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RESUMO

AMARO, JENIFFER KELLY CORTES. Selecdo de fungos e otimizac¢ido de meio de
cultura para a producido de acido oxalico visando a solubilizacio de rocha
fosfatica. 2020. 43 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Solos) - Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2020."

Uma estratégia biotecnologica para a producdo e aplicacdo de &cido oxalico na
solubilizacdo de rocha fosfatica (RF) ¢ descrita neste trabalho. Seis espécies fungicas e
trés meios de cultura foram avaliados visando maximizar a producao de acido oxalico.
O isolado fangico e o meio de cultura que mais se destacaram para a produgdo de acido
oxalico foram, respectivamente, Sclerotium rolfsii e o meio de cultura Tsao. As
condicdes do meio de cultura Tsao foram otimizadas pela metodologia de superficie de
resposta apos triagem inicial de fatores com efeito significativo na solubilizacdo de RF.
Os niveis otimizados dos fatores foram 1 g L' de NaNOs; 100 g L' de glicose; 2 g L™
de KH,PO4, 4,5 g L' de extrato de levedura, 25 mg L' de MgS04.7HO; 20 dias de
incubagdo. Nessa configuracdo, 75 mmol L' de 4cido oxalico foram obtidos,
caracterizando aumento de trés vezes na condi¢io ndo otimizada (25 mmol L!). Além
disso, foi constatado que para S. rolfsii a adigdo de Mn e o tamponamento do pH nao
tém efeito na producao de acido oxalico. Uma solubilizagao de 100% do P contido na
RF de baixa solubilidade foi atingida utilizando &cido oxalico produzido por S. rolfsii.
Assim, a utilizagdo do fungo S. rolfsii para producao de acido oxdlico surge como
alternativa promissora para o processo de solubilizagdo de RF.

Palavras-chave: fosforo; microrganismos; oxalato; rocha fosfatica.

'Orientador: Gilberto de Oliveira Mendes — UFU



ABSTRACT

AMARO, JENIFFER KELLY CORTES. Screening of fungi and optimization of
culture media for producing oxalic acid for the solubilization of rock phosphate.
2020. 43 f. Dissertation (Master Program Agronomy/Soil) Federal University of
Uberlandia, Uberlandia.’

A biotechnological strategy for the production and application of oxalic acid aiming to
solubilize phosphorus from rock phosphate (RF) is described in this work. Six fungal
species and three culture media were evaluated to maximize oxalic acid production. The
fungal isolate and the culture medium that stood out for oxalic acid production were
Sclerotium rolfsii and Tsao medium. The conditions of Tsao medium were optimized
following response surface methodology after an initial screening of factors with
significant effect on RF solubilization. The optimized levels of factors were 1 g L
NaNOs; 100 g L' glucose; 2 g L' KHoPO4, 4.5 g L yeast extract, 25 mg L
MgS04.7H,0; 20 days of incubation. With this combination, 75 mmol L™ oxalic acid
was obtained, increasing by 3 times the production in non-optimized condition (25
mmol L1). In addition, it was found that for S. rolfsii the addition of Mn and pH
buffering had no effect on oxalic acid production. A solubilization of 100% of the P
contained in the low solubility RF was achieved using oxalic acid produced by S. rolfsii.
Thus, the use of S. rolfsii to produce oxalic acid appears as a promising alternative for
phosphorus solubilization from RF.

Keywords: phosphorus; microorganisms; oxalate; phosphate rock.

I Adviser: Gilberto de Oliveira Mendes — UFU.
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1. INTRODUCAO

O suprimento apropriado de fosforo (P) ¢ de fundamental importancia em todas
as fases do desenvolvimento das plantas (GRANT et al., 2001). Contudo, na maioria
dos solos héd deficiéncia de formas de P prontamente absorviveis pelas plantas em
funcdo da fixagdo deste elemento as particulas do solo (FONTES; WEED, 1996). Isso
se agrava nos solos tropicais, onde o fosfato ¢ adsorvido quimicamente a oxi-hidréxidos
de Al e Fe (FONTES; WEED, 1996). Essas ¢ outras caracteristicas fazem com que esses
solos se comportem como dreno de P, competindo por este elemento com a planta. Uma
das principais maneiras de superar essa escassez de P no solo, ¢ por meio do uso de
fertilizantes fosfatados soluveis. No entanto, a aplicacdo de fertilizantes fosfatados
soluveis nos solos tropicais ¢ realizada em dosagens superiores as que as culturas
exigem, tendo em vista que grande parte do fosfato aplicado sera fixado por
componentes do solo. Esse excedente de fosforo aplicado € necessario, mesmo depois
de trés décadas de aplicagOes de altas doses desse nutriente em solos com alta retengao
de fosforo (ROY et al., 2016).

A principal fonte de P para a produgdo de fertilizantes sao as rochas fosfaticas
(RFs), que compdem um recurso natural, ndo renovavel. Dessa forma o uso racional e
sustentdvel do P ¢ essencial (CORDELL; DRANGERT; WHITE, 2009). O Brasil
possui reservas de fosfato da ordem de aproximadamente 315 Mt de P.Os (LIMA;
NEVES, 2016). Embora o custo de produ¢do seja menor, a utilizacao direta dessas RFs
na adubagdo ¢ ineficaz, pois apresentam solubilidade muito baixa, o que diminui sua
eficiéncia como fertilizante.

A disponibilidade do P no solo ¢ alterada de acordo com a ocorréncia de varios
processos biogeoquimicos. Dentre esses processos, ressalta-se a solubilizacao de
fosfatos. Varios microrganismos do solo, envolvendo bactérias e fungos, apresentam a
capacidade para solubilizar fosfatos através de distintos mecanismos, principalmente
pela producdo de acidos organicos (WHITELAW, 1999). Alguns dos 4cidos organicos
produzidos por esses microrganismos que ganham destaque sdo os acidos oxalico,
citrico, gliconico, itaconico e malico (DE OLIVEIRA MENDES et al., 2014;
PLASSARD et al, 2011). Esses acidos organicos produzidos vdo atuar no material
fosfatico dissolvendo-o, ou atuando como quelante de cations que acompanham o anion
fosfato, liberando este para as plantas. A eficiéncia desses acidos depende de uma série

de fatores como suas caracteristicas quimicas, a quantidade e a posicdo dos grupos



carboxila e hidroxila, da constante de estabilidade do complexo organometalico, da
concentragdo do acido, da concentragdo e o tipo de metais em solugdo ¢ do pH da
solucdo (KUCEY; JANZEN; LEGGETT, 1989).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSFs) podem ser aplicados no
solo juntamente com fontes de P a fim de aumentar a eficiéncia de disponibilizagdo de
fosfato para as plantas, ou empregados em processos de biossolubilizagio de RF
visando a producao de fertilizantes de alta solubilidade. A ultima alternativa possibilita
o controle das variaveis que regulam a solubilizacdo microbioldgica, o que € um tanto
complicado de ser obtido no solo (MENDES et al., 2015).

No decorrer da solubilizacdo microbiana de rochas fosfaticas, juntamente com o
P, sdo liberados varios elementos quimicos devido a composi¢ao quimica heterogénea
da RF, como o flior por exemplo. O fluoreto (F) diminui o crescimento fingico, a
acidificacdo do meio e, portanto, limita a solubilizagdo de P (MENDES et al., 2013).
Dessa forma, foram propostas técnicas para mitigar os efeitos toxicos do F na
solubilizacao de P aumentam o rendimento do processo, tais como o uso de mutantes
tolerantes a F~ (SILVA et al., 2014) ou por meio da adicdo de adsorventes como o
biocarvao ativado, que retira F~ do meio (MENDES et al., 2014b). GOLDSTEIN;
ROGERS; MEAD, (1993) sugeriram um sistema em que se fizesse uma separacao
espacial do MSF e da RF. Nesse sistema, sao colocados em contato com a RF somente
os metabolitos microbianos (acido gliconico), e ndo o microrganismo. No entanto, o
acido gliconico possui baixa eficacia como solubilizador de fosfato (MENDES et al.,
2020). Assim, ¢ provavel que uma modificagdo nesse processo com o intuito de se obter
acidos organicos mais efetivos, como o acido oxalico, possa aumentar o rendimento da
solubilizacdo (MENDES et al., 2020). Para a implantacdo desse sistema, ¢ preciso
definir parametros operacionais ¢ condigdes de cultivo para produgao de acido oxalico
por fungos visando alto rendimento, inclusive podendo utilizar a técnica de separacdo
espacial do MSF e da RF, com o objetivo de mitigar os efeitos de elementos liberados
da RF durante a solubilizacdo microbiana.

Nesse sentido, essa pesquisa objetivou selecionar fungos e meios de cultura para
a producdo de 4acido oxdlico visando a solubilizagdo de apatitas (Ca-P).
Especificamente, objetivou-se selecionar isolados fingicos produtores de acido oxalico;
selecionar meios de cultura que maximizem a producdo de acido oxalico; otimizar a

producdo de 4cido oxalico por fungos; e testar o isolado fungico selecionado e o acido



oxalico produzido quanto a capacidade de solubilizar rocha fosfitica em diferentes

sistemas.

2. REFERENCIAL TEORICO

O fosforo (P) tem fungdo importante na fotossintese, respiragdo, armazenamento
e transferéncia de energia, divisdo e crescimento celular e varios outros processos nas
plantas. O P disponivel para as plantas encontra-se no solo na forma de ortofosfatos,
predominantemente HPO4~ e HPO4* (ARCAND; SCHNEIDER, 2006). Entretanto, na
maioria dos solos ha deficiéncia destas formas de P prontamente absorviveis pelas
plantas em funcao da fixacdo do fosfato as particulas do solo. Em muitos solos
tropicais, o fosfato ¢ adsorvido a 6xidos de Fe, Al e caulinita (FONTES; WEED, 1996).

O aumento do uso de fertilizantes para se obter produtividades agricolas
satisfatorias € um consideravel fator econdmico e ambiental, quando se pensa em
expansdo da agricultura brasileira como forma de atender a crescente necessidade global
por alimentos nas proximas décadas (WITHERS et al., 2018). Como grande parte dos
solos brasileiros sdo extremamente fixadores de P, por serem solos altamente
intemperizados, ricos em 0xidos de Fe, Al e caulinita uma superdosagem de fertilizante
fosfatado ¢ frequentemente aplicada a fim de exceder a rapida imobilizacdo do P
inorganico pelo solo (CUNHA; CASARIN; PROCHNOW, 2011).

Na producao de fertilizantes fosfatados, as rochas fosfaticas (RFs) sao
submetidas a tratamentos quimicos utilizando acidos inorganicos fortes, especialmente
o acido sulfurico (H2SOs), para solubilizagdo do P (NAHAS; BANZATTO; ASSIS,
1990). Nos ultimos anos, cerca de metade da matéria-prima utilizada na producao dos
fertilizantes  fosfatados aplicados no Brasil foi oriunda de importacao
(www.anda.org.br). Fatores como acessibilidade global a RF e a inconstidncia dos
precos, podem aumentar consideravelmente os custos da produgdo de alimentos no
Brasil. Por ser um pais que exige grande quantidade de fertilizantes fosfatados e a
forte dependéncia de importagdes, a agricultura brasileira se torna muito vulneravel a
flutuacdes na oferta e preco da RF (WITHERS et al., 2018). Da mesma forma ¢
bastante reconhecido que as reservas globais de RF s@o um recurso natural finito.
Assim, caminhos estratégicos de gestdo para diminuir a dependéncia do P importado,

e utilizar o P de forma mais eficiente, se tornardo gradativamente mais importantes
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para que os sistemas agricolas brasileiros sejam sustentaveis no futuro (WITHERS et
al., 2018).

Um dos caminhos para a diminui¢do da dependéncia de P importado e otimizar a
utilizacdo de fontes de fosforo nacionais tem sido através do uso dos fosfatos naturais
(FN). Os FN sao obtidos através da moagem da RF, passando ou ndo por processos
fisicos e fisico-quimicos de concentragdo. Em consequéncia da origem e do grau de
substitui¢des isomorficas, a solubilidade desses fertilizantes varia, sendo em geral baixa
(FONTOURA et al., 2010). Rochas de origem sedimentar tém se mostrado promissoras
como fonte de P para as plantas. Porém, devido a baixa reatividade no solo, logo uma
lenta liberagdao de P para as plantas, ndo ¢ vidvel a sua aplicagdo direta em culturas de
ciclo curto (NOVAIS; SMYTH, 1999; VASSILEV et al., 2001).

No Brasil predomina o uso de fertilizantes fosfatados acidulados, que passam
por tratamento quimico para a obtengdo do fosfato. Quando comparado com o FN, os
fosfatos acidulados liberam os ions fosfato ao solo de maneira mais rapida e intensa,
resultando em maior produtividade das culturas (GRANT et al., 2001). No entanto,
eventualmente, ao longo de varios anos o efeito do FN pode ser semelhante ou até
mesmo superior ao dos fosfatos acidulados (GRANT et al., 2001).

Para aumentar a eficiéncia agronomica dos FN de maneira sustentavel e de baixo
custo tem sido proposto o uso de microrganismos produtores de acidos organicos para
sua solubilizagdo (GYANESHWAR et al., 2002), desempenhando importante papel na
disponibilizagao de formas inorganicas de fosfatos. Alguns estudos demonstraram que o
produto obtido do tratamento de RF com microrganismos solubilizadores de fosforo
(MSF) aumenta o crescimento ¢ o acumulo de P pelas plantas (MENDES et al., 2017).
MENDES et al., (2015) constataram que o pré-tratamento de RF em fermentagao em
estado solido utilizando o fungo Aspergillus niger aumentou significativamente o
crescimento e absor¢do de P do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) quando comparado
com a RF ndo tratada.

A principal forma de solubilizagdo de P por microrganismos ¢ a liberagdo de
acidos organicos, que atuam dissolvendo diretamente o material fosfatico, ou quelando
os cations que acompanham o anion fosfato (KUCEY; JANZEN; LEGGETT, 1989)
resultando no aumento do teor de P disponivel na solu¢do do solo.

A solubilizacdo de RF por microrganismos ¢ um método promissor para alcangar
novos produtos quimicos por meio de fontes renovaveis de carbono e substratos de

baixo custo (JONES, 1998). Nesse tipo de sistema biotecnologico, as condi¢cdes do



cultivo podem ser modificadas para potencializar na sintese de acidos organicos pelo
microrganismo, os quais podem ser empregados na solubilizagdo dos minerais
fosfatados. Os acidos organicos produzidos por microrganismos que mais se destacam
sdo os acidos oxalico, citrico, glicdnico, itaconico e malico (MENDES et al., 2014;
MENDES et al.,, 2014a; PLASSARD et al., 2011). Algumas caracteristicas quimicas
desses acidos irdo influenciar na eficiéncia dos mesmos, como a constante de
estabilidade do complexo 4cido organico-metal, a concentracio do acido, a
concentragdo e o tipo de metais em solu¢do, o pH da solucdo, a quantidade e a posigao
dos grupos carboxila e hidroxila (KUCEY; JANZEN; LEGGETT, 1989; MENDES et
al.,, 2014b). Geralmente, acidos monocarboxilicos apresentam pequena capacidade de
complexacdo (KAMINSKI; PERUZZO, 1997) e, consequentemente, solubilizam
minerais principalmente por meio de aciddlise. Em contrapartida, acidos dicarboxilicos
e tricarboxilicos conseguem solubilizar minerais tanto por acidolise quanto por
complexacdo, o que lhes tornam eficientes até mesmo em situacdes que o pH € mais
elevado. O acido oxalico em comparacao com os demais acidos se mostra mais eficiente
na solubilizagdo de fosfatos devido a acidificagdo do meio e ao alto potencial de
complexacao resultante da proximidade de seus grupos carboxila (KPOMBLEKOU - A;
TABATABAI, 1994). O 4cido oxalico a uma concentragio de 1 mmol L™ foi mais
eficaz do que H2SO4 em liberar fosforo de duas amostras de RF, Kodjari e North
Florida, além disso o acréscimo da concentragdo dos acidos organicos de 1 para 10
mmol L' resultou em aumento de aproximadamente 10 vezes na liberagdo de fosforo a
partir dos FR (KPOMBLEKOU - A; TABATABAI, 1994). Esse fato também foi
observado por Mendes et. al. (2020), quando testaram seis acidos organicos nas
concentragdes de 0 a 250 mmol L' para solubilizacdo de oito RFs. Nesse estudo, o
acido oxalico foi o mais eficaz em todos os tratamentos. Ainda, o acido oxalico foi
melhor que o acido sulftrico, liberando mais P por mmol de acido.

O 4cido oxalico ¢ produzido por varios fungos, incluindo fungos formadores de
ectomicorrizas, basidiomicetos degradadores de madeira, saprofitas e fitopatdgenos
(DUTTON et al, 1993). Alguns dos fungos produtores de dacido oxalico estdo
apresentados na Tabela 1. Com intimeras diferencas ecoldgicas e fisioldgicas, e com
numerosas hipoteses sobre a sua fungdo no metabolismo fiingico, o 4cido oxalico pode
desempenhar fun¢des na patogénese, competicdo, controle de nutrientes ambientais e
toxinas (DUTTON; EVANS, 1996). Em alguns fungos fitopatogénicos, por exemplo, a

fase inicial da infec¢@o na planta envolve a producdo e o acimulo de grande quantidade



de acido oxalico, que parece ser um dos maiores determinantes na patogenicidade

(MAXWELL, 1970). Assim, fungos que causam doencas em culturas de importancia

econdmica, que podem levar a perdas consideraveis de produgdo, podem ser utilizados

alternativamente para estudos de produgdo de acido oxalico, tornando-os, de alguma

forma, tteis para a aplica¢do agrondmica.

Tabela 1. Fungos produtores de acido oxalico

Fungo Meio de cultura Quantidade de Acido Referéncias
oxalico produzido
Aspergillus niger 100 g sacarose; 1,5 g NaNOs; 38,4 mg/mL (STRASSER;
0,5 g KH,POy; 0,025 g BURGSTALLER;
MgS04.7H,0; 0,025 g KCI; SCHINNER, 1994)
1,6 g extrato de levedura; 1 L
agua destilada, pH 6.
Botryodiplodia Caldo batata dextrose (BD) 0,0737 mg/mL (SWAIN; RAY, 2009)
theobromae
Botrytis cinerea 20 g glicose; 2 g NaNOs; 1,5 g 0,68 mg/mL (GENTILE, 1954)
KH:PO4; 1 g MgSO4 7H,0; 1
L agua destilada; pH 6.
Cristulariella Meio liquido 2,1 mg/mL (KURIAN; STELZIG,
pyramidalis 1979)
Cryphonectria Batata dextrose e agar (BDA) 65 g/g de micélio (HAVIR;
(Endothia) + 100 mg metionina; 1 mg ANAGNOSTAKIS,
parasitica biotina; 1 litro de dgua 1983)
destilada; pH 5,6
Fusarium Caldo BD 0,103 mg/mL (SWAIN; RAY, 2009)
oxysporum
Leucostoma BDA + 10mM CaCl, 0,005 mg/mL (TRAQUAIR, 1988)
cincta
Leucostoma BDA + 10mM CaCl, 0,005 mg/mL (TRAQUAIR, 1988)
personii
Mycena citricolor BDA+ 2% de extrato de 14,75 g/g de micélio (RAO; TEWARI, 1987)
levedura
Penicillium bilaii 10 g sacarose; 3g NaNOs;5 g 1,0 mg/mL (CUNNINGHAM;
KH2PO4; 1 g MgSO4 7H,O por KUIACK, 1992)
ml e elementos tracos; 1 L
agua destilada; pH 6
Penicillium 100 g de sacarose; 1,5 g de 19,73 mg/mL (MURTA, 2017)
islandicum NaNO:s3; 0,5 g de KH,POq;
0,025 g de MgS0.4.7H,0;
0,025 gde KCI; 1,6 g de
extrato de levedura; 1 L agua
destilada; pH 6
Penicillium Meio definido (Bauer et al. 0,5 mg/mL (IKOTUN, 1984)
oxalicum 1977) com 0.5% de pectina
citrica polipectato de so6dio ou
carboximetil Celulose + uma
solucdo concentrada de CaCl,
Postia placenta Meio minimo de Bailey 3,52 mg/mL (GREEN et al., 1995)
MAD-698 (BMM; pH 4.0 to 4.4)




(Highley 1973)
Postia placenta

Meio minimo de Bailey
(BMM; pH 4.0 to 4.4)
(Highley 1973)

1,08 mg/mL
ME-20

Gloeophyllum

(GREEN et al., 1995)

Meio minimo de Bailey
(BMM; pH 4.0 to 4.4)
(Highley 1973)

3,52 mg/mL
trabeum

Serpula

(GREEN et al., 1995)

Meio minimo de Bailey
(BMM; pH 4.0 to 4.4)
(Highley 1973)

4,33 mg/mL
incrassata

Pleurotus

(GREEN et al., 1995)

40 g glicose; 2 g NaNOs; 1,5 g
KH>PO4; 1 g MgSO47H0; 2
g extrato de levedura; 0,84
mol/L CaCOs; 1 L agua
destilada; pH 7

21 mg/mL
ostreatus

Rhizoctonia

(TSAO, 1963)

Meio definido (Bauer et al.

26,6 mg/mL
1977) ou BDA

bataticola

Rhizoctonia

(AMADIOHA, 1993)

Meio liquido de sais basais:
0,7 g KoHPO4; 0,15g KCl; 0,4
g MgSO4 7H20; 0,012 g
ZnS04 7H,0; 0,014 g MnSOy4
H,0; 0,014 g FeCl3 H>0; 0,001
g thiamine — HCI + mistura de
10 g glicose, 10 g pectina
como fonte de carbono; 1 g
NH4H2PO4, 4,12 g NH4NO3 ou
3,5 g DL- asparagina como
fonte de nitrogénio usados
para fornecer uma
concentracao de 12,5 mM de
nitrogénio; 1 L 4gua destilada;
pH 6.

12,1 mg/mL
carotae

Rhizopus oryzae

(PUNJA, 1987)

80 g glicose; para o estudo da
relagdo carbono-nitrogénio,
foram utilizadas as seguintes
concentracgdes de ureia 0,1g
0,2g04glge?2g; 50g
CaCOs; 1 L 4gua destilada e
pH 5.5.

2,02 mg/mL

Rhizoctonia

(DING et al., 2011)

BDA+CaCl,

0,041 mg/mL
solani

Sclerotium

(YANG; TEWARI;

Meio polipeptato de sddio
(NaPP)+ 7,5 g policpectato,
0,25 g extrato de levedura;

solugdo de sais basais
contendo 1000 mg NH4NOs3; 1
L agua destilada; pH 6,5.

3,3 g/g de micélio
cepivorum

Sclerotium

VERMN, 1993)
(STONE et al., 2014)

30 g sacarose; 1 g (NHs)2 SOq;

1 g KH2PO4 7H,0; 0,5 g KCI;

1 g extrato de levedura; 0,01 g

FeSO4; 1 L dgua destilada; pH
5,5.

7,5 mg/mL
glucanicum

Sclerotium rolfsii

(WANG; MCNEIL,
1995)

Meio liquido de sais basais + 4,7 mg/mL

(PUNJA; JENKINS,



fonte de nitrogénio 4,12 g 1984)
NH4H,P04; fonte de carbono
(mistura) 8 g dextrose; 6 g
CMC, 6 f Succinato de Na; 1,7
K,HPOy4; 1 L agua destilada;

pH 6.
Sclerotinia 180 mg MgSQs4, 149 mg KCl, 110 g/g de micélio (DURMAN;
sclerotiorum 1 g de NH4NOs3; 680 mg MENENDEZ;
KH,POs; 11,3 mg ZnSO47 GODEAS, 2005)

H>0; 13,9 mg MnSO4 H>0;
4,0 mg CuSO4¢ 0,5 gde
extrato fermentado + fonte de
carbono 73,7 mmol de D-
glicose + 56 mmol de
succinato de sodio; 1 L agua
destilada; pH 4,6

Sclerotinia BDA + 56 mmol de succinato 0,05 mg/mL (PIERSON; RHODES,
trifoliorum 2016)

Para que ocorra biossintese satisfatoria de acido oxalico, as condigdes do meio
de cultura tém papel importante, principalmente pH e disponibilidade de nitrogénio e
carbono (KUBICEK et al., 1988). A producao de 4cido oxalico pelo fungo 4. niger, por
exemplo, ¢ em decorréncia da acdo da enzima oxaloacetase, que catalisa a hidrolise de
oxaloacetato a oxalato e acetato (BAHALOO-HOREH; MOUSAVI, 2016). O processo
de biossintese acontece inteiramente no citoplasma e nao envolve o ciclo do acido
tricarboxilico (KUBICEK et al., 1988). A enzima ¢ localizada no citoplasma e sua
expressao ¢ induzida somente em valores de pH maiores que 4, com ponto 6timo de pH
7. Ja no fungo Penicillium bilaii a biossintese de acido oxalico acontece apenas durante
a fase estacionaria ¢ ¢ elevada sob condi¢des de limitacdo de carbono. Porém, a
limitagdo de N ndo ¢ desejavel para a acumulagdo desse acido (CUNNINGHAM;
KUIACK, 1992). Os principais fatores que influenciam a produgao de 4cido oxalico por
fungos sdo:

Fonte de carbono: a fonte de carbono ¢ um dos pontos criticos para a
producdo de acido oxalico por fungos. Dentre as fontes de carbono que sdo mais
utilizadas para a producdo de acido oxalico destacam-se a glicose e a sacarose, pois
proporcionam maiores rendimentos de acido oxalico do que as demais fontes de
carbono (DUTTON; EVANS, 1996). O uso dessas fontes vai depender do género do
fungo, alguns produzem mais oxalato com a sacarose como fonte de carbono, ja outros
produzem mais oxalato com a fonte sendo glicose. Shimazono (1955) sugeriu que um
dos diferenciais entre os fungos causadores da podridio marrom e branca era a

habilidade de o primeiro, em produzir acido oxdlico em meio de cultura liquido



contendo glicose como fonte de carbono. J& STRASSER et. al (1994) constataram que o
fungo A. niger teve rendimento de 38,4 mg/mL de acido oxdlico, tendo sacarose como
fonte de carbono. Alguns estudos também mostraram que alguns polissacarideos
(amido, inulina) também podem ser utilizados como fonte de carbono para a produgao
de oxalato por fungos (DUTTON; EVANS, 1996). CHAKRABARTI; SAMAJPATI
(1983,1980) verificaram que uma cepa mutante do fungo Sclerotium rolfsii diferiu do
tipo selvagem em usar inulina em vez de sacarose como a fonte de carbono preferida.
Além disso, a biossintese de acido oxalico pode ser promovida em condi¢des limitadas
de carbono. CUNNINGHAM; KUIACK (1992) constataram que a producdo de acido
oxalico pelo fungo P. billai foi promovida sob condi¢cdes limitadas de carbono,
produzindo aproximadamente 1,5 mg/mL de acido oxalico.

Nitrogénio: a limitacao de nitrogénio ¢ indesejada para a acumulacao do acido
oxalico (CUNNINGHAM; KUIACK, 1992), sendo a presenca de alguma fonte de
nitrogénio essencial para maior acumulo desse acido. O nitrogénio ¢ fundamental para
manter a atividade celular e prevenir a formagdo de conidios durante a fermentagao
(IKRAM-UL-HAQ et al., 2005). Em geral, o nitrato ¢ a fonte de nitrogénio preferida
dos fungos, favorecendo maior produgdo e, consequentemente, acimulo de &acido
oxalico (DUTTON; EVANS, 1996). PEDERSEN et. al (2000) observaram que a
expressao do gene oah que codifica a oxaloacetato hidrolase ¢ induzida quando o nitrato
¢ usado como fonte de nitrogénio em pH 8. Lapeyrie et al. (1987) notaram que a
producdo de acido oxalico do fungo micorrizico Paxillus involutus foi maior em
micélios cultivados no meio de cultura com nitrato do que em meios com amonio.

Fosforo: assim como o nitrogénio, o P ndo ¢ desejado em niveis limitantes
para produgao 6tima de acido oxalico (KUBICEK et al., 1988). KUBICEK et al., (1988)
constataram que a adicdo de P e nitrogénio no meio atingiu 2,2 g/L de 4cido oxéalico.
Além disso, o aumento da concentragdo de P no meio acarreta aumento da producao de
biomassa fungica, ocasionando também boa quantidade de &cido oxalico produzida.
CAMESELLE et al, (1998) verificaram que durante os dois primeiros dias de
incubacgio, o fungo 4. niger cresceu lentamente atingindo concentracio de 1 kg/m’ de
acido oxalico. Quando o meio de cultura foi suplementado com NH4NO; e KH2PO4
depois de 10 dias a biomassa do fungo atingiu um valor de 5,8 kg / m? alcangando

produgao de até 37 g/L de acido oxalico.



Manganés: Em A. niger a sintese de acido oxalico ¢ resultado da acdo da enzima
oxaloacetase, que catalisa a hidrdlise de oxaloacetato a oxalato e acetato. Essa enzima
requer a presenca de Mn?" para funcionamento (PEDERSEN et. al., (2000). RUIJTER
et. al., (1999) obtiveram atividade maxima da oxaloacetase a concentracao de 0,2 mM
de MnCl,.

pH: A producdo de oxalato tem sido relatado como 6timo na faixa de pH de 5
a 8 (RUDTER et. al. 1999). Maior acimulo de oxalato ocorre em torno de pH 6
(KUBICEK et al., 1988). Em pH < 2 a produgdo dos acidos gluconico e oxalico ¢
inibida (PAPAGIANNI, 2007). RUIJTER et. al. (1999) usaram a estirpe goxC NW131
do fungo A. niger e observaram que a producao de acido oxalico foi semelhante entre
pH 4 e 6 (aproximadamente 190 mM de oxalato para 110 mM de glicose), abaixo do pH
4 a producao do acido oxalico diminuiu e quando atingiu pH de 1,5 a produgdo foi
muito pequena (< 1 mM). Eles observaram também que a atividade da enzima
oxaloacetase nao foi detectada a pH 1,5.

Agita¢do: em geral, maior acimulo de &acido oxalico se d4 em culturas
agitadas do que em culturas estacionarias (TAKAQO, 1965). O regime de agitagio em
shaker esta diretamente relacionado com a morfologia do fungo e isso, por sua vez,
influencia a producao de acido oxalico (DUTTON; EVANS, 1996). A velocidade de
agitacao para a produgdo de acido oxalico pode ser alterada de acordo com o género do
fungo. Nos fungos citados na Tabela 1 as velocidades de agitagdao variaram de 200 a 300
rpm. a produgdo de &cido oxalico ¢ afetada pela disponibilidade de oxigénio.
CUNNINGHAM; KUIACK, (1992) avaliaram a produgdo de acido oxdlico sob trés
condicdes de oxigénio no meio e constataram que a producdo do oxalato foi promovida
pela alta e média oxigenacgdo disponivel, correspondendo a 0,123 ¢ 0,073 mmol de O>
por litro a cada minuto, respectivamente. As concentragdes de acido oxalico produzidas
foram de 2 e 1 g L' para alta e média oxigenagio do meio. J4 quando a disponibilidade
de O, foi pequena (0,025 mmol L' min™') nio houve nenhuma produ¢io do acido
oxalico.

Temperatura de incubagdo: de acordo com a Tabela 1 a producao 6tima de
acido oxalico para os diferentes fungos ocorre entre 25-30 °C.

Virios fatores podem estimular a producdo de acido oxalico e a solubilizacdo de
minerais fosfatados pelos microrganismos. Por isso, ¢ de fundamental importancia um
estudo mais detalhado tendo em vista a otimiza¢do dos processos de solubilizagao de P

de diferentes RFs baseado na produgdo de acido oxélico por isolados fingicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

Com base em levantamento bibliografico, foram selecionados seis géneros de
fungos que tém produgdo expressiva de acido oxalico: Rhizoctonia solani Kiithn
(YANG; TEWARI; VERMN, 1993); Sclerotium rolfsii Sacc. (PUNJA; JENKINS,
1984); Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary (DURMAN; MENENDEZ; GODEAS,
2005); Aspergillus niger v. Tiegh. (STRASSER; BURGSTALLER; SCHINNER,
1994); Penicillium islandicum Sopp. (MURTA, 2017); e Pleurotus ostreatus (Jacq.) P.
Kumm. (TSAO, 1963). Os fungos foram mantidos a 28 °C em placas de Petri contendo

meio de cultura batata dextrose agar (BDA).

3.2. Meios de cultura liquido e condi¢des de cultivo

Foram selecionados trés meios de cultura para avaliacdo da producao de acido
oxalico: a) Caldo batata dextrose (BD) (Acumedia, Lansing, MI, EUA), que apresentou
condicoes adequadas de produgdo de acido oxalico para diferentes fungos,
principalmente dos géneros Rhizoctonia (YANG; TEWARI; VERMN, 1993) e
Sclerotinia (DURMAN; MENENDEZ; GODEAS, 2005); b) Meio Tsao [2 g NaNOs,
1,5 g KH,PO4, 1 g MgSO4 7TH20, 40 g glicose, 2 g extrato de levedura, em 1 L agua
destilada], que demonstrou elevada produgdo de acido oxalico pelo fungo do género
Pleurotus ostreatus (TSAO, 1963); ¢) Meio Strasser [100 g sacarose, 1,5 g NaNOs, 0,5
g KH>POg4, 0,025 g MgS04.7H,0, 0,025 g KCl, 1,6 g extrato de levedura, 1 L agua
destilada], meio otimizado para producgdo de acido oxdlico por A. niger (STRASSER;
BURGSTALLER; SCHINNER, 1994).

Nos experimentos de otimizagdo (itens 3.4 e 3.5) utilizou-se o meio Tsao com
modificagdes conforme indicado em cada experimento. Os frascos do tipo Erlenmeyer

foram incubados em mesa orbital horizontal a 28 °C e velocidade de 240 rpm.

3.3. Selecao de fungos e meios de cultura para producio de acido oxalico

Os fungos, previamente cultivados em meio de cultura BDA por 7 dias a 28 °C,
foram repicados para frascos erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de cada um dos

trés meios de cultura liquido (BD, Tsao e Strasser). Para tal, foram retirados e
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transferidos para cada erlenmeyer, trés quadrados de micélio fangico (com
aproximadamente 5 mm de lado) retirados das bordas de colonias. Os frascos contendo
os fungos foram incubados por 15 dias em agitador orbital shaker horizontal a 240 rpm
e 28 °C.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 6x3 com trés repeti¢des, sendo avaliados individualmente. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), seguida de teste de médias, com

desdobramento de interagdes usando o teste Fisher LSD (p < 0.05).

3.4. Otimizacao da producio de acido oxalico pelo fungo Sclerotium rolfsii
3.4.1. Triagem de fatores que controlam a biossintese de oxalato

A partir dos resultados do item 3.3, o fungo S. rolfsii ¢ meio Tsao foram
selecionados por apresentarem maior potencial de biossintese de acido oxalico. Oito
fatores com efeito potencial na producao de 4cido oxalico por S. rolfsii (Tabela 2) foram
analisados em um experimento fatorial fracionado de dois niveis (284, 1/16 fracdo,
resolucao IV) com 2 replicacdes do experimento completo, totalizando 32 ensaios. Cada
fator foi avaliado em 2 niveis codificados como -1 (nivel inferior) e +1 (nivel superior)
no delincamento experimental (Tabela 2). As combinagdes desses fatores (niveis
codificados) no desenho experimental sio mostradas na Tabela Al.

O experimento foi conduzido em frascos do tipo Erlenmeyer de 125 mL de
volume, contendo 30 mL de cultura conforme combinagdes apresentadas na Tabela 2.
Nas combinagdes com o fator pH tamponado, o meio foi preparado em tampao Tris-
HCI 0,1 M, enquanto nas demais usou-se adgua destilada. Em ambos os casos, o pH
inicial foi ajustado para 7,0. O meio foi autoclavado (121 °C, 20 min) e inoculado com
trés quadrados (~5 mm) de micélio do fungo S. rolfsii retirados das bordas de colonias
crescidas em meio de cultura BDA durante 7 dias a 28 °C.

O delineamento experimental e a andlise da significancia (teste t, p < 0,05) do
efeito de cada variavel sobre a biossintese de 4acido oxdlico foram realizados no
software Minitab 18. O efeito principal de cada fator foi calculado de acordo com a

equacdo 1 (DE ALMEIDA et al., 2014):

E,=my — m_ (Eq. 1)

onde E,, ¢ o efeito principal, m; ¢ a média de acido oxdlico produzido (OAp) pelo
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fungo S. rolfsii para o nivel superior de um fator, m_ ¢ a média de OAp para o nivel
inferior de um fator. Os dados foram submetidos a ANOVA para verificar se eram
diferentes de zero a 5% de probabilidade. Os fatores que se mostraram com efeito

significativo sobre a biossintese de oxalato foram selecionados para otimizagao.

Tabela 2. Avaliacdo de fatores controlando a biossintese de acido oxalico por S. rolfsii

em meio liquido (Tsao).

Fator Nivel inferior (-1) Nivel superior (+1) Efeito®
Glicose (g/L) 10 100 3,893*
NaNOs g/L) 1 3 -2,021
KH2PO4(g/L) 0,5 2 5,291*
Extrato de levedura (g/L) 1 3 6,208*
MgS04.7H>0 (g/L) 0,025 1 -3,754%*
MnCl.4H:0 (g/L) 0 0,2 0,986
pH (7.0) Nao tamponado Tamponado 1,815
Tempo de incubagao (d) 10 20 10,268*

* Significativo pelo teste t (p < 0,05)
2Efeito = my — m. (m+ e m.representam a média de acido oxalico produzido para o nivel superior e inferior
de cada fator, respectivamente)

3.4.2. Metodologia da subida mais ingreme (Steepest ascent methodology)
Apobs a obtengdo dos fatores que se mostraram com efeitos significativos na

biossintese de oxalato por S. rolfsii (item 3.4.1), o célculo do caminho na direcao da
biossintese maxima esperada de acido oxalico por S. rolfsii foi feito visando atingir
regido quase estacionaria de producao (BOX; WILSON, 1951). As mudangas no nivel
dos fatores foram calculadas com base na mudanca no nivel do fator com o produto
mais alto entre a unidade de variacdo e o coeficiente de regressdo estimado com base

nos dados obtidos no item 3.4.1 (Tabela 3).

13



Tabela 3. Metodologia da subida mais ingreme (steepest ascent methodology) usada
para atingir regido quase estacionaria de biossintese de acido oxalico por S. rolfsii. Os
dados usados para calcular a mudanca nos niveis dos fatores foram baseados no

experimento de triagem de fatores (ver Tabela 2).

Extrato
de
Glicose KH:PO4+ levedura MgSO4+.7H20 Tempo
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (d)
Nivel base (0)* 55 1,25 2 0,5125 15
Unidade 45 1,5 1 0,4875 5
Coeficiente linear
estimado (f)° 1,946 2,646 3,104 -1,877 5,134
Unidade x f; 87,57 3,97 3,10 -0,92 25,67
Incremento (A) relativo
a incremento em 17,1 0,77 0,60 -0,18 5,00
tempo®
Caminho 55,0 1,3 2,0 0,5 15
Subida mais ingreme 73 | 2 2,6 0,3 20
(Steepest ascent)
89,1 2,8 32 0,2 25
106,2 3,6 3,8 0 30

Os calculos foram feitos de acordo com BOX; WILSON, (1951).

2 Relacionado ao experimento apresentado na Tabela 2, representando o valor médio entre os niveis -1 e
+1.

b Obtido no experimento apresentado na Tabela Al.

¢ As mudangas no nivel dos fatores foram calculadas com base na mudanga no nivel do fator com maior
coeficiente de regressdo (5,134) no experimento 3.4.1., i.e. tempo de incubacao.

O experimento foi realizado em erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de
meio de cultura liquido de acordo com as combinagdes de fatores calculadas para o
caminho da subida mais ingreme (Tabela 3). A variagdo da concentragdo do reagente
NaNOs nao teve efeito significativo no experimento de triagem inicial, assim foi fixado
o valor no menor nivel (1 g/L) neste experimento. O pH do meio foi ajustado para 7,
mas sem tamponamento, visto que o tamponamento no ultimo experimento nao resultou
em nenhum incremento de oxalato pelo fungo. O meio foi repicado com trés quadrados
(~5 mm) de micélio do fungo S. rolfsii retirados das bordas de colonias crescidas em
meio de cultura BDA durante 7 dias a 28 °C.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos (Tabela 3) e quatro repetigdes por tratamento. Os dados foram

submetidos a ANOVA e os tratamentos comparados por meio do teste de Tukey (p <
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0.05), utilizando o software R com o Pacote Experimental Designs (ExpDes.pt)

(FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2014).

3.4.3. Superficie de resposta: para determinar o melhor ajuste do nivel dos

fatores na regido quase estaciondria foi realizado experimento para construgdo de
superficie de resposta, no qual a combinagdo obtida na etapa de steepest ascent em que
ndo se observou mais incremento significativo na produgdo de acido oxalico foi
utilizada como ponto central (codificado como 0) em um delineamento composto
central (CCD) (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Dois niveis acima do
ponto central (codificado como 1 e 2) e dois niveis abaixo (codificados como -1 e -2)
completaram o delineamento (Tabelas A2 e A3). Os dados da biossintese de acido
oxalico por S. rolfsii obtidos foram utilizados para ajustar modelo polinomial quadratico
por procedimento de regressdo multipla usando o método dos minimos quadrados. O

maior modelo adotado foi (DE ALMEIDA et al., 2014):

Y =B+ Xy Bixi+ Xy BuxP+ XIS X0 Bijxix; + & (Eq.2)

onde Y ¢ a concentragdo estimada de acido oxalico produzido por S. rolfsii, i e j
assumem um valor entre 1 e o nimero total de fatores (n), B, € o intercepto, f; ¢ o
coeficiente linear, B; € o coeficiente do termo quadratico, f;;€ o coeficiente de
intera¢do, x; € x; sdo os niveis dos fatores e &;; € o erro experimental. Foi realizada
ANOVA dos coeficientes ajustados e teste de falta de ajuste para a superficie de
resposta (p < 0,05). Os coeficientes com p-valor maior ou igual a 0,1 foram removidos
do modelo. O coeficiente de determinagdo (R?) foi considerado para verificar a
qualidade do ajuste do modelo. O delineamento experimental e todos os célculos e

andlises foram feitos usando a op¢do DOE do Minitab 18.

3.5. Solubiliza¢ido de rocha fosfatica (RF) com acido oxailico de origem fungica

Para realizagdo desse experimento foi utilizada a combinagdo de fatores que
proporcionou maior producdo de 4cido oxalico (75 mmol/L de acido oxéalico) pelo
fungo Sclerotium rolfsii no experimento de superficie de resposta: 1 g/L NaNOs; 100
g/L de glicose; 2 g/ de KHoPO4, 4,5 g/L de extrato de levedura, 25 mg/L de

MgS04.7H>0. O experimento foi realizado em erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL
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de meio de cultura liquido com pH ajustado para 7, mas sem tamponar. O meio de
cultura foi repicado com trés quadrados (~5 mm) de micélio do fungo S. rolfsii retirados
das bordas de colonias crescidas em meio de cultura batata dextrose e agar (BDA)
durante 7 dias a 28 °C. Os erlenmeyers foram incubados em agitador orbital shaker
horizontal em durante 30 dias com velocidade de agitagdo fixada em 240 rpm. A RF foi
adicionada ao meio a concentragio de 10 g L' em diferentes momentos:

a) Uma etapa: inoculagdo do fungo no meio liquido junto com a RF. O meio
recebeu a RF e foi autoclavado a 121 °C por 15 min. Em seguida, o meio foi
inoculado com o fungo e incubado em agitador orbital shaker horizontal a
temperatura de 28 °C e 240 rpm por 30 dias.

b) Duas etapas: o fungo foi cultivado primeiro no meio liquido na auséncia de RF.
O cultivo foi realizado em agitador orbital shaker horizontal a temperatura de
28 °C e 240 rpm durante 20 dias. Em seguida, a RF previamente esterilizada foi
adicionada a cultura e a incubagao foi mantida até o 30° dia.

Frascos erlenmeyers contendo mistura estéril de RF e meio liquido ndo
inoculados com 4. niger foram incubados como controle. A RF foi gentilmente cedida
pela Morro Verde Mineracgao, Pratapolis, MG, e continha 10,5 % P, com particulas < 63
um. O experimento foi realizado com cinco repeticdes por tratamento. Os dados foram
submetidos a ANOVA e os tratamentos comparados por meio do teste de Tukey (p <
0.05), utilizando o software R com o Pacote Experimental Designs (ExpDes.pt)

(FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2014).

3.6. Métodos Analiticos

Nos experimentos de producdo de acido oxalico, ao final do periodo de
incubagdo, todas as amostras foram filtradas através de membrana de 0,2 um a fim de
garantir solucdo livre de particulas solidas para analise. A biomassa fingica retida no
filtro foi transferida para cadinho e seca em estufa a 80 °C até peso constante. O filtrado
foi analisado para quantificacdo do 4cido oxalico produzido e aferi¢do do pH. Somente
no experimento de selecdo de fungos e meios de cultura para biossintese de oxalato ¢
que foi realizada a avalia¢do de biomassa e pH; para os demais experimentos avaliou-se
apenas a quantidade de 4cido oxdlico produzido pelo fungo.

A quantificagdo do 4acido oxalico foi realizada por meio de eletroforese capilar
(CE). Os eletroferogramas foram obtidos em equipamento CE com dois detectores de

condutividade sem contato, compactos e de alta resolucdo capacitivamente acoplados (C
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*D) (ALVES BRITO-NETO et al., 2005), que foram posicionados em torno do capilar
a 10 cm de cada extremidade. O capilar de silica fundida utilizado em todos os
experimentos foi de 50 cm de comprimento e 50 um id x 375 um od (Agilent, Folsom,
CA, EUA). Os comprimentos efetivos foram 10 e 40 cm para o primeiro e segundo
detectores, respectivamente. Antes da utilizagdo, o capilar foi lavado com agua
deionizada durante 10 min, NaOH 0,1 mol L durante 10 min, novamente com 4gua
deionizada durante 10 min e finalmente com BGE (tampao de corrida) durante 10 min.
No experimento de solubilizagdo de rocha fosfatica, ao final do periodo de 30
dias todas as amostras foram filtradas através de papel de filtro quantitativo (tamanho de
poros de 25 um) a fim de garantir solu¢do livre de particulas para analise de pH e
fosforo. O fosforo soluvel foi determinado por espectrofotometria de absor¢do

molecular pelo método do acido ascorbico (BRAGA; DEFELIPO, 1974).

4. RESULTADOS

4.1. Selegdo de fungos e meios de cultura para produgdo de acido oxalico

Maiores producdes de acido oxalico foram alcancadas pelo fungo Sclerotium
rolfsii no meio Tsao, atingindo biossintese de 24 mmol L' do 4cido (Figura 1a).
Concentragdes semelhantes de acido oxalico foram produzidas no meio BD por A4. niger
e S. rolfsii. Em geral, os fungos que produziram mais acido oxalico induziram maior
acidificacdo do meio (Figura 1b). O meio Strasser estimulou a produc¢ao de biomassa

sem, contudo, aumentar a producao de acido oxalico (Figura 1c).
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Figura 1. Biossintese de oxalato (a), pH dos meios de cultura (b) e biomassa fungica (c) produzidos por diferentes fungos em distintos meios de cultura.
Letras mintsculas comparam diferentes fungos dentro de cada meio de cultura e letras maiusculas comparam os meios de cultura para cada fungo (Teste
Fisher LSD, p <0,05).
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4.2. Otimizacao da producio de acido oxalico pelo fungo Sclerotium rolfsii
4.2.1. Triagem de fatores que controlam a biossintese de dcido oxdlico

Entre os oito fatores avaliados, somente cinco apresentaram efeito significativo
sobre a producdo de acido oxalico por S. rolfsii (Tabela 2). Na faixa avaliada, aumentos
nas doses de glicose, KH2POy4, extrato de levedura e no tempo de incubagao resultaram
em efeito positivo na biossintese de acido oxalico pelo fungo S. rolfsii. Por outro lado,
maior dose de MgS04.7H20 diminuiu a producdo de acido oxalico. Os demais

componentes (pH, NaNO; e MnCl.4H>0) ndo apresentaram efeito significativo (Figura
2).

L _ I -k | Hna L A ober ] pgusuraes - — - _ | B - _L

Acido oxalico (mmaoliL)

FF
i

&

Figura 2. Acido oxalico produzido pelo fungo Sclerotium rolfsii em funcio da dose de glicose, NaNOs,
KH,POy, extrato de levedura, MgSO4.7H>O e MnCl»,.4H,O, do tamponamento do pH e do tempo de
incubacdo.

4.2.2. Metodologia da subida mais ingreme (Steepest ascent methodology)

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos no caminho calculado, o
que indica que o aumento e¢/ou diminuicdo gradual dos componentes do meio de cultura
e do tempo de incubacdo ndo estimularam a produgdo de 4cido oxélico pelo fungo S.

rolfsii, que foi em média de 25 mmol L.

4.2.3. Superficie de resposta

Ap0s atingir uma regido quase estacionaria de biossintese de acido oxalico por S.
rolfsii na etapa de steepest ascent, um delineamento composto central (CCD) foi
realizado para determinar uma faixa 6tima do nivel de cada fator (Tabela A2, exp. III).
A andlise de regressdo revelou que o componente quadratico da superficie de resposta

foi significativo para dois dos cinco fatores avaliados (Figura 3) sendo eles KH2PO4 €
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tempo de incubagdo, possibilitando a definicdo de niveis 6timos desses fatores para
atingir a maxima biossintese de acido oxalico por S. rolfsii. Para o fator KH,PO4 0 nivel
indicado para otimizar a produgdo de 4cido é em torno de 2,0 g L™ de reagente (Figura
3). Para o fator tempo de incubagdo o ponto de maximo foi de 20 dias (Figura 3).

O componente linear se mostrou significativo para o fator extrato de levedura
sugerindo que se o nivel desse fator for aumentado a produgdo de acido oxalico também
aumenta (Figura 3). J& para o reagente MgSO4+7H>,O o modelo indicou que ha
biossintese satisfatoria de acido oxdlico por S. rolfsii quando a quantidade deste
reagente foi zero, sugerindo que esse reagente interferiu de forma negativa na
biossintese de acido por S. rolfsii. Além disso, houve interacdo com coeficiente negativo
entre os fatores MgSO47H>0 e glicose, indicando que quando a dose de MgSO47H,0O
era aumentada, o incremento na biossintese de acido oxalico decorrente do aumento da
dose de glicose era inibido. Logo, o reagente MgS04.7H>0O se mostrou como inibidor na
interacdo com o reagente glicose, impedindo-o de expressar seu verdadeiro potencial na
biossintese de acido oxalico por S. rolfsii. Apesar do fator glicose ndo ter se apresentado
significativo tanto no componente linear quanto no quadratico, isso pode ser devido ao

efeito negativo do MgSO4.7H»0.
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Figura 3. Niveis de acido oxalico produzido por Sclerotium rolfsii em meio de cultura liquido em resposta a diferentes combinagdes de glicose, extrato de levedura,
KH,PO4, MgS04.7H,0 e tempo de incubagdo. Em cada painel, as varidveis ndo apresentadas foram fixadas conforme indicado na caixa. Calculado com a equagéo de
regressdo ajustada: ¥ = —398,7 + 0.847x, + 34,96x, — 14,6x; + 3,320x, + 32,36x5 — 7.90x,x, + 4,05x3x3 — 0,797x5x5 — 0,03102x,x, (Y: 4cido
oxalico produzido, x4: nivel de glicose, x,: nivel de KH,POs, x3: nivel de extrato de levedura, x4: nivel de MgS04.7H,0, x5: nivel de tempo de incubac@o).
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4.3. Solubilizacdo de rocha fosfatica com acido oxalico de origem fungica

Os processos de solubilizagdo da RF em uma ou duas etapas ndo diferiram
significativamente (p > 0,05), alcangando valores médios de P soluvel de 1832 mg/L P
(Figura 4). A linha tracejada expressa na Figura 4 aponta um valor de 455,2 mg/L P,
indicando a quantidade de fosforo solivel que ja existia no meio de cultura devido a
adicdo de KH>PO4, que ¢ um dos componentes do meio Tsao. Assim, o que estd acima
dessa linha indica a quantidade de P solubilizado por S. rolfsii a partir da RF (em média,
1395 mg/L P). A quantidade de RF adicionada fornece 1050 mg/L P, indicando que o

fungo conseguiu solubilizar 100% do P presente na RF.

3000

2500
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1500

1000

P solivel (mg L™

500

1 etapa 2 etapas Controle

Figura 4. P soltvel em meio de cultura apo6s 30 dias de incubacdo com Sclerotium rolfsii. No tratamento
em 1 etapa a rocha fosfatica (RF) foi adicionada no inicio do periodo de incubago, enquanto no
tratamento em 2 etapas a RF foi adicionada no 20° dia de incubagdo. O controle representa meio com RF
ndo inoculado. A linha tracejada representa a dose de P soluvel adicionado como componente do meio de
cultura para biossintese de acido oxalico. Barras de erros representam o desvio padréo (n = 5).

Os valores de pH do meio de cultura diferiram em cada um dos tratamentos ao
final do periodo de incubagdo (Tabela 4). Para o tratamento de duas etapas o pH foi 3.4,
no qual o fungo Sclerotium rolfsii foi inicialmente cultivado na auséncia de RF durante
20 dias sem o contato com a rocha fosfatica. No tratamento do fungo junto com a RF
(uma etapa), o menor valor foi observado (2,4). No tratamento controle sem a presenca

do fungo apresentou maior pH (5,3).
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Tabela 4. Valores de pH ao final do periodo de incubagao de 30 dias para solubilizacio
de rocha fosfatica por Sclerotium rolfsii

Tratamentos pH
Controle 5,3 al
Duas Etapas 34D
Uma etapa 24c¢

(DMédias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

5. DISCUSSAO

Foi atingida uma solubilizacdo de 100% do P contido na RF de baixa
solubilidade utilizando acido oxalico produzido por S. rolfsii. Uma triagem inicial
mostrou que a producao de acido oxalico por S. rolfsii ¢ influenciada pelos niveis de
glicose, KH>POs, extrato de levedura, MgSO4.7H20 e tempo de incubacdo. Aplicando a
metodologia sequencial proposta por Box e Wilson (1951), foi possivel triplicar a
produgio de 4cido oxalico por S. rolfsii, aumentando a produ¢io de 24 mmol L' para
75 mmol L de 4cido oxdlico. Essa maior producio de 4cido oxalico foi obtida com a
combinacdo de 1 g L' de NaNOs; 100 g L de glicose; 2 g L' de KH,PO4, 4,5 g L de
extrato de levedura, 25 mg L' de MgS04.7H,0 e 20 dias de incubagio (Tabela 3).

O acido oxalico se destacou entre varios acidos organicos para a solubilizagdo de
RF de diferentes origens e reatividades (MENDES et al., 2020). Utilizando acido
oxalico de origem abidtica (produzido por rota quimica), Mendes et al. (2020)
demonstraram que os acidos oxalico e sulfurico, que ¢ o reagente tradicional utilizado
na solubilizacdo de RF para a produgdo de fertilizantes, solubilizaram 100% do P
contido em diferentes RFs. Entretanto, o acido oxalico foi superior ao acido sulfurico,
liberando mais P por mmol de 4cido aplicado. Em média, cada mmol de acido oxalico
liberou 21 mg de P, enquanto o 4cido sulfiirico solubilizou 14 mg P mmol L. Esses
resultados corroboraram os resultados obtidos neste trabalho, em que foi possivel
solubilizar 100% da RF utilizando acido oxalico de origem bioldgica produzido pelo
fungo S. rolfsii (Figura 4). Curiosamente, os dados do experimento de solubilizagdo
apresentam uma quantidade de P superior a adicionada via KH,PO4 e RF (Figura 4). E
provavel que esse excedente de P seja decorrente da mineralizagdo de P organico
contido no extrato de levedura que compde o meio de cultura (HIDAYAT; ERIKSEN;
WIEBE, 2006; THOMPSON; SUMMERS; COOK, 2017).
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A acidificagdo do meio ¢ um dos mecanismos de solubilizacdo da apatita que
esta contida na RF, bem como a capacidade do oxalato de formar um complexo com o
calcio (CaC204) (MENDES et al., 2020). Todos esses fatores culminam na eficiéncia de
solubilizacdo do acido oxalico, como evidenciado pelos dados desse trabalho. O valor
inicial do pH do meio era 7, caindo para 2,4 apos 30 dias de incubacdo no método de
uma etapa e para 3,4 no método de 2 etapas. A diminui¢do do pH em ambos métodos
foi devido ao crescimento do fungo e secrecdo de acido oxalico. Para efeito de
comparacao, em condi¢des de uma e duas etapas as tendéncias de mudanca de pH foram
semelhantes no final do periodo de incubagdo de 30 dias. Esses resultados foram
semelhantes com os resultados obtidos por Vakilchap et. al. (2016), em que houve
redugdo de pH nos métodos de uma e duas etapas.

Empregando técnicas de otimizagdo foi possivel triplicar a producdo de 4cido
oxalico por S. rolfsii, alcangando concentracdo de 75 mmol L. Os fatores controladores
da producao de acido oxdlico foram NaNOsz, KH>POs, glicose, extrato de levedura,
MgS04.7H>0 e tempo de incubagdo. O NaNOs ¢ descrito como indutor da expressao do
gene oah que codifica a oxaloacetato hidrolase (PEDERSEN; HJORT; NIELSEN,
2000). Entretanto, nesse trabalho o aumento da concentracdo de NaNOs acima de 1 g L
! ndo resultou em maior produ¢do de 4cido oxalico por S. rolfsii. Assim, niveis de
NaNO:s inferiores aqueles do meio Tsao foram suficientes para suprir a necessidade de
nitrogénio de S. rolfsii. Para a fonte de fosforo (KH>POs4) houve incremento da
produgio de 4cido oxdlico quando a dose foi aumentada para 2,0 g L! (Figura 3). Assim
como o nitrogénio, a fonte de fosforo nao ¢ desejada a niveis limitantes para a produgao
de acido oxalico (KUBICEK et al., 1988). Esse comportameno ¢ semelhante ao do
fungo A4. niger, em que o acimulo de 4cido oxdlico se da na presengca de fonte de
fosforo (2,5 g L' de KH,PO4) (KUBICEK et al., 1988). O MgSO47H,0 foi utilizado
como fonte de magnésio e esta relacionado a ativacdo de enzimas fungicas, ou seja,
como cofator enzimatico (ALVES, 2012). Nesse trabalho, para o fungo S. rolfsii a
quantidade de Mg requerida foi muito pequena ou mesmo desnecessaria para a biossinte
de 4cido oxalico. A glicose e o extrato de levedura foram usados como fonte de
carbono, que ¢ um dos pontos criticos para a produgdo de acido oxalico por fungos
(DUTTON; EVANS, 1996). Além disso, extrato de levedura ¢ uma importante fonte de
aminoacidos, vitaminas, nitrogénio, carbono além de fornecer energia para o

metabolismo fingico.
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Em geral, a producdo 6tima de acido oxalico para diferentes fungos ocorre entre
10 a 15 dias de incubacdo (AMADIOHA, 1993; TSAO, 1963). Esses resultados sdo
semelhantes ao que obtivemos nesse trabalho, em que a faixa 6tima do tempo de
incubagdo para producdo de acido oxalico por S. rolfsii foi em torno de 20 dias (Figura
2). Assim, a variavel tempo de incubagdo ¢ determinante na produgdo de acido oxalico
por S. rolfsii. Além disso, foi observado que o meio de cultura com o fungo adquire
consisténcia de gel apos 20 dias devido a produgdo de escleroglucanos (BAJAJ et al.,
2007; CASTILLO; VALDEZ; FARINA, 2015; FARINA et al., 1998), o que ¢ uma
caracteristica indesejavel para a posterior aplicacdo do meio rico em acido oxalico para
solubilizacdo da RF devido a dificuldade de misturar a RF com 4cido oxélico de forma
homogénea.

Apesar do Mn ser relatado como estimulante da atividade da oxaloacetase em 4.
niger (PEDERSEN; HJORT; NIELSEN, 2000), sua adicdo ao meio ndo alterou a
producdo de acido oxalico por S. rolfsii no presente trabalho. Esse resultado difere
daquele obtido para a cepa NW 131 do fungo 4. niger, em que foi observada producao
de 34 g L' de 4cido oxalico a concentracdo de 0,2 mmol L' de MnCL, (RUIJTER; VAN
DE VONDERVOORT; VISSER, 1999). Isso pode estar ligado ao fato de que no fungo
S. rolfsii, o acido oxalico ¢ um produto da via do glioxilato do ciclo tricarboxilico
(CHAURASIA et al., 2014) e a enzima responsavel pela producao de acido oxalico ¢ a
glioxilato desidrogenase (CHAKRABARTI; SAMAJPATI, 1983).

Os resultados dos valores de pH (Figura 2) indicam que o tamponamento do pH
nao influenciou a producao de acido oxalico por S. rolfsii. Ao contrario do que tem sido
observado para A. niger (STRASSER; BURGSTALLER; SCHINNER, 1994), o
tamponamento do pH proximo da neutralidade ndo resultou em incremento na producao
de 4acido oxdlico por S. rolfsii. O meio foi incialmente tamponado para evitar o
abaixamento brusco do pH, podendo afetar a producdao de acido oxalico. Apesar de
estudos apontarem que a faixa 6tima de produgdo de oxalato ¢ entre valores de pH de 5
a 8 (RUJTER; VAN DE VONDERVOORT; VISSER, 1999), sendo que o maior
acimulo de oxalato ocorre em torno de pH 6 (KUBICEK et al., 1988), isso ndo ocorreu
neste trabalho.

Nossas descobertas indicam que o 4cido oxalico pode ser uma opgdo
biotecnologica efetiva para solubilizar P de RF, com potencial de substituicao do acido
sulfarico (MENDES et al., 2020). O valor de 4cido oxalico necessario para atingir
100% de solubilizagdo de RF (75 mmol L) foi produzido pelo fungo S. rolfsii em meio
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de cultura empregando fontes renovaveis de carboidratos como glicose e extrato de
levedura (AMADIOHA, 1993; STRASSER; BURGSTALLER; SCHINNER, 1994;
TSAO, 1963; VAKILCHAP; MOUSAVI; SHOJAOSADATI, 2016). Atualmente,
grande parte da producdo industrial de acido oxdlico ¢ baseada na oxidagdo de
carboidratos utilizando os dacidos sulfirico e nitrico (RIEMENSCHNEIDER;
TANIFUJI, 2011). Logo, além de ndo ser economicamente vidvel, um método para
solubilizar RF utilizando 4acido oxalico produzido por esta via quimica ainda
necessitaria do acido sulfirico. Em contrapartida, um sistema biotecnologico otimizado
para a produgdo de acido oxalico para solubilizagdo de RF como o mostrado nesse
trabalho pode fazer o processo se tornar vidvel quando comparado com o dacido
sulfurico, que € o acido utilizado industrialmente para solubilizar o P presente na RF
(MENDES et al., 2020). Nessas condi¢des, o acido oxalico se mostra eficaz como uma

alternativa renovavel e ecologica para solubilizar RF.

6. CONCLUSOES

Isolados de S. rolfsii crescidos em meio Tsao se destacaram como tratamento na
producdo otimizada de &cido oxalico.

A produgao de acido oxalico por S. rolfsii ¢ afetada pela dose de glicose,
KH,PO4, extrato de levedura, MgSOs 7H,O e pelo tempo de incubagdo. A maior
producdo (75 mmol/L) de acido oxalico por S. rolfsii ¢ obtida com a combinagdo de 1
g/L NaNOs; 100 g/L de glicose; 2 g/ de KH2POs, 4,5 g/ de extrato de levedura, 25
mg/L de MgS04.7H>0 e 20 dias de incubagao;

Para o fungo S. rolfsii a adicdo de Mn e o tamponamento do pH nao tém efeito
na produgao de acido oxalico;

O isolado S. rolfsii se mostrou eficiente em produzir acido oxéalico bem como
solubilizar RF, atingindo solubilizacdo de 100% do P contido na RF de baixa
solubilidade. Logo, a utilizagdo do fungo S. rolfsii para producdo de acido oxalico surge

como alternativa promissora para a solubiliza¢do de RF.
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APENDICE

Tabela Al. Combinacdes de fatores em um fatorial fracionario?® de dois niveis (28) com duas replica¢des. Cada fator foi avaliado em dois niveis codificados como -1 (nivel
inferior) e +1 (nivel superior) no delineamento experimental (ver Tabela 2).

Ensaio Glicose NaNO3 KH2PO4 Extrato de levedura MgS04.7H20 MnCI2.4H20 pH Tempo de incubacio

1 - - - - - - - -
2 + - - - - + + +
3 - + - - + - + +
4 + + - - + + - -
5 - - + - + + + -
6 + - + + - - +
7 - + + - + - +
8 + + + - - - +
9 - - - + + + -

10 + - - + + - + -

11 - + - + - + + -

12 + + - + - - - +

13 - - + + - - + +

14 + - + + - + - -

15 - + + + + - - -

16 + + + + + + + +

17 - - - - - - - -

18 + - - - + + +

19 - + - - + _ + +

20 + + - - + + - -

21 - - + - + + + -

22 + - + - + - - +

23 - + + - - + - +

24 + + + - - . + -

25 - - - + + + - +
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2 Experimento 1.

Tabela A2. Combinagdes de fatores em um delineamento composto central (CCD). Dois niveis acima do ponto central (codificado como 1 e 2) e dois niveis abaixo
(codificados como -1 e -2) completaram o delineamento.

Extrato

Acido oxalico

Experimento  # (ilicosae KH;PO4 levedura MgS04.7H,0 . Temp? de (mM) Acido O)félico
g/L) (g/L) (/L) (mg/L) incubacio (d) observado (mM) estimado
I 1 80 (-1)° 1,25 (-1) 2,25 (-1) 12,5 (-1) 22,5(1) 25,50 23,40
2 120 (1) 1,25 2,25 12,5 17,5 (-1) 35,92 39,32
3 80 2,75 (1) 2,25 12,5 17,5 29,36 25,99
4 120 2,75 2,25 12,5 22,5 50,03 46,82
5 80 1,25 3,75 (1) 12,5 17,5 28,78 35,57
6 120 1,25 3,75 12,5 22,5 60,48 56,41
7 80 2,75 3,75 12,5 22,5 - 43,08
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

120
80
120
80
120
80
120
80
120
60 (-2)
140 (2)
100 (0)
100
100
100
100
100

2,75
1,25
1,25
2,75
2,75
1,25
1,25
2,75
2,75
2 (0)

2

0,5 (-2)

3,5 (2)

NS TN ST (ST )

3,75
2,25
2,25
2,25
2,25
3,75
3,75
3,75
3,75
3(0)

3
1,5 (-2)
4,5(2)

12,5
37,5 (1)
37,5
37,5
37,5
37,5
37,5
37,5
37,5
25 (0)
25
25
25
25
25
0(-2)
50 (2)

17,5
17,5
22,5
22,5
17,5
22,5
17,5
17,5
22,5

20 (0)

68,85
38,88
34,34
40,76
33,62

43,16
61,74
53,75
54,85
45,53
31,38
34,09
48,33
70,92
37,50
58,58

59,00
41,90
31,72
49,41
34,31
58,99
43,89
61,58
51,40
48,20
53,93
28,25
38,34
45,55
74,82
45,61
56,52
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25
26
27
28
29
30
31
32

100
100
100
100
100
100
100
100

NS S R S

2
2

3
3

25
25
25
25
25
25
25
25

15 (-2)
25(2)
20
20
20
20
20
20

29,87
31,30
56,24
55,81
60,90
55,44
46,93

37,75

28,69
33,60
51,07
51,07
51,07
51,07
51,07

51,07

2 Os valores sdo expressos em gramas de cada reagente em um litro de 4gua destilada.
® Os valores entre parénteses sdo os niveis codificados.
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