico, promovendo incremento no crescimento
vegetal. Entre os diversos mecanismos que possibilitam essa melhoria na taxa de
solubilizacdo, podemos citar o aumento na &rea superficial das raizes com
associacdes micorrizicas, o deslocamento do equilibrio de adsorcéo e a promocéao
do crescimento de raizes laterais e dos pelos radiculares (MENDES; REIS
JUNIOR, 2003).

Chen et al. (2002) observaram aumento nos teores de fosforo e da
fosfatase na rizosfera em plantas de pinheiros, provocada pelo aumento da massa
microbiana. Conte (2001) também verificou, em Latossolo Vermelho distroférrico
do Planalto Riograndense, que a adicdo de fésforo proporcionou aumento do
fésforo microbiano.

De acordo com varios estudos, a quantidade dessa enzima aumenta tanto
no solo como em tecidos vegetais, quando h& modificagcbes bioquimicas
desencadeadas pela diminuicdo da absorcéo de fésforo (RHAGHOTHAMA, 1999)
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ou quando os sistemas apresentam baixos teores de fésforo disponivel
(OBERSON et al., 1996; CONTE, 2001).

Dessa forma, o interesse no estudo da fosfatase bacteriana ndo esta
restrito apenas ao entendimento de suas fun¢des na biologia celular, mas também
nas amplas possibilidades de aplicacbes biotecnoldgicas e ambientais dessa

enzima.

2.4 Aplicacdes das fosfatases

O interesse pelas enzimas iniciou-se em meados de 1830, com a
preparacdo de um complexo enzimatico extraido do malte de cevada na hidrolise
do amido. Neste periodo, a pepsina isolada foi responsével pela digestdo da
albumina. Com o0 avanco dos estudos teodricos sobre catélise e cinética das
reacdes, as aplicacdes industriais enzimaticas tornaram-se uma realidade,
otimizando a producdo em escala industrial e realizando intensas pesquisas na
area de engenharia genética (SAID; PIETRO, 2004).

As enzimas industriais podem ser obtidas a partir de tecidos animais, mas
principalmente sdo originadas de bactérias, fungos ou vegetais superiores. De
acordo com Said e Pietro (2004), h4 um grande interesse no emprego de técnicas
de engenharia genética, para fins industriais e utilizacdo de microrganismos,
devido a facilidade de controle das condic6es de cultivo e a biodiversidade em
relacdo as enzimas extraidas de animais e vegetais. Além disso, 0s
microrganismos produtores de enzimas podem ser utilizados como biofertilizantes,
otimizando a producdo, diminuindo a contaminagdo ambiental, além de
apresentarem menor custo. Nesse sentido, ha também uma crescente busca por
novos produtores de enzimas devido a enorme diversidade de microrganismos
existentes (LIMA, 2001; CARVALHO et al., 2005).

As proteases sdo as enzimas mais utilizadas em processos biotecnolégicos
(NASCIMENTO; MARTINS, 2004; NAIDU; DEVI, 2005) e podem ser produzidas
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por fungos e bactérias, possuindo grande potencial para futuras aplicacdes
biotecnoldgicas, sendo empregadas em industrias de alimentos, detergentes,
tratamento de residuos e de couro (NAIDU; DEVI, 2005).

Atualmente, um dos principais interesses na biotecnologia de enzimas € a
melhora na absorcdo de nutrientes através da adicdo de enzimas presentes em
racBes. A maior parte do fosforo presente nos vegetais esta na forma de fitato,
sendo apenas 30% disponivel para os animais, devido a quantidade de fosforo
ligado nas moléculas de acido fitico. De acordo com Maga (1982), o acido fitico &
um constituinte antinutricional, que reduz a disponibilidade desses minerais a
nutricdo animal.

Com isso, enzimas que hidrolisam fitato em ragdes atuam aumentando a
digestibilidade e a disponibilidade do fésforo pelos animais, melhorando o valor
nutricional dos alimentos (SEGUEILHA et al.,, 1992), além de reduzirem a
contaminacdo ambiental produzida pela lixiviagdo do fosforo das excretas, que
podem ocasionar a eutrofizagdo do ecossistema (ABELSON, 1999).

Além disso, outra aplicagcéo € a utilizacdo de microrganismos no tratamento
de locais poluidos. A biorremediacdo pode ser considerada uma nova tecnologia
no uso de agentes bioldégicos para o tratamento de areas contaminadas
(MARIANO, 2006). De acordo com Bamforth e Singleton (2005), a técnica da
biorremediacdo consiste na conversdo de poluentes em produtos menos
prejudiciais ao meio ambiente. A maioria desses compostos pode ser
metabolizada por esses microrganismos, podendo participar em alguma via
metabdlica, desde que as condi¢fes fisico-quimicas do meio estejam adequadas
(INAZAKI, 2003).

Entre outras aplicacdes utilizando-se microrganismos, podemos citar a
possibilidade em explorar estas enzimas como instrumentos de investigagdo em
enzimologia (OSTANIN et al., 1992; ROSSOLINI et al., 1998), como marcadores
em imunologia, biologia molecular (ROSSOLINI et al., 1998) e na avaliacdo de
densidade 0ssea para a prevencao de osteoporose (IRIE et al., 2011), paradigmas

para a evolugdo molecular (ROSSOLINI et al., 1998), podem também ser usados
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na identificacdo e taxonomia bacteriana (THALLER et al., 1992; ROSSOLINI et al.,
1998) e na regulacdo da expresséo génica (MAKINO et al., 1994; ROSSOLINI et
al., 1998).

Com isso, o principal objetivo dos estudos de enzimas microbioldgicas é
avaliar as caracteristicas e as propriedades estruturais e cinéticas, visando
sempre uma possivel aplicacdo biotecnoldgica, reduzindo consequentemente o

custo de producéo.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e identificacdo da bactéria Enterobacter sp

A bactéria foi obtida de raizes da orquidea Cyrtopodium paludicolum, no
Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas do Departamento de
Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV, UNESP -
Campus de Jaboticabal. O isolado SIC45 foi selecionado e identificado por meio
do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA (GALDIANO JUNIOR, 2008).

A sequéncia parcial de nucleotideos foi comparada com Banco
Internacional de Genes, National Center for Biotechnology Information (NCBI) e
utiizada para alinhamento com outras sequéncias previamente conhecidas e
disponiveis no banco de dados NCBI, utilizando-se o programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997). Para o alinhamento sequencial multiplo de todas as
sequéncias que apresentaram similaridade foi utilizado o programa Clustal W 1.8
(THOMPSON et al., 1994). O ajuste das sequéncias de DNA foi efetuado com o
auxilio do programa BioEdit (HALL, 2001), de forma que todas estivessem
completamente alinhadas. Para o célculo de significAncia estatistica da
similaridade entre as sequéncias, foi usada a analise de reamostragem “bootstrap”
(SWOFFORD et al., 1996) para 5.000 replicacbes. O método de distancia
“neighbor-joining” (SAITOU; NEI, 1987) foi usado para a construcdo da arvore
filogenética. Para a visualizacdo grafica da arvore construida, foi utilizado o
programa MEGA4 (KUMAR et al.,, 1996), e para a construcdo da matriz, o

algoritmo p-distance.
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3.2 Meio de manutencao do microrganismo

O microrganismo foi isolado em placas de petri com meio de cultura sélido
DYGS (pH 6,8), nas seguintes concentracdes: glicose (2 g/L), peptona (1,5 g/L),
extrato de levedura (2 g/L), KH,PO, (0,5 g/L), MgSO, .7H,O (0,5 g/L), acido
glutamico (1,5 g/L) e Agar (9g/L). A cultura foi mantida em estufa B.O.D a 30°C.

3.3 Meio para producéo de fosfatase

Através de uma alca de inoculagdo, a bactéria foi transferida da placa de
petri para o pré-inéculo com meio de cultura liquido (Czapezk), contendo 20g de
glicose, 2g de NaNOj;, 0,59 de MgS0O,.7H,0, 0,59 de KCI, 0,5g de extrato de
levedura, 0,01g de FeSO, e 0,1g de KH,PO,. Foi feito a leitura desse meio
contendo a bactéria de duas em duas horas até chegar a uma densidade oOtica de
0,8 nm. Findo tal periodo, foi pego 1 mL desse meio de cultura e colocado em
outro meio de cultura, com as mesmas concentragfes citadas anteriormente,
porém sem KH,PO, mas com solugcdo mae de fosfato 0,05 mM, variando a
concentracao de fésforo de 0 a 7 mM, em volume final de 1 litro (pH 6,8). Esse
meio foi mantido em vidros erlenmeyers (250 mL) por 24 horas, em constante

agitacéo de 140 rpm a 30C.

3.4 Obtencao da fosfatase acida de membrana em Enterobacter  sp.

As andlises enzimaticas foram realizadas no Laboratério de Enzimologia
Aplicada (LEA), do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — FCAV, UNESP - Campus de Jaboticabal.

Apbs incubacdo, o meio de cultura contendo as bactérias foi centrifugado a

10.000 x g, por 10 minutos a 4C e o precipitado re ssuspendido em 5 mL de
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tampéo acetato de sodio 100 mM (pH 6,0), com o auxilio de homogeneizador tipo
Potter. Posteriormente, a amostra foi submetida a ultrassonicacdo, em aparelho
Branson sonifier 250, a 50 micropulsos por segundo, durante ciclos de 1 minuto
para o rompimento das células onde. Esse material foi novamente submetida a
centrifugacdo de 10.000 x g, por 10 minutos a 4C e o precipitado ressuspendido
em 5 mL de tampdo acetato de sédio 100 mM (pH 6,0). Apds isso, a amostra foi
ultracentrifugada a 100.000 x g, 4C, por 1 hora e o precipitado foi novamente
ressuspendido em 5 mL de tampéo acetato de sodio 100 mM (pH 6,0). Em
seguida, foram divididas em aliquotas de 1,5 mL, congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -70 C, para posteriores estudos de estabilidade térmica e

caracterizacdo cinética.

3.5 Ensaio enzimatico

A atividade da fosfatase acida foi determinada em meio de reacdo contendo
85 mM de tampéo glicina (pH 3,5), 4 mM de MgCl, e 4 mM do p-nitrofenilfosfato
(PNFF) utilizado como substrato, em volume final de 1 mL.

A reacao foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio e a incubacao foi
realizada em banho maria a 37C, durante 10 minutos, sendo interrompida com 1
mL de NaOH 1 M. A quantidade de p-nitrofenolato liberado (¢ = 17.600 M™* cm™,
pH 13) no meio de reacdo foi determinada pela leitura em espectrofotdmetro
Hitachi U-2000 a 410 nm.

3.6 Determinacédo das atividades da Pirofosfatase e ATPase

Para a andlise da Pirofosfatase e ATPase, utilizou-se método descrito por

Heinonen e Lahti (1981), determinando-se a quantidade de fosfato inorganico

liberado no meio de reacéao.
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A reacédo foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio contendo tampéao
glicina 100 mM (pH 3,5), MgCl, 100 mM e diferentes concentra¢gdes de pirofosfato
e ATP (0,01 a 10 mM), em volume final de 0,4 mL. O tempo de reacdo foi 45
minutos, e interrompida com 100 pL de TCA 50%. Os tubos foram colocados
imediatamente no gelo, para diminuir a hidrélise espontdnea do substrato. O
precipitado proteico foi eliminado por centrifugacdo a 10000 x g, a 4T por 10
minutos e a dosagem do fosfato inorganico foi efetuada de acordo com o
procedimento descrito por Pizauro et al. (1995).

Apbs centrifugacéo, colocou-se em cada tubo 0,5 mL da solucédo A (10 mM
de Molibdato de Amdnio e 2 mM de Acido sulfdrico, em volume final de 250 mL),
agitando continuamente por 15 segundos. Depois, acrescentou-se 1 mL de
acetona e os tubos foram agitados por mais 15 segundos. Finalmente, foi
adicionado mais 0,5 mL de solugéo de Acido citrico 0,4 M, e agitados por mais 15
segundos. O fosfato organico liberado foi dosado espectrofotometricamente a 355
nm.

Todas as determinacfOes foram realizadas em duplicatas. Testes sem a
adicdo da enzima também foram incluidos para efeito de controle, sem que
ocorresse a hidrélise enzimatica do substrato. Uma unidade de enzima (U) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1,0 nanomol de produto por

minuto, a 37 °C.

3.7 Efeito do pH sobre a atividade da fosfatase acida

Esse estudo foi realizado utilizando-se os seguintes tampdes: acido maleico
100 mM (pH 2,0 - 4,5), citrato 100 mM (pH 2,0 - 4,5), glicina 100 mM (pH 2,0 —
5,0), acetato 100 mM (pH 3,5 — 6,0) e &cido formico 100 mM (pH 2,0 — 4,0). Os
ensaios foram realizados em intervalos de 0,5 unidades de pH. A reacdo foi
iniciada com a adicdo da enzima ao meio e a atividade PNFFasica foi determinada

conforme descrito anteriormente.
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3.8 Inativacao térmica da fosfatase acida

Aliquotas de 100 pL da enzima foram transferidas para tubos de ensaio e
incubadas em banho-maria em diferentes temperaturas a 45C; 50C; 55T e
60C. Em intervalos previamente estabelecidos, os tubos foram retirados e
colocados imediatamente em gelo moido com a finalidade de interromper o
processo de inativacdo e manter a enzima em sua configuragdo. Essas aliquotas
foram colocadas no meio de reacdo e a atividade PNFFéasica foi determinada

conforme descrito anteriormente.

3.9 Efeito de compostos na atividade PNFFasica da fosfatase acida

A reacdo foi iniciada com adicdo de 50 pL da enzima no meio de reacgdao,
com tampéo glicina 100 mM (pH 3,5), contendo 4 mM PNFF e os seguintes
compostos testados em diferentes concentragbes: MgCl, (0,5 — 2,5 mM), CuSO,
(0,5 -2,5mM), CoCl; (5 =25 puM), MnCl; (5 — 25 pM), ZnCl; (5 — 25 uM), teofilina
(2 — 10 mM), levamisol (1 — 10 mM), PHMB (0 — 1 mM), fosfato (1 — 10 mM),
arsenato, (1 — 10 mM), metavanadato (1 — 10 mM), EDTA (1 — 10 mM), em um

volume final de 1 mL.

3.10 Determinacédo da concentracdo da proteina

A concentracdo da proteina foi determinada, utilizando-se soro albumina
bovina fracdo V como padrdo através do método de Lowry, modificado por Hartree
(1972). A concentracdo da proteina foi estimada a partir da regressao linear dos

valores da curva padréo.
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3.11 Determinacao dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos Vmax, Km, Kos € n foram ajustados utilizando-se o
programa Origin 8.0 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA) e foram obtidos

através da equacéo de Lineweaver-Burke (1933).

3.12 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a andalise de variancia, apés testes de
normalidade e homocedasticidade, Cramer-Von Mises de acordo com Everitt
(1998). A comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey (5%),

utilizando o programa estatistico SAS versao 9.0.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 identificacdo da bactéria

A identificacdo e classificacdo da bactéria isolada de raizes de orquidea
nativas (Figura 1), foi realizada por meio da analise de similaridade de
nucleotideos com o banco de dados GenBank.

Figura 1. Foto da orquidea Cyrtopodium paludicolum

Os resultados da sequéncia obtida em relacdo aquelas do banco de dados
foram de 98-99% de similaridade, o que indica confiabilidade para os dados
encontrados. Assim, a andlise filogenética definiu o isolado SIC45 como
Enterobacter sp (Figura 2).
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100 HQ455820 Enterobacter asburiae strain M16
56 I cas
JF759702 Rhizobium leguminosarum
bl GU947876 Agrobacterium albertimagni

— JF909558 Bacillus subtitis strain CBG LBi4

39l JN207922 Streptomyces brasiliensis
HQ219656 Actinomyces naestundii
100 FR874094 Actinomyces hyovaginalis

]
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Figura 2. Arvore filogenética demonstrando o isolado SIC45 como Enterobacter sp.

4.2 Efeito da concentracéo 6tima de fosforo na expresséo da fosfatase acida

O efeito da concentracao de fosfato na producéo da fosfatase &cida ligada a
membrana de Enterobacter sp. € mostrado na Tabela 1. A concentracdo de
proteina total em 5 mM de fosfato foi maior (P<0,05) em relagcdo as demais
concentracdes avaliadas. No que tange a fosfatase, verifica-se que com o
aumento da concentracdo de fosfato ocorre o aumento da atividade da enzima
(P<0,05), sendo maxima a 5 mM. Verifica-se ainda que apds essa concentracao, a

atividade da enzima tende a diminuir com o aumento da concentracéo de fosforo.

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* Fosfatase acida (U.Mg
0,05 2,49 6,16
0,10 2,35 9,58
0,15 2,36 6,89
0,20 2,08 11,6
0,30 2,17 11,95
0,50 3,18 15,39
1,00 3,46 18,1¢
5,00 15,77 29,26
7,00 7,30 17,15
CV% 41,43 2,15

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
* Proteina total foi expressa em mg/ml
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A analise desses resultados demonstra que a fosfatase acida é sintetizada
em condi¢des limitantes de P, sendo que em baixas concentracdes a atividade da
enzima é baixa devido a limitacdo nutricional. J& em altas concentracdes, a
sintese diminui, sugerindo que nessas condicbes a producdo da enzima e
estritamente regulada pela concentracdo do fésforo no meio de cultivo(YASHPHE
et al., 1990).

Esses resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores que também
demonstraram regulacdo da expressdo de fosfatase com o aumento de
concentracdes de fésforo, tanto em plantas capazes de estimular o crescimento
vegetal, (COELHO, 2002; MORA; TORO, 2007; STARNES et al., 2008) como em
micro-organismos (BERNARD et al., 2002; LUNG; LIM, 2006; YEUNG et al., 2009;
VIRUEL, 2011). Ja em fungos, foi demonstrado que as fosfatases acidas estdo
sujeitas a repressdo por altas concentracfes de fosfato inorganico (ALEKSIEVA;
MICHEVA-VITEVA, 2000; BERNARD et al., 2002).

Esses resultados mostram que a sintese e secrecdo da fosfatase de micro-
organismos estao relacionadas diretamente com mecanismos adaptativos como a

condicéo limitante de fésforo.

4.3 Efeito do pH sobre a atividade da fosfatase

O pH aparente para a hidrolise do PNFF pela fosfatase acida de membrana
€ mostrado na Tabela 2. Pode-se observar que a atividade enzimética atingiu seu
maximo em pH 3,5 nos tampdes glicina e citrato, diminuindo a partir desse pH.
Dentre todos os tampdes avaliados, optou-se pelo uso da glicina, uma vez que
esse tampao também vem sendo utilizado em estudos de atividades de fosfatase
acida obtida de véarios micro-organismos (GOLOVAN, 1999).
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Tabela 2. Médias e coeficientes de variacdo da atividade (U.mg-1) da fosfatase &cida em
diferentes tampdes.

pH Ac. Formico Glicina  Ac.Maléico  Citrato Acetato
2,0 1,2f 0,88" 0,04 0,44 nd
2,5 6,54 1,1F 0,3F 1,09 nd
3,0 14,96 15,38 1,57 1,85 nd
3,5 20,43 22,258 14,31 5,04 20,51
4,0 19,05 15,4% 14,07 2,98 19,02
4,5 nd 12,34 12,69 0,39 13,92
5,0 nd 9,38 11,12 nd 11,78
5,5 nd nd nd nd 10,14
6,0 nd nd nd nd 7,20
CV% 5,04 3,09 1,66 4,25 5,04

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
nd — ndo definido

Estudos realizados por varios pesquisadores mostram que a atividade da
fosfatase acida é 6tima entre pHs 5 e 6,5, tais como os estudados em fungos
Aspergillus fumigatus (BERNARD et al.,, 2002), em outras espécies de
Enterobacter spp. (KANG et al., 2006) e em raizes de plantas de Vigna aconitifolia
(AL-OMAIR, 2010). Resultados semelhantes com pHs mais baixos foram
encontrados em Saccharomyces cerevisiae (TOH-E, 1973), Escherichia coli
(DASSA, 1982; GOLOVAN, 1999) e em Thermus thermophilus (WANG et al.,

2009), porém, artigos que avaliem pHs proximos a 3,5 sdo escassos na literatura.

4.4 Efeito da concentracdo do substrato sobre as atividades da fosfatase
acida

O estudo do efeito da concentracdo do PNFF, pirofosfato e ATP na

atividade da enzima € mostrado na nas Figuras 3, 4 e 5, respectivamente.
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Figura 3. Efeito da concentracdo de substrato sobre a atividade da fosfatase acida ligada a
membrana de Enterobacter sp.. A — Representagéo de Hill para hidrélise do PNFF pela
fosfatase acida de membrana
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Figura4. Efeito da concentracdo de substrato sobre a atividade da fosfatase &cida ligada a
membrana de Enterobacter sp. A — Representacao de Hill para hidrélise do pirofosfato

pela fosfatase acida de membrana
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Figura 5.

Efeito da concentracdo de substrato sobre a atividade da fosfatase é&cida ligada a
membrana de Enterobacter sp. A — Representagdo de Hill para hidrélise do ATP pela
fosfatase acida de membrana

Verifica-se que a fosfatase acida de Enterobacter sp. apresenta ampla

inespecificidade de substrato, sendo capaz de hidrolisar diferentes substratos em

pH 3,5. O

PNFF foi o substrato que apresentou maior V, (30,67 U.mg™), sendo

aproximadamente o triplo da velocidade do ATP (11,2 U.mg?) e o dobro da

velocidade do pirofosfato (15,64 U.mg™) e também apresentando menor afinidade

pelo substrato (K,, = 0,55 mM), demonstrando que essa enzima apresenta uma

alta especificidade pelo PNFF (Tabela 3).

Tabela 3.Parametros cinéticos para a hidrélise p-nitrofenilfosfato (PNFF), ATP e do pirofosfato
para a fosfatase 4cida ligada a membrana de Enterobacter sp., em pH 3,5.

Parametros cinéticos

Substrato v (U.mg'l) N (M)
ATP 11,2 1,8 Kos= 0,62
PNFF 30,67 11 Kmn =0,55

Pirofosfato 15,64 2,8 Kos= 0,89
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Embora tenha sido encontrado diferentes valores de afinidade e Vs em
diferentes espécies (LUNG et al., 2008; THAM et al.,, 2010), a hidrélise dos
substratos foi similar aos obtidos para a enzima de raizes de plantas (AL-OMAIR,
2010) e de alguns micro-organismos, como em Geobacillus toebii (ZHANG et al.,
2008) e em Thermus thermophilus (WANG et al., 2009).

Em relacdo ao coeficiente de Hill, os resultados indicaram que a enzima
ligada a membrana apresenta caracteristicas “Michaelianas” para a hidrolise do
PNFF (n = 1,1). J& para os demais substratos, os resultados demonstraram

interacdes sitio-sitio para a hidrélise do ATP (n = 1,8) e do pirofosfato (n = 2,8).

4.5 Efeito de compostos na atividade PNFFasica

Os efeitos dos compostos sobre a atividade da fosfatase &cida
demonstraram que tais elementos sdo capazes de alterar diferencialmente a
atividade da referida enzima (Tabela 4). Alem disso, os efeitos desses compostos
sobre a atividade de fosfatase tém sido estudados com o objetivo de determinar os

sitios especificos e sua interagdo com cada composto, assim como a sua cinética.

Tabela 4. Efeito de diferentes substéncias sobre a atividade da fosfatase &cida ligada a
membrana de Enterobacter sp.

Reagente Concentracao % (Atividade enzimatica residual)
Controle - 100
5 uM 99.3
10 uM 95,52
MgCl, 15 uM 88,34
20 uM 84,07
25 uM 82,72
0,5 mM 94,89
1 mM 86,87
CuSO, 2 mM 78,40
2,5 mM 76,37
CoCl, 5 uM 99,67

10 pM 101,69



Reagente Concentracao % (Atividade enzimatica residual)

15 uM 103,48
20 uM 105,74
25 uM 108,92

5 uM 99,57

10 uM 97,56

MnCl, 15 uM 96,78
20 uM 90,02

25 uM 85,06

5 uM 98,83
10 uM 105,21
ZnCl, 15 uM 109,32
20 uM 105,51
25 uM 104,85

1mM 98,10

2 mM 95,98

Teofilina 5mM 92,42
8 mM 89,91

10 mM 85,33

1mM 98,84

2,5mM 97,76

Levamisol 5mM 92,45
8 mM 91,33

10 mM 88,67

PHMB 1 mM 61

1mM 94,53

2,5mM 89,87

EDTA 5mM 86,40
8 mM 84,99

10 mM 81,86

1mM 28,46

2mM 15,76

2,5mM 17,30

Vanadato 3 mM 12.36
4 mM 10,09

5mM 8,75

1mM 93,47

2,5mM 83,37

Arsenato 5mM 74,31
8 mM 67,11

10 mM 66,22

1mM 90,46

2,5mM 83,33

Fosfato 5mM 76,97
8 mM 69,52

10 mM 68,09
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Nesse sentido, os resultados obtidos mostram que o ion cobre, elemento
essencial envolvido em varias atividades celulares, inibiu a atividade da enzima,
apresentando uma inibicdo ndo-competitiva (Figura 6). Resultados semelhantes
foram obtidos em Aspergillus ficcum (ULLAH, 1988), Pseudomonas syringae
(CHO et al., 2003), Enterobacter spp. (KANG et al.,, 2006) e em Thermus
thermophilus (WANG et al., 2009).

10 +

r T T U T T T T T 1

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
1/[PNFF] (mM)-

Figura 6. Representagdo de Lineweaver-Burk para a atividade da PNFFasica da fosfatase acida
ligada a membrana inibida pelo cobre. As concentra¢8es de cobre utilizadas foram: (m)
zero; (o) 2,5 mM; (e) 5,0 mM.

O arsenato e o fosfato, conhecidos como inibidores da atividade da
fosfatase acida, demonstraram inibicdo competitiva (Figuras 7 e 8), inibindo 32 e
34 % a atividade da enzima (a 10 mM), respectivamente. Uma vez que esses dois
compostos sdo considerados andlogos estruturais entre si, competem por um
mesmo sitio ativo da enzima (DURMUS et al.,, 1999). Resultados similares
demonstraram a mesma inibicdo da fosfatase por estes dois compostos em
Penicillium implicatum (NAKAGI et al.,, 2007) e em Ipomoea batatas (CHAN,
2011).



Figura 7.

Figura 8.
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-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/[PNFF] mM-1

Representagdo de Lineweaver-Burk para a atividade da PNFFasica da fosfatase acida
ligada a membrana inibida pelo arsenato. As concentracdes utilizadas foram: (m) zero;
(o) 2,5 mM; (o) 5,0 mM; (o) 10,0 mM.

1/v

2,5 A

I T I U T T T T T 1

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
1/[PNFF] (mM)-

Representacdo de Lineweaver-Burk para a atividade da PNFFasica da fosfatase acida
ligada a membrana inibida pelo fosfato. As concentracdes utilizadas foram: (m) zero;
(o) 2,5 mM; (o) 5,0 mM; (o) 10,0 mM.
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Como observado em enzimas produzidas por diferentes micro-organismos,
verificou-se que a fosfatase acida também foi inibida pelo metavanadato
(BERNARD et al., 2002; ULLAH et al., 2011), demonstrando inibicdo competitiva
(Figura 9). Porém, ndo foi totalmente inibida pelo PHMB sugerindo que essa
enzima ndo € uma tirosina fosfatase, pois tanto o vanadato como a PHMB séo
potentes inibidores da tirosina fosfatase (LAU, 1985).

15 -
(@)
10 -
2 @)
—
g | o
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
1/[PNFF] (mM)-2

Figura 9. Representagéo de Lineweaver-Burk para a atividade da PNFFasica da fosfatase acida
ligada a membrana inibida pelo vanadato. As concentrac¢des utilizadas foram: (m) zero;
(©) 5 uM; (@) 10,0 uM; (o) 20,0 pM

4.6 Inativagdo térmica

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a curva de

inativacdo térmica segue uma cinética de primeira ordem (Figura 10).
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Figura 10. Inativagdo térmica da fosfatase &cida ligada a membrana de Enterobacter sp. A
atividade foi determinada pela adigcdo de 50 pl de enzima em tampao glicina 100 mM,

pH 3,5, contendo 4 mM PNFF, em um volume final de 1,0 ml. As temperaturas
testadas foram: (m) 45°C; (o) 50 °C; (e) 55 °C; (o) 60 °C.

As constantes de inativacdo térmica e os tempos de meia vida séo
apresentados na Tabela 5.

Tabela5. Constantes de inativagdo térmica da fosfatase acida de membrana de Enterobacter
Sp. e respectivos tempos de meia vida

Temperatura () K x 10 (seg™) T, (min) T, (seg)
45C 0,222 520 31200
50C 0,442 260 15600
55C 9,24 12,5 750
60C 252 0,45 27,5

Resultados similares foram encontrados em Aspergillus niger (TO-O et al.,
1997; WANG et al., 2004), em Geobacillus toebii (ZHANG et al., 2008) e em outras
espécies de Enterobacter sp. (SATO, 2011).

De acordo com os resultados, pode-se observar que a enzima manteve-se

estavel a 45C e o tempo de meia vida foi superior a 520 minutos. Ja em
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temperaturas mais elevadas, houve diminui¢cdo da atividade da enzima, sendo que
a 50C, o tempo de meia vida foi 260 minutos. Entre 55 e 60C a enzima foi
inativada mais rapidamente, com tempos de meia vida de 12,5 minutos e 27
segundos, respectivamente. Isso demonstra que a temperatura afeta a velocidade
de reagdo da atividade da enzima, geralmente alterando a concentragdo do
complexo Enzima-Substrato (diminuindo a afinidade da enzima pelo PNFF), pois
diminui acentuadamente a especificidade pelo substrato (THAM et al., 2010). De
acordo com Tsou (1986, 1993), essa alteracdo conformacional pode ser explicada
através dos sitios ativos da enzima, que podem conter interacbes moleculares
fracas, situados em regibes mais flexiveis na molécula, sendo assim, mais

sensiveis as temperaturas utilizadas.
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5. CONCLUSAO

A fosfatase acida de membrana € uma enzima induzida e sua expressao foi
regulada pela concentracdo de fésforo presente no meio.

O pH o6timo de atuacdo da enzima foi 3,5, sendo capaz de hidrolisar
diferentes substratos, como o PNFF, pirofosfato e ATP, apresentando
comportamento “michaeliano” para a hidrolise do PNFF e interagcfes sitio-sitio
para a hidrélise do ATP e do pirofosfato.

A enzima foi inibida pelo cobre (inibicdo ndo-competitiva), fosfato (inibicao
competitiva), arsenato (inibicdo competitiva) e vanadato (inibicio competitiva),
sendo que os demais compostos testados apresentaram pouca influéncia na
atividade da enzima.

Os valores obtidos pela inativagdo térmica demonstraram que a enzima
manteve-se estavel a 45T e a atividade enzimatica diminuiu com o aumento da
temperatura. A fosfatase &cida foi inativada mais rapidamente a 55C e a 60C

quando comparado com temperaturas menores.
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