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RESUMO – O uso excessivo de fertilizantes químicos na agricultura ocasiona problemas 

ambientais, como o empobrecimento do solo devido à redução da microflora natural 

tornando efetiva a aplicação de biofertilizantes, os quais são micro-organismos benéficos 

que promovem a decomposição de matéria orgânica e secreção de substâncias promotoras 

do crescimento. O presente trabalho propôs uma possível alternativa ao processamento 

químico tradicional, pela utilização de micro-organismos fúngicos excretores de ácidos 

orgânicos que aumentam a concentração de fósforo em solução. Utilizou-se o concentrado 

fosfático ultrafino (35,7% de P2O5) e um total de 16 micro-organismos. Os isolados 

fúngicos foram submetidos à classificação quantitativa em meio sintético líquido, para 

identificação daqueles com maior capacidade de solubilização do fosfato de rocha. 

Através da cromatografia de íons obteve-se resultados significativos em fosfato para os 

isolados 8 (617,84 PPM), 5 (494,69 PPM), 1’(728,49 PPM) e 10 (481,86 PPM). 

 

1. INTRODUÇÃO  

Nas plantas, o fósforo desempenha papel importante na transferência de energia da célula, 

na respiração e na fotossíntese. As limitações na sua disponibilidade, no início do ciclo 

vegetativo, podem resultar em restrições ao desenvolvimento, das quais a planta não se recupera 

posteriormente, mesmo aumentando o suprimento de P a níveis adequados (Grant et al., 2001).  

O baixo nível de fósforo, disponível no solo, para a planta é uma condição comum ao redor 

do mundo. Embora o fósforo total do solo possa ser alto, ele é ligado firmemente a componentes 

orgânicos e inorgânicos do solo e está indisponível para a absorção por meio das raízes. As 

plantas, porém, desenvolveram muitas estratégias para ganhar acesso ao fósforo fixado. Estas 

estratégias incluem associação com fungos micorrízicos, que colonizam as raízes das plantas e 

desenvolvem hifas que se difundem no solo, aumentando a absorção de fósforo pela raiz 

(Blevins, 1999).  

Algumas plantas secretam ácidos orgânicos, como ácido cítrico e ácido málico, que formam 

complexos com alumínio e ferro, liberando o fósforo para absorção pelas raízes. As raízes 

também podem secretar enzimas especiais, como fosfatases, que quebram as formas orgânicas de 

fósforo no solo e o torna disponível para absorção por meio das raízes da planta.  

Algumas plantas desenvolveram arquitetura de raiz diferenciada que as ajudam na 

interceptação do fósforo do solo pelas raízes. Estas estratégias são algumas das técnicas de 
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sobrevivência das plantas, que ocorrem sob condições de estresse (Blevins, 1999). Um crescente 

interesse tem surgido em relação à importância da diversidade microbiana edáfica, já que os 

microrganismos desempenham papel fundamental na manutenção da qualidade do solo 

(Garbevaet al., 2004).  

Uma parcela importante da comunidade microbiana edáfica possui a habilidade de 

mineralizar fosfatos orgânicos e solubilizar fosfatos inorgânicos, permitindo a liberação de 

fósforo assimilável pelas plantas (Silva Filho, 1998). Tais micro-organismos apresentam 

potencial de utilização como inoculante, já que podem maximizar o desenvolvimento vegetal 

(Sahinet al., 2004, Souchieet al., 2006). Segundo Silva Filho (1998), a população de 

microrganismos solubilizadores de fosfatos existentes nos solos está entre 104 e 107 g 
-1 

de solo, 

variando conforme o local e o método de avaliação.  

Dentre os microrganismos do solo, os solubilizadores de fosfatos inorgânicos 

desempenham importante papel no suprimento de fósforo para as plantas (Silva Filho; Vidor, 

2001), apresentando potencial de uso na forma de inoculante (Silva Filho et al., 2002, Souchieet 

al., 2006). Diversos autores (Omar, 1998, Kim et al., 1997) relatam que a solubilização de 

fosfatos é correlacionada com a habilidade de produção de ácidos orgânicos e/ou polissacarídeos 

extracelulares pelos microrganismos. Por exemplo, Reyes et al. (1999) encontraram correlação 

positiva entre a solubilização mineral de fosfato por Peniciliumrugulosum e a produção de ácido 

glucônico ou cítrico.  

A presença destes microrganismos tem sido constatada na maioria dos solos (Jones et al., 

1991, Nahaset al., 1994b), sendo uma parcela importante desta comunidade microbiana hábil em 

mineralizar fosfatos orgânicos e solubilizar fosfatos inorgânicos, liberando fósforo assimilável 

para as plantas (Silva Filho, 1998), maximizando o desenvolvimento vegetal (Sahinet al., 2004). 

Entre as populações fúngicas com potencial para solubilização destacam-se os gêneros 

Aspergillus e Penicillium (Silva Filho et al., 2002). Investigando alternativas para a obtenção de 

fósforo solúvel, Nahas et al. (1982) demonstraram a possibilidade de produção de 1,2 g/L de 

fosfato solúvel pela ação de Aspergillusniger sobre fluoropatita em meio de vinhaça.   

As populações de microrganismos solubilizadores e sua capacidade de solubilização de 

fosfato têm mostrado estar intimamente relacionadas ao tipo e ao manejo do solo (Nahaset al., 

1994b), a espécie e a idade da planta (Odunfa; Oso, 1978), a espécie de micro-organismo, os 

tipos de fosfato e a fonte de carbono (Silva Filho; Vidor, 2001). O sinergismo entre fungos 

solubilizadores e micorrízicos na solubilização de fósforo foi relatado por Souchie et al. (2006), 

os quais concluíram que Trifoliumplatense foi favorecida pela inoculação de Aspergillus sp. 

(PSF7), Glomusclarum e Glomusglosporum, evidenciando a relação positiva entre esses 

microrganismos.  

O uso desses microrganismos depende do conhecimento de suas características, entre as 

quais a capacidade de solubilização, é uma das mais importantes no processo de seleção. Ela 

varia com o microrganismo e as condições do ambiente. Entre os fatores ambientais, o tipo de 

fosfato e a fonte de carbono estão entre os mais estudados (Silva Filho; Vidor, 2001). 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  
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2.1. Materiais 

Rocha Fosfática: A rocha fosfática utilizada foi o concentrado fosfático ultrafino (fluorapatita), 

com teor de 35,7% de P2O5, fornecido pelo Complexo de Mineração de Tapira (Vale/Fosfértil), 

localizado na região do Alto Paranaíba, situado em Araxá, distante 340 km a oeste de Belo Horizonte, 

Minas Gerais. 

Fungo de trabalho:Os micro-organismos empregados foram coletados em diferentes locais do 

Complexo de Mineração de Tapira (Vale/Fosfértil), localizado na região do Alto Paranaíba, Minas 

Gerais.  

 

2.2. Métodos 

Isolamento e Cultivo: O fungo, inicialmente, foi isolado das amostras coletadas para 

obtenção de culturas puras. Realizou-se o repique para a manutenção e manipulação dos isolados 

fúngicos. Para o isolamento e o cultivo os seguintes materiais foram necessários: microscópio 

estereoscópico (lupa), pinça, bico de bunsen, gás, alça de repicagem, câmara de fluxo laminar e 

álcool 70%, placas de Petri com meio sintético seletivo sólido, descrito na Tabela 1. 

 
Tabela 1 - Meio sintético-seletivo sólido, (Pikovskaya, 1948) 

Componente Quantidade (g/L) 

Dextrose (=D-glicose) 10 

Ágar 15 

Extrato de Levedura 0,5 

Fosfato Tricálcico 5 

Sulfato de Magnésio 0,1 

Sulfato de Amônio 0,5 

Sulfato Ferroso 0,0001 

Sulfato de Manganês 0,001 

Cloreto de Potássio 0,2 

 

Armazenamento e preservação: As placas de Petri contendo os isolados foram armazenadas em 

refrigerador a ± 4 °C. Para garantir a viabilidade das culturas foram realizados cultivos periódicos 

por meio de repicagens de 3 a 3 meses. Utilizou-setambém óleo mineral 40% (glicerol) 

previamente esterilizado para cobrir totalmente as colônias contidas em eppendorfs. Este 

procedimento tem como objetivo minimizar ou estagnar a multiplicação do fungo sob o óleo, por 

reduzir a disponibilidade de oxigênio. Esta técnica, segundo vários estudos, faz com que muitas 

espécies de fungos permaneçam viáveis por meses ou até mesmo anos de armazenamento. Para 

reativar o micro-organismo armazenado a 4°C sob óleo mineral, foinecessário repicar o mesmo 

para placas contendo meio sintético seletivo sólido e esperar a reativação de crescimento da 

cultura. 
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Classificação Quantitativa: Os isolados fúngicosforam submetidos à classificação quantitativa, 

com a finalidade de identificar entre os isolados aqueles com maior capacidade de solubilização 

do fosfato de rocha em meio líquido. Para realização deste ensaio preparou-se o meio seletivo 

modificado líquido descrito na Tabela 2. Porções de 100 mL do meio modificado foram 

distribuídas em erlenmeyersde 500mL. Os recipientes tampados com rolhas de algodão foram 

esterilizados. Após esfriamento a temperatura ambiente, foram inoculadas em Erlenmeyerscerca 

de 10
6
 esporos dos isolados fúngicos selecionados (Sampaio et al., 2003) sob temperatura 

ambiente, agitação de 100 RPM e aeração constante durante 7 dias. 
 

Tabela 2 - Meio seletivo modificado líquido (Sampaio et al., 2003).  

Componente Quantidade (g/L) 

Dextrose (= D-glicose) 10 

Extrato de Levedura 0,5 

Rocha fosfática 24 

Sulfato de Magnésio 0,1 

Sulfato de amônio 0,5 

Sulfato ferroso 0,001 

Sulfato de manganês 0,001 

Cloreto de potássio 0,2 

 

Determinação do fósforo solúvel: O fósforo solúvel foi quantificado nos extratos líquidos (meio 

líquido) após os ensaios. Neste caso não foi necessário à digestão da amostra, sendo o fósforo solúvel 

determinado diretamente após filtração da amostra com auxílio de papel de filtro para filtragem 

rápida, pelo método de cromatografia de íons. 

 

Método Cromatografia de íons: A cromatografia de íons é um membro da grande família de métodos 

cromatográficos. Basicamente, ela pode ser usada para determinar qualquer íon que carregue uma ou 

mais carga. É uma ferramenta analítica baseada em um método físico-químico para separar misturas 

de substâncias. O efeito de separação é baseado na distribuição entre duas fases: uma fase é 

estacionária e a segunda é uma fase móvel que flui em uma determinada direção. As técnicas 

cromatográficas são divididas de acordo com os estados físicos das duas fases mencionadas. Uma 

adicional diferenciação dos métodos cromatográficos pode ser feita de acordo com os processos 

básicos que ocorrem durante a separação, tais como adsorção ou distribuição; ou de acordo com o tipo 

de procedimento utilizado (cromatografia planar ou por coluna).O modelo empregado do 

cromatógrafo de íons foi o Coluna 6.1006.430 Metrosep A Supp 4. Eluente: Na2CO3 a 1,8 mmol/L / 

NaHCO3 a 1,7 mmol/L / + 2% acetona Condutividade após supressão química aprox. 14 μS/cm. 

Amostra: Padrão (fluoreto, cloreto, nitrito, brometo, nitrato, fosfato, sulfato) + NaCl (aprox. 5%; m:v) 

Método  exp_02_s_e2.mtw Sistema asupp.smt Fluxo 1,0 mL/min Pressão 5,5 MPa Tempo de análise 

20 min Loop 20 μL. Supressor: Agentes de regeneração H2SO4 a 50 mmol/L e água ultrapura 

alimentados continuamente com mudança automática dos canais de supressão, regeneração e 

lavagem. 
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3. RESULTADOS  

A partir de testes preliminares para a biossolubização de fosfato proveniente de rocha com os 16 

isolados fúngicos empregando o meio sintético seletivo líquido (Tabela 2), variando a concentração 

de Rocha Fosfática entre 10, 20 e 30 g/L, obteve-se valores significativos de fosfato solúvel com a 

utilizaçãodos micro-organismos 8, 5, 1’ e 10, através da Cromatografia de íons como apresentado na 

Tabela 3. Diante deste resultado os mesmos foram selecionados para os testes seguintes. 

Tabela 3- Resultados da conversão de fosfato através de cromatografia de íons 

Micro-

organismo 

Rocha 

Fosfática 

(g/L) 

Fluorapatita 

(PPM) 

P2O5 (massa em mg 

em 100mL de meio 

líquido) 

Conversão 

(%) 

8 10 139,64 13,96 3,91 

8 20 75,11 7,51 1,05 

8 30 64,95 6,49 0,60 

5 10 150,54 15,05 4,22 

5 20 78,63 7,86 1,11 

5 30 43,60 4,36 0,41 

1' 10 35,30 3,53 0,99 

1' 20 28,88 2,89 1,03 

1' 30 163,63 16,36 1,52 

10 10 134,84 13,48 3,77 

10 20 72,98 7,29 1,02 

10 30 37,14 3,71 0,35 

 

Tabela 4 – Resultados de conversão de P2O5 para os micro-organismos 5 e 8 

Micro-

organismo 

Rocha Fosfática 

(g/L) 

Quantidade de 

Esporos 
pH 

Fluorapatita 

(PPM) 

Conversão 

(%) 

5 10 2.10
6
 5,82 65,36 18,56 

5 10 3.10
6
 5,92 84,96 24,13 

5 5 2.10
6
 5,51 90 51,13 

5 5 3.10
6
 5,52 98,72 56,09 

8 10 2.10
6
 6,62 83,04 23,59 

8 10 3.10
6
 6,33 217,28 61,72 

8 5 2.10
6
 5,91 287,68 163,45 

8 5 3.10
6
 5,35 144 81,81 
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Ao avaliar os valores apresentados de P2O5 (PPM) Tabela 3 para os micro-organismos 8, 5, 1’ e 

10 diante de diferentes concentrações de rocha fosfática, pode-se calcular a redução de P2O5 original 

em P2O5 solúvel em meio sintético seletivo líquido. Nota-se que os micro-organismos apresentaram 

capacidade solubilizadora em meio líquido diante das condições iniciais do mesmo. Sendo que os 

isolados fúngicos, 1’, 5 e 8 apresentaram maior capacidade em transformar o P2O5 original presente 

no concentrado fosfático em P2O5 solúvel diante de concentrações de rocha fosfática inferiores. 

Diante dos resultados obtidos empregando os micro-organismos 5 e 8, os mesmos foram utilizados 

nos testes subsequentes. Empregou-se o meio seletivo líquido (Tabela 2), em que variou-se a 

concentração de rocha fosfática no meio entre 5g/L (pH inicial igual a 7,18) e 10g/L (pH inicial igual 

a 7,27) e a quantidade de micro-organismos utilizada variou entre cerca de 2.10
6
 e 3.10

6
 esporos dos 

isolados fúngicos. A Tabela 4 apresentam os resultados de biossolubilação obtidos. Após 7 dias pode-

se notar que o meio tornou-se mais ácido indicando a relação entre a acidez e solubilização de fosfato 

proveniente de rocha. Ao avaliar a Tabela 4, nota-se que para o micro-organismo 5 ao diminuir a 

concentração de rocha fosfática e aumentar a quantidade de esporos do micro-organismo observa-se 

um aumento de três vezes na solubilização de P2O5, acompanhada peloaumento da acidez do meio 

líquido. O micro-organismo 8 ao ser empregado apresentou comportamento semelhante aumentando a 

solubilização de  P2O5 em meio líquidoem aproximadamente 7 vezes em meio líquido paraa 

quantidade de esporos constante e igual a 2.10
6
 e concentração inferior de rocha fosfática para 5g/L. 

Ao aumentar a quantidade de esporos e diminuir a concentração de rocha fosfática observa-se que o 

micro-organismo 8 apresentou um aumento em sua capacidade solubilizadora.Em estudos com A. 

niger e rocha fosfática tem-se alcançado concentrações de P solúveis, que variaram 13-31 mg/L (Abd-

Alla; Omar, 2001), 300-400 mg/L (Vassilevet al. 1995 e Vassilevaet al. 1998) e de 219-382 mg/L 

(Schneider et al., 2010).SudhakaraReddy et al., (2002) testaram a solubilização de rocha fosfática pela 

utilização de isolados de Aspergillustubingensis e Aspergillusniger a partir da rizosfera do solo de 

plantações de eucalipto em Punjab - Índia. Os autores avaliaram a capacidade de solubilização em 

meio Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) na presença de 2% de rocha fosfática. A redução do pH foi 

observada para todos os isolados, no entanto, nem uma relação significativa poderia ser estabelecida 

entre a quantidade de fosfato solubilizado e a queda do pH.  

4. CONCLUSÕES 

Os micro-organismos coletados no Complexo de Mineração de Tapira apresentaram 

capacidade de solubilização do fosfato de rocha (apatita) demonstrando serem promissores agentes 

solubilizadores. Ao avaliar os resultados obtidos de biossolubilização de fosfato inorgânico com a 

consequente liberação de fósforo assimilável pelas plantas, pode-se concluir que a ação solubilizadora 

dos micro-organismos selecionados apresentou-se acentuada diante de concentrações de rochas 

inferiores (10 e 5 g/L) e concentração de micro-organismos em torno de 3.10
6 

esporos
.
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