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OBTENCAO DE FOSFATASE ACIDA POR FEMENTACAO SUBMERSA
UTILIZANDO Trichoderma harzianum EM MILHETO
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Resumo

A utilizacdo de substratos alternativos vem sendo reaproveitados na formulacdo de meios para
producéo de diversos produtos biotecnologicos. Neste aspecto um dos interesses da biotecnologia
moderna é a utilizacdo de fontes ndo convencionais de industriais e agricolas para despoluir o
ambiente e criar produtos e tecnologias alternativos associadas a producdo de fosforo. As
fosfatases produzidas por fungos ganham cada vez mais destaque devido ao seu papel
biotecnol6gico em processos industriais. As fosfatases acidas sdo classificadas pelo seu pH 6timo
de atuacdo (pH inferior a 6,0). O presente trabalho tem como objetivo a producdo de fosfatases
acidas por meio de fermentacdo submersa, utilizando milheto como fonte de fosfato e o fungo
Trichoderma harzianum. A cultura fangica utilizada nesse estudo pertence ao banco de
microrganismos do Nucleo de Processos Biotecnolégicos (NUCBIO) da Faculdade de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia e sdo mantidas em ultrafreezer a (-70) °C. Para a
fermentacdo, foram inoculados 235 mL de agua destilada estéril com células de Trichoderma
harzianum na concentracdo de 3x108 esporos/mL com 100 g de substrato. A recuperacdo das
enzimas foi realizada utilizando 100 mL de meio. O pH do extrato foi medido em pHmetro
previamente calibrado. Obteve-se, para o substrato milheto, concentracdo final de 7,0x10°
esporos/mL, atividade enzimatica de 21 U.mL? e pH de 4,53 demonstrando o importante
potencial para producéo de fosfatase acida pelo o fungo Trichoderma harzianum.
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INTRODUCAO

O fosforo é crucial no metabolismo das plantas, desempenhando papel importante
na transferéncia de energia da célula, na respiracio e na fotossintese. E também
componente estrutural dos acidos nucléicos de genes e cromossomos, assim como de
muitas coenzimas, fosfoproteinas e fosfolipideos. As limitaces na disponibilidade de P
no inicio do ciclo vegetativo podem resultar em restricdes no desenvolvimento, das quais
a planta ndo se recupera posteriormente, mesmo aumentando o suprimento de P a niveis
adequados. O suprimento adequado de P €, pois, essencial desde os estadios iniciais de
crescimento da planta (Grant et. al., 2001).

Bactérias e fungos estdo envolvidos nos processos de solubilizacdo e
mineralizacdo de P no solo, desempenhando papel fundamental no ciclo biogeoquimico
desse elemento (Paul & Clark, 1997; Richardson, 2001). A assimilacdo de fosforo por
microrganismos depende de enzimas especificas, incluindo fosfatases, que podem
hidrolisar moléculas contendo fosforo. Essas enzimas séo responsaveis pela mineralizacdo
do fosfato organico quando os niveis de fosfato inorgéanico liviem no solo sdo baixos
(Aoyama et al., 2003).

As fosfatases estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
tanto em organismo procariotos quanto em eucariotos (Guimaraes et al., 2004), sendo
responsaveis por hidrolisar ésteres e anidridos de acido fosférico liberando fosfato
inorganico (Wang et al., 2007). Sdo descritos na literatura diferentes mecanismos de
hidrolise e especificidades ao substrato de acordo com o pH 6timo da enzima (Bernard et
al., 2002; Guimardes et al., 2003).

De acordo com o pH 6timo de reacdo, as fosfatases sao divididas em alcalinas (EC
3.1.3.1) e acidas (EC 3.1.3.2). As formas &cidas podem hidrolisar o monoester-O-
substituido de acido fosforotidico, produzindo alcool e acido tiofosférico, sugerindo que o
atomo de oxigénio é o radical e o fosfato é necessario para essa reacdo ocorrer (Hollander,
1971), enquanto as alcalinas podem hidrolisar o monoester-S-substituido de &cido

fosforotioico, junto com a ligacdo S-P, produzindo ortofosfato e o correspondente tio-
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alcool, e, devido sua capacidade de hidrolisar em pH alcalino, podem atuar sobre ATP,

ADP, AMP, p-nitrofenil fosfato, glicose-6-fosfato, glicose-1-fosfato, gliceraldeido-3-

fosfato e pirofosfato (Simao et al., 2007).

A producdo de enzimas microbianas pode ser obtida utilizando a fermentagéo
submersa (FSbm). A FSbm é a mais comum no &mbito industrial, pois proporciona alta
eficiéncia na producdo de enzimas e praticidade, dispensando tratamentos sofisticados de
filtracdo, aeracdo, controle de temperatura e homogeneizacdo do meio (Norouzian et al.,
2006).

Para baratear a producdo destas enzimas algumas estratégias podem ser adotadas,
como a substituicdo dos componentes do meio de cultivo por materiais de baixo custo ou
até mesmo subprodutos ndo convencionais. Esses subprodutos ndo convencionais sao
materiais ricos em nutrientes como proteinas, carboidratos, lipidios e sais minerais, dentre
outras substancias de interesse, que podem ser facilmente metabolizados por cepas
microbianas (Oliveira et al., 2013).

Além disso, esses subprodutos ndo convencionais podem possuir baixo custo,
apresentam boa disponibilidade, despertando assim, o interesse dos pesquisadores na
busca de produtos com um alto valor comercial e baixo custo, como proteinas, enzimas,
biofertilizantes, biossurfactantes dentre outros metabdlitos microbianos (Laufenberg,
2003).

M ETODOLOGIA

Microrganismos

Os fungos da espécie Trichoderma harzianum (ver Figura 1) foram
isolados/coletados no Complexo Mineroquimico de Araxa (Vale Fertilizantes), Minas
Gerais. O isolado de fungos foi identificado por testes bioquimicos de taxonomia
convencional, pela Fundacdo André Tosello para Pesquisa e Tecnologia (Campinas-SP).
Estas culturas fungicas pertencem ao banco de microrganismos do Nucleo de Processos
Biotecnoldgicos (NUCBIO) da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade

Federal de Uberlandia e sdo mantidas em ultrafreezer a (-70) °C.

Realizagado Apoio

S
- ° 117 /\>
WE _ INSTITUTO FEDERAL {
G$C D = WE _ INSTITUTO FEDERAL \_\>)

WEN sul de Minas Gerais ==I Sul de Minas Gerais
FAPEMIG

Campus Muzambinho



e | PLANETA TERRA, 2
‘ ongresso Nacional de AGUA E AR - U
< \—/ MEIO AMBIENTE @\ meioamb_iept'epocos.com.br

S consciéncia, conservacao eale
Ol setembio e educacio ISSN on-lirie n®2317-9686 V.14 1 2022

Figura 01. Fungos Trichoderma harzianum ativados em meio de cultura Czapek. Fonte:
prépria autora.

Fermentacdo Submersa (FShm)

As fermentacGes submersas foram realizadas em reatores estaticos (frascos
conicos de 500 mL de volume) (ver Figura 2). Foi inoculado uma solucdo de 235 mL de
agua pH 4 com células de Trichoderma harzianum na concentracdo de 3x108 conidios/mL
com 100 g de milheto previamente esterilizados a temperatura de 121 °C e 1 atm de
pressao por 30 minutos. A FSbm foi realizada por sacrificio, ou seja, para cada ponto
amostral foi descartado um reator estatico. Efetuou-se o controle para cada ponto
amostral. Os reatores estaticos foram adicionados na estufa BOD Thermostat Cabinets TS
606-G/4-i em temperatura de 25°C.

Figura 02. FSbm de milheto. Fonte: propria autora.
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Recuperacéo da Enzima
A recuperacdo da enzima foi realizada utilizando 100 mL de meio extrativo. O

meio extrativo utilizado foi o Tween 80 1% em agua. Apos a adicdo do meio, 0 meio
fermentado foi agitado com auxilio de um bastdo de vidro e filtrado, obtendo-se o extrato

enziméatico bruto.

Biomassa (Determinacao de células)

A biomassa 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 um. Depois de filtrado, os filtros com a biomassa
foram levados para estufa a temperatura de 100£1,0°C e o sobrenadante foi reservado para
andlises da atividade da fosfatase &cida. 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) (Equacéo 01).

mFantes — deepnis]

Biomassa seca (E) = Viltrado

Equacédo 01

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

Producao de conidios

O meio recuperado contendo Tween 80 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 seguindo a metodologia de Embrapa 2012.

Ensaio Enzimatico
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)
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(Sigma Aldrich ™), A mistura para o ensaio consistiu em 50 puL do extrato enzimatico,

100 pL da solugdo de (p-NPP) concentracdo 5 mmol/L e 350 puL de tampao acetato de

sodio 50 mmol/L e pH 5,00. Apos a adicdo dos reagentes, incubou a 45°C em banho
termostatico por 15 min. Por fim, depois deste periodo, a reacdo foi interrompida com a

adi¢do de 1000 puL de NaOH na concentragdo de 0,1 mol/L. A quantidade de (p-NP)

liberada foi determinada em espectrofotdmetro (UV/visivel) a 405 nm de comprimento de

onda. Uma unidade (1U) de atividade da fosfatase acida foi definida como 1 uM de p-
nitrofenol (p-NP) formado por minuto (Ames, 1966).

R ESULTADOS E D ISCUSSAO

A Tabela 01 apresenta os resultados obtidos de crescimento celular expressa em

(g/L), pH e producdo de conidios(conidios/mL) para fermentacdo submersa, utilizando

milheto:

TEMPO (DIAS) CRESCIMENTO PH CoNiblos/ML
CELULAR (G/L)

3 0,72 508 1,5x108

5 1,55 4.70 2,3x108

7 1,89 460 5,6x108

9 2,23 453 7,0x108

Tabela 01: Fermentagdo submersa de milheto obtendo-se crescimento celular, pH e

producéo de conidios.

A partir dos resultados nota-se relativamente facil controlar a FSbm, uma vez que
a transferéncia de massa, calor e oxigénio sdo facilitadas e a homogeneidade geralmente é
superior. Este processo € mais confiavel e reproduzivel, de facil controle e monitoramento
0 que torna a conducdo da fermentacdo e a observacdo dos parametros chaves mais

simples (Fazenda et al., 2008).
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Os experimentos realizados por Ghazanfar, Raza e Raza, 2018, demonstraram um
melhor crescimento das espécies de Trichoderma spp. testadas em ambiente &cido,
quando em comparacdo ao ambiente alcalino. Esses resultados validam com o atual
estudo, cujo maior estimulo da formacao de biomassa foi o pH 4,53.

Ao final de 9 dias, foi possivel observar que a na temperatura de 25 °C apresentou
um valor de 7x10® 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 03 mostra a atividade enzimatica de fosfatase acida (U.mL™?) para o

substrato milheto:

—a— Atividade fosfatase acida milheto
—a— Atividade fosfatase acida controle milheto

2
20-
18 -
164
14
124

10

Atividade enzimatica da fosfatse acida (U.mL™)

Tempo (dias)

Figura 03. Atividade enzimatica da fosfatase acida para o substrato milheto.
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Farinas et al. (2014), em seu estudo descreve que a atividade enzimética é
fortemente influenciada pelo pH, uma vez que os sitios ativos de enzimas sao
frequentemente constituidos por grupos idnicos, 0s quais, a fim de catalisar a reacao,
devem estar na forma ibnica adequada para manter sua conformacao, permitindo uma
eficiente ligacdo ao substrato. Nesse estudo, o pH foi ajustado para 4 na extracdo
enzimaética.

Os valores finais de atividade enzimética da fosfatase acida foram descontados dos
seus respectivos controles. A atividade enzimatica de fosfatase acida apresentou valor
significativo de 21,00 (U.mL™) para o substrato milheto no tempo 9 dias de fermentagao.
Kapri et al.,2010, estudaram a producdo de fosfatase &cida utilizando 14 espécies de
Trichoderma spp. incluindo o fungo Trichoderma harzianum e verificaram o aumento da
atividade enzimatica no intervalo de 72 horas de incubacao.

Leitdo et al., 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%. Lima (2006), também observou o desenvolvimento do Trichoderma harzianum
e verificou que o fungo foi capaz de produzir fosfatase acida, fosfatase alcalina, e outras
enzimas, sendo que neste caso as enzimas estavam presentes no sobrenadante de cultura

liquida contendo farelo de soja e de milho.

CONCLUSC)ES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizagdo do substrato
milheto em fermentacdo submersa para a producdo de fosfatase acida apresentou grande
potencial de aplicagdo. Houve uma producdo de conidios de 7,0x108 (conidios/mL) para o
milheto, o pH atingiu um valor proximo a 4,5 e uma atividade enzimatica de fosfatase
acida constante ao longo do tempo, chegando a um valor final de 21 U.mL™.
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