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Selecéo de fungos e meios de cultura para biossintese de oxalato
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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi selecionar fungos e meios de cultura que
maximizem a producdo de oxalato. O experimento foi montado em um fatorial de 6
(fungos) x 3 (meios) e com 3 repeti¢des, conduzido em erlenmeyer de 125 mL com 30
mL de meio e inoculado com 3 quadrados de micélio. Foram incubados por 15 dias em
incubadora shaker horizontal a 250 rpm e 28 °C e ap6s o periodo de incubacdo as
amostras foram filtradas em sistema de filtragdo a vacuo utilizando membrana com
poros de 0,22 um. A biomassa fungica retida no filtro foi transferida para cadinho e seca
em estufa a 80 °C até peso constante e no filtrado analisaram-se o pH e o oxalico
produzido. Todos os seis géneros de fungos e os trés meios de cultura estudados
mostraram ter efeito significativo na producdo de acido oxalico. Os maiores niveis de
producdo de oxalato foram alcancados pelo fungo Sclerotium rolfsii no meio Tsao,
produzindo 24 mM de oxalato.
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INTRODUCAO

Um dos fatores que afetam o crescimento vegetal é a disponibilidade de
nutrientes. No caso dos solos brasileiros, o fosforo (P) é um dos elementos mais
limitantes, em decorréncia da sua forte adsor¢do as particulas do solo (NOVAIS;
SMITH, 1999). O uso racional de P é extremamente necessario, visto que a principal
fonte para a producéo de fertilizantes sdo as rochas fosfaticas (RFs), que constituem um
recurso natural ndo-renovavel, sem sucedaneo e finito (CORDELL et al., 2009). Dentre
as alternativas que possibilitam a melhoria na eficiéncia de uso das fontes de P, a acéo
dos micro-organismos do solo destaca-se como biotecnologia sustentavel e de baixo
custo (SILVA FILHO et al., 2002).

A principal forma de solubilizacdo de P por micro-organismos € a liberacdo de
acidos organicos e seus protons associados, que atuam dissolvendo diretamente o
material fosfatico, ou quelando os cations que acompanham o anion fosfato (KUCEY et
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al., 1989). Dentre os &cidos organicos produzidos por micro-organismos destacam-se 0s
acidos oxalico, latico, citrico, gliconico, itaconico e malico (MAGNUSON; LASURE,
2004).

O 4cido oxalico se mostra mais eficiente na solubilizacdo de P devido a
acidificacdo do meio e ao alto potencial de complexacéo resultante da proximidade de
seus grupos carboxila (KPOMBLEKOU-A; TABATABAI, 1994). Nesse contexto, 0
objetivo desse trabalho foi selecionar fungos e meios de cultura que maximizem a
producdo de &cido oxalico.

MATERIAL E METODOS

A partir de um levantamento bibliografico foram selecionados seis géneros de
fungos que tém producéo significativa de &cido oxalico, sendo eles Rhizoctonia solani
(Rhi); Sclerotium rolfsii (Rol); Sclerotinia sclerotiorium (Scl); Aspergillus niger (FS1);
Penicillium islandicum (FS41) e Pleurotus ostreatus (Plo). Trés meios de cultura que
maximizam a producdo de oxalato também foram avaliados: meio caldo batata dextrose
(BD), meio Tsao [Gli] (TSAO, 1963) e meio de cultura Strasser [Sac] (STRASSER,
1994).

Para obtencao do inoculo os fungos foram cultivados em placa de Petri contendo
meio batata dextrose agar (BDA) por 6 dias a 28 °C e inoculados com trés quadrados de
micélio (~5 mm) retirados das bordas da colénia em erlenmeyers de 125 mL contendo
30 mL de meio de cultura liquido. Os erlenmeyers foram incubados em shaker
horizontal a 250 rpm e 28 °C.

Apos o periodo de incubacdo as amostras foram filtradas em sistema de filtragcédo
a vacuo utilizando membrana com poros de 0,22 um. O filtrado foi analisado para
quantificacdo do &cido oxalico por meio de eletroforese capilar (CE) e pH.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 6x3 com trés repeticbes por tratamento, sendo avaliados
individualmente, ndo havendo tratamentos de mistura entre fungos ou entre meios. A
andlise da significancia (teste t, p < 0,05) do efeito dos meios de culturas e dos fungos
sobre a biossintese de acido oxalico, foi realizado no software Sigma Plot.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os seis géneros de fungos e os trés meios de cultura estudados mostraram
ter efeito significativo na producdo de acido oxalico. Os maiores niveis de producéo de
oxalato foram alcangcados pelo fungo Sclerotium rolfsii no meio Tsao, alcangando
biossintese de 24 mM de oxalato (Figura 1). Isso esta diretamente ligado ao baixo pH
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encontrado, pois quanto maior a producdo de oxalato, mais acido o pH do meio (Figura
2a.). Por outro lado, a menor quantidade de &cido oxalico produzida pelo mesmo foi no
meio Strasser, onde se produziu a maior quantidade de biomassa (Figura 2a.), 0 que
explica a relagdo entre a quantidade de biomassa e oxalato, pois quando ele investe sua

energia em produzir biomassa, ele deixa de investir energia em producéo de &cido.
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Figura 1. Biossintese de oxalato por diferentes fungos em diferentes meios de cultura.
Letras minasculas comparam diferentes fungos dentro de cada meio de cultura e letras
maidsculas comparam os meios de cultura para cada fungo (Teste Fisher LSD, p < 0,05).
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Figura 2a. pH dos meios ap6s cultivo de fungos distintos. Figura 2b. Biomassa produzida por
diferentes fungos em diferentes meios de cultura.

Letras minusculas comparam diferentes fungos dentro de cada meio de cultura e letras maiusculas



Simposio deo
Ciéncias Agrarias 8
e Ambientais N

comparam os meios de cultura para cada fungo (Teste Fisher LSD, p < 0,05).
CONCLUSOES

A producédo de acido oxalico é influenciada tanto pelo tipo de meio de cultura
quanto pelo fungo utilizados, tendo 0 maximo de producdo pelo fungo Sclerotium rolfsii
no meio Tsao.
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