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RESUMO

Solos tropicais frequentemente apresentam deficiéncia de fésforo, um dos principais fatores
limitantes da produtividade agricola. A solubilizacdo bioldgica de fosfatos insoltveis por fungos é
apontada como alternativa sustentavel para elevar a disponibilidade desse nutriente as plantas. Neste
contexto, o presente trabalho objetivou selecionar isolados fungicos (géneros Aspergillus e
Penicillium) com elevada capacidade de solubilizagédo de fosfato. Foram avaliados 16 isolados em
meios de cultivo Pikovskaya (PVK) e NBRIP contendo fonte insolivel de fosfato. O indice de
solubilizagdo (IS) foi determinado e a atividade de fosfatase acida extracelular quantificada por meio
de p-nitrofenil fosfato (pNPP) como substrato, conforme Tabatabai & Bremner (1969). Os isolados
apresentaram IS entre 0,93 e 1,52, com destaque para o isolado Aspergillus niger 11799, de melhor
desempenho. Nao foi observada correlacdo direta entre o IS e a atividade de fosfatase, indicando a
atuacdo de mecanismos complementares na solubilizacdo de fosfato. Conclui-se que determinados
isolados, em especial Aspergillus niger 11799, sdo promissores para aplicacdo como agentes
microbianos no manejo do fésforo em solos agricolas. Esses fungos solubilizadores de fosfato podem
atuar como inoculantes microbianos capazes de mobilizar o fésforo no solo, reduzindo a dependéncia

de fertilizantes fosfatados quimicos.

Palavras-chave: Fungos solubilizadores de fosfato; inoculante microbiano; mobilizacdo de fosforo.



ABSTRACT

Tropical soils are often deficient in available phosphorus, a major limitation to agricultural productivity.
The biological solubilization of insoluble phosphates by soil fungi is a promising strategy to enhance
phosphorus availability in agroecosystems. In this context, the present study aimed to select fungal
isolates (Aspergillus and Penicillium) with high phosphate-solubilizing capacity. Sixteen isolates were
evaluated in Pikovskaya’s (PVK) and NBRIP media containing an insoluble phosphate source. The
solubilization index (SI) was calculated, and extracellular acid phosphatase activity was quantified using
p-nitrophenyl phosphate (pNPP) as substrate, according to Tabatabai and Bremner (1969). The isolates
showed Sl values ranging from 0.93 to 1.52, with Aspergillus niger 11799 being the most effective
isolate. No direct correlation was observed between Sl and phosphatase activity, indicating the
involvement of complementary mechanisms in phosphate solubilization. In conclusion, certain isolates,
especially Aspergillus niger 11799, are promising for use as microbial agents in phosphorus
management of agricultural soils. These phosphate-solubilizing fungi can serve as microbial inoculants

capable of mobilizing soil phosphorus, thereby reducing reliance on chemical phosphate fertilizers.

Keywords: Phosphate-solubilizing fungi; microbial inoculant; phosphorus mobilization.



INDICADORES DE IMPACTO

A dissertacdo apresenta impactos relevantes em diferentes dimensdes, com destaque para 0 manejo
sustentavel do fdésforo em solos agricolas tropicais. Agronomicamente, a selecdo de fungos
solubilizadores, como Aspergillus niger 11799, oferece alternativas viaveis para aumentar a
disponibilidade de fosforo e melhorar a produtividade em solos deficientes. Ambientalmente, o uso
desses microrganismos pode reduzir a dependéncia de fertilizantes fosfatados quimicos, diminuindo
riscos de contaminacao e eutrofizacdo. Do ponto de vista econémico, os bioinoculantes podem reduzir
custos com fertilizantes e beneficiar pequenos produtores. Cientificamente, a pesquisa contribui para
conhecer a capacidade de solubilizacdo de fosfato de diferentes isolados de Aspergillus e Penicillium.
Tecnologicamente, destaca isolados com potencial de aplicagdo como insumos bioldgicos. Socialmente,

promove praticas agricolas sustentaveis e acessiveis, contribuindo para a seguranga alimentar



IMPACT INDICATORS

The dissertation presents relevant impacts across various dimensions, especially in the sustainable
management of phosphorus in tropical agricultural soils. Agronomically, the selection of phosphate-
solubilizing fungi, such as Aspergillus niger 11799, offers viable alternatives to enhance phosphorus
availability and crop productivity in deficient soils. Environmentally, the use of these microorganisms
may reduce dependence on chemical phosphate fertilizers, lowering contamination and eutrophication
risks. Economically, bioinoculants can reduce fertilizer costs and benefit smallholder farmers.
Scientifically, this research contributes to knowing the solubilization capacity of different isolates of
Aspergillus and Penicillium. Technologically, it highlights isolates with potential to be applied as
biological inputs. Socially, it promotes accessible and sustainable farming practices, contributing to food

security.
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1 INTRODUCAO

O fosforo (P) € um macronutriente indispensavel para as fungbes vitais de plantas e
microrganismos, participando da transferéncia de energia (ATP/ADP), da composicdo dos acidos
nucleicos e da fosforilagdo de enzimas. Entretanto, menos de 1 % do P total presente nos solos
esta em forma biodisponivel, o restante precipita-se como fosfatos de calcio, ferro ou aluminio
ou adsorve-se a argilominerais, exigindo doses elevadas de fertilizante fosfatado para sustentar a
produtividade agricola (WALSH et al., 2023; McDOWELL et al., 2024). Essa dependéncia
pressiona reservas minerais finitas, encarece os custos de producdo e agrava problemas
ambientais, como eutrofizac¢do e emissido de CO: associada ao beneficiamento de rocha fosfatica.

Visando uma economia circular do fosforo, praticas que valorizam o reaproveitamento de
residuos e o uso eficiente do nutriente tém ganhado destaque. Entre as alternativas bioldgicas, os
fungos solubilizadores de fosfato (FSF) despontam por secretar acidos organicos, sideréforos,
polimeros anidnicos e fosfatases extracelulares capazes de converter formas insollveis de P em
ortofosfato assimilavel (UGHAMBA et al., 2025; LEI et al., 2025). Essa abordagem
biotecnoldgica atende simultaneamente a necessidade de reduzir a aplicacdo de fertilizantes
guimicos e de mitigar impactos ambientais negativos.

Nos géneros Aspergillus e Penicillium, diversos isolados exibem elevada producdo de
acidos organicos e atividade de fosfatase. Aspergillus niger PH1, por exemplo, incrementou em
28 % a biomassa de milho cultivado em solo contaminado por chumbo, além de solubilizar fosfato
tricalcico e atenuar a fitotoxicidade do metal (HUSSAIN et al., 2024). Ja isolados de Penicillium
e, mais recentemente, de Pyrenochaetopsis tabarestanensis, elevaram significativamente a
absorcdo de P em arroz e outros cereais, demonstrando versatilidade em diferentes sistemas de
cultivo (BAO et al., 2025).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mecanismos de solubilizadores de fosfato de Aspergillus e Penicillium

A baixa disponibilidade de fésforo (P) nos solos agricolas decorre principalmente da
rapida precipitacdo de fosfatos com Ca**, Fe** e AI**, formando compostos pouco soliveis que
restringem etapas metabdlicas vitais das plantas, como a sintese de ATP, a fotossintese e a divisdo
celular (Walsh et al., 2023; Tian et al., 2023). Para superar essa limitagdo, a atengédo voltou-se aos
microrganismos solubilizadores de fosfato (PSM). Entre eles, fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium destacam-se pela capacidade de mobilizar tanto fosfatos inorgénicos quanto ésteres
organicos de P, elevando a concentracdo de ortofosfato na rizosfera (LEI et al., 2025; UGHAMBA
et al., 2025).
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Os mecanismos envolvidos incluem a excrecdo de acidos organicos sobretudo citrico,
oxalico e glucdnico que acidificam o meio e quelam cétions metélicos, além da secrecdo de
fosfatases acidas capazes de hidrolisar ésteres fosforicos liberando ortofosfato prontamente
assimilavel (Emami et al., 2022; Lei et al., 2025).

No género Aspergillus, estudos recentes reforcam a eficiéncia de A. niger. O isolado PH1
manteve alta solubilizagdo mesmo sob 500 pug Pb g de solo, promovendo o crescimento de Zea
mays e ativando respostas antioxidantes (Hussain et al., 2024). Outros isolados de A. niger
atingiram mais de 700 mg L™ de P solubilizado a partir de Ca-P em meio liquido em menos de uma

semana, desempenho altamente dependente da fonte de carbono e do pH inicial (Li et al., 2023).

2.2 Papel das Enzimas

As enzimas constituem o alicerce da bioquimica celular porque aceleram reacGes ao reduzir
a energia de ativacdo sem alterar o equilibrio termodindmico; dessa forma, viabilizam desde a
sintese de ATP até a detoxificacdo de xenobidticos, a sinalizacdo hormonal e a montagem de
macromoléculas. Nos ecossistemas, a acdo extracelular de hidrolases, oxidoredutases e transferases
produz impactos geoquimicos de grande escala: € o caso das fosfatases, que mineralizam compostos
organicos fosforilados e, assim, alimentam o fluxo de fosforo (P) na rizosfera. Em solos tropicais,
onde mais de 80 % do P total esta retido em formas insollveis, a eficiéncia agronémica de
bioinsumos microbianos depende diretamente da cinética e da estabilidade dessas enzimas (Walsh
et al., 2023; McDowell et al., 2024).

Entre as fosfatases, as acidas (ACP) assumem protagonismo porque atuam em pH étimo
de 4,0 - 5,5, faixa que prevalece na maioria dos solos altamente intemperizados. Estruturalmente,
as ACPs pertencem a familia das histidina-fosfatases: a histidina nucleofilica do sitio ativo forma
um intermediario fosfo-histidil que, depois de hidrolisado, libera ortofosfato. A presenca de
cofatores metalicos, como Mg?" ou Fe**, estabiliza o estado de transi¢ao e aumenta a taxa catalitica.
A expressdo génica dessas enzimas é regulada pelo sistema Pho; concentracBes elevadas de Pi
reprimem a transcri¢do, ao passo que a deficiéncia de P induz sua sintese, ajustando o fornecimento
de ortofosfato a demanda vegetal (Lei et al., 2025; Ughamba et al., 2025).

Fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium destacam-se como grandes
produtores de ACP. Em Aspergillus niger PH1, por exemplo, a atividade de ACP em cultura liquida
suplementada com Cas(POa): ultrapassou 400 umol p-NP mL™ h™', valor que se correlacionou com
a solubilizagdo de fosfato tricalcico e, em casa de vegetagdo, resultou num incremento de 28 % na
biomassa de milho cultivado em solo contaminado por chumbo (Hussain et al., 2024). A analise
gendmica dessa espécie confirmou a conservacdo do gene aphA, tipico das histidina-fosfatases,
indicando que o mecanismo catalitico é partilhado entre diferentes isolados de A. niger. Ja

Penicillium oxalicum exibe ndo so6 elevada producao de &cidos organicos, mas também isoenzimas
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de ACP cuja atividade atingiu 190 U mg proteina™' em isolados obtidos de rizosferas de café,
desempenho superior ao de diversos isolados de Aspergillus testados sob as mesmas condigdes
(Bao et al., 2025). Além do suprimento de P, esses fungos podem imobilizar metais pesados: a
coprecipitacao de Cd** e Pb>" como fosfatos ou oxalatos reduz a fitotoxicidade e amplia a seguranga
alimentar (Li et al., 2024; Chandra et al., 2024).

Metanalises recentes indicam que, em solos acidos, a combinacdo de produgdo de &cidos
organicos e a atividade de ACP explicam até 70 % da variacdo observada na solubilizagdo de P por
fungos (Su et al., 2023). Tal sinergia confere a Aspergillus e Penicillium vantagens competitivas
sobre bactérias solubilizadoras, cujas fosfatases alcalinas perdem eficiéncia em pH baixo. Desse
modo, a fosfatase &cida converte-se na “pega-chave” para transformar potencial bioquimico em
ganho agronémico: isolados que conjugam alta atividade enzimatica com estabilidade extracelular
e robustez metabdlica emergem como candidatos preferenciais para formulaces de inoculantes

fungicos.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de solubilizacdo de fdsforo de isolados flangicos dos géneros
Aspergillus e Penicillium por meio de ensaios em meios solidos (halo de clareamento) e liquidos
(atividade de fosfatase acida), visando selecionar isolados promissoras para aplicagdo como

bioinoculantes em sistemas agricolas tropicais de baixa disponibilidade de P.

3. 1 Objetivos especificos

13

1. Padronizar a curva-padrao de p-nitrofenol (pNP) para quantificacdo da atividade de fosfatase

acida, estabelecendo a equacéo de regresséo e o coeficiente de determinacao (R?).

2. Determinar o indice de solubilizacdo (IS) dos isolados em meios PVK e NBRIP,

mensurando didmetros de halo e coldnia em diferentes tempos de incubagéo.

3. Quantificar a atividade de fosfatase &cida extracelular nos sobrenadantes flngicos, expressa

em unidades de enzima por mililitro (U-mL™).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 lIsolados utilizados

Os treze isolados do género Penicillium utilizados neste trabalho sdo provenientes de amostras

de solo do bioma Cerrado e encontram-se depositados na Unidade de Recursos Microbiologicos

(URMICRO). Para a presente etapa experimental, foram reativados 16 isolados pertencentes ao acervo
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da referida unidade, identificados pelos cddigos: 10120, 10502, 10590, 11799, 12181, 12150, 11835,
11873, 11824, 12940, 11869, 11754, 11874, 10462, 10407 e 10470. Os isolados de codigo iniciado
por "10" correspondem a Aspergillus niger, enquanto os demais sdo classificados como Penicillium
sp.

Todos os isolados foram reativados diretamente em meio Agar Extrato de Malte (MEA) e
incubados em estufa do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 25 °C por sete dias, tempo
suficiente para o restabelecimento do crescimento micelial vigoroso necessario para a conducdo dos
testes de solubilizacdo de fosfato.

Ao final do periodo de incubacdo, foi mensurado o didmetro da col6nia e do halo de

solubilizagdo, permitindo o calculo do indice de Solubilizagéo (IS), com base na férmula:

Is = Diametrototaldacolonia + halo

Diametrodacolonia

4.2 Teste de producgdo enzimatica em meio de cultura liquido

Alguns isolados fungicos foram cultivados em meio liquido National Botanical Research
Institute Phosphate (NBRIP), conforme a formulagdo de Nautiyal (1999). A escolha por esse meio, ha
segunda etapa da analise enzimatica, baseou-se na sua praticidade e menor custo de preparo em
comparacgdo ao meio Pikovskaya (PVK), descrito por Pikovskaya (1948).

O meio foi preparado utilizando 600 mL de &gua destilada, contendo os seguintes reagentes:
6,0 g de glicose (CsH120s), 3,0 g de cloreto de magnésio hexaidratado (MgClz-6H20), 0,15 g de sulfato
de magnésio heptaidratado (MgSOa4-7H-0), 0,12 g de cloreto de potassio (KClI), 0,06 g de sulfato de
amonio [(NH4).SO4] e 3,0 g de fosfato triclcico (Cas(PO4)2). Apds o preparo, o volume total foi
distribuido em aproximadamente 13 frascos Erlenmeyer, cada um contendo 50 mL do meio.

Discos miceliais de 7 mm de didmetro foram obtidos por meio de ponteiras esterilizadas e
utilizados como indculo, sendo transferidos para os frascos com meio NBRIP liquido. As culturas
foram incubadas em agitador orbital a 120 rpm, a 28 °C, por um periodo de sete dias. Apds esse
periodo, aliquotas de 2 mL foram coletadas e armazenadas em microtubos de 2 mL.

Decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para microtubos estéreis, sendo coletado um volume aproximado de 900

uL, o qual foi utilizado nas analises subsequentes.

4.3 Determinacdo da atividade de fosfatase acida extracelular

Para a determinacdo da atividade de fosfatase &cida extracelular, foi empregado o ensaio

colorimétrico utilizando p-nitrofenil fosfato (pNPP) como substrato. Tal método foi escolhido por sua
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simplicidade, baixo custo e, sobretudo, por sua sensibilidade, capaz de detectar variacGes sutis entre
os isolados.

As reacdes foram conduzidas utilizando sobrenadantes fangicos previamente filtrados e
esterilizados. Para cada amostra, foram preparados tubos de reacdo contendo: 500 pL de p-nitrofenil
fosfato 10 mM, 450 pL de tampéo acetato 50 mM (pH 5,0) e 100 pL do sobrenadante flngico. As
misturas reacionais foram incubadas em banho-maria a 37 °C por um periodo de 60 minutos.

Ao término da incubacdo, a reacdo foi interrompida com a adigdo de 1.000 pL de solugdo de
hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M, o que resultou em um volume final de 2,05 mL e permitiu o
desenvolvimento da coloragdo amarela caracteristica do p-nitrofenol (pNP). Paralelamente, foi
preparado um tubo controle (To), no qual o NaOH foi adicionado antes da incubag@o, além de um tubo
branco. As leituras de absorbancia foram realizadas imediatamente ap6s a adi¢cdo do NaOH, a 405 nm,
utilizando cubetas de 1 cm de caminho éptico.

A curva-padrdo, construida com concentracGes de p-nitrofenol entre 0,01 e 6,0 mM, gerou a
equacdo de regressdo linear ¥ = 0,109x + 0,058 (R? = 0,984). Como a concentragdo de pNP liberado
foi calculada com base na diferenca de absorbancias (AAbs = Abs:h — Abso), o valor do intercepto
pode ser desconsiderado, resultando na formula simplificada: AC = AAbs / 0,109.

A atividade enzimatica (U-mL™!) foi determinada pela multiplicagdo da concentragdo (AC)
pelo volume final da reacdo (2,05 mL), dividindo-se pelo tempo de incubacdo (60 minutos) e pelo

volume de amostra utilizado (0,100 mL). A férmula utilizada foi:

U-mL™ = AAbs x 3,211

Apenas triplicatas com coeficiente de variacdo inferior ou igual a 15% foram consideradas
validas; amostras que excederam esse limite foram repetidas. Esse protocolo permitiu a comparacao
padronizada entre todos os isolados avaliados em um mesmo periodo experimental, revelando valores
de atividade enzimatica variando entre 0,22 e 1,70 U-mL ! diferenga suficiente para distinguir isolados
com maior potencial biotecnoldgico. As proporgdes de cada reagente utilizadas no ensaio de fosfatase
acida encontram-se detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1- Composicdo dos tubos de reagdo (volumes por amostra, feitos em triplicata).

Etapa / Reagente Volume (uL)
Substrato pNPP 10 mM 500
Tampéo acetato 50 mM (pH 5,0) 450
Amostra (sobrenadante flingico) 100
Incubagéo — 37 °C x 60 min —
NaOH 0,5 M (stop) 1000
Volume final 2 050

Fonte: Do autor (2025)
4.4 Curva-padrao pNPP com ajuste linear (R?)
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Para quantificar a fosfatase acida extracelular, a curva-padrao de p-nitrofenol (pNP) foi
reconstruida apds a remog¢do das maiores concentracfes (>5,5 mM), deixando o ajuste mais fiel ao
intervalo de interesse. Qito padrdes foram utilizados: 0,01; 0,03; 0,05; 0,07; 0,08; 0,09; 0,50; 0,80;
1,00 e 1,80 mM incubados sob as mesmas condigdes aplicadas as amostras (37 °C, pH 5, 60 min). As
absorbancias correspondentes, medidas a 405nm, foram ajustadas por minimos-quadrados e
resultaram na equacéo linear §= 0,122 x + 0,021, com R2=0,991 e desvio-padrio residual de apenas
0,02 unidade de absorbancia. Assim, qualquer AAbs obtido nos tubos de rea¢do é convertido em
concentragdo de pNP pela relagdo [pNP]=(AAbs —0,021)/0,122; em seguida, essa concentragdo foi
transformada em atividade enzimatica (U-mL™) considerando o tempo de incubagdo (60 min), o
volume final da reacdo (2,05 mL) e o volume de sobrenadante adicionado (0,10 mL). Desse modo, a
curva-padrio corrigida fornece uma base robusta para comparar, com confianca, a eficiéncia dos

diferentes isolados fungicos na liberacdo de ortofosfato.

5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1 Crescimento em placa e halo de solubilizacéo

Apo6s a inoculacdo nos meios solidos PVK e NBRIP, observou-se, jA no terceiro dia, a
formacdo de uma zona de clareamento (halo) em torno de determinadas colénias. A hipotese inicial
era de que os isolados de Penicillium apresentariam um indice de solubilizacdo inferior, visto que esse
halo surgia de forma mais discreta e tardia quando comparados com os isolados de Aspergillus niger.
A andlise sistematica, entretanto, demonstrou que o ritmo de crescimento micelial interferiu
diretamente na espessura do halo: os isolados de A. niger cobriram a superficie da placa mais
rapidamente, acidificando intensamente o meio e, por conseguinte, gerando halos mais amplos. Em
contraste, os isolados de Penicillium exibiram expansdo radial mais lenta, o que retardou a apari¢do
do clareamento, sem que isso representasse, necessariamente, baixa capacidade de solubilizacdo de

fosfato.

5.2 Indice de solubilizacéo de fosfato (halo) nos meios PVK e NBRIP”

Os valores do indice de solubilizagdo (IS) obtidos para cada isolado nos meios PVK e NBRIP
ao longo de trés datas de monitoramento (04, 06 e 08 de abril). O IS foi calculado como a razéo entre
o diametro total (halo + col6nia) e o diametro da coldnia; valores superiores a 1,00 indicam
solubilizagdo detectavel e, quanto maior o indice, maior a eficiéncia aparente (ARIAS et al., 2023).

Dois comportamentos merecem destaque. O isolado 11799 manteve IS acima de 1,15 em todas
as leituras, em ambos os meios, evidenciando acidificacdo estavel do meio e potencial elevado para

liberar fosforo a partir de fosfato de célcio. J& o isolado 11824 apresentou variagdo maior: embora o
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IS tenha permanecido proximo de 1,10 na maioria das avaliagdes, oscilou entre 0s meios e entre as
datas, refletindo crescimento mais lento e formacdo tardia do halo.

Os isolados 11835, 12181, 10120 e 10590 exibiram IS entre 1,05 e 1,30, com flutuacdes
discretas, caracterizando solubilizacdo moderada. O isolado 10502 ndo formou halo visivel em
nenhuma data, permanecendo abaixo do limiar de deteccéo, o que sugere estratégia distinta ou pouco
expressiva nas condigdes testadas para aquisi¢ao de fosforo.

Em conjunto, os dados evidenciam que o desempenho no ensaio de halo varia tanto entre
espécies gquanto ao longo do tempo, reforcando a necessidade de multiplas avaliagdes para evitar
conclusdes baseadas em um Unico ponto de leitura.

Os valores do indice de solubilizacdo (IS) obtidos para todos os isolados nos meios PVK e

NBRIP, nas trés datas de monitoramento, estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — indice de solubilizacdo (IS) dos isolados

Isolado Data IS PVK IS NBRIP
11799 04/04 1.15 1.07
11799 06/04 1.52 1.15
11799 08/04 1.16 1.29
11824 04/04 1.11 1.10
11824 06/04 1.05 1.19
11824 08/04 0.97 1.15
11873 04/04 1.16 1.18
11873 06/04 1.03 1.12
11873 08/04 1.17 1.31
12181 04/04 1.11 1.20
12181 06/04 1.00 1.04
12181 08/04 1.46 1.32
12940 04/04 1.07 1.06
12940 06/04 0.95 1.05
12940 08/04 1.36 1.11
11754 08/04 - -
11754 10/04 - -
11754 14/04 - -
11835 08/04 1.14 1.13
11835 10/04 1.12 1.00
11835 14/04 1.09 -
11869 08/04 - -
11869 10/04 - -
11869 14/04 - -
11874 08/04 1.09 -
11874 10/04 1.08 -
11874 14/04 - -
12150 08/04 - -
12150 10/04 - -

12150 14/04 - -
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IS = (didmetro halo + coldnia) + (didmetro coldnia). Dados agrupados dos dias 04, 06, 08, 10 e 14

de abril. (Quadros com “-“ significa que ndo houve halo de solubilizagio).
Fonte: Do autor (2025)

Conforme mostrado na Tabela 3, valores de IS variaram de 1,03 a 1,52 em PVK e de 1,0 a
1,32 em NBRIP ao longo das diferentes datas. Na literatura, Sarker et al. (2017) relataram gque fungos
rizosféricos considerados solubilizadores exibem IS entre 1,10 e 3,05, adotando 1,1 como valor-limite
minimo para classificar um isolado como positivo PMC.

Todos os isolados que mantiveram IS > 1,1 em pelo menos um dos dois meios podem ser
considerados aptos a solubilizar fosfato de calcio em placa. Isolados como 11799 (IS > 1,15 em todas
as datas) destacam-se dentro dessa faixa, sugerindo ter capacidade de acidificar o meio; ja valores
préximos de 1,0, caso de 11824 em algumas leituras indicam atividade mais modesta e requerem
confirmagdo em ensaio liquido. As médias de IS, foram calculadas com base em 3 repeticdes.

Os isolados de Aspergillus e Penicillium avaliados apresentaram indices de solubilizagdo (IS)
entre 0,95e¢ 1,52 em PVK ¢ 0,93 e 1,44 em NBRIP. Tais valores se alinham ao intervalo de 1,10 — 3,05
relatado para fungos rizosféricos de café por Arias et al. (2023), confirmando que parte dos nossos
isolados atinge o patamar minimo operacional (IS>1,1) necessario para classificacdo como
solubilizadores de fosfato.

A cinética de halo distinguiu claramente os géneros analisados. Isolados de Aspergillus niger
acidificaram o meio rapidamente, gerando halos visiveis ja nas primeiras 48 h, comportamento
semelhante ao observado para o isolado PHI, que reduziu o pH do meio de 7,0 para 2,1 em 48h e
promoveu IS > 3,0 no estudo de Hussain et al. (2024). Em contraste, Penicillium formou halos apenas
apos 72 h, mas alguns isolados, como 12181, alcangaram IS préximos a 1,5 até o 8° dia, indicando uma
liberacdo de &cidos organicos mais gradual.

A anélise da atividade de fosfatase &cida extracelular (ACP) revelou auséncia de correlacao
direta com o tamanho do halo. Por exemplo, o isolado Penicillium 11824 exibiu IS moderado (~1,15)
enquanto registrou a maior ACP (~2 UmL™). Ja A. niger 11799 apresentou halos amplos, mas ACP
intermediaria (~0,85 UmL™"). A independéncia parcial desses mecanismos também foi demonstrada
por Zhang et al. (2023), que obtiveram mutantes de Penicillium brocae incapazes de secretar acidos
organicos (sem halo) mas com ACP preservada.

Sob perspectiva fisioldgica, a convergéncia de acidificacdo e ACP explica grande parte da
solubilizacdo total de P. Ma et al. (2025) afirmaram que, em solos acidos, a soma desses processos
responde por até 70 % da variagdo na disponibilidade de P mobilizado por fungos. Desse modo,
isolados que combinam IS elevado e ACP estavel, casos de A. niger 11799, Penicillium 10120 e 12181
se destacam como potenciais candidatos na formulacdo de bioinoculantes capazes de fornecer P de
forma rapida e continua as culturas.

A secrecdo de acidos organicos, sobretudo oxalico, também contribui para a imobilizacéo de

metais toxicos no solo. Lietal. (2016) demonstraram que Penicillium oxalicum libera grandes
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quantidades de &cido oxalico, formando precipitados de fosfato de metais pesados e reduzindo sua
fitotoxicidade. Assim, os fungos com perfil duplo (alta acidificacdo e ACP) podem atuar
simultaneamente como biofertilizantes de P e agentes de biorremediacao.

Em sintese, o protocolo multiparamétrico adotado permitiu selecionar isolados com diferentes
perfis de solubilizacdo. Aspergillus niger 11799, Penicillium 10120 e 12181 relinem atributos que
justificam ensaios em casa de vegetacdo e campo para validar sua eficacia na reducdo de doses de

fertilizante fosfatado em ambientes tropicais com baixa disponibilidade de P.

5.3 Indice de solubilizago de isolados de A.niger

Durante as avaliacdes de halo nos meios sélidos, constatou-se que apenas nos dias 16/04 e
18/04 as zonas de clareamento puderam ser mensuradas com confiabilidade. A partir do terceiro dia
de incubacdo, os isolados exibiram crescimento micelial tdo vigoroso que o micélio cobriu quase toda
a superficie da placa, fundindo-se ao halo de solubilizacdo e impedindo qualquer leitura precisa do
didmetro de clareamento. Em outras palavras, nesses primeiros dois pontos temporais ainda havia
contraste suficiente entre o halo e o micélio para determinar o indice de solubilizacdo (IS). Logo
depois, a expansdo radial das coldnias, especialmente dos isolados de Aspergillus niger, tornou
impossivel distinguir onde o halo terminava e onde o micélio comecava, pois 0 micélio passou a
invadir completamente a area antes ocupada pelo clareamento do meio.

Os indices de solubilizacdo determinados exclusivamente para os isolados de Aspergillus niger

estdo resumidos na Tabela 3
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Tabela 3 — indice de Solubilizacéo (1S) dos Isolados de A.Niger.

Isolado Data IS PVK IS NBRIP
10120 16/04 1.23 1.00
10120 18/04 1.10 1.44
10407 16/04 1.13 -
10407 18/04 1.17 -
10462 16/04 - -
10462 18/04 - -
10470 16/04 - 0.93
10470 18/04 - 0.71
10502 16/04 - -
10502 18/04 - -
10590 16/04 1.27 1.12
10590 18/04 1.15 0.98

IS calculado como (didmetro total de halo + colénia) + (didmetro da colénia). Auséncia de valor indica
auséncia de halo detectavel. Quadros marcados com “-* signficam auséncia de halo de solubilizagao.
Fonte: Do autor (2025)

A Figura 1 mostra isolado 11824 em placas de PVK (imagens 1a e 1d) e de NRIP (imagens 1b
e 1c), fotografadas trés dias ap6s a medicdo final do halo de solubilizacdo. Nesses registros, o micélio
ja se expandiu completamente pela superficie do meio, ocultando qualquer sinal visivel de halo em
ambos os meios. A face inferior das placas reforca essa invasdo do agar pelo tecido flngico, confirmando
que, apos esse periodo, torna-se inviavel distinguir e mensurar o halo de clareamento. As imagens
apresentadas na figura 2 retratam a placa do isolado 11799, trés dias apos a primeira medicéo do halo.
A face superior mostra a auséncia ou sutileza do halo em cada meio, enquanto a face inferior evidencia

a distribuicdo do micélio e possiveis vestigios de clareamento.

Figura 1 — Placas do isolado 11824 em meios s6lidos PVK e NBRIP)

Fonte: Do autor (2025)
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Figura 2 — Placa do isolado 11799, trés dias ap6s avaliacdo do halo, em meios PVK e NBRIP

s

L L

Fonte: Do autor (2025)

As imagens presentes na Figura 3 ilustram o comportamento do isolado 11873, trés dias apds a
medicdo final do halo, em placas de PVK e NBRIP, exibindo-se tanto a face superior quanto a face
inferior. Nas imagens da face superior (3a e 3b) vé-se apenas o micélio ocupando integralmente o agar,
sem qualquer sinal de halo visivel em torno dos pontos de inoculagdo. Entretanto, ao inverter a placa de
NBRIP (3c), percebe-se um halo sutil, uma ligeira zona de clareamento além da borda micelial que
escapa a observacao direta pela face superior. Ja na face inferior da placa de PVK (3d), confirma-se a
cobertura total do agar pelo micélio e a auséncia de qualquer clareamento, evidenciando como, ap6s
esse periodo de crescimento vigoroso, apenas a translucidez do verso permite reconhecer vestigios de

solubilizacéo.

Figura 3 — Placa do isolado 11873, trés dias apos avaliagdo do halo, em meios PVK e NBRIP

Fonte: Do autor (2025) '

A Figura 4 apresenta o isolado 12181 em placas de PVK e NBRIP, fotografadas trés dias apds
a medicdo final do halo. Nas imagens da face superior, observa-se apenas o micélio cobrindo
integralmente o agar, sem qualquer clareamento para delimitar o halo de solubilizagdo. Ao inverter a
placa (face inferior), confirma-se que o tecido flngico preencheu toda a superficie, tornando impossivel
distinguir um halo visivel, sinalizando que, ap6s esse periodo, o crescimento vigoroso do micélio impede

a mensuracgdo do clareamento do meio.
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Figura 4 — Placa do isolado 12181, trés dias ap6s a medi¢do do halo, em meios PVK e NBRIP

Fonte: Do autor (2025)

O comportamento do isolado 12940 trés dias ap6s a mensuracao inicial do halo, em placas de
PVK e NBRIP, apresentadas em suas faces superior e inferior € mostrado na Figura 5. Na face superior
das placas (5a e 5b), observa-se apenas o micélio cobrindo toda a superficie do agar, sem indicios
visiveis de clareamento pericelular em nenhum dos meios. No entanto, ao inverter a placa de NBRIP
(5¢), torna-se possivel distinguir, por translucidez, um halo extremamente ténue adjacente a borda do
micélio, sinalizando uma atividade de solubilizacdo muito discreta. A face inferior da placa de PVK
(5d) reafirma que o micélio ocupou integralmente o meio, ndo havendo vestigios de halo, o que confirma
que, apos esse periodo de desenvolvimento fangico intenso, a mensuracao direta do clareamento do agar

se torna inviavel.

Figura 5 — Placa do isolado 12181, trés dias ap6s a medi¢do do halo, em meios PVK e NBRIP

O isolado 10120 exibiu claramente halo de solubilizagdo nos primeiros dois dias de incubacéo;
contudo, a partir do terceiro dia 0 micélio cresceu de tal forma que se fundiu ao halo de clareamento,
impossibilitando a distin¢do entre tecido fungico e zona solubilizada (Figura 6) Por essa razao, nao foi

viavel obter medigdes confidveis além desse periodo inicial.
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Figura 6 — Placa do isolado 10120, trés dias ap6s a medigdo do halo, em meios PVK e NBRIP

Fonte: Do autor (2025)

5.4 Determinacéo da Producéo de p-Nitrofenol por Ensaios pNPP

Para calcular a atividade de fosfatase acida extracelular de cada isolado, determinou-se,
inicialmente, a variagdo de absorbancia liquida (AA) subtraindo-se a leitura ao tempo zero (Ao) daquela

obtida ap6s 60 min de incubagdo a 37 °C (A:h). Em seguida, aplicou-se a equagdo da curva-padréo:
Abs — 0,122 :pNP: + 0,021 [RE = 0,991)

Aplicando a equacdo revisada da curva-padrédo as réplicas de cada isolado, obtiveram-se as
seguintes atividades médias: 10502 apresentou a menor atividade, cerca de 0,21 U-mL™", ¢ 10590
registrou 0,35 U-mL'. O isolado 11824 destacou-se como o maior produtor de fosfatase, alcangando
1,97 U-mL™; entretanto, esse valor resultou de replicatas altamente discrepantes, exigindo nova
verificagdo. Os isolados 12181 (0,77 U-mL™), 10120 (0,77 U-mL™*) ¢ 11799 (0,85 U-mL™!) exibiram
atividades intermediarias, proximas de 0,8 U-mL™, com coeficientes de varia¢do entre 3 % e 13 %,
indicando reprodutibilidade satisfatoria. O isolado 11835, analisado em duplicata por limitagdo de
reagente, atingiu 0,80 U-mL™'; as duas leituras praticamente idénticas conferem confianca a média,
embora uma terceira réplica ainda seja recomendavel para estatistica plena.

A atividade de fosfatase acida extracelular medida para cada isolado, expressa em U-mL"!,

encontra-se na Tabela 4
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Tabela 4 Atividade Enzimatica dos Isolados

Isolado Réplicas (U-mL™) Média DP CV (%)
10502 0,241 + 0,260 « 0,126 0,209 0,073 35
10590 0,305 + 0,386 * 0,347 0,346 0,041 12
11824 2,814 +2,814 ¢ 0,294 1,970 1,450 74
12181 0,674 + 0,843 « 0,798 0,772 0,087 11
10120 0,722 + 0,700 « 0,885 0,769 0,101 13
11799 0,868 « 0,826 « 0,843 0,846 0,021 2,5
11835* 0,801 + 0,804 0,802 0,002 0,3

Observacao: A amostra 11835 foi feita em duplicata.
Fonte: Do autor (2025)

Os indices de solubilizacéo (IS) obtidos neste trabalho, de 0,95 a 1,52 em PVK e 0,93 a 1,44 em
NBRIP enquadram-se na faixa descrita recentemente para fungos rizosféricos. Para os géneros
Aspergillus e Penicillium oriundos de agroecossistemas tropicais, o IS costuma variar de ~1,1 até valores
acima de 3 quando isolados de alto desempenho sédo testados em PVK ou NBRIP (ARIAS et al., 2023;
BAO et al., 2024). Embora os nossos valores médios estejam mais proximos do limiar minimo (1,10),
isolados como 11799 e 10120 ultrapassaram 1,15 em pelo menos uma leitura, caracterizando-se como
candidatos promissores para mobilizar fosfato insollvel em placas.

A cinética do halo diferiu marcadamente entre os géneros: A. niger formou clareamento ja no
primeiro dia de incubacdo, enquanto Penicillium sé apresentaram halos nitidos a partir de 72 h, reflexo
da maior taxa de crescimento micelial e da liberacdo subita de acidos organicos pelo primeiro (ARIAS
et al., 2023). Ensaios recentes com o isolado A. niger PH1, inclusive sob estresse por Pb, confirmam
essa rapidez: em 48 h o pH do meio caiu de 7,0 para 2,1 e 0 IS superou 3,0, enquanto fungos de outros
géneros responderam mais lentamente (MORAIS-TANAKA et al., 2024).

Apesar de IS elevados sugerirem acidificacdo intensa, ndo se observou correlagéo direta com a
atividade de fosfatase acida extracelular. O isolado 11824, por exemplo, exibiu IS médios de 1,11-1,19
em PVK, mas apresentou a maior atividade enzimatica (1,97 U mL™). Ja 11799 manteve IS estavel (>
1,15) e atividade moderada (~0,85 U mL™"). Relagdes semelhantes foram relatadas por BAO et al. (2024)
ao comparar Pyrenochaetopsis tabarestanensis e A. niger, reforcando que acidificacdo e hidrolise
enzimatica sdo mecanismos complementares, porém regulados por vias distintas.

As atividades de fosfatase registradas (0,21 a 1,97 U mL™!) situam-se no intervalo usual
compilado por JIA et al. (2024), que analisaram mais de cem ensaios e constataram que, em meios

liquidos de pH = 5, o pico raramente excede 2 U mL . O alto coeficiente de variagao de 11824 (= 74

%) indica que turbidez residual ou flutuagcbes de pH podem ter superestimado a leitura, por isso
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recomenda-se repetir o ensaio com clarificagdo do sobrenadante.

A auséncia de halo no isolado 10502, concomitante a uma atividade enzimatica residual de 0,21
U mL, ilustra rotas alternativas de aquisi¢ao de fosforo. Mutantes de Penicillium brocae com insergéo
em gene de enolase perdem a secre¢do de acidos organicos e, portanto, 0 halo mas preservam niveis
basais de fosfatase, demonstrando que a regulacdo dessas enzimas pode ser independente do pH
(ZHANG et al., 2023).

6. CONCLUSAO

Os resultados confirmam que isolados de Penicillium e Aspergillus niger sdo capazes de
transformar fosfato de célcio insolivel em formas assimilaveis, combinando acidificagdo do meio com
atividade de fosfatase. Entre eles, destacaram-se especialmente os isolados 11799, 10120 e 12181
(Penicillium) e 10590 (A. niger), que aliaram halos amplos a taxas enzimaticas consistentes. Esses
achados reforcam o potencial dos fungos solubilizadores como biofertilizantes para reduzir a
dependéncia de fosfatos quimicos, abrindo caminho para testes em casa de vegetacdo, formulacGes de
inoculantes estaveis e ensaios de campo que avaliem ganhos reais de produtividade agricola de forma

sustentavel.
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