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Atividade de microrganismos solubilizadores de fosfatos
na presença de nitrogênio, ferro, cálcio e potássio(1)

Germano Nunes Silva Filho(2) e Caio Vidor(3)

Resumo � A capacidade e o potencial de solubilização de 21 isolados de microrganismos solubilizadores
de fosfatos (Bacillus, Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces) fo-
ram avaliados em cultivos em meio de cultura Glicose-Extrato de Levedura contendo diferentes fosfatos
(Ca, Al ou Fe), na presença de fontes de N (peptona, amônio e nitrato) e teores de Fe, Ca e K.
O crescimento e a atividade solubilizadora variaram em função do tipo de microrganismo e dos fatores
nutricionais. Em relação às fontes de N, a presença de amônio favoreceu a solubilização em seis isola-
dos; destes, três solubilizaram somente nesta fonte. O nitrato diminuiu a atividade solubilizadora, re-
duzindo ou inibindo a solubilização. Para a maioria dos microrganismos, a atividade solubilizadora
não foi afetada pelas variações nos teores de ferro. Baixos teores de Ca e K limitaram o crescimento de
cinco isolados que apresentam características de amplo crescimento (Aspergillus). Em dois desses iso-
lados, a solubilização de fosfato de Ca foi favorecida. Variações na capacidade e no potencial de
solubilização dos microrganismos, em resposta às condições do meio de cultura, indicam que o proces-
so ocorre com eficiência variável ou sugerem a presença de diferentes mecanismos de solubilização.

Termos para indexação: fósforo, microrganismos do solo, solubilização, nitrato, amônio.

Phosphate solubilizing activity of microorganisms in the presence of nitrogen, iron,
calcium and potassium

Abstract � Twenty-one isolates of phosphate solubilizing microorganisms (Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacteriaceae, Penicillium, Aspergillus and Paecilomyces) were evaluated for their solubilizing
capacity and potential in broth media (Glucose-Yeast Extract) amended with different types of phos-
phates (Ca, Al or Fe), in the presence of N sources (peptone, ammonium and nitrate) as well as concen-
trations of Fe, Ca and potassium. Microbial growth and phosphate solubilizing activity varied accord-
ing to the microorganism and the nutrient supplied. Ammonium increased solubilization activity of six
isolates and three of these solubilized only in this source. Nitrate decreased solubilizing activity and in
some instances, completely inhibited solubilization. In general, the solubilizing activity of microbial
isolates was not affected by different concentrations of iron. Low concentrations of Ca and K limited
the growth of five isolates that characteristically form large colonies (Aspergillus). Solubilization of
calcium phosphate was increased by two of these isolates. Variations in the phosphate solubilizing
capacity and potential of microorganisms as a response to the conditions in the growth medium indi-
cate that the process occurs with variable efficiency or suggest the presence of different mechanisms of
solubilization.

Index terms: phosphorus, soil, microorganisms, solubilization, nitrate, ammonium.
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Introdução

Os microrganismos solubilizadores de fosfatos
inorgânicos desempenham importante papel no su-
primento de P para as plantas. Este fato tem desper-
tado a atenção para a utilização desses microrganis-
mos como inoculante comercial ou no manejo de suas
populações como forma de promover uma melhor
utilização do P existente no solo ou do adicionado
como fertilizante.
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O uso desses microrganismos depende do conhe-
cimento de suas características, entre as quais, a ca-
pacidade de solubilização é uma das mais importan-
tes no processo de seleção. Ela varia com o micror-
ganismo e as condições do ambiente. Entre os fato-
res ambientais, o tipo de fosfato e a fonte de C estão
entre os mais estudados (Silva Filho & Vidor, 2000).
No entanto, a fonte de N e teores de nutrientes
inorgânicos podem ter participação decisiva no pro-
cesso. O efeito da fonte de N tem sido relacionado
ao balanço de íons absorvidos (Fernandes & Souza,
1990; Darrah, 1993). De modo geral, a solubilização
aumenta com a absorção de fontes amoniacais e di-
minui com as nítricas. No entanto, existem exceções,
como a constatada por Lapeyrie et al. (1991) com
um fungo ectomicorrízico da espécie Paxillus
involutus, cuja solubilização foi estimulada pela pre-
sença de nitrato.

O Fe, o Ca e o K apresentam funções que suge-
rem as suas participações no processo de
solubilização de fosfatos. A participação do Fe na
constituição de várias enzimas faz com que sua dis-
ponibilidade esteja relacionada ao controle de vias
metabólicas (Bagg & Neilands, 1987; Marschner,
1995). A enzima aconitase é responsável pela
isomerização do citrato, reação necessária à conti-
nuidade do ciclo dos ácidos tricarboxílicos. Dimi-
nuição na atividade desta enzima provoca acúmulo
de ácidos orgânicos (Marschner, 1995). Esses áci-
dos, ao serem liberados no meio, favorecem a
solubilização de fosfatos.

O Ca como nutriente é necessário à atividade
enzimática e à estrutura da membrana (Griffin, 1994),
e sua deficiência favorece a solubilização de fosfatos
deste elemento (MacKay et al., 1986; Robinson &
Syers, 1990). O K participa da atividade enzimática,
do metabolismo de carboidratos e do balanço iônico
(Griffin, 1994) e sua deficiência tem provocado maior
liberação de ácidos orgânicos (Paris et al., 1996).

A análise do comportamento dos isolados nas di-
ferentes condições nutricionais poderá fornecer in-
formações para a maximização do processo. Isto
poderá ser utilizado para melhorar o rendimento nas
condições de meio de cultura ou para a máxima efi-
ciência no campo. Além disso, fornecerão dados que
poderão contribuir para o entendimento dos meca-
nismos utilizados na solubilização. A solubilização

é freqüentemente associada à produção de ácidos
(Cunningham & Kuiack, 1992; Kim et al., 1997), no
entanto, outros mecanismos podem ocorrer
(Illmer & Schinner, 1992).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comporta-
mento de microrganismos solubilizadores de fosfatos
em resposta a fontes de N e teores de Fe, Ca e K no
meio de cultura.

Material e Métodos

Foram utilizados 21 isolados (Tabela 1) pertencentes
à coleção de microrganismos solubilizadores de fosfatos
do Laboratório de Microbiologia do Solo do Departamento
de Microbiologia e Parasitologia do Centro de Ciências
Biológicas da Universidade Federal de Santa Catarina,
classificados em gêneros por Silva Filho (1998) e selecio-
nados por suas características morfofisiológicas e por sua
capacidade de solubilizar fosfatos (Silva Filho &
Vidor, 2000).

Os isolados foram avaliados em meio de cultura GEL
(Sylvester-Bradley et al., 1982) com 0,3% de extrato de
levedura e suplementado com uma das três fontes de P
(CaHPO4, AlPO4 ou FePO4), na proporção de 0,89 g L-1

de P. O fosfato de Ca foi obtido pela adição de 1 mL de
uma solução de K2HPO4 a 5% e 1 mL de uma solução de
CaCl2 a 10% por 10 mL de meio. O fosfato de Al foi adi-
cionado na forma de suspensão na proporção de 3,5 g L-1

de meio. O fosfato de Fe, por se encontrar na forma de
grânulos, foi moído e passado em peneira de 0,053 mm de

Tabela 1. Relação dos isolados de microrganismos
solubilizadores de fosfatos.
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abertura de malha. O material peneirado foi utilizado na
forma de suspensão, na proporção de 4,33 g L-1. Em cada
fosfato foram avaliados os efeitos de fontes de N e teores
de Fe, Ca e potássio.

As fontes de N foram avaliadas pela adição de NH4
+,

NO3
-, NH4

+ + NO3
- (1:1) e peptona, na proporção de

69,2 mg de N L-1 de meio GEL, utilizando-se como fontes
inorgânicas de N o cloreto de amônio e o nitrato de K.
Como testemunha, usou-se o meio GEL.

Os teores de Fe, Ca e K foram testados em sete níveis,
adotando-se como valor intermediário o do meio GEL.
O Fe foi utilizado na forma de cloreto férrico em escala
exponencial com intervalo de magnitude de 0,5 (0,45, 1,
2,23, 4,96, 11,04, 24,6 e 54,8 mg L-1 de meio).

Foram testados teores de Ca de 230, 900, 1.400, 2.800,
5.000, 6.900 e 8.800 mg L-1 no fosfato de Ca e 60, 900,
1.800, 2.800, 3.700, 5.000 e 6.400 mg L-1 no fosfato de
Al e no de Fe. Esses valores foram obtidos após a adoção
dos seguintes procedimentos: o teor de 230 mg L-1 foi
obtido pela lavagem do precipitado por duas vezes antes
de ser adicionado ao meio. Após a mistura das soluções
de K2HPO4 e CaCl2 , a suspensão foi centrifugada a
3.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado, e adicionou-se água destilada para reconstituir
o volume inicial, procedendo-se então à ressuspensão e
nova centrifugação. Este procedimento foi repetido e fi-
nalmente uma nova ressuspensão foi produzida.
No segundo tratamento (900 mg L-1), foi removido 75%
do sobrenadante da primeira centrifugação e adição de
igual volume de água destilada. No terceiro, a remoção
foi de 50%. No quarto tratamento, o precipitado foi for-
mado no meio de cultura, mediante a adição de 1 mL de
K2HPO4 a 5% e 1 mL de CaCl2 a 10% por 10 mL de meio.
O quinto, o sexto e o sétimo tratamento foram obtidos
adicionando-se, respectivamente, ao procedimento adota-
do no quarto tratamento, 2.000, 4.000 e 6.000 mg de Ca
na forma de CaCl2 por litro de meio. Quando as fontes de
P foram os fosfatos de Al, Fe ou a testemunha sem adição
de fosfato inorgânico, os tratamentos foram preparados
pela adição de 0, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 e
6.000 mg de Ca na forma de CaCl2 ao meio GEL.

Os teores de K avaliados foram de 130, 700, 1.000,
2.000, 2.600, 3.100 e 3.700  mg L-1 no fosfato de Ca e de
30, 500, 1.100, 1.700, 2.100, 2.500 e 3.500 mg L-1 no
fosfato de Al e no de Fe. Os quatro primeiros tratamentos
em cada fosfato foram obtidos de maneira semelhante à
preparação dos níveis de Ca. O quinto, o sexto e o sétimo
tratamento foram obtidos adicionando-se respectivamen-
te ao quarto tratamento 600, 1.200 e 1.800 mg de K na
forma de KCl  por litro de meio. Nas demais fontes de
fosfato, os diferentes níveis de K foram obtidos pela adi-
ção de 0, 600, 1.200, 1.800, 2.400, 3.000 e 3.600 mg de

potássio. Determinações dos teores de K e Ca solúveis no
meio foram realizadas após a aplicação dos tratamentos e
centrifugação (Tedesco et al., 1995).

O inóculo foi preparado adicionando-se 3 mL de água
destilada esterilizada a culturas incubadas em meio GEL
inclinado em tubos de ensaio (120 x 80 mm), por 72 ho-
ras a 30oC, seguida de agitação manual. A inoculação foi
realizada com ponteira de pipeta de diâmetro aproximado
de 1 mm. Em cada placa, foram inoculados aleatoriamen-
te sete isolados em pontos eqüidistantes. Após 72 horas
de incubação a 30oC, foi verificada a presença de área
solubilizada (capacidade) e realizada a medição do diâ-
metro dessa área e da colônia. A partir destes dados, foi
obtida a relação entre o diâmetro do halo e da colônia.
O diâmetro da área solubilizada e a relação foram utiliza-
dos na avaliação do potencial de solubilização.

Cada isolado foi avaliado individualmente, em experi-
mento conduzido em delineamento de blocos casualizados,
com cinco repetições. Os dados obtidos foram submeti-
dos à análise de variância e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussão

Independentemente da fonte de N, nenhum isola-
do solubilizou fosfato de Fe, enquanto dois
solubilizaram fosfato de Al e 17 solubilizaram fosfato
de Ca em pelo menos uma das fontes nitrogenadas.
Quatro isolados (4, 89, 119 e 148), conforme já ha-
via sido observado por Silva Filho & Vidor (2000),
não solubilizaram nenhum tipo de fosfato.

Entre os isolados que solubilizaram fosfato de Ca,
seis apresentaram efeitos positivos do N amoniacal
(Figura 1). Os isolados 98, 205 e 239 só solubilizaram
na presença desta fonte. Com a absorção de amônio,
a célula tem que promover a extrusão de prótons (H+)
para manter a sua eletroneutralidade e o transporte
ativo secundário em funcionamento (Fernandes &
Souza, 1990; Haynes, 1990; Darrah, 1993),
acidificando o meio e conseqüentemente solubilizando
o fosfato. Além de ser de baixa eficiência (relação
halo:colônia = 1), este parece ser o único mecanis-
mo que estes microrganismos apresentam. Esta idéia
é reforçada pelo fato de estes três isolados não terem
solubilizado fosfato em experimentos anteriores (Sil-
va Filho & Vidor, 2000).

Os isolados 154, 263 e 297 apresentam efeito
positivo da nutrição amoniacal e negativo da nítrica
(Figura 1). Quando a fonte foi exclusivamente nítrica,
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não houve solubilização. A absorção do nitrato leva
ao consumo de prótons por parte da célula (Fernandes
& Souza, 1990; Neidhardt et al., 1990), ocasionan-
do a elevação do pH no meio. Quando se utilizou
NH4

+ + NO3
-, houve solubilização, mas os valores

do diâmetro do halo e da relação (halo:colônia) fo-
ram inferiores aos da nutrição amoniacal. Na presença
das duas formas, a célula pode absorver quantidades
balanceadas, de forma a não alterar o pH (Fernandes
& Souza, 1990; Darrah, 1993).

Um isolado (264) só solubilizou fosfato de Ca na
presença de peptona ou quando o meio (GEL) não

foi suplementado com N (Figura 1). Deficiências
nutricionais podem favorecer a produção e ou a libe-
ração de ácidos. A limitação do crescimento no meio
não-suplementado pode ser uma das justificativas
para a solubilização (Cunningham & Kuiack, 1992;
Illmer et al., 1995).

Dez isolados (05, 85, 86, 142, 238, 250, 293, 303,
310 A e 310 B) solubilizaram fosfato de Ca inde-
pendentemente da fonte de N (Figuras 1 e 2).
O crescimento dos isolados 05, 85, 238, 293 e 303
não foi afetado. Apenas o isolado 303 apresentou
maior relação halo:colônia na presença de NO3
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do comparada às obtidas com NH4
+ e NH4

+ + NO3
-.

Este microrganismo pode ter um metabolismo seme-
lhante ao Paxillus involutus, onde a presença de ni-
trato estimula a produção de ácidos orgânicos
(Lapeyrie et al., 1991; Paris et al., 1996) como uma
forma de compensar a elevação do pH da célula de-
vido à absorção de nitrato (Lapeyrie, 1988).

Os isolados que apresentaram colônias grandes
(86, 142, 250, 310 A e 310 B) tiveram o crescimento
estimulado pelas fontes nitrogenadas inorgânicas
(Figura 2). Apesar de o isolado 310 B não apresen-
tar diferenças de crescimento entre as fontes
inorgânicas, a relação halo:colônia na presença de
nitrato (NO3

- ou NH4
+ + NO3

-) foi inferior aos de-
mais tratamentos, sugerindo o efeito de inibição pelo
NO3

-. Os resultados obtidos para o fosfato de Al pe-
los isolados 142 e 310 A foram semelhantes aos ob-
tidos com o fosfato de Ca, sugerindo que o mecanis-
mo é provavelmente o mesmo.

Nos níveis de Fe, Ca ou K, sete isolados (04, 89,
98, 119, 148, 205 e 239) não solubilizaram fosfatos,
repetindo outros resultados obtidos por Silva Filho
& Vidor (2000). Dos 14 restantes, nenhum isolado
demonstrou capacidade de solubilizar fosfato de Fe,
dois solubilizaram fosfato de Al e todos solubilizaram
o fosfato de Ca em pelo menos um nível de Fe, Ca ou
potássio. Observou-se a formação de precipitado de
fosfato de Ca nos experimentos com Ca e K, princi-
palmente nos tratamentos 2 e 3, em que o meio apre-
sentou áreas concentradas com grumos.

A atividade solubilizadora da maioria dos micror-
ganismos não foi afetada pelos teores de ferro. Isto
pode significar que os valores utilizados não foram
limitantes ou que estes não apresentam mecanismos
eficientes para a solubilização deste fosfato. Dos 14
isolados que solubilizaram, dez o fizeram em todos
os níveis. Destes, oito só solubilizaram fosfato de Ca
(Figura 3). Além do fosfato de Ca, os isolados 142 e
310 A solubilizaram o fosfato de Al (Figura 4). Es-
tes mesmos isolados não apresentaram diferenças de
crescimento em relação às concentrações de Fe no
meio GEL (Testemunha). Contudo, o crescimento foi
maior quando se adicionou fosfato de Fe, sugerindo
o aproveitamento do fósforo do fosfato. Aparente-

mente, esta utilização não foi suficiente para formar
uma área de solubilização, mas ela é indicativa de
que existe algum processo de disponibilização.

Os quatro isolados restantes não solubilizaram em
todos os níveis (Figura 3). O 154 e o 297 só
solubilizaram fosfato de cálcio em concentrações de
ferro bastante específicas. Isto parece não estar rela-
cionado com o crescimento do microrganismo e sim
às características do meio. O isolado 263, também
não teve seu crescimento afetado pelos teores de Fe,
só solubilizando em teores abaixo de 4,96 mg L-1 de
meio (Figura 3). Logo, a produção da substância
solubilizadora estaria sendo realizada em condições
de deficiência do elemento, sugerindo a possibilida-
de da produção de substâncias específicas no meca-
nismo de absorção de Fe (Masaoka et al., 1993;
Wilhelm & Trick, 1994; Shenker et al., 1995). Pode
ser, ainda, que a deficiência de Fe estivesse afetando
a atividade da aconitase, provocando acúmulo de
ácidos (Marschner, 1995). O isolado 293 só
solubilizou nos níveis mais altos de Fe. Em baixo
nível (0,45 mg L-1), apresentou pouco crescimento e
ausência de solubilização, demonstrando uma maior
exigência de Fe em relação aos outros isolados
(Figura 3).

Quanto ao Ca, a quantidade existente no meio com
baixo teor (230 mg L-1) foi adequada para o cresci-
mento dos isolados com colônias de diâmetro peque-
no a médio (Figura 5). Para alguns destes isolados
(293, 303, 263 e 264), o aumento do teor não afetou
o tamanho da colônia, enquanto houve diminuição
para outros (238, 05, 154 e 297), chegando a inibir o
crescimento (85). Isto pode estar relacionado com a
suscetibilidade à pressão osmótica do meio. De certa
forma, a área solubilizada acompanhou o crescimento
da maioria destes microrganismos, exceto os isola-
dos 154 e 297, que solubilizaram em concentração
bem específica (2.800 mg L�1), o isolado 303, que
solubilizou menos no nível baixo (230 mg L-1), e o
264, que não solubilizou no nível mais elevado
(8.800 mg L-1).

Para os isolados que normalmente apresentam
amplo crescimento (310 B, 86, 142, 250 e 310 A),
as baixas concentrações de Ca (230 e 900 mg L-1)
foram insuficientes para promover o crescimento
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(Figura 6). Isto aconteceu porque o Ca é essencial à
atividade enzimática e à estrutura da membrana
(Griffin, 1994), dificultando o crescimento com di-
minuição de sua disponibilidade. A partir do teor
médio de Ca (2.800 mg L-1), o isolado 310 B apre-
sentou restrições de crescimento, possivelmente pela
maior pressão osmótica. Nos níveis mais baixos, o
tamanho da colônia e da área solubilizada foram si-
milares. Com a restrição ao crescimento, apesar de a
área solubilizada ter sido menor, proporcionalmente
ela foi maior que a da colônia.

Os isolados 86 e 142 comportaram-se de maneira
semelhante, apresentando decréscimo no tamanho da
colônia a partir do 5o nível de Ca (5.000 mg L-1).
O comportamento do halo e da colônia foram de certa
forma os mesmos, sugerindo que a solubilização de-
pende do crescimento (Figura 6).

Os isolados 310 A e 250 apresentam, no nível mais
baixo, uma relação halo:colônia superior à dos de-
mais níveis. Além do fosfato de Ca, os isolados 142
e 310 A também solubilizaram fosfato de Al, com
resultados similares entre as duas fontes de fosfato.

O baixo suprimento de Ca parece estimular a
produção de substâncias solubilizadoras, como pode-
se deduzir pelo halo do isolado 310 B e pela relação
halo:colônia nos isolados 250 e 310 A. Cunningham
& Kuiack (1992) verificaram que Penicillium bilaji,
em altas concentrações de Ca, esporula e passa a
alcalinizar o meio, ao passo que, em baixas concen-
trações, produz ácidos. Deve-se ainda considerar o
Ca como nutriente, pois alguns organismos o reque-
rem em maior quantidade (Marschner, 1995).
Em baixos teores do nutriente, a retirada do Ca da
solução pode resultar na dissolução do fosfato de Ca
(Bekele et al., 1983; Robinson & Syers, 1990).

Figura 5. Efeito de teores de Ca no crescimento e na capacidade de solubilizar fosfato de cálcio dos
isolados 293, 303, 263, 264, 238, 05, 154, 297 e 85. Letras minúsculas comparam o diâmetro de colô-
nia (  ) e maiúsculas o do halo (  ).
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O comportamento dos isolados em relação ao K
foi semelhante ao obtido com Ca. O aumento na con-
centração não provocou aumentos expressivos no
crescimento dos microrganismos com colônias de

tamanho pequeno a médio (Figura 7). Os isolados que
produzem colônias grandes (Aspergillus) apresenta-
ram efeitos de níveis de K sobre o crescimento
(Figura 8). No nível mais baixo (130 mg L-1), o isola-
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do 310 B apresentou o diâmetro da colônia igual ao
do halo. Com a elevação dos teores de K para 700 e
1.000 mg L-1, houve aumento do diâmetro da colô-
nia proporcional ao halo, permanecendo a relação
em torno de 1. A partir deste nível, o aumento da
concentração provocou diminuição do diâmetro da
colônia e do halo. Porém, esta diminuição não foi
proporcional, sendo maior na colônia, o que resul-
tou em uma relação superior a 1.

Os isolados 86 e 142 apresentaram uma relação
constante. A área solubilizada e o diâmetro das colô-
nias cresceram a partir do nível mais baixo até o ní-
vel médio de K, quando, então, tenderam a estabili-
zar. Os dados sugerem que o processo de

solubilização é dependente das condições de cresci-
mento e do produto elaborado pelo metabolismo
normal do organismo, o que confirma as observa-
ções anteriores.

Os isolados 250 e 310 A apresentaram a mesma
tendência de crescimento dos isolados anteriores.
No entanto, o diâmetro do halo, na fonte com fosfato
de Ca, foi superior ao da colônia, resultando em uma
relação maior. Isto sugere uma restrição no cresci-
mento, favorecendo a visualização do halo, ou uma
maior produção ou liberação de metabólitos
solubilizantes. Paris et al. (1996) verificaram que
Pisolitus tinctorius e Paxillus involutus produziam
mais oxalato em meio deficiente de potássio.
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Conclusões

1. A capacidade e o potencial de solubilização dos
microrganismos variam com os fatores nutricionais do
meio.

2. A fonte de N afeta a capacidade e o potencial
de solubilização, verificando-se um efeito positivo
com fonte amoniacal e negativo com nítrica.

3. Baixos teores de Ca ou K reduzem o cresci-
mento de isolados que apresentam grandes colônias
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(Aspergillus), e em alguns desses, aumentam o po-
tencial de solubilização.

4. Variações nos teores de Fe não afetam a ativi-
dade solubilizadora da maioria dos microrganismos
testados.

5. Diferenças na capacidade e no potencial de
solubilização indicam alterações quantitativas ou qua-
litativas nos metabólitos produzidos, sugerindo a ocor-
rência de diferentes mecanismos de solubilização ou
de processos com eficiência variável.
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