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Resumo

No Brasil, a agroindUstria € um dos seguimentos que mais produz residuos organicos. A utilizacao de diferentes
tipos de biomassas vegetais surge como alternativa de reducdo do uso de fertilizantes, substituindo-os por fontes
orgénicas como forma de reciclagem. O presente trabalho tem como objetivo a producdo de fosfatases acidas
por meio de fermentacdo sélida, utilizando milheto, farelo de trigo como fontes de fosfato e o fungo Trichoderma
harzianum. As fermentac@es solidas foram realizadas com 20% de umidade em reator estatico por sacrificio. Na
fermentacéo solida e na extragdo do complexo enzimatico foi utilizado o tampé&o de acetato de sddio com pH 5
e concentracdo 0,005 M. Os substratos milheto e farelo de trigo foram previamente esterilizados a temperatura
de 121 °C e 1 atm de pressdo por 30 minutos. Para a fermentacéo, foram inoculados 25 mL de tampé&o de acetato
de sédio com células de Trichoderma harzianum na concentracéo de 3x10” esporos/mL e com 100 g de substrato.
A extracdo das enzimas foi realizada utilizando 100 mL de meio extrativo. O pH do extrato foi medido em
pHmetro Gehaka de bancada, previamente calibrado. Obteve-se, para o substrato milheto, concentracdo de
7,22x108 esporos/mL, atividade enzimatica de 4,85 U/mL e pH de 5,69. Para o farelo de trigo, foram obtidos
13,75x108 esporos/mL, atividade enzimatica de 4,85 U/mL e pH de 5,49, demonstrando o importante potencial
para producdo de fosfatase acida pelo fungo Trichoderma harzianum, além da vantagem de baixos custos de
cultivo para os processos fermentativos.
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INTRODUCAO

O fosforo (P) é o nutriente cuja reduzida disponibilidade limita o crescimento das
plantas, apesar de estar presente nos solos, tanto nas formas organicas como inorganicas,
sendo fundamental no metabolismo de plantas e microrganismos (Chagas Junior et al.,
2010). Uma forma de se obter compostos fosfatados no solo é pela acdo de enzimas
denominadas fosfatases, que catalisam a hidrdlise de ésteres fosfatados produzindo fosforo
soltvel (Souza, 2011).

A enzima fosfatase acida, secretada pelas raizes das plantas, é responsavel pela
retirada de grupamentos fosfato de fontes organicas no solo, aumentando a absor¢éo a partir
de recursos de fosforo ndo imediatamente disponiveis (Silva, 2020). Diversos
microrganismos do solo, incluindo bactérias e fungos, possuem a capacidade de solubilizar
fosfatos por meio de diferentes mecanismos, especialmente pela producdo de acidos
organicos (Souchie et al., 2007). Esses microrganismos solubilizam o fosfato insolGvel na
forma sollvel e excretam acidos inorganicos, &cidos organicos e fosfatase para dissolver o
fosforo. Contudo, os mecanismos de P-solubilizacdo nao diferem apenas entre isolados de
fungos, mas também dependem das fontes de P aplicadas (Souchie et al., 2007).

De acordo com Souza (2011), os microrganismos seriam as fontes mais expressivas
de fosfatases no solo, por causa da sua grande biomassa, alta atividade metabolica e curto
tempo de vida, com varias geracGes, permitindo assim a producdo e a liberagcdo de
quantidades elevadas de enzimas extracelulares, quando comparado com as plantas.
Estudos mostram que fungos Trichodermas spp. sdo bioagentes altamente desejaveis com
potencial duplo para biocontrole, promocdo de crescimento vegetal e capacidade de
produzirem e secretarem fosfatase acida (Zhao et al., 2017).

O fungo Trichoderma harzianum é uma das espécies mais estudadas e utilizadas no
controle bioldgico de diversos fungos e nematoides patogénicos que causam prejuizos na
agricultura (Lima et al.,, 2017). Este fungo foi destacado como um potente agente
fertilizante, dada a sua capacidade de induzir a absorcéo e fornecer fosfato soltvel no solo
(Kapri e Tewari, 2010).

Uma vantagem consideravel da fermentagéo solida (FES) é a utilizag&o de residuos
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agroindustriais como substrato e suporte para o crescimento microbiano. Esses residuos séo
subprodutos oriundos da atividade agricola, gerados em grandes quantidades e apresentam
baixo valor comercial. A disposicdo desse residuo sem o tratamento adequado pode
ocasionar problemas ambientais e proliferacdo de doencas (Ambrozim, 2019).

O processo de FES é realizado em um substrato s6lido com baixo teor de umidade,
com as vantagens de uma alta concentracdo do produto, mas apenas uma energia
relativamente baixa sendo necessaria (Maruyama, et al., 2000). O conteudo de agua
necessario em FES é absorvido pelo substrato em uma matriz solida e oferece mais
vantagens para o crescimento de microrganismos pela transferéncia de oxigénio (Robinson,
etal.,2001). Esta técnicatem se mostrado vantajosa, pois, além de simular o habitat natural
de fungos selvagens (Hansen et al., 2015), apresenta maior produtividade dos extratos
enzimaticos, menor susceptibilidade a inibicdo e maior estabilidade das enzimas as
variacOes de temperatura e pH (Rodriguez Zufiiga et al., 2011).

A FES vem ganhando espaco entre as pesquisas, principalmente, para producéo de
enzimas envolvidas na degradacdo de polimeros vegetais complexos comumente presentes
em residuos agroindustriais. Wisniewski et al. (2010) utilizaram farelo de soja como
substrato suplementar aos residuos do processamento de cerveja, para a producdo de
amilase; Rodriguez Zufiga et al. (2011) empregaram bagaco de cana de acucar, farelo de
soja, farelo de trigo e misturas entre os substratos para obtencdo de celulases e
endoglucanases; Gusmado et al. (2014) utilizaram casca de café como substrato indutor para
producdo de amilase, carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e pectinase.

Assim, objetiva-se com esse trabalho avaliar a producdo fosfatase acida por meio
da fermentacéo sélida do fungo Trichoderma harzianum, utilizando milheto e farelo de

trigo como fontes de substrato.

I\/I ETODOLOGIA

Microrganismos
Os fungos da espécie Trichoderma harzianum foram isolados/coletados no

Complexo Mineroquimico de Araxa (Vale Fertilizantes), Minas Gerais. O isolado de
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fungos foi identificado por testes bioquimicos de taxonomia convencional, pela Fundacéao
Andre Tosello para Pesquisa e Tecnologia (Campinas-SP). Estas culturas fungicas
pertencem ao banco de microrganismos do Ndcleo de Processos Biotecnologicos
(NUCBIO) da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia e
sdo mantidas em ultrafreezer a (-70) °C.

Fermentacéo em estado sélido (FES)

As fermentacdes solidas foram realizadas em reator estatico (frascos conicos de 500
mL de volume), como mostra a Figura 1. Foi inoculado 25 mL de tampé&o acetato de sodio
com pH 5 e concentracdo 0,005 M com células de Trichoderma harzianum na concentragdo
de 3x108 esporos/mL com 100 g de substrato previamente esterilizados a temperatura de
121 °C e 1 atm de pressdo por 30 minutos. A FES foi realizada por sacrificio, ou seja, para
cada ponto amostral foi descartado um reator estatico. Os reatores estaticos foram
adicionados na estufa BOD Thermostat Cabinets TS 606-G/4-i em temperatura de 25°C.

Figura 1: Reatores estaticos na estufa BOD.

Determinagédo da umidade

A umidade foi determinada seguindo a Equagéo 1:

U (%) _ [ mtampao ] + 100 (1)

msubstrato+mtampao
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Extracdo de Enzimas

A extracdo das enzimas foi realizada utilizando 100 mL de meio extrativo. O meio
extrativo utilizado foi o tampao acetato de sodio com pH 5 e concentracdo 0,005 M. Apds
a adicdo do meio extrativo, o meio sélido fermentado foi agitado com auxilio de um bastéo

de vidro e filtrado, obtendo-se o extrato enzimatico bruto.

Metodologia Analitica

Determinacdo da concentracéo celular em fermentacéo sélida

A concentracdo celular (densidade microbiol6gica) para fungos foi determinada
pela filtracdo do caldo fermentado de um volume conhecido. Os filtros de papel, pesados
previamente, apresentavam diametro 90 mm e retencdo de particulas de 4-7 pum. Depois de
filtrado, os filtros com a biomassa foram levados para estufa a temperatura de 60+1,0°C e
0 sobrenadante foi reservado para analises da atividade da fosfatase acida. Apds 24 horas,
o filtro foi acondicionado em dessecador com silica gel até resfriamento e, posteriormente,
foi pesado. Este procedimento foi repetido até a verificacdo de peso constante para a medida
da biomassa seca. A diferenca de massa do filtro antes e depois da filtracdo foi a massa de
células presente no volume do caldo fermentado, sendo que a concentracdo celular foi

expressa em (g/L).

Determinacéo do pH

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

Avaliacdo da Esporulacéo

O meio extrativo contendo tampéo acetato de sodio com pH 5 e concentragdo 0,005
M com células de Trichoderma harzianum foi transferido para tubos de ensaio estéreis,
devidamente identificados. A partir da suspensdo fungica, foi realizada a contagem de
esporos em microscopio luminoso com camara de Neubauer, utilizando-se diluicdo da
suspensdo com a solucdo de tampé&o acetato de sodio com pH 5 e concentracdo 0,005 M,

guando necessario.
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Ensaio Enziméatico

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 ™), A mistura para o ensaio consistiu em 50 uL. do extrato enzimatico, 100
pL da solugdo de (p-NPP) concentragdo 5 m.mol/L e 350 pL de tampao acetato de sddio 50
m.mol/L e pH 5,00. Apés a adi¢cdo dos reagentes, incubou a 45°C em banho termostatico
por 15 min. Por fim, depois deste periodo, a reacdo foi interrompida com a adicao de 1000
pL de NaOH na concentragdo de 0,1 mol/L. A quantidade de (p-NP) liberada foi
determinada em espectrofotémetro (UV/visivel) a 405 nm de comprimento de onda. Uma
unidade (1U) de atividade da fosfatase &cida foi definida como 1 uM de p-nitrofenol (p-
NP) formado por minuto (Ames, 1966).

R ESULTADOS E D ISCUSSAO

As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados obtidos de crescimento celular expressa
em (g/L), pH e crescimento de esporos (conidios/mL) para FES, utilizando milheto e farelo

de trigo, respectivamente:

Tabela 1: Fermentacdo s6lida utilizando milheto

TEMPO UMIDADE CRESCIMENTO PH ESPORULAGCAO
(DIAS) (%) CELULAR
3 20 0,84 5,01 6,72x10’
5 20 1,04 5,39 9,2x10’
7 20 2,64 5,37 4,57x10°
9 20 3,52 5,69 7,22x108
| $CSC O e | 2 oo uningar? ~SOER B2 ik 4
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Tabela 2: Fermentacdo sélida utilizando farelo de trigo

TEMPO  UMIDADE  CRESCIMENTO PH  ESPORULACAO
(DIAS) (%) CELULAR
3 20 2.8 5,43 7,15x10°
5 20 3,52 5,54 11,2x108
7 20 4,64 5,66 12,2x108
9 20 6,19 5,49 13,75x108

A umidade da FES foi estabelecida com valor de 20%, isso deve-se ao fato do
crescimento do microrganismo. O excesso de umidade em um substrato pode alterar o
crescimento do microrganismo e, quando a diminuicdo ocorre, 0 crescimento enzimatico
sera cancelado devido a baixa solubilidade de nutrientes (Reinoso, 2015). No caso dos
fungos, a umidade do material deve ser em uma faixa de 20 e 70% (Bustamante, 2015).

E importante ressaltar que houve a corre¢do do pH com o tampéo acetato de sodio
pH 5 e concentracdo 0,005 M. Bakker (2017) avaliou a atividade enzimatica, confirmando
a maior expectativa de maior estabilidade na extracdo de enzima quando realizada com
tampao, fator que mantém o pH estavel. O fato também foi relatado por Taraboulsi-Jr et al
(2010), ao pesquisarem os fatores que afetam a atividade enzimatica.

O crescimento celular do fungo Trichoderma harzianum atingiu valores maximos
de 3,52 g/L para o milheto e 6,19 g/L para o farelo de trigo. Os experimentos realizados por
Ghazanfar, Raza e Raza (2018) demonstraram um melhor crescimento das espécies de
Trichoderma testadas em ambiente acido, quando em comparacdo ao ambiente alcalino.
Todas geraram maior biomassa na faixa de pH 5 até pH 7. Esses resultados corroboram
com o atual estudo, cujo maior estimulo da formacéo de biomassa foi 0 pH 5,69 e 5,49.

O pH éacido é descrito como o fator chave no crescimento celular de todas as
especies de Trichoderma, pois, na natureza, alem de crescerem melhor em solo acido,
também modificam a rizosfera ao acidificar o solo, quando necessario, ja que é uma
condicédo desfavoravel para o crescimento de fitopatégenos (Ghazanfar; Raza; Raza, 2018).

Ao final de 9 dias, foi possivel observar que a esporulacdo do fungo na temperatura
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de 25 °C apresentou um valor de 13,75x10® conidios/mL para o farelo de trigo e 7,22x10®
conidios/mL para o milheto. Aceves et al. (2008) avaliaram 15 substratos organicos para a
producdo massiva de esporos de Trichoderma harzianum. Os substratos inoculados foram
incubados por um periodo de 21 dias a 25 + 2 °C, obtendo uma faixa de producéo
heterogénea, onde o melhor resultado foi de 4,43x108 conidios/mL para o sabugo de milho.

A Figura 2 (A) mostra a atividade de fosfatase &cida (U/mL) para o substrato

milheto e a Figura 2 (B) mostra a atividade de fosfatase acida (U/mL) para o farelo de trigo:

(A) (B)

\f-f Atividade Fosfatase Acida

[—— Atividade Fosfatase Acidal
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Figura 2: (A) Atividade da fosfatase acida Figura 2: (B) Atividade da fosfatase
para farelo de trigo. acida para milheto.

Para esses resultados foram desconsiderados os valores de controle para a atividade
de fosfatase acida. O aumento na atividade enzimatica a partir de 2 dias corroborou com
dados encontrados na literatura, onde a concentracdo de fosfato solubilizado aumentou
gradualmente (Kapri et al.,2010).

Pode-se observar que, para a producdo da enzima em estudo, o substrato milheto
mostrou-se mais promissor comparado com o substrato farelo de trigo. Ambos o0s substratos
atingiram valor maximo de 4,85 U/mL, mas o substrato milheto apresentou uma variagéo
menor até o final da fermentacé&o.

Vale ressaltar que publicagdes sobre produgdo de fosfatases acidas utilizando

residuos agroindustriais sdo escassas. Dessa forma, os resultados se tornam relevantes por
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realizarem outros experimentos visando a condi¢do 6tima do processo.

CONCLUSC)ES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizacdo dos substratos
milheto e farelo de trigo em fermentacdo sélida para a producdo de fosfatase acida
apresentou grande potencial de aplicagdo. Houve um crescimento celular final de 7,22x108
para o milheto e 13,22x108 para o farelo de trigo. Ambos atingiram pH constante e proximo

a 5 e atividade enzimatica de 4,85 U/mL.
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