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RESUMO - Os microrganismos, tanto bactérias quanto fungos desempenham um
papel central no ciclo natural do fésforo podendo converter suas formas insoltveis
em uma forma acessivel, de facil absorcéo para as plantas. As fosfatases acidas
produzidas por fungos sdo enzimas que desempenham um papel especifico na
eliminacdo, mobilizacéo e aquisicdo de fosfato, aumentando a fertilidade do solo e
o0 crescimento das plantas. O presente trabalho tem como objetivo a producédo de
fosfatases 4acidas por fermentacdo submersa usando o fungo Trichoderma
harzianum em diferentes fontes de fosfato. Uma anélise de ANOVA foi realizada
para avaliar a diferenca significativa entre os meios de cultura Trl, Tr2 e Tr3. O
microrganismo produziu a enzima em todos 0s meios, porém os resultados de Tr2
mostraram-se mais relevantes, além de apresentar pouca variacdo de pH no
processo fermentativo. O maior crescimento celular foi no meio Trl chegando a
4,023 g/L no final da batelada.

1. INTRODUCAO

A necessidade de recursos minerais para restauracdo do contetdo de fosforo do solo
advém da deficiéncia de disponibilidade desse elemento nas plantas, que é considerado um
fator limitante importante para a producdo de alimentos em muitos solos agricolas. Dessa
forma, os microrganismos, tanto as bactérias, quanto os fungos, desempenham um papel
fundamental no ciclo natural do fosforo e convertem as formas insoltveis de fosforo, em uma
forma acessivel, sendo essa uma caracteristica importante para o crescimento e sobrevivéncia
das plantas (Behera et al., 2014).

Os principais mecanismos de solubilizacdo P empregados por microrganismos do solo
incluem: (1) solubilizacdo e dissolucdo mineral de compostos de P complexos, (2) liberacdo
de P durante a degradacdo do substrato e (3) liberacdo de enzimas extracelulares, como
fosfatases para degradacdo enzimaética. Entre os microrganismos solubilizantes de fosfato, as
estirpes dos géneros bacterianos Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium e fungos tais como
Aspergillus sp., Humicola sp., Mucor sp., Penicillium sp., Metarhizium sp. e Trichoderma
harzianum séo poderosos solubilizantes de fosfato (Guimarées et al., 2004; Boyce e Walsh,
2007; Leitdo, et al. 2010).

Destes fungos, o Trichoderma harzianum destaca-se por ter a capacidade de induzir a
absorcdo e fornecer fosfato solivel no solo, 0 que o torna um potente agente fertilizante
(Kapri e Tewari 2010). Fungo saprofito presente em varios solos, incluindo o bioma do
cerrado brasileiro (Souza et al., 2016). Além disso, o T. harzianum é encontrado em diferentes
tipos de adubos e vegetais em decomposicao, possui também alta capacidade metabolica e sua
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inter-relacdo agressiva na competicdo por fontes de energia, tornando-o a espécie mais
abundante desse género (Rahman et al., 2011).

Dados da literatura consideram que a maior parte da atividade de fosfatase em solos é
de origem microbiana, especialmente na rizosfera (Garcia et al., 1992; Xu e Johnson 1995) e
tem sido demonstrado que as fosfatases &cidas de origem microbiana sdo mais eficientes na
hidrolise de compostos organicos de fosforo, em comparacdo com os seus homdlogos nas
plantas (Tarafdar et al., 2001).

A producdo de fosfatases acidas feita por uma variedade de fungos teve uma grande
relevancia devido ao seu potencial biotecnoldgico em processos industriais, de diagndstico e
de biorremediacao. Essas enzimas desempenham um papel especifico na eliminagéo,
mobilizagdo e aquisigdo de fosfato, aumentando a fertilidade do solo e o crescimento das
plantas.

Portanto, diante da relevancia e do potencial de aplicacdo biotecnolégica das fosfatases,
0 presente trabalho tem como objetivo avaliar a producdo de fosfatase acida por fermentacao
submersa em diferentes fontes de fosfatos.

2. METODOLOGIA
2.1. Microrganismo

O fungo Trichoderma harzianum foi isolado no Complexo Mineroquimico de Araxa
(Vale Fertilizantes), Minas Gerais. O isolado de fungos foi identificado por testes bioquimicos
de taxonomia convencional, pela Fundagdo Andre Tosello para Pesquisa e Tecnologia
(Campinas-SP). Esta cultura fungica pertence ao banco de microrganismos do Ndcleo de
Procesos Biotecnolégicos (NUCBIO) da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia e sdo mantidas em ultrafreezer a (-70 °C).

2.2. Producdo de Fosfatase Acida por fermentacdo submersa e analise
estatistica

Para producdo da enzima, foi inoculado 1 mL do fungo T. harzianum na concetracao
de 2,4x108 esporos/mL em volume de 200mL de meio de cultivo. Foram avaliadas trés fontes
de fosfato nos meios de cultura Trl, Tr2 e Tr3, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Meios de cultura para producao de fosfatase acida

, Extrato de Fonte de Fosfato
Tratamentos Acucar (g/L) Levedura (g/L) (g/L)
Tri® 20,0 5,0 5,0
Tr2® 20,0 5,0 1,0
Tr3C) 20,0 5,0 2,0

Tr1®: Meio de cultura com CaHPO4 como fonte de fosfato.

Tr2@: Meio de cultura com KH.PO4 como fonte de fosfato.

Tr3®: Meio de cultura com NaH,PO4 como fonte de fosfato.
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Uma andlise de ANOVA de fator duplo com repeti¢des, utilizando a igual a 0,05 foi
realizada para ver se ha diferenca entre os tratamentos para os resultados de atividade
enzimética. As condicGes operacionais foram: temperatura de 28 °C, agitacdo de 150 rpm. Os
tratamentos foram feitos em duplicatas e o pontos de amostragem foram retirados nos tempos
de 0, 24, 48 e 72 horas de operagéo, depois estas amostras foram centrifugados para retirada
da biomassa e obtencéo do extrato bruto contendo a enzima de interesse.

2.3. Metodologia analitica

Determinacdo de células (Biomassa): A concentracdo celular (densidade
microbioldgica) foi determinada de acordo com (Vieira et al., 2009) pelo célculo de massa
seca (g/L). Essa foi obtida pela centrifugacdo (centrifuga da macr Beckman J-25 com torragdo
igual a 8000 RPM) de 15 mL da suspensdo celular, seguida pela resuspensdo do precipitado
em volume conhecido de agua destilada 15 mL em recipiente previamente tarado, seguida da
introducdo do sistema (recipiente + células) em estufa a 85 + 1,0 °C. Ap6s 24 horas, 0
recipiente foi acondicionado em dessecador com silica gel até resfriamento e apds a
verificacdo de peso constante a massa celular seca foi anotada. A diferenca de massa
correspondeu a massa de células presente no volume de suspensao celular.

Determinacdo do pH: O pH foi medido em pHmetro Gehaka de bancada, previamente
calibrado.

Ensaio enzimético: A atividade da fosfatase acida foi medida de acordo com (Leitdo et
al., 2010), utilizando como substrato fosfato de p-nitrofenilo sal disédico hexahidratado (p-
NPP) (Sigma Aldrich ™), Uma unidade (1U) de atividade da fosfatase acida sera definida
como 1 uM de p-nitrofenol (p-NP) formado por minuto (Ames, 1966).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 mostra os resultados da analise estatistica referente a resposta de atividade
enzimatica nos tempos de 48h e 72h. Analizando as amostras tem-se o valor-P tendendo a
zero, ou seja, muito menor que o a de 0,05 adotado na analise, tal fato mostra que os
tratamentos Trl, Tr2 e Tr3 sdo diferentes. Também, o valor F ser maior que 0 Feritico remete a
mesma conclusdo. Com relagdo aos tempos de fermentacéo o valor-P é superior ao a adotado
entdo se conclui que os resultados sdo praticamente iguais indicando a ndo variacdo da
atividade ao longo deste periddo de tempo. Este mesmo raciocinio pode ser obtido pela
analise do valor F ser menor que Feritico.

Tabela 2: Quadro de ANOVA para Atividade Enzimatica nos tempos de 48 e 72h.

Fonte da variacéo SQ GL MQ F valor-P  Feritico

Amostras Trl, Tr2 e Tr3 — Ativ. Enzimatica  0,1333 2 0,0665 140,8855 9,06E-06 5,1432
Tempo fermentacdo 48h e 72h 441E-05 1 441E-05 0,0931 0,7704 5,9873
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A Figura 1 (A) mostra a cinética de crescimento celular expressa em (g/L) e de pH, e
(B) mostra a Atividade da fosfatase acida (U/mL) para os tratamentos Trl, Tr2 e Tr3.
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Figura 1: (A) Cinética de crescimento celular e pH. (B) Atividade da fosfatase acida.

Pode-se observar na Figura 1 (B) que o tratamento Tr2 mostrou-se mais promissor
para producdo da enzima em estudo se comparado com os demais. Este tratamento atingiu seu
valor méaximo de 0,773 U/mL de atividade nas primeiras 48 horas, depois presentou pouca
variacdo até o final da fermentacdo. O mesmo nao foi observado para Trl e Tr3, apresentando
valores de atividades préximos a 0,50 U/mL, ou seja, uma reducdo de 35% se comparado com
Trl. Portanto a fonte de fostato influenciou a producdo da enzima fosfatase acida, o
Trichoderma harzianum teve preferéncia pelo KH2POa.

Souza, 2011 estudou a influénca da concentracdo de glicose na producdo da fosfatase
acida de Trichoderma harzianum cepa ALL42. No seu estudo, o fungo apresentou um
aumento de 21% na atividade enzimatica quando aumentou a suplemetacao de glicose de 0,5
para 1,5% (m/v).

O crescimento celular na Figura 1 (A) mostra o tratamento Trl tendo maior destaque.
Depois de 72h de batelada a biomassa para este tratamento foi de 4,023 (g/L), enquanto que
nos tratamentos Tr2 e Tr3 foram de 3,271 (g/L) e 2,770 (g/L), respectivamente. E importante
salintar que ndo houve correcdo de pH para nenhum tratamento. Todos valores foram menores
que 6,0 (pH na regido &cida) durante o processo fermentativo, chegando ao valor de 4,65 no
Trl.

Leitdo e colaboradores em 2010 produziu a enzima por fermentacdo submersa usando
o fungo Trichoderma harzianum. Depois do processo de purificagdo da enzima por
cromatografia em Pheny-Sepharose, conseguiram atividade especifica de 12,4 U/mg e
rendimento global de 56,3%.

4. CONCLUSOES

Diante destes resultados, o fungo Trichoderma harzianum mostrou potencial para
producdo de fosfatase acida. O meio de cultura Tr2 apresentou melhores resultados de
atividade enzimética para producdo de fosfatase &cida. Neste tratamento o microrganismo
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obteve um crescimento celular final de 3,271 g/L, o pH variou pouco na faixa de 5,85 a 5,25 e
atividade enzimatica de 0,773 U/mL.
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