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ESTIMULO DA SOLUBILIZACAO DE FOSFATO RESULTANTE DA CO-
INOCULACAO DE ASPERGILLUS NIGER E BURKHOLDERIA CEPACIA

RESUMO - O fésforo (P) é indispensavel para todos os organismos e apresenta
disponibilidade muito baixa para as plantas. Uma das alternativas para minimizar esse
problema esta na solubilizacdo de fosfatos insollveis por microrganismos P-
solubilizadores (MSF). A atuacdo dos MSF tém sido estudada “in vitro” utilizando-se
culturas individuais, poréem ndo de forma co-inoculada. Pode se pressupor que em
condicdes naturais deve haver interacdo entre as espécies. O objetivo deste estudo foi
avaliar-se o efeito da co-inoculacdo de duas espécies de MSF na solubilizacdo de
diferentes fontes de P. O fungo Aspergillus niger e a bactéria Burkhoderia cepacia
foram crescidos de forma individual e co-inoculados (A niger + B. cepacia) em meio
liquido contendo fosfato de calcio, aluminio ou ferro como fonte de P durante nove dias.
O efeito da fonte de carbono (xilose, glicose, sacarose e amido) e da fonte de nitrogénio
(cloreto de ambnio, glicina, acido glutdmico e nitrato de sddio) foram avaliados no
processo de solubilizacdo. Os fatores que influenciaram direta e indiretamente a
solubilizacdo de P como crescimento, acidez e pH, consumo de carbono e atividade
enzimatica foram avaliados. Quando as fontes de carbono e nitrogénio foram avaliadas,
a fonte de P utilizada foi CaHPO,4 e os microrganismos foram crescidos durante seis
dias. Dentre as fontes de fosfato, o maior crescimento ocorreu com FePO,4, a maior
guantidade de P solubilizado e atividade de fosfatase &cida foi encontrada com
CaHPO,, e a mais alta producdo de acidos e reducdo do pH foi obtida com AIPO4. A
eficiéncia de solubilizacdo da co-cultura foi sempre maior do que a das culturas
individuais em todas as fontes de P. Quando diferentes fontes de carbono foram
estudadas, os maiores indices de solubilizacdo de CaHPO, e de crescimento foram

observados com a co-cultura. A maior producdo de acidos, reducdao de pH e consumo



de carbono ocorreram no meio com A. niger. A maior atividade de fosfatase acida foi
observada no meio com B. cepacia. Dentre as fontes de nitrogénio, 0 maior crescimento
dos MSF, reducdo do pH e consumo de carbono ocorreu no meio com cloreto de
amonio. Por outro lado, a maior quantidade de CaHPO, solubilizado se deu em meio
com &cido glutdmico. A mais alta producéo de &cidos orgéanicos foi registrada no meio
com nitrato de sodio. A atividade de fosfatase &cida foi superior em meio com glicina
guando comparada as demais fontes de nitrogénio. Entre os MSF, a co-cultura cresceu,
solubilizou P inorganico e consumiu a fonte de carbono mais do que as culturas
individuais. O fungo produziu a maior quantidade de &cidos resultando na maior
reducdo do pH do meio. A mais alta atividade enzimatica ocorreu com B. cepacia. Estes
resultados sugerem que no solo, a acdo sinérgica dos microrganismos pode resultar em

maiores quantidades de fosfatos solubilizados.

Palavras-Chaves: Acidos organicos, carbono; fésforo, nitrogénio.
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STIMULATION OF PHOSPHATE SOLUBILIZATION RESULTING FROM
CO-INOCULATION OF ASPERGILLUS NIGER AND BURKHOLDERIA
CEPACIA

ABSTRACT- Phosphorus is essential for organisms and has very low availability to
plants. One alternative to minimize this problem is solubilizing insoluble phosphates
forms of P by P-solubilizing microorganisms (PSM). The performance of PSM have been
studied "in vitro" using individual cultures, but not in co-culture. It can be assumed that
under natural conditions should be interaction between species. The aim of this study
was to evaluate the effect of co-inoculation of two species of MPS in to solubilize
different sources of P. The fungus Aspergillus niger and Burkhoderia cepacia bacteria
were grown individually and co-inoculated (A. niger — B. ceacia) iin liquid medium
containing calcium, aluminum or iron phosphate as a source of P for nine days. The
effect of carbon source (xylose, glucose, sucrose and starch) and nitrogen source
(ammonium chloride, glycine, glutamic acid and sodium nitrate) were evaluated in the
process of solubilization. The factors that directly and indirectly influenced the
solubilization of P as PSM growth, production of acid, decrease pH, carbon consuption
and phosphatase activity were evaluated. When the carbon and nitrogen sources were
evaluated, the source of P used was CaHPO, and MSP were grown for six days. Among
the sources of phosphate, the greatest PSM growth was found with FePO,, the largest
amount of P solubilized and acid phosphatase activity was found with CaHPO,, and the
highest production of acids and pH reduction was obtained with AIPO,. The efficiency of
solubilization by co-culture was always greater than that of single cultures in all sources
of P. When different carbon sources were studied, the highest rates of CaHPO,
solubilization and PSM growth were observed with the co-culture. The increased

production of acids, pH decrease and carbon consumption were found in the middle with
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A. niger. The highest acid phosphatase activity was found in the medium with
Burkholderia cepacia. Among the nitrogen sources, the largest PSM growth, pH
decrease and carbon consumption were found in the medium with ammonium chloride.
On the other hand, the highest amount of CaHPO, solubilized was found in medium with
glutamic acid. The highest production of organic acids was recorded in medium with
sodium nitrate. The Acid phosphatase activity was higher in medium with glycine when
compared to other nitrogen sources. Among the PSM, co-culture has growth, CaHPO4
solubilized and consumed the carbon source more than the single cultures. The fungus
produced the highest amount of acid resulting in more pH reduction of the medium. The
highest enzyme activity was found with B. cepacia. These results suggest that in the
soil, due to the synergistic action of PSM can result in higher amounts of dissolved
phosphates.

Key Words: Organic acids, carbon, phosphorus, nitrogen.



1. INTRODUCAO

O fésforo (P) € um elemento indispensavel para todos o0s seres vivos,
participando da composicdo de macromoléculas vitais como acidos nucléicos e
fosfolipidios, do metabolismo energético com a molécula adenosina trifosfato, além de
outros processos bioldgicos como fotossintese e respiracdo. Assim, o P ndo pode ser
substituido por outros elementos, sendo fundamental para a manutencédo da vida em
geral, refletindo sua importancia na producao agricola mundial.

O P pode ser encontrado na forma organica, em seres vivos, ou inorganica em
rochas e fosfato precipitado no solo. Contudo, apresenta disponibilidade muito baixa
para as plantas, especialmente em regifes tropicais pelas caracteristicas dos solos.
Além disso, as rochas fosfaticas, material de origem do elemento, sédo consideradas
recursos nao renovaveis.

Uma das alternativas para minimizar esse problema esta na utilizacdo de
microrganismos do solo capazes de transformar formas insoltveis de P, organicas e
inorganicas, em fontes disponiveis através da solubiliza¢do, utilizando diferentes
mecanismos como a producdo de &cidos organicos e sintese enzimatica. Estas
espécies podem ser encontradas juntas, dividindo espago e nutrientes, interagindo
direta e indiretamente entre si.

A acdo dos microrganismos na absorcdo do P pelas plantas pode contribuir
para a diminuicdo da quantidade de fertilizantes industrializados, ndo apenas reduzindo
0 custo da producdo como também na reducéo da poluicdo ambiental, uma vez que no
processo de producdo dos fertilizantes, ha liberacdo de residuos prejudiciais ao

ambiente, como acidos e seus derivados.



Considerando a importancia desses microrganismos, faz-se necessério
conhecer a fisiologia e o comportamento de espécies com potencial de solubilizagéo.
Considerando que 0s organismos nao vivem isolados no ambiente, mas atuam de
forma associada e utilizam mecanismos diversos sobre os elementos naturais, é
importante avaliar a interacdo existente entre espécies distintas e o efeito combinado
destas espécies sobre fontes insoluveis de P.

Devido ao pouco conhecimento sobre o efeito da interagdo de microrganismos
solubilizadores de fosfato, torna-se fundamental um estudo minucioso, em condi¢cbes
de laboratorio, sobre a relacdo existente entre espécies diferentes de microrganismos
solubilizadores de P.

Pressupondo que os microrganismos vivam de forma natural em constante
interacdo, interferindo direta e indiretamente no comportamento das espécies
circundantes, buscou-se neste estudo avaliar o desempenho conjunto de duas
espécies solubilizadoras de fosfato, comparando o crescimento, a producao de &cidos
organicos e atividade enzimatica, consumo de acuUcar em diferentes condi¢cdes de
cultivos, estimando o possivel aumento na oferta de P para ao meio com a co-cultura
dos P-solubilizadores, através da producdo de &cidos orgéanicos e redugcdo do pH,
guantificando o crescimento e a quantidade de C assimilado bem como a atividade

enzimatica sintetizada nessas condicoes.



2. REVISAO DE LITERATURA

Importancia do P

O fosforo (P) € um nutriente exigido em grandes quantidades pelas plantas,
pois faz parte das proteinas, coenzimas, acidos nucléicos e inimeros outros substratos
celulares que atuam nos processos metabdlicos vitais das plantas, como fotossintese,
transferéncia de caracteristicas genéticas, respiracdo ou mesmo transferéncia e
armazenamento de energia através da molécula de ATP (DECHEN & NACHTIGALL,
2007).

O P é depois do nitrogénio, o nutriente que mais limita a producéo agricola,
pois apesar da consideravel quantidade do elemento no solo tanto organico quanto
inorganico, possui baixa disponibilidade, devido a forte ligagdo com outros minerais
como calcio (Ca), ferro (Fe) e aluminio (Al), tornando-se indisponivel para as plantas
(GYANESHWAR et al., 1998).

Em relacdo ao contetdo de P no solo, este pode ser classificado como baixo,
medio e alto. Solos alcalinos séo ricos em fosfato de Ca enquanto que solos &cidos
apresentam maior quantidade de Fe e Al (RANNO et al., 2007). Os solos acidos séo
predominantes no Brasil e a solubilidade dos fosfatos associados ao Fe e Al € mais
baixa do que os fosfatos associados ao Ca (BARROSO & NAHAS, 2005).

O pH do solo determina grande parte da ionizagdo do P, podendo sua
disponibilidade ser aumentada ou néo, dependendo das associacdes que se formam
entre o P e outros elementos quimicos. Outro fator que agrava a situacao é o fato das
rochas fosfaticas, material de origem do P, constituir um recurso natural relativamente
escasso, que nao se renovam ou possuem similares (NAHAS, 2007).

Com o atual consumo da produgdo agricola, estima-se que as reservas

economicamente exploradas no dias atuais serdo exauridas dentro de 125 anos e as



reservas totais dentro de 340 anos (SMIT et al., 2009). Se for considerada a
expectativa de aumento de uso do solo para producado agricola devido ao crescimento
da populacdo mundial, a ingestao de carne e o0 aumento na utilizacdo de cultivo para
biocombustivel e bioenergia, os recursos provavelmente durardo apenas 75 anos, para
as reservas disponiveis e 170 anos, para as reservas totais. Esses calculos de duragéo
dos recursos podem ser muito otimistas se considerar as grandes perdas registradas
na retirada de P das minas (SMIT et al., 2009).

A limitac&o do P na maioria dos solos no mundo (BATJES, 1997), inclusive em
paises como o Brasil, que produz e exporta alimentos, devido a baixa fertilidade natural
do solo em decorréncia da quantidade P disponivel, exige a necessidade de aplicacao
de fertilizantes fosfatados na producédo agricola (SMIT et al., 2009). Essa limitacao
pode ser minimizada com a aplicacdo de fertilizantes quimicos, porém este método
além de oneroso, gera poluentes ambientais (LI & QUI, 2011).

A interferéncia humana na aplicacdo de P via fertilizantes, nos ambientes
agricolas pode torna-los locais de estabilidade do elemento, quando bem manuseados.
No entanto, quando mal manejados, esse elemento € lixiviado para os ambientes
aquaticos, onde a diluicdo impede sua recuperacdo, causando danos severos a esse
ambiente (GATIBONI, 2003).

Microrganismos solubilizadores de fosfato

Determinados microrganismos possuem a capacidade de solubilizar P a partir
de rochas insoluveis, sendo assim, uma maneira promissora para reduzir os custos e
minimizar a poluicdo ambiental. Os mecanismos atribuidos a esses solubilizadores de
P incluem acidificacdo, quelacdo e reacdes de troca catibnica (CHAI et al., 2011).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) possuem importante
funcdo na solubilizacdo de formas indisponiveis de P, tornando-as sollUveis para as
plantas devido a mudanca no microambiente do solo (SHARAN et al., 2008). Tais
microrganismos podem imobilizar parte do mineral para seu préprio metabolismo e

dispor uma parte as plantas (ACHAL et al., 2007).



A solubilizacdo de fosfatos realizada tanto por fungos quanto bactérias
(BARROSO & NAHAS, 2008; CAKMAKCI et al., 2010) pode favorecer a disponibilidade
de P as plantas e minimizar os custos com fertilizantes industrializados (SRIVIDYA et
al., 2009). Apesar disso, 0 comportamento desses microrganismos diverge
grandemente, uma vez que bactérias tém maior habilidade para colonizar raizes de
plantas (PUENTE et al., 2004) e fungos sdo mais tolerantes a acidez, possuindo maior
potencial como agente de conversao da forma insoltvel para soluvel de P (CHUANG et
al., 2007).

Existem diferencas no potencial dos microrganismos em solubilizar fosfato
(SILVA FILHO & VIDOR, 2000). Estudos mostraram que bactérias destacam-se na
solubilizacdo de fosfato mais do que certas espécies de fungos, por serem estes,
especializados em retirar os ions fosfato do solo (SOUCHIE et al., 2006). Essas
bactérias encontradas no solo podem aumentar a produtividade da planta, sendo
normalmente reconhecidas como rizobactérias promotoras de crescimento em plantas
(RPCP), dentre as quais se destaca o género Burkholderia sp. (BASHAN & HOLGUIN,
1997; PANDEY et al., 2006).

Por outro lado, outros trabalhos apontam uma capacidade superior de fungos
edaficos em relacdo as bactérias na solubilizacdo de P in vitro. Estudo realizado com
Penicillium bilaii, evidenciou que o fungo possui a habilidade de dissolver fosfato de Ca
e apatita, tanto em culturas individuais quanto associadas com raizes de plantas
(VASSILEV et al., 2007).

Ao estudar dez espécies de bactérias e trés de fungos, comuns na rizosfera de
arroz, RASHID et al. (2004) observaram que diferentes géneros solubilizam P em
guantidades distintas e quando os organismos foram avaliados separadamente, A.
niger mostrou maior indice de solubilizacdo de fosfato tricalcico do que os demais
fungos. De forma geral, todos os fungos imobilizaram maiores quantidades de P do que
espécies bacterianas. Situacdo contraria foi encontrada por OLIVEIRA et al. (2009) ao
estudar 45 isolados selecionados a partir de 371 colénias comuns da rizosfera de milho
e com capacidade para solubilizar fosfato organico e inorganico em solo deficiente de

P. As bactérias Bacillus sp e Burkholderia sp apresentam os maiores indices de



solubilizacao de fosfato tricalcico, com cerca de 67 e 58,5% respectivamente do P total

solubilizado ao serem comparadas aos fungos.

Espécies solubilizadoras de fosfato estudadas

As duas espécies utilizadas neste estudo foram selecionadas devido a sua
reconhecida capacidade em solubilizar fosfato. Tanto o fungo Aspergillus niger
(SOUCHIE et al., 2005; BARROSO et al., 2006; EL-AZONI, 2008) quanto a bactéria
Burkholderia cepacia, anteriormente descrita como Pseudomonas cepacia (CONYE et
al., 2001) tém sido estudados por sua habilidade em dispor P (MARIANO et al, 2004;
SONG et al., 2008) ao ambiente.

Ao ser comparado com outras espécies fungicas como Penicillium sp, também
solubilizador de fosfato, A. niger tem apresentado os maiores indices de solubilizacao
(SILVA FILHO et al., 2002; DEMIREL et al., 2005; EL-AZONI, 2008; SABER et al.,
2009). Porém, quando A. niger e Penicillium sp foram comparados com bactérias
solubilizadoras de fosfato, os fungos solubilizaram as maiores quantidades de P
independente da espécie (ILLMER & SCHINNER, 1992).

Mecanismos de solubilizacdo dos microrganismos P-solubilizadores

Producéo de &cidos orgéanicos e reducgao de pH

Dentre os mecanismos utilizados pelos MSF, destaca-se a producgéo de acidos
organicos de baixo peso molecular (COLLAVINO et al., 2010). Além da producéo de
acidos organicos, a reducdo do pH também € um importante fator na solubilizacédo
(DEMIREL et al., 2005; VASSILEV et al., 2006; CHUANG et al., 2007). A acdo dos
4cidos esta mais relacionada a concentracdo de H* do que com o tipo especifico de
acido organico (KANG et al., 2008).

A qualidade dos acidos organicos € mais importante do que sua quantidade,

especialmente quando se refere a propriedade quelante, pois, esta torna os acidos



mais efetivos. A carga negativa dos Oxidos associa-se aos ions de carga positiva de
outros minerais como Ca, magnésio (Mg), Fe, manganés (Mn) e zinco (Zn), liberando
desta forma o fosfato solivel (BARROSO & NAHAS, 2007).

BARROSO & NAHAS (2008) estudando Aspergillus niger encontraram
correlacdo positiva entre a producado de acidos e a solubilizagdo do FePO, VASSILEV
et al. (2006) corroboram tais resultados mostrando que a solubilizacdo de fosfatos
inorganicos tem sido atribuida principalmente a producdo de acido citrico por
Aspergillus niger. O fungo Aspergillus niger € reconhecido por produzir &cidos
organicos que atuam sobre fontes insollveis de P, disponibilizando fosfatos soluveis
(SOUCHIE et al., 2005; BARROSO et al., 2006; EL-AZONI, 2008).

A bactéria Burkholderia cepacia, também tem sido estudada por sua habilidade
de promover o crescimento de plantas devido a solubilizacdo de fosfato (MARIANO et
al, 2004; SONG et al., 2008) e seu potencial em reduzir o pH do meio (LIN et al., 2006).

Atividade enzimatica: Fosfatase acida

Indmeras enzimas sintetizadas pelos microrganismos e plantas, atuam na
liberacdo de fosfato (NAHAS, 2002; PAWAR & THAKER, 2009; CHAIHARN &
LUMYONG, 2009). Essa disponibilidade de P se deve a transformacdo da forma
organica (Po) em inorganica (Pi), assim, diferentes tipos de organofosfatos sao
hidrolizados como ocorre com outros minerais e absorvidos pelas plantas
(CARPENTER-BOGGS et al., 2003; POZO et al., 2003; REZENDE et al., 2004; SINGH
& KUMAR, 2008). A atuacdo das fosfatases depende da concentracdo de P no meio,
agindo desta maneira como um mecanismo de controle (AON et al., 2001). A maioria
dos microrganismos do solo possui atividade de algum tipo de fosfatase (NAHAS,
1991). As fosfatases &cidas produzidas por microrganismos sdo importantes devido a
mineralizagdo do P orgéanico do solo (RAGHOTHAMA, 1999). Burkholderia cepacia é
uma dessas espécies bacterianas com capacidade de sintetizar fosfatase acida na
auséncia de fosfato soluvel (RODRIGUEZ et al., 2006).



Solubilizacéo de fosfato insoltveis sob influencia de diferentes fontes de C e N

Devido a sua reatividade, o P tem alta capacidade para formar complexos de
alta energia de ligacdo com varios minerais como Ca, Al e Fe (GOMES et al., 2010).
Fosfatos complexados com Ca, como apatitas, fosfato tricalcico e dicéalcico, além de
fosfato de Ca precipitado “in vitro” tém sido utilizados na maioria dos trabalhos sobre a
solubilizacdo de fosfato por microrganismos (CUNNINGHAM & KUIACK, 1992). Outras
fontes de P complexado com minerais como Al e Fe séo tidas como fontes de menor
capacidade de solubilizacdo (BARROSO & NAHAS, 2005; FANKEM et al.,, 2006;
SONG et al, 2008; SABER et al, 2009; GOMES et al., 2010).

O comportamento dos microrganismos frente a solubilizagdo de fosfatos pode
ser determinado pelas condi¢cdes do meio, onde as fontes de C e N s&do determinantes
para maior liberacédo de P (BARROSO et al.,2006; VASSILEV et al., 2006; XIE et al.,
2009).

Quando fontes de C foram comparadas, a glicose foi a fonte que melhor
favoreceu a solubilizacdo de fosfato de rocha (MINHONI et al.,1991). Além das fontes
de C, as fontes de N e o micronutrientes influenciam a reducéo do pH ou a producéo de
acidos por microrganismos (SILVA FILHO & VIDOR, 2000). Segundo SILVA FILHO &
VIDOR (2001) ao serem testados 16 isolados solubilizadores de Ca-P, seis
apresentaram resultado positivo com fontes amoniacais em detrimento das fontes
nitricas. O mesmo efeito foi observado com A. niger que apresentou maior crescimento
e solubilizacdo de Co3(POgy), . 8H20, Zn3(POy4), . 2H,O e ZnO quando amoénio foi
utilizada em maior quantidade e fontes nitricas foram reduzidas (DIXON-HARDY et al.,
1998).

Co-cultura de microrganismos
Pelos estudos realizados pode-se inferir a capacidade de bactérias e fungos

para colonizar raizes de plantas e promover o crescimento desses vegetais. InUmeras

espécies tém sido avaliadas nas mais diversas condi¢cdes. Por exemplo, estudo



realizado com diferentes géneros solubilizadores de P, em que isolados de Penicillium
sp solubilizaram quantidades superiores ou iguais as apresentadas por Pseudomonas
Sp que, por sua vez, foram superiores as de Bacillus sp., e estes as de Aspergillus sp.
(SILVA FILHO & VIDOR, 2000).

Ainda que haja semelhancas, determinadas espécies podem se destacar em
comparacdo a outras, como a bactéria Pseudomonas cepacia que mostrou ser capaz
de solubilizar a maior variedade de fosfatos em meio liquido, reduzir o pH e produzir
acidos, superando outros 42 isolados testados nas mesmas condi¢cdes (NAHAS, 1996).

Pelos estudos realizados pode-se inferir a capacidade de bactérias e fungos
para colonizar raizes de plantas e promover o crescimento desses vegetais. Contudo,
esses organismos tém sido estudados separadamente em condi¢cfes de laboratério ou
com aplicacdes diretas na planta (WANI et al., 2007; COLLAVINO et al., 2010).
Recentemente, tém crescido o interesse em avaliar o efeito sinérgico de bactérias e
fungos e o impacto combinado desses microrganismos, porém, pouco se sabe sobre os
mecanismos de interacdo de bactérias e fungos micorrizicos (ARTURSSON et al.,
2006).

A co-cultura microbiana pode ser utilizada nas mais variadas aplicacdes, por
exemplo, Arriaga & Revala (2005) estudaram a capacidade de Fusarium solani na
degradacado de n-hexane, um composto organico volatil emitido por diferentes residuos
industriais. Os fungos mostraram melhor desempenho na decomposicdo desse
composto quando comparado as bactérias, ou seja, F. solani apresentou uma taxa de
95% de consumo contra 15% da atividade bacteriana, proporcionando um percentual
de mais de 100% no efeito combinado entre fungo e bactéria.

Em condi¢bes naturais, os microrganismos tem sido co-inoculados diretamente
no solo, proximo a rizosfera a fim de promover o crescimento das plantas, onde se
observa que algumas espécies se destacam em comparagdo com outras, ainda que
ambas apresentem a mesma habilidade em condi¢ces in vitro (COLLAVINO et al.,
2010).



10

Ao aplicar bactéria simbidtica, assimbidtica e solubilizadora de fosfato em
diferentes combinagbes, WANI et al. (2007) perceberam que a dupla inoculagcao
aumentou a producdo de matéria seca da planta. Além disso, houve estimulo no
desenvolvimento ainda maior quando os trés microrganismos foram co-inoculados, com
crescimento de 250% da biomassa seca do vegetal

Outra forma de co-cultura sdo os biofertilizantes, onde a associacdo de
microrganismos tem sido utilizada com a finalidade de aumentar a fixacao biolégica do
N (CAMACHO et al., 2001; ASKARY et al., 2009) e, em conjunto, a solubilizacéo
microbiana de fosfatos insoluveis (DUBEY et al., 1997; ZAIDI & KHAN, 2006; WANI et
al., 2007; OUAHMANE et al., 2009). A utilizacdo de bactérias fixadoras de N, e
solubilizadoras de fosfato em plantas aumentou o nimero e a biomassa de nédulos,
producdo de sementes e conteudo de proteina (WANI et al., 2007). XIE et al.(2009)
avaliando trinta isolados em trés meios de cultura diferentes observaram que a taxa de
solubilizacdo obtida quando os microrganismos séo testados juntos difere da atuacao
individual, resultando em diferentes valores de pH e producéo de acidos organicos.

Uma vez que se reconheca a atuacao microbiana na solubilizacéo de P e se
pretenda utilizar essa capacidade para potencializar a absorcéo de fosfato por plantas,
deve-se compreender como 0S microrganismos se comportam diante de diferentes
condicbes ambientais e ofertas variaveis de P. SOUCHIE et al. (2005) mostraram que
guando expostos a variados meios de cultura com fontes diferentes de C e P, tanto
bactérias quanto fungos solubilizadores apresentaram resultados significativamente
distintos. Deve-se questionar, portanto, de que maneira e em quais proporcoes esses
organismos cooperam ou competem na disponibilizacdo de P no solo.

Apesar dos microrganismos viverem em constante interacdo em ambiente
natural, a relacdo existente entre os MSF co-inoculados néo tem sido investigada em
condi¢cbes de laboratorio, a fim de avaliar o efeito que uma espécie possa ter sobre

outra e a interacao de ambas sobre fontes de P.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Fungo

O fungo utilizado foi Aspergillus niger, isolado de um Nitossolo Vermelho, com
capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos de Ca, Al e Fe (BARROSO & NAHAS,
2005). Este fungo esté estocado no Laboratério de Microbiologia do Solo e foi replicado

a cada 30 dias para obtencao dos indculos utilizados nos ensaios.

Bactéria

A bactéria Burkholderia cepacia foi isolada do solo e mostrou alta habilidade
em solubilizar fosfato de rocha e fosfato de Ca (NAHAS, 1994). Esta espécie encontra-
se estocada no laboratorio de Microbiologia do Solo e foi replicada a cada trinta dias

para manutencao e utilizacdo de in6culos durante os experimentos.

Meios de cultura

Meios sélidos para crescimento e manutencdo das culturas e solubilizacdo de
fosfato insolUvel estdo descritos nas tabelas 1 e 2.
Tabela 1. Meio Sabouraud (MEDVEDFEF et al., 2001).

Peptona de soja 10,0 g
Glicose 40,0 g
Agar nutriente 15,09
H>O qg.s.p. 1000 mL

pH 7,0
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Tabela 2. Meio Nutriente Agar (BURNETT, 1957).

Extrato de carne 3,09
Peptona de carne 5009
NaCl 109
Agar nutriente 15,09
H-O qg.s.p. 1000 mL
pH 7,0

O meio liquido utilizado nos ensaios de solubilizacdo de fosfatos insolUveis

esta descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Meio para solubilizagdo — MS (NAHAS et al., 1994)

NaCl 01g
NH,4CI 1049
KCI 0.2g
CaCl,-2H,0 0.1g
MgS04-7H,0 129
Glicose 30,09
Extrato de levedura 0,59
H>O qg.s.p. 1000 mL

pH 7.0
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Fontes de fosfatos
Foram utilizados os fosfatos de Al (AIPO4), Fe (FePO4) e Ca (CaHPOA4.
2H20). A quantidade de P adicionada no meio de cultura foi de 0,36g/L™. Os minerais

utilizados e sua solubilidade estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas das fontes de fosforo.

Composto Mineral Solubilidade Solubilidade em
em agua acido
AlIPO, Variscita Insoluvel Ligeiramente
soluvel
CaHPO,4.2H,0 Brushita Insoltvel Ligeiramente
soluvel
FePO, Estrengita Insoluvel Soluvel (HCI)

Baseado em TISDALE et al. (1985) e LIDE & FREDERIKSE (1998).

Fontes de C

Glicose, sacarose e xilose foram utilizadas como fontes de C na concentracéo
de 12 g L-1. Amido foi adicionado ao meio de cultura na concentracdo de 1 g L-1.
As fontes de C foram esterilizadas separadamente antes da inoculagdo. Em

tais condi¢cOes, a fonte de N utilizada foi cloreto de amoénio (1,0 g L-1)
Fontes de N
Cloreto de aménio, nitrato de sédio, glicina e acido glutamico foram utilizados

como fontes de N na concentracdo de 0,26 g L-1. Em tais condicfes, a fonte de C

utilizada foi glicose (12 g L™).



14

3.2. METODOS
3.2.1. Selecgéo das espécies avaliadas

Para selecionar as espécies que foram utilizadas neste estudo, um grupo de 20
isolados foram testados em meio de cultura sélido para solubilizadores (NAHAS, 1994)
com CaHPO4 como fonte de P. Os isolados foram obtidos do solo (NAHAS, 1994;
BARROSO, 2002) estocados no Laboratério de Microbiologia do Solo da Unesp/ FCAV.
Os microrganismos foram inoculados por picada e incubados por 7 dias a 30°C. A
atividade solubilizadora foi obtida pela relacdo halo/colénia. Dentre os isolados
bacterianos, o isolado 342 destacou-se, sendo identificado como Burkholderia cepacia
(PEDRINHO et al, 2009). Entre os fungos, a espécie com maior atividade foi
Aspergillus niger (BARROSO & NAHAS, 2002).

3.2.2. Obtencéo dos indculos utilizados nos estudos de solubilizacéo.
Inéculo de Aspergillus niger

O fungo Aspergillus niger foi crescido em tubos contendo meio Sabouraud
inclinado a 30°C por 8 dias. O fungo foi sistematicamente replicado a partir de cultura
anterior. A cada trinta dias, novas culturas eram inoculadas e descartadas as anteriores
nao utilizadas apos esterilizagdo. Suspensdes de esporos foram obtidas utilizando dois
tubos de meio inclinado, a partir do qual foram realizadas raspagens com 10 mL de
agua desionizada esterilizada. Apoés diluicdo, foram realizadas contagens do niumero de
esporos com camara de Neubauer a fim de obter suspensdo com 22,3x10° mL™*
(BARROSO & NAHAS, 2005).

Inéculo de Burkholderia cepacia
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B. cepacia foi cultivada em meio nutriente agar por cinco dias. Dois tubos
foram raspados com 10 mL de &gua e a suspensdo concentrada com células
bacterianas foi diluida de 10 a 10 e inoculadas em placas com meio de cultura sélido
utilizando 0,1 mL da suspensdo. A concentracdo de células foi medida em
espectrofotdmetro no comprimento de onda (A) 600 nm.

Na diluicdo 10-7 foram encontrados em média 92 coldnias de bactérias. Essa
contagem correspondeu a 9,2X10° células na suspensdo concentrada. A leitura da
absorbancia da suspensao concentrada foi de Agsoo 3,24. A suspensao concentrada de
bactérias foi diluida para obter 4,6X10° células mL™ correspondendo a Agoo 1,508. Essa

correspondéncia entre o nimero de células e a leitura foi utilizada em todos o0s ensaios.
3.2.3. Conducéao do ensaio

Os microrganismos foram inoculados individualmente e associados em placas
de Petri contendo meio de cultura liquida. Meios de cultura ndo inoculados foram
utilizados como controle (Sl). Todos os organismos foram incubados por até nove dias
a 30°C em cultura estacionaria, sendo retiradas trés amostras de cada cultura no dia da
inoculagéo e a cada trés dias de crescimento, a partir dos quais se determinaram 0s

atributos quimicos, fisicos e fisico-quimicos.
3.2.4. Efeito da fonte de C na solubilizacdo de CaHPO4

Conforme a conducao do ensaio acima descrita, a glicose, fonte de C utilizada
na solubilizacdo das fontes de P, foi substituida por sacarose, amido e xilose em
concentracdes supracitadas. O crescimento dos microrganismos foi avaliado apos 6

dias de incubacéo a temperatura de 30°C.

3.2.5. Efeito da fonte de N na solubilizacdo de CaHPO,.
As fontes de N avaliadas foram incluidas no meio de cultura descrito

anteriormente, substituindo-se cloreto de aménio por glicina, acido glutamico e nitrato



16

de sédio. O crescimento dos microrganismos foi avaliado apos 6 dias de incubacéo a

temperatura de 30°C.
3.2.6. Andlises fisicas — Crescimento.

Fungo Aspergillus niger

Quantificou-se a biomassa do fungo em termos de massa seca (mg mL™).
Apos filtragdo da cultura com fungo em funil de Buchner, o micélio retido em papel de
filtro foi lavado com 50 mL de solug¢do com HCI 1 Mol L™ e 50 mL de &gua desionizada
(BARROSO, 2002). A biomassa fungica foi determinada apds secagem em estufa a

105°C por 24 horas, descontando-se o peso seco do papel de filtro.

Bactéria Burkholderia cepacia

Quantificou-se a biomassa da bactéria e da co-cultura (A. niger + B. cepacia)
em termos de massa seca (mg mL™). Determinou-se a biomassa da bactéria e da co-
cultura apds centrifugacéo e retirada do sobrenadante para analises quimicas. Apos a
imediata centrifugacao, foram adicionados no tubo de centrifuga 10 mL de HCI 1 mol L
!, O sobrenadante foi descartado. A massa celular tmida retida nos tubos de centrifuga
foi novamente suspensa com 10 mL de agua desionizada com agitacdo. Apos esta
ressuspensao, a biomassa foi reservada em cadinho de porcelana seco e pré-pesado.
A biomassa foi secada em estufa de secagem durante 24 horas a 105°C. O peso seco

da biomassa foi descontado do peso do cadinho anteriormente registrado.

3.2.7. Andlises quimicas

As analises quimicas e fisicas foram feitas com o filtrado obtido com o fungo e

0 sobrenadante reservado do meio de cultura crescido com as bactérias e a co-cultura.

3.2.7.1. Fosfato solavel no meio de cultura (AMES, 1966).
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A quantidade de P solubilizado no meio de cultura foi determinada em termos
de pg PO,* mL™. Foram adicionados 0,1 mL do sobrenadante no tubo de ensaio, 1,5
mL de agua desionizada e 1,4 mL de solu¢cédo R seguido de agitacdo. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 45°C por 20 minutos, efetuando-se leitura em
espectrofotdmetro com comprimento de onda (A) de 820 nm. Através de curva padrao
pré-estabelecida com solucdo de KH,PO, 0,0002 Mol L™ determinou-se a quantidade
de P solubilizado.

Solucéo R

Misturou-se 1 parte de solucdo A e 6 partes de solugcdo B no momento da
determinagao.

Solucéao A

Dissolveram-se 10 g de acido ascorbico em 100 mL de agua desionizada.

Solucéo B

Foi dissolvido 1,25g de molibdato de aménio em 30 mL de agua desionizada,
onde se acrescentou 7,3 mL de acido sulfarico concentrado e 300 mL de agua
desionizada.

3.2.7.2. Acidez titulavel e pH (CEREZINE et al, 1988).

Tanto a producédo de &cidos organicos quanto o pH do meio foram medidos
através da titulacdo de 10 mL do sobrenadante das culturas individuais ou co-cultura
com solucédo padrdo de NaOH 0,02 Mol L™ até pH 7,0 com titulador automatico Tritation
Manager. Os valores da acidez titulavel foram calculados em mg mL™ e do pH em
unidades.

3.2.7.3. Cresidual
Método (TREVELYAN e HARRISON, 1952)

A mistura de reagdo continha 0,5 mL do meio de cultura e 2,0 mL de agua

desionizada. A parte preparou-se solu¢do antrona e apos 1 hora de repouso fez-se



18

titulacdo com bureta vertendo-se 5 mL da reacdo incubada. Seguiu-se intensa agitacdo
e posterior resfriamento por 15 minutos, sendo entdo feita a leitura em
espectrofotdmetro com comprimento de onda (A) de 607 nm. Através de curva padrao
pré-estabelecida com solucdo de glicose anidra (0,5 g em 250 mL de agua
desionizada) efetuaram-se as determinagfes das quantidade de C residual, calculadas
emmg C mL™.

Solucéo de Antrona

0,1g de antrona para 50 mL de &cido sulfarico, seguida de descanso por 1 hora

antes do uso.

3.2.7.4. Método de SOMOGYI e NELSON (1944).

A quantidade de C residual no meio com xilose foi determinada utilizando o
meétodo de SOMOGYI| & NELSON (1944), onde o volume utilizado foi diluido,
utilizando-se 1 mL da amostra e 1 mL do reativo cuprico alcalino. As amostras foram
fervidas por 20 minutos, resfriadas e em seguida foi adicionado 1 mL do reagente
arsenomolybdato, adicionando 5 mL de &gua desionizada. A leitura foi realizada com
espectrofotdbmetro na absorbancia de 660 nm. Através de curva padrdo pré-
estabelecida com solucdo de glicose anidra (0,5 g em 250 mL de agua desionizada)

efetuaram-se as determinagdes das quantidade de C residual, calculadas em mg C mL"
1

3.2.7.5. Fosfatase acida (NAHAS, 1982)

A mistura da reacdo continha 0,2 mL do meio de cultura e 1,8 mL do substrato,
sendo homogeneizada com leve agitacdo e incubagdo em banho-maria a 37°C por 20
minutos. Apos o periodo de incubacgdo, realizou-se leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda (A) de 405 nm. Através de curva padrdo pré-estabelecida com

solucéo de paranitrofenol (pNF) com concentracdo de 100 ug pNF mL™, determinou-se



19

a atividade da fosfatase &cida. A atividade enzimética foi avaliada em termos de ug
pNF mL™* h* mg™* biomassa seca.

Substrato

4 mMol L™ paranitrofenil fosfato (p)NPP) em tamp&o acetato 0,1Mol L™ com pH
5.4.
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4. RESULTADOS

Efeito das fontes de P

O crescimento do fungo Aspergillus niger e da bactéria Burkholderia cepacia
isolados e co-inoculados em meio de cultura contendo CaHPO, (Ca-P), AIPO,4 (Al-P) ou
FePO, (Fe-P) como fonte de P pode ser analisado na Figura 1 (A, B e C).

Independentemente da fonte de fosfato utilizada, o crescimento da bactéria, do
fungo e da co-cultura (A. niger + B. cepacia) foi aumentando durante o periodo de
incubacao 0-9 dias. A producdo de biomassa do fungo em meio com Ca-P variou de
4,36 a 9,78 mg mL™, da bactéria de 1,34 a 2,36 mg mL™ e da co-cultura de 8,55 a 9,17
mg mL? (Figura 1 A). O maior crescimento da co-cultura (A. niger + B. cepacia) foi
observado no 3° dia de incubacéao e depois estabilizou (Figura 1A).

A massa celular da co-cultura foi em meédia 2,1 vezes maior que a do fungo e 6,9
vezes que a da bactéria. Foi observada maior velocidade de crescimento do fungo em
comparacédo a bactéria (Figura 1A). Enquanto a massa micelial aumentou 2,2 vezes no
6° ou 9° dia de incubagédo em relacdo ao 3° dia, a massa celular da bactéria aumentou

apenas 1,3 e 1,8 vezes, respectivamente.

O aumento da biomassa dos microrganismos crescidos isolados ou co-
inoculados em meio contendo Al-P ocorreu a partir do terceiro dia de incubacéao (Figura
1B). O pico de producdo de biomassa de todas as culturas, exceto da bactéria, foi
observado no sexto dia de incubacdo. Constatou-se reducdo da biomassa do fungo e
da co-cultura ap0s o sexto dia, enquanto que a bactéria permaneceu com 0 mesmo
peso (Figura 1 B). Até o 6° dia de incubacgdo, a biomassa da co-cultura foi 1,1 a 1,3
vezes maior que a soma das biomassas de A. niger e B. cepacia. Aumento da
biomassa da co-cultura em relagdo ao fungo apenas foi observado no 3° dia. Entre as
culturas individuais, o fungo cresceu 14 vezes a mais do que a bactéria no 3° dia de

incubacao e 16 vezes no 9° dia (Figura 1 B).
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Figura 1. Crescimento de Aspergillus niger (—®—), Burkholderia cepacia ( & ) e co-cultura

(—+) em meio com Ca-P (A), Al-P (B) e Fe-P (C). Meio ndo inoculado (controle) —*—.
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Quando os microrganismos foram crescidos em meio de cultura com Fe-P como
fonte de P, a biomassa produzida foi semelhante a observada com meio Al-P (Figura
1B), variando de 6,43 a 9,56 mg mL™ com A. niger, 0,36 a 0,46 mg mL™* com B.
cepacia e de 6,23 a 11,14 mg mL™ com a co-cultura (Figura 1C). O pico de crescimento
da co-cultura ocorreu no 6° dia, com a producdo de 11,14 mg mL™" biomassa. A
producdo maxima de biomassa pelo fungo foi verificada no 9° dia e da bactéria no 3°
dia. A biomassa dos microrganismos co-inoculados foi em média 10% maior ao do
fungo e mais de 95% acima do peso exibido pela bactéria em todo o periodo de
avaliacdo do crescimento no meio com Fe-P.

A quantidade de fosfato observado no meio de cultura aumentou durante o
periodo de incubacdo dos microrganismos (Figura 2). Constatou-se que a maxima
guantidade de fosfato produzida pela bactéria foi no 9° dia, porém, com A. niger isto
ocorreu no 3° dia com Ca-P e no 9° dia com Al-P e Fe-P (Figura 2A, B, C). Da mesma
forma, com a co-cultura a quantidade maxima de Al-P e Fe-P ocorreu no 9° dia,
enquanto que com Ca-P a maior solubilizacdo ocorreu no 6° dia. As quantidades dos
fosfatos solubilizados variaram de 649,95 a 1.103,64 ug PO,* mL™* em meio com Ca-P,
de 29,21 a 594,85 pg PO, mL ™ com Al-P e de 12,92 a 168,80 pg PO,™ mL™ com Fe-P

De modo geral, a co-cultura propiciou maior quantidade de fosfato solubilizado
do que A. niger e este, mais do que B. cepacia em meio com Al-P e Fe-P. Porém, no
meio com Ca-P a quantidade de fosfato acumulado por A. niger e co-cultura foi
semelhante e maior do que a B. cepacia (Figura 2A). A eficiéncia de solubilizagc&o (ES)
do Ca-P foi aumentando e, no final do periodo de incubacédo, 100% do fosfato foi
solubilizado por A. niger - B. cepacia enquanto que, com as culturas isoladas, foram
obtidos percentuais de 78% com B. cepacia e 91% com A. niger (Tabela 5). Proporcdes
menores foram obtidas com os outros fosfatos estudados, isto €, no meio com Al-P a
ES foi de 51, 5 e 54% e com Fe-P de 12, 4 e 15% quando foram inoculados A. niger, B.

cepacia e co-cultura, respectivamente (Tabela 5).
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O volume de &acidos organicos liberados pelos microrganismos estudados
dependeu da fonte de fosfato adicionada ao meio de cultura (Figura 3). A producao de
acidos pelos microrganismos individuais ou associados aumentou consideravelmente
no 3° dia de incubacdo. Em meio com Ca-P (Figura 3 A), esse aumento foi ainda
observado no 6° dia de incubacdo do fungo. Com a co-cultura houve diminuicdo da
producdo de acidos a partir do 6° dia de incubacdo. No 3° dia de incubacéo,
possivelmente em decorréncia da interagdo entre os microrganismos utilizados na co-
cultura verificou-se maior estimulo da producéo de &cidos (5,39 mg mL™) que a soma
da producdo de &cidos pelo fungo (4,34 mg mL™) e pela bactéria (0,55 mg mL™)
isolados (Figura 3 A).

Nos meios com Al-P e Fe-P as quantidades de acidos secretadas também foram
crescentes (Figura 3 B e C). No meio com Al-P a producédo de acidos aumentou no 6°
dia com a co-cultura e no 9° dia com A. niger (Figura 3 B). Com Fe-P, a producéo
maxima de acidos foi observada no 3° dia com a bactéria e no 6° dia com os demais
microrganismos (Figura 3 C). Dentre os MSF, B. cepacia liberou menor quantidade de
acidos no meio do que A. niger. Também a co-cultura produziu maior quantidade de
acidos nos meios com Al-P e Fe-P do que no meio com os microrganismos individuais
(Figura 3B e C).

O indice pH variou de 2,89 a 6,87 no meio com Ca-P, 2,66 a 7,07 com Al-P e
2,01 a 7,38 com Fe-P (Figura 4). Estes resultados mostram que houve acentuada
reducdo do pH no 3° dia de incubagédo. Constatou-se ainda que os valores do pH
diminuiram pouco apo6s o 3° dia nos meios de cultura com todos os fosfatos porém
muito pouco. Observa-se também que os valores de pH decresceram em média
conforme a seguinte ordem Ca-P>Al-P>Fe-P. Em adicdo, verificou-se que de forma
geral os menores valores de pH foram observados no meio crescido com A. niger,

seguido da co-cultura e por final da bactéria (Figura 4).
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Figura 3. Producdo de acidos por Aspergillus niger (—®—), Burkholderia cepacia ( x ) e co-

cultura (—+—) em meio com Ca-P (A), Al-P (B) e Fe-P (C). Meio néo inoculado (controle) —*—.
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A concentracdo inicial de C do meio de cultura foi reduzida drasticamente apos 3
dias de incubacdo dos microrganismos (Figura 5). Dentre as fontes de fosfato, no meio
com Ca-P reducdes de 68, 99 e 98% foram observadas com a inoculagao de A. niger,
B. cepacia e a co-cultura, respectivamente (Figura 5A). No 92 dia de incubacéo, quase
toda glicose foi consumida pelas culturas.

A utilizacdo do acucar no meio com Al-P foi mais lenta do que o observado com
0 Ca-P (Figura 5 A e B). No 3° dia de incubacéo, redu¢des na quantidade de C do meio
com A. niger, B. cepacia e co-cultura foram de 43, 30 e 44%, respectivamente. O
consumo de glicose aumentou nos periodos subsequientes e, no 9° dia de incubacéo,
verificou-se que houve o consumo de 83, 41 e 98%, respectivamente. Portanto, o0 maior
consumo de glicose ocorreu na co-cultura e, em seguida, pelo fungo e a bactéria
(Figura 5 B).

A mesma tendéncia de reducgdo da quantidade inicial de C foi observada no meio
com Fe-P, isto é, acentuado decréscimo de 57, 43 e 70% no meio com A. niger, B.
cepacia e co-cultura, respectivamente (Figura 5 C). Também, a tendéncia de consumo
de C foi constatada nos demais periodos de incubacado e, no 9° dia, foi de 82, 38 e
100%, respectivamente. Estes resultados mostram que houve maior consumo de C pela
co-cultura e, em seguida, pelo fungo e a bactéria (Figura 5 C). Entre as fontes de
fosfato, observou-se consumo decrescente médio na seguinte ordem Ca-P>Fe-P>Al-P.

A atividade da fosfatase &cida variou de 9.35 a 52.26 pg pNP mL* h™* mg™
biomassa no meio com Ca-P (Figura 6 A). O pico da atividade enzimatica foi observado
no 6° dia, seguido por acentuado declinio até o final da incubagédo (Figura 6A). A
atividade da fosfatase acida no meio crescido com A. niger e co-cultura aumentou até o
6° dia e, em seguida estabilizou. A maior atividade enzimatica em meio com Ca-P
ocorreu com B. cepacia, sendo 1,7 e 3,1 vezes maior do que a atividade no meio de

cultura com A. niger e co-cultura, respectivamente. (Figura 6 A).
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Utilizando-se Al-P, a atividade da fosfatase acida variou de 0,00 a 13,24 ug pNP
mL™* h™* mg™ biomassa (Figura 6 B). Tendéncias diversas foram observadas no meio Al-
P comparado com Ca-P. A atividade observada no meio com o fungo e a co-cultura foi
aumentando até o 6° dia e depois estabilizou; no meio com a bactéria a atividade foi
crescente até o 9° dia. A atividade no meio com a co-cultura foi 1,8 vez maior do que a
com o fungo e 12,7 vezes maior do que com a bactéria (Figura 6 B).

O perfil da atividade enziméatica no meio com Fe-P (Figura 6 C) divergiu dos
observados nos meios com os demais fosfatos. Observou-se pico de atividade da
fosfatase acida no 3° dia nos meios com A. niger e co-cultura (Figura 6 C). Porém, a
atividade da B. cepacia foi crescente e aumentou bastante até o 9° dia comparada com
as demais culturas. A atividade variou de 0,40 a 78,23 ug pNP mL * h* mg™ biomassa,
sendo no meio com a bactéria 10,4 vezes maior que a do fungo e 11,9 vezes maior que

a da co-cultura (Figura 6 C).

Tabela 1. Eficiéncia de solubilizacéo (%) do CaHPO,4 pelo fungo Aspergillus niger e a

bactéria Burkholderia cepacea isolados e associados.

Tempo de incubacao (dias)

0 3 6 9
Controle (sem indculo) 3,64 8,59 10,43 12,63
Aspergillus niger 3,17 86,15 86,96 91,34
Burkholderia cepacea 4,04 58,93 64,44 77,70

A. niger + B. cepacea 3,67 82,84 90,43 100,06
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Efeito das fontes de C

A atividade do fungo A. niger, da bactéria B. cepacia e da co-cultura (A. niger + B.
cepacia) no meio de cultura estacionario foi afetada com a utlizacdo de fontes
diferentes de C (Figura 7). Resultados da glicose como fonte de C, anteriormente
obtidos foram incluidos para comparacéo (Figura 7).

O crescimento dos microrganismos variou dependendo da fonte de C utilizada,
tendo sido estimulado no meio adicionado de glicose comparado com as outras fontes
de C - xilose, sacarose e amido (Figura 7). Em média, maior crescimento foi observado
com a co-cultura, seguido do fungo e da bactéria (Figura 7 A). A quantidade média de
Ca-P solubilizado decresceu na seguinte ordem amido>glicose>xilose>sacarose, sendo
de 705,07; 695,60; 510,43 e 71,73 ug PO,> mL™, respectivamente. Essa tendéncia de
decréscimo foi observada tanto para os microrganismos individuais como associados
(Figura 7 B). Maior quantidade de fosfato solGvel foi encontrada no meio com amido
crescido com a co-cultura (1028,67 ug POs> mL™) do que com o fungo (997,07 ug
PO,* mL™?) e a bactéria (705,74 g PO,> mL™) (Figura 7 B).

A producéo de acidez titulavel no meio adicionado de Ca-P foi em média de 2,11
com glicose, 1,98 com sacarose, 1,33 com amido e 1,22 mg NaOH mL™ com xilose,
respectivamente. Com A. niger, a acidez do meio decresceu de acordo com a
sequéncia glicose > sacarose > xilose > amido. Com a co-cultura e com B. cepacia
observou-se a seguinte relacao: sacarose>glicose>amido>xilose e
amido>xilose>glicose>sacarose (Figura 7 C). A maior liberacdo de acidos ocorreu no
meio adicionado com glicose (4,98 mg NaOH mL™) e em seguida com sacarose (3,88
mg NaOH mL™) no meio inoculado com A. niger. (Figura 7 C)

O pH inicial do meio adicionado de xilose, sacarose, glicose e amido diminuiu em
media, para 3,76, 4,22, 4,14 e 3,58, respectivamente. Comparando-se o efeito dos
microrganismos, verificou-se que o menor valor de pH foi observado no meio
adicionado com xilose e inoculado com A. niger (1,83) e, em seguida, com a co-cultura
(2,18). Com B. cepacia, o menor valor de pH foi verificado no meio com amido (3,46)
(Figura 8 A).
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A quantidade de glicose, xilose e sacarose adicionada ao meio de cultura foi de
12 g C L* e o amido foi adicionado na concentracdo de 1 g L™. Desse modo, a
concentracdo de C no meio com amido ndo inoculado correspondeu a 43% da
concentracdo observada nos meios com o0s demais carboidratos. Com base nas
médias, verificou-se que o0 consumo de C decresceu ha seguinte ordem:
glicose>amido>sacarose>xilose independentemente da fonte de C utilizada. O maior
consumo de C foi observado no meio com A. niger, seguido da co-cultura e a bactéria
(Figura 8 B).
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A atividade da fosfatase acida foi bastante influenciada pela fonte de C como
mostra a Figura 8 C. A maior atividade foi observada no meio com amido, em média de
42,14 pg pNP mL* h* mg™? biomassa, e decresceu 41% no meio com glicose, 57%
com sacarose e 95% com xilose. Maior atividade foi encontrada no meio contendo
amido (57,89 pg pNP de h™* mg™ biomassa) ou glicose (52,26 ug pNP mL™* h* mg™
biomassa) crescido com B. cepacia, porém, nenhuma atividade foi observada no meio
com xilose (Figura 8 C). Em seguida, verificou-se que A. niger propiciou maior atividade
no meio com amido (41,65 ug pNP mL™ h* mg™ biomassa) e co-cultura no meio com
glicose (30,85 ug pNP mL™ h* mg™ biomassa).

Efeito da fonte de N

Diversas fontes de N como nitrato de sédio, glicina e &cido glutdmico foram
avaliadas sobre o crescimento e a atividade de A. niger, B. cepacia e da co-cultura (A.
niger + B. cepacia) (Figura 9). Os resultados do cloreto de aménio como fonte de N,
anteriormente obtidos foram incluidos para comparacéo (Figura 9).

A maior quantidade de biomassa foi encontrada no meio com cloreto de aménio e
decresceu em média de 20% com nitrato de sodio, 33% com acido glutamico e 50%
com glicina. Com cloreto de amdnio, o maior crescimento foi verificado com o fungo
(9,44 mg mL™) seguido pela co-cultura (8,55 mg mL™) (Figura 9 A). As demais fontes de
N, nitrato de sodio, glicina e acido glutdmico também estimularam o crescimento da co-
cultura assim como aquele observado com o fungo ou a bactéria (Figura 9 A). A fonte
de N preferencial da bactéria foi o cloreto de aménio (1,74 mg mL™). Com as outras
fontes de N, o crescimento de B. cepacia foi bem inferior e variou de 0,44 a 0,26 mg

mLL.
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A guantidade de fosfato solubilizado variou com a fonte de N e o microrganismo
(Figura 9 B). Considerando-se as médias, a concentracao de fosfato do meio decresceu
na seguinte ordem: acido glutamico>nitrato de sédio>cloreto de ambénio>glicina. Porém,
maior producdo de fosfato soltvel foi obtida no meio com acido glutdmico inoculado
com a co-cultura (1847,04 pg POs> mL™) e com nitrato de sédio inoculado com o fungo
(1677,35 pug POs> mL™* ) (Figura 9 B). Ainda, com a co-cultura verificou-se a
solubilizacdo de fosfato (1365,09 ug PO, mL™) com glicina. Os microrganismos co-
inoculados disponibilizaram o dobro de P do que o fungo e 3,9 vezes mais do que a
bactéria.

A producdo de acidos variou em média de 2,11 mg NaOH mL™ com cloreto de
aménio, 2,86 mg NaOH mL™ com é&cido glutdmico, 3,72 mg NaOH mL™ glicina e 3,92
mg NaOH mL™ com nitrato de sédio, respectivamente. A maior acidez titulavel (9,36 mg
NaOH mL™) resultante do fungo foi observada no meio com nitrato de sédio (Figura 9
C). A variacdo da producéo de &cidos por efeito da fonte de N diminuiu no meio com o
fungo de acordo com a relacdo: nitrato de sédio>glicina>acido glutamico>cloreto de
amoénio e com a co-cultura. O mesmo se deu na sequUéncia glicina>nitrato de
sédio>acido glutamico>cloreto de amoénio (Figura 9 C). A producdo de acidos por B.
cepacia foi nula com acido glutamico e baixa com as demais fontes de N (Figura 9 C).

A reducédo do pH do meio ndo decresceu acompanhando a producédo de acidos,
visto que o pH no meio com cloreto de amonio foi em média de 4,14, com nitrato de
sodio de 4,72, com glicina de 4,16 e com &cido glutamico de 5,26. A maior diminui¢ao
do pH foi ocasionada pelo fungo com glicina e nitrato de sddio e o inverso ocorreu com
a co-cultura nos meios com glicina e nitrato de sodio (Figura 10 A) . Em consequéncia
da baixa producao de acidos por B. cepacia, houve pouca diminuicdo do pH no meio
com glicina (5,39) e cloreto de aménio (4,41). Inclusive, constatou-se alcanilizacdo do

meio adicionado de nitrato de sodio e acido glutamico (Figura 10 A).
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O consumo de glicose como fonte de C pelos microrganismos nos meios
adicionados de diversas fontes de N pode ser apreciado na Figura 10 B. A menor
guantidade de C residual ao final do periodo de incubacéo foi observada no meio com
cloreto de aménio (média de 3,41 mg C mL™), seguida de glicina (5, 84 mg C mL™),
acido glutamico (6, 05 mg C mL™) e nitrato de sédio (6.95 mg C mL™) (Figura 10 B). O
maior consumo de glicose foi verificado no meio inoculado com a co-cultura e em
sequéncia por A. niger. Muito pouca glicose foi consumida por B. cepacia por efeito das
fontes de N (Figura 10 B) .

A atividade da fosfatase acida dependeu da fonte de N adicionada ao meio de
cultura e ndo seguiu a mesma tendéncia entre as culturas utilizadas (Figura 10 C). Com
B. cepacia decresceu na seguinte ordem: glicina>nitrato de sdédio>cloreto de
amonio>acido glutamico (Figura 10 C) . Com A. niger verificou-se a seguinte resposta:
cloreto de amodnio>glicina> acido glutamico>nitrato de soddio e, com a co-cultura:
cloreto de ambnio>acido glutamico>glicina>nitrato de sddio (Figura 10 C).

A maior atividade foi verificada com B. cepacia nos meios com glicina (195,98 ug
pNP mL™* h™* mg™? biomassa), nitrato de sédio (67,91 ug pNP mL™ h* mg™* biomassa) e
cloreto de aménio (52,26 ug pNP mL™* h™* mg™ biomassa) (Figura 10 C). A atividade da
fosfatase acida no meio com A. niger e a co-cultura foi bem menor do que a observada
com B. cepacia (Figura 10 C) .
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Figura 10. pH final (A), C residual (B) e Atividade enzimatica (C) de Aspergillus niger (),
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5. DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da utilizacdo conjunta de dois microrganismos A. niger e
B. cepacia na solubilizac@o dos fosfatos de calcio (Ca-P), aluminio (Al-P) e ferro (Fe-P).
Os resultados apresentados aqui claramente mostram que a inoculagdo conjunta
desses microrganismos é mutuamente benéfica e propicia aumento da quantidade de P
sollvel no meio de crescimento que por sua vez, é resultante do efeito da producado de
acidos e diminui¢cado do pH do meio de cultura.

Como era esperado, B. cepacia cresceu menos que o fungo, mas a produgéo de
biomassa pela co-cultura foi maior que a dos microrganismos individuais para todas as
fontes de fosfato estudadas. De modo geral, tanto as culturas individuais como a co-
cultura cresceram rapidamente no periodo inicial e, em seguida estabilizaram. Essa
tendéncia tem sido constatada por outros autores. Por exemplo, SOUCHIE & ABBOUD
(2007), ao compararem 85 isolados de fungos e 46 de bactérias, reportaram que 0s
fungos crescem mais do que bactérias, ainda que estas tenham crescimento inicial mais
acelerado. Ao estudar 52 isolados, SILVA FILHO e VIDOR (2000) relataram que com
excegdo de um fungo todos os demais cresceram mais que 15 isolados de bactérias.
GOMES et al. (2010) afirmaram que fosfato de ferro acidifica o meio de cultura
comprometendo o crescimento das bactérias. Ao contrario, COLLAVINO et al. (2010)
afirmaram que as bactérias solubilizadoras de fosfato crescem bem em condi¢cdes
acidas. Neste estudo, a bactéria estudada cresceu menos que o fungo e a co-cultura,
porém, porém nao teve seu crescimento afetado pela diminuicdo do pH, que ocorreu
apos 3 dias de incubacéo.

O maior crescimento da co-cultura pode ser resultante de um efeito mutuamente
benéfico entre as culturas individuais. Quantidades pequenas de P solivel no meio, no
periodo inicial de incubagado, podem estimular o crescimento dos microrganismos (EL-
AZONI, 2008). Em adicéo, tem sido verificado que o crescimento tem relacdo com a
solubilizacdo de fosfato (BARROSO & NAHAS, 2008). Portanto, devido a um

metabolismo mais acelerado, a bactéria utilizaria mais rapidamente a pequena
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guantidade de fosfato disponivel, aumentando assim, seu crescimento e influenciando a
solubilizacdo do fosfato indisponivel, Ja a oferta de P sollGvel promoveria entdo o
crescimento do fungo.

A fonte de P influi no crescimento dos microrganismos. Assim, Penicillium
rugulosum cresceu melhor em meio com hidroxiapatita, seguido por Al-P e finalmente
Fe-P (REYES et al.,, 1999). Contrariamente, neste estudo, o fungo A. niger e a co-
cultura cresceram mais nos meios com Al-P ou Fe-P do que com Ca-P.

Nos estagios iniciais, a concentracdo de P tende a diminuir, aumentando nos
estdgios tardios devido a acdo do fungo para demanda de nutrientes (Saber et al.,
2009). MSF agem de forma distinta dependendo do fosfato a ser solubilizado. Fontes
como FePO4 sao menos solubilizados do que outras fontes como Ca3(PO4)2 e
CaHPO4. Mesmo fontes complexas como AIPO4-2H20 sao tidas como mais facilmente
solubilizadas do que Fe-P pelos MSF (FANKEM et al., 2006; BARROSO et al., 2006;
SONG et al., 2008; SABER et al., 2009; COLLAVINO et al., 2010; CHAI et al., 2011).
Em acordo com esses autores, a solubilizacdo dos fosfatos decresceu neste estudo na
seguinte ordem: Ca-P>Al-P>Fe-P.

Os microrganismos estudados variaram na sua habilidade em solubilizar fosfatos
insollveis. Essa variagdo tem sido registrada na literatura, como relatado por OLIVEIRA
et al. (2009), em que uma espécie do género Burkholderia se destacou dentre 255
isolados do Bioma Cerrado por ser mais eficiente na solubilizacdo de Ca-P e reducédo
do pH. Outra espécie dentro do mesmo género, Burkholderia cepacia, apresentou maior
solubilizacdo de Al-P juntamente com o fungo Aspergillus terreus. SOUCHIE et al.
(2005) constataram a superioridade dos isolados de Aspergillus sp. na solubilizacdo de
AlIPO, e apatita de Araxa (3Cas (PO4)2.CaF;) em relacdo aos isolados do género
Enterobacteriaceae. Neste estudo, de modo geral, a quantidade de fosfato solubilizada
variou na seguinte sequéncia: co-cultura>fungo>bactéria.

A solubilizacdo de fosfato por A. niger e B. cepacia foi previamente relatada
como sendo de 1394 mg P,0s mL™ (RINU & PANDEY, 2010) e 200 mg P,Os mL™ (LIN
et al 2006) ou 346 mg P,Os mL™ (SONG et al., 2008), respectivamente. A quantidade
de Ca-P solubilizado no dia 9° dia por B. cepacia foi de 857,06 ug POs> mL™ e por A.
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niger foi 1007,49 ug PO, mL™®. Estes resultados demonstram que ambos os
microrganismos foram altamente eficientes com E.S. de 78 e 91%, respectivamente.
Resultados anteriores demonstraram ES por A. niger variando de 42% (VASSILEVA et
al., 1998), 47% (RINU & PANDEY 2010) e 54% (OMAR, 1998). No entanto, nossos
resultados mostraram que a co-cultura A. niger + B. cepacia solubilizou 1.103,64 ug
PO,* mL™ com ES de 100%, superior & obtida pelas culturas individuais.

A quantidade de Al-P e Fe-P solubilizada pela co-cultura foi também maior que
as culturas individuais, embora em menor propor¢do do que com Ca-P. Uma hipotese
plausivel € que o sinergismo entre o fungo e a bactéria podem ter estimulado o
crescimento e favorecido a solubilizacdo dos fosfatos estudados. A eficiéncia MSF co-
cultivados, dispondo P solGvel no meio com maior percentual para Ca-P, seguido por
Al-P e Fe-P coincide com o resultado observado por ASOK & JISHA (2006) ao
inocularem Penicillium sp. e Bacillus sp. verificaram que a combinagéao liberou maiores
guantidade de P.

Embora varios mecanismos sejam utilizados, parece claro que a solubilizacéo de
fosfato pelo fungo, pela bactéria ou a associacdo de ambos seja atribuida a producgéo
de acidos e ao decréscimo do pH. Esta resposta tem sido confirmada por varios autores
(VASSILEV et al., 2007; EL-AZONI, 2008; SONG et al., 2008; KANG et al., 2008; PARK
et al., 2010). Além disso, pode-se concluir, com base nos resultados obtidos neste
estudo, que diferencas na taxa de crescimento devem ter influenciado a producéo de
acido, a reducéo do pH e, consequientemente, a solubilizacdo do fosfato.

O efeito da acidez sobre a disponibilidade de P foi também observada por
IVANOVA (2006) ao estudar bactérias Erwinia sp. e Azotobacter sp. que solubilizam
fosfato de rocha. Outros autores também apontam a producdo de acidos organicos
como responsaveis pela solubilizacdo de fosfato (EL-AZONI, 2008; GOMES et al.,
2010).

O aumento da producdo de acidos acompanhou o crescimento dos
microrganismos, isto €, foi verificada acentuada secrecéo de acidos no inicio do periodo
de incubacéo e depois recrudescimento. A secrecao de acidos foi sempre maior na co-

cultura do que a soma das culturas individuais nos meios com Al-P e Fe-P. Esta
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tendéncia foi observada no meio com Ca-P no 3° dia de incubac&o. Em geral, no meio
crescido com a bactéria a quantidade de acidos produzida foi menor do que a verificada
no meio com A. niger.

As quantidades de acidos produzidas pelos microrganismos dependem da fonte
de P utilizada. Isso foi observado com A. niger quando cultivado sob diferentes
condi¢cbes de meio, houve maior producédo de acidos e reducdo do pH com AIPO4, em
comparagdo a CaPO, (BARROSO & NAHAS, 2006). BARDIYA & GAUR (1974)
sugeriram que a natureza dos acidos organicos produzidos € mais importante que a
guantidade total de &cido. Porem, GYANEHWAR et al. (1998) relataram que, tanto o
tipo como a quantidade de &cido, tém efeito sobre a solubilizacdo de P. Varios acidos
produzidos por diferentes culturas poderiam potencialmente influenciar a solubilizacéo
de fosfatos. De acordo com LIN et al. (2006), B. cepacia CC-Al74 secretou acido
glucénico e 2-ceto-acido glucdnico. Niveis significativos dos &cidos glicdlico,
oxaloacético, succinico, fumarico, malico, tartarico, citrico foram produzidos por A. niger
durante o processo de compostagem de palha com fosfato de rocha (SING &
AMBERGER, 1991). No entanto, deve-se reconhecer também que a producdo e
secrecdo de acidos organicos por qualquer microrganismo esta relacionada ao
fornecimento de nutrientes e a atividade metabdlica correspondente do ciclo TCA
(GALLMETZER & BURGSTALLER, 2002).

A quantidade e a natureza do acido produzido pelo co-cultura e sua relagdo com
a solubilizag&o do fosfato sdo ainda desconhecidas. Segundo IVANOVA et al. (2006), a
habilidade do microrganismo em solubilizar fosfato ndo esta relacionada simplesmente
com a producédo de 4cidos organicos, mas com a natureza do acido organico produzido.

Enquanto a diminui¢cdo do pH pela bactéria variou de 3,8 a 5,0, a reduc¢do do pH
causada pelo fungo (pH 2,0-3,4) foi semelhante a da co-cultura (pH 2,3 - 3,7). Andlise
guantitativa em A. niger mostrou que a reducao drastica do pH interfere na dissolugcéo
de fosfato tricalcico e na concentracdo de fosfato soltvel (VASQUEZ, 2000; LIN et al.,
2006). Desta forma, ainda que haja correspondéncia entre a diminuicdo do pH com a
guantidade de fosfato disponivel (IVANOVA, 2006) esta reducdo ndo € tdo acentuada
quanto nos fungos (MULLAN et al., 2002; SOUCHIE et al., 2007).
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Resultados anteriores mostraram uma diminuicdo no pH 7,0 para 3,0 durante o
crescimento de B. cepacia DA23 (LIN et al., 2006). Estudos com B. cepacia apontam
gue houve correlacao inversa entre o pH do meio e a concentragao de P, indicando que
houve producdo de &cidos organicos pela bactéria (CHEN et al., 2006; PARK et al.,
2010). Da mesma maneira, o pH do meio reduziu de 5,8-6,0 para 3,6-3,7 durante o
crescimento de A. niger (VASSILEVA et al., 1998).

A maior diminuicdo no pH ocorreu no meio com Fe-P (médias de 3,4 a 4,8),
seguida de Al-P (3,7 a 4,8) e Ca-P (4,0 a 5,1). Sugere-se que a menor solubilizacéo de
Fe-P em comparacao as fontes testadas apesar da maior redu¢cdo no pH se deva ao
fato da solubilizacdo ndo depende exclusivamente da acidificacdo que resultou na
gueda do pH (FANKEM et al., 2006). O maior indice de pH observado em Ca-P esta de
acordo com os resultados obtidos por SONG et al. (2008) ao inocularem B. cepacia com
fosfato tricélcico, hidroxiapatita e fosfato de aluminio, observando-se que o maior pH do
meio ocorreu com Ca-P em comparacao as demais fontes.

Em meio adicionado de fosfato tricalcico, A. niger propiciou a reducédo do pH
inicial de 7,4 para 4,94, (OGBO, 2010) e B. cepacia de 7,0 para 4,23 (SONG et al.,
2008). Ao ser cultivada em meio com CazPOy4, a bactéria B. cepacia reduziu pouco o pH
comparado com hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH),) e fosfato de aluminio (SONG et al.,
2008). Quando os fungos Aspergillus niger e Penicillium italicum foram comparados em
meio de cultura com CazPO,4, 0 menor indice de pH foi registrado com A. niger (2,5)
enquanto que Penicillium italicum registrou pH final 3,5 (SABER et al., 2009). Em outro
estudo, PRADHAM & SUKLA (2006) também registraram maior queda de pH com
Aspergillus sp. (7,0 para 4,0) em relacéo a Penicillium sp. (7,0 para 4,7).

Apesar da correspondéncia entre o pH e a solubilizacdo de fosfato ter sido
sensivelmente menor no meio com B. cepacia nas trés fontes de P, em comparacao ao
fungo e a co-cultura, todas as culturas apontaram relagdo negativa e significativa entre
a reducdo do pH e a liberacdo de fosfato de Ca e Al. Semelhantemente ao que foi
verificados em Aspergillus (RINU & PANDEY, 2010), B. cepacia (SONG et al., 2008) e
Bacillus sp (WANI el al., 2007).
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Reducao consideravel da concentracédo de glicose, utilizada como fonte de C, foi
observada no meio de cultura adicionado de Ca-P e inoculado com a co-cultura.
Presumivelmente, a absorcdo de glicose pode levar a acidificacdo do meio, efeito
observado em todas as culturas, resultando na diminuicdo no pH, conforme observado
nos meios com Ca-P e Al-P. A quantidade de C no meio de cultura parece néo afetar a
guantidade de P liberado, porém, tende a afetar o crescimento dos microrganismos
(REDDY et al., 2002). Este resultado foi observado nas culturas e fontes de P testadas,
haja vista, que com o decorrer do tempo, a menor oferta de C coincidiu com a
estabilizacdo no crescimento dos microrganismos, inclusive com reducdo na biomassa
da co-cultura com Al-P, no dltimo periodo de avaliagdo.

O efeito da concentracdo de fosfato no meio de cultura sobre a atividade da
fosfatase foi relatado anteriormente em fungos (KANG et al., 2008; RINU & PANDEY,
2010; OGBO, 2010) e bactérias (RAMALINGAM & PRASANNA, 2006). Atividade da
fosfatase &cida estd sob o controle de um mecanismo regulador de repressao e
desrepressao sendo regulado pela concentracdo de fosfato (NAHAS & ASSIS, 1992).

Neste estudo, observou-se que o mecanismo de regulacdo teve impacto maior
em B. cepacia do que em A. niger ou na co-cultura. Presumivelmente, o reduzido efeito
deste mecanismo regulador na co-cultura foi devido a presenga dominante do fungo A.
niger. A excecao ocorreu com A. niger em Al-P onde n&o houve correspondéncia entre
a concentracdo de fosfato e a atividade de fosfatase acida, possivelmente devido a
niveis insuficientes de fosfato alcancado para mediar a repressdo completa da enzima.
Outra possibilidade é devido a diminuicdo da atividade da fosfatase acida ter sido
constatada ao final do periodo de incubac&o. Respostas semelhantes foram obtidos em
meios inoculados com Aspergillus sp PS-104 (KANG et al., 2008) e A. niger (OGBO,
2010), onde a atividade da fosfatase aumentou inicialmente e, posteriormente,

manteve-se relativamente constante durante o periodo de incubacdo restante.

Efeito da fonte de C e N
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B. cepacia e A. niger sdo microrganismos heterotroficos que dependem de uma
fonte de C e energia para seu crescimento e atividade. Relatos anteriores mostraram o
efeito de fontes de C e N sobre o crescimento e solubilizagdo por diferentes
microrganismos em culturas individuais (PRADHAN & SUKLA, 2006; SHARAN et al.,
2008; PAWAR & THAKER, 2009), mas nédo em co-cultura.

Dentre as fontes de C utilizadas, as que propiciaram maior crescimento ao fungo
e a co-cultura foram glicose e xilose, respectivamente. Assim como este resultado,
glicose estimulou o crescimento de Aspergillus tubingensis e cinco mutantes, sendo a
melhor fonte de C quando comparada a outras seis fontes testadas (RELWANI et al.,
2008). Segundo KHELIF et al. (2009), a glicose, como fonte de C prontamente
disponivel, mesmo em pequenas quantidades, potencializou o0 crescimento de
Aspergillus alliaceus.

Assim como o fungo, B. cepacia apresentou maior crescimento primeiramente
com glicose, seguido por amido. O mesmo resultado foi relatado com Xanthomonas
campestris crescidas. Com oito fontes diferentes de C, sendo a glicose a melhor fonte
utilizada (SHARAN et al., 2008).

A solubilizacdo de Ca-P sob as quatro fontes de C testadas foi maior com glicose
seguido por amido tanto com a co-cultura quanto com o fungo. Para CHAI et al. (2011),
em estudo com Penicillium sp. glicose foi a fonte com maior influéncia sobre a
solubilizacdo de fosfato triclcico. ILLMER & SCHINNER (1992) relataram que
Penicillium sp e Pseudomonas sp solubilizaram fosfato de rocha em maior quantidade
com glicose e amido. Semelhantemente, Paecilomyces marquandii utilizou glicose e
amido como as principais fontes de C para solubilizacdo de seis fontes de P (AHUJA et
al., 2007). Glicose também foi relatada como a melhor de cinco fontes diferentes de C
testadas, promovendo a maior solubilizacédo de Caz(PO,)s (PRADHAN & SUKLA, 2006).
Estudo com Aspergillus niger isolado de minas de fosfato apontou amido como a
melhor fonte para a solubilizacdo de fosfato de rocha (LI et al., 2011). Outro fungo
reconhecidamente solubilizador, Aspergillus tubingensis e quatro mutantes
solubilizaram fosfato tricalcico utilizando glicose com maior influéncia sobre a liberacao

de P em comparacédo a outras quatro fontes avaliadas (RELWANI et al., 2008).
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Com B. cepacia, glicose e xilose foram as fontes de C que maior efeito tiveram
sobre a solubilizacdo de P. Quando quatro isolados bacterianos da rizosfera das
culturas Triticum aestivum e Medicago sativa foram avaliadas em meio liquido, trés
desses utilizaram glicose e sacarose para solubilizar as maiores quantidades de fosfato
de rocha (FENG et al., 2009). Confirmando ser esta uma das fontes preferenciais para
solubilizacéo de fosfato por bactérias. O fato do amido ter sido a segunda melhor fonte
para o crescimento e ndo ter proporcionado a maior solubilizagdo foi explicado por
SHARAN et al. (2008) segundo os quais nem sempre as fontes que interferiram no
crescimento afetaram efetivamente a solubilizacdo de P. Neste estudo, sacarose foi a
fonte de C que menos promoveu a solubilizacdo. O mesmo foi relatado por AHUJA et
al. (2007) ao estudar o fungo Paecilomyces marquandii incubado com nove fontes
diferentes de C.

Por conseguinte, o fungo deve utilizar diferentes mecanismos para solubilizar
fosfatos inorganicos que dependem, como ficou claro neste trabalho, da producéo de
acidos e da diminuicdo do pH. Diversos fatores fisicos e quimicos sdo necessarios para
a solubilizacdo de fosfatos e fontes de C e N influenciam a producdo de &cidos
organicos que afetam a solubilizacdo (DAVE & PATEL, 2003). Portanto, a quantidade
de &cidos produzidos e a diminuicdo do pH do meio de cultura dependem da produc¢éo
de micélio e acarretam, como consequéncia, a solubilizacdo de diferentes quantidades
de CaHPO, (Ca-P), de AIPO, (Al-P) de FePO, (Fe-P) (AHUJA et al., 2007; SHARAN et
al., 2008).

A producdo de acidos organicos foi maior com sacarose seguido por glicose
guando os MSF foram co-inoculados. Com o fungo, as fontes mais expressivas foram
glicose e sacarose. Estes resultados estdo de acordo com o que foi relatado por
BARROSO & NAHAS (2006), quando glicose e sacarose foram relatadas como as
fontes que mais estimularam a producédo de acidos por A. niger. Segundo XU et al.
(1989), glicose esta entre os acucares que mais favorecem a producdo de acido por
Aspergillus niger. O menor valor de pH com a co-cultura e o fungo foi observado no

meio com xilose e depois com amido. Assim como neste estudo, BARROSO & NAHAS
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(2006) relataram que xilose esta entre as fontes que mais reduziram o pH do meio com
A. niger.

A glicose foi a fonte comum utilizada pelos MSF na acidificagdo do meio. Em
meio com B. cepacia, a maior liberagdo de acidos ocorreu com xilose seguida por
glicose. No entanto, a maior reducdo do pH foi observada com glicose. Com
Xanthomonas campestris, glicose foi a fonte que promoveu maior queda no pH ao ser
comparada com oito fontes de C (SHARAN et al., 2008).

Como consequéncia do crescimento das culturas, as menores quantidades de C
residual foram encontradas nos meios com glicose seguida de amido, tanto para a co-
cultura quanto para os microrganismos crescidos individualmente. KHELIF et al. (2009)
relataram que Aspergillus alliaceus consumiu e cresceu em fonte de C prontamente
disponivel nos estagios iniciais.

Ao serem as fontes de N comparadas, o maior crescimento foi observado com
cloreto de aménio como fonte de N, seguido por nitrato de sdédio para a co-cultura e
acido glutdmico para as culturas individuais. O mesmo resultado foi observado por
BARROSO et al. (2006) avaliando A. niger com diferentes fontes de N. O crescimento
do fungo Diplocarpon mali foi maior com peptona e nitrato de sédio, a segunda melhor
fonte (ZHAO et al.,, 2010) apontando a diversidade dos microrganismos quanto as
fontes utilizadas para crescimento.

De forma geral, as fontes de N que mais favoreceram a solubilizacdo de Ca-P
foram o &cido glutdmico e cloreto de amodnio. Esta resposta foi verificada na literatura,
mostrando que fontes amoniacais favoreceram a solubilizagéo de fosfatos. Estudo com
A. niger indicou que as fontes amoniacais propiciaram maior solubilizacdo de
fluorapatita (CEREZINE et al., 1988). Quando Aspergillus sp e Penicillium sp foram
avaliados em meios com fontes distintas de N, a fonte amoniacal ((NH4).SO,) foi que
mais estimulou a solubilizacdo (PRADHAN & SUKLA, 2006).

O efeito da fonte de N sobre a solubilizagdo de Ca-P decresceu na seguinte
ordem: nitrato de sodio < acido glutamico < cloreto de amdnio. Resposta contraria foi
relatada por BARROSO et al. (2006) apontando glicina e cloreto de ambnio como as

melhores fontes em relacdo nitrato de sodio com Aspergillus niger. Outro fungo
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solubilizador, Aspergillus tubingesis e cinco mutantes foram mais influenciados por
nitrato de potassio na solubilizacdo de fosfato tricalcico (RELWANI et al., 2008).
Segundo DIXON-HARDY et al. (1998) diversas espécies de fungos podem utilizar tanto
fontes de amoénio quanto nitrato. Assim, A. niger solubilizou fosfato de cobre e zinco,
assim como o6xidos de zinco utilizando ambas as fontes de N. Em contrapartida, estudo
com outra espécie fangica, Paecilomyces marquandii, mostraram que a espécie
solubilizou maior quantidade de P utilizando sais de amoénio, enquanto que nitrato de
sédio foi citada ser a quarta fonte com maior influencia sobre a atividade solubilizadora
do fungo (AHUJA et al., 2007).

A atividade solubilizadora de B. cepacia foi maior com cloreto de aménio e acido
glutamico. Tais resultados foram encontrados por FENG et al. (2009) ao estudar quatro
isolados bacterianos que solubilizaram as maiores quantidades de Caz(POy). e
CagH2(P0O4)6.H2.0O quando o meio foi suplementado com fontes amoniacais (NH4)>SO, e
NH4NO3).

Tanto para a co-cultura quanto para o fungo, as fontes nitrogenadas que mais
estimularam a producéo de acidos e reducdo do pH foram a glicina seguida por nitrato
de sodio, assim como foram as que mais reduziram o pH. Segundo RELWANI et al.
(2008), fungos acidificam o meio durante o crescimento, porém, esta acidez depende
da fonte de N utilizada. LAPEYRIE (1991) sugere que a absorcdo NOg3 pela célula
estimularia a secrecdo de acidos para compensar o0 potencial i6nico celular.

Resposta contraria foi verificada com Aspergillus sp e Penicillium sp que
apresentaram a maior queda no pH utilizando uma fonte amoniacal ((NH4)2SO.)
(PRADHAN & SUKLA, 2006). Do mesmo modo, com Aspergillus niger, o menor valor de
pH ocorreu com outro fonte contendo aménio (NH4CI) (BARROSO et al.,, 2006). A
acidificacédo do meio bem como reducé&o do pH com B. cepacia foram mais expressivos
com cloreto de amonio, assim como a solubilizacdo de fosfato foi maior para a bactéria
utilizando esta fonte de N. A troca de prétons na presenca de ions amonio favorece a

producao de acidos organicos e acelera a solubilizacdo de P (AHUJA et al., 2007).
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, conclui-se que, 0 maior crescimento ocorreu com FePO,. Por
outro lado, com CaHPO, houve a maior solubilizagdo de fosfato acompanhada pelo
maior consumo de C e atividade enzimética. Contudo, foi com AIPO,4 que ocorreu mais
alta acidez e reducéo do pH.

A co-cultura cresceu e solubilizou P em maior quantidade, liberando mais
acidos e assimilnado mais C com Al-P e Fe-P, além de apresentar a maior atividade
enzimatica com Al-P. Aspergillus niger apresentou a maior reducdo do pH e a maior
liberacdo de acidos com Ca-P, enquanto que a bactéria foi mais efetiva na sintese de
fosfatase acida com duas das trés fontes de P testadas (Ca-P e Fe-P).

Entre as fontes de C, o maior crescimento e producdo de acidos ocorreu com
glicose. A atividade solubilizadora e sintese de fosfatase acida foi mais influenciada por
amido que também proporcionou a maior reducdo do pH. Xilose, no entanto, foi a fonte
mais consumida.

Ao avaliar os microrganismos, independente da fonte utilizada no meio de
cultura, viu-se que o0 maior crescimento e solubilizacdo ocorreu com a co-cultura,
enguanto que a maior acidez, reducao do pH e consumo de acucar foi com Aspergillus
niger. Burkholderia cepacia, no entanto, mostrou a maior atividade de fosfatase &cida.

Com as fontes de N, conclui-se que o maior crescimento, reducdo do pH e
consumo de C ocorreu com cloreto de amdnio. A maior solubilizacdo deu-se com acido
glutdmico, enquanto que a acidificacdo do meio foi maior com nitrato de sédio. Glicina
foi a fonte que influenciou a mais alta sintese enzimatica.

Considerando os microrganismos, sem discriminar as fontes de N em estudo,
notou-se que o maior crescimento, solubilizacdo de P e consumo de acucar foram
realizadas pela co-cultura. O fungo produziu a maior quantidade de acidos resultando
na maior reducdo do pH do meio. Semelhantemente as fontes de acucar, a atividade

enzimatica mais expressiva ocorreu com B. cepacia.
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