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DEL GROSSI, Jaqueline. Avaliacéo de bactérias oriundas de cultivo do amendoim para
solubilizacdo de fosfato. Trabalho de Graduacdo. Centro Estadual de Educacao Tecnologica
“Paula Souza”. Faculdade de Tecnologia de Jaboticabal. 38 p. 2024.

RESUMO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma oleaginosa economicamente importante no Brasil. Porém a
caréncia de fosforo soltvel no solo limita a producdo agricola. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
capacidade de duas cepas bacterianas de uma cultura do amendoim em solubilizar fosfato e estudar
pardmetros cinéticos da enzima fosfatase. A pesquisa, conduzida com cepas de Burkholderia e
Paraburkholderia, focou na enzima fosfatase acida. O estudo envolveu o cultivo das bactérias em
diferentes concentragdes de fosfato, sendo essas 0,1 mM; 0,5 mM e 1 M, avaliando posteriormente 0s
efeitos do pH, do tempo de reacéo e de ions (Zn e Mg) sobre a atividade enzimatica. Os resultados
mostraram que pH acido e menor concentracdo de fosfato favorecem o crescimento bacteriano e a
atividade enzimética, promovendo a disponibilidade de fosforo, além de a enzima ser
predominantemente de membrana. Assim, conclui-se que essas bactérias possuem consideravel
potencial para melhorar a fertilidade do solo, e ao utiliza-las agricultores podem aumentar o0s
rendimentos das colheitas, especialmente em solos deficientes em fosforo.

Palavras-chave: Arachis hypogaea L.; fosfatase; fosforo; solo.



DEL GROSSI, Jaqueline. Evaluation of bacteria from peanut cultivation for phosphate
solubilization. Trabalho de Graduagdo. Centro Estadual de Educagdo Tecnologica “Paula
Souza”. Faculdade de Tecnologia de Jaboticabal. 38 p. 2024.

ABSTRACT

Peanuts (Arachis hypogaea L.) are an economically significant oilseed crop in Brazil. However,
phosphorus deficiency in the soil poses a significant challenge to agricultural production. This
research was conducted with strains of Burkholderia and Paraburkholderia, focusing on the
enzyme known as acid phosphatase. The study involved growing the bacteria in various
concentrations of phosphate, after which the effects of pH, reaction time and ions (Zn and Mg)
on enzymatic activity were evaluated. The results indicated that acidic pH and lower phosphate
concentrations favor both bacterial growth and enzymatic activity, leading to enhanced
phosphorus availability. Thus, it is concluded that these bacteria have considerable potential to
improve soil fertility, and by using them farmers can increase crop yields, especially in
phosphorus-deficient soils.

Keywords: Arachis hypogaea L.; phosphatase; phosphate; soil.
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1 INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) ¢é originario da América do Sul (Andrade, 2021) e
é considerado uma das oleaginosas de maior importancia econémica mundial. O amendoinzeiro
é uma planta herbécea de ciclo anual amplamente adaptado as condigdes de clima de todas as
regides do Brasil, tendo inclusive, potencial para superar periodos de seca (Andrade, 2021). E
amplamente cultivado na América, além de ser cultivado na Asia e na Africa devido sua grande
capacidade de se adaptar a diferentes condi¢des climaticas, de solo, e hidricas (Andrade, 2021).
Sua produgéo no Brasil tem se expandindo, com produgdo de 597 mil toneladas na safra de
2020/2021 (Andrade, 2021) e com uma previséo estimada em 908,3 mil toneladas na safra de
2023/2024 (CONAB, 2024). Devido as adaptacdes citadas anteriormente, o Brasil mostra
valores de produtividade expressivas para essa cultura, estando entre os 10 primeiros
exportadores mundiais de amendoim em grdo, sendo Sdo Paulo o estado que concentra a
producdo do amendoim e seus produtos (Samapio e Fredo, 2019).

Embora essa cultura apresente grande adaptabilidade as condi¢Bes climaticas e
ambientais, sua produtividade pode sofrer oscilacbes devido a alguns aspectos, tais como o solo
e a quantidade de nutrientes presentes no mesmo. A exigéncia de fésforo do amendoim é
moderada e ele tem a capacidade de absorvé-lo eficientemente mesmo em solos com baixos
teores do nutriente (Andrade, 2021). Contudo, esse nutriente é exigido pela planta até o fim de
sua maturacao, visto que a maior parte dele (73%) é destinado para os graos (Léles, 2012;
Crusciol et al., 2019). A producéo agricola pode, portanto, ser limitada pela deficiéncia desse
elemento.

O fésforo € um elemento indispensavel para os seres vivos, pois ele participa de reacdes
metabolicas em plantas e animais, como fotossintese, respiracdo, transferéncia de
caracteristicas genéticas além da transferéncia e armazenagem de energia por meio de
moléculas de trifosfato de adenosina (ATP) (Braz, 2011). Segundo Reis (2021), este elemento
é parte da composicdo de macromoléculas essenciais para 0s vegetais, como proteinas,
coenzimas, acidos nucléicos e fosfolipidios, participando, também, da atividade de alguns
hormonios. O fésforo é o elemento, depois do nitrogénio, que mais limita a producéo agricola,
pois, apesar de estar presente no solo, tanto de forma orgénica quanto inorganica, é indisponivel
para as plantas, isso porque ele se encontra ligado a outros minerais que o tornam menos soluvel
(Braz, 2011). Esse elemento pode ser encontrado de duas formas: organica, presente em seres
Vivos, e inorganica, oriundo de rochas (Rombola, 2008). Entretanto, sua disponibilidade no solo
para 0s vegetais € baixa devido a sua forte ligacdo com outros minerais como calcio (Ca), ferro

(Fe) e aluminio (Al), formando compostos com baixa solubilidade que ndo séo assimilaveis
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pelas plantas, o que restringe seu crescimento (Braz, 2011). Algumas caracteristicas do solo
determinam a disponibilidade de fosforo no solo, dentre elas o pH se destaca, pois influencia
na disponibilidade de fésforo para os vegetais, pois esse fator determina grande parte da
ionizacdo do mesmo, dependendo dos elementos com os quais o fosforo estd associado (Braz,
2011). Solos com pH alcalino apresentam grande quantidade de fosfato de célcio, enquanto
solos &cidos sdo ricos em ferro e aluminio, que, unidos ao fosforo, formam compostos com
menor solubilidade se comparados ao fosfato de calcio (Braz, 2011). Os solos brasileiros
apresentam teores de fdésforos insuficientes para as exigéncias das plantas (Sandrini, 2011),
devido pH écido da maioria dos solos do Brasil.

Uma das alternativas para minimizar a deficiéncia de fésforo no solo é a utilizacdo de
bactérias capazes de solubiliza-lo em sua forma insoltvel e torna-lo disponivel para as plantas
(Braz, 2011). Segundo Rombola (2008), os microrganismos tém um papel importante no
funcionamento, no ecossistema e sustentabilidade da biosfera das raizes das plantas, pois sdo
responsaveis por realizar praticamente todos 0s processos bioquimicos no microambiente e por
disponibilizar nutrientes para plantas e até animais. Os microrganismos solubilizadores de
fosfato podem atuar na molécula de fosforo inorganico do solo ou mineralizando fdsforo
orgénico por meio de diferentes mecanismos. Quanto a mineraliza¢do do fésforo orgéanico, é
necessaria a atividade de organismos sapotroficos, que liberam ortofosfato radical da estrutura
do carbono, sendo necessaria a acao de enzimas fosfatases microbianas para hidrolisar o fosforo
organico em inorgéanico (Nascimento, 2022).

Fosfatases acidas bacterianas sdo enzimas produzidas por bactérias solubilizadoras de
fosfato que geralmente séo capazes de desfosforilar moléculas com fosforo (Rombola, 2008).
Essas enzimas sdo classificadas de acordo com seu pH 6timo de atuacdo, sendo divididas em
fosfatases acidas, neutras e alcalinas, elas podem ser encontradas na rizosfera das plantas, ou
seja, na regido proxima a raiz, e isso se deve ao grande acimulo de compostos organicos
associados a membrana de microrganismos ou livres no solo (Sandrini, 2011). A maioria dos
microrganismos presentes no solo possui atividade de algum tipo de fosfatase (Braz, 2011).
Essas enzimas tornam o fésforo insoltvel do solo em formas disponiveis para as plantas, por
meio da transformacao do fésforo organico em inorganico, fazendo com que ele seja absorvido
por elas (Braz, 2011).

Diante do exposto, estudos focados em analisar bactérias com capacidade de
solubilizacdo de fosfato através da enzima fosfatase &cida se mostram muito promissores para

melhoria da agricultura.
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2 REVISAO BILIOGRAFICA

2.1 Enzima

Fosfatase acida

As fosfatases sdo classificadas de acordo com seu pH 6timo, sendo divididas em
fosfatases acidas, neutras e alcalinas, elas podem ser encontradas na rizosfera das plantas, ou
seja, na regido proxima a raiz, e isso se deve ao grande acimulo de compostos organicos
associados a membrana de microrganismos ou livres no solo (Sandrini, 2011). Para que o
fosforo soltvel esteja disponivel no solo, é preciso a atividade enzimética da fosfatase
microbiana, que o hidrolisa em fosforo inorganico (Nascimento, 2022). A maioria dos
microrganismos presentes no solo possui atividade de algum tipo de fosfatase (BRAZ, 2011).
Essas enzimas podem ser secretadas para fora da membrana plasmatica de forma soltvel ou
serem mantidas ligadas a ela, outras ainda podem ser encontradas no citoplasma e estdo
envolvidas em reacdes de desfosforilacdo decorrentes de sinais de transducéo e vias metabdlicas
dos microrganismos (Rombola, 2008).

Essas enzimas tornam o fosforo insoltvel do solo em formas disponiveis para as plantas,
por meio da transformacdo do fésforo organico em inorgénico, fazendo com que ele seja
absorvido por elas (Braz, 2011). Devido a isso, as fosfatases acidas produzidas por
microrganismos sdo importantes, fazendo com que moléculas organicas que apresentam fosfato

como radical livre sofram ciclagem, liberando alcool e &cido fosforico (Fachinelli, 2018).

2.2 Bactérias selecionadas

Burkholderia

Vaérias espécies de bactérias do género Burkholderia sdo capazes de colonizar raizes,
caules e folhas das plantas, desenvolvendo relacdes benéficas com elas. O complexo de
bactérias Burkholderia cepacia é amplamente encontrado na natureza, estando presente,
inclusive, no solo e na rizosfera de diversas culturas (ROMBOLA, 2008).

De acordo com Rombola (2008), a Burkholderia cepacia produz acidos organicos e, por
IS0, é capaz de solubilizar fosfato tricalcio, alem de, conforme dito em relatos, cepas dessa
bactéria estarem envolvidas na remocao de fosfatos e o0 acimulo de polifosfatos sob condigdes
de baixo pH. Segundo Braz (2011), essa espécie tem a capacidade de sintetizar fosfatase acida

na auséncia de fosfato soltuvel.

Paraburkholderia
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A maioria das espécies de Paraburkholderia sdo encontradas no solo originario de
ecossistemas florestais e muitas delas tém a capacidade de nodulacéo radicular (Wilhelm et al.,
2020). As bactérias desse do género sdo conhecidas por sua versatilidade metabdlica, incluindo
espécies fixadoras de nitrogénio (N), degradadoras de xenobioticos e solubilizadoras de fosfato
de acordo com Nascimento, (2022), vérias espécies desse género sdo classificadas como RPCPs
(rizobactérias promotoras do crescimento de plantas). Rizdbios de Paraburkholderia foram
isolados na América do Sul, predominantemente no Brasil, nos biomas Cerrado e Caatinga

associados com espécies de Mimosa spp.



20

3 METODOLOGIA DA PESQUISA

3.1 Bactérias
As bactérias foram selecionadas do banco de dados do laboratério de bioquimica de

microbiologia e de plantas (LBMP) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (UNESP),
Campus Jaboticabal.

Na Tabela 1, estdo o género das bactérias utilizadas e suas respectivas siglas do
laboratério.

Tabela 1- Tabela de identificacdo das cepas utilizadas

Sigla do laboratoério Género

De 7 Burkholderia
De 13 Paraburkholderia
De 15 Paraburkholderia

3.2 Manutencao das bactérias
As bactérias foram inoculadas em meio liquido LB em Erlenmeyer contendo: triptona

(10 g/L), cloreto de sédio (NaCl) (10 g/L) e extrato de levedura (5 g/L), pH 6,9.

3.3 Curva de crescimento
As cepas foram inoculadas em meio liquido LB, sendo utilizadas 3 erlenmeyers para

cada uma das bactérias e um controle. Os erlenmeyer foram mantidos na incubadora shaker a
30°C a 150 rpm. Entéo, foram retiradas aliquotas de 1 ml durante 48 horas nos tempos de 0, 1,
15, 24 e 48 horas, medidas em espectrofotbmetro PHOX V12 a 600 nm. Com esses dados,
montou-se uma curva de crescimento, utilizada para dar inicio aos testes. O experimento foi

realizado em triplicata.

3.4 Inducéo da fosfatase
As bactérias foram cultivadas em meio Czapeck liquido compondo-se de: glicose 20

g/L; nitrato de sodio (NaNOs) 2,0 g/L; sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0O4.7H20) 0,5
g/L; cloreto de potassio (KCI) 0,5 g/L; sulfato ferroso (FeSO4) 0,1 g/L; em diferentes
concentracOes de fosfato de potassio KH2PO4, pH 6,8, sendo essas 0,1 mM, 0,5 mM e 1 M. O
meio liquido Czapeck foi mantido por 48 horas, sob uma constante agitacdo rotativa em 150
rpm, a 30° C, em erlenmeyer de 125 mL (Sato, 2011).
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Foram escolhidas as concentragdes de 0,1 mmol, 0,5 mmol e 1,0 mmol de fosfato de
potassio para a realizacdo do experimento. O experimento foi realizado em triplicata. Essa

metodologia foi adaptada de Sato, 2011.

3.1.1 Materiais e métodos
3.1.1.1 Avaliacéo do crescimento bacteriano e adequacgao do estoque

As cepas foram inoculadas, sendo utilizados 3 erlenmeyer para cada uma das bactérias
e 1 controle em cada triplicata. Os erlenmeyer foram mantidos shaker a 30°C a 150 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi diluido em meio Czapeck nas concentracGes de 0,1
mmol, 0,5 mmol e 1,0 mmol de fosfato de potassio. O experimento foi realizado em triplicata
contendo 40 mL de meio em cada erlenmeyer. Os meios foram mantidos em constante rotacédo
em uma incubadora shaker a 30 °C a 150 rpm. O crescimento das bactérias foi acompanhado
durante 48 horas, onde nos intervalos de 0, 1, 15, 24 e 48 horas foram retiradas amostras de 1
ml de cada erlenmeyer e mediu-se a absorbancia de cada amostra no espectrofotometro PHOX
V12 a 600nm. Com os resultados obtidos nessas medicGes, foi montada a curva de crescimento

bacteriano. Essa metodologia foi baseada em Sato, 2011.

3.1.1.2 Preparo das amostras para atividade enzimatica.

A cepa De 15 foi selecionada para a continuidade dos experimentos. A bactéria foi
inoculada em meio liquido LB, sendo utilizados um Erlenmeyer para a bactéria e um controle.
Os erlenmeyers foram mantidos em agitagdo em um shaker a 30°C a 150 rpm. Apds 24 horas,
a bactéria foi lavada em solucgéo salina de NaCl 0,85%, foram centrifugados durante 20 minutos
a 10000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em meio
Czapeck na concentracdo de 0,1 mmol de fosfato de potassio em Erlenmeyer, sendo 3
Erlenmeyers para a bactéria e um controle. Os Erlenmeyers foram mantidos em constante
rotacdo em incubadora shaker a 30 °C a 150 rpm. Foram retiradas amostras de 80 ml do meio
nos apds 1, 6 e 15 horas de crescimento bacteriano.

As amostras foram centrifugadas a 10000g durante 10 min a 4°C. Apds o término da
centrifugacdo, o sobrenadante (S1) foi reservado. O precipitado foi ressuspenso em tampao
acetato 1M pH 6,0 em homogeneizador do tipo POTTER e centrifugado durante 10 min a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em tampao acetato 1M pH 6,0 em
homogeneizador do tipo POTTER e submetido a sonicagdo de 50 micro pulsos por minuto
durante 3 ciclos, foi centrifugado novamente a 100000g a 4°C durante 1 hora. O sobrenadante
(S2) foi reservado e o precipitado (P) foi ressuspenso em tampdo acetato 1M pH 6,0 em
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homogeneizador do tipo POTTER e reservado. Todas as amostras coletadas foram mantidas a
-80°C.
O primeiro sobrenadante foi submetido a um processo de dialise em tampdo acetato 1M

pH 6,0 durante 12 horas, substituindo-se o tamp&o ap6s 6 horas.

3.1.1.3 Dosagem de Proteina

A concentracdo de proteina total foi determinada por meio do método de Bradford
(1976). Utilizou-se inicialmente uma reta-padrdo preparada com albumina sérica bovina em
diferentes concentragGes. Em sequéncia, utilizou-se as trés amostras (S1, S2 e P) de extraidas
apos 1, 6 e 15 horas de cultivo bacteriano e estimou-se a quantidade de proteina em

espectrofotbmetro a 595nm.

3.1.1.4 Atividade p-nitrofenilfosfatasica (PNPPasica) das fosfatases

A atividade PNPPasica foi realizada nas 3 fracdes (S1, S2 e P) extraidas do meio ap6s
15 horas de cultivo bacteriano, foi determinada a 37°C por meio da formacdo do ion p-
nitrofenolato (e= 17600 m-1em-1, pH 13) a partir da hidrolise de p-nitrofenilfosfato 1M em
tampé&o Acetato 1M pH 6,0 contendo MgCl2 2 mM, de ZnCl, ImM e PNPP 1 mM.

A reacdo enzimaética foi iniciada pela adicdo do extrato enzimatico ao meio de reacdo e
interrompida por meio da adi¢cdo de 1 mL de NaOH 1M apds 30 minutos de reacdo, a
absorbancia foi determinada a 410nm. As determinacdes foram efetuadas em triplicatas.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade de
enzima que libera um nmol de p-nitrofenolato por minuto por mL de solugdo enzimatica, nas

condicdes de ensaio.

3.1.1.5 Efeito da variacdo do pH sobre a atividade enzimatica

O efeito do pH sobre a atividade das fosfatases foi determinado na fracdo P extraida do
meio apos 15 horas de cultivo bacteriano utilizando-se as seguintes solu¢des tampdo: Glicina
(pH 3,0-4,5), Acetato (pH 4,5-6,5) e Tris (pH 6,5-8,5), em concentragcdo 100nM. A atividade
foi determinada conforme descrito no item anterior.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade de
enzima que libera um nmol de p-nitrofenolato por minuto por miligrama de proteina presente

no extrato, nas condigdes de ensaio.
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3.1.1.6 Efeito da variacéo de tempo sobre a atividade enzimética

O efeito da variacdo do tempo sobre a atividade enzimatica foi realizado na fragdo P
extraidas do meio ap6s 15 horas de cultivo bacteriano utilizando-se o tampao Acetato pH 4,5
nas variagOes de tempo de 5, 10, 15 e 20 minutos de reagdo. A atividade foi determinada
conforme descrito no item 3.1.1.4.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade de
enzima que libera um nmol de p-nitrofenolato por minuto por miligrama de proteina presente

no extrato, nas condi¢des de ensaio.

3.1.1.7 Efeito da presenca dos ions Zinco e Magnésio sobre a atividade enzimatica

O efeito dos ions de zinco e magnésio sobre a atividade enzimatica foi realizada durante
15 minutos na fracdo P extraidas do meio ap6s 15 horas de cultivo bacteriano utilizando-se o
tampé&o Acetato pH 4,5 nas seguintes condig¢des: com MgClz e ZnCly, sem ZnCl,, sem MgCl>
e sem MgCl2 e ZnCl.. A atividade foi determinada conforme descrito no item 3.1.1.4.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade de
enzima que libera um nmol de p-nitrofenolato por minuto por miligrama de proteina presente

no extrato, nas condi¢des de ensaio.

Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa “SAS system” versdo
9.0, considerando-se trés repeticOes. Foram realizados testes de homocedasticidade, de
normalidade dos erros, analise de variancia e teste de Tukey para comparacdo das médias a 5%

de probabilidade
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Curva de crescimento

A Figura 1 apresenta um grafico de crescimento bacteriano das cepas estudadas em meio
LB acompanhado durante 48 horas.

Figura 1- Curva de crescimento das bactérias De 7, De 13 e De 15 em meio LB liquido durante 48 horas medida
em espectrofotdmetro a 600 nm.

2
—
g 1.5
=
o
(o]
S
2 1
£l
0
o
A
<05
0
0 1 15 24 48

Tempo (horas)
—a—De 7 De 13 —e—De 15
Fonte: O autor (2023).

A Figura 2 apresenta um grafico de crescimento bacteriano da cepa Burkholderia
ambifaria estudada por Tschoeke, 2016, para compara¢do do crescimento da cepa De 7.
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Figura 2- Curva de crescimento da linhagem Burkholderia ambifaria (RZ2MS16) durante 26 horas de cultivo
em meio LB sob agitacdo constante (150 rpm) & 28 °C feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
600 nm
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Fonte: TSCHOEKE, 2016

A Figura 2 apresenta um grafico de uma bactéria da mesma familia da De 7
(Burkholderia) cultivada em condi¢cdes semelhantes as do experimento apresentado. Pode-se
observar gque a curva da bactéria De 7 entrou na fase exponencial com menos horas de cultivo
do que a apresentada na curva de Tschoeke, 2016.

O crescimento das bactérias De 13 e 15 foi comparado com uma bactéria da mesma
familia de ambas (Paraburkholderia) do trabalho de Aradjo, 2021, o qual apresenta uma curva
de crescimento dessa bactéria em diferentes meios de cultivo. Observou-se que o0s

microrganismos apresentaram crescimentos semelhantes na mesma medida de tempo.

4.2 Curva de crescimento em meio contendo fosfato

Pode-se observar pela andlise da Figura 3 que a bactéria De 7 apresentou maior
crescimento na concentracdo 0,1 mmol de KH:POs Na concentragdo de 0,5 mmol, o
crescimento bacteriano demonstrou ser mais lento, entrando na fase exponencial apenas 15
horas ap0s o inicio do experimento e se mantendo assim até o final do tempo experimental.
Contudo, na concentragdo 1,0 mmol, a bactéria ndo apresentou crescimento significativo

durante o periodo experimental.



26

Figura 3 - Curva de crescimento da bactéria De 7 durante o periodo de 48 horas em diferentes concentracdes de
fosfato de potassio KH2PO4 (0,1 mmol, 0,5 mmol e 1,0 mmol).
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Fonte: O autor (2023).

Com base nos dados apresentados na Figura 4, na concentracdo 0,1 mmol de KH2POsa
bactéria De 13 apresentou crescimento satisfatdrio, demonstrando boa adaptacdo ao meio.
Entretanto, na concentracdo 0,5 mmol, pode-se observar que a bactéria demonstrou crescimento
tardio se comparado com a concentracdo 0,1 mmol, pois a fase exponencial de crescimento
pode apenas ser observada apos 48 horas. Ja na concentracdo 1,0 mmol de KH2PO4, a bactéria
ndo cresceu de maneira significativa. No trabalho de Sato, 2016, a bactéria do género
Enterobacter sp. apresentou uma diminuicdo da expressdao quando cultivada em altas

concentracdes de fosfato, o que corrobora com os resultados obtidos.
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Figura 4 - Curva de crescimento da bactéria De 13 durante o periodo de 48 horas em diferentes concentracfes
de fosfato de potassio KH2PO4 (0,1 mmol, 0,5 mmol e 1,0 mmol).
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Fonte: O autor (2023).

Pode-se observar pela anélise da Figura 5 que a bactéria De 15 apresentaram melhor
crescimento na concentracdo 0,1 mmol de KH2POs. J4 na concentracdo 0,5 mmol, o
crescimento foi menor se compara ao da contracdo 0,1 mmol, ja que os valores da curva se
mantiveram abaixo. Contudo, na concentracao 1,0 mmol, a bactéria ndo apresentou crescimento
significativo.

A Figura 5 apresenta um gréfico de crescimento bacteriano da cepa De 15 estudadas em

meio Czapeck em diferentes concentracdes de KH2POa.



28

Figura 5- Curva de crescimento da bactéria De 15 durante o periodo de 48 horas em diferentes concentracdes de
fosfato de potassio KH2PO4 (0,1 mmol, 0,5 mmol e 1,0 mmol).
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Fonte: O autor (2023).

Acredita-se que, em altas concentragdes, 0 KH2PO4 possa se tornar um fator limitante
ao crescimento dos microrganismos estudados, ja que 0s mesmos apresentaram uma diminuicéo

significativa em seu crescimento conforme a contragdo de KH2PO4 aumentava.

4.3 Atividade p-nitrofenilfosfatasica (PNPPasica) das fosfatases

A Figura 6 apresenta um grafico da atividade enzimatica montada com base nos
resultados obtidos com a dosagem de proteina e atividade enzimatica das amostras S1, que
contém o meio de cultura, S2, que contém o citoplasma bacteriano, e P, que contém a membrana
celular da bactéria De 15 apds 15 horas de crescimento.

Figura 6- Atividade enzimaética das diferentes fracdes da bactéria De 15 expressa em nanomols de produto

gerado por minuto por ml de enzima.
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Pode-se observar que a fracdo P, que contém a membrana celular da bactéria, apresentou
maior atividade enzimatica se comparado as fragdes S1, que continha o meio de cultivo, e S2,
gue continha o citoplasma da bactéria. 1sso indica que a fosfatase presente na bactéria De 15 é
uma enzima de membrana. De acordo com Sato (2011), as fosfatases bacterianas podem ser
secretadas para 0 meio, mantidas ligadas a membrana plasmatica ou no citoplasma. Devido a
bactéria estudada apresentar uma maior atividade na fracdo contendo a membra plasmatica da
bactéria, pode-se observa que a fosfatase estudada encontra-se ligada a membrana. De acordo
com Sato et al., 2016, fosfatases ligadas a membrana desempenham um papel fundamental na
transducéo de sinais, interacdo com diferentes hospedeiros e nutricdo das plantas, tornando
possivel para a bactéria aumentar a liberacdo de fésforo inorganico por meio da solubilizacao

de fosfato mineral.

4.4 Efeito da variagdo do pH sobre a atividade enzimatica

A Figura 7 apresenta um gréafico da atividade enzimatica da bactéria De 15 em diferentes
faixas de pH. O pH do solo determina grande parte da ionizacdo do fosforo, e,
consequentemente, sua disponibilidade, pois dependendo de sua associagdo com outros
elementos quimicos ele pode ser sollvel ou ndo para as plantas, pois solos alcalinos sao ricos
em fosfato de calcio (Caz(POa).), ja solos acidos sdo ricos em fosfato de ferro (FePOs) e fosfato
de aluminio (AIPO4), que s@o menos soluveis do que o Casz(POs)2 (Braz, 2011). Solos acidos
sdo predominantes no Brasil, e, devido a isso, apresenta compostos de baixa solubilidade para
as plantas (Braz, 2011).
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Figura 7- Efeito do pH sobre a atividade enzimatica utilizando-se os tampdes Glicina (pH 3,0-4,5), Acetato (pH

4,5-6,5) e Tris (pH 6,5-8,5) expressa em nanomols de produto gerado por minuto por mg de proteina.
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Observa-se na Figura 7 que a atividade enzimatica apresenta méximo no pH 4,5 no

tampdo Acetato, e sua atividade decai conforme o pH entra em faixas alcalinas. O pH é um dos

fatores que mais interfere na producéao de enzimas (XAVIER et al, 2019). No trabalho de Sato,

2011, o pH ideal da fosfatase encontrada foi de 3,5. De acordo com Sato, 2011, sdo escassos 0S

trabalhos que relatam fosfatases acidas com pH étimo entre 2,0 e 4,0, portanto a fosfatase

estudada encontra-se em na faixa de pH comum para sua espécie. Pode-se obeservar que a

enzima teria maior atividade em solos de pH acido.

A Tabela 2 apresenta o desvio padrdo da curva de pH.

Tabela 2- Desvio padrao das médias das atividades da curva de pH.

Quantidade de bactérias por tempo

H

Glicina |Acetato |Tris

3
3.5
4
4.5
5
5.5
6
0.5
7
7.5
8
8.5

0.00895
0,012347
0,01124
0,034001 0,012312
0,028934
0,021019
0,01555
0,01179

0.0157421
0.0065574
0.0023333
0,0008819
0.0006667
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4.5 Efeito da variacéo de tempo sobre a atividade enzimatica
A Figura 8 apresenta um grafico da atividade enziméatica com variagdo de tempo de 5,

10, 15 e 20 minutos de reacao da bactéria De 15.

Figura 8- Efeito do tempo de reacdo sobre a atividade enzimatica da fracdo P expressa em nanomols de produto

gerado por minuto por mg de proteina.
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Fonte: O autor (2024).
Pode-se observar pela analise da Figura 8 que a atividade enzimatica aumenta conforme
a variagéo de tempo de reacdo, se estabilizando a partir dos 15 minutos. De acordo com estudos,
é necessario um tempo de reacdo adequando ao rendimento da mesma, pois a hidrolise das
moléculas proteicas origina peptideos de cadeias mais curtas, que sdo mais soluveis (FISCHER

et al., 2001, apud JUNIOR et al, 2010).
A Tabela 3 apresenta o desvio padréo da curva de variagao de tempo.

Tabela 3- Desvio padrao das médias das atividades de variacdo de tempo de reacao.

Quantidade de bactérias por tempo
Tempo (min) nmol/min/mg

5 0,010553216

10 0.01530795

15 0,007333333

20 0.011339867

4.6 Efeito da presenga dos ions Zinco e Magnésio sobre a atividade enzimatica
De acordo com Fachinelli, (2018), a enzima fosfatase ndo apresenta altos niveis de

atividade em solos arenosos e argilosos, sendo sua atividade nesse ultimo menor do que no
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arenoso, pois a argila apresenta alta complexacao do fosforo, e isso acaba limitando a produgéo
de culturas agricolas. Por isso, a producdo de graos no Brasil, principalmente nas regides do
Cerrado, acaba sendo limitada, pois nesses locais se encontram os Latossolos, que séo
constituidos por fraces de argila (DICKMANN et al, 2022), por esse fato se faz necessario
conhecimentos sobre o solo onde as culturas sdo plantadas, dentre essas informacdes, 0s ions
que os compBe chamam a atencéo, tendo destaque para Zinco e Magnésio. De acordo com Sato
2011, os estudos feitos para averiguar a influéncia de ions metalicos sobre a atividade da
fosfatase tem como objetivo investigar a importancia dos mesmos para a estabilidade e,
principalmente, para a atividade da enzima de diferentes origens.

A Figura 9 apresenta um gréafico da atividade enzimatica da bactéria De 15 sob o efeito
da presenca de diferentes ions. Observando-se a Figura 9, é possivel notar que a atividade da

enzima estudada é maior nos ensaios contendo ions de zinco e magnésio.

Figura 9- Atividade enzimatica da fracdo P da bactéria De 15 ap6s 15 horas de crescimento com Zn e Mg, sem
Mg, sem Zn e sem Zn e Mg medida em espectrofotdmetro a 410 nm expressa em nanomols por minuto por mg
de proteina.
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Fonte: O autor (2024).

Estudos sobre a influéncia de zinco e magnésio sobre a atividade fosfatica indicam que

0 ion zinco é essencial para a manutencdo da configuracao nativa da fosfatase alcalina, além de
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atuar como ativador (SATO, 2011). J4 o ion magnésio foi indicado em estudos como um potente
ativador de atividade enzimatica (SATO, 2011). No trabalho de Sato et al.,2016, os ions de
magnésio estimularam a atividade da enzima em 50%, enquanto 0s ions de zinco néo

apresentaram efeito sobre a atividade da fosfatase.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel observar que as bactérias oriundas
do cultivo do amendoim possuem potencial para a solubilizagdo de fosfato, apresentando variabilidade
de desempenho em funcdo das concentracdes de KH.PO, testadas. As curvas de crescimento
demonstraram que a concentracdo de 0,1 mmol de KH2PO, favoreceu o desenvolvimento das bactérias,
indicando que concentragGes mais elevadas podem limitar o crescimento, possivelmente devido a efeitos
inibitérios associados a presenca do fosfato de potassio em maior quantidade.

A andlise da atividade enzimatica revelou que a fosfatase estudada é predominantemente uma
enzima de membrana com pH 6timo aparente de reacdo em 4,5, e que tem suas melhores atividade na

presenca dos ions zinco e magnésio.
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