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O Brasil apresenta um grande potencial para o agronegécio devido ao seu privilegiado clima, porém muitas
regides necessitam ser suplementadas com fertilizagdo quimica. O Brasil importa 92% do potéssio utilizado na
agricultura (950 US$-FOB em 2008, preco este cerca de 10 vezes maior do que o praticado em 2001)(Brasil,
2009). A biossolubilizacdo surge como proposta biotecnolégica de utilizagdo de minerais com teor de K como
fonte deste macronutriente. No presente estudo, realizou-se o isolamento de linhagens potencialmente
solubilizadoras de K, através de uma rochagem contendo flogopitito ou glauconita como fonte Unica de potassio
e posterior semeadura em meio GEL agarizado pela técnica spread plate. Prosseguiu-se os estudos através da
fermentag@o em meio Aleksandrov, e um planejamento experimental 22 variando a linhagem (IG 04 e Nigla 05) e
presenca ou auséncia de Fe(lll) no meio reacional por um total de 28 dias. Obteve-se 75 mg/l de K em 28 dias

utilizando a linhagem Nigla 05 sem ferro no meio de cultura, valor este indicando potencial de utilizagéo.

Secao: Metalurgia Extrativa e Bioprocesso.

1. Introdugao

O potassio é nutriente essencial a todos os seres vivos, um dos dez mais abundantes na crosta terrestre. Na
fisiologia vegetal, em particular, desempenha fungdes importantes no controle das atividades enzimaticas
envolvidas em diversos processos metabolicos como fotossintese, sintese de proteinas e carboidratos. Além
disso, o potassio tem influéncia direta no balango hidrico e no crescimento de meristemas (van Straaten, 2007).
A sua assimilagdo, em quantidades adequadas tem como principais consequéncias uma maior resisténcia a
pragas e doencas e melhor qualidade de produto colhido. Pode-se afirmar que o potassio é um fator de
normalidade em equilibrio dindmico: potassio mineral (minerais primarios e secundarios), potassio trocavel e

potassio da solugdo do solo (soltvel) (Nascimento & Lapido- Loureiro, 2004).

O Brasil encontra-se em situagéo critica em relagdo a dependéncia de importagéo de fertilizantes, em especial
ao potassio. A unica mina em produgdo (mina Taquari-Vassouras, em Sergipe) satisfaz apenas 8% das

necessidades do pais. Os outros 92% do potassio consumido pelo Brasil é importado do Canada, Russia ou
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Alemanha, sendo portanto, fortemente dependente de importagdes (Brasil, 2009; Nascimento & Lapido- Loureiro,
2004).

O Brasil apresenta uma geodiversidade de 355 Mkm2 de solo com aptidao geoagricola, aliado ao potencial dos
solos, o clima tropical, as chuvas regulares e abundancia de energia solar, destacam-se como principais

vantagens comparativas para o agronegacio (Brasil, 2009).

Com o aumento da produgéo agricola e consequentemente do uso do potassio na agricultura, aliado ao seu
preco crescente (950 US$-FOB em 2008, preco este cerca de 10 vezes maior do que o praticado em 2001,
Figura 1) e a importagdo de 92% das necessidades internas, impulsionou-se a busca por alternativas fontes de
potassio (Brasil, 2009). Com isso, pesquisas estdo sendo feitas com minerais que apresentem teores
relativamente altos de potassio em sua estrutura (maiores que 6% K20). Alguns estudos (Bigham et al., 2001;
Yuan et al., 2004; Badret et al.,2006; Paris et al.,2006; Calvaruso et al., 2008), demonstram que podem ocorrer
microrganismos capazes de solubilizar rochas potassicas, devido a agao dos proprios microrganismos e/ou 0s

subprodutos derivados do metabolismo desses atuando quimicamente sobre as rochas.
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Figura 1. Consumo de potassio no Brasil (tonelada de K:0) e prego praticado no mercado internacional.

Portanto, o objetivo do presente estudo é realizar o isolamento de microrganismos rizosféricos presente em um
solo brasileiro (com contetido pobre de potassio), suplementado com dois diferentes p6s-de-rocha como fonte
unica de potéssio e semeados com girassol (Helianthus annuus L.) como sistema vegetal. Posteriormente,
utilizar os microrganismos isolados do solo como agentes de solubilizacdo do potassio presente no flogopitito,

em ensaios em meio liquido.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Lixiviagdo Quimica

Em erlenmeyers de 250 ml de capacidade contendo 10 g de flogopitito e 100 ml solugdo Mehlich-1 (H2SO4
0,025N + HCI 0,05 N), foram mantidos sob agitagdo em mesa agitadora com rotagdo constante de 150 rpm e
temperatura de 30°C. Os ensaios foram realizados em triplicatas (frascos de sacrificio), em diferentes tempos de
contato (1,4,24,48,72,120 e 168 h), a fim de se avaliar a cinética de extragdo do potassio. O método analitico
empregado para a determinagédo do potassio foi a potenciometria, utilizando eletrodo ion-seletivo modelo HI-
4114 e potenciémetro modelo HI-253, ambos fabricados pela empresa Hanna Instruments. Objetivou-se com o

estudo da lixiviagdo quimica obter resultados para posterior comparagao com os obtidos na lixiviagdo biolégica.

2.2 Isolamento e Selecdo de Potenciais Microrganismos Solubilizadores de Potassio

Foram cultivados cinco aquénios de girassol (aquénio EMBRAPA V 122) em cada vaso contendo 2Kg de solo
suplementados separadamente com o0s seguintes pos-de-rocha de minerais (gentiimente cedidos pela
COPM/CETEM): flogopitito 3,6 g/kg de solo e glauconito 1,9 g/kg de solo. Andlise prévia do conteudo de
potéssio presente no flogopitito e glauconita era de 7% de K20 e 9,5 % de K20, respectivamente, sendo esses
valores utilizados para o célculo de adigdo de K no solo para que fosse equivalente a 40 mg/kg de K no solo,
como é o recomendado para a cultura de girassol. A granulometria de ambas as rochas utilizadas em todos os

experimentos foi menor que 40 mesh.

Apds surgimento dos capitulos (inflorescéncia) e desenvolvimento dos respectivos aquénios, o que levou cerca
de 90 dias, as plantas foram colhidas e o solo das respectivas rizosferas separados e pesados, onde 20 g do
solo foram adicionados em 250 mL meio GEL liquido (Dalcin, 2008), contendo o potassio sob a forma de pé-de-
rocha, para cada cultivo. A composi¢do do meio GEL utilizado foi: Glicose 10,0 g; Extrato de levedura 1,0 g;
NaCl 0,01 g; Na;HPO4 4,0 g; NHsNO3 0,005 g; Solugdo de MgS0O4.7H,0 10% 2 ml; Solugéo de CaCl, 1% 2 ml; e
Solugao de micro-nutrientes 2 ml; Solugéo de Fe-EDTA 4 ml; Agua 1000 ml. A composicao da solugéo de micro-
nutrientes empregada foi: NaM00O4.2H,0 0,2 g; MnSQ4.2H,0 0,235 g; HisBO; 0,28 g; CuS04.5H,0 0,008 g;
ZnS04.7 H,0 0,024 g; Agua 200 ml. O meio GEL foi esterilizado a 115°C por 15 minutos. O potassio foi
adicionado na forma do po6-de-rocha flogopitito ou glauconita, na densidade de polpa de 50 g/l, 0 mesmo
utilizado por Dalcin (2008)

Os frascos erlenmeyers foram submetidos a agitagédo em mesa agitadora (200 rpm) e temperatura controlada de
30°C, por um periodo de 28 dias. O meio GEL fermentado foi trocado semanalmente, mantendo-se o mineral e
10% de volume do mesmo meio original como indculo. Apds o procedimento supracitado, uma amostra (1 ml) de
cada erlenmeyer foi retirado e realizado diluigdes sucessivas (até 107) em solugéo salina estéril NaCl 0,9% e
posterior plaqueamento em meio GEL agarizado (15g/l), obtendo-se assim as colénias individuais. O pd-de-
rocha foi distribuido superficialmente com o auxilio de uma alga de Drigalsky, utilizando 0,04 g de flogopitito e

0,02 g de glauconita por placa de Petri, esterilizado em tubos Eppendorfs a 121°C por 15 minutos,
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Como o meio GEL apresenta muitos componentes e no intuito de simplificar 0 meio, através de pesquisa
bibliografica, selecionou-se um meio que atendesse as necessidades minimas dos microrganismos. Hu et al.
(2006) trabalhando com isolamento de microrganismos para a solubilizacdo de potassio e fosfato a partir de
aluminossilicato, trabalham com o meio Aleksandrov modificado, decidindo-se por utiliza-lo no presente trabalho
e com a seguinte composigao: Glicose 0,5%; FeCls 0,0005%; MgS0..7H,0 0,05% e CaCOs 0,01%. Da mesma
forma que realizada no meio GEL do isolamento, a fonte de potassio utilizada foi o p6-de-rocha flogopitito ou
glauconita (0,04 g por placa de Petri) espalhado pela superficie da placa de Petri com 0 meio Aleksandrov

agarizado (15 g/1).

A avaliacdo de crescimento foi visual, sendo selecionadas as colénias que apresentaram crescimento
semelhante ao crescimento em meio GEL.

2.3 Lixiviagéo Biologica

Na lixiviagdo biologica do flogopitito utilizou-se o meio Aleksandrov, sendo o indculo realizado a partir de uma
alcada das respectivas coldnias previamente isoladas e selecionadas como descrito no item 3.2. O meio

acrescido de 10 g do flogopitito foi esterilizado a 115°C por 15 minutos.

Para avaliar a influéncia da presenca do Fe(lll) bem como do tipo de isolado, optou-se por utilizar um
planejamento fatorial completo do tipo 22, onde as variaveis estudas séo apresentadas na Tabela 1. O estudo da
adicéo de Fe(lll) deve-se ao fato de que este cation, em algumas espécies de microrganismos induz a produgdo

de agentes quelantes conhecidos como sideréforos.

A quantificagdo de potassio foi realizada pelo Laboratério de Analises Quimicas-COAM-CETEM, utilizando-se a

técnica de absor¢do atdmica com chama de ar-acetileno.

Tabela 1. Variaveis reais e escalonadas (entre parénteses) utilizadas no planejamento experimental.

Ensaio Isolado Presenca de Fe(lll)
1 1G04 () Sem (-)
2 Nigla 05 (+) Sem (-)
3 IG 04 (-) Com (+)
4 Nigla05 (+) Com (+)

IG 04 - Isolamento de Girassol (solo com flogopitito) e Nigla 05 — Isolamento de solo com glauconita.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Lixiviagdo Quimica

A figura 2 apresenta a concentragao de potassio na solugdo extratora Merlich-1 ap6s os diferentes tempos de

contato.
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Figura 2. Solubilizagao de potassio presente no Flogopitito utilizando o extratante Mehlich-1.

Observa-se que a extragdo é crescente até o tempo estudado de 168 horas, ndo podendo ser avaliado a
extracdo maxima, sendo necessario a continuagao do processo. Como a solu¢do Mehlich-1 é constituida por
uma mistura de acidos fortes H,SO4 0,025N e HCI 0,05 N dissolvidos em 1 | de agua destilada, os protons (H*)
oriundos da dissociagdo dos &cidos pode ser trocado com outros cations, como por exemplo o potassio (K*)

presente na rede cristalina dos minerais componentes da rocha utilizada (Bigham, 2001).
O erro encontrado na amostra de 168 h pode ser associado com problemas de amostragem.
3.2 Isolamento e Selecéo de Potenciais Microrganismos Solubilizadores de Potéssio

Apbs o crescimento das plantas (Helianthus annuus L.) e a retirada do solo rizosférico, com o procedimento de
diluigbes sucessivas e posterior plaqueamento em meio GEL agarizado, foram obtidas ao todo 9 linhagens,
sendo 5 oriundas do solo contendo glauconita e 4 oriundas do solo contendo flogopitito. A linhagem |G 04 foi

isolada a partir de solo contendo flogopitito e a linhagem Nigla 05 oriunda do solo suplementado com glauconita.

De todos os isolados supracitados, somente dois apresentaram crescimento satisfatorio no meio Aleksandrov
modificado, sendo estes os isolados IG 04 e Nigla 05. A linhagem IG 04 assemelha-se visualmente a uma
levedura enquanto a linhagem Nigla 05 assemelha-se com uma bactéria. As linhagens serdo devidamente

caracterizadas e identificadas no decorrer do estudo.
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3.3 Lixiviagao Bioldgica

A Figura 3 apresenta o grafico de solubilizagdo de potassio a partir do flogopitio utilizando as duas linhagens

selecionadas e com a presenga ou auséncia de Fe(lll) na forma de seu cloreto, como descrito no item 2.3.
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Figura 3. Solubilizagéo de potassio a partir do flogopitito utilizando as linhagens 1G04 e Nigla05 na presenga e

auséncia de Fe(lll).

Inicialmente (14 dias) a linhagem 1G04 mostrou-se mais promissora, obtendo valores iniciais de solubilizagéo
superiores aos obtidos pela linhagem Nigla 05. Com o decorrer do processo, em 21 dias observa-se um aumento
na extragao de potassio da linhagem Nigla 05 sem ferro, atingindo os maiores valores em 28 dias. A glauconita
utilizada possui teores expressivos de Ferro em sua constituigéo (3,8% de Fe;03), podendo este funcionar como
indutor da produgéo de uma classe especial de agentes quelantes denominados sideroforos. Estas moléculas
sdo excretadas por algumas bactérias quando encontram um meio deficiente em ferro. A importancia dos
agentes quelantes é sua habilidade de deslocar as reagbes, ou seja, no presente estudo, teoricamente o
potassio sendo liberado no meio e quelado ficaria impossibilitado de voltar a estrutura cristalina do mineral (Uroz
et al.,2009).

Comparando as Figuras 2 e 3, o tempo de 168 h com 14 dias, observa-se que os tempos estudados inicialmente
para cada experimento, a lixiviagdo bioldgica mostra-se superior em cerca de 10 vezes mais, indicando a

atuagdo ativa do microrganismos na solubilizagdo do potéssio.
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Na Figura 4 sdo mostrados os graficos de Pareto para o tempo 14 (A) e 28 dias (B) de processo.

(2)Fe(|l|) (1)Iso|ado

Figura 4. Grafico de Pareto para os experimentos de lixiviagdo bioldgica. (A) 14 dias e (B) 28 dias.

Nota-se que no inicio do processo (até 21 dias — grafico ndo mostrado) existe diferenca estatistica significativa
entre as linhagens utilizadas, porém quando se atinge o tempo superior a 21 dias, ndo existe mais diferenca
estatistica significativa. Uroz et al (2009) ressaltam que a composi¢do do meio influencia na liberagao de agentes
solubilizadores. As linhagens séo potenciais produtoras de EPS (do Inglés: Extracellular Polymeric Substances,
em Portugués: substancias poliméricas extracelulares). Segundo Uroz et al (2009), o EPS pode atuar na
solubilizagdo de nutrientes por criar um microambiente onde as reagdes se processam de forma mais acelerada
do que seria se ndo houvesse essa camada pois 0s reagentes tendem a se concentrar. Outra caracteristica

importante desses biofilmes é aeragao diferencial que podem auxiliar no intemperismo de alguns minerais.

4. Conclusao

Os testes de lixiviagdo quimica demonstram que n&do se atingiu a extragdo maxima, devendo ter seu tempo
estendido até que seja obtido os valores maximos. Porém, conclui-se dos experimentos iniciais de lixiviagdo
bioldgica (14 dias) e quimica (168 h — 8dias), o potencial da utilizagdo dos microrganismos (cerca de 20 vezes

para a linhagem 1G04 com ferro)

A partir dos resultados obtidos na lixiviagédo bioldgica, conclui-se que existem diferengas significativas nas
linhagens empregadas somente nos primeiros 21 dias de processo, sendo sem significancia estatistica a partir
de 28 dias.

Faz-se necessario prosseguir com os estudos, otimizando as condi¢des de cultivo como aeragéo, composi¢éo
do meio e temperatura de processo. Ressalta-se ainda a necessidade de se avaliar o crescimento celular bem

como 0 consumo de substrato e os subprodutos do metabolismo serem quantificados e caracterizados.
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