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Sobrevivéncia de Microrganismos
Solubilizadores de Fosfato em Fertilizantes
Organominerais Granulados

Introducao

A cama de frango serve como piso para os sistemas de avicultura, sendo
enriquecida com a ragao excedente dos comedouros e com o proprio dejeto dos
animais. Devido aos teores de nitrogénio, potassio, fésforo e outros nutrientes, a
cama de frango pode ser utilizada como fertilizante (AVILA et al., 1992).

O baixo nivel de fésforo (P) disponivel no solo é um dos fatores limitantes para
a producao de graos em regioes tropicais (LOPES, 1983). Para alcangcar uma
produtividade de graos satisfatéria, é necessario corrigir a caréncia de P por
meio da utilizacao de fertilizantes que sdo, na sua maioria, importados. Entre as
opcoes de fonte de P disponiveis no mercado, os fertilizantes fosfatados totalmente
acidulados ocupam posicao de destaque, sendo frequentemente utilizados para
a correcao do solo (PROCHNOW et al., 2004), entretanto, a eficiéncia do uso de
fertilizantes fosfatados por plantas é baixa, da ordem de 10% - 30% (SHEN et al.,
2011).

Em virtude disso, tem aumentado a busca por produtos sustentaveis que
proporcionem a agricultura brasileira maior autonomia no mercado de insumos.
A utilizacao de residuos agricolas com a finalidade de reduzir o uso de fertilizantes
provenientes de fontes nao renovaveis na agricultura é uma alternativa bastante
atraente, uma vez que seria uma forma sustentavel de destinagao dos residuos
agricolas (HIGASHIKAWA et al., 2010).

Além disso, a adicao de residuos organicos ao solo, como na forma de esterco
animal, ocasiona, de forma geral, diminuicao da adsorcao de P, consequentemente,
um aumento na sua disponibilidade para as plantas (NOVAIS et al., 2007).

Comparativamente com os fertilizantes fosfatados totalmente acidulados, os
fosfatos naturais sao insoluveis em agua, apresentando menor eficiéncia em
curto prazo (KORNDOFER, 1978). No entanto, em funcao do processo industrial
oneroso envolvido na produgao de fertilizantes soluveis, a utilizacao de fosfatos
naturais tem se tornado uma alternativa atrativa pelo baixo custo do produto
final, apesar de apresentarem menor eficiéncia agrondmica.

O uso de microrganismos solubilizadores e/ou mineralizadores de fosfatos tem
sido apontado como alternativa promissora para a producao de fertilizantes
organominerais a partir de fosfatos naturais (VASSILEVA et al., 2010; ALMEIDA et
al., 2016).

Os microrganismos sao reconhecidos por sua habilidade em promover
transformacoes bioquimicas dos nutrientes e por sua importancia em prover os
elementos nutritivos de interesse as plantas, principalmente nitrogénio, fosforo e
enxofre (PAUL; CLARK, 1989; SINGH; REDDY, 2011).

Com relagao aos compostos fosfatados, os microrganismos apresentam dois
mecanismos de liberacao de P solluvel: as reacoes de (1) solubilizacao do fosforo
inorganico e as de (2) mineralizacao do fésforo orgéanico (GOMES et al., 2014;
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OLIVEIRA et al., 2009; RICHARDSON; SIMPSON,
2011; VASSILEV et al., 2014).

No entanto, para que o0s microrganismos
selecionados para a producao dos fertilizantes
organominerais granulados sejam capazes de
tornar o P presente nos fosfatos naturais, disponivel
para a planta, é necessario que eles sobrevivam
nos fertilizantes, permanecendo viaveis durante o
processo de armazenamento.

Diante desse cenario, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a presenca de MSP em formulacoes de
fertilizantes granulados produzidos a partir de fosfato
natural e/ou cama de frango e enriquecidas com
estirpes bacterianas com potencial de mineralizagcao
e solubilizacgo de P apdés um periodo de
armazenamento de seis meses, com a finalidade de
avaliar o potencial dessas estirpes para a producgao
de fertilizantes organominerais granulados.

Material e Métodos

Os fertilizantes utilizados foram granulados no
Laboratério de Tecnologia de Fertilizantes da
Embrapa Solos, RJ, em uma mistura de cama de
frango moida, fosfato natural com inoculantes
turfosos. Os inoculantes foram preparados pela
Embrapa Milho e Sorgo a partir de microrganismos
solubilizadores e mineralizadores de P pré-
selecionados e pertencentes a Colecao de Culturas
de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
Milho e Sorgo (CMMF).

Para o preparo dos fertilizantes, as matérias-primas
(fosfato natural, cama de frango e turfa) foram
moidas e peneiradas em peneira com malha de
500 um. Apos essa etapa, as matérias-primas foram
misturadas em proporcao massa:massa, para
definir os tratamentos de acordo com aTabela 1. As
misturas foram homogeneizadas e submetidas a
granulacao em disco pelotizador com velocidade e
inclinagao constantes com adicao manual de agua
por borrifamento.

Ap0s a granulacao, os fertilizantes foram peneirados
para separacao dos granulos com diametro entre
2 mm e 4 mm que foram secados em estufa
de circulacao forgcada de ar a 40 °C, até massa
constante.

A avaliacao da sobrevivéncia de microrganismos

nos granulos foi feita aos seis meses apos a
producao dos fertilizantes, sendo realizada a
contagem da populacdo microbiana nas dez
formulagcdes granuladas (quatro organominerais,
quatro minerais e duas organicas) (Tabela 1).

Tabela 1. Matérias-primas e inoculantes utilizados para
preparo de fertilizantes granulados.

Cama de Fosfato In_ocula!nte
Tratamento frango (CF) natural microbiano
(FN) turfoso
1 X X B1
2 X X B2
3 X X Mix
4 X X -
B - X B1
6 - X B2
7 - X Mix
8 - X -
9 X - B1
10 X - -
B1 - Inoculante turfoso preparado com isolado bacteriano pertencente

a Colecao de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
Milho e Sorgo (CMMF).
B2 - Inoculante turfoso preparado com isolado bacteriano pertencente
a Colecao de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
Milho e Sorgo (CMMF).
Mix - Inoculante turfoso preparado com consércio bacteriano pertencente
a Colecao de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
Milho e Sorgo (CMMF).

Para a contagem de microrganismos viaveis, os
microrganismos foram extraidos dos fertilizantes
com solugdao salina na proporgao 1:10 (m/v),
em frasco de 50 mL com tampa contendo 5 g de
amostra de cada fertilizante com agitacao de 120
RPM por 30 minutos, em temperatura ambiente,
em meio de cultura agar batata dextrose, contendo
antifungico (nistatina) (bactérias totais) (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1960); meio de
cultura Martin (fungos) (MARTIN, 1950) e meio de
cultura Fitato (MSP) (GARGOVA, 1997), com seis
repeticoes para cada diluicao.

As placas foram incubadas em temperatura
ambiente, em bancada, por 3 e 7 dias para
visualizacdo do crescimento bacteriano e fungico,
respectivamente, e as unidades formadoras de
coldnias foram contadas manualmente (Figura 1).

Para a determinacao dos microrganismos
solubilizadores de fosfato (MSP) vidveis em meio
fitato, foram contadas as col6nias que possuiam
halo translicido em torno da colbnia, indicativo da
solubilizacao de P (Figura 2).
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Fertilizantes Granulados
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no tubo de extragéo
(10"

Diluigdes seriadasem base 10

Incubagdo por 7 dias

Jut
oy
000
000
000

Po de Rocha CF +P6 de Rocha

CF + P6 de Rocha + B1 CF + P& de Rocha + Mix CF + Po de Rocha + B2

Figura 2. Visualizacao dos halos indicativos da solubilizagao de
fosforo (P) em torno das colénias dos microrganismos crescidos
em meio contendo fitato de sdédio como fonte exclusiva de P,
apos trés dias de incubacgao.

CF: cama de frango; B1, B2 e Mix: Inoculantes turfosos prepara-
dos com isolados bacterianos ou mistura de isolados perten-
centes a Colecao de Culturas de Microrganismos Multifuncion-
ais da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF).

O resultado da contagem dos microrganismos
viaveis presentes nos fertilizantes, apds seis meses
de armazenamento, foi transformado para Log
de unidades formadoras de colonias (CFU). Esses
dados foram submetidos ao teste de analise de
variancia (ANAVA) e em seguida ao teste de Tukey
(P<0,05) para comparagao das médias.

Incubacdo por 3 dias
——= Contagem manual das coldnias

Figura 1. Representacdo da metodologia
utilizada para extracdo e contagem de
microrganismos viaveis nos fertilizantes.
BDA, meio de cultura dgar batata dextrose;
Fitato: meio de cultura contendo fitato de
sodio como fonte exclusiva de P; Martin:
meio de cultura para contagem dos fungos
viaveis

Resultados e Discussao

Apds seis meses de armazenamento em prateleira,
foi avaliada a populacao de bactérias totais em meio
de cultura BDA (Figura 3A), total de fungos (Figura
3B) e total de microrganismos solubilizadores de
fosfato (Figura 3C) nos fertilizantes organominerais
enriquecidos ou nao com microrganismos. A
populacao total de bactérias vidveis foi maior
que a quantidade inicial utilizada para o preparo
dos tratamentos (108 células g') nos fertilizantes
organominerais granulados CF+PR; CF+PR+B1;
CF+PR+B2 e CF+PR+Mix. Como esse total ocorreu
também nos tratamentos contendo cama de frango
e sem inoculacao, sugere-se que 0s microrganismos
presentes na cama de frango compunham a
populacao microbiana viavel nos fertilizantes (Figura
3A). A populacao fungica encontrada, crescida em
meio Martin, esta relacionada a CF, uma vez que so6
foi possivel efetuar sua contagem nos tratamentos
contendo CF, mantendo sua populacao acima de 103
células g em todos os tratamentos (Figura 3B).

Aos seis meses, a contagem de MSP nos
fertilizantes organominerais foi significativamente
maior nos granulados suplementados com os
microrganismos mantendo-se na faixa de 10° a
106 células g', dependendo do microrganismo
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utilizado na suplementacao (Figura 3C). Esse
dado confirma que os MSP provenientes da
inoculacdo foram capazes de se estabelecer nos
fertilizantes mesmo com a pressao competitiva dos
microrganismos da cama de frango. E importante
que as estirpes adicionadas aos organominerais
granulados sejam capazes de competir com o0s
microrganismos do substrato base, como ocorre na
pratica agricola de inoculacao nas sementes ou no
sulco de plantio, onde esse substrato € o solo ou
a propria planta. Sobre a influéncia do substrato, o
bioinoculante encontra resposta imediata em seu
estabelecimento da microflora nativa de cada um,
como da cama de frango e minerais. Essas respostas
variam dependendo das bactérias utilizadas, a sua
densidade, tipo de substrato ou solo e também das
condicoes ambientais (BASHAN, 1998). Esses fatores
podem resultar em répida baixa na populagao de
inoculantes (PATIL et al.,, 2016). Como proposto
por Stephens e Rask (2000), para que se possa
formular e produzir comercialmente os inoculantes,
€ necessdria a integracao dos parametros fisicos,
quimicos e biolégicos, permitindo assim elevadas
populacées do microrganismo alvo e maior tempo
de sobrevivéncia. O fator mais importante para a
qualidade é um elevado nimero de microrganismos
vivos, e nenhuma ou minima contaminagao por

microrganismos nao prejudiciais para a cepa elite ou
0 agente patogénico para plantas e seres humanos.

Ja nos fertilizantes granulados minerais, houve
perda da viabilidade dos microrganismos totais
e MSP (Figuras 3A e C). Isso pode ter ocorrido
devido a auséncia de uma fonte de carbono
para ser utilizada como substrato pelos (ou pela
liberacao de) minerais toxicos presentes nas rochas
que possam apresentar efeito negativo sobre os
microrganismos avaliados (SILVA et al., 2014).
Aparentemente, a estirpe microbiana utilizada
para o preparo do inoculante turfoso B2 foi mais
sensivel a incubagdao com o fosfato natural, nao
havendo diferenca significativa entre a contagem
de unidades formadoras de colénia do fertilizante
PR + B2 e a do fosfato natural puro (PR). O produto
que continha o fosfato natural e o inoculante B1
(PR + B1), apesar de apresentar uma contagem de
unidades formadoras de col6nia inferior a contagem
de inoculacao (préxima a 10%), foi o que apresentou
a maior contagem de MSP viaveis na auséncia da
cama de frango, sugerindo que essa estirpe € mais
adaptada as condi¢coes adversas oferecidas pelo
fosfato natural (baixo teor de carbono e possivel
efeito téxico).

A B
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Figura 3. Contagem dos microrganismos
vidveis presentes em formulacoes de
fertilizantes granulados, apds seis meses de
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armazenamento a temperatura ambiente.
Avaliacdo do numero de UFC.g" nos meios
BDA, MARTIN e Fitato. A) Microrganismos
totais (BDA); B) Fungos filamentosos
(MARTIN); C) MSP (Fitato); D) Porcentagem
de MSP em relagdo a populacao total de
microrganismos viaveis nos fertilizantes
granulados. Resultados expressos em Log de
unidades formadoras de colonias por grama
de fertilizante (CFU.g"). Letras diferentes
representam diferencas significativas entre

o & P P& & & & & & os tratamentos por meio do teste de ANAVA
PRI PR IE SR IGE ,

& & 34'3‘-" &L 6 & f‘g“s EELE seguido pelo teste de Tukey (P<0,05). CF
& & & cama de frango; PR: pé de rocha; B1, B2 e

Mix: microrganismos.
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A suplementacao com MSP foi capaz de aumentar
a populacao de mineralizadores de P em até 10%
quando comparado ao granulado contendo apenas
cama de frango e o fosfato natural (CF+PR) (Figura
3D). Ja no granulado mineral contendo apenas poé
de rocha e o inoculante contendo a estirpe B1, toda a
populacao de microrganismos viaveis e cultivaveis
correspondeu ao inoculante.

Conclusoes

A composicao dos granulados afeta a viabilidade
dos microrganismos.

A combinacao da cama de frango com a rocha
fosfatada, base dos fertilizantes organominerais,
favoreceu a populagcado de MSP garantindo a
sobrevivéncia dos microrganismos durante o
periodo de seis meses de armazenamento.

Os organominerais contendo MSP apresentam
maior potencial de mineralizagao de P do que os nao
suplementados, apresentando uma recuperacao de
MSP superior aos demais.

O total de células viaveis também foi afetado pela
composicao do fertilizante, sugerindo que a escolha
das matérias-primas a serem utilizadas e sua
compatibilidade com os microrganismos utilizados
sao fatores importantes para a estabilidade do
produto.

Todos o0s microrganismos-teste mostraram-se
promissores para a producao de fertilizantes
organominerais granulados contendo cama de
frango e fosfato natural, mas nao para a producao
de fertilizantes minerais contendo apenas
fosfato natural, ja que nao foi possivel detectar
microrganismos viaveis nessas formulagoes.
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