SOLUBILIZAGAO DE FOSFATOS DE ROCHA POR ASPERGILLUS NIGER
EM DIFERENTES TIPOS DE VINHACA'

ELY NAHAS? a LUIZ CARLOS DE ASSIS®

RESUMO - Aspergillus niger foi inoculado em frascos contendo vinhacas mistas de diferen-
tes origens ¢ fluorapatita como fonte de f6sforo, ou alternativamente fosfatos de rocha com
diferentes composicies. O crescimento do fungo e a solubilizagio de fluorapatita néo diferi-
ram quando foi usada vinhaga esterilizada ou ndo. O teor de sélidos totais e soldveis foi, pelo
menos, duas vezes superior na vinhaga a 65:35 (caldo: melago) que a 10:1 (caldo: mel). Possi-
velmente, o maior teor de agdicares totais - acarretando maior teor de acidez tituldvel -, ou 0
menor crescimento fingico, tenham propiciado maior actimulo de fosfato solfivel na vinhaca
a 10:1 que na vinhaga a 65:35. N&o se¢ constatou diferenca aprecidvel entre os teores de fos-
fato soléivel residual quando se empregou concentragdes crescentes de fluorapatita. Fosfatos
de rocha de diferentes origens e concentragdes de fésforo influfram na capacidade solubiliza-
dora do fungo, Enquanto com o fosfato concentrado apatftico grosso obteve-se favoreci-
mento ao maior acimulo de fosfato solfivel no meio de cultura (1,08 mg/ml), com o bitolato
Patos de Minas obteve-se a maior soltubilizagio, correspondendo a 72% do total de fosfato.

Termos para indexacfo: inoculagfo, fluorapatita, fungus, sélidos totais, s6lidos soliveis,
aglicar,

ROCK PHOSPHATE SOLUBILIZATION BY ASPERGILLUS NIGER
IN DIFFERENT TYPES OF VINASSE

ABSTRACT - Aspergillus niger was inoculated into flasks containing mixed vinasses of
different origins and fluorapatite as a source of phosphorus, or alternatively rock phosphates
of different compositions. There was no difference in fungal growth or fluorapatite
solubilization when sterilized or unsterilized vinasse was used. Total and soluble solid content
was at least two times higher in 653/35 vinasse than in 10/1 vinasse. The higher total sugar
content causing higher titratable acidity levels, or the lower fungal growth, may possibly
have favored the greater accumulation of soluble phosphate in 10/1 than in 65/10 vinasse,
No appreciable differences in residual soluble phosphate levels were detected with increasing
fluorapatite concentrations. Rock phosphates of different origins and with different
phosphorus concentrations affected the solubilizing ability of the fungus. Whereas crude
concentrated apatite phosphorus favored the greatest accumulation of soluble phosphate in
the culture medium (1.08 mg/ml), the highest solubilization (72% total phosphate) was
achieved with Patos de Minas material obtained from the first crushing,

Index terms: rock phosphates, solubilization, vinasse.

INTRODUCAO

Dos diversos elementos, um dos mais crfti-
cos para a nutrigio das plantas, além do nitro-
génio, € o fésforo. Somada a isto, est4 a sua
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baixa disponibilidade nos solos, o que pode
comprometer a produgiio agricola (Malavolta
1980). A utilizacdo de fosfatos solhiveis em
Agua constitui a forma mais satisfatéria de su-
prir as necessidades das plantas. Contudo, da-
da a possibilidade de fixagdo do fésforo no
solo, hd necessidade de adubacOes além das
quantidades requeridas pelas plantas (Brady
1974). A disponibilidade de fésforo solhivel
pela aplicacdo de fosfatos naturais estd sujeita
a imimeros fatos, porém, a lenta solubilizagéo
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do fosfato limita a sua aplicagdo em culturas
de rdpido crescimento (Kucey et al. 1989). O
processo de solubilizagio & efetivamente reali-
zado por micrcorganismos do solo (Thomaz et
al. 1985) como também através de exsudatos
das plantas (Hoffland et al. 1989). Ensaios
com inoculagdes de microorganismos solubili-
zadores de fosfatos de rocha permitiram a ob-
tengdo de dados compardveis A aplicagéo de
fosfato sohivel em trigo (Kucey 1988). A so-
lubilizagio microbiana de fosfatos de rocha
em cultura pura foi demonstrada em imimeros
trabalhos com uma eficiéncia que variou de 80
(Agnihotri 1970) a 88% (Cerezine et al.
1988). Tendo como objetivo a investigacio de
alternativas para a obtengho de fésforo soli-
vel, foi demonstrada a possibilidade de produ-
¢io de 1,2 g/l de fosfato soldvel pela acio de
Aspergillus niger sobre fluorapatita em meio
de vinhaga (Nahas et al. 1990). Continuando
essa linha de trabalho, foram estudadas as
condigdes de solubilizagio de fluorapatita por
A. niger 26, empregando-se as concentragSes
crescentes de fosfato de rocha em vinhagas
mistas com diferentes composicdes, ¢ além
disso, de diversos fosfatos de rocha.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

A linhagem de Aspergillus niger empregada neste
trabalho foi selecionada entre 17 linhagens como

maior produtora de acidez tituldvel (Ishisaka et al.

1988). Culturas estoque foram mantidas a 4°C em
tubos hermeticamente fechados para ndo perder sna
viabilidade. In6culos dessas culturas foram transfe-
ridos para tubos contendo dgar Sabouraud e cultiva-
dos por 8 a 10 dias, a 30°C. A dois dos tubos dessas
culturas, adicionaram-se 10 ml de solugio esteriliza-
da de Tween 80 a 0,019% (v/v), procedendo-se i ras-
pagem dos esporos e filtragem em gaze para reten-
¢io do micélio. A concentragio dos esporos foi
ajustada para 1 x 10°/ml e a concentracdo dos in6-
culos nos cultivos liquidos foi de 1% (v/v).

Cultivos lfquidos

Vinhagas mistas provenientes de usinas da regifio
foram utilizadas sem esteriliza¢&o, a nfio ser em en-
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saio especifico. Volumes de 30 ml foram adicionados
a frascos Erlenmeyer de 250 ml, contendo 5 g/l da
fiuorapatita, a ndo ser quando assinalados, e inocula-
dos com a suspensfio de esporos. As culturas foram
incubadas a 30°C por nove dias.

As medidas do crescimento do fungo e as deter-
minagdes dos valores de pH final, de acidez tituldvel
e de sélidos totais ¢ soldveis foram obtidas como
anteriormente descritas (Nahas et al. 1990), apés
filtragdio dos cultivos. Ainda, no filtrado, determi-
naram-s¢ os teores de agiicares totais (Dubois et al.
1956), de aglicares redutores (Somogyi 1952) e de
fosfato solivel (Ames 1966)

Os ensaios foram efetuados segundo delinea-
mento inteiramente casualizado com trés repeticdes,
sendo que as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de significincia de 5%. As curvas
foram obtidas de equagfes de regressio polinomial
de 32 grau correspondentes ao maior coeficiente de
determinacéio (R?).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na Tabela 1 estdo resumidos os resultados
referentes & composig@o quimica das vinhagas
utilizadas neste trabalho. O teor de sdélidos
totais e soliveis foi, pelo menos, duas vezes
superior na vinhaga mista, contendo 35% de

TABELA 1. Composi¢io qufmica das vinhagas
mistas provenientes das usinas da
regiio de Jaboticabal, SP, empre-
gadas neste trabatho.

Vinhagas*
Componentes
35% melago 9% mel
(mg/ml)

Agicares totais 5,40 6,67
Agticares redutores 1,15 0,94
Sélidos totais 25,03 9,95
Sélidos soldveis 12,63 6,76
Nitrogénio total 0,30 0,42
Fosfato soltvel (ug/ml) 5,63 16,11
Cinzas 746 5,09
Acidez tituldvel (WE/ml) 30,32 47,25
pH 4,3 3,7

(*) Percentagens em relagio ao teor de caldo (v/v).
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melago, que na vinhaga com 9% de mel, en-
quanto o teor de fosfato sohivel foi cerca de
trés vezes superior na vinhaca com 35% de
nelago. Contudo, o teor de fosfato sohivel foi,
comparativamente, bastante reduzido em rela-
Glo aos outros nutrientes.

Provavelmente, o efeito da esterilizacio ou
n#o da vinhaga nao influiu no crescimento do
fungo, medido em massa seca (Fig. 1), € nem
no teor de fosfato solubilizado, porquanto a
andlise estatfstica ndo mostrou diferenca signi-
ficativa (teste F). As curvas representativas do
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crescimento e da solubilizacio de fosfato em
relagio ao tempo de cultivo obedeceram a
fungGes exponenciais de 32 grau, constatando-
se equivaléncia nos produtos méximo ¢ mfni-
mo relativos, respectivamente.

A Tabela 2 mostra que, aumentando-se a
concentragdo de fluorapatita, nio se obteve
maior solubilizagdo de fosfato. Nio se notou
também diferengas significativas aprecidveis
nas outras caracterfsticas analisadas, exceto
nos teores de sélidos e de acidez tituldvel que
variaram de aproximadamente 16 a 20 wE/mi.
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FIG. 1. Crescimento de A. riger e solubilizacio de fluorapatita em vinhaca esteriliza-
da (o) e niio esterilizada (#). Volumes de 30 ml de vinhacga contendo 5 g/l
fluorapatita foram inoculados com uma suspensio do fungo e incubados a
30°C. Nos tempos determinados, mediu-se o crescimento do fungo e o teor de

fosfato solubilizade.
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TABELA 2. Solubilizagiio de fluorapatita por A. niger empregando-se vinhaca mista com 35% de
melago como substrato. O fungo foi cultivado por 9 dias a 30°C, em cultura estacioné-
ria. Apés o tempo de cultive, foram medidas as caracterfsticas gufmicas do meio isento

de micélio.
Fluora- pH Acidez Micélio Solidos Solidos Aglicares Agicares Fosfato soltivel
patita final tituldvel (mg/m) totais  soldveis totais  redutores
(e (WE/ml) (mg/m) (mg/mD) (mg/ml) (mg/mD) (mg/ml) %dototal®
5,0 3,8 17,70 4,52 17,72 8,44 2,24 0,61 0,72 44,1
7.5 3,7 19,75 4,18 19,42 7,56 2,26 0,57 0,74 29,9
10,0 39 15,95 4,90 20,18 6,88 2,18 0,58 0,73 22,2
F 8,72+ 4,52  208NS 690+  1,48NS 115NS  j3750¢ 0,08NS
cv 2,47 10,07 11,04 4,96 15,09 3,49 1,48 7,50
DMS 0,18 3,53 - 1,87 - - 0,02 -

(+) Fluorapatita = 32,8% PO%; NS = nio significativo; (*) significativo a0 nivel de 5% de probabilida-
de; F = teste F; CV = coeficiene de variagio em %; DMS = diferenga minima significativa pelo teste

Tukey (P = 0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 3
mostram uma resposta semelhante & observada
na Tabela 2, porém, os teores de acidez titul4-
vel e de fosfato aumentaram, aproximando-se
de 23 pE/ml e 1,1 mg/ml, respectivamente.

Fosfatos de rochas de diferentes origens e
contevidos em fdsforo foram adicionados 2 vi-
nhaga mista inoculada com A. niger (Tabe-
la 4). Os resultados obtidos mostraram que a
variacdo do fosfato de rocha acarretou dife-
rengas significativas nos teores de fosfato so-
livel, acidez tituldvel e peso seco de micélio,
ndo se constatando diferencas nos valores de
pH entre os tratamentos. Quando o concentra-
do apatftico grosso foi adicionado & vinhaga
obteve-se 0 maior aciimulo de fosfato soldvel,
de 1,08 mg/ml, seguindo-se a apatita-padréo,
0,70 mg/ml, e o bitolado Mitsui, 0,67 mg/ml,
Contudo, quando se relacionou o teor de fos-
fato solubilizade com o total existente no fos-
fato de rocha (Tabela 4), verificou-se que
maior acdimulo de fosfato sohivel ocorreu com
o bitolado Patos de Minas, de 72% (p/p), se-
guido do concentrado apatftico grosso, 45%
(p/p), e do minério fosfitico Patos de Minas,
44% (p/p). O crescimento do fungo em vinha-
¢a acrescida de fosfato de alumfnio foi compa-
rdvel ao obtido com os outros fosfatos de ro-
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cha, porém, a sua capacidade solubilizadora
foi bem inferior (Tabela 4).

Os resultados obtidos neste trabalho mos-
tram o efeito da composi¢do da vinhaga sobre
a capacidade de solubilizagdo de fluorapatita
pelo fungo A. niger. Além do mais, foi de-
monstrado que o efeito do fungo sobre o acid-
mulo de fosfato solivel estd na dependéncia
do tipo de fosfato de rocha acrescido 2 vinha-
ca.

A possibilidade do crescimento de bactérias
contaminantes da vinhaga, que poderiam cau-
sar prejufzo no rendimento, como foi consta-
tado em A. oryzae que teve alterada a parede
celular (Instituto Nacional de Tecnologia
1978), mostrou a necessidade da comparagéo
do crescimento de A. niger em vinhaga esterili-
zada ou ndo. Como resultado, comprovou-se
que o crescimento do fungo e a solubilizagéio
da fluorapatita foi independente da esteriliza-
¢fio ou niio da vinhaga. E possfvel que fatores
como a temperatura de 90°C quando a vinhaga
sai na usina, a realizacdo dos ensaios logo
apSs o resfriamento, e a predominéncia da es-
pécie inoculada devam ter contribuido para
ndo haver comprometimento dos resultados
obtidos na vinhaga ndo esterilizada quando
comparados com a vinhaga esterilizada.
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TABELA 3. Selubilizacfio de fluorapatita por A. niger empregando-se vinhaca mista com 9% de mel
como substrato. O fungo foi cultivado por 9 dias a 30°C, em cultura estacionéria. Apés
o tempo de cultivo, foram medidas as caracterfsticas qufmicas do meio isento de micé-
lio.

Fleora- H Acidez e SOlidos  Solidos  Agficares Agdcares Fosfato soldvel
. p: . Micélio ) A .
patita final tituldvel (mg/ml) totais  solliveis totais redutores
(/D (LE/ml) (mg/ml) (mg/mD) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) %dototalt
5,0 3,6 22,65 3,23 15,00 5,89 3,52 0,46 1,05 64,2
7.5 3,6 22,95 3,69 16,16 5,60 3,17 0,46 1,08 43,8
10,0 3,6 23,95 3,33 18,42 5,68 3,30 0,44 1,15 35,2
F 0,06NS - 0,27NS 28NS 20,75+  048NS  1,00NS  730*  3,30NS
Ccv 3,62 11,30 8,48 4,62 10,25 545 2,02 5,32
DMS - - - 1,51 - - 0,01 -

(+) Fluorapatita = 32,8% PO’ NS = nfo significativo; (*) significativo ao nfvel de 5% de probabilida-
de; F = teste F; CV = coeficiene de variagio em %; DMS = diferenca minima significativa pelo teste
Tukey (P = 0,05).

TABELA 4. Solubilizagio de diferentes fosfatos de rocha, empregados na concentraciio de 5 g/l de
vinhaca mista como substrato, por A. niger.

Micélio Acidez Fosfato soldvel
FosfatoA p. seco final tituldvel
(mg/ml) (RE/ml) (mg/ml) % dototal™

Apatita de Araxd (25%) 5,37 3,7 15,19 0,49 29,9
Concentrado Catalio (36%) 5,10 4,1 11,10 0,53 22,1
Fosfino (33%) 4.19 3,7 16,85 0,57 25,8
Apatita-padrio (35%) 5,24 3,8 14,65 0,70 30,1
Concentrado apatftito grosso (36%) 4,57 3,7 15,45 1,08 447
Concentrado apatitico fine (33%) 4,48 3.8 16,20 0,64 29,0
Concentrado apatftico reflotado (32%) 4,34 3,8 14,65 0,54 25,1
Minério fosfético Cataldo (16%) 4,31 3,7 13,85 0,34 314
Minério fosfitico Araxd (15%) 3,87 3.8 12,70 0,22 21,8
Minério fosfatico Patos de Minas (15%) 4,68 3.8 13,55 0,44 43,7
Bitolado Camig (24%) 4,46 3,7 16,05 0,62 38.8
Bitolado Mitsui (28%) 4,91 3,7 17,10 0,67 36,0
Bitolado Arax4 (30%) 4,89 3,7 17,15 0,60 30,1
Bitolado Patos de Minas (11%) 4,29 3,7 15,15 0,53 72,0
Fosfato de aluminio Piracava (16%) 4,57 3,6 14,40 0,08 7,7
F 2,73*  1,43NS 1304  42,15%

Cv 9,44 6,11 5,27 8,97

DMS 1,31 - 2,37 0,16

(+) Fluorapatita = 32,8% PO%. NS = nio significativo a0 nfvel de 5% de probabilidade; F = teste F;
CV = coeficiente de variagio em %; DMS = diferenca minima significativa pelo teste de Tukey (P =
0,05).

A Entre parénteses, tem-se a concentragio de P,O, (p/p) dada pelo fabricante.
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Em conformidade com resultados prévios
(Nahas et al. 1990) e de outros laboratérios
(Instituto Nacional de Tecnologia 1978 e Srur
& Aquarcne 1983), constatou-se uma redugio
substancial nos teores de agiicares ¢ de sdélidos
apds o crescimento do fungo. A solubilizagic
da fluorapatita deve ter sido decorrente, prin-
cipalmente, da secregfio de 4cidos orgfnicos
pelo fungo - que apresentaram agéio quelante,
liberando fosfato sohivel (Hayman 1975) -, e
ndo do abaixamento do pH porquanto em uma
das vinhagas ndo se obteve variagdo desse pa-
rdmetro apds crescimento do fungo (Tabelas 1
e 3). Contudo, os teores de acidez tituldvel nas
vinhacas (Tabela 1), diminufram apds a incu-
bagio do fungo, demonstrando que a vinhaga
por si sé nio tem efeito solubilizador (Nahas
et al. 1990) e que a qualidade do 4cido secre-
tado pelo fungo teria maior efeito na solubili-
zacdo que a sua quantidade (Agnihotri 1970).
Nao foi possfvel identificar as varidveis que
permitiram a solubilizagio de quantidades di-
ferentes de fluorapatita quando se empregaram
vinhacas apresentando composigio diversa
(Tabelas 2 ¢ 3). No entanto, € possfvel con-
jecturar que o maior teor de agdcares totais
encontrado na vinhaca a 9% de mel tenham
conduzido & maior produgio de 4cidos, e, por
conseguinte, & maior solubilizagdo da fluora-
patita. Em adigio, ¢ possivel que o menor
crescimento do fungo nessa vinhaga tenha fa-
vorecido o acimulo de maior quantidade de
fosfato soldvel.

Dentre os diferentes fosfatos de rocha uti-
lizados como fonte de fésforo, o concentrado
apatftico grosso foi o que propiciou maior
acdmulo de fosfato sohivel (1,08 mg/ml).
Contudo, em termos de rendimento, com o

bitolado Patos de Minas obteve-se uma solu-
bilizacio correspondente a 72% do total. A
solubilizagio independeu do teor de fosfato no
mineral e do valor final do pH, mas dependeu
da acidez tituldvel, confirmando as suposigSes
feitas neste trabalho, porquanto obteve-se uma
correlagdo significativa entre esses dois para-
metros (t = 4,08).
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que o efeito
solutilizador do fungo A. niger depende do
tipo de vinhaga utilizado como substrato e do
fosfato de rocha adicionade ao meio de cultivo
como fonte de fésforo.

AGRADECIMENTOS

Ao CNPq, pela bolsa de pesquisa
(N2 301046/82) auferida pelo primeiro autor.

REFERENCIAS

AGNIHOTRI, V.P. Solubilization of insoluble
phosphates by some fungi isolated from nur-
sery seedbeds. Canadian Journal of Micro-
biology, v.16, p.877-880, 1970.

AMES, B.M. Assay of inorganic phosphate and
phosphatases. Methods in Enzymology, v.8,
p-115-118, 1966.

BRADY, N.C. The naturc and propertics of
soils. New York: MacMillan, 1974, 639p.

CEREZINE, P.C; NAHAS, E,; BANZATTO, D.A.
Soluble phosphate accumulation by Aspergillus
niger from fluorapatite. Applied Microbio-
logy and Biotechmology, v.29, p.501-505,
1988.

DUBOIS, M.; GILLES, K.A_; HAMILTON, F.K.;
REBERS, P.A.; SMITH, F. Colorimetric me-
thod for determination of sugars and related
substances. Amnalytical Chemistry, v.28,
p.350-356, 1956.

HAYMAN, D.S. Phosphorus cycling by soil micro-
organisms and plant roots. In: WALKER, N.
Soil Microbiology, London: Butterworths,
1975, p.67-91.

HOFFLAND, E,; FINDENEGG, G.R.; NELE-
MANS, J.A. Scolubilization of rock phosphate
by rape. I. Evaluation of the role of the nu-
trient uptake pattern. Plant and Soil, v.113,
p.155-160, 1989. ’

INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA
(Rio de Janeiro, RJ). Novas perspectivas para o
tratamento microbiolégico do vinhoto. Infor-
mativo do INT, v.11, p.3-8, 1978,



SOLUBILIZAGCAO DE FOSFATOS DE ROCHA

ISHISAKA, E.L; ASSIS, L.C.; NAHAS, E. Acdo
do Aspergillus niger no actimulo de fosfato so-
Iavel em meio de vinhaga, Ciéncia e Cultura,
v.40, p.730, 1988.

KUCEY, R.M.N. Effect of Penicillium bilaji on the
solubility and uptake of P and micronutrients
from soil by wheat. Canadian Journal of
Soil Science, v.68, p.261-270, 1988,

KUCEY, R.M.N.; JANZEN, HH., LEGGETT,
M.E. Microbijally mediated increases in plant-
available phosphorus. Advamces in Agro-
nomy, v.42, p.199-228, 1989,

MALAVOLTA, E. Elementos de nutrigiio mi-
neral de plantas. Sio Paulo: Ceres, 1980,
254p.

313

NAHAS, E.; BANZATTO, D.A,; ASSIS, L.C.
Fluorapatite solubilization by Aspergillus niger
in vinasse medium. Seoil Biology and Bio-
chemistry, v.22, p.1097-1101, 1990.

SOMOGYI, M. Notes on sugar determination.
Journal of Biological Chemistry, v.195,
p.19-23, 1952,

SRUR, A.U.O.8.; AQUARONE, E. Depuragio de
vinhaga pela produgiio de biomassa de Rhodo-
torula gracilis, STAB, v.2, p.34-37, 1983,

THOMAZ, G.V,; SHANTARAM, M.V.; SARAS-
WATHY, N. Occurrence and activity of phos-
phate-solubilizing fungi from coconut planta-
tion soils. Plant and Seil, v.76, p.357-364,
1985.

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 27(2):325-331, fev, 1992



