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RESUMO: Inúmeros microrganismos do solo, envolvendo bactérias e fungos, apresentam a capacidade para solubilizar fosfatos através de distintos mecanismos, principalmente pela produção de ácidos orgânicos. Esses ácidos vão atuar no material fosfático dissolvendo-o, ou atuando como quelante de cátions que acompanham o ânion fosfato. Dentre os ácidos produzidos, o ácido oxálico se destaca pela sua eficiência na solubilização de rochas fosfáticas, podendo ser usado em sistemas de solubilização de P. Nesse trabalho, avaliaram-se os fatores que controlam a biossíntese de ácido oxálico por Sclerotium rolfsii. As variáveis pH, tempo de incubação e componentes do meio de cultura (glicose; NaNO3; KH2PO4; extrato de levedura; MgSO4.7H2O e MnCl2.4H2O) foram avaliadas. O experimento foi realizado em delineamento fatorial fracionado de dois níveis (28-4) com 32 ensaios e 2 replicações do experimento completo. Maior produção de ácido oxálico foi obtida com aumento nas doses de glicose, KH2PO4, extrato de levedura, no tempo de incubação e diminuição da dose de MgSO4.7H2O. As demais variáveis (pH, NaNO3 e MnCl2.4H2O) não apresentaram efeito significativo. 
Palavras-chave: fósforo, fungo filamentoso, oxalato.

INTRODUÇÃO
A disponibilidade do P no solo é alterada de acordo com a ocorrência de vários processos biogeoquímicos. Dentre esses processos, podemos ressaltar a solubilização de fosfatos minerais, tornando-os disponíveis para as plantas. Inúmeros microrganismos do solo, envolvendo bactérias e fungos, apresentam a capacidade para solubilizar fosfatos através de distintos mecanismos, principalmente pela produção de ácidos orgânicos (WHITELAW, 2000). Esses ácidos orgânicos vão atuar no material fosfático dissolvendo-o, ou atuando como quelante de cátions que acompanham o ânion fosfato, liberando o mesmo para as plantas. Dentre os ácidos produzidos, o ácido oxálico se destaca pela sua eficiência na solubilização de rochas fosfáticas, podendo ser usado em sistemas de solubilização de P (KPOMBLEKOU; TABATABAI, 1994).
O ácido oxálico é produzido por vários fungos, incluindo fungos formadores de ectomicorrizas, basidiomicetos degradadores de madeira, saprófitas e fitopatógenos. Assim, fungos que causam doenças em culturas de importância econômica, podem ser utilizados alternativamente para estudos de produção de ácido oxálico, tornando-os, de alguma forma, úteis para a aplicação agronômica (DUTTON; EVANS, 1996). Nesse trabalho, avaliaram-se os fatores que controlam a biossíntese de ácido oxálico pelo fitopatógeno Sclerotium rolfsii. 
MATERIAL E MÉTODOS
Três quadrados (~3 mm) de micélio do fungo S. rolfsii foram retirados das bordas de colônias crescidas em meio de cultura batata dextrose e ágar (BDA) durante 7 dias a 25 ºC e transferidos para erlenmeyers de 125 ml contendo 30 ml de meio de cultura líquido (Tabela 1). Os erlenmeyers foram incubados em skaker horizontal a 28 °C e 240 rpm.
As amostras foram filtradas após incubação, utilizando membrana com poros de 0,22 µm em sistema de filtração a vácuo. O filtrado foi analisado para quantificação do ácido oxálico por meio de eletroforese capilar (CE).
O experimento foi realizado em delineamento fatorial fracionado de dois níveis (28-4) com 32 ensaios e 2 replicações do experimento completo. Os níveis inferiores (-1) e superiores (+1) de cada variável estão expressos na Tabela 1. O delineamento experimental, bem como a análise da significância (teste t, p < 0,05) do efeito de cada variável sobre a biossíntese de ácido oxálico, foi realizado no software Minitab 18.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Entre os oito fatores escolhidos para otimização, somente cinco mostraram efeito signiﬁcativo sobre a produção de ácido oxálico por S. rolfsii (Tabela 1). Na faixa avaliada, aumentos nas doses de glicose, KH2PO4, extrato de levedura, no tempo de incubação, assim como uma baixa dose de MgSO4.7H2O resultaram em efeito positivo na biossíntese de oxalato pelo fungo S. rolfsii. Os demais componentes (pH, NaNO3 e MnCl2.4H2O) não apresentaram efeito significativo. 
Quando a dose de glicose atingiu o seu nível superior (100 g/L) a produção de ácido oxálico pelo fungo S. rolfsii teve aumento significativo de 12 para 16 mmol/L (Figura 1). Esses resultados divergem daqueles obtidos para o fungo Penicillium bilaii, onde foi observada a produção de oxalato em condições limitadas de carbono (CUNNINGHAM; KUIACK, 1992). 
Tabela 1. Avaliação de fatores que afetam a biossíntese de ácido oxálico por Sclerotium rolfsii em meio líquido.

	Fator
	Nível inferior (-1)
	Nível superior (+1)
	Efeitoa

	Glicose (g/L)
	10
	100
	3,893*

	NaNO3 (g/L)
	1
	3
	-2,021

	KH2PO4 (g/L)
	0,5
	2
	5,291*

	Extrato de levedura (g/L)
	1
	3
	6,208*

	MgSO4.7H2O (g/L)
	0,025
	1
	-3,754*

	MnCl2.4H2O (g/L)
	0
	0,2
	0,986

	pH
	Não tamponado
	Tamponado
	1,815

	Tempo de incubação (d)
	10
	20
	10,268*


* Significativo pelo teste t (p < 0,05) 

aEfeito = m+ – m​- (m+ e m​- representam a média de ácido oxálico produzido para o nível superior e inferior de cada fator, respectivamente)
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Figura 1. Ácido oxálico produzido pelo fungo Sclerotium rolfsii em função da dose de glicose, NaNO3, KH2PO4, extrato de levedura, MgSO4.7H2O e MnCl2.4H2O, do tamponamento do pH, e do tempo de incubação.

Para a fonte de fósforo (KH2PO4) também houve incremento de oxalato produzido de 11 para 17 mmol/L quando a dose foi elevada de 0,5 para 2,0 g/L (Figura 1). Esse comportamente é semelhante ao do fungo Aspergillus niger, em que a acumulação de oxalato se dá na presença de fonte de fósforo (KUBICEK et al., 1988). A variável tempo de incubação foi grande determinante da produção, mostrando aumento de até 2 vezes na produção de oxalato por S. rolfsii (Figura 1), mostrando que o tempo de incubação deve ser igual ou maior que 20 dias, o que vai influenciar de forma positiva na biossíntese do ácido.

Ao contrário do que é observado para A. niger (STRASSER; BURGSTALLER; SCHINNER, 1994), o tamponamento do pH próximo do neutro não resultou em incremento da produção de ácido oxálico por S. rolfsii. 
O aumento da dose de MnCl2.4H2O não proporcionou nenhum aumento de biossíntese do ácido, esse resultado diferi daquele obtido para o fungo Aspergillus niger, em que foi observada a produção de oxalato à concentração de 0,2 mmol/L de MnCl2 (RUIJTER; VAN DE VONDERVOORT; VISSER, 1999).
CONCLUSÃO
Os fatores que controlam a biossíntese de ácido oxálico pelo fungo S. rolfsii são o tempo de incubação e a concentração de glicose, KH2PO4, extrato de levedura e MgSO4.7H2O. 
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