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RESUMO

DUARTE, Josiane Leal, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2016.
Solubilizagdo de fosfatos porAspergillus niger, Penicillium idandicum e acidos
organicos Orientador: Mauricio Dutra Costa. Coorientadores: Ivo Ribeiro da Silva e
Leonardus Vergutz.

O uso de micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSF) constitui alternativa
viavel para producéo agricola sustentavel, devido & reducdo do consumo de adubos
fosfatos sollveis de elevado custo. Os MSF podem potencialmente mobilizar P a
partir de fosfatos de rocha pouco reativos ou a partir do solo. Assim, o objetivo deste
trabalho foi o de avaliar a solubilizacdo de oito fosfatos naturais distintos (Araxa,
Cataldo, Bayovar, Argélia, Abaeté, Patos de Minas, crandalita e Gafsa) por
Aspegillus nige=S1ou Penicillium islandicumFS41 e alguns de seus metabdlitos
acidos. Adicionalmente, avaliou-se a mobilizacdo de P a partir de uma fracédo
granulométrica < 75 um de dois Latossolos distintos pelos &cidos citrico e oxalico. O
isolado deA. niger FS1 foi o mais eficiente em solubilizar a maioria dos fosfatos
naturais testados. O P sollvel ndo se correlacionou com as concentracdes de &cido
oxalico e citrico detectadas no meio de cultura, sugerindo que a maior solubilizacédo
de P porA. nigerFS1 resultou da extrusdo déé{ ou da acdo de outros metabdlitos
acidos nao detectados. A crandalita foi a fonte de P mais recalcitrante a solubilizacéo
microbiana. Para a solubilizacdo de fosfato de Araxa e Cataléo, o acido oxalico, a 50
mmol L, foi o mais eficiente na solubilizacdo de P. Observou-se interacéo sinérgica
entre o &cido citrico e 0 malico na solubilizacdo dos fosfatos de rocha testados. O
acido oxalico foi capaz de disponibilizar P a partir da fracdo de 75 um do Latossolo
de Patos de Minas, levando a aumentos de até 9 vezes na concentracéo de P soluvel
em comparag¢do ao tratamento controle, sem &cido. O efeito do acido oxalico foi
solo-especifico, ndo ocasionando aumentos significativos no P sollvel no Latossolo
TG. O tratamento da fracdo < 75 um dos solos com &cido citrico levou a reducéao ou
a pequenos aumentos no P solluvel, a depender do tipo de solo e horizonte avaliado.
Este trabalho demonstrou a ampla diversidade de fosfatos naturais passiveis de
sofrerem solubilizacdo microbiana. O acido oxalico foi mais eficiente em solubilizar

a maioria das fontes de P testadas, bem como aquelas nativas de um dos solos
testados. Os dados obtidos evidenciaram pela primeira vez o potencial do &cido
oxalico em aumentar a disponibilidade de P em solugcéo a partir da fase sélida do

Vi



solo. O uso de micro-organismos e de seus metabdlitos na disponibilizacdo de P a
partir de fontes pouco sollveis pode contribuir para a realizagdo de praticas agricolas

menos custosas do ponto de vista econémico e ambiental.
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ABSTRACT

DUARTE, Josiane Leal, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2016.
Phosphate solubilization by Aspergillus niger, Penicillium isalndicum, and
organic acids Advisor: Mauricio Dutra Costa. Co-advisors: Ivo Riberio da Silva and
Leonardus Vergutz.

The use of phosphate solubilizing microorganisms (PSM) constitute an alternative
for a sustainable agricultural production, promoting decreases in the use of costly
soluble phophate fertilizers. The PSM can potentially solubilize P from low
reactivity phosphate rocks or from the soil. Thus, the objective of this work was to
evaluate the solubilization of eight different rock phosphates (Araxa, Cataléo,
Bayovar, Argélia, Abaeté, Patos de Minas, craitéaland Gafsa) byspergillus

niger FS1 andPenicillium islandicumFS41 and some of their acid metabolites.
Additionally, P solubilization from a granulometric fraction < 75 pm of two distinct
Oxysols by oxalic and citric acids was also evaluatedhiger FS1 was the most
effective isolate at P solubilization from most of the rock phosphates tested. Soluble
P did not correlate with the oxalic and citric acid concentrations detected in the
culture medium, suggesting that the higher P solubilization observed. foiger

FS1 resulted from Hextrusion and, or the action of other acid metabolites that
remained undetected. Crandallite was the P source found to be the most recalcitrant
to microbial solubilization. For the solubilization of Araxa and Cataldo rock
phosphates, oxalic acid at 50 mmal was the most efficient. A synergic interaction

at phosphate solubilization between malic and citric acid was observed. Oxalic acid
was capable of solubilizing P from a < 75-um fraction of the Patos de Minas Oxysol,
leading to increases of up to nine times the concentration of soluble P found in the
control treatment without organic acids. The effect of oxalic acid on P solubilization
was soil-specific and did not cause increases in soluble P in the TG Oxysol. The
treatment of the granulometric fraction of the soils with citric acid led to slight
increases or significant decreases in soluble P depending on the soil type and soil
horizon analyzedTlhe present work demonstrated the wide variety of rock phosphate
amenable to microbial solubilization. Oxalic acid was the most efficient to solubilize
most of the rock phosphates, as well as those P sources native to one of the soils
tested. The data obtained evidenced for the first time the potential of oxaliofacid
increasing P availability in the soil solution from a fraction of the soil solid phase.
The use of microorganisms and their metabolites for P solubilization from low-
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solubility sources can contribute to the adoption of agricultural practices that are less

costly from an economic and environmental point-of-view.



1. INTRODUCAO

A essencialidade do fosforo (P) para o metabolismo e o desenvolvimento das
plantas deve-se ao fato do elemento atuar na respiracdo, na producdo e
armazenamento de energia, na divisdo e crescimento celulares, além de ser
constituinte do DNA e do RNAJuntamente com outros fatores ambientais, o P
desempenha papel central na fertilidade do solo e sua deficiéncia constitui restricdo a
producao vegetal.

A forte adsor¢cdo d® as particulas do solo leva a baixa disponibilidade do
nutriente,limitando a producéo vegetal. Como consequéncia dessa adsorcédo o solo
atua como dreno, fixando o P adicionado de forma que o elemento ndo se encontra
livre em solugcédo para ser absorvido pelas plantas. Da mesma maneira, o solo pode
atuar como fonte, operando como reservatorio natural do elemento.

Vérios fatores alteram a disponibilidade e a mobilidade dos nutrientes no
solo, a exemplo da adsorcdo as particulas minerais e das interagbes com ions
organicos e inorganicofEm solucdo, o P possui alta capacidade de adsorcao
correlacionada aos oxidos de Al e Fe, em solos acidasCa, em solos alcalinos.

Solos intemperizados, mais eletropositivos e acidos, possuem maior capacidade de
retencao de anions, reduzindo a acessibilidade das plantas aos nutrientes.

O manejo ideal visa sincronizar a oferta de P de acordo com as exigéncias da
cultura durante os estagios criticos de desenvolvimento de modo a aumentar a
eficiéncia de recuperacdo dos nutrientes aplicados, diminuir os custos de producéo e
evitar perdas. As fontes de P disponiveis as plantas no decorrer do crescimento
correspondenacs recursos proprios do solo e aos fertilizantes fosfatados aplicados,
de modo que a captura do ion € dirigida pelo crescimento radicular e a quantidade do
elemento no solo. A concentracdo de nutrientes na solucdo do solo € decisiva para
suportar a taxa de absorcdo das plantas. Seu reabastecimento ocorre rapidamente
com a adicao de fertilizantes, de modo que essa pratica tornou-se essencial para
manutencédo de altas produtividades, tornaaddilizacdo desses insumos pratica
indispensavel.

Os fertilizantes fosfatados sdo obtidos de fosfatos de rocha tratados
quimicamente e possuem elevada concentracdo de P facilmente acessivel as plantas.

Os fosfatos naturais, de origem geoldgica ignea ou metamoérfica, apresentam baixa



reatividade, em contraste com os fosfatos de rochas de origem sedimentar, que sao
mais reativosOs fosfatos naturais brasileiros apresentam, em geral, baixa eficiéncia
de suprimento de P, 0 que torna necessaria a utilizacdo de fertilizantes fosfatados
soluveis a fim dseatender as necessidades das culturas.

Para contornar a menor disponibilidade de P na solugdo do solo, altas doses
de fertilizantes fosfatados solUveis tém sido aplicadas na agriculordrasil,
recentemente, a producdo de fertilizantes fosfatadgBs)(Pegistrou reducdo de
9,8%, passando de 240 mil toneladas em 2015 para 217 mil toneladas em 2016
Contudo, o Pais continua dependente de importacdes e do mercado externo e
acredita-se que esta reducdo possui apenas carater pontual. As fontes de P naturais
que poderiam ser exploradas para atender a demanda de P sao finitas e néo
renovaveis, sendo a velocidade de exploracdo das jazidas muito superior as taxas de
retorno do P ao seu ciclo natural, o que podera lavamlapso do fornecimento
desse nutriente para a agricultura no futuro préximo.

Grande é o interesse na capacidade de micro-organismos do solo de
efetuarem a mobilizacdo do fésforo fixado a fase sélida do solo ou presente na manta
organica visando o suprimento das culturas com esse elemento. Nesse aspecto,
micro-oganismos solubilizadores de fosfato, por meio da producdo de &cidos
organicos e enzimas fosfatases, podem atuar como agentes de liberacdo de P a partir
das fracbes menos labeis do solo, contribuindo para a reducédo do uso de fertilizantes
e a maior conservacdo dos reservatorios naturais do nutriente. Além disso, a
solubilizagdo microbiana de fosfatos de rocha pode oferecer alternativa de
suprimento de P com o uso de fosfatos pouco reativos e menos dispendiosos.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi o de avaliar a solubilizacdo de fosfatos
naturais poAspegillus nigee Penicillium islandicumfungos obtidos no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a AgropecuariaBIOAGRO, Campus UFV, Vicosa, MGu
acidos organicos selecionados. Adicionalmente, avaliou-se a mobilizacdo de P a

partir de uma fracdo granulométrica do solo por acido citrico e acido oxalico.



2. REVISAO DE LITERATURA

A industrializacdo da agricultura tem promovido aumento significativo da
produtividade agricola, levando a ma®guantidades de alimentos disponiveis para
a populagdo. Juntamente com essa abundancia, houve o aparecimento de graves
problemas ambientais resultantes do uso continuo de fertilizantes quimicos (Pérez-
Montafio et al., 2034.ukowiak et al., 2016).

Entre os nutrientes necessarios as plantas, o P destaca-se pelo papel
fundamental que exerce no funcionamento celular, operando como componente
estrutural ou metabdlico (Marschner, 1995). O P constitui elemento-chave para o
desenvolvimento e produtividade das culturas, atuando nas reacdes de transferéncia
de energia, fixacdo de nitrogénio, sintese de glicose e na respiracdo, sendo, ainda,
constituinte de &acidos nucleicos e fosfolipidios, dentre outras moléculas importante
para a célula (Marschner, 19®arker e David, 2015).

Em virtude da grande capacidade de adsorcao akepBrticulas do solo, as
areas cultivadas tém recebido, nos ultimos anos, grandes quantidades de adubos
fosfatados com o propdsito de se aumentar a disponibilidade do elemento para as
plantas (Wang et al., 2014). A manutenc¢&o de niveis adequados de P para as culturas
por intermédio da aplicacdo de fertilizantes tornou-se pratica tdo comum quanto
danosa, muitas vezes levando a alteracdes negativas dos ecossistemas (Lukowiak et
al., 2016). A manutencdo de altas produtividades, com o minimo possivel de
perturbacdo ambiental, €, atualmente, desafio de ambito mundial (Seroa da Motta,
1997).

Em condi¢cdes de baixa disponibilidade de nutrientes, especialmente N e P, as
raizes transformarse em forte dreno de carboidratos, causando limitacdo ao
crescimento da parte aérea. A reducdo do crescimento da parte aérea ocorre logo
apos a deficiéncia de P, enquanto que o crescimento radicular sé passa a ser limitado
apos intervalo de tempo maior, porém, com menor intensidade. Em situacdes de
deficiéncia de P, as raizes tornaemais finas para explorar melhor o volume de
solo, elevando ainda mais o consumo de energia, Vvisto que sdo substituidas mais
facilmente. Por outro lado, quando ha excesso de P, a planta previne a toxidez
convertendo fésforo inorganico (Pi) em compostos de reserva (acido fitico),
diminuindo a taxa de absorcdo ou perdendo Pi por efluxo (Hewitt e Smith, 1974,
Mengel e Kirkby, 1987; Marschner, 1995; Barker e David, 2015).



O manejo agricola ideal visa sincronizar a oferta de P de acordo com as
exigéncias da cultura durante os estagios criticos de desenvolvimento de modo a
aumentar a eficiéncia de recuperacéo dos nutrientes aplicados, diminuir os custos de
producao e evitar perdas (Fageria, 1998; Lukowiak et al.,)28%6naiores taxas de
absorcdo de P pelas plantas ocorre durante o florescineeotmtinua até a
maturacdoAs fontes de P disponiveis para as plantas sdo o proprio P do solo e os
fertilizantes fosfatados aplicados, sendo a absorcdo do elemento pelas plantas
influenciada pelo crescimento radicular e pela quantidade do nutriente no solo (Horn
et al., 2006;Wang et al.,, 2014; Lukowiak et al.,, 201@jaja vista a baixa
disponibilidade de P na solucdo do solo teaecesséria a aplicacdo sistematica
de fertilizantes fosfatados visando suprir a demanda da planta por esse nutriente
(Grant et al., 2001).

A dinamica do P no solo pode ser medida por meio da transformacgéo das
fracdes organicas e inorganicas do elemento (Stewart e Tiessen, 1987). O contetudo
total de P e a distribuicdo dessas fracdes variam de acordo com o material de origem
e com fatores relacionados a génese do sak,como clima, relevo, organismos
vivos e tempo (Walker e Syers, 1976). Logo, estd associada a fatores ambientais que
controlam a atividade de micro-organismosaepropriedades fisico-quimicas e
mineraldgicas do solo (Novais e Smyth, 1999). Em solos mais jovehsima
ocorre em minerais primarios, mas a maior parte do elemento encontra-se na forma
organica (Po) ou na forma mineral (Pi), adsorvida fracamente a minerais secundarios.
Nos solos altamente intemperizados, predominam as formas inorganicas ligadas a
fracdo mineral com alta energia e as formas organicas estabilizadas fisica e
guimicamente (Santos e Kaminskii, 2008).

O P presente na fase solida do solo pode ser dividido em duas fracdes: a
fracdo labil ea ndo labil. Na fracao labil, caracterizada pelo fato do P se encontrar
em forma trocavel, o elemento pode ser encontrado em formas organicas e
inorganicas (Mendes e Reis Junior, 2003). A fracdo labil & representada pelo
conjunto de compostos fosfatados capazes de repor rapidamente o P a solucdo do
solo, quando o nutriente € absorvido pelas plantas ou por micro-organismos. A
fracdo nao labil corresponde ao P presente na estrutura dos minerais, bem como ao P
fixado as particulas do solo (Marschner, 1995).

Com a dissolugéo lenta dos minerais primarios durante o intemperismo, o Pi

(P inorganico) é liberado para a solu¢do do solo, mantendo-se em equilibrio com a
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fase solida (Marschner, 1995). Parte de Pi na solugcdo é precipitado na forma de

minerais secundarios, podendo ser convertido em formas oclusas e a outra parte é
absorvido pelas plantas. A liberacdo de P apés a lise celular, fornece Po (P orgéanico)

ao solo, e este, ao sofrer a mineralizacao, fornece Pi nhovamente a solucao (Guerra et
al., 1996).

O Po é derivado de micro-organismos, plantas ou residuos de origem animal e
pode ser reciclado pela biomassa microbiana ou estabilizado na fase mineral do solo
(Oehl et al., 2004). A mineralizacdo a qual esta sujeito pode ser dividida em dois
processos: 1) mineralizacdo bioquimica, no qual o Pi é liberado de compostos
organicos atravées de exoenzimas fosfatases, sendo reguladas pela demanda de P; e 2)
mineralizacdo biolégica, no qual a liberacdo de Pi de compostos organicos ocorre
durante a oxidacdo de carbono (C), dentro da célula, sendo realizada pelos micro-
organismos do solo e regulada pela demanda de energia (Mcgill e Cole, 1981). O
contetdo de Po no solo esta associado, também, a protecéo fisica da matéria organica
do solo, por meio da oclusdo dentro de agregados e pequenos poros, reduzindo a
biodisponibilidade e acessibilidade aos micro-organismos e as enzimas do solo (Oehl
et al., 2004

A fracdo Pi presente no solo consiste em fosfatos minerais insollveis e anions
fosfatos adsorvidos a minerais de Fe e Al e carbonatos de Ca (Oehl et al., 2004). Em
solos brasileiros, o P é encontrado em maior quantidade como fosfatos de aluminio e
ferro (Oehl et al., 2004). A disponibilidade de Pi depende de sua solubilidaée que
influenciada pela atividade das raizes das plantas e dos micro-organismos do solo
(Mendes e Reis Junior, 2003).

Na agricultura brasileira, o uso dos fertilizantes fosfatados soluveis,
totalmente acidulados, obtidos a partir do tratamento acido de rochas fosticas,
predominante. Esses fertilizantes possuem elevada concentracdo de P facilmente
acessivel as plantas (Corréa et al., 2005; Fontoura et al., 2010). O alto custo desses
insumos tem despertado o interesse pelos fosfatos naturais (FN), que custam bem
menos por unidade de P do que os fertilizantes soluveis (Resende et al., 2006).

Os FN de origem geologica ignea e metamorfica apresentam baixa
reatividade, enquanto que os de origem sedimentar sdo considerados mat reativo
No Brasil, osFN apresentam baixa reatividade, sendo constituidos em sua maioria de

rochas de origem ignea (Novais e Smyth, 199&réa et al., 2005). Em geral, a



lenta liberacdo de P a partir desses materiais dificulta a utilizagcdo direta dos mesmos
na fertilizagao do solo.

Alguns micro-organismos do solo sao eficazes em liberar P a partir de fontes
organicas ou inorganicas por meio de processos de solubilizacdo e mineralizacao.
Deste modo, participam ativamente das transformacgdes do nutriente no solo (Chabot
et al., 1993). Varias populacdes de bactérias e fungos rizosféricos, a exemplo do
Penicillium e Aspergilluscontribuem para o melhor crescimento e desenvolvimento
das plantas por aumentarem a disponibilidade de P préximo as raizes, por meio de
mecanismos de solubilizacéo de fosfato (Behera et al., 2014).

A inoculacdo de micro-organismos solubilizadores de fosfatos (MSF) no solo
tem sido sugerida como alternativa para se substituir ou se diminuir o uso de
fertilizantes fosfatados sollveis, mediante a mobilizacdo das formas nativas de P do
solo ou de FN (Vessey, 2003). O uso de FN, conjuntamente com tais micro-
organismos, € pratica promissora, podendo reduzir custos e a dependéncia nacional
por insumos estrangeiros. No entanto, durante o processo de solubilizacdo efetuado
por MSF, ocorre a liberacéo de outros elementos quimicos a partir do FN, a exemplo
o fluor, que séo capazes de inibir o crescimento microbiano, sendo necessario estudar
estratégias de aplicacdo de MSF (Mendes et al.,, 2013 a; Mendes et al.,; 2013 b
Mendes et al., 2014).

A producéo de acidos organicos e a extrusdo de protdhsid estratégias
comumente utilizadas por diversos micro-organismos para promover a solubilizacéo
de FN, entretanto, 0s mecanismos responsaveis ainda nao sédo plenamente conhecidos
(Raij, 1991; Mendes et al., 2014).

Acidos organicos, incluindo acetato, lactato, malato, oxalato, succinato,
citrato, gluconato, podem formar complexos com o ferro, aluminio ou com outros
cations estaveis, como o calcio, liberando o P disponivel para as plantas no solo
(Gyaneshwar et al.,, 2002). A solubilizacdo de fosfato correlaciona-se com a
capacidade de producéo de acidos organicos e, ou polissacarideos extracelulares pelo
micro-organismo (Omar, 1997).

A capacidade de complexacdo dos acidos organicos esta relacionada com a
posicdo dos grupos OH/COOH da cadeia carbbnica da molécula, sendo os acidos
mais eficientes o citrico, o tartarico, o oxdlico e o malico (Kpomblekou-A e
Tabatabai, 1994). Os de eficiéncia moderada sao o salicilico e o malénico; e dentre

os de baixa eficiéncia, citam-se 0 succinico, o latico e o formico (Menosso et al.,
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2001). Em principio, &cidos organicos alifaticos, com maior nimero de grupos
carboxil, com grupos B-hidroxil, ou com grupos carboxil préximos, sdo mais efetivos

na quelacdo de cations bivalentes comd’ Chig®", F€" e AF*, presentes na
estrutura dosFN (Kpomblekou-A e Tabatabai, 1994). De modo geral, Fds
influenciam distintamente o crescimento e producgdo de acidos organicos pelos MSF
interferindo na solubilizacdo microbiana (Chuang et al., 2007; Mendes at al., 2014).
Mendes et al. (2014) estudaram os mecanismos de solubilizacdo de fosfato por
isolados de fungos quando expostos a diferentes fontes de fosforo e, dentre os
isolados testadosAspergillus nigerFSI foi o isolado com maior capacidade de
solubilizagdo para todos os tipos fosfatos insolluveis testadaéP(@4; AIPOy;

FePQ e FN). Esse estudo demonstrou que as fontes de fésforo influenciam
fortemente o metabolismo e crescimento fungico, bem como a producédo de acidos
organicos.

A exsudacdo de &cidos organicos de baixo peso molecular pode ser tanto
constitutiva como induzida pela deficiéncia de fésforo (Chen et al., 2006). Também,

a depender das condi¢cdes de cultivo, uma Unica espécie microbiana pode secretar
conjunto diferente de acidos organicos, variando de um a varios tipos de compostos
(Chen et al., 2006). No solo, os acidos organicos podem constituir importante fonte
de C labil para a microbiota e, portanto, sdo rapidamente degradados, com meia-vida
variando entre 0,5 e 12 horas (Van Hees et al., 2003). A taxa de mineralizacdo, no
entanto, € dependente de alguns fatores, tais como a biomassa e a estrutura da
comunidade microbiana e a adsorcdo desses compostos as particulas do solo, que
pode reduzir significativamente as taxas de decomposicao (Van Hees et al., 2003).

Os acidos organicos podem também aumentar a disponibilidade de P pelo
blogueio de sitios de adsorcdo as particulas do solo ou pela formacédo de complexos
com cétions na superficie de minerais (Behera et al.,, 2014). O efeito da matéria
organica do solo, bem como dos acidos organicos dela provenientes, sobre o
bloqueio dos sitios de adsorcao, é transitorio, mas pode ser vantajoso a depender da
época de aplicacéo de fosfato (Afif et al., 1995). A capacidade dos acidos organicos
em competir com P pelos sitios de adsorcéo depende das concentracdes do acido, de
sua forma— polimerizado ou nde— do pH, da forca ibnica da solucédo e,

principalmente, da persisténcia do acido organico no solo (Cessa et al., 2010).



A producgdo de acidos organicos resulta na acidificacdo do ambiente onde o
micro-organismo se encontra, existindo correlagdo entre a diminuicdo do pH e a
liberacdo de P (Kucey, 1983; Behera et al., 2014).

Asea et al. (1988) demonstraram a eficiéncia de micro-organismos em
solubilizarFN, ndo via producao de acidos organicos de baixo peso molecular, mas
promovendo a extrusdo de protons acompanhada pela assimilacdo de amoénio. Os
autores concluiram que, sob condi¢cdes ideais de meio de cultura, o mecanismo
dependente da absorcdo de amoénio era capaz de efetuar a solubilizacdo de P em
maiores niveis do que os obtidos com o uso de acidos organicos, estando relacionado
com o decréscimo do pH.

O P orgéanico pode ser liberado por trés grupos de enzimas: 1) fosfatases, que
executam a desfosforilacdo de ligacdes fosfo-éster ou fosfoanidrido da matéria
organica; 2) fitases, que especificamente causam a liberacdo de P a partir do acido
fitico; e 3) fosfonatases e liases C-P, enzimas que realizam a clivagem de C-P em
organofosfonatos (Behera et al., 2014). As fosfatases quebram as ligacGes fosfo-
éster, proporcionando a liberagcdo de fosfatos inorganicos e de nucleotideos.
Dependendo do pH étimo de atividade, sé@o classificadas como fosfatases alcalinas
(pH >7) ou é&cidas (pH <6) (Behera et al., 2014).

Algumas fosfatases acidas de alto peso molecular sdo denominadas fitases. O
fitato € a principal reserva de formas organicas de P no solo (Rodriguez et al., 2006).
A capacidade das plantas de obter fosforo diretamente a partir de fitato é muito
limitada. No entanto, o crescimento e a nutricdo fosfatada de planfaalidopss
thaliana, na presenca de fitato, foi significativamente melhorada em transformantes
contendo o gene da fitase (phya)Akpergillus niger(Richardson et al., 2001). O
teor de P e o crescimento dos transformantes foi equivalente aos das plantas controle,
adubadas com fosfato inorganico (Behera et al., 2014).

A reducao das doses de adubos fosfatados solUveis associada ao uso de FN e
MSF sdo tendéncias promissoras para o futuro. Diversos estudos demonstram a
eficiéncia de MSF aplicados ao solo, na auséncidNeem promover melhor
absorcédo de P pelas plantas, sugerindo a capacidade dos mesmo de mobilizar os
reservatorios de Pi e Po pouco labeis (Asea et al., 1988; Jain et al., 2010; Cassia
Silva et al., 201% O uso de tais micro-organismos levard ao melhor aproveitamento
de fertilizantes de alta ou baixa solubilidade, evitando perdas e diminuindo 0s custos

de producéo.



Embora a eficiéncia desses micro-organismos seja comprovada, o solo é
ambiente complexo, onde h& a interveniéncia de diversos fatores que podem afetar a
disponibilizacdo de P pelos MSF. Dessa forma, temanportante conhecea
dindmica do P no solo do ponto de vista microbiolégico, bem como entender como a
microbiota e seus metabdlitos atuam nas transformacdes de minerais ai presentes.
Esse conhecimento contribuird para o desenvolvimento de novas tecnologias de
aplicacdo de MSF com maior capacidade de disponibilizacdo de P para as plantas

reduzindo o consumo de fertilizantes de alto custo.
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Solubilizacao de fosfatos poAspergillus niger, Penicillium isandicum e 4cidos
organicos

Josiane Leal Duarte

RESUMO

O uso de micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSF) constitui
alternativas para producgdo agricola sustentavel, poistpeameducdo do consumo
de adubos fosfatos solaveis de custo elevado. Os MSF podem mobilizar P a partir de
fosfatos de rocha pouco reativos ou a partir do solo. Assim, 0 objetivo deste trabalho
foi avaliar a solubilizacdo de oito fosfatos naturais distintos (Araxa, Cataldo,
Bayovar, Argélia, Abaeté, Patos de Minas, crandalita e Gafsa)gpagillus niger
FS1ou Penicillium islandicunFS41 e acidos organicos. Adicionalmente, avaliou-se
a mobilizacédo de P a partir de uma fracdo granulométrica stfepdois Latossolos
distintos pelos acidos citrico e oxalico. O isoladddeigerFS1 foi o mais eficiente
em solubilizar a maioria dos fosfatos naturais testados. O P solavel ndo se
correlacionou com as concentracdes de &cido oxalico e citrico detectadas no meio de
cultura. A crandalita foi a fonte de P mais recalcitrante a solubilizacdo microbiana.
Para a solubilizacdo de fosfato de Araxa e Cataldo, o acido oxalico, a 50 thmol L
foi o mais eficiente na solubilizacdo de P. Observou-se interacdo sinérgica entre o
acido citrico e o malico na solubilizacdo dos fosfatos de rocha testados. O &cido
oxdlico foi capaz de disponibilizar P a partir da fracdo de 75 pm do Latossolo de
Patos de Minas, levando a aumentos de até 9 vezes na concentracdo de P soluvel em
comparacao ao tratamento controle. O efeito do acido oxalico foi solo-especifico,
ndo ocasionando aumentos significativos no P solivel no Latossolo TG. O
tratamento da fragcdo granulométrica < 75 pm dos solos com &cido citrico levou a
reducao ou a pequenos aumentos no P sollvel, a depender do tipo de solo e horizonte
avaliado. O 4cido oxdlico foi mais eficiente em solubilizar a maioria das fontes de P
testadas, bem como aquelas nativas de um dos solos testados. Os dadss obtido
evidenciaram o potencial do acido oxalico em aumentar a disponibilidade de P em
solucdo a partir da fase sdlida do solo. O uso de micro-organismos e de seus
metabolitos na disponibilizacdo de P a partir de fontes pouco sollveis pode

contribuir para o desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis.
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4. INTRODUCAO

A disponibilidade de fésforo (P) é um dos fatores mais limitantes a producéo
agricola nos solos tropicais em fatzforte adsor¢do desse nutrieatparticulas de
solo (Corréa et al., 2005). Tradicionalmente, esse fato leva a necessidade de
aplicacdo de doses elevadas de fontes de P altamente sollveis, visando inceementar
fertilidade do solo, com consequentes aumetiéqeodutividade das culturas (Wang
et al., 2014).

Contudo, o uso continuo de fertilizantes quimicos de alta solubilidade, além
de encarecer os custos de producédo, pode ocasionar problemas ambientais, a exemplo
da eutrofizacdo de mananciais hidricos (Pérez-Montafio et al;, [ 2iKWwiak et al.,

2016). Os fosfatos naturais (FN) despontam como alternativa ao uso desses insumos,
sendo fontes mais econdmicas de P. Esses fosfatos podem ter origem ignea,
metamorfica ou sedimentar, sendo, em geral, pouco reativos (Novais e Smyth, 1999
Corréa et al., 2005). Além disso, podem conter elementos téxicos que sao liberados
durante a solubilizacdo, podendo afetar micro-organismos do solo (Mendes et al.,
2013 b).

Visando aumentar a disponibilidade de P para as plantas, muitos estudos tém
usado micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSF), via aplicacdo direta ao
solo ou juntamente coiN, como forma alternativa de producdo mais susten&vel
econdmica (Vessey, 2003; Mendes at al., 2018u&owiak et al., 2016). Esses
micro-organismos séo eficazes em liberar P a partir de fontes organicas ou
inorganicas por meio de processos de solubilizacdo e mineralizacdo. Entre os fungos
solubilizadores relatados na literatura destacamesgcillium e Aspergillugomo os
mais eficientes em disponibilizar P (Behera et al., 2014). A producdo de &cidos
organicos e a extrusdo de protons)(H&o estratégias comumente utilizadas por
diversos micro-organismos, incluind®enicillium e Aspergillus para promover a
solubilizagdo de FN (Raij, 199Mendes et al., 2014). Entretanto, 0S mecanismos
responsaveis ainda ndo séo plenamente conhecidos.

Acidos organicos, incluindo acetato, lactato, malato, oxalato, succinato,
citrato, gluconato, podem formar complexos com o ferro, aluminio ou com outros
cations estaveis, como o calcio, liberando o P disponivel para as plantas no solo
(Gyaneshwar et al.,, 2002). A solubilizacdo de fosfato correlaciona-se com a

capacidade de producéo de acidos organicos e, ou polissacarideos extracelalares pel
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micro-organismo (Omar, 1997). A correlacdo positiva entre a solubilizacdo de
fosfato porPenicilium rugulosune a producéo de acido glucénico ou citrico ja foi
relatada na literatura (Reyes et al., 1999).

A capacidade de complexacdo dos acidos organicos esta relacionada com a
posicdo dos grupos OH/COOH da cadeia carbdnica da molécula, sendo os &cidos
mais eficientes o citrico, o tartarico, o oxalico e o malico (Kpomblekou-A e
Tabatabai, 1994). Os de eficiéncia moderada sao o salicilico e o malénico; e dentre
os de baixa eficiéncia, citam-se 0 succinico, o latico e o formico (Menosso et al.,
2001).

Em principio, acidos organicos alifaticos, com maior nimero de grupos
carboxil, com grupos B-hidroxil, ou com grupos carboxil préximos, sdo mais efetivos
na quelacdo de cations como’CMg®", FE* e AP*, presentes na estrutura dos, FN
sendo os acidos tricarboxilicos mais eficientes do que os dicarboxilicos e
monocarboxilicos (Kpomblekou-A e Tabatabai, 1994).

De modo geral, os FN influenciam distintamente o crescimento e producéo de
acidos organicos pelos MSF, interferindo na solubilizacdo microbiana (Chuang et al.,
2007; Mendes at al., 2014). Mendes et al. (2014) estudaram os mecanismos de
solubilizagcéo de fosfato por isolados fangicos expostos a diferentes fontes de fésforo
e, dentre os isolados testaddsspergillus nigerFSI foi o isolado com maior
capacidade de solubilizacdo para todos os tipos fosfatos insolaveis testados
(Ca(PO4); AIPO,, FePQ e FN). Esse estudo demonstrou que as fontes de fésforo
influenciam fortemente o metabolismo e crescimento fungico, bem como a producéo
de acidos organicos (Mendes et al., 2014).

O P presente na fase solida do solo pode ser dividido em duas fracbes: a
fracdo labil ea ndo labil. A fracdo labil é representada pelo conjunto de compostos
fosfatados capazes de repor rapidamente o P a solucédo do solo, quando o nutriente é
absorvido pelas plantas ou por micro-organismos. A fragdo nao labil corresponde ao
P presente na estrutura dos minerais, bem como ao P fixado as particulas do solo,
portanto pouco disponivel as plantas (Marschner,;1d88des e Reis Junior, 2003

Com a dissolucéo lenta dos minerais primarios durante o intemperismo, o P
inorgéanico (P é liberado para a solugcdo do solo, mantendo-se em equilibrio com a
fase solida (Marschner, 1995). Parte de Pi na solucdo é precipitado na forma de
minerais secundarios, podendo ser convertido em formas oclusas e a outra parte é

absorvido pelas plantas. A liberacdo de P apoés a lise celular, fornece P orgénico (
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ao solo, e este, ao sofrer a mineralizagéo, fornece Pi novamente a solugédo (Guerra et
al., 1996).

A fracdo Pi presente no solo consiste em fosfatos minerais insollveis e anions
fosfatos adsorvidos a minerais de Fe e Al e carbonatos de Ca (Oehl et al., 2004). Em
solos brasileiros, o P é encontrado em maior quantidade como fosfatos de aluminio e
ferro (Oehl et al., 2004). A disponibilidade de Pi depende da solubilidade do mineral,
sendo influenciada pela atividade das raizes das plantas e dos micro-organismos do
solo (Mendes e Reis Junior, 2003). Pouco se conhece sobre a capacidade de micro-
organismos do solo ou de seus metabdlitos em disponibilizar o P fixado as particulas
do solo ou precipitado com aluminio ou ferro nos solos tropidessim, o objetivo
deste trabalho foi o de avaliar a solubilizacdo de oito fosfatos naturais distintos
(Araxa, Cataldo, Bayovar, Argélia, Abaeté, Patos de Minas, crandalita e Gafsa) por
Aspergillus nigerFS1, Penicillium islandicumFS41 e alguns de seus metabdlitos
acidos. Adicionalmente, avaliou-se a mobilizacdo de P a partir de uma fracdo

granulométrica de dois latossolos distintos pelos acidos citrico e oxalico.
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5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Ecologia Microbiana,
pertencente ao Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuarsia
BIOAGRO, Campus UFV, Vicosa, MG. As culturas dos fungos rizosféricos
Aspergillus nigelFS1 ePenicillium islandicunforam obtidas a partir da Colegéo de
Fungos Solubilizadores de Fosfato do Laboratorio de Ecologia Microk#ana
mantidas em Batata-Dextrose-Agar (BDA) a 30 °C. As culturas foram repicadas
quinzenalmente para meio BDA e mantidas sob as mesmas condi¢cdes de

temperatura.

Em todos os experimentos, a inoculacdo dos isolados fungicos nos meios liquidos
foi realizada utilizando-se ¥@onidios para cada 50 mL de meio. A suspensdo de
conidios foi preparada em Tween 80 a 0,1%.

5.1. Solubilizacéo de P a partir de diferentes FN poAspergillus niger FS1 e
Penicillium idandicum

Os fungos foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 m|
de meio desenvolvido por Strasser (1994), contendo, eth 00 de sacarosé5
de NaNQ@; 0,5 deKH,PQy; 0,025 de MgSQ7H,0; 0,025 de KCE 1,6 de extrato de
levedura. O meio foi suplementado com 3yde diferentesN (Tabela 1). O pH
foi ajustado para 6 antes da aplicacdo das fontes de P. A incubacdo dos frascos
Erlenmeyer foi conduzida por 5 dias a 30 °C e 160 rpm. Frascos controle, sem a
inoculagdo fungica, foram incubados nas mesmas condi¢des a fim de se estimar a
solubilizacédo de P ndo microbiana.

Apoés a incubacao, o micélio foi coletado em filtro de poros de 8 um e seco a
70 °C até peso constante, seguido da incineracdo a 500 °C durante 8 horas. A massa
fungica seca foi determinada subtrairs#oe peso do residuo apds incineragcédo do
peso seco obtido a 70 °C. Esse método evita a superestimac¢do da massa fangica seca
devido a aderéncia de particulas de fosfato no micélio. Apdeta do micélio,
determinou-se o pH, a acidez titulaved € solluvel pelo método do acido ascoérbico
(Braga e Defelipo, 1974). A acidez titulavel foi aferida
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Tabela 1.Composicao quimica dos fosfatos de rocha e dos solos

Fosfato/Solo P Granulometria

- - 0p- - ____um____
Araxa 13,9 <75
Catalao 16,2 <75
Bayovar 11,8 <75
Argélia 13,5 <75
Abaeté 13,9 <75
Patos de Minas 14,4 <75
Crandalita 3,9 <75
Gafsa 13,5 <75
Solo Patos HA 0,50 <75
Solo Patos HB 0,66 <75
Solo TG HA 0,20 <75
Solo TG GB 0,20 <75

(Patos HA) horizonte A e (Patos HB) horizonte B de solos coletados emdeaktimas, MG. (TG
HA) horizonte A e (TG HB) horizonte B de solos coletados em Vigosa, MG.
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pela titulagdo de 5 ml do filtrado até pH 7 com 0,1 M de NaOH, utilizando azul de
bromotimol como indicador de pH.

Para as andlises de acido oxalico, para garantir a solubilizacdo dos
precipitados de oxalato de célcio formados durante o processo de solubilizagéo, os
sobrenadantes da cultura foram acidificados ceBqia 95% para um valor de pH
de aproximadamente 1 antes da filtracéo.

Os acidos citrico, oxalice sacarose residual foram determinados usando
aparelho de HPLC Shimadzu 20- equipado com detector de indice de refracdo
(RI). A separacao cromatogréfica foi realizada em coluna Rezex ROA-Organic acid
H*(8%) (8 um, 300 mm x 67,8 mm) com volume de inje¢cdo de amostra de 20 pL e o
tempo de andlise de 15 minutos. A fase movel para os acidos correspondeu a acido
sulfarico (5 mmol [Y) com taxa de fluxo de 0.7 mL min Os &cidos foram
quantificados pela referéncia para as areas dos picos obtidos com os padrbes
apropriados (Merck, Alemanha). Para acglcares: detector RIl. Para acidos organicos:
detector com comprimento de onda 210 nm).

A sacarose residual e o agucar consumido foram calculados pela diferenca
entre o total de sacarose que continha no meio aass incubacéo.

A eficiéncia de solubilizacdo %) (Mendes at al.,, 2014) foi calculada
dividindo-se o P soluvel (mg), obtido no sobrenadante, pela biomassa flngica (g), em
50 mL de meio. A eficiéncia de producao de acideg Y foi calculada dividindo-
se a acidez titulavel, em mmol'lH!, pela biomassa fingica seca (g), em 50 ml de
meio.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial (8 X 3), com 8 tipos de
FN, trés tratamentos de inoculaca@a figer F01; P. islandicum sem inoculacéo
fungica) e trés repeticbes, em delineamento inteiramente casualizado. Os dados
obtidos foram submetidos a ANOVA, seguido pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade e correlacbes simples de Pearson. Utitieau-software estatistico
GENES (Cruz, 1998).

5.2. Solubilizacdo de fosfato de rocha de Araxa e Cataldo por meio da
combinacao de diferentes acidos organicos
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Fosfato de rocha Araxa ou Cataldo, na dose de 3 fpiam adicionados a
Tubos Falcon de 50 ml, contendo 30 ml de meio NBRIP (Nautiyal, 1999), com a
seguinte composicdo, em ghLglicose, 10; MgGl6H,0, 5; MgSQ.7H,0, 0,25
KCI, 0,2; (NHy).SQ4 0,1; pH 6,0. O meio foi suplementado com diferentes
combinacdes, dois a dois, dos &cidos citrico, oxalico e mélico em diferentes
concentracdes (0, 25, 50 e 100 mmd) k incubados em shaker horizontal durante 7
dias a 30 °C e 120 rpm. Apos incubacédo, os meios foram filtrados em papel filtro de
poros de 8 um para determinacdo do pH e P soluvel pelo método do acido ascorbico
(Braga e Defelipo, 1974).

O experimento foi montado em esquema fatorial (2 x 4), com dois acidos
organicos e 4 doses (0, 25, 50 e 100 mnid), lcom 3 repeticdes, em esquema
inteiramente casualizado. As combinacdes dos acidos de cada experimento foram
acido citrico X acido malico, acido citrico X &cido oxalico e acido malico X acido
oxalico. Os dados foram submetidos a ANOVA, andlise de regresséo e superficie de
resposta (Sigmaplot, Systat Software, Inc.). Para as analises estatisticas utilizou-se o
pacote estatistico ExpDes (Ferreira at al., 2@18)ftware RStudio (R Core Team,
2014).

5.3. Solubilizacdo de P a partir de fracdo do solo < 6n por meio de acidos
organicos

Amostras compostas superficiais (0-20 cm) e subsuperficiais (40-60 cm) de
dois Latossolos localizados nos municipios de Patos de Minas (18°58' S 46%2 W')
Vigosa (20°45° S e 42°51° W), Estado de Minas Gerais, Brasil, foram coletadas,
secas ao ar, peneiradam peneira com malha de 2 mm e submetidas a analises
quimicase fisicas de rotina (Tabela 2). As amostras tamizadas foram passadas
novamente em peneira com malha de 75 um a fim de se obter fracdo granulométrica
semelhante aos FN.

Frascos Erlenmeyer de 125 ml, contendo 50 ml de meio NBRIP (Nautiyal,
1999), pH 6,0, suplementado com 3 §de solo, foram adicionados de &cido citrico
e 4cido oxalico em diferentes concentracdes (0, 50, 100, 250 e 500 rinel L
incubados em shaker horizontal durante 7 dias a 30 °C e 160 rpm. Apos incubacao,
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os meios foram filtrados em papel filtro de poros de 8 um para determinagéo do pH,
P soltvel pelo método do &cido ascorbico (Braga e Defelipo, 1974).

O experimento foi montado em esquema fatorial (2 x 5), com dois acidos organicos,

5 doses do acido e 3 repeticdes, em delineamento inteiramente casualizado. Os dados
obtidos foram submetidos & ANOVA, seguido da andlise de regressdo e teste de
identidade de modelos (teste F, segundo Regazzi e Silva, 2004). Para as andlises
estatisticas utilizou-se o pacote estatistico ExpDes (Ferreira at al., 2013) e software
RStudio (R Core Team, 20114
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Tabela 2. Caacteristicas fisicas e quimicas dos solos

Solo  pH p K  ca® Mg® AP® H+Al  SB C(Tt)c c,g)c V. oom MO  P-rem Areia Silte Argila
HO  --mgldm®--  --cemmeeee o emldm® - - - - oo ---%--- dagkg mglL ------- %-------
PatosHA 63 513 270 11,7 42 0 462 1659 1659 2121 78 0 780 168 15 31 54
PatosHB 59 173 230 26 08 0 71 399 399 1109 36 0 3,35 42 43 21 36
TGHA 52 11 115 06 02 07 7,59 109 179 868 13 39 322 107 44 10 46
TGHB 49 08 6 01 O 03 347 012 042 359 3 71 155 38 57 9 34

(Patos HA) horizonte A e (Patos HB) horizonte B de solos coletadositas d Minas, MG. (TG HA) horizonte A e (TG HB) horizonte B de solos coletad
em Vicosa, MG. pH em agua - Relacéo 1:P5K - Fe - Zn - Mn - Cu - Extrator Mehlichi Ca - Mg - Al - Extrator: KCI - 1 mol/LH + Al - Extrator Acetato
de Calcio 0,5 mol/L - pH 7,0; SB = Soma de Bases Trocaudi€ (t) - Capacidade de Troca Cationica Efet@aC (T) - Capacidade de Troca Catiénica a pH
7,0, V = indice de Saturacdo de Bases; m = indice de Saturacdo de AluPeim = Fosforo Remanescentislat. Org. (MO) - Oxidag&o: N&r,0O; 4N +

H»,SO, 10 mol L Silte, areia e argila Método da “Pipeta” segundo EMBRAPA.
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6. RESULTADOS

6.1. Solubilizacdo de P a partir de diferentes FN poAspergillus niger FS1le
Penicillium islandicum

A. niger FS01 demonstrou maior capacidade de solubilizacdo dos fosfatos de
rocha testados em comparacaoPaaslandicumFS41. (Tabela 3). A solubilizacdo
de crandalita foi semelhante para os dois isolados (Tabela 3). A porcentagem de
solubilizag&o variou de acordo com as fontes de P para ambos os fungos, destacando-
se os fosfatos de rocha Arag#8ayovar, pardA. niger FS01, com porcentagens de
75% e 66%, respectivamente, enquaRtoislandicumFS41 mostrou, em média,
porcentagens inferiores a 15% (Tabela 3). As fontes de P influenciaram
metabolismo deA. niger FS1, como evidenciado pelas andlises de pH e acidez
titulavel (Tabela 3). O cultivo desse isolado resultou em menores valores de pH no
meio e em maiores valores de acidez titulavel quando comparBdask@ndicum
FS41 (Tabela 3).

A producdo de &cidos organicos variou com as espécies flngicas testadas,
bem como em funcédo do tipo de FN (Tabela 4). Em geral, a producédo de acido
citrico para os dois isolados fangicos foi maior do que a producdo de acido oxalico
(Tabela 4). A maior producdo de acido oxalico foi obtida Ayoniger FS1 na
presenca de crandalita (Tabela 4). Interessantemente, as concentracfes de acido
oxalico e acido citrico foram semelhantes para os dois isolados fungicos testados na
presenca dos FN de Cataldo e Araxa (Tabela 4). No entanto, nas mesmas condicdes,
o P soluvel foi maior parA. nigerFS1 (Tabela 3).

Nao foi detectada a producéo de &cido oxdalico na presenca de Bayovar para
A. nigerFS1lena presencga de Bayovar e crandalita parnslandicumFS41 (Tabela
4).

Nas analises de correlacdo deBen, os dados obtidos para crandalita nédo
foram incluidos em funcdo do comportamento discrepante dessa fonte de P em
comparaca@asdemais FN (Tabelas 3 e 4). Observou-se correlacdo negativa entre P
soltvel e pH (-0,91p < 0,01) e entre pH e acidez titulavel (-0,78< 0,01)
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Tabela 3.P solubilizado (mg L), pH e acidez titulavel (mmolt) em meio Strasser (1994) suplementado
com diferentes fosfatos de rocha (3 @)L apds incubacdo comspergillus nigerFSL e
Penicillium islandicunFS41 durante 5 dias a 30 °C e 160 rpm

P pH Acidez titulavel
Fosfatos
FS1 FS41 FS1 FS41 FS1 FS41 FS1 FS 41

----- mgL'----- e e e - ------H mmol L*-----
Cataldo 28755Aab 4157Ba 59,17 8,55 350Ba 530Aa 4,2733Ab 1,4892Ba
Araxa 31456 Aa 3846Ba 75,43 9,22 3562Ca 4,73Ba 4,2085Ab 1,1007Ba
Bayovar 233,6bAb 30,80Ba 66,00 8,70 349Ba 542Aa 5633Aab 1,0359Ba
Argélia 24416 Ab 11,03Ba 60,29 2,72 3568Ba 459Ba 5,6977Aab 2,0719Ba
Abaeté 266,82 Aab 38,85Ba 63,98 9,32 351Ba 515Aa 4,0143Ab 1,4244Ba
Patos de mina 221,65Ab 7856Ba 51,31 18,19 3,39Ba 536Aa 58919Aab 1,1007Ba
Crandalita 59,18 Ac¢ 4945Aa 5058 4227 205Cb 438Ba 8,3523Aa 1,2302Ba
Gafsa 265,62 Aab 69,12Ba 6558 17,07 359Ba 443Ba 6,2157Aab 1,0359Ba

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal e mindscula na verticaknéesti#gsticamente entre si pelo teste Tukey

FS1= Aspergillus niger FS41 =Penicillium islandicum
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Tabela 4.Concentracéo de &cido citrico e oxalico (MY produzido porspergillus niger
FSL ePenicillium islandicunFS41 em meio Strasser (1994) suplementado com
diferentes fosfatos de rocha (3 g)L ap6s incubagéo durante 5 dias a 30 °C e
160 rpm.* Para 0 mesmo tipo de &cido, letras mintsculas comparam fosfatos e
maiusculas comparam fungos pelo teste de Tulk#5.

Acido oxalico Acido citrico
Fosfatos
FS1 FS 41 FS1 FS 41

--mgL"-- --mgL'-- --mgL'-- --mgL'--
Cataldo 178228 Ab 424493 Aa 908868 Aa 854554 Aab
Araxa 332675 Ab 413224 Aa 1310.29 Aa 1226.13 Aa
Bayovar 0 Ab 0 Aa 234059 Ab 300919 Abc
Argélia 27998 Ab 63006 Aa 641028 Aab 840572 Aab
Abaeté 643119 Ab 153574 Aa 1295.08 Aa 327757 Abc
Patos de minas 174071 Ab 498738 Aa 784287 Aa 1099.74 Aa
Crandalita 3965.2 Aa 0 Ba 697.3 Aa 818159 Aab
Gafsa 235421 Ab 0 Aa 1039.6 Aa 134843 Bc

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal e mindscula na verticaénd@io difer
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5%.

FS1=Aspergillus niger FS41 =Penicillium islandicum
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N&o foram observadas correlacdes significativas entre P sollvel e as
concentragbes dos acidos oxalico e citrico no meio de cultura. No entanto, o P
soltvelcorrelacionose positiva e significativamente com a acidez titulavel (0pr4;
< 0,01). Da mesma forma, as concentracbes de &acido citrico e acido oxalico
correlacionaram-se positivamente (0,8% 0,01).

N&o foram observados efeitos significativos dos FN sobre a producdo de
biomassa fangica (Tabeld. A. nigerFS1 consumiu menos sacarose do meio do que
o isoladoP. islandicumFS41 (Tabela 5A. nigerFSL apresentou maiores valores de
Ype (Figura 1). Os valores depX¥ para esse fungo variaram de acordo os FN
testados, sendo os menores obtidos quando o isolado fungico foi crescido na
presenca de crandalita (Figuna 1

Os valores de Xrg foram, também, maiesparaA. nigerFS1 do que para.
islandicumFS41 (Figura 1)Os maiores valores de aY/s foram obtide quandoA.
niger FS1 foi crescido na presenca de crandalita (Figura 1). Ressalte-se, no entanto,
gue a presenca dessa fonte de P ndo promoveu maiores valorgs @e ¥N ndo

afetaram a X1/ Nos tratamentos com inoculacdoRiaslandicunS41 (Figura L

6.2.Solubilizacdo de fosfato de rocha de Araxa e Cataldo por meio da
combinacéo de diferentes acidos organicos

Nao houve interacdo significativa entre o acido oxdlico e os acidos citrico e
malico na solubilizacdo dos FN de Araxa e Cataldo (Figur@ Acido oxalico fob
agente solubilizador mais eficiente, levando a liberacdo maxima de P na menor
concentracdo testada [25 mmot]L(Figura 2). Observou-se efeito positivo da
interacdo entre os acidos citrico e malico na solubilizacdo de P para os dois FN
(Figura 2). Os trés acidos testados foram capazes de promover a solubilizacdo dos
fosfatos de Araxa e Cataldo quando presentes sozinhos no meio (figura 2

Para o FN de Araxa, observaram-se interacdes significativas entre as
concentracdes dos acidos organicos, em diferentes combinacdes, e o pH do meio
(Figura 3). Em geral, o aumento das concentragdes dos acidos organicos resultou em
diminuicdo do pH do meio de solubilizacdo (Figura 3). No entanto, nas

concentragcdes mais elevadas de acido oxalico e acido citrico, observou-se tendéncia
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de aumento do pH com as concentracdes crescentes do outro acido usado na
formulacdo das combinagdes (Figuja 3

Para o FN de Cataldo, ndo foram observadas interacdes significativas entre os
acidos oxalico e citrico e entre os acido citrico e malico (Figura 3). Dosesntessc
de acido oxalico levaram a diminui¢cdo do pH do meio. J4 na combinacao dos &acidos
citrico e malico, o pH n&o variou significativamente, apresentando média de 2,8
(Figura 3). Na interacdo entres os acidos oxdalico e malico, o aumento das
concentracdes dos acidos orgéanicos resultou em diminuicdo do pH do meio de
solubilizagdo, com comportamento semelhante ao observado para as interagdes entre

0s acidos orgéanicos nos tratamentos com fosfato de Araxa (Fjgura 3

28



Tabela 5. Sacarose consumida e residual e biomassa fungica, apos incubacédo com
Aspergillus nigei=S1 ePenicillium islandicunFS41 durante 5 dias a 30
°C e 160 rpm em meio Strasser (1994) contendo 0,2921 thaloL
acucar

Sacarose Sacarose Biomassa

Microrganismo , . Hhie
consumida residual fangica

----- molL! ----- ---g---
FS1 0.10b 0.20a 1,41a
FS 41 0.18a 0.11b 1,36a

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem pe
F a 5%;FS1= Aspergillus nigerFS41=Penicillium islandicum
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Figura 1. (a) Eficiéncia de solubilizac&o por grama de bioma¥sad mg g*) e b)
eficiéncia de producdo de acidez por grama de biomasgasg( mmol
H* L™ g%), apés incubacdo dAspergillus nigerFS1 e Penicillium
islandicumFS41 em meio Strasser suplementado com diferentes fosfatos
de rocha (3 g/L) durante 5 dias a 30 °C e 160 fdretras mintsculas
comparam fosfatos e mailsculas comparam fungos pelo teste de Tukey a
p<0,05.
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Figura 2. P solubilizado a partir de fosfato de Aragad, €) e fosfato de Cataldo
(b, d, f) apos incubacdo em meio NBRIP (Nautiyal, 1999) suplementado
com diferentes combinacfes de acido oxalico, citrico e malico durante 7
dias a 30 °C e 120 rpma € b) Acido oxalico (AO) x &cido citrico (AC).
(c e d) Acido oxalico (AO) x acido malico (AM).g(e f) Acido citrico
(AC) x acido malico (AM).y,... = 117,4387 + 117,4387°AC + 0,8133°AM; R* =
0,6472; 9caraizo = 82,514400 + 2,010459"AC + 1,1408"AM — 0,014914 ° AC AM; R* = 0,7053.
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Figura 3. pH do sobrenadante do meio de solubilizad&ofosfato de Araxaa(c, €) e
fosfato de Catalaob( d, f) ap6s incubacdo em meio NBRIP (Nautiyal,
1999) suplementado com diferentes combinacdes de acido oxalico, citrico
e malico durante 7 dias a 30 °C e 120 rpare b) Acido oxalico (AO) x
acido citrico (AC). ¢ e d) Acido oxalico (AO) x acido malico (AM).e(e
f) Acido citrico (AC) x &cido malico (AM).
Varaxa = 4,112 —0,05899**A0 — 1,470 1072**AC + 3,111 107**A0% + 1.845 10*°AC% R? = 0,784
Varaxs = 2,9140 — 0,0588A0 — 0,0133* AM + 0,0003**A0? + 0,0002 AM%;R? = 0,8473 ; Vcatalzo =

3,9438455 — 0,0589849 =+ A0 — 0,0164640 = AM + 0,0003176 AO? + 0,0001948°AM?; R* =
0,7587; § graxs = 3,850 — 0,01496*"AC — 0,01463°AM + 0,0002°AM?; R? = 0,5125.
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6.3.Solubilizacdo de P a partir de fracdo do solo < {Bn por meio de acidos
organicos

O acido oxalico promoveu a liberacdo de P para o meio a partir da fracdo <
75 umdo solo de Patos de Minas, tanto para o horizonte A quanto para o B (Figura
4). Para o horizonte A, notou-se tendéncia de estabilizacdo do P soluvel a partir da
concentracédo de 50 mmol*do &cido (Figura 4), atingindo valor méaximo de 27,64
mg L valor sete vezes maior do que no tratamento sem o &cido. Ja para o horizonte
B, verificou-se comportamento quadratico do P solavel em fungdo do aumento da
concentracéo de &cido oxalico, com maximo de 38,96 mguantidade nove vezes
maior do que na auséncia desse composto.

Para o solo TG, para ambos os horizontes, os aumentos na concentragéo de
acido oxalico no meio ndo levaram a aumentos na concentracado de P soluvel (Figura
4). Para o horizontd, a média de P solivel obtida foi de 7,40 miy & para o
horizonte B, 6,34 mg'L

A incubagcdo do solo de Patos de Minas na presenca de concentracdes
crescentes de acido citrico levou a reducédo das concentracfes de P solivel no meio
para ambos os horizontes (Figura 5). Para o solo TG, as quantidades de P soluvel no
meio foram pequenas: para o horizonte A, 0,61 figelpara o horizonte B, 0,40 mg
L™,

A incubacdo dos solos na presenca dos acidos oxalico e citrico causaram a
reducdo do pH do meio, ndo havendo interacdes significativas entre tipos de solo e
horizontes (Figura 6). O &cido oxalico foi mais eficiente em reduzir o pH do meio,
com valores finais inferiores a 1,0 (Figura 6). O abaixamento do pH do solo foi mais
intenso até a concentracdo de 50 mnibté acido oxalico e Acido citrico. A partir
dessa concentracdo, a reducdo do pH foi menos abrupta, com tendéncia a

estabilizacao dos valores de pH (Figuya 6
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Figura 4. Concentracdo de P soliavel no meio NBRIP (Nautiyal, 1999)
suplementado com acido oxalico e com fracdo de granulometria <75 pm
dos horizontes Ad) e B ) do “Latossolo de Patos de Minas” e do
horizonte A €) e B @d) do “Latossolo TG”, ap6s incubagdo por 7 dias a
30 °C e 160 rpm

34



P(mgL™h)

P(mgL?

¥ = 4,7564 0,9946%; R? = 0,7190

0 T T T T , T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Acido oxalico (mmol L) 5 A Acido oxalico (mmol LY
5 ~ 4 -
C d
4 7] . - - - =
T=140810"+ 7645107 - 1392107°x B = 04255 ~
3 A _|
[o19
E - ¥ = 0,6077 (1©°237%)); p2 = 0,2963
2 A a
1 * 1 ¢ .
O ; . ; . ; . ; . . 0 Klf T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Acido oxalico (mmol L) Acido oxalico (mmol LY

Figura 5. Concentracdo de P soltvel no meio NBRIP (Nautiyal, 1999) suplementado
com acido citrico e com fracdo de granulometria <75 um dos horizontes A
(@) e B ) do “Latossolo de Patos de Minas” e do horizonte A ¢) e B d)
do “Latossolo TG”, apoés incubacgéo por 7 dias a 30 °C e 160 rpm
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Figura 6. Modelos gerais representando a variagcao do pH final do meio NBRIP apés

7 dias de incubacé&o a 30 °C e 160 rpm da fracdo <75 um dos horizontes A
e B do“Latossolo de Patos de Minas” do “Latossolo TG” na presenca de

acido citrico ¢ ) e 4cido oxalicca( .0 teste de identidade de modelos
indicou efeito principal somente dos acidos.

7. DISCUSSAO

No presente trabalhd,. nigerFS1 foi o isolado mais eficiente em solubilizar
a maioria dos fosfatos de rocha testados. Esses resultados corroboram o potencial

desse fungo de ser utilizado em sistemas microbianos de solubilizacédo de fosfatos ja
relatado na literatura (Mende=t al., 2013 a e b). Embor®, islandicunFS41 tenha

elevada capacidade de producdo de &cido oxalico no meio utilizado (dados nao
publicados), o desempenho desse isolado foi inferior quando na presenca &os FN.
presenca de elemento toxicos, a exemplo do flior (Mendes et al., 2014) pode ter
contribuido para a menor producdo de &cido citrico e oxalico por esse isolado.
Adicionalmente, variacdes no conteudo de P, de outros elementos quimicos e na
mineralogia dos FN (Tabela 1) devem ter influenciado a producdo de acidos

organicos por ambos os isolados, bem como a solubiliza¢do dessas fontes de P.

Apesar de serem materiais de origem ignea, os fosfatos Araxa, Cataldo e
Abaeté, nos tratamentos camnigerFS1, e o de Patos de Minas, para aqueles com
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P. islandicumFS 41, destacaram-se em fungcédo da porcentagem de P solubilizado.
Esses materiais sdo denominados fosfatos "duros™ e possuem estrutura compacta,
com pouca area superficial e baixa reatividade (Kaminski, 1997; Novaisite, S

1999). No entanto, a eficiéncia dos FN ndo é medida somente pela sua reatividade,
mas também pelo tamanho das particulas, pH e teor de Ca e P. Quanto menor o
tamanho da particula, maior sera a superficie de contato e maior seré a liberacéo de
foésforo (Horowitz e Meurer, 2003). Dessa forma, a moagem prévia realizada nos
fosfatos deve ter facilitado o processo de solubilizacdo microbiana. Os fosfatos de
origem sedimentar Gafsa, Argélia e Bayovar, denominados fosfatos "moles”,
possuem alto grau de substituicdo isomorfica de fosfato por carbonato, resultando em
cristais imperfeitos, com grande porosidade, grande area superficial e alta reatividade
(Kaminski, 1997). Logo, era esperada a maior porcentagem de solubilizacdo do P
para esses materiais, 0 que se concretizou somente para o fosfato Bayovar. Ja Gafsa e
Argélia apresentaram solubilizacédo intermedigkiqaresenca de diferentes minerais

na estrutura cristalina da rocha, podem explicar os resultados encontrados.

A. nigerFS 1 produziu elevadas quantidades de acido oxalico na presenca de
crandalita. Essa fonte de P foi a menos solubilizada. Essa recalcitrancia a
solubilizagdo microbiana ja foi relatada na literatura (Silva et al., 2014)
Possivelmente, a menor solubilidade desse material, que resulta na menor liberacao
de elementos téxicos, em especial o Al, presente na estrutura do mineral (Francisco
2006), deve ter contribuido para a menor inibicdo da oxaloacetato hydrolase (OAH;
EC 3.7.1.1) déA.niger, enzima responsavel pela producdo de &cido oxdlico nessa
espécie fungica (Kobayashi et al., 2014). A aplicacdo de crandalita, que é um tipo de
fosfato aluminado calcinado, ndo tem sido encorajada em funcdo da baixa
solubilidade desse material em agua, sendo necessario tratamento que anteceda seu
uso, tal como a calcinacao (Francisco, 2006). Embora a crandalita tenha sido a fonte
de P mais recalcitrante a solubilizacdo microbiana no presente trabalho, as
porcentagens de solubilizacdo desse material variaram de 42 a 50%, a depender do
isolado fungico. Esses resultados sugerem grande potencial de utilizacdo da
solubilizagdo microbiana como tratamento prévio ao uso da crandalita
alternativamente a calcinacao.

Foram observadas correlagdes negativas entre fosforo soltvel e o pH final do
meio, e positiva, entre P sollvel e acidez titulavel, indicando que a acidificacdo via

extrusdo de He a complexagdo por éacidos organicos foram os principais
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mecanismos de solubilizacdo de P. Essas estratégias de solubilizacdo microbiana ja
foram relatadas em outros trabalhos (llimer e Schinner, 1995; Mendes et al., 2013a)
No entanto, ndo foram observadas correlacdes positivas significativas entre P soluvel
e as concentracoes finais de acido oxalico (0,11ns) e acido citrico (0,34 ns) no meio
de cultura. Esses dados estdo em desacordo com outros relatos da literatura nos quais
0 meio de cultivo utilizado foi o NBRIP (Nautiyal, 1999, Mendes et al, 2013a; Silva

et al, 2014). No presente trabalho, utilizou-se o meio otimizado por Strasser (1994)
para a producéo de acido oxali¢o.nigerFS1 eP. islandicumFS41 nao diferiram

na producdo de acido oxalico e acido citrico, exceto na presenca de crandalita e
Gafsa. No entanto, os valores de P sollvel nos tratamento&.coger FS1 foram

sempre superiores na presenca de todos os FN, exceto crandalita. O pH médio final
nos meios inoculados com nigerFS1 foi de 3,3 e corR. islandicumFS41, 4,9.

Esses dados indicam que a acidificacdo do meio via extrusdo’ die Fator
importante para a solubilizagdo dos FN. Adicionalmente, a correlagdo positiva entre
P soluvel e acidez titulavel, indicam que outros metabdlitos acidos diferentes dos
acidos oxalico e citrico, podem ter contribuido para a solubilizacdo dos FN no meio
de Strasser (1994).

A eficiéncia deA niger FS1 em solubilizar os FN testados foi corroborada
pelo menor consumo de sacarose, com producdo de biomassa semelhaRte a de
islandicum FS 41, e pelos maiores valores dgs¢ Yars. De forma geralA. niger
FS1 foi capaz de direcionar mais carbono para a produgdo de &cidos por unidade de
biomassa, uma caracteristica importante para os sistemas de solubilizacédo
microbiana de fosfatos (Vassilev et al., 2013; Mendes et al. 2013a; Silva et al.,
2014).

O &cido oxalico foi o composto mais eficiente na solubilizacdo dos fosfatos
de Araxa e Cataldo. Ja as combinacdes de &acidos que mostraram efeito sinérgico
foram aquelas constituidas dos acidos citrico e malico. No entanto, os niveis de P
soltvel foram significativamente inferiores aqueles obtidos com &cido oxalico.

A maior eficiéncia do acido oxalico pode estar associada a proximidade dos
grupos carboxil, responsavel pelo aumento da habilidade de quelag&o, além desse
composto possuir alta tendéncia de se precipitar cofi €am a subsequente
liberacdo do P associado a esse elemento na matriz mineral (Razzaghe-Karimi e
Robert, 1975). A eficiéncia da interacdo entre 4cidos esta relacionada ao pH (Figuras

3 e 4). A maior eficiéncia de solubilizagéo ocorre a valores de pH do meio proximos
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ao pKa do composto (Jones et al., 2003). Os valores de pKA, a 25 °C, para cada
grupo carboxilico do acido citrico sdo 3,14; 4,77 e 6,39; para os do acido oxalico,
1,25 e 4,27ja para os do acido malico, 3,46 e 5,09.

Nas combinac¢des que continham concentracfes crescentes de acidomxalico,
pH atingiu valores abaixo do pKa dos acidos citrico e méfigura 4), reduzindo a
dissociacao desses acidos. Possivelmente, esses compostos permaneceram em grande
parte na forma na forma néo dissociada e, portanto, ndo atuaram efetivamente no
processo de solubilizacdo dos fosfatos de Araxa e Cataldo. Em contrapartida, o pH
permaneceu acima dos valores de pKa do acido oxalico, favorecendo sua dissociacao
até alcancar o equilibrio quimico, que ocorre quando o pH se torna igual ao pKa. Ao
realizar a combinacdo de acidos com pKa proéximos, citrico e malico, observou-se
gue o pH permaneceu proximo ao pKa desses compostos, promovendo a dissociacao
de ambos os &cidos. Logo a utilizacdo de acidos de pKa equivalentes levou ao
sinergismo entre 0s mesmos, com 0 consequente aumentando da concentracdo de P
soltvelao final da incubacéo Conclui-se que as combinacdes de acidos organicos
no processo de solubilizacdo de FN devem, portanto, ser realizadas levando-se em
conta as caracteristicas quimicas desses compostos, em especial os valores de pka
dos grupos carboxilicos. No solo, a eficdcia desses compostos ird depender dos
valores de pH, bem como da capacidade tamponante do solo.

A incubacdo dos dois latossolos na presenca de acido oxalico ou citrico
resultaram na liberacdo de P de formas distintas. Em geral, o acido oxalico foi mais
eficiente em liberar P da fragdo < 75 pum do latosolo de Patos de Minas.
Possivelmente, a eficiéncia de solubilizacdo de P desse composto deve ter sido
influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas e mineraldgicas do solo, ndo sendo
possivel, no presente trabalho, determinar se o P solubilizado tem origem de
reservatorios organicos ou inorganicos. No entanto, este é o primeiro relato da
liberacdo de P a partir do solo pelo tratamento com acido oxalico, indicando o
potencial desse metabdlito microbiano em melhorar a disponibilidade de P no solo. A
mineralizacdo microbiana de P a partir de reservatorios organicos pode ser
descartada uma vez que as aliquotas de solo nos frascos Erlenmeyer foram
autoclavadas juntamente com o meio de cultura.

O acido citrico levou a solubilizacdo de P nos Latossolo TG, embora em
niveis muito baixos. No Latossolo de Patos de Minas, o acido citrico diminuiu o P

soltvel do meio. Os oOxidos de ferro e aluminio sdo minerais anféteros, gerando
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cargas elétricas negativas quando os valores de pH superam o ponto de carga zero
(PCZ) e cargas positivas quando os valores de pH s&o menores que © PCZ.
Latossolo de Patos de Minas apresenta elevados teores de gibbsita (Ferreira et al.,
1999), uma das formas minerais do hidréxido de aluminio, e apresenta PCZ entre 7,5
e 9,5 (Parfitt, 1980). A diminuicdo de pH ocasionada pela incubacdo com &cido
citrico pode promover formacdo de cargas positivas nos minerais de argila e levar a
adsorcéo do P. Esse efeito ndo foi observado no latossolo TG possivelmente pelo
fato de ser mais rico em caulinita, um argilo mineral de aluminio hidratado que
possui PCZ em torno de 4 (Sposito et al., 1989; Ferreira et al., 1999).

Este trabalho demonstrou que uma ampla diversidade de fosfatos naturais de
origem ignea e sedimentar sdo passiveis de sofrerem solubilizagdo microbiana.
Comparado ao acido citrico, o acido oxalico foi o metabdlito microbiano mais
eficiente em solubilizar a maioria das fontes de P testadas, bem como aquelas nativas
de um dos solos testados. Assim, 0 uso de micro-organismos e de seus metabdlitos
na disponibilizacdo de P a partir de fontes pouco solaveis pode contribuir
significativamente para a realizacéo de préticas agricolas menos custosas do ponto de

vista econdmico e ambiental.

8. CONCLUSOES

A. nigerFS1 é o isolado mais eficiente em solubiliaadiferentes fontes de P
testadas.

Crandalita é a fonte de P menos susceptivel a solubilizacdo microbiana. Ainda
assim, esse processo tem grande potencial de utilizagdo no tratamento desse fosfato
aluminado calcinado previamente a sua aplicacao na agricultura.

O acido oxdlico é o metabdlito fungico mais eficiente em promover a
solubilizacéo dos fosfatos de Araxa e Cataldo.

O &cido oxalico promove a solubilizacdo de P a partir da fracdo granulométrica
de < 75 um do Latossolo de Patos de Minas. A eficacia do &cido oxalico em
solubilizar P é dependente do tipo de solo.

Este é o primeiro relato da solubilizacdo de P efetuada por acido oxalico a partir
de uma fracdo granulométrica do selevidencia o potencial de uso de fungos e de
seus metabolitos nos processos de solubilizagdo microbiana de variada gama de

fosfatos naturais ou de reservatorios de P pouco soluveis do solo.
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