UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

Inducio da Expressao e Caracterizacio de uma possivel fosfatase acida
ligada a membrana produzida por Burkholderia sp.

Tiago Henrique Rombola
Biomédico

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL
2008



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

Expressao e Caracterizacao da fosfatase acida ligada a
membrana produzida por Burkholderia sp.

Dissertacdo apresentada a faculdade de
ciéncias agrdrias e veterindrias FCAV]J-
UNESP para obtencdo do Grau de
Mestre em Microbiologia Agropecudria.

Tiago Henrique Rombola

Orientador: Prof. Dr. Joao Martins Pizauro Junior

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL
2008



Rombola, Tiago Henrique
R762i Inducéo da Expressao e Caracterizagdo de uma possivel
fosfatase acida ligada a membrana produzida por Burkholderia sp. /
Tiago Henrique Rombola. — Jaboticabal, 2008
iv, 36 f. :il. ; 28 cm

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2008
Orientador: Prof. Dr. Jodo Martins Pizauro Junior
Banca examinadora: Pietro Ciancaglini, Maria Inés Tiraboschi Ferro
Bibliografia

1. Fosfatase 4cida. 2. Parametros Cinéticos. 3. Purificago. I.
Titulo. 1. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 631.461.7

Ficha catalogrifica elaborada pela Se¢do Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informagio —
Servico Técnico de Biblioteca e Documentagao - UNESP, Campus de Jaboticabal.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

TIAGO HENRIQUE ROMBOLA - nascido em Jaboticabal — SP aos 12 de Novembro de
1982, filho de Luiz Carlos Rombola e Maria Aparecida Lopes Rombola. Graduado em

Biomedicina pelo Centro Universitario de Araraquara —-UNIARA- em Araraquara no ano
de 2005.



1.1

2.1
2.2
23
24
2.5
2.6
2.7

2.8
29
2.10
2.11
2.12
2.13
2.14
2.15

AN N B~ W

SUMARIO

Pégina.
Introducao. 1
Objetivos 7
Materiais e Métodos. 8
Isolamento e identificacdo da bactéria Burkholderia sp. 8
Meio de Manutencdo do Microrganismo . 8
Meio de inducdo da produgio de Fosfatase Acida. 8
Obtengdo da possivel fosfatase dcida ligada a membrana. 8
Obtengao da fracdo de membrana . 8
Determinacdo de atividade fosfomonohidrolase da Fosfatase acida. . 9
Determinagdo da atividae de pirofosfatase da fosfatase 4cida ligada a 9
membrana.
Dosagem de Proteinas 9
Efeito do pH sobre a atividade da fosfatase dcida 9
Estabilidade da Amostra 10
Efeito da concentrag¢do do substrato sobre o pH na atividade da fosfatase acida 10
Efeito da Temperatura sobre a Fosfatase dcida ligada a membrana 10
Inativagdo térmica da fosfatase dcida ligada a membrana 10
Efeito de diferentes inibidores sobre a atividade da fosfatase 4cida Purificada 11
Determinagdo dos parametros cinéticos. 11
Resultados 12
Discussao 24
Conclusdes 27
Bibliografia 28



ABREVIACOES UTILIZADAS.

AMPOL 2- amino- 2- metil- 1- propanol
Km Constante de Michaelis

n Coeficiente de Hill

PNFF P-nitrofenilfosfato

Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano
\% Velocidade inicial
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Expressao e Caracterizagcdo da fosfatase acida ligada a membrana produzida

por Burkholderia sp.
ROMBOLA, T.H'., PEDRINHO, E.AN'., LEMOS, E.G.M'., PIZAURO, J.M'".
lDepto. Tecnologia, FCAVJ-UNESP, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n,
14884-900 - Jaboticabal-SP-Brasil. jpizauro @fcav.unesp.br; tiago_hr@yahoo.com.br .

Espécies de Burkholderia filogenéticamente distantes do complexo B. cepacia, sao
versdteis solubilizadores de minerais insoliveis, através da producdo de dcidos,
viabilizando nutrientes para as plantas. Descrevemos a purificacdo e caracterizagdo da
fosfatase dcida ligada a membrana, produzida pela bactéria do género Burkholderia, isolada
de solo agricola em Ponta grossa-PR-BRASIL, e identificada através da andlise do 16s
rDNA. A expressdo da enzima se mostrou estritamente dependente ao fosforo (expressao
0tima a 5 mM). A enzima ligada a membrana foi purificada por ultracentrifugacdo a
100.000g por 1 hora a 4°C e testada com atividade enzimdtica para p-nitrofenilfosfato
(PNFF) e Pirofosfato. O pH 6timo da enzima foi 6 e ndo foi afetado pela concentracdo de
PNFF. Em pH 6 a hidrolise do PNFF seguiu os seguintes parametros cinéticos com n=1.5,
Vm= 103.8 U.mg'l e Ko s=0,06 mM em uma faixa de 0,003 e 10 mM de PNFF. Estudos do
pH sobre os pardmetros cinéticos demonstraram 26 pontos de variacdo na faixade 3,5a6 e
em seguida diminui até pH 8 enquanto Ko s ndo mostrou variagdo nesta faixa. O AH para
hidrélise do PNFF foi de 5,74 kcal.mol™'. A atividade PNFFase foi inibida pelo arsenato e
Célcio, mas nao por levamisol, EDTA, zinco e cobalto. A hidrolise do pirofosfato na
presenca de 2 mM de MgCl, seguiu os parametros cinéticos de "Michaelis-Menten” com
Km= 0.142 mM e Vm= 237 U.mg".Os resultados sugerem que a producdo da fosfatase
dcida ligada 2 membrana pode ser um mecanismo de solubilizagdao de fosfato mineral por

essa bactéria.

Palavras chave: Fosfatase dcida; pirofosfatase ; p-nitrofenilfosfato.

Suporte financeiro: FAPESP, CNPq e CAPES.



INDUCTION OF EXPRESSION AND KINETIC CHARACTERIZATION
OF MEMBRANE-BOUND ACID PHOSPHATASE PRODUCED BY
BURKHOLDERIA.

ROMBOLA, T.H.", PEDRINHO, E.A.N.", LEMOS, E.GM." , PIZAURO, J. M.
1Depto.Tecnologia, FCAVIJ-UNESP, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n,
14884-900 - Jaboticabal-SP-Brasil. jpizauro @fcav.unesp.br, tiago_hr @ yahoo.com.br .

Burkholderia species phylogenetically greatly distant from the B. cepacia complex species
are versatile organisms that solubilize insoluble minerals through the production of acids,
increasing the availability of nutrients to plants. Here we describe the purification and
characterization a membrane-bound acid phosphatase produced by bulkholderia isolated
from an agricultural soil in Ponta grossa-PR-BRASIL and identified through analysis of the
16S rDNA gene. The expression of this enzyme was demonstrated to be strictly regulated
by phosphorus (optimal expression at 5 mM). The membrane bound enzyme was purified
by centrifugation at 100.000g for 1 h at 4°C and the enzyme was assayed for p-Nitrophenyl
phosphatase (PNPPase) and pyrophosphatase activities. The optimal pH (6.0) was not
affect by p-Nitrophenyl phosphate concentration. At pH 6.0 the hydrolysis of PNPP
following a cooperative kinetics with n= 1.5, Vm= 103.8 U.mg'1 and Ky s= 0.60 mM in the
range between 0.003 and 10 mM. Studies of pH effects on kinetics parameters revealed a
26-folds variation in the range of pH 3.5 to 6 following decreases until pH 8.0, wile Ko
and cooperativity did not varied considerably in this range. The AH for hydrolysis of PNPP
was 5,74 kcal.mol”. PNPPase activity was inhibited by arsenate, phosphate and calcium,
but not for levamisole, EDTA, zinc, magnesium and cobalt. The hydrolysis of
pyrophosphate in presence of 2 mM MgCl, follows "Michaelis-Menten” kinetics with Km=
0.142 mM and Vm= 237 U.mg". Our results suggesting that the production of membrane-
bound acid phosphatase might be one mechanism of mineral phosphate solubilization by

this genus of Bacterium.

Key-words: acid phosphatase, pyrophosphatase, p-nitrophenyl phosphate.



1- Introducao

Estudos da seqiiéncia do rRNA16S, valores de homologia do DNA-DNA da
composicdo dos dcidos graxos e lipidios celulares e caracteristicas fenotipicas mostraram
que o género Pseudomonas era constituido por organismos filogeneticamente muito
distintos e que eles poderiam ser dividido em 5 grupos (Yabuuchi et al., 1992). O grupo I
foi o Unico aceito como o verdadeiro género Pseudomonas e novos géneros foram criados.
Sete espécies do género Pseudomonas spp foram transferidas para o novo género
denominado Burkholderia, incluindo Burkholderia cepacia (Palleroni e Holmes 1981),
Burkholderia caryophylli (Burkholder, 1942), Burkholderia gladioli (Severini, 1913), e
Burkholderia solanacearum (Smith, 1911). as espécies do grupo III sdo atualmente
incluidas dentro dos géneros Acidovorax (Acidovorax delafieldii, Acidovorax facilis),
Comamonas (Comamonas testosteroni), Delftia (Delftia acidovorans) ou Pelomonas
(Pelomonas saccharophila); as espécies do grupo IV foram reclassificadas dentro do
género Brevundimonas (Brevundimonas diminuta, Brevundimonas vesicularis); € a Unica
espécies do grupo V € atualmente denominada Stenotrophomonas maltophilia
(YABUUCHTI et al., 1995; COENYE e VANDAMMIE, 2003).

Desde sua criacdo em 1992, a lista de espécies do género burkholderia mudou
varias vezes. Muitas espécies foram removidas (Yabuuchi et al., 1995) e outras foram
inseridas (Gillis et al., 1995; Viallard et al., 1998).

Filogeneticamente, o género Burkholderia pertence ao grupo - Proteobactérias e
inclui mais de 30 espécies que ocupam nichos ecoldgicos distintos desde o solo ao trato
respiratério do homem. O complexo da Burkholderia cepacia, constituido de 9 genovares,
encontra-se amplamente distribuido na natureza e tem sido encontrado no solo, na dgua
(incluindo dgua do mar), rizosfera de plantas, nos seres humanos e em diversas espécies
animais e no ambiente hospitalar. (COENYE e VANDAMME, 2003).

Tradicionalmente, as espécies de Burkholderia sdo conhecidas como patdgenos de
plantas e bactérias do solo, infelizmente, algumas espécies estdo envolvidas em infec¢des
humanas, e por questdes relativas a seguranca, estas infec¢des humanas sd3o o que

dificultam as aplicagcdes biotecnoldgicas, a maioria das espécies Burkholderia. Atualmente



sdo conhecidas como bactérias do solo, que apresentam diferentes tipos de interacdes nado-
patogénicas com plantas. (COENYE e VANDAMME, 2003).

Interagdes entre Burkholderias e seres humanos ou aos animais sdo atribuidas as
cepas, B. mallei e B. pseudomallei. Que causam mormo em cavalos, mulas e burros, e foi
utilizada como uma das primeiras armas bioldgicas do século 20, sendo usado pela
Alemanha durante a Primeira Guerra Mundial (WHEELIS, 1998; COENYE e
VANDAMME, 2003). Mormo nos seres humanos € adquirido a partir de animais
infectados ou pelo contacto com os organismos que causam mormo através da ingestdo ou
inalacdo (PALLERONI, 1984; COENYE e VANDAMME, 2003). Burkholderia
pseudomallei € o agente etiologico da mieloidose em seres humanos e animais, e €
endémica a Asia do Sudeste, Norte da Austrilia e de regides temperadas que a fronteira do
equador (DANCE, 2000; COENYE e VANDAMME, 2003). Entretanto, as maiorias das
burkholderias ndo sdo patogénicas e podem promover o crescimento em plantas pela
fixacdo bioldgica do nitrogénio e produgdo de fitodormonios. Alem disso, varias espécies
tem sido utilizadas em biorremediagdo, controle bioldgico e na industria para a producao de
biopolimeros.

Viarias espécies de Burkholderia desenvolveram interagdes benéficas com as
plantas, sendo capazes de colonizar raizes, caule e folhas. Nesse sentido tais bactérias t€ém
sido exploradas no biocontrole, bioremediacdo e na promocao de crescimento de planta. A
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico € atribuida a diversas Burkholderias, incluindo
espécies, como Burkholderia vietnamiensis e Burkholderia kururiensis. O nome
B.kururiensis foi proposto a uma unica cepa isolada de um agqiiifero poluido com
tricloroetileno (ZHANG et al., 2000; GILLIS et al., 1995; MAGALHAES CRUZ et al.,
2001; ESTRADA-DE LOS SANTOS et al.,, 2001; COENYE e VANDAMME, 2003),
algumas espécies denominadas como Burkholderia tropicalis € Burkholderia brasilensis, e
outras que ainda nao foram classificadas como representantes de cepas de novas espécies
(ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2001; COENYE e VANDAMME, 2003).

Cepas do complexo Burkholderia cepacia tem sido utilizadas no controle de
doencas de raiz e mudas “in vitro”. Além disso, testes de campo demonstraram que essas
estirpes podem colonizar a rizosfera de diversas culturas, incluindo milho, arroz, ervilha,

girassol e rabanete, e assim, aumentam significativamente o rendimento agricola (Parke et



al., 1991; MCLOUGHLIN et al., 1992; BOWERS e PARKE, 1993; HEBBAR et al., 1998;
TRAN VAN et al., 2000; COENYE e VANDAMME, 2003).

A versatilidade metabodlica do complexo B. cepacia e estirpes que pertencem a
outras espécies de Burkholderia vém sendo utilizadas para fins de biorremediacao.
Constituintes de O6leos brutos [incluindo compostos hidrocarbonetos aromaéticos
policiclicos], herbicidas (incluindo 4cido 2,4-diclorofenoxiacético e dcido 2.4,5-
triclorofenoxiacético, o principal componente do Agente Laranja) e derivados de éter
utilizados como aditivos na gasolina podem ser degradados por cepas de Burkholderia
isoladas (KIL BANE et al., 1982; FOLSOM et al., 1990; KRUMME et al., 1993; BHAT et
al., 1994; COENYE e VANDAMME, 2003).

Embora filogeneticamente bem definido, o género Burkholderia é um género
funcionalmente diverso. O conteudo molecular e fisiologico desta diversidade e sua
adaptabilidade s@ao em grande parte desconhecidos (COENYE e VANDAMME, 2003).
Além disso, pouco se sabe sobre os fatores que determinam a viruléncia, sugerindo que
uma identificacdo correta pode representar a primeira fase para a avaliacdo de risco e
controle da infeccdo. A maioria dos genomas de espécies de Burkholderia (incluindo o
complexo de espécies B. cepacia, B. glumae, B. glathei, B. gladioli e sp. LB400) consistem
de dois a quatro replicas circulares (CHENG E LESSIE, 1994; RODLEY et al., 1995;
LESSIE et al., 1996; WIGLEY e BURTON, 2000; PARKE e GURIAN-SHERMAN, 2001;
COENYE e VANDAMME, 2003).

Além disso, vérias espécies Burkholderia abrigam uma ampla gama de insercoes
genéticas, que podem estar envolvidos em rearranjos genOmicos e na regulacdo da
expressao genética (LESSIE et al., 1996; TYLER et al., 1996; COENYE e VANDAMME,
2003).

Varias cepas de Burkholderia possuem potenciais de aplicagdes em biorremediacao
sdo extremamente bem estudadas, mas biotecnolégicamente e taxonomicamente ainda nao
estdo perfeitamente caracterizadas (COENYE e VANDAMME 2003).

As espécies Burkholderia colonizam diversos nichos ecoldgicos, desde plantas,
solos contaminados e seres humanos. Apresentam interagdes patogénicas e simbidticas com
plantas, entretanto em algumas circunstancias atuam como agentes patogénicos

oportunistas em seres humanos. Apesar de ndo ser considerados importantes agentes



patogénicos para a populacdo humana algumas sdo consideradas graves ameacgas para
pacientes com fibrose cistica, estas incluem todas as espécies do complexo Burkholderia
cepacia, Burkholderia gladioli e Burkholderia fungorum. (COENYE e VANDAMME,
2003). Atualmente novas espécies de Burkholderia fixadoras de nitrogénio e
filogeneticamente distante das espécies do complexo Burkholderia cepacia, tem sido
descobertas e consideradas candidatas promissoras para aplicacdes biotecnoldgicas, embora
sua distribuicdo ambiental e possivel aplicagdes agro-biotecnolégico sdo poucos
conhecido. (COENYE e VANDAMME, 2003).

B. cepacia foi a primeira espécie descrita como causadora de podriddo em casca de
cebola. Algumas estirpes de Burkholderia sp t€m sido estudadas como microorganismos
solubilizadores de fosfato, Burkholderia cepacia CC-A174 foi capaz de solubilizar fosfato
tricdlcico, devido a sua producdo de 4cidos organicos. Ha relatos que cepas de
Burkholderia cepacia estdo envolvidas na remocao de fosfatos e acimulo de poli fosfatos,
sob condic¢oes de baixo pH, (MULLAN et al, 2002).

O Fostforo participa em muitas reagdes que mantém as plantas e os animais vivos,
ele é parte de compostos essenciais na fotossintese dos vegetais, para transformacgdes
energéticas e para a atividade de alguns hormonios tanto nos animais como nas plantas
(DINKELAKER e MARSCHNER. 1992).

Naturalmente encontrado no solo, mas comparado com a maioria dos outros
nutrientes, o fosforo é de longe o menos disponivel para os vegetais (KLUG. e TIEDJE,
1994). O fosfato € encontrado em duas diferentes formas, inorgénica e organica, seus niveis
diminuem pelo fato dele ser absorvido pelas particulas ou lavado por chuvas em excesso.
As aguas nos solos usualmente contém cerca de 0,05 mg/L de fésforo em solugdo, isto €
equivalente a 15g dele em um hectare, concentrag@o essa muito baixa se comparada com as
necessidades das plantas (DAHAL, 1977).

O processo tradicional de se usar fertilizantes fosforados é considerado indesejavel
ultimamente, devido liberacdo de alguns contaminantes relacionados a esses produtos que
apresentam um grande potencial de se contaminar as dguas e o ar, sendo assim grandes

poluidores do meio ambiente (VASSILEV e VASSILEVA 2003).



Através de reacdes de solubilizacdo do fésforo inorganico e mineralizagdo do
fosforo organico, os microrganismos formam fosfato soldvel para o desenvolvimento das
plantas (BERTOM et al, 1997).

Bactérias t€m vérias enzimas capazes de desfosforilar compostos organicos, que
desempenham papéis essenciais ou acessorios na fisiologia celular (Uerkvitz , 1988).

Estima-se que a populacido de microrganismos solubilizadores de fosfatos existente
nos solos estd entre 10* e 10" g de solo (SILVA FILHO, 1998). Os microrganismos
responsdveis por essa solubilizacio do fésforo sdo aqueles que produzem enzimas
genericamente conhecidas pelo nome de fosfatases (FEDER, 1973), ou a fazem através da
producdo de dcidos secretados no meio (MULLAN et al, 2002).

Quase todos os processos bioquimicos no meio ambiente envolvem
microrganismos, que t€ém um papel tnico no funcionamento do ecossistema e manuten¢ao
da sustentabilidade na biosfera. Os microrganismos sdo muito conhecidos por sua
habilidade de realizar reag¢des bioquimicas, e por disponibilizar elementos nutricionais para
as plantas e animais (PAUL e CLARK 1989).

Fosfatases 4cidas ndo especificas Bacterianas, sdo enzimas secretadas, produzidas
como proteinas periplasmadticas soliveis ou como lipo-proteinas ligadas a membrana, que
geralmente sdo capazes de desfosforilar uma ampla variedade de substratos estruturalmente
independentes e exibem atividade catalitica 6tima em valores de pH &4cidos e neutros.
(ROSSOLINI et al.,, 1998). Sao proteinas monoméricas ou oligoméricas contendo
polipeptideos componentes com um tamanho de 25-30 kDa, baseado na seqiiéncia de
aminodacidos relatados. (ROSSOLINI et al., 1998).

As fosfatases bacterianas sdo enzimas secretadas, produzidas como proteinas
periplasmaéticas soltveis ou proteinas ligadas & membrana, que geralmente sdao capazes de
desfosforilar uma estrutura de um substrato e exibir uma atividade catalitica (ROSSOLINI
et al, 1994). Muitas das enzimas fosfatases microbianas sdo secretadas para fora da
membrana plasmadtica, onde sdo liberadas em forma soluvel, outras sdo mantidas ligadas a
membrana (BEACHAM, 1979; WANNER, 1996) e outras ainda encontradas no citoplasma
e estdo envolvidas em reacdes de desfosforilacdo que ocorrem durante sinais de transducao

e vias metabdlicas dos microrganismos (STOCK et al 1995).



A classificagdo das fosfatases, incluindo as bacterianas € baseada em critérios
bioquimicos e biofisicos da enzima, como pH 6timo (4cido, alcalino ou neutro), substrato
(especifico ou ndo especifico) e no tamanho molecular. Seguindo critério de pH 6timo as
fosfatases sao divididas em dois grandes grupos, o das fosfatases alcalinas, com pH 6timo
na faixa de 8 a 10,5 e o das fosfatases acidas com pH 6timo de 2,5 a 6 (DVORAK et al,
1988). Como, exemplo de fosfatases dcidas temos a fosfatase dcida da Escherichia coli com
pH 6timo em 2,5 (TOUATI e DANCHIN 1987), a de Mycobacterium tuberculosis pH 6,5
(SALEH e BELISLE 2000), a de Streptococcus equisimilis com pH 5 (MALKE, 1998) e a
da Escherichia blattae com pH 6,0 (ISIKAWA, et al, 2000). E de acordo com peso
molecular as fosfatases podem apresentar diferengas, possuindo alto ou baixo peso
molecular (BAIROCH et al, 1995). Alguns estudos demonstram que diferentes bactérias
apresentam a producgdo de fosfatases dcidas contendo um baixo peso molecular (25 a 30
Kda), mesmo essas pertencendo a géneros diferentes (THALLER et al, 1995), como a
fosfatase acida da E. coli com 25 Kda (DVORAK et al, 1988), a de Salmonella entéric e S.
typhimurium, ambas com 25 Kda (KIER et al, 1977; UERKVITZ, 1988) e a dePrevotella
intermédia com 28 Kda (CHEN, et al, 1999).

Portanto, muitos pesquisadores tém procurado uma maneira de se utilizar esses
microrganismos na producio de biofertilzantes, para suprir o esta necessidade de fésforo
por meio destes microrganismos solubilizadores, sendo esta uma possivel saida para cessar
o uso de fertilizantes poluentes (BANIK, 1983; BERTHELIN ET AL, 1991), por isso,
durante anos, microrganismos despertam os interesses de microbiologistas e ec6logos, por
apresentarem uma opc¢do diferente para a solubilizacdo do fésforo (GOLDSTEIN et al,
1993).

O interesse em fosfohidrolases bacterianas ndo estd apenas relacionado as suas
multiplas fun¢des na biologia das células de procaridticos e para a suas participacdes
ocasionais na patogenicidade microbiana, mas também para a possibilidade de explorar
estas enzimas como instrumentos de investigagdo em enzimologia (KIM e WYCKOFF,
1991; OSTANIN et al , 1992; ROSSOLINI et al., 1998), na regulagdo dos genes expressao
(Makino et al, 1994; Touati et al, 1987; ROSSOLINI et al., 1998); paradigmas para a
evolucdo molecular (COCKS e WILSON, 1972; DASSA et al 1990; ROSSOLINI et al.,

1998) ; marcadores para a taxonomia bacteriana e de identificacdo (SHIBATA et al 1986,



THALLER et al 1992, ROSSOLINI et al., 1998) ; marcadores em imunologia e biologia
molecular(AVRAMEAS 1969; ROSSOLINI et al., 1998); ferramentas para a
biorremedia¢do em microbiologia ambiental (MACASKIE, 1990; MACASKIE et al, 1992;
ROSSOLINI et al., 1998).

Por isso, o estudo das fosfatases microbianas, continua a ser um campo ativo, com
relevancia para os diversos aspectos da fisiologia microbiana e biotecnologia (ROSSOLINI

et al., 1998).



1.1. Objetivos
Os objetivos do presente trabalho foram os de expressar e caracterizar
cinéticamente uma possivel fosfatase dcida ligada a membrana produzida pela

bactéria do género Burkholderia



2. Materiais e Métodos:
2.1. Isolamento e identificacio da bactéria Burkholderia sp.

O microrganismo utilizado no presente trabalho foi isolado da raiz de uma plantula
de Zea mays da regido de Ponta Grossa-PR, e identificado através do sequénciamento do
gene 16s rDNA, como sendo do género Burkholderia (SILVEIRA et al., 2006; PEREIRA
et al., 2006).

2.2. Meio de Manutenciao do Microrganismo.

O microrganismo foi mantido em placas de petri com meio de cultura sélido
contendo glicose (2 g/L), peptona (1,5 g/L), extrato de levedura (2 g/L), KH,PO4 (0,5 g/L),
MgSO4 .7H,0 (0,5 g/L), 4cido glutamico (1,5 g/L), agar (9g/L), pH em 6.8, em estufa
B.0.D a30°C.

2.3. Meio de induciio da produciio de Fosfatase Acida.

Para a inducdo da fosfatase, o microrganismo foi cultivado em meio liquido
constituido de glicose (20 g/L), MgCl, . 6 H,O (1 g/L), MgSO, .7TH,0 ( 0,25 g/ L), KCI1 (
0,2 g/L)), (NH4)>SO4 (1,0 g/L), em pH 6,8., contendo diferentes concentracdes de fosforo
soldvel (0 a 5SmM).

2.4. Obtencao da possivel fosfatase acida ligada a membrana.

Ap6s 3 dias de incubacdo a 30° C em agitacdo (140 rpm), as bactérias forma
recuperadas através de centrifugacdo a 10.000 x g, a 4°C, por 10 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo as células bacterianas foi
resuspendido, em uma propor¢do de uma parte de precipitado para oito de tampao acetato
0.059M pH 6,0, submetido a ultra sonica¢do, no aparelho Branson sonifier 250, a 50

micropulsos por minuto com ciclos de 30 segundos para rompimento das células.

2.5. Obtencao da fracio de membrana:
Apds o rompimento a amostra foi centrifugada a 10.000 x g, 4°C, durante 10
minutos, o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi centrifugado a 100000 x g, 4°C,

por 1 hora. Findo tal periodo o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi resuspendido



em tampao acetato 0.059 M, pH 6,0 com o auxilio de um homogeneizador tipo Potter,
dividido em aliquotas de 1 mL, congelado em nitrogénio liquido e armazenados a —70 °C,
para posterior estudos de estabilidade térmica e caracterizacao cinética.

2.6. Determinacao de atividade fosfomonohidrolase da possivel Fosfatase acida.

A atividade paranitrofenilfosfatdsica da fosfatase d4cida foi determinada
descontinuamente, a 37°C, em meio de reagcdo contendo tampao acetato 0,059M, em pH 6,0
e PNFF 10 mM , MgCl, 100 mM e 4gua, em um volume final de 1mL. A reacdo foi
iniciada pela adi¢do da fracio de membrana (0,08mg/mL) e interrompida pela adicdo de
ImL de NaOH 1M em tempos previamente estabelecidos. O p-nitrofenolato (€ = 17.600 M
1

cm™, pH 13) liberado foi quantificado pela leitura da absorbincia em 410 nm em um

espectrofotdometro Hitachi U-2000.

2.7. Determinacao da atividade de pirofosfatase da possivel fosfatase acida ligada a
membrana.

A atividade de pirofosfatase (Ppiase) da fosfatase dcida ligada a membrana foi
determinada descontinuamente a 37°C, através da dosagem do fosfato liberado segundo o
método de Heinonen and Lahti (1981). A reacdo foi iniciada pela adicdo da fracdo de
membrana (0,08mg/mL) no meio de reacdo contendo tampao acetato 0,059 M, em pH 6 e
MgCl, 100mM em um volume final de 1 mL. Em tempos pré-estabelecidos a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 0.5 mL de solucdo gelada de acido tricloroacético (TCA) 50%
(p/v). Em cada experimento foram incluidos controles, sem a enzima, para se estimar a
hidrélise espontanea do substrato.

Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida arbitrariamente como sendo 1

nmol de fosfato liberado por minuto, nas condi¢des padrdes do teste.

2.8. Dosagem de Proteinas:

As determinagdes de concentracdo de proteina foram realizadas pelo método de
Lowry, modificado por Hartree (1972). As determinagdes foram feitas, sempre em
duplicata, utilizando-se soro albumina bovina fracdo IV como padrdo. A concentragdo de

proteina foi estimada a partir da regressao linear dos valores da curva padrao.



2.9. Efeito do pH sobre a atividade da possivel fosfatase acida ligada a membrana.

O estudo do efeito do pH 6timo aparente sobre a atividade da fosfatase acida da
bactéria Burkholderia, foi realizado utilizando-se tampao acetato 0,059M (pH 3,5 a 6,5),
Tris 0,059M (pH7,0), AMPOL 0,059 M (pH 9 e 10), e em concentracdo de PNFF 100 mM.

A reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio de reacdo e a atividade
paranitrofenilfosfatsica foi determinada conforme descrito em 2.6.

2.10. Estabilidade da Amostra:

As amostras de fracdo de membrana foram submetidas a estocagem a 4°C e a —20°C, por

um periodo de 30 dias.

2.11. Efeito da concentracido do substrato sobre o pH na atividade da possivel
fosfatase acida ligada a membrana:

O efeito da concentracio do PNFF sobre a atividade da fosfatase dcida foi
estudado utilizando-se tampdo acetato 0,059M (pH 3,5 a 6,5), Tris 0,059M (pH7,0),
AMPOL 0,059 M (pH 9 e 10). A reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio de
reacdo contendo tampado adequado 0.059M e concentra¢cdes de PNFF compreendidas entre
0,001 a 10 mM sendo interrompida pela adicio de 1mL de NaOH 1M em tempos
previamente estabelecidos. A atividade de fosfomonohidrolase da enzima foi determinada
através da formacdo do fon p-nitrofenolato (¢ = 17.600 M cm™, 410nm, pH 13).

Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de fosfatase acida que

hidrolisa 1 nM de PNF por minuto, a 37°C.

2.12. Efeito da Temperatura sobre a atividade da possivel Fosfatase acida ligada a
membrana.

O estudo foi realizado em tampao acetato 0,059 mM em pH 6,0 contendo MgCl ,
2mM e concentracdes de PNFF compreendidas entre 0,001 a 10 mM, para temperaturas
entre 25 a 70° C, e calculado o AH de ativacdo através da equagdo de Arrhenius.

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 40 ul (0,08 mg/ mL ) da enzima em meio

reacional e a atividade foi determinada conforme descrito em 2.6.



2.13. Inativacao térmica da possivel fosfatase acida ligada a membrana.

O estudo de inativagdo térmica da fosfatase dcida ligada a membrana foi realizado
em tampao acetato 0.059 mM, pH 6, contendo MgCl, 100 mM e PNFF 100 mM. A enzima
(2 mg/ml), em tampao acetato 0.059 mM, pH 6, foi incubada em temperaturas
compreendidas entre 50 e 70°C e em tempos previamente estabelecidos, foram retiradas
aliquotas de 40 ul (0,08 mg/mL) que foram mantidas em banho de gelo durante um

minuto. Finalemte, a atividade para PNFFase foi determinada conforme descrito em 2.6.

2.14. Efeito de diferentes inibidores sobre a atividade da possivel fosfatase acida
Purificada.

A acdo de diferentes inibidores sobre a atividade da fosfatase dcida foi estudada
utilizando-se concentracdes de inibidores compreendidas entre 1 e 10 mM. As soluc¢des dos
inibidores foram preparadas em tampao acetato 0,059 M em pH 6. A atividade residual foi
determinada apds a incubacio da enzima a 37° C com os inibidores nas concentracdes
descritas por 1 hora, e realizadas conforme descrito em 2.6..

2.15. Determinacio dos parametros cinéticos.

A determinac¢do dos parametros cinéticos foi realizada através do programa Sigrafw
(Windows version 2.0) de autoria de LEONE, F.A., BARANAUSKAS, J.A., FURRIEL,
R.P.M. e BORIN, L. A.,departamento de quimica da, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e

Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.



3. Resultados

O estudo do efeito da concentracdo d e fésforo na produgdo da possivel enzima por
burkholderia € mostrado na (Figura 1). Conforme pode ser observado a concentracdo ideal
de fosforo para a producdo da enzima foi de 5 mM, sugerindo que a producdo é

dependente da concentracdo de fésforo no meio de cultivo.
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Figura 1: Producdo da enzima em diferentes concentra¢des de fosfato (0 a 5 mM),
atividade determinada em tampdo acetato 0,059 M a 37°C em pH 6 e iniciada pela adigdo

da fragdo de membrana (0,03mg de proteina).

A obtencdo da fragdo de membrana da bactéria foi feita através de centrifugacdes.
As células do meio de cultivo foram obtidas intactas por centrifugagdo a 10.000xg, por 10
minutos, a 4°C. A seguir o precipitado obtido foi resuspendido em tampao acetato 0,059
mM, e as células foram rompidas pelo processo de ultrasonicagdo, centrifugadas a 10.000 g
para retirar aquelas que ndo foram rompidas e o sobrenadante foi centrifugacdo a 100 000g
a 4°C por 1 hora. Finalmente a membrana presente no precipitado foi ressuspendida em
tampao acetato e utilizada em todos os experimentos do presente trabalho. Na Tabela |
sdo mostrados os valores de proteina total, atividade PNFFase da fosfatase acida,
fator de recuperacdo e de purificacdo obtidos durante o procedimento de

obtencado da enzima ligada &8 membrana.
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O estudo da estabilidade térmica da atividade PNFFésica da enzima ligada a
membrana foi estudada armazenando-se as diferentes formas da em diferentes temperaturas

(4 e -20 ° C)(Figura 2), por um periodo de 30 dias (Figura 2.)
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Figura 2: Estabilidade da possivel fosfatase dcida: A fracdo de membrana purificada a 4
°C, A fracdo de membrana purificada a -20°C, o fra¢do bruta de membrana a 4°C, m fracio
bruta de membrana a -20°C, atividade determinada em tampao acetato 0,059 M a 37°C em

pH 6 e iniciada com a adicdo da fracdo de membrana (0,08mg/ml).

Como pode se observar a enzima ligada a membrana manteve-se estdvel por um
periodo maior do que a amostra bruta recém obtida, apresentando mais de 90% de
manutencdo para sua atividade enzimdtica por todo o periodo de 30 dias de
armazenamento, enquanto a amostra bruta mostrou-se inalterdvel perdendo sua atividade
rapidamente nos primeiros dois dias e a partir dai o perda da atividade mais lenta, chegando
a pouco mais de 40% de sua atividade inicial, sugerindo um comportamento bifdsico de

enzima de membrana.



O estudo para o pH de atuacdo da enzima ligada a membrana foi realizado em

diferentes pHs (Figura 3), variando-se também as diferentes espécies de tampao.
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Figura 3: Efeito do pH sobre a atividade da possivel fosfatase acida ligada a membrana. A
rea;ao foi iniciada com a adicdo fracdo da enzima (0,08mg/ml) ao meio de reagdo e

interrompida com NaOH.

Observa-se que a atividade enzimdtica data putativa fosfatase 4cida ligada a
membrana possui um 6timo de atuacdo em pH 6. Os resultados obtidos no estudo do efeito
da concentracdo de substrato (PNFF) sobre a atividade da possivel fosfatase dcida ligada a
membrana (Figura 4) confirmou este pH 6timo de atuacdo e mostrou que a enzima
apresenta comportamento “Michaeliano” para a hidrolise desse substrato em todos os pHs
estudados. No que tange ao estudo da temperatura os resultados obtidos mostram que
apenas a velocidade madxima de atua;ao [e influenciada pela temperatura, enquanto os

valores de k e n permanecem inalterados, enquanto o ph influenciou tanto o K como o Vm.
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Figura 4: Efeito da Temperatura e pH sobre a concentracdo de substrato e pardmetros
cinéticos da putativa fosfatase acida purificada: A variacdo da velocidade de reagdo, O
variagdo do K e o variacdo do N. Atividade determinada em tampao acetato 0,059 M

iniciada com a adic¢do de 0,08mg de fragdo de membrana, e interrompida com NaOH.

O estudo da concentracdo do PNFF Figuras 5 e do Pirofosfato Figuras , sobre a
atividade da enzima ligada a membrana em seu pH 6timo de atuacdo revelou que a
hidrdlise destes ésteres de fosfato ocorre através de uma Unica classe de sitios de
fixagdo do substrato A andlise dos parametros cinéticos obtidos mostra
comportamento “Michaeliano” para a hidrolise de ambos os substrato. Esse estudo
revelou ainda, que p pirofosfato foi o substrato que apresentou a maior velocidade

maxima e o menor valor de Km Tabela II.



Figura 5: Efeito da concentracio de PNFF sobre a putativa fosfatase dcida ligada a
membrana em pH 6 a 37°C, atividade determinada em tampao acetato 0,059 mM iniciada

com a adi¢do da fracdo de membrana (0,08mg/ml), e interrompida com NaOH.



Figura 6: Efeito da concentragdo de Pirofosfato sobre a putativa fosfatase dcida ligada a

membrana em pH 6 a 37°C, atividade determinada em tampao acetato 0,059 mM iniciada

com a adi¢do da fracdo de membrana (0,08mg/ml), e interrompida com NaOH.

Tabela II: Dados cinéticos da enzima frente aos substratos: PNFF e Pirofosfato.

Substrato pH V(U.mg'l) ny Ko s5(mM)
PNFF 3,5 39,7 1,3 0,2
PNFF 4,0 44,0 1,3 0,2
PNFF 4,5 56,8 1,3 0,3

PNFF 5,0 79,5 1,3 0,5

PNFF 5,5 103,8 1,3 0,6
PNFF 6,0 113,5 1,3 0,65
PNFF 6,5 95,1 1,3 0,55
PIROFOSFATO 6,0 237 1,3 0,14




A representacdo de Arrhenius determinada no estudo do efeito da temperatura sobre
a hidrdlise do PNFF pela fosfatase dcida ligada a membrana revelou um AH de 5,74

keal.mol™! (Figura 6).

Figura 6: Representagdo de Arrhenius para a hidrélise do PNFF pela putativa fosfatase

dcida ligada a membrana.



O estudo da inativacdo térmica da possivel fosfatase dcida ligada a membrana €
demonstrado na Figura 7. As constantes de inativagc@o térmica da putativa fosfatase dcida

ligada a membrana e os correspondestes tempos de meia vida sdo apresentados na tabela

II1.
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Figura 7: Inativacdo térmica da possivel fosfatase acida ligada a membrana: (@) 25°C; (0)
55°C; (m) 60°C; (o) 65°C; (A ) 70°C. A atividade residual foi obtida através da adicao da
fracdo de membrana e incubada na temperatura e passada ao banho de gelo em meio
reacional contendo tampao acetato 0,059 M em pH 6 e incubada novamente a 37°C por 10
minutos e interrompida com NaOH.
Observa —se a enzima e estdvel 55°C enzima e que a partir desta temperatura a

enzima e instdvel e aumenta com o aumento da temperatura ate 70°C, temperatura ocorre



uma grande diminui¢do significativa da atividade, diminui;ao do tempo de meia vida e
aumento na constante inativacao.

Tabela III: Constantes de inativacdo térmica da fosfatase acida ligada a membrana e

respectivos tempos de meia vida.

Temperatura (°C) K.10™ (min) To.5 (min)
55 5 1380
60 115,5 60
65 173,2 40
70 13860 5

O estudo do efeito de diferentes inibidores sobre a atividade da possivel fosfatase

dcida ligado a membrana e mostrado na Tabela IV.

Tabela IV: Efeito de diferentes reagentes sobre a atividade da possivel fosfatase édcida
ligada a membrana. Os valores sdo dados em porcentagem da atividade da enzima, onde
nenhum inibidor foi adicionado, esses valores foram obtidos pela adi¢do da enzima apods 1

hora de incubacdo em meio reacional contendo o respectivo inibidor.

Inibidores Atividade Residual (%)
1 mM 10 mM
Nenhum 100 % 100 %
Fosfato soldvel 88% 38 %
EDTA 91 % 86 %
Arsenato 14% 3%
Cloreto de célcio 82% 69%
Cloreto de Zinco 87% 90%
Cloreto de Cobalto 90% 90%
Levamisol 88% 93%
Acido tricloroacético 90% 90%
Tartarato do sédio 98% 71%

Os obtidos resultados mostram claramente que o arsenato € o inibidor mais

eficiente, mesmo em concentracdo final de 1 mM (Tabela IV), enquanto que o fosfato



apresentou uma leve inibi¢dao a 10 mM(Tabela IV). A enzima e resistente acao do tartarato
de sédio mesmo em concentragdo de 100 mM, onde apresentou uma atividade residual de
aproximadamente 40% .

O estudo do da concentragdo dos inibidores arsenato e fosfato sobre a ativ idade PNFasica
da enzima revelou que o arsenato, um andlogo estrutural do fosfato apresenta uma inibi¢ao
do tipo mista (figura 8) enquanto que o fosfato atua como um inibidor ndo competitiva

(figura 9).
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Figura 8: Inibicdo da atividade PNFFase da putativa fosfatase dcida ligada a membrana
pelo arsenato. As concentracdes utilizadas de arsenato foram: (A) controle sem inibidor, (0)
0,05 mM, (m) 0,1 mM, (o) 0,5 mM. Reacdo efetuada em tampao acetato pH 6 contendo
MgCl, 100mM e interrompida com NaOH.
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Figura 9: Inibicdo da atividade PNFFase da fosfatase 4cida ligada a membrana pelo
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fosfato. As concentracdes utilizadas de Fosfato foram: (A) controle sem inibidor, (o) 0,05
mM, (m) 0,1 mM, (o) 0,5 mM. Reacgdo efetuada em tampao acetato pH 6 contendo MgCl,
100mM e interrompida com NaOH.



4. Discussao:

Fosforo € um nutriente essencial requerido em alto nivel pelos seres vivos para o
seu crescimento e desenvolvimento (EHRLICH, 1990), participa da formacdo de
metabolicos fosforilados durante o processo anabdlico e catabolicos das fungdes de
crescimento e diferenciac@o celular, da composicdo do DNA, RNA, dos fosfolipidios, do
ATP, da regulacdo da atividade de vdrias enzimas e do controle génico (DINKELAKER e
MARSCHNER. 1992). Apesar de o fésforo ser um elemento quimico relativamente
abundante no solo, geralmente € encontrado na forma de fosfato tricdlcico (Caz(POs),),
praticamente insolivel e, portanto, ndo disponivel para as plantas (HAYMAN, 1975),
somente uma fra¢do muito pequena de fésforo soluvel de cerca de 1 ppm ou menos tem
sido encontrado no solo (FERNANDEZ e NOVO , 1988). O processo tradicional producio
de fertilizante € prejudicial ao meio ambiente devido a emissdo de poluentes aqiiiferos e
ambientais prejudiciais aos seres vivos (SONG et al, 2008). Ha mais de um século os
microbiologistas agricolas e os ec6logos microbianos vém investigando a habilidade de
alguns microrganismos em dissolver fosfato mineral indisponivel as plantas tais como
fosfato de tri-cdlcio e/ou a hidroxiapatita na forma de biofertilizante (KLOEPPER et al,
1988; KLOEPPER et al, 1989) visando encontrar um produto ideal sem acarretar
contaminacdo ambiental (SUSLOV, 1982). O principal mecanismo de solubilizacdo de
fésforo mineral presente no solo e através da produgdo de dcidos orgénicos, como citrico,
butirico, lactico, succinico, madlico, gluconico, acético, fumarico, 2-cetogluconicos
(GLICK, et al, 1998) ou pela quitacao (GLICK, et al, 1998; KLOEPPER, 1994). Essa
suposi¢cao € suportada pelo fato de que hd evidéncias experimentais que apdia o papel de
dcidos organicos na solubilizagdo do fosfato mineral (RODRIGUEZ E FRAGA 1999).
HALDER et al. mostraram que os dcidos organicos isolados de uma cultura de Rhizobium
leguminosarum solubilizaram uma quantidade de Pi equivalente aquela produzida pela
cultura inteira. Entretanto, alguns autores admitem que os fungos nio produzam acidos em
quantidade suficientes para solubilizacdo de fosforo. Estudos realizados por vdrios autores
mostraram que a liberacdo de H+ para o meio externo por um mecanismo de troca e
captacdo de cdtions através da atuacdo de uma H+ ATPase, poderia constituir em um

mecanismo alternativo para a solubilizacdo do fésforo. Estudos nesse sentido t€ém sido



realizados em nosso laboratério. Tem sido demonstrado que bactérias do género
Burkholderia estao envolvidas na solubilizacdo e remocdo do fosfato em condi¢des de
baixo pH, através da solubilizagdo por formacdo de acidos (MULLAN et al., 2002),
enquanto a fosfatase 4cida é a responsdvel pela mineralizacio de fésforo no solo
(RODRIGUEZ E FRAGA 1999). Entretanto alguns autores admitem que tais bactérias sao
indispensdveis para a liberacdo de fésforo para as plantas regulando seu crescimento e
desenvolvimento (RODRIGUEZ E FRAGA 1999).

A fim de satisfazer as suas necessidades de crescimento, 0S microrganismos
desenvolveram um sistema que os capacita obter fésforo quando as quantidades de fosfato
inorganico do meio estdo indisponiveis ou limitantes (LUGTENBERG, 1975). Tem sido
demonstrado ainda que em altas concentragdes de fosfato inorganico atue como um repressor
da producdo de fosfatases e que em condi¢des limitantes de fosforo esses microrganismos
responde a essa condicdo sintetizando fosfatases denominadas de Pi-repressivel. Nesse sentido,
parece razoavel admitir que a fosfatase produzida pela Burkholderia (figura 1) em condigdes
limitante de pi e um enzima repressivel e sua expressdo se mostrou diretamente dependente aa
concentragio de fosfato no meio ate 5 mM. E importante destacar que altas concentracdes
de bactérias solubilizadoras de fésforo tem sido encontradas na rizosfera de plantas quando
comparada com os valores encontrados no solo nao rizosférico (RODRIGUEZ E FRAGA
1999). A fracdo de membrana contendo a enzima foi obtida através ruptura da bactéria p6é
sonicagdo e por centrifugacdo diferencial. Os resultados da tabela 1 mostram que cerca de
99% da enzima se encontra associada & membrana e o baixo fator de recuperagdo obtido
sugere que a Unica forma de enzima presente no extrato bruto e a enzima de membrana,
uma vez que a centrifugacdo diferencial a 100000 x g € um processo simples mas utilizado
com sucesso por varios autores para se obter fracdes de membranas (KUNDING e
ROSEMAN, 1970; KATAKURA e KOBAYASHI, 1988 ).

A fosfatase dcida ligada a membrana se mostrou estdvel ao armazenamento por 30
dias a temperaturas de estocagem de 4 e -20°C (Figura 2), entretanto o mesmo nao
aconteceu quando o extrato bruto foi armazenado nas mesmas condic¢des, sugerindo que a
presenca de proteases nesse extrato poderia ser a principsl casudas da perda de atividade.

O pH 6timo atuacido 6 A fosfatase acida ligada a membrana apresenta (figura 3), é

similar aquele observados para enzimas que apresenta pH 6tima na na faixa de pH de 2,5 a



6 (DVORAK et al, 1967) e de fosfatase obtidas de Escherichia battle ISIKAWA et al,
2000), a fosfatase 4cida de Shigella flexneri (UCHIYA et al, 1996).

O estudo da concentracdo de PNFF sobre pH (Figura 4) revelou que a fosfatase
dcida ligada a membrana apresentou comportamento cinético Michaeliano (tabela 2 e figura
5) para a hidrélise de PNFF e para a hidrélise do pirofosfato (Tabela 2 e Figura 5),
comportamento esse semelhante a de outras fosfatase acidas de bactérias como: Morganella
morganii, Ky, 117 (mM) e Vyax 6.09 U/mg; Providencia stuartii, Ky, 156 (mM) € Vi, 6.21
u/mg; Klebsiella planticola, Ky, 231 (mM) € Vi 2.65 u/mg ( MIHARA et al, 2001) e
Escherichia battle, Ky, 200 (mM) € Vnax 2.78 u/mg (ISIKAWA et al, 2000).

A representagdo de Arrhenius para a hidrélise do PNFF pela fosfatase dcida ligada a
membrana apresento um AH de 5,74 kcal.mol” (figura 6), compardvel com aquele obtido
para a fosfatase acida de Yersinia sp de 6 kcal.mol” ( ZANG et al, 1992).

O ensaio de inativagdo térmica da enzima (Figura 7) revelou que a fosfatase 4cida
ligada a membrana mostrou estavel até 55°C com um ty 5 de 1380 minutos (tabela 3), mas a
partir os 60°C sua atividade comeca a cair atingindo um tempo de meia vida menor (tps=
60minutos). E importante destacar que as curvas de inativacio obtidas ndo apresentam
quebras, sugerindo que ndo se trata de uma enzima transmenbranar e que a mudanga de fase
de membrana ndo afeta seu comportamento. Além disso, parece razodvel admitir que sua
interacdo com a membrana pode ser através da ligacdo ao glicocalix, visto que a adi¢do de
tunicamycin ao meio de cultivo induz a sintese e a secre¢io de uma enzima soldvel,
modificacdo a sua forma de glicoproteina ligada a membrana via glicocalise para excretada
no meio na forma soldvel (KONDO et al 1996).

A o estudo do efeito de diferentes compostos sobre a atividade PNFFasica da
provavel fosfatase dcida ligada a membrana demonstrou que o arsenato (Tabela 4) foi o
mais o inibidor mais potente e apresentou uma inibi¢do do tipo mista (Figura 8), enquanto
que a inibicdo pelo fosfato foi menos eficiente (Tabela 4) e do tipo ndo competitiva
(Figura 9). Tendo em vista que o arsenato é um andlogo estrutural do fosfato ainda ndo

temos uma explicagdo para mudanga da inibicdo de mista para ndo competitiva.



5. Conclusoes

Foi padronizado uma método rdpido e eficiente para a producdo e purificacdo da
fosfatase acida ligada & membrana Pi-repressivel produzida por burkholderia, sendo 5
mmoles a melhor concentracio de fosfato no meio de cultivo.

A fosfatase 4cida ligada a membrana apresenta um pH 6timo de atua¢do em pH 6, é
estdvel ao quando armazenada a 4 e -20°C.

A enzima ligada apresenta comportamento cinético de “Michaeliano” para a hidrolise do
PNFF (V= 113,5) e do pirofosfato (V= 237).

A energia de ativacdo para a hidrdlise do PNFF peal fosfatase dcida ligada a
membrana obtida é de 5,74 keal.mol ™.

O estudo da estabilidade térmica revelou que a enzima € estdvel até 55 °C e partir
dai e inativada rapidamente.

A inibi¢do da atividade PNFFascia da enzima ligada a membrana pelo arsenato é
do tipo mista enquanto que a do fosfato € do tipo ndo competitiva.

A fosfatase dcida ligada a membrana produzida por esta bactéria pode representar
um mecanismo de solubilizacdo do fosfato mineral no solo o tornado disponivel para as
plantas favorecendo um melhor desenvolvimento das plantas, diferentemente de outras
bactérias do mesmo género, espécies diferentes, que fazem esta disponibilizagdo através da

producdo de acidos.
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