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1. INTRODUCAO

O fungo filamentoso Trichoderma harzianum é descrito como um agente de
controle biolégico utilizado contra alguns fitopatdgenos, tais como Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia solani e Pythium sp (Herrera-Estrella & Chet, 1998). Um dos
mecanismos de antagonismo deste fungo € denominado de micoparasitismo e se
caracteriza pela produgao de enzimas hidroliticas, como quitinases (EC. 3.2.1.14)
e N-acetilglucosaminidase (EC. 3.2.1.30), responsaveis pela quebra da parede
celular do fungo hospedeiro. Existem evidéncias de que o micoparasitismo ocorre
através de eventos sequenciais, que vao desde o reconhecimento até o contato
direto com o hospedeiro com a expressao de genes especificos (Herrera-Estrela &
Chet, 1998). Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos com produtores de
uma grande variedade de enzimas de interesse biotecnolégico. Além disso, séo
capazes de promover o crescimento de plantas, quando inoculados em
associacdo com sementes. Um dos fatores que contribui para esta caracteristica é
a capacidade deste fungo solubilizar e liberar fosfato do solo para as raizes
(Harman & Kubicek, 1998). Existe também um grande interesse em aplicagao de
enzimas com estas caracteristicas em nutrigdo animal. Fosfatases acidas (E.C.
3.1.3.2) sdo enzimas que catalisam a hidrélise de uma variedade de compostos
fosfatados orgéanicos, com a produgao de fosforo soluvel, contribuindo para o
metabolismo energético, transducédo de sinal (Dickman & Yarden, 1999) ou a
aquisicao de fosforo com propdsito nutricional (Walsh et al., 1994). Sdo enzimas
que estdo amplamente distribuidas na natureza, e tém sido encontradas em
bactérias (Jeong & Macaskil, 1999), fungos (Tarafdar et al.,1988) e plantas (
Kawarasaki et al.; 1996). Grande parte do fosforo (P) que é aplicado no solo como
fertilizante, rapidamente se torna indisponivel para as plantas, acumulando-se em
fragbes de fosforo inorganico (Sanyal & De Datta, 1991). O aumento da atividade
de fosfatase acida pode ajudar as plantas a usarem fosfatos de fontes orgéanicas
(Tarafdar & Claassen, 1988).

Portanto, devido a grande importancia do fungo Trichoderma para controle
biolégico, a solubilizagdo de P no solo e o papel relevante que as enzimas
produzidas por ele representam para a biotecnologia, foi nosso interesse neste
trabalho estudar a producido e caracterizacdo das enzimas fosfatases acidas
produzidas por fungos da espécie T. harzianum.

2. METODOLOGIA



2.1 - Manutencdo do fungo Os isolados Trichoderma harzianum ALL-42 da
Colegado do Laboratorio de Enzimologia / UFG, serdo mantidos com repiques
periédicos em meio MYG (0,5% de extrato de malte, 0,25% de extrato de
levedura, 1% de glicose e 2% de agar) e estocado a 4°C.

2.2 — Producao de Enzimas

Esporos dos isolados de Trichoderma harzianum ALL-42 (10" mL™" ), foram
inoculados em frascos de 250 mL contendo 25 mL de meio de TLE composto por:
1g/L de bactotriptona, 0,3g/L de uréia, 2,0g/L de KH; POy, 1,4g/L de (NH4),SOy4,
0,3g/L de MgS04.7H,0, 0,3g/L de CACL,.6H,O e solugdo de elementos tragos;
suplementado com 0,5% de farelo de milho como indutor. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 28°C e velocidade de 140 rpm. Apds 48 horas
de incubacgao o sobrenadante foi coletado e utilizado como fonte de enzimas.

2.3 — Atividade Enziméatica

A atividade de fosfatase acida foi determinada segundo metodologia descrita por
Bessey et al., (1946), usando-se p-nitrofenilfosfato (p-NPP) (Sigma Chemical
Company®) como substrato, na concentracdo de 5 mmol.L™, em tampéo citrato
trissédico 250 mmol.L™ pH 4,8.

2.4 — Determinacéo de Proteina

A concentragcdo de proteinas nas amostras foi determinada pelo método descrito
por Bradford (1976), utilizando albumina bovina (Sigma-Co) como padrao.

2.5 — Determinacdo da purificacdo de fosfatase acida em eletroforese, sob
condicbes desnaturantes

Para analise do perfil de proteinas secretadas no meio de cultura sera utilizado um
sistema de eletroforese (MiniGel-Sigma) em gel de poliacrilamida 10% em
condigdes desnaturantes, SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Ao final da corrida o gel foi
corado pelo método de coloragdo com nitrato de prata segundo metodologia
descrita por Blum et al., 1987.

2.6 — Purificacdo da fosfatase acida de T. harzianum ALL- 42

O extrato bruto de T.harzianum foi aplicado numa coluna de troca phenyl-
Sepharose High Performance (1,0 cm x 17,0 cm) (Amershan Pharmacia Biotech),
previamente equilibrada com o tamp3o A, com um fluxo de 120 mL.h™". A coluna
foi lavada com 80 mL do tampé&o A e em seguida aplicado um gradiente variando a
concentracdo do tamp3ao A de 2 a 0 mol.L™" de (NH,).SO4 e posteriormente lavada
novamente com 100 mL de tamp3o acetato de sédio 50 mmol.L™ pH 5,0. Fragdes
de 2 mL foram coletadas e usadas para determinacédo de proteinas a 280 nm e
atividade de fosfatase acida. (Figura 1). As fracbes que apresentaram maior
atividade de fosfatase acida foram reunidas (6 mL), dialisadas contra agua a 4°C,
e concentradas por liofilizacdo. O material liofilizado foi diluido em 1 mL de tampao
acetato de sodio 50 mmol.L™ pH 5,0 contendo 100 mmol.L™! de cloreto de sodio e
aplicado numa coluna de gel filtracdo, Sephacryl S-200 (44,3 x 2,6 cm) (Amershan
Pharmacia Biotech), previamente equilibrada com este mesmo tampao. O fluxo
utilizado foi de 20 mL.h™" e fragdes de 1 mL foram coletadas e utilizadas para
determinacao de proteinas a 280 nm e atividade de fosfatase acida . (Figura 2)

2.7 — Caracterizacéo da fosfatase acida de T. harzianum ALL- 42
Determinagcdo da massa molecular, pH o6timo, temperatura 6tima,
termoestabilidade, efeito de ions metalicos e alguns compostos na atividade




enzimatica, determinagdo da constante de Michaelis-Menten (K.,) e Velocidade
maxima da reagao (Vmax).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Trichoderma harzianum ALL-42 produziu duas fosfatases acidas apés crescimento
em meio TLE contendo farelo de milho. A fosfatase acida de menor massa
molecular foi parcialmente purificada por cromatografia em colunas de phenyl-
Sepharose (Figuara 1) e Sephacryl S-200 (Figura 2). O fator de purificagdo
encontrado foi de 4,31 vezes com um rendimento de 44,8 %. A massa molecular
da enzima parcialmente purificada foi de 72 kDa determinada por filtragcdo em gel
em Sephacryl S-200. O pH 6timo encontrado foi de 5,0 e temperatura de 45°C
(Tabela 1). A enzima apresentou maior estabilidade em pH 5,8 e temperatura de
40°C. NaF (5 mmol.L™"), B-mercaptoetanol (5 mmol.L™") e NaH,PO, (5, 10 e 15
mmol.L™") inibiram fortemente a atividade da enzima (Tabela 2). Os valores de Km
e Vmax foram de 838,5 umol.mL™ e 129,6 U.min™", respectivamente. NaH,PO,
altera os valores de Km e Vmax, sugerindo uma inibigdo da enzima do tipo
incompetitiva.
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Figura 1. Perfil cromatografico do sobrenadante da cultura de T. harzianum ALL 42
aplicado em coluna de interacao hidrofébica, phenyl-Sepharose -e- Proteina (Azsonm); -
o-Atividade de fosfatase acida; _ gradiente de (NH4)2SO4 (2 - 0 mol.L™")

Figura 2. Perfil cromatografico do pico de atividade de fosfatase acida proveniente da
cromatografia de interagao hidrofdbica, aplicado a coluna de filtragdo em gel Sephacryl
S-200. -o- Atividade fosfatase acida; -e- Proteina (Azso nm); Vo = volume vazio.

Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
‘ 12%), corada pela metodologia da prata, de amostras de T.




harzianum ALL 42. Amostras — 1. extrato bruto; 2. fracbes com
atividade de fosfatase acida provenientes da coluna de
interacao hidrofdbica ; 3. fracdes com atividade de fosfatase
acida correspondente ao pico |l da coluna de gel filtragéo.

Tabela 01. Propriedades bioquimicas da fosfatase acida produzida por T.
harzianum

Massa molecular (kDa) 72
pH 6timo 5,0
Temperatura 6tima 45°C
Termoestabilidade

pH 5,0/40°C/60 min 95
pH 5,0/50°C/60 min 70
pH 5,0/60°C/30 min 0

Km (umol.mL™) 838,5
Vimax (U) 129,6

Tabela 02. Influéncia dos varios compostos sobre a atividade de fosfatase acida
produzida por T. harzianum ALL 42

Compostos Concentragcao Atividade Residual
(mmol.L™") (%)
Controle 100
EDTA 5 101
Azida sddica 5 95
CuSOq4 5 92
HgCl; 5 91
B-mercaptoetanol 5 61
NaF 5 47
NaH;PO4 5 59
NaH,PO4 10 46
NaH,PO4 15 31

4.CONCLUSAO

®Otimizacdo da producdo desta enzima através de estudos de fontes de
carbono e nitrogénio;



®Desenvolvimento da metodologia da purificagdo parcial da fosfatase acida
produzida por T. harzianum;

®Caracterizagao bioquimica da fosfatase acida produzida por T. harzianum.
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