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RESUMO

Os microrganismos, tanto as bactérias quanto os fungos desempenham um papel central no ciclo natural
do fésforo podendo convertersuas formas insoliveis em uma forma acessivel, de facil absor¢do para as plantas.
As fosfatases dcidas produzidas por fungos sdoenzimas que desempenham um papel especifico na eliminagao,
mobilizagdo e aquisicdo de fosfato, aumentando a fertilidade do solo e o crescimento das plantas.O presente
trabalho temcomo objetivo & producdo de fosfatases dcidas por fermentacdo submersa de melaco de soja
utilizandoo fungo Trichodermaharzianum.Foram analisadas as concentracdes de 25 (Trl) e 75 (Tr2) g/L de
melago de soja. Os resultados mostraram satisfatérios para o tratamento Tr2 apresentado atividade enzimatica de

3,90 U/mL, crescimento celular final de 6,83 g/L e pH constante para todo processo fermentativo.

Palavras-chave: Fosfatase acida; Biorreator;Trichodermaharzianum.

INTRODUCAO

A deficiéncia de fosforo disponivel na planta € considerada um fator limitante
importante para a producdo de alimentos em muitos solos agricolas. Por isso, recursos
minerais sdo necessdrios para restaurar o conteido de fosforo do solo. Os microrganismos,
tanto as bactérias quanto os fungos desempenham um papel central no ciclo natural do fésforo
e convertem as formas insoluveis de fésforo em uma forma acessivel, isto € uma caracteristica

importante para o crescimento e a sobrevivéncia das plantas (Behera et al., 2014).

Os principais mecanismos de solubilizacdo de P empregados por microrganismos do

solo incluem: (1) solubilizacdo e dissolu¢do mineral de compostos de P complexos, (2)
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liberacdo de P durante a degradacdo do substrato e (3) liberagdo de enzimas extracelulares,
como fosfatases para degradacdo enzimdtica. Entre os microrganismos solubilizantes de
fosfato, as estirpes dos gé€neros bacterianos Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium e fungos tais
como Aspergillus sp., Humicola sp., Mucor sp., Penicillium sp., Metarhizium sp. e
Trichoderma harzianum sao poderosos solubilizadores de fosfato (Leitdo, et al., 2010). Destes
fungos, destacam-se 7. harzianum, como um fungo saproéfito presente em solos, incluindo o
bioma do cerrado brasileiro (Souza et al., 2016). Este fungo foi destacado como um potente
agente fertilizante, dada a sua capacidade de induzir a absorcao e fornecer fosfato solivel no

solo (Kapri e Tewari, 2010).

O aproveitamento de subprodutos ou residuos agroindustriais como substratos para
producdo de enzimas € uma abordagem bastante interessante. As vantagens da utilizacdo de
residuos agroindustriais sdo as grandes quantidades, baixo valor agregado e destinagdo
ambientalmente vidvel. O melaco de soja por exemplo, forte candidato para redugdo de
precos em meio de cultura, ¢ um coproduto gerado pela evaporacdo do liquido remanescente
da secagem da proteina concentrada de soja.Possui uma alta concentracdo de acucares,

nitrogénio, dcidos graxos, aminodcidos € minerais (Siqueira, 2007).

As fosfatases 4cidas produzidas por uma variedade de fungos ganharam atencao
devido ao seu potencial biotecnoldogico em processos industriais, de diagndstico e de
biorremediacdo. Estas enzimas desempenham um papel especifico na eliminag¢do, mobiliza¢dao
e aquisi¢ao de fosfato, aumentando a fertilidade do solo e o crescimento das plantas. Assim,
diante da relevancia e do potencial de aplicacdo biotecnoldgica das fosfatases, o presente
trabalho propde avaliar a producao de fosfatases dcida de Trichodermasharzianumem meio de

cultura a base de melago de soja.

METODOLOGIA

Microrganismos

Os fungos Trichoderma harzianum foram isolados/coletados no Complexo
Mineroquimico de Araxd (Vale Fertilizantes), Minas Gerais. O isolado de fungos foi
identificado por testes bioquimicos de taxonomia convencional, pela Fundacdo Andre Tosello
para Pesquisa e Tecnologia (Campinas-SP). Esta cultura fungica pertence ao banco de

microrganismos do Nucleo de Procesos Biotecnolégicos (NUCBIO) da Faculdade de
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Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia e sdo mantidas em ultrafreezer a

(-70) °C.

Producdio de Fosfatase Acida por fermentacio submersa emerlenmeyer

Para producdo da enzima, foi inoculado15 mL do fungo 7. harzianum na concetracio
de 3,5)(108 esporos/mLem volume de 200mL de meio de cultivo. Foram avaliadas duas
condicdes de meio de cultura Trl e Tr2 suplementado apenas com melaco de soja nas
concetracdes de 25 e 75 g/L, respectivamente.As condi¢des operacionais foram: temperatura
de 28°C, agitacdo de 160rpm. Foram amostrados pontos nos tempos 0,24, 48 e 72 horas de
operacdo, depois estes foram filtrados para retirada da biomassa e obten¢do do extrato bruto

contendo a enzima de interesse.

Metodologia analitica
Determinacao de células (Biomassa)

A concentracdo celular (densidade microbioldgica) foi determinada pelo cdlculo de
massa seca, obtida pela filtragdo do caldo fermentado de um volume conhecido.Os filtros de
papel, pesados previamente, apresentava didmetro 90mm e retencio de particulas de 4-7 pm.
Depois de filtrado, o filtro com a biomassa foram levados para estufa a temperatura de
60+1,0°C e o sobrenadante foi reservado para andlises da atividade da fosfatase 4dcida. Apds
24 horas, o filtrofoi acondicionado em dessecador com silica gel até resfriamento e,
posteriormente, foi pesado. Este procedimento foi repetido até a verificagdo de peso constante
para a medida da biomassa seca. A diferenca de massa do filtro antes e depois da filtracaofoi a
massa de células presente no volume do caldo fermentado, a concentracao celular foi expressa

em (g/L).
Determinacao do pH

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

A atividade da fosfatase 4cida foi medida de acordo com Leitdo et al., (2010), utilizando

como substrato fosfato de p-nitrofenilo sal disédico hexahidratado (p-NPP) (Sigma Aldrich
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™) Uma unidade (1U) de atividade da fosfatase 4cida serd definida como 1 uM de p-

nitrofenol (p-NP) formado por minuto (Ames, 1966).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 (A) mostra a cinética de crescimento celular expressa em (g/L) e de pH, e

(B) mostra a Atividade da fosfatase adcida (U/mL) para os tratamentos Trl e Tr2.
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Figura 1: (A) Cinética de crescimento celular e pH. (B) Atividade da fosfatase 4cida.

Pode-se observar que o melago de soja na concentragdo de 75 g/L (Tr2) mostrou-se
mais promissor para producao da enzima em estudo se comparado com a concentragdo 25 g/L
(Tr1). O Tr2 atingiu seu valor maximo de 3,90 U/mL de atividade nas primeiras 12 horas,
depois apresentou-se pouca variacao até o final da fermenta¢do. O mesmo nao foi observado
para Trl, apresentando valor de atividade de 1,38 U/mL. Portanto fica evidente que a
concentracdo de carboidrato influencia na atividade da fosfatase acida. Souza, 2011 estudou a
influénca da concentragdo de glicose na produgcdao da fosfatase 4cida de Trichoderma
harzianum cepa ALL42. No seu estudo, o fungo apresentou um aumento de 21% na atividade
enzimatica quando aumentou a suplemetacdo de glicose de 0,5 para 1,5% (m/v).

E importante salientar que ndo houve correcio de pH em nenhum tratamento.Na
concentracdo de 75 g/LL o melaco de soja apresentou efeito tamponante com pH préximo a
5,50, ficando praticamente constante em todo processo. O crescimento celular final foi
préoximo para os dois tratamentos, sendo 6,65 para Trl e 6,83 g/L para Tr2.

Souza et al., 2016, estudaram a produgdo de fasfatase dcida por cepas de 7. Harzianum

em meio de cultivo suplementado com 15 g/L. de glicose, sem adicao de fosfato inorganico e
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pH ajustado para 4,0. Obtiveram a méixima atividade da fosfatase dcida de 14,3 U/mg em 48
de processo. Depois de 72 horas de processo, a atividade reduziu para valores préximo de 10

U/mg, permanecendo constante por mais 18 horas restantes.
CONCLUSOES

Diante destes resultados, o melaco de soja pode ser uma excelente op¢ao para reducio
de precos em meio de cultivo para processos fermentativos. O meio de cultura com melhores
resultados foi composto por melago de soja na concentragdao de 75 g/L. Neste tratamento o
microrganismo obteve um crescimento celular final de 6,83 g/L, apresentou pH constante e

préoximo a 5,50 e atividade enzimatica de 3,90 U/mL.
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