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1-INTRODUÇÃO 

O gênero Trichoderma compreende um grupo de fungos filamentosos 

encontrados no solo sobre matéria orgânica em decomposição e em raízes de várias 

espécies de plantas. São saprófitas, possuem esporos de coloração verde e 

caracterizam-se principalmente por utilizarem uma grande variedade de compostos 

como fonte de carbono e nitrogênio (Papavizas, 1985). São fungos anamórficos por 

não possuírem uma fase sexual conhecida e são naturalmente isolados de solos de 

regiões tropicais e temperados. A fase teleomórfica é formada pelo gênero 

Hypocrea, o qual pode ser encontrado colonizando árvores e herbáceas (Harman et 

al,. 2004; Samuels, 2006).  

Desde 1930 a ação do Trichoderma como biocontrolador vem sendo 

estudada e o sucesso do gênero é devido a agressividade no combate aos fungos 

fitopatogênicos do solo (Ribeiro, 2010). Há estudos que indicam o Trichoderma 

como promotor do crescimento de plantas podendo ocorrer o aumento da área foliar 

e do peso fresco da planta (Chácon et al.,2007) os benefícios proporcionados por 

esses fungos são devidos a sua capacidade de colonizar raízes (Harman et al., apud 

Ribeiro, 2010). Esta interação pode ocorrer através de dois mecanismos diferentes: 

(i) indução dos mecanismos de resistência da planta, controlando assim a população 

de fitopatógenos do solo; (ii) influência direta na fisiologia da planta através da 

solubilização de minerais e produção de hormônios (Verma apud Ribeiro, 2010). 

A absorção de fósforo do ambiente e sua utilização eficiente exigem a 

atuação de uma grande classe de enzimas denominadas de fosfatases. Estas 

enzimas são geralmente classificadas como fosfatases alcalinas e fosfatases ácidas 

(Dickman e Yarden, 1999). No solo a hidrólise de fosfatos orgânicos é 



  
predominantemente mediada pela atividade de fungos e bactérias (Yadav e 

Tarafdar, 2003). Os fungos são capazes de converter fósforo insolúvel em formas 

solúveis durante o processo de acidificação ou quelação, ou por hidrólise mediada 

pelas enzimas fosfatases. Fosfatases ácidas e alcalinas existem no solo podem ser 

classificadas com base nas faixas de pH de atuação e normalmente são secretadas 

em condições de ausência de Pi (Kapri, et al.,2010). A maioria das fosfatases ácidas 

relatadas na literatura são provenientes dos fungos Aspergillus, Humicola, Mucor, 

Penicillium e Metarhizium (Guimarães et. al.,2004). 

Fosfatase ácida (Fosfoidrolase monoester-ortofosfórico, EC 3.1.3.2) é uma 

hidrolase que promove a hidrólise do fosfato monoéster, transformando fosfato 

orgânico em uma forma solúvel inorgânico. Essas enzimas são amplamente 

distribuídas em plantas, células animais e microorganismos (Palacios et al.,2005; 

Dickman e Yarden, 1999).   

As fosfatases são classificadas baseadas em seu modo de expressão, 

podendo ser constitutiva ou induzida. As fosfatases constitutivas são caracterizadas 

por serem essenciais para a sobrevivência e por não serem afetadas pelas 

concentrações de pH externo (Ribeiro, 2010). Entretanto as fosfatases induzidas são 

expressas em resposta a fatores ambientais, como a deficiência de Pi (Esposito & 

Azevedo, 2004).   

Inúmeros estudos sobre fosfatase ácida de fungos estão associados à forma 

reprimida pelo fosfato inorgânico (Aleksieva e Micheva- Viteva apud Ribeiro,2010). 

No solo, a concentração de fósforo solúvel varia de 0,05 a 10 ppm e mais de 80% 

torna-se inviável para a absorção pela planta devido à absorção, precipitação ou 

conversão para forma orgânica (Kapri et al.,2010) Os microorganismos secretam 

fosfatases que clivam compostos de fósforo orgânico, o qual pode então ser utilizado 

para seu crescimento (Tasaki et al., 2006). 

2 – OBJETIVOS  

Avaliar a produção de fosfatase ácida e alterações do pH do meio de cultura 

de isolados de Trichoderma spp.durante diferentes tempos de indução.  



  
Identificar bons produtores de fosfatases para estudos posteriores de 

solubilização de fosfato. 

3 – METODOLOGIA 

3.1 - Manutenção dos fungos 

Os isolados do fungo Trichoderma spp. utilizados pertencem à coleção do 

Laboratório de Enzimologia – ICB/UFG, extraídos de solos de diferentes regiões do 

Brasil. Os fungos foram mantidos em placas, com repiques periódicos em meio MYG 

(p/v: 0,5% de extrato de malte, 0,25% de extrato de levedura, 1% de glicose e 2% de 

ágar) e estocados em temperatura ambiente (Ulhoa & Peberdy, 1992). 

3.3 – Produção de fosfatase ácida  

Os esporos de Trichoderma spp. (1.107. mL-1) foram inoculados em frascos 

Erlenmeyer de 250 mL contendo meio 50 mL TLE modificado, autoclavado {CaCl2 .6 

H20 0,3g L-1  (NH4)2SO4 1,4 g L-1, MgSO4.7H2O 0,3 g L-1, glicose 2,5%} pH 6,5. Os 

frascos foram mantidos em agitador rotatório a 28ºC com velocidade de 180 rpm 

durante 96 horas. Alíquotas de 5mL foram retiradas após 48 horas, 72 horas e 96 

horas de indução para determinar a atividades enzimática e pH. 

3.4 – Ensaios enzimáticos e determinação de proteína  

A atividade de fosfatase ácida foi determinada segundo a metodologia 

descrita por Haran (2000) usando p-nitrofenilfosfato (p-NPP) (Sigma Chemical 

Company) como substrato na concentração de 5mM. A mistura de ensaio contém 10 

µL da enzima a 20 µL de solução de p-NPP. Após incubação da mistura a 37 °C por 

15 minutos, adicionou-se 100 µL de hidróxido de sódio (NaOH) na concentração de 

0,1M. Em seguida, a leitura das amostras foi realizada no espectrofotômetro em um 

comprimento de onda de 405 nm. Uma unidade enzimática (U) foi definida como a 

quantidade necessária para degradar 1 µmol de substrato por minuto. Os testes 

foram feitos em duplicatas. 

A concentração de proteínas foi determinada pela metodologia de Bradford 

(1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA-Sigma) como padrão. Amostras de 



  
100 µL do sobrenadante de cultura foram adicionados a 1 mL da solução de 

Bradford. Após incubação por 15 minutos, à temperatura ambiente foi realizada a 

leitura de absorbância das amostras à 595nm. 

RESULTADOS  

Os isolados apresentaram pouca ou nenhuma atividade atividade enzimática 

no intervalo de 48 horas da indução. A maioria dos isolados aumentou a secreção 

de fosfatases ácidas no intervalo de 72 horas e o isolado 494/01 aumentou a 

secreção de outras proteínas, situação que pode ser visualizada na Figura 2. O 

isolado 17/06 destacou-se na produção da enzima fosfatase ácida. No intervalo de 

96 horas de indução houve uma queda da atividade enzimática, com exceção dos 

isolados 479/01 e 483/02 ( Figura 1), o que difere dos resultados encontrados por 

Kapri et al. (2010), onde a atividade da enzima de todos os isolados declinou com 96 

horas de indução. 

Figura 1. Atividade enzimática de fosfatase ácida dos isolados de Trichoderma spp. em 
diferentes intervalos da indução.  

Os resultados - aumento na atividade enzimática no intervalo de 72 horas - 

são corroborados com dados encontrados na literatura, onde a máxima atividade 

enzimática foi encontrada no intervalo de 72 horas de incubação (Kapri et al.,2010). 



  
O Trichoderma harzianum ALL-42 apresentou baixa atividade enzimática de 

fosfatase em todos os intervalos, o que é condizente com os dados encontrados por 

Ribeiro (2010) para a mesma concentração de fosfato (0% de KH2PO4)  e condições 

de cultivo semelhantes. 

 

Figura 2. Atividade específica de Fosfatase Ácida (U.mg-1) por isolados de Trichoderma 
spp.  

A baixa secreção desta hidrolase pode ser atribuída também ao mecanismo 

regulatório de pH, que garante a secreção somente das enzimas que são ativas no 

pH correspondente a sua função (Ribeiro, 2010). Sendo assim, a fosfatase ácida 

será secretada preferencialmente em pH ácido, o que difere das condições do meio 

de cultura do estudo, com pH 6,5, e com posterior basidificação ocorrida (Figura 3).  

Observando o gráfico da figura 3 podemos notar uma queda inicial do pH no 

meio de cultivo do isolado 17/06, porém com 48 horas o T.erinaceum apresentou 

baixas taxas de atividade enzimática mesmo com pH aproximadamente em 5,77. 

Logo em seguida o isolado foi capaz de basidificar o meio ter uma boa produção de  

fosfatase ácida mesmo em pH básico. 



   

CONCLUSÕES  

O isolado 17/06 é um bom candidato para estudos de conversão de fosfato 

orgânico em Pi, pois a secreção de fosfatase ácida, mesmo em meio de cultivo com 

condições limitantes, foi bastante alta. Já o isolado ALL-42 não apresentou altas 

taxas de atividade enzimática apesar de alguns estudos apontá-lo com bom produtor 

de fosfatase, sendo assim, necessita-se mais estudos sobre o potencial de produção 

de fosfatases e posteriormente de solubilização de fosfato.           
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