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SOLUBILIZAGAO QUANTITATIVA DE FOSFATOS INSOLOVEIS, POR ALGUMAS
ESPECIES DOS GENEROS Aspergillus E Penicilliuml
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RESUMO

No presente trabalho, os autores estudaram, em con
dlgoes de laboratorio, as relagoes entre _algumas especles dos
generos AsperthZus e Penicillium e tres fosfatos insoluveis,
determinando quantitativamente o fosforo solubilizado e imobi-

lizado. Dos resultados, os autores extrairam as seguintes con-
clusoes:

1. Todas as linhagens estudadas demonstraram alta
capacidade solubilizadora nos testes em placas.de petri. No
entante, quando analisadas quantltatlvamente, apenas o A.ntiger
foi capaz de gsolubilizar quantidades apreciaveis de fosfatos
insoluveis.

2. A analise dos dados, obtidos com as linhagens
de Penzctlltum spp, indicou que ambas aumentaram significativa
mente os niveis de fosforo soluvel para os tratamentos com fos
fato de aluminio, em relagao a_seus homologos esterexs, Aimi=
nuiram slgnlflcatlvamente os niveis de fosforo soluvel das tes
temunhas e, nao alteraram significativamente os niveis dos tra
tamentos com fosfato de ferro. Por outro lado, nos tratamentos
com apatita de Araxa o nivel de fosforo soluvel nao foi altera
do significativamente com a linhagem 4 Raiz III e, diminuiu
significativamente, com a linhagem 8 RIZ III.

3. A linhagem de A4spergillus sp, apresentou com—
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portamento diferente dos demais fungos, diminuindo significati-
vamente os niveis de fosforo soluvel de todos os tratamentos.

4. A aderencia de numerosas particulas de fosfatos
insoliveis & trama miceliana, & fator de erro que pode explicar
as dlscrepanc1as nos valores obtidos pela determlnagao indireta
7» fosforo assimilavel do solo, empregando-se tecnicas biologi-
~ag com A. niger ou outros fungos.

INTRODUGAO

A importancia do fosforo na nutrigao das plantas e
reconhecida por_todos os especlallstas em agricultura e o seu
papéel na produgao vegetal e salientado constantemente. Conside-
rado um dos macronutrientes essenciais na nutrigao vegetal, e
muito estudado como constituinte vital dos tecidos e 1ndlspensa
vel no metabolismo vegetal. A551m, os pedologistas, os quimicos
agrlcolas e os flslolmglstas, vem dedicando consideravel aten-
zao as reagoes do fosforo no solo, sua adsorgao pela fragao ar-
&11a, sua disponibilidade e utilizagao pelas plantas superiores
(MALAVOLTA, 1967). Ao mesmo tempo, exper1mentos de campo sao
conduzidos mostrando a essencialidade do fosforo para a obten -
za0 de altos rendimentos agricolas, sendo os fertilizantes com
fosfato soluvel, geralmente considerados os de mais facil utili
zagao pelas plantas superlores. Como conseqllencia, o consumo de

“osfato soluvel e cada vez maior na agricultura brasileira, sen
i0 que no ano de 1967 foram consumidas 165.954 T, contra apenas
38.652 T de fosfato insoluvel; e que 46% dos fertilizantes so-
iuveis foram importados, apesar das reservas de apatita em Ara-
-a e fosforita em Olinda, possam satisfazer a todas as necessi-
Jades brasileiras em fertilizantes fosfatados (ANDA, 1968).

Encarados por este aspecto, revestem-se de alta
;ignificagaé todos os estudos que visam um melhor aproveitamen-
:0 dos fosfatos naturais insoluveis pela planta, ja existindo
iumerosos experimentos em vasos e de campo sobre o assunto (MA-
LAVOLTA, 1967).

No entanto, no Brasil, o estudo das relagoes entre
fosfatos e mlcrorganlsmos do solo tem merecido muito pouca aten
3ao. Como ja e conhecido na literatura, muitos fungos e bacte -
cias do solo podem solubilizar formas insoluveis de fosfatos
tais como apatitas, fosforitas, fosfatos bi e tricalcicos, imo-
pilizando parte do f63foro solubilizado _em seus talos sob a for
ma de compostos organicos, chamados genericamente de fosforo mi
crobiano. Outra parte do fosforo P205 solubilizado, no entanto,



Volume XXVI - 1969 175

pode ser liberada no solo em forma utilizavel pelas plantas
(ALEXANDER, 1961) Este processo, ﬁltxmamente, tem merecido a
atengao de varios pesqulsadores, ja existindo uma extensa re-
1agao de fungos e bacterias solubilizadoras de fosfatos(RAMOS,
CALLAO & CARVALHO, 1967; BOTTEZ, 1965; SUBRA-RAO & BAJPAI,
1965) No entanto, tem sido estudados unicamente os solos de
regioes temperadas, geralmente alcalinos, sendo o fosforo fixa
do, principalmente, na forma de fosfato trlcalclco. Nestes so-
los e, pr1nc1pa1mente nos solos russos, ja se preconlzam tec-
nicas para o aproveztamento de fosfatos insoluveis pela inocu-
lagao com bacterias solublllzadoras, as chamadas fosfobacteri-
nas, aumentando sensivelmente a produgio de centeio, arroz,mo-
rangueiro, ervilha, cevada e outras (HOLEVAS, 1966; ZAREMBA ,
TOMASHEVSKAYA, MALINSKAYA, 1966; ZAK & MUKITITDINOV, 1964; KUD
ZIN & YAROSHEVICH, 1961; BARBER & LONGHMAN, 1967).

Para os solos tropicais, geralmente acidos e, onde
o fosforo e flxado pr1nc1pa1mente como fosfatos de ferro e alu
minio, poucas sao as referéncias que encontramos na literatura,
no entanto, recentemente, um levantamento da microflora de so-
los da regiio de Piracicaba, indicou alta porcentagem de mi~-
crorganismos solubilizadores, notadamente fungos, com linha -
gens capazes de solubilizar apatita, fosforita, fosfatos de
ferro e aluminio e outros insoluveis (EIRA & CARVALHO, 1968).
Entretanto, a simples existencia desses fungos solubilizadores
no solo, pouco indica sobre a potencialidade do processo, face
a possibilidade de imobilizagao, como fosforo microbiano, de
todo o fosforo solubilizado. Neste caso, os microrganismos po-
deriam, inclusive, ser danosos as plantas por imobilizarem to-
do o fosforo utilizavel.

No presente trabalho os autores procuraram,em con-
digoes de laboratorio, estudar as relagoes entre alguns fungos
do solo e fosfatos insoluveis, determinando quantitativamente
sua capacidade solubilizadora e 1mob111zadora, visando a obten
cao de conhecimentos basicos, inclusive sobre a metodologia,
que permitam, futuramente, um estudo mais profundo das rela-

goes entre a microflora do solo e o fosforo, nas condigoes tro
picais do Estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS
Material

No presente trabalho, foi utilizado o material abai
xo descrito.
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Fungos solubilizadores: os fungos solubilizadores
utilizados, foram isolados de solos do Municipio de Piracicaba,
Estado de Sao Paulo, todos pertencentes a micoteca do Departa -
mento de Fitopatologia e Microbiologia da Escola Superior de
Agricultura "Luiz de Queiroz", da Universidade de Sao Paulo,es-
tando relacionados no Quadre 1.

QUADRO 1 - Fungos solubilizadores

N? do .. ~ ~

isolado Classificagao Procedencia

18I Aspergillus niger isolado do solo do parque da
ESALQ |

4RAIZIII | Penieillium  sp isolado de Eaizes de cana-de-

| agucar Sertaozinho-Piracicaba

4SIV Aspergillus sp isolado P.V.A. Pompeia (Piraci
caba)

8RIZIII | Penictillium sp rizosfera de cana-de-agucar
(Sertaozinho-Piracicaba)

Meios de cultura: em todos os ensaios foi utiliza-
do o meio liquido de extrato de leveduras (0,27), glicose(l,5%)
e agua destilada q.s.p. 100 ml ao qual se adicionava (0,5%) do
fosfato em estudo.

Fosfatos: os diversos fosfatos insoluveis utiliza-
dos durante a pesquisa foram: a apatita de Araxa, fosfato de
ferro, fosfato de aluminio e o.fosfato monocalcico.

Tratamentos: para cada fungo solubilizador estuda-
do, foram utilizados os tratamentos relacionados no Quadro 2.
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QUADRO 2 - Tratamentos

Numero Tratamento

Meio de cultura (testemunha em branco)

Meio de cultura + inpculo (testemunha inoculada)
Meio de cultura + apatita

Meio de cultura + apatita + inoculo

Meio de cultura + FePOy

Meio de cultura + FePO, + inoculo

Meio de cultura + AlPOy

Meio de cultura +AlPOy 4 ingculo

Meio de cultura + fosfato monocalcico + inoculo

vo~NoOTUBPswWwbh -

Metodos

Preparo, esterilizacao e inoculacao dos meios: o ex
trato de leveduras, a glicose e os fosfatos eram preparados e
ester111zados em autoclave, separadamente, para se evitar a ocor
rencia de hidrolises e reagoes entre os seus componentes. Apos™
a esterlllzagao, eram misturados em condlgoes assepticas e nas
proporgoes correspondentes. Para a inoculagao, retirou-se com o
auxilio de uma alga de platina em cone, 3 discos de uma cultura
com uma semana de idade, os quais foram transferidos para um
tubo com 5 ml de agua esteril, o qual foi agitado para obtengao
da suspensao dos esporos. A seguir, em frascos Erlenmeyer con-
tendo 100 ml do meio de cultura e fosfato, eram inoculados com
0,1 ml da suspensao de esporos do fungo em estudo, sendo a cul-
tura incubada em agitador durante 11 dias.

Colheita do experimentc: para a colheita do exper1
mento, todo o conteudo dos frascos Erlenmeyer (m1cello meio de
cultura e fosfato) era transferido para tubos plasticos e a se-
guir, centrifugados a 13.000 rpm durante 20 minutos. Do liquido
sobrenadante dos tubos era coletada uma aliquota, com a qual
se determinava o fosforo soluvel em ug por ml. O micelio,que fi
cava depositado no fundo dos tubos, era lavado e centrlfugado -
novamente por 3 vezes, para a eliminagao de todas as partlculas
de fosfato insoluvel por ventura presentes. A segulr, o mlcello
era recolhido num cadinho para a obrengao do seu peso seco.

Colheita do micelio para a determinacao do fosforo
organlco. nao obstante todos os culdados tomados atraves das la
vagens e centrifugagoes sucessivas, nao foi possivel a elimina-
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gao de tdodas as particulas de fosfato insolavel aderentes a
trama miceliana, o que se comprovava atraves de exame microsco-
pico. Para se contornar esse problema, cultivou-se nas mesmas
condigses do experimento, os fungos em estudo, crescendo em
meio liquido de extrato de leveduras e glicose, ao qual foram
adicionados 0,5 g de fosfato monocalcico, altamente soluvel.Nes
tas cnndlgoes, o fungo cresceu em meio ¢om 1gual teor de fosfo
ro, totalmente solivel, que nao apresentou, logicamente, parti-
culas de fosfatos aderentes a trama miceliana. Para a colheita
do experimento, seguiu-se o mesmo metodo descrito anteriormente
sendo o fosforo organico determinado em ng por mg de peso seco
do micelio.

Analise do f5sforo soluvel e microbiano: a) A de-
termlnagao do fosforo soluvel em agua, seguiu o metodo da redu-
¢ao do fosfomolibdato de amonio, pelo acido ascorbico, tal como
o utilizado por CATANI & BATAGLIA (1968). b) Na determinacao
do fosforo microbiano, o micelio dos fungos, foi inicialmente
seco em estufa a 809C, moido e digerido. O materlal dlgerldo, a
seguir, foi filtrado para baloes de 100 ml e, apos cinco lava
gens, completou~se o volume com agua destilada, q.s.p. ate 100
ml. Retirou-se uma allquota para analise do fosforo soluvel,se-
gulndo-se o mesmo metodo, para determinagao do fosforo soluvel
em agua.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sao apresentados nos Quadros 3, 4, 5,
6 e 7, contendo as medias do fosforo soluvel e microbiano. Se-
guem-se aos Quadros 3, 4, 5 e 6, as respectivas analises esta-
tisticas, para o fosforo soluvel.

QUADRO 3 - Comportamento da linhagem 4 RAIZ III de Penieillium
sp, relativamente ao fosforo soluvel e microbiano

total
Tratamentos | N® estereis NQ Inoculados P.M.X. (mg)
* P.S.X.(mg) P.S.X.(mg)
Testemunhas 2,45 0,52 0,0098
Com apatita 1,51 1,14 0,2358
Com FePO, 4,08 3,72 0,1714
Com AlPO, 13,39 13,96 0,1051

® P.S. = fosforo soluvel

P.M. = fosforo microbiano
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CAUSAS DA VARIAGAO GL SQ QM F
Tratamentos 7 620,11 88,59 3.691**
RESIDUO 16 0,38 0,024

TOTAL 23 620,49 26,98

- C.V. = 3,147 A.M.S.(Tukey)para tratamentos = 0,44%
0,54%%*

QUADRO 4 - Comportamento da linhagem 4 S IV de Aspergillus sp.

Tratamentos Esteéreis Inoculados
P.S.X. (mg) P.S.X. (mg) P.M.X. (mg)
Testemunhas 2,45 0,41 0,0147
Com apatita 1,51 1,06 0,2034
Com FePO, 4,08 3,55 0,0730
Com A1PO, 13,39 12,93 0,1282
~
CAUSAS DA VARIAGAO GL sQ QM F
Tratamentos 7 574,38 82,05 8.205
16 0,18 0,01
RESIDUO
TOTAL 23 574,56 24,98

C.V. = 2,032 A.M.S.(Tukey) para tratamentos = 0,08*% e 0,11#%*
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QUADRO 5 - Comportamento da linhagem 8 RIZ III de Penicillium sp

Tratamentos Estereis Inoculados P.M.%. (ug)
P.S.X. (mg) P.S.X.(mg)

Testemunha 2,45 0,53 0,0131

Com apatita 1,51 0,80 0,1126

Com FePO, 4,08 3,90 0,0895

Com AlPOy 13,39 15,77 0,0717

CAUSAS DA VARIAGAO| GL SQ QM F

Tratamentos 7 732,03 105,57 1.919%*

RESIDUO 16 0,89 0,055

TOTAL 23 732,92 31,87

C.V. = 4,47 A.M.S.(Tukey) para tratamentos = 0,66*% e 0,82%%*

QUADRO‘E - Comportamento da linhagem 1SI de Aspergillus niger

Tratamentos Estereis Inoculados P.M.X. (mg)
P.S.X. (mg) P.S.X. (mg)

Testemunha 2,61 2,42 0,7759

Com apatita 4,69 22,67 5,7255

Com FePO, 11,77 17,91 5,0160

Com AlPO, 41,73 70,09 3,3660

CAUSAS DA VARIAGAO| GL SQ QM F

Tratamentos 7 14.469,69 2.067,10 203, 6%%*

RESTDUO 16 162,42 10,15

TOTAL 23 14.632,11 636,17

C.V. = 13,95Z A.M.S.(Tukey) para tratamentos = 9,02% e 11,19%*
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QUADRO 7 - Dados para a estimativa do fosforq,mlcroblano, dos
tratamentos com apatlta, fosfato de ferro e aluminio,
obtidos pelo crescimento dos micelios em meio de cul
tura mais fosfato monocalcico

MICRORGANISMOS | ug de P/mg X de micelio
Aspergillus niger - 1 S 1 7,670
Penicillium sp - 8 RIZ III 0,141
Aspergillus sp - 4 S IV . 0,254
Penteillium sp - 4 RAIZ III 0,355

Os resultados obtidos no presente trabalho,devem ser
examinados quanto a metodologia usada e quanto a solubilizagao
dos fosfatos insoluveis pelos diferentes fungos.

No concernente a metodologla, destaca-se as dificul
dades encontradas, na determlnagao do fosforo retido pelos fun-
gos, no interior de seu mlcello, como fosforo microbiano. Foi ve
rificado, por exame microscopico, que numerosas partlculas do
fosfato insoluvel utilizado, ficavam retldas externa e interna -
mente pelas tramas. mlcellanas, me smo apos 1avagens sucessivas e
centrlfugagoes. Nestas condlgoes, a analise qu1m1ca indicava quan
tidades de fosforo que nao representavam apenas o fosforo micro-
biano. Para eliminar essa fonte de erro, houve necessidade da
determinagao indireta do fosforo microbiano, o que foi feito pe-
la inoculagao dos fungos em meio de glucose/levedura, adicionado
de 0,5% de fosfato monocalcico, completamente soluvel. Assim,foi
p0831ve1 a obtengao do mlcello, formado em meio com quantidades
de fosfato semelhantes as do experimento e, sem que houvesse par
ticulas de fosfato, retidas pela trama miceliana. A segulr, com
base no valor do fosforo microbiano/mg de micelio e, no peso se-
co do micelio coletado nos tratamentos com fosforo insoluvel, cal
culou-se o valor do fosforo microbiano.

Embora essa téecnica permitisse apenas uma estimativa
do fosforo mlcroblano, ainda permaneceu, como fonte de erro, o
peso das particulas insoluveis de fosfato, retidas pela trama m1
celiana, nos tratamentos em que os fungos eram cultivados em melo
com apatita, fosfatos de ferro e fosfato de aluminio. Essas par-
ticulas aderentes aumentaram o peso seco do micelio mas, e de se
supor, nao alterarem sensivelmente os resultados obtidos. Na
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literatura consultada, nao encontramos esclarecimentos a respei
to. MENARD & MALAVOLTA (1962), trabalhando com adubos fosfata -
dos marcados com fosforo 32, entre os quais a apatita de Araxa,
experimentaram alguns meétodos para determinagao do valor "A"
(quantidade de fosforo assimilavel do solo). Os autores verifi-
caram nao haver correlacao entre os valores de "A" obtidos pela
tecnica de Niklas e aqueles obtidos pela tecnica de Neubauer e
Schneider, pois o valor .de "A" obtido pela primeira era sempre
muito alto.

Pelas observagoes, transcritas no presente traba-
lho, quer-mos parecer que, no micelio de 4. niger (tecnica de
Niklas), as particulas de fosfatos retidas na trama miceliana ,
acarretaram a elevagao do valor de "A", encontrado pelos referi
dos autores.

Apesar dessas limitagoes, foi possivel verificar-
se uma diferenga sensivel entre os resultados obtidos por solu-
bilizagao em placa de petri e os resultados quantitativos.Todas
as linhagens estudadas foram selecionadas por EIRA & CARVALHO
(1968) e demonstraram alta capacidade solubilizadora pelos tes-
tes em placa de petrl. No entanto, quando analisadas quantitati
vamente, pela tecnica empregada no presente trabalho, apenas As
pergtllus niger foi capaz de solubilizar quantidades aprecla—
vels de fosfatos 1nsoluvels, imobilizando parte desse fosforo
em seu micelio, como fosforo microbiano, e liberando parte como
fosforo soluvel.

A analise estatistica dos dados, indicou residuos
muito diferentes para_os quatro experimentos, de tal foram a
nao permitir comparagoes entre os mesmos, principalmente o ex-
perimento com 4. niger 1 SI, que nao pode ser comparado com o8
demais,devido ao seu alto resxduo. Somente foram possiveis as
comparagSes entre Pentetllium sp 8 RIZ 111 X Penteillium sp -
4 RAIZ III e, Pentcilliwm sp — & RAIZ III X Aspergillus sp -
4S 1IV.

As linhagens das especies de Penfeillium, apre -
sentaram comportamento semelhante. A analise dos dados de am-
bas indicou haver significancia no aumento dos niveis de fosfo-
ro soluvel, para o tratamento com AlPO4 inoculado, em relacao
ao seu homSlogo esteril; significancia no abaixamento dos ni-_
veis de fosforo soluvel, das testemunhas; por outro 1ado, os ni
veis de fosforo soliivel dos tratamentos com FePO4 nago foram
alterados significativamente, enquanto que nos tratamentos com
apatita de Araxa, o nivel de fosforo soluvel nao foi alterado
significativamente naquele inoculado com a linhagem 4 RAIZ 1III,
e diminui significativamente, quando inoculado com a linhagem
8 RIZ III.
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A linhagem 4 SIV de Aspergillus sp, apresentou
comportamento diferente dos demais fungos, pelo fato de diminuir

significativamente os niveis de fosforo soluvel de todos os tra-
tamentos.

A linhagem 1 SI de A. niger, apresentou elevada ca
pacidade de solubilizar a apatita de Araxa e o fosfato de alumi-
nio (Al1PO4), enquanto que, para o tratamento com FePOu, apesar
dos niveis de fosfato soluvel terem sido aumentados, nao atingi-

ram a A.M.S. (Tukey), em razao do alto coeficiente de variagao
do experimento.

SUMMARY

In this paper, the authors have studied,under labo
ratory conditions, the relations between several species of As-
pergillus and Penicilliwm genders and three insoluble phospha-
tes, having determined quantitatively both the portion rendered
soluble and the one not decomposed by the fungi. From the re-
sults obtained the following conclusions were drawn:

1. All the studied strains showed high capacity to render solu-
ble 1insoluble phosphates in petri dishes tests.Nevertheless,
when quantitatively evaluated, only A. niger was able to render
soluble an appreciable amount of insoluble phosphates.

2. The analysis of the data obtained with the Penieillium spp

strain, showed that both increased significantly the levels of
soluble phosphate for the aluminum phosphate treatment, compared
with their sterile homologues; the levels of soluble phosphate
in the checks decreased significantly and, the treatments with
iron phosphate had their levels not altered significantly.On the
other hand, in the treatments with "Araxa rock phosphate" the
level of soluble phosphate did not change appreciably for the

4 RAIZ III strain and, decreased significantly for the 8 RIZ III
strain.

3. The Aspergillus sp strain, reacted differently compared to
the other fungi, that is, all treatments had their soluble phos-
phate levels decreased.

4, The indirect evaluation of available phosphorus in the soil,
using A. niger and other fungi, shows inaccurate values due to
the adherence of insoluble phosphate particles to the micellia.
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