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1. INTRODUCAO

A agricultura no Brasil tem uma grande importancia na economia, contudo a mesma é muito
dependente da importacdo de fertilizantes. Com o crescimento da producéo agricola, tanto para
fins alimenticios quanto para biocombustiveis, aumenta-se a demanda pelos fertilizantes, dentre
eles, destaca-se 0 potassio, visto que sua taxa de importacdo chega a 90%. Torna-se, portanto,
necessario o estudo de rotas alternativas para obtengdo do mesmo (KULAIF; FERNANDES,
2010).

Ainda se conhece pouco sobre os genes envolvidos e 0s mecanismos de bissolubilizacdo de
minerais por bactérias, porém recentemente tal capacidade vem sendo testada em ensaios in
vitro. Sendo assim, a biossolubilizacdo é uma das rotas alternativas de obtencdo de fertilizantes
e é objeto de estudo deste trabalho (UROZ; FREY-KLETT, 2011).

2. OBJETIVOS

A partir de ensaios in vitro foi avaliado o potencial de biossolubilizacdo de potassio a partir do
residuo de extracdo de rochas ornamentais por estirpes isoladas de rizosfera de algodao.

3. METODOLOGIA
3.1 Ensaios de Biossolubilizacio
3.1. 1. Avaliacéo da melhor concentracéo de glicose.

A partir dos resultados obtidos em ensaio preliminares de biossolubilizag&o, foi identificada a
necessidade do ajuste da concentragdo de substrato a ser utilizada nos ensaios com duracdo de
14 dias, evitando o esgotamento do mesmo em 5 dias.

Neste experimento, foram testadas duas concentracdes de glicose: 2 g/L (a mesma utilizada em
testes anteriores) e 5 g/L. Foram utilizados frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do
meio Bushnell Haas modificado, ndo incorporando potassio ao meio (0,2 g/L MgS0O,.7H,0,
0,02 g/L CaCl.2H,0, 0,88 g/L NaH,PO,, 1,0 g/L (NH4)HPO,, 0,39g/L NH;NO3), e 1,31 g do
residuo de extracdo de rochas ornamentais (Feldspato de Potassio contendo 9,6% KO,
proveniente da Paraiba), com granulometria na faixa de 14 - 35 mesh. Foi adicionado um
inoculo de 10%(v/v) da estirpe 5.7, ap6s crescimento em meio Bushnell Haas comercial por 24
h. Os frascos foram colocados sob agitacdo em shaker (150 rpm), a 30°C por 5 dias. Os
experimentos foram realizados em duplicata, além do ensaio controle, sem adicdo do inoculo
para cada concentracdo de glicose testada.

Amostras foram retiradas no tempo inicial (0 h), em dois tempos intermediarios (24 e 48 horas)
e no tempo final (5 dias) para avaliacdo do consumo de glicose pelo método DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) (SUMNER, 1924). Para as analises de solubilizagdo de potassio, por
espectrometria de absorcdo atdbmica, e de crescimento microbiano, indiretamente pela
concentracdo de proteina utilizando método de Lowry (LOWRY et.al.1954), foram utilizadas
amostras apenas do tempo inicial e final.
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3.1.2. Avaliacéo da solubilizacdo de potassio pelas estirpes isoladas

Os ensaios foram realizados com 10 estirpes isoladas de solo rizosférico de algodéo e mais uma
estirpe isolada a partir do residuo (R.1.4.2), que foram testadas em ensaios prévios de
biossolubilizacdo. Contudo, o residuo anterior era diferente, pois apresentava menor
granulométria e teor de K,O mais baixo ( 3,4%). Foram utilizados frascos erlenmeyer de 250
mL contendo 100 mL do mesmo meio (Bushnell Haas modificado) e 1,31 g do residuo de
extracdo de rochas ornamentais ( Feldspato de Potéssio contendo 9,6% K,0) . Foi adicionado
um inoculo de 10% (v/v) de cada estirpe testada, apos crescimento em meio Bushnell Haas
comercial por 24 h. Adotou-se a concentragéo inicial de 5 g/L de glicose, realizando uma adicao
de substrato correspondente a 5 g/L ap6s 5 dias. Os frascos foram colocados sob agitacdo em
shaker (150 RPM), a 30 °C por 14 dias. Os experimentos foram realizados em duplicata, além
de um ensaio controle, sem adicdo do inoculo. Amostras foram retiradas no tempo inicial (Oh),
no tempo intermediario (5 dias) e no tempo final (14 dias) para avaliacdo da concentracdo de
potéassio por espectrometria de absor¢do atémica, consumo de glicose pelo método DNS
(SUMMER, 1924) e crescimento microbiano, pela dosagem de proteina pelo método de Lowry
(LOWRY et.al.1954) .

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1, Avaliagdo da melhor concentracao de glicose

Os resultados referentes ao consumo de glicose pela estirpe 5.7 estdo apresentado na Figura 1.
A. Observa-se que adotando a concentracdo de 2 g/L, em 24 horas o substrato ja esta esgotado,
sendo tal concentracédo, de fato, insuficiente para o periodo de ensaio desejado,conforme havia
sido observado em experimento preliminar. Em contra partida, a nova concentracdo de 5g/L de
glicose foi reduzida a metade em 24 horas, mostrando que o substrato continuou sendo
consumido, porém disponivel ao final dos 5 dias. Como se desejava realizar os ensaios de
biossolubilizacdo com as outras estirpes num periodo de 14 dias, e considerando que tal
concentracdo residual de glicose (1,5 g/L) seria insuficiente para um periodo mais longo,
concluiu-se ser necessario a adi¢do de mais substrato no tempo de 5 dias para que ndo houvesse
limitagdo de crescimento e atividade microbiana devido a escassez do mesmo.

A partir dos resultados de crescimento microbiano obtidos indiretamente pela dosagem de
proteina (Figura 1. B), observa-se que ndo houve diferenca no tempo final em funcdo da
concentragdo de glicose adotada, contudo houve uma maior disponibilidade de substrato onde
foi utilizada uma concentracdo maior de glicose.
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Figura 1. A. Consumo de Glicose pela estirpe 5.7. B. Crescimento Microbiano (Concentracdo
de proteina - estirpe 5.7).

Com os resultados da quantificagdo de potassio obtidos para a estirpe 5.7, ndo foi possivel
observar diferenca significativa em relacdo a concentracdo de glicose utilizada (dados ndo
apresentados).



4.2. Avaliacdo da solubilizagéo de potéssio pelas estirpes isoladas

Os resultados da concentragdo de glicose estdo apresentados na Figura 2. E possivel observar
gue a maioria das estirpes no tempo de 5 dias ja havia consumido mais da metade da glicose
inicial, contudo o consumo foi desacelerado no periodo entre 5 e 14 dias. A reposi¢do de
substrato no tempo de 5 dias foi essencial para algumas estirpes, visto que neste tempo ja havia
sido esgotada a glicose para as estirpes 2.5; 3.2; 5.7 e 6.2.
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Figura 2. Consumo de glicose pelas estirpes isoladas no ensaio de biossolubilizagdo

Analisando os resultados de crescimento microbiano apresentados na Figura 3, observa-se que
as estirpes 3.2 e R.1.4.2 apresentaram 0s maiores crescimentos em relagdo as demais isoladas,
ressaltando a importancia da reposicao de substrato em 5 dias.
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Figura 3. Quantificagdo de proteina no ensaio de biossolubilizacéo

Com os resultados de liberacdo de potassio apresentados na Figura 4, destaca-se mais uma vez a
estirpe R.1.4.2, que em ensaios preliminares de biossolubilizagdo também apresentou o0s
maiores valore de K* sollvel dentre as demais estirpes testadas. Observa-se também que no
tempo inicial, os sistemas contendo o inoculo apresentaram maior concentra¢do de K do que o
controle, o que indica que se deve realizar mais uma lavagem do inoculo antes da sua adicdo
para uma remocdo total do K proveniente do meio de crescimento, visto que o mesmo é
carreado pelo inoculo para o frasco de ensaio. Além disso, deve-se estabelecer uma metodologia



para andlise de potassio que possivelmente possa ter sido sorvido pelo EPS (substancia
polimérica extracelular) produzido por algumas estirpes, visto que muitas apresentam
caracteristicas mucoides, sendo possiveis produtoras de EPS, o que subestimaria seu potencial
biossolubilizador de K.
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Figura 4. Liberagdo de K no ensaio de biossolubilizagéo

5. CONCLUSAO

E possivel concluir a partir dos resultados deste trabalho, que a melhor concentracio de glicose
a ser adotada nas condicdes avaliadas é de 5 g/L e que dependendo da estirpe, sua reposicéo faz-
se necessaria.

A estirpe R.1.4.2 reafirma seu potencial de biossolubilizagéo de K a partir de rejeito de rochas
ornamentais e que ainda h& a necessidade de mais estudos para avaliacdo de outros parametros
que interferem no processo, assim como metodologias para quantificacdo do potéssio, que pode
estar sendo sorvido no EPS.
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