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Resumen

El enriquecimiento de un compuesto orgánico con biofertili-
zantes a base de microorganismos (bacterias solubilizadoras 
de fósforo, BSF) puede mejorar las propiedades de los ferti-
lizantes de fosfato aplicados a los suelos para mayor disponi-
bilidad de nutrimentos. El diseño experimental fue bloques 
completos al azar en un arreglo factorial de tratamientos 
4x2+1: 1) cuatro fuentes de fósforo: roca fosfatada, fosfato 
natural, superfosfato triple (SFT) y roca fosfórica cubana; 
2) dos fuentes de biofertilizante preparadas a base de cacha-
za enri-quecida con microorganismos y sin enriquecimiento; 
y 3) un testigo absoluto (sin cachaza ni abonado); repetido 
tres veces. Los datos se analizaron con ANDEVA y las me-
dias de tratamientos se compararon con la prueba de Tukey 
(p£0.05). Las evaluaciones de P disponible (metodología 
Bray-2 y Oniani) y las cuantificaciones de las bacterias totales 
y solubilizadoras y de hongos en el suelo se realizaron 30, 
60 y 90 d después de iniciar el experimento. Después de 
60 d, la población de BSF fue menor en el testigo (p£0.05) 
y el contenido de P (Bray-2) fue mayor  para SFT (p£0.01). 
La aplicación del biofertilizante aumentó el contenido de P 
comparado con el testigo. A los 90 d el P (Bray-2) aumentó 
con el tratamiento SFT, el cual aumentó (p£0.01) el P en el 
suelo a los 60 y 90 d independientemente de la presencia del 
biofertilizante enriquecido con microorganismos. El uso de 
cachaza enriquecida con microorganismos asociada con dife-
rentes fuentes de P, y aplicadas al suelo con alto contenido de 

Abstract

The enrichment of an organic compound with biofertilizers 
of microorganisms (solubilizing phosphorus bacteria, BSF) 
can improve the properties of phosphate fertilizers applied 
to soils to increase  nutrient  availability. The experimental 
design was randomized complete blocks with a factorial 4x2 
+1 arrangement of treatments: 1) four sources of phosphorus: 
phosphate rock, natural phosphate, triple superphosphate 
(TSP) and Cuban phosphate rock; 2) two sources of bio-
fertilizer prepared from filter cake (cane waste) enriched 
with microorganisms and no enrichment; 3) and an absolute 
control (no  filter cake or fertilizer); repeated three times. 
Data was analyzed with ANOVA and treatment means were 
compared using Tukey (p£0.05). Assessments of available 
P (Bray-2 and Oniani methodology) and the quantification 
of total and solubilizing bacteria and fungi in the soil were 
performed 30, 60 and 90 d after starting the experiment. 
After 60 d, the population of BSF was lower in the control 
(p£0.05) and the content of P (Bray-2) was higher for SFT 
(p£0.01). The application of the bio-fertilizer increased 
the P content compared to the control. At 90 d P (Bray-
2) increased with the SFT treatment, which also increased 
(p£0.01) P in the soil at 60 and 90 d regardless of the 
presence of microorganism-enriched bio-fertilizer. The use 
of filter cake enriched with microorganisms associated with 
different sources of P, and applied to the soil with a high 
content of P, did not change the soil populations of total 
and solubilizing bacteria and fungi in the short term. TSP 
promoted the highest levels of P in the soil, irrespective 
of the presence of the organic compound enriched with P 
solubilizing microorganisms.
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P, no alteró las poblaciones de bacterias totales y solubiliza-
doras y hongos del suelo a corto plazo. El SFT promovió los 
mayores niveles de P en el suelo, independientemente de la 
presencia del compuesto orgánico enriquecido con microor-
ganismos solubilizadores de P.

Palabras clave: P disponible, microorganismos, superfosfato tri-
ple, fosfato natural.

Introducción

El fósforo (P) es un nutrimento caracterizado 
por el alto grado de interacción con el suelo 
lo cual, unido a su deficiencia en vastas zonas 

de la agicultura brasileña, lo convirtió en el elemento 
más crítico en los suelos. La concentración de P total 
varía desde poco más de cero en suelos muy arenosos, 
hasta 2000-3000 mg kg-1. El principal determinante 
del P total extraíble es el material parental (óxidos de 
Fe y Al, cenizas volcanicas o caliza) del suelo; en la 
solución del suelo, el contenido de este elemento es 
muy bajo (Raij, 2011).
	 La adsorción del P en los suelos puede ser afec-
tada por el contenido de materia orgánica, el pH, el 
contenido de calcio, hierro trivalente y aluminio, así 
como por el tiempo de contacto entre los fertilizan-
tes y el suelo (Santos et al., 2008; Korndörfer y Melo, 
2009). De acuerdo con la recomendación de base, el P 
debe aplicarse de forma localizada, por lo general en el 
surco, lo cual disminuye su fijación (Raij, 2011). Sin 
embargo, para una mejor utilización de P es necesario 
estudiar sus diferentes fuentes, las prácticas de manejo 
y la influencia de la materia orgánica (MO) en la dis-
ponibilidad de P para obtener índices de rendimiento 
mayores con la fertilización fosfatada (Korndörfer y 
Anderson, 1997). El efecto de diferentes fuentes de P 
sobre su concentración en el suelo fue evaluado por 
Ernani et al. (2001) y Frandoloso et al. (2010), quie-
nes usaron superfosfato triple (SFT), fosfato natural de 
Arady (fertilizantes aplicados a todo el suelo) y fosfa-
to natural de Gafsa (fertilización fosfatada dirigida al 
surco) y encontraron niveles de P más altos cuando se 
aplicó SFT. Además, Resende et al. (2006a) detectaron 
promedios más altos de P en el suelo cuando aplicaron 
superfosfato triple, fosfato reactivo de Arad y fosfato 
natural de Araxá, a todo el suelo, comparados con el 
testigo (sin P).
	 Los mecanismos causantes de una menor adsor-
ción del P se deben a combinaciones del aumento de 

Key words: Available P, microorganisms, triple superphos-
phate, natural phosphate.

Introduction

Phosphorus (P) is a nutrient, characterized by a 
high degree of interaction with the soil, which 
together with its vast areas of deficiency in 

Brazilian agriculture, made it the most critical element 
in soils. The concentration of total P varies from just 
over zero in very sandy soils, up to 2000-3000 mg 
kg-1. The main determinant of total extractable P is 
the soil parent material (Fe and Al oxides, volcanic 
ash or limestone); in the soil solution, the content of 
this element is very low (Raij, 2011).
	 The adsorption of P on soils can be affected by the 
content of organic matter, the pH, calcium content, 
trivalent iron and aluminum, as well as the contact 
time between the fertilizers and the soil (Santos et 
al., 2008; Korndörfer and Melo, 2009). According 
to basic knowledge, P should be applied in a 
localized way, usually in the groove, which decreases 
its attachment (Raij, 2011). However, for a better 
utilization of P it is necessary to study its different 
sources, management practices and the influence 
of organic matter (OM) on P availability to obtain 
higher yielding indices with phosphate fertilization 
(Korndörfer and Anderson, 1997). The effect of 
different sources of P on its concentration in the soil 
was evaluated by Ernani et al. (2001) and Frandoloso 
et al. (2010), who used triple superphosphate 
(TSP), Arady natural phosphate (fertilizers applied 
to the entire soil) and Gafsa natural phosphate (P 
fertilization applied to the groove) and found higher 
levels of P when TSP was applied. Furthermore, 
Resende et al. (2006a) found higher averages of P in 
the soil when applying triple superphosphate, Arad 
reactive phosphate and Araxá natural phosphate to 
the whole soil, compared to the control (no P).
	 The mechanisms leading to a lower adsorption of 
P are the result of combinations of increased pH, less 
exchangeable Al and the amount of P mineral released 
by OM sources (Iyamuremye and Dick, 1996). The 
competitive adsorption between organic acids and 
P (Erich et al., 2002), affected by oxides of Fe and Al 
can potentially reduce the number of adsorption sites 
(organic acids such as citrate and oxalate and humic 
and fulvic acids can block the adsorption sites of the 
oxy-hydroxides of Fe and Al), releasing P in the soil 
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pH, disminución del Al intercambiable y de la can-
tidad de P mineral liberada por fuentes de MO (Iya-
muremye y Dick, 1996). La adsorción competitiva 
entre los ácidos orgánicos y el P (Erich et al., 2002), 
afectados por óxidos de Fe y de Al pueden potencial-
mente reducir el número de sitios de adsor-ción (los 
ácidos orgánicos como citrato y oxalato, y los ácidos 
húmicos y fúlvicos pueden bloquear los sitios de ad-
sorción de los oxi-hidróxidos de Fe y Al), liberando P 
en la solución del suelo (Guppy et al., 2005). Por ello 
se infiere que la adición de un portador orgánico au-
mentaría la disponibilidad de P en el suelo, pues ha-
bría mayor actividad  microbiana debido al aumento 
del contenido de MO en el suelo, y también por la 
liberación de ácidos orgánicos. 
	 Los microorganismos del suelo desempeñan una 
función fundamental en los procesos de mineraliza-
ción y solubilización del P. Así, el estudio de procedi-
mientos microbiológicos que favorecen la disponibi-
lidad de P es importante (van Veen, 1997; Mendes y 
Reis Junior, 2003). La presencia de microorganismos 
del suelo que pueden solubilizar fosfatos naturales, 
propician su aprovechamiento por las plantas. Según 
Young (1990), hay resultados favorables en progra-
mas de inoculación de microorganismos solubiliza-
dores de fosfatos, pero las condiciones de crecimiento 
de estos microorganismos en el suelo se deben estu-
diar (Barroti y Nahas, 2000). Así, se ha estudiado la 
solubilización de fosfatos por microorganismos del 
suelo, incluyendo bacterias y hongos (Kim et al., 
1998; Stamford et al., 2004; Deubel y Merbach, 
2005; Fankem et al., 2006; Lima et al., 2007; Ste-
phen y Jisha, 2009).
	 La hipótesis de esta investigación fue que la efi-
ciencia agronómica de diferentes fuentes de P es ma-
yor al adicionar un compuesto orgánico enriquecido 
o no con microorganismos solubilizadores de fosfato, 
porque el aumento de los compuestos orgánicos en 
el suelo disminuirá la adsorción de P y aumentará 
su disponibilidad. Debido a las propiedades químicas 
de los fertilizantes fosfatados solubles adicionados a 
la cachaza enriquecida con microorganismos, se afec-
taría la eficiencia de liberación del P soluble de dicho 
fertilizante. El objetivo fue evaluar, en laboratorio, 
el efecto de la cachaza con y sin enriquecimiento de 
microorganismos asociados, con diferentes fuentes 
de P solubles sobre el contenido de P disponible y 
la población microbiológica del suelo, utilizando  un 
tipo de suelo representativo del cultivo de la caña de 
azúcar en Cuba.

solution (Guppy et al., 2005). Therefore, we inferred 
that the addition of an organic carrier would increase 
soil P availability due to a higher microbial activity 
resulting from the increased content of OM in the 
soil, and also by the release of organic acids.
	 Soil microorganisms play a key role in the 
processes of mineralization and solubilization of 
P. Thus the study of microbiological processes that 
favor the availability of P is important (van Veen, 
1997; Mendes and Reis Junior, 2003). The presence 
of soil microorganisms that can solubilize natural 
phosphate  leads to  its use by plants. According 
to Young (1990),  there are favorable results in 
inoculation programs of phosphate solubilizing 
microorganisms, but the growth conditions of 
these microorganisms in the soil should be studied 
(Barroti and Nahas, 2000). Thus, solubilization 
of phosphates by soil microorganisms, including 
bacteria and fungi has been studied (Kim et al., 
1998. Stamford et al., 2004; Deubel and Merbach, 
2005; Fankem et al., 2006; Lima et al., 2007; 
Stephen and Jisha, 2009).
	 The hypothesis of this research was that the 
agronomic performance of different sources of 
P  is enhanced  by adding an organic compound 
either enriched or not with phosphate solubilizing 
microorganisms, because the increase of organic 
compounds in the soil will decrease the adsorption of 
P and increase its availability. Because of the chemical 
properties of the soluble phosphate fertilizers added 
to filter cake (cane waste; cachaza) enriched with 
microorganisms, the efficient release of soluble P of 
such fertilizer would be affected. 	The objective was 
to evaluate, in the laboratory the effect of filter cake 
with and without the enrichment of microorganisms, 
with different sources of soluble P on the available 
P content  and soil microbial population using a 
representative soil type of sugar cane cultivation  in 
Cuba.

Materials and  Methods 

	 The study was conducted in the laboratory at the University 
of Cienfuegos, Cuba, using a representative soil, Sialítico Pardo, 
Pardo type, carbonate gender (Hernández et al., 1999), which 
corresponds to a Typic Eutropept (Soil Survey Staff, 2010).      
We collected the soil samples in areas of growing sugar cane 
on a state-production farm, municipality of Cienfuegos, in 20 
random points at 0-20 cm depth. The soil was air dried, turned 
around and sieved (2 mm) and the chemical analysis for fertility 
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Materiales y Métodos

	 El estudio se realizó en laboratorio en la Universidad de 
Cienfuegos, Cuba, utilizando un suelo representativo, Pardo Sia-
lítico, tipo Pardo, género carbonato (Hernández et al., 1999), 
que corresponde a un Typic Eutropept (Soil Survey Staff, 2010).
Las muestras de suelo se recolectaron en áreas de cultivo de ca-
ña-de-azúcar en una finca de producción estatal, municipio de 
Cienfuegos, en 20 puntos al azar a la profundidad de 0-20 cm. 
El suelo se secó al aire, se desterronó y tamizó (2 mm) y se realizó 
el análisis químico para fines de fertilidad con la metodología 
de Raij et al. (2001). Los valores obtenidos mediante el análi-
sis químico fueron: pH en CaCl2 6.9; MO 35 g dm-3; P resina 
55 mg dm-3; K 1.7mmolc dm-3; Ca 644 mmolc dm-3; Mg 28 
mmolc dm-3; H+Al 9 mmolc dm-3; SB 673.7 mmolc dm-3; CTC 
(capacidad de intercambio catiónico) 682.7 mmolc dm-3; PSB 
(porcentaje de saturación de bases) 99 %. También se caracterizó 
el contenido de P en el suelo (Bray-2), igual a 2.4 mg kg-1, de 
acuerdo con la metodología de Bray y Kurtz (1945).
	 El diseño experimental fue bloques completos al azar, en 
arreglo factorial de tratamientos 4x2+1: 1) cuatro fuentes de P: 
fosfato de Araxá (P2O5 36 % y P2O5 soluble en ácido cítrico al 
2 % igual a 4 %), fosfato natural reactivo (Bayóvar®) (P2O5 29 % y 
P2O5 soluble en ácido cítrico al 2 % igual a 14 %), superfosfato 
triple (SFT) (P2O5 45 % y P2O5 soluble en ácido cítrico al 2 % 
igual a 41 %), y roca fosfórica cubana (P2O5 24 % y P2O5 soluble 
en ácido cítrico al 2 % igual a 6.5 %); 2) dos fuentes de com-
puesto orgánico a base de cachaza (residuo obtenido del proceso 
de filtración de los jugos de la caña de azucar): enriquecida con 
microorganismos, y sin enriquecimiento de microorganismos; 3) 
un testigo (sin cachaza, ni fertilización). La unidad experimental 
consistió de recipientes plásticos (200 mL) llenados con muestras 
de suelo, con los respectivos tratamientos.
	 Las propiedades quimicas de la cachaza, de acuerdo con la me-
todologia propuesta por Bataglia et al. (1983),  fueron las siguien-
tes (g kg-1): N=18,0; P=12,1; K=4,3; Ca=96,4; Mg=10,2; S=3,4. 
En el compuesto orgánico se agregaron todas las fuentes de P en 
una concentración de 60 mg dm-3 de P soluble en ácido cítrico 
al 2 % (Malavolta, 1981).
	 El compuesto orgánico enriquecido se obtuvo del compos-
taje de la cachaza, con adición de biofertilizante conteniendo 
microorganismos. El biofertilizante fue Azotofos a base de Pseu-
domonas fluorescens y Azotobacter fluorescens, conteniendo 108 
ufc mL-1  fue obtenido en el Laboratorio Barajagua, Instituto de 
Investigaciones de Suelos y Fertilizantes de Cuba. Diez gramos 
de Azotofos se agregaron a 1 L de agua destilada y de inmediato 
se enriqueció el compuesto orgánico añadiendo el biofertilizante 
(280 mL kg-1 cachaza).

purposes was performed with the methodology by Raij et al. (2001). 
The values ​​obtained by chemical analysis were pH (CaCl2) 6.9; 
OM 35 g dm-3; P Resin 55 mg  dm-3; K 1.7 mmolc dm-3; Ca 
644 mmolc dm-3; Mg 28 mmolc dm-3; H+Al 9 mmolc dm-3; 
SB 673.7 mmolc dm-3; CTC (cation exchange capacity) 682.7 
mmolc dm-3; BSP (base saturation percent) 99 %. Soil P content 
was also estimated (Bray-2), equal to 2.4 mg kg-1, according to 
the methodology by Bray and Kurtz (1945).
	 The experimental design was randomized complete blocks in 
a factorial arrangement of treatments 4x2+1: 1) four sources of 
P: Araxá phosphate (36 % P2O5 and P2O5 soluble in 2 % citric 
acid equal to 4 %), reactive natural phosphate (Bayóvar®) (29 % 
P2O5 and P2O5 soluble in 2 % citric acid equal to 14 %), triple 
superphosphate (TSP) (P2O5 45 %, P2O5 soluble in 2 % citric acid 
equal to 41 %), and Cuban phosphoric rock (P2O5 24 %, and 
P2O5 soluble in 2 % citric acid equal to 6.5 %); 2) two sources of 
organic compound based on filter cake (cachaza, a residue obtained 
from the filtering process of sugar cane juice): enriched with 
microorganisms, and without enrichment of microorganisms; 3) 
a control (without filter cake nor fertilization). The experimental 
unit consisted of plastic containers (200 mL) filled with soil 
samples, with their respective treatments.
     The chemical properties of filter cake, according to the 
methodology proposed by Bataglia et al. (1983) were the 
following (g kg-1): N = 18,0; P = 12,1; K = 4,3; Ca=96,4; 
Mg=10,2; S=3,4. In the organic compound we added all sources 
of P at a concentration of 60 mg dm-3 of soluble P in citric acid 
at 2 % (Malavolta, 1981).
     The enriched organic compound was obtained from filter cake 
composting, with the addition of the biofertilizer containing 
microorganisms. The biofertilizer was Azotofos composed of 
Pseudomonas fluorescens and Azotobacter fluorescens, containing 
108 ufc mL-1 was obtained at the Barajagua Laboratory, Instituto 
de Investigaciones de Suelos y Fertilizantes de Cuba (Research 
Institute of Soils and Fertilizers of Cuba). We added 10 g of 
Azotofos to 1 L of distilled water and immediately the organic 
compound (filter cake) was enriched, adding the biofertilizer 
(280 mL kg-1 filter cake).
     After composting, the dose of the organic compound applied 
to the containers was 12.5 g kg-1 soil, corresponding to 25 t ha-1. 
Filter cake without enrichment was analyzed at the start of the 
experiment using the methodology by Martínez et al. (2006); 
then we determined the number of colonies of Penicillium spp 
(5x101 ufc g-1), Aspergillus spp (1.3x101 ufc g-1) and Aspergillus 
tereus (2.3x101 ufc g-1). 
     We applied nitrogen in all treatments (200 mg dm-3) in the 
form of urea (45 % N) and potassium (150 mg dm-3) in the 
form of potassium chloride (60 % K2O) (Malavolta, 1981). 
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	 Después del compostaje, la dosis del compuesto orgánico 
aplicada en los recipientes fue 12.5 g kg-1 suelo, correspondiente 
a 25 t ha-1. La cachaza sin enriquecimiento se analizó al iniciar 
el experimento con la metodología de Martínez et al. (2006), y 
se determinó el número de colonias de Penicillium spp (5x101 ufc 
g-1), Aspergillus spp (1.3x101 ufc g-1) y Aspergillus tereus (2.3x101 

ufc g-1).
	 En todos los tratamientos se aplicó nitrógeno (200 mg dm-3) 
en forma de urea (45 % N) y potasio (150 mg dm-3) en forma de 
cloruro de potasio (60 % K2O) (Malavolta, 1981).
	 El experimento se estableció el 14 de septiembre de 2012. El 
suelo de los recipientes fue regado diariamente manteniendo una 
humedad similar al 80 % de la capacidad de campo. A los 30, 
60 y 90  d después de iniciar el experimento se muestreó el suelo 
para determinar el contenido de P disponible (Bray-2), con la me-
todología de extracción de Bray y Kurtz (1945), recomendada en 
Cuba para suelos con predominio de Ca, principalmente por ser 
práctico y de bajo costo (Broggi et al., 2010). En este método se 
usó una solución extractora de HCl 0.1 mol L-1 y NH4F 0.03 mol 
L-1: se pesó 1 g de suelo, se colocó en un tubo de centrifugado con 
tapa de rosca y se adicionaron 7 mL de solución extractora; luego 
se colocaron 40 s en un agitador horizontal, reposaron 16 h, se 
centrifugaron 5 min a 748 g, y se determinó P del suelo usando el 
método de Murphy y Riley (1962).
	 El contenido de P en el suelo se determinó de acuerdo con el 
método de Oniani (Pérez et al., 2010), usado en Cuba para suelos 
carbonatados. Las muestras de 2 g de suelo se agitaron 3 min con 
5 mL de solución extractora (H2SO4 0.05 mol L-1), se filtraron y 
se determinó P según Murphy y Riley (1962).
	 Mientras se evaluó el contenido de P en suelo, se determi-
nó la población microbiana: las muestras de suelo se colocaron 
en bolsas plásticas, protegidas de la luz y mantenidas en cajas 
tér-micas hasta su ingreso al laboratorio; luego fueron tamizadas 
(malla de 2 mm), con una humedad ajustada entre 50 y 60 % 
de capacidad de campo; colocadas en bolsas de plástico con ori-
ficios de ventilación y guardadas en cámara fría (4 °C) (Cardoso 
et al., 2009). Para cuantificar las bacterias solubilizadoras de P 
(BSF) se usó el medio Pykoskaia (Martínez et al., 2006); para 
conteo de las bacterias y hongos totales se usó el procedimiento 
de dilución en serie (Wollum, 1982), usando el medio de Bunt y 
Rovira (1955) pH 7.4; para contar bacterias totales se usó el me-
dio de Martin (1950) pH 5.6, agregando 60 mg mL-1 penicilina, 
40 mg mL-1 estreptomicina,  y 70 mg mL-1 rosa  bengala para 
contar hongos. Las placas fueron incubadas 24 h a 30 ºC para 
bacterias totales, 72 h para hongos totales y 96 h  para BSF.
	 Los datos se analizaron con ANDEVA y las variables micro-
biológicas fueron convertidos en logaritmo. Para comparar las 
medias de los tratamientos se usó la prueba de Tukey  (p£0.05), 
con el programa ASISTAT (Silva y Azevedo, 2009).

     The experiment was established on September 14, 2012. 
The soil of containers was watered daily to maintain moisture 
close to 80 % of field capacity. At 30, 60 and 90 d after starting 
the experiment the soil was sampled to determine the content 
of available P (Bray-2), with the extraction methodology by 
Bray and Kurtz (1945), recommended in Cuba for soils with Ca 
predominance, mainly because it is convenient and inexpensive 
(Broggi et al., 2010). In this method, we used a buffer solution 
of HCl 0.1 mol L-1 and NH4F 0.03 mol L-1: 1 g of soil was 
weighed, placed in a centrifuge tube with screw cap, adding 7 mL 
of extraction solution; then it was placed for 40 s on a horizontal 
shaker, left to dwell for 16 h, centrifuged for 5 minutes at 748 g, 
and the soil P was determined using the method by Murphy and 
Riley (1962).
     The P content in the soil was determined according to 
the method by Oniani (Pérez et al., 2010), used in Cuba for 
carbonated soils. The 2 g samples of soil were shaken for 3 min 
with 5 mL of extraction solution (H2SO4 0.05 mol L-1), filtered 
and P determined by the Murphy and Riley (1962) method.
     While evaluating the content of P in the soil, the microbial 
population was determined: soil samples were placed in plastic 
bags, protected from light and kept in coolers and then taken 
to the laboratory; then they were  sieved (2 mm mesh) with 
an adjusted humidity between 50 and 60 % of field capacity; 
packed in plastic bags with ventilation holes and kept in a cold 
room (4 °C) (Cardoso et al., 2009). To quantify P solubilizing 
bacteria (BSF) we used the  Pykoskaia method (Martinez et 
al, 2006); for counting the bacteria and fungi, we used the 
total serial dilution procedure (Wollum, 1982), and the Bunt 
and Rovira medium (1955) pH 7.4; to count  total bacteria 
the  Martin (1950) procedure was used pH 5.6, adding 60 
mg mL-1 penicillin, 40 mg mL-1 streptomycin, and 70 mg 
mL-1 rose bengal to count fungi. The plates were incubated 
for 24 h at 30 °C for total bacteria, 72 h for total fungi and 
96 h for BSF.
     Data were analyzed with ANOVA, and microbiological 
variables were converted into logarithm. To compare treatment 
means we used the Tukey test (p£0.05) with ASISTAT program 
(Silva and Azevedo, 2009).
 

Results and Discussion

	 The use of phosphate Araxá, Bayóvar® phosphate, 
TSP and Cuba phosphate, as well as  filter cake 
with and without Azotofos enrichment did not 
change total bacterial and total fungi populations 
compared to the control (Table 1). The biofertilizer 
treatment increased the number of solubilizing 
bacteria in the soil, irrespective of the source of 
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Resultados y Discusión

	 El uso de fosfato de Araxá, fosfato Bayóvar®, SFT 
y fosfato de Cuba, así como la cachaza con y sin en-
riquecimiento con Azotofos no cambió las poblacio-
nes de bacterias totales y hongos totales respecto al 
testigo (Cuadro 1). El tratamiento con biofertilizante 
aumentó el número de bacterias solubilizadoras en el 
suelo, independientemente de la fuente de fertilizan-
te fosfatado. Pero los tratamientos no afectaron las 
BSF.
	 Por lo tanto, los valores más altos de las UFC ob-
servados en los tratamientos con cachaza enriquecida 
con biofertilizantes refuerzan la hipótesis de que la 
utilización de residuos orgánicos tiene una función 
fundamental para la actividad microbiana en los 
suelos agrícolas (Cardoso et al., 1995). Resultados 
semejantes fueron observados por Nuernberg et al. 
(1984): el número de microorganismos dependió de 
la fertilización y se obtiene una mayor población en 
el suelo con fertilización mineral u órgano-mineral 
con relación al testigo (no fertilizado). Además, Na-
has et al. (1994) estudiaron el efecto de inoculación 
de un hongo solubilizador de fosfato en maíz, y re-

Cuadro 1. Población microbiológica y contenido de P disponible en suelo tratado con fuentes de P en presencia y ausencia del 
compuesto orgánico enriquecido con biofertilizante a los 30 días de iniciar el experimento; Cienfuegos,  Cuba, 2012.

Table 1.	Microbiological population and content of available P in the soil treated with P sources in the presence and absence of 
organic compound enriched with biofertilizer 30 days after the start of the experiment; Cienfuegos, Cuba, 2012.

Fuentes de P
Bacterias totales Hongos totales BSF P (Bray-2) P (Oniani)

UFC g-1 suelo mg kg-1

Fosfato de Araxá 9.0 5.8 5.6 12.1 26.2
Fosfato Bayóvar® 9.1 5.6 5.6 11.9 27.7
Superfosfato Triple 9.1 5.8 5.8 12.6 23.6
Fosfato de Cuba 9.0 5.8 5.8 12.4 26.4
Compuesto orgánico
Con enriquecimiento 9.0 5.8 5.8 a 12.4 26.2
Sin enriquecimiento 9.1 5.7 5.5 b 12.2 25.8

Valores de F
Fuentes de P (P) 0.12 ns 2.28 ns 1.21 ns 0.46 ns 2.00 ns
Compuesto orgánico (C) 1.31 ns 3.39 ns 6.34† 0.30 ns 0.11 ns
P x C 0.73 ns 0.64 ns 1.71 ns 2.15 ns 1.52 ns
Factorial x control 0.002 ns 1.84 ns 0.06 ns 109.80¶ 71.00¶

Media del control 9.1 5.6 5.7 4.8 b 10.7 b
Media del factorial 9.1 5.8 5.7 12.3 a 26.0 a
CV (%) 3.7 2.8 5.4 10.2 12.2

ns=no significativo; †p£0.05; ¶p£0.01. Las medias con diferente letra en una columna son estadísticamente diferentes (p£0.05) v 

ns=not significant; †p£0.05; ¶p£0.01. Means with a different letter in a column are statistically different (p£0.05).

phosphate fertilizers. But the treatments did not 
affect the BSF. 
	 Thus, the highest values ​​in the UFC observed 
in the treatments  with filter cake  enriched with 
biofertilizers reinforce the hypothesis that the use of 
organic waste is fundamental to microbial activity 
in agricultural soils (Cardoso et al., 1995). Similar 
results were observed by Nuernberg et al. (1984): the 
number of microorganisms depended on fertilization 
and an increased population was obtained in the soil 
with mineral or organic-mineral fertilization in 
relation to the control (not fertilized). Furthermore, 
Nahas et al. (1994) studied the effect of inoculation 
of a phosphate solubilizing fungus on maize, and 
report that organic matter treatments increased the 
number of bacteria and fungi.
	 The content of P in the soil evaluated with the 
Bray-2 and Oniani methods at 30 d was influenced by 
the treatments compared to the control. Similar results 
were reported by Resende et al. (2006a), who detected 
a difference in the content of P in the soil between the 
average of the factorial and the control (no P).
	 The action of microorganisms present in the filter 
cake  did not increase the soil P content  probably 
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portan que los tratamientos con materia orgánica au-
mentaron el número de bacterias y hongos.
	 El contenido de P en el suelo, evaluado con los 
métodos Bray-2 y Oniani a los 30 d, fue influenciado 
por los tratamientos comparado con el testigo. Re-
sultados semejantes fueron reportados por Resende et 
al. (2006a), quienes detectaron  una diferencia en el 
contenido de P en el suelo entre la media del factorial 
y el testigo (sin P).
	 La acción de los microorganismos presentes en 
la cachaza no aumentó el contenido de P del suelo, 
probablemente debido al poco tiempo de incubación 
que permitiera aumentar la población y inducir una 
solubilización mayor de P. Pero en otros estudios au-
mentó el contenido de P soluble con aplicación de 
Acidithiobacillus a los 90 d de iniciar el experimento 
(Stamford et al., 2004), y también con la aplicación 
de Azotofos a los 120 d del inicio del experimento 
(Lima et al., 2007).
	 A los 60 d de iniciar el experimento los tratamien-
tos aplicados, comparados con el testigo, no afecta-
ron a la población de bacterias y hongos totales del 
suelo (Cuadro 2), pero sí influyeron sobre las bacte-
rias solubilizadoras, y no hubo diferencia entre el uso 
de fuentes de P y el compuesto orgánico.
	 El suelo es un medio extremadamente complejo 
y, según Van Veen (1997), la resistencia a la intro-
ducción de organismos se debe a factores bióticos y 
abióticos: predación por protozoarios, competencia 
con poblaciones indígenas, disponibilidad de sustra-
tos orgánicos, y espacio en el suelo donde los micro-
organismos puedan estar protegidos contra el ataque 
de predadores. Entre los factores abióticos que impi-
den el crecimiento de las bacterias introducidas en los 
suelos destacan la textura, el tipo de arcilla, la tempe-
ratura y el pH.
	 Los tratamientos tuvieron efecto comparados con 
el testigo (p£0.01) en el contenido de P en el suelo, 
evaluado por los métodos de Bray-2 y por el método 
Oniani, a los 60 d de iniciar el experimento (Cuadro 
2). La acción de los microorganismos en la cachaza no 
cambió el contenido de P del suelo, debido principal-
mente al corto período de tiempo del experimento.
	 Los tratamientos con diferentes fuentes de P cau-
saron efectos distintos (p£0.01) en el contenido de 
P en el suelo, y el valor más alto fue con los trata-
mientos SFT (15.1 mg kg-1). Este efecto del SFT, 
comparado con los fosfatos naturales, también ocurrió 
en estudios en condiciones de campo con fosfato de 

because of the short incubation time that would 
lead to increase the population and induce a greater 
solubilization of P. But in other studies the content 
of soluble P increased with the application of 
Acidithiobacillus  90 d after starting the experiment 
(Stamford et al., 2004), and also with the application 
of Azotofos after 120 d of initiating the experiment 
(Lima et al., 2007).
	 At 60 d of starting the experiment, we found that 
the applied treatments compared to the control did 
not affect the population of total bacteria and fungi 
in the soil (Table 2), but did influence solubilizing 
bacteria, and there was no difference between the 
use of P sources and the organic compound.
	 The soil is an extremely complex medium and, 
according to Van Veen (1997), resistance to the 
introduction of organisms is due to biotic and 
abiotic factors: protozoan predation, competition 
with indigenous populations, availability of organic 
substrates, and soil space where microorganisms may 
be protected from the attack by predators. Among 
the abiotic  factors  impeding the growth of 
bacteria introduced into the soil the most relevant 
are texture, clay type, temperature, and pH.  
     Compared to the control, treatments had an effect 
(p£0.01) on the P content of the soil  evaluated 
with the methods by Bray-2 and Oniani at 60 d of 
initiating the experiment (Table 2). The action of 
microorganisms on the filter cake did not change 
the content of P in the soil mostly due to the short 
time of the experiment.
	 Treatments with different P sources caused 
different effects (p£0.01) on the content of P in the 
soil, and the highest value was with TSP treatments 
(15.1 mg kg-1). This TSP effect, compared  to 
natural phosphates, also occurred in studies under 
field conditions with Gafsa phosphate (Frandoloso 
et al., 2010) and Arad phosphate (Ernani et al., 
2001).
	 Despite the beneficial effects of various 
microorganisms that solubilize soil P, generally they 
are not sufficiently numerous to compete with other 
organisms present in the rhizosphere; moreover, the 
P released by these microorganisms is not enough to 
increase the content of P in the soil (Rodrígues and 
Fraga, 1999). This ineffectiveness of microorganisms 
to release P is because the amount of solubilized P 
is too  small to meet the needs of these organims, 
and insufficient to promote significant increases in 
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Gafsa (Frandoloso et al., 2010) y con fosfato de Arad 
(Ernani et al., 2001).
	 A pesar de los efectos benéficos de varios micro-
organismos que solubilizan el P en el suelo, por lo 
gene-ral no son bastante numerosos para competir 
con otros organismos presentes en la rizósfera; ade-
más, el P liberado por esos microorganismos no es 
suficiente para aumentar el contenido de P en el sue-
lo (Rodrígues y Fraga, 1999). Esta inefectividad de 
los microorganismos para liberar el P se debe a que la 
cantidad de P solubilizado es muy escasa para suplir 
las necesidades de esos organismos, y es insuficiente 
para promover aumentos significativos en la cantidad 
del P necesario para las plantas (Kucey et al., 1989; 
Richardson, 1994; Richardson, 2001).
	 A los 90 d de iniciar el experimento las pobla-
ciones de microorganismos en el suelo no fueron 
afectadas por los tipos de fosfatos aplicados ni por el 
compuesto orgánico enriqucido (Cuadro 3), y con 
el tiempo se redujo el efecto de los tratamientos. 
Estos resultados concuerdan con los de Barroti y 
Nahas (2000), quienes no detectaron aumentos en 
las poblaciones de bacterias y hongos en los suelos, al 
utilizar superfostato simple y fosfato de Araxá en los 
cultivos tratados.

the amount of P needed for plants (Kucey et al., 
1989, Richardson, 1994, Richardson, 2001).
	 At 90 d of starting the experiment the populations 
of microorganisms in the soil were not affected by 
the types of phosphates applied, nor by the enriched 
organic compound (Table 3), and over time the 
effect of treatments decreased. These results agree 
with those by Barroti and Nahas (2000), who did 
not detect increases in populations of bacteria and 
fungi in the soil when using simple superphosphate 
and Araxá phosphate in the crops treated.
	 The BSF populations depend on the different 
physical and chemical properties of organic matter 
content and soil P, and on agricultural practices 
(Kim et al., 1998). The no influence of P fertilization 
on the bacteria of soils, either cultivated or not, was 
also noted by Sagardoy and Salerno (1983). But 
according to Nuernberg et al. (1984), the number 
of microorganisms depended on fertilization and 
a larger population was obtained with mineral 
or organic-mineral fertilization compared to the 
control (not fertilized). Nahas and Assis (1991) 
reported that the number of fungi, unlike bacteria, 
did not change with the addition of nutrients in 
the soil.

Cuadro 2. Población microbiológica y contenido de P disponible en suelo tratado con fuentes de P en presencia y ausencia del 
compuesto orgánico enriquecido con biofertilizante a los 60 días de inicado el experimento; Cienfuegos, Cuba, 2012.

Table 2.	Microbiological population and content of available P in the soil treated with P sources with and without an organic 
compound enriched with biofertilizer at 60 days of initiating the experiment; Cienfuegos, Cuba, 2012.

Fuentes de P
Bacterias totales Hongos totales BSF P (Bray-2) P (Oniani)

UFC g-1 suelo mg kg-1

Fosfato de Araxá 10.0 5.8 6.1 10.6 b 22.4
Fosfato Bayóvar® 10.0 5.8 6.3 11.1 b 25.3
Superfosfato Triple 9.9 5.8 6.5 15.1 a 26.5
Fosfato de Cuba 9.5 5.9 6.6 10.9 b 24.7
Compuesto orgánico
Con enriquecimiento 9.9 5.8 6.5 12.3 25.0
Sin enriquecimiento 9.8 5.8 6.3 11.6 24.5
Valores de F
Fuentes de P (P) 2.44 ns 0.90 ns 1.79 ns 5.12¶ 1.11 ns
Compuesto orgánico (C) 0.44 ns 2.56 ns 3.23 ns 0.52 ns 0.07 ns
P x C 1.04 ns 0.49 ns 2.24 ns 0.60 ns 0.64 ns
Factorial x control 1.13 ns 0.16 ns 7.26† 25.25¶ 34.17¶

Media del control 9.6 5.8 5.8 b 4.7 b 10.2 b 
Media del factorial 9.9 5.8 6.4 a 11.9 a 24.7 a
CV (%) 4.0 1.9 5.8 20.8 17.6

ns=no significativo; †p£0.05; ¶p£0.01. Las medias con diferente letra en una columna son estadísticamente diferentes (p£0.05) v 

ns=not significant; †p£0.05; ¶p£0.01. Means with a different letter in a column are statistically different  (p£0.05).
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	 Las poblaciones de BSF dependen de las diferen-
tes propiedades físicas y químicas, del contenido de 
materia organica, y de el P del suelo, así como de las 
práticas agrícolas (Kim et al., 1998).  La no influen-
cia de la fertilización fosfatada sobre las bacterias de 
los suelos, cultivados o no, también fue señalada por 
Sagardoy y Salerno (1983). Pero según Nuernberg et 
al. (1984), el número de microorganismos fue de-
pendiente de la fertilización y se obtiene una ma-
yor población en el suelo con fertilización mineral 
u órgano-mineral respecto al testigo (no fertilizado). 
Nahas y Assis (1991) reportaron que el número de 
hongos, a diferencia de las bacterias, no cambió con 
la incorporación de nutrimentos en el suelo.  
	 Mientras que las bacterias crecen en un estrecho in-
tervalo de pH más cercano a la neutralidad, los hongos 
crecen bien en medio ácido con un rango de pH más 
amplio (Alexander, 1977). Estas características explican 
por qué las bacterias respondieron más en el tipo de 
suelo utilizado (pH 6.9), mientras que los hongos no 
respondieron.
	 Hubo diferencia entre los tratamientos y el testigo 
(p£0.01), en el contenido de P medido por el método 
Bray-2 y Oniani 90 d después de iniciar el experimento. 
Así, la acción de los microorganismos en la cachaza no 

	 While bacteria grow in a narrow pH range close 
to neutrality, fungi grow well in an acidic medium 
with a wider range of pH (Alexander, 1977). These 
characteristics explain why bacteria showed a greater 
response in the type of soil used (6.9 pH), whereas 
fungi did not respond.
	 There were differences between the treatments and 
the control (p£0.01) in the content of P measured 
by the Bray-2 and Oniani method 90 d after starting 
the experiment. Thus, we showed that the action of 
microorganisms in the filter cake was not important to 
raise soil P content. But this variable, evaluated with 
the Bray-2 method at 90 d, was undoubtedly affected 
by the type of phosphate fertilizer used (p≤0.01), 
regardless of whether the organic compound was 
enriched or not with biofertilizer. The highest 
concentration of P (12.3 mg kg-1) was obtained 
with TSP, which is similar to what happened after 60 
d. Therefore, differences in the content of available P 
detected by the Bray-2 and Oniani method were not 
sufficient to cause changes in total bacteria and fungi, 
or in the BSF.
	 These results are related to the high solubility 
of the TSP (acidic fertilizer), which favors the 
immediate responses of greater availability of P 

Cuadro 3. Población microbiológica y contenido de P disponible en suelo tratado con fuentes de P con y sin compuesto orgánico 
enriquecido con biofertilizante a los 90 días después de iniciar el experimento; Cienfuegos, Cuba, 2012.

Table 3.	 Microbiological population and content of available P in the soil treated with P sources with and without an organic 
compound enriched with biofertilizer 90 days after starting the experiment; Cienfuegos, Cuba, 2012.

Fuentes de P
Bacterias totales Hongos totales BSF P (Bray-2) P (Oniani)

UFC g-1 suelo mg kg-1

Fosfato de Araxá 10.3 5.7 6.6 8.8 b 19.7
Fosfato Bayóvar® 10.1 5.8 6.0 8.8 b 19.2
Superfosfato Triple 9.9 5.7 6.0 12.3 a 21.7
Fosfato de Cuba 10.1 5.8 6.5 9.5 b 21.5
Compuesto orgánico
Con enriquecimiento 10.3 5.8 6.2 10.1 20.6
Sin enriquecimiento 9.9 5.8 6.4 10.0 20.4
Valores de F
Fuentes de P(P) 0.26 ns 1.53 ns 1.77 ns 7.39¶ 0.73 ns
Compuesto orgánico(C) 1.91 ns 0.11 ns 0.59 ns 0.04 ns 0.02 ns
P x C 2.38 ns 2.74 ns 1.38 ns 0.33 ns 0.73 ns
Factorial x control 2.02 ns 0.22 ns 1.61 ns 48.54¶ 27.75¶

Media del control 9.5 5.8 6.7 4.1 b 9.1 b
Media del factorial 10.1 5.8 6.3 9.5 a 20.5 a
CV (%) 6.7 1.6 9.1 14.9 18.4

ns=no significativo; †p£0.05; ¶p£0.01. Las medias con diferente letra en una columna son estadísticamente diferentes (p£0.05) v 
ns=not significant; †p£0.05; ¶p£0.01. Means with a different letter in a column are statistically different (p£0.05).
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fue importante para elevar el contenido de P del suelo. 
Pero esta variable, evaluada con el método Bray-2 a los 
90 d, sí fue afectada por el tipo de fertilizante fosfatado 
empleado (p£0.01), ya sea que el compuesto orgánico 
fuera enriquecido o no con biofertilizante. La mayor 
concentración de P (12.3 mg kg-1) se obtuvo con SFT, 
lo cual se asemeja a lo ocurrido a los 60 d. Por lo tanto. 
las diferencias en el contenido de P disponible detectado 
por el método Bray-2 y Oniani no fueron suficientes 
para causar cambios en las bacterias totales y  los hon-
gos, ni en las BSF.
	 Estos resultados están relacionados con una so-
lubilidad alta del SFT (fertilizante acidulado), lo 
que favorece las respuestas inmediatas de mayor 
disponibilidad de P (Resende et al., 2006b). Según 
Ernani et al. (2001), los menores valores de P en el 
suelo ocurrieron al aplicar fosfato natural de Arad, 
de acuerdo con la menor solubilización de este fos-
fato. Otro factor que pudo contribuir al conteni-
do bajo de P causados por los fosfatos naturales, 
es el pH alto (6.9) del suelo. El comportamiento 
de los fosfatos naturales es diferente porque de-
penden primeramente de la solubilización, la cual 
es favorecida por el contacto con el suelo y por 
la presencia H+ (He et al., 1996). Así, el pH del 
suelo, especialmente en las microrregiones alrede-
dor de los gránulos de fertilizantes, es una variable 
del suelo con gran influencia en la disponibilidad 
de P para los vegetales, por su influencia sobre la 
disponibilidad de los fosfatos naturales (He et al., 
1996). 
	 Los microorganismos no cambiaron la solubiliza-
ción de los  fosfatos debido a que este proceso resulta 
de la combinación de la redución de pH y la produc-
ción de ácidos orgánicos por los microorganismos 
(Fankem et al., 2006) los cuales, mediante las secrecio-
nes de diferentes tipos de ácidos orgánicos como ácido 
carboxílico (Deubel y Merbach, 2005) y la reducción 
de pH por otros factores, disocian el fosfato de calcio; 
esto también depende de la capacidad amortiguadora 
del medio (Stephen y Jisha, 2009).
	 En este sentido, Ernani et al. (2001) verificaron 
el buen comportamiento del fosfato natural de Arad 
para aumentar el rendimiento de la materia seca del 
maíz en suelo no calcáreo (pH en H2O igual a 4.7), 
con relación al suelo calcáreo (pH en H2O igual a 
5.7), debido probablemente a la mayor disolución 
del fosfato natural en condiciones de pH bajo.

(Resende et al., 2006b). According to Ernani et al. 
(2001), the lowest values ​​of P in the soil occurred when 
applying Arad natural phosphate, in accordance with 
the lower solubilization of this phosphate. Another 
factor that could contribute to low P caused by natural 
phosphates is the high pH (6.9) of the soil. The behavior 
of natural phosphates is different because they depend 
primarily on solubilization, which is favored by contact 
with the soil and the presence of H+ (He et al., 1996). 
Thus soil pH, especially in the micro-regions around 
the fertilizer granules, is a variable of great influence on 
soil P availability for plants because of its influence on 
the availability of natural phosphates (He et al. , 1996).
	 Microorganisms did not affect solubilization 
of phosphates which was due to the fact thats this 
process is a combination of pH reduction and the 
production of organic acids by microorganisms 
(Fankem et al., 2006). From secretions of different 
types of organic acids such as carboxylic acid (Deubel 
and Merbach, 2005) and pH reduction as a result 
of other factors, these microorganisms dissociate the 
calcium phosphate, which also depends on the buffer 
capacity of the medium (Stephen and Jisha, 2009) .
	 In this respect, Ernani et al. (2001) verified the 
good performance of the Arad natural phosphate 
to increase the yield of maize dry matter in non 
calcareous soil (pH in H2O equal to 4.7) relative to 
the calcareous soil (pH in H2O equal to 5.7), due 
probably to a higher dissolution of natural  phosphate 
under low pH conditions.

Conclusions

	 The use of filter cake enriched with microorganisms 
associated with various P sources applied to the soil 
with high P content was not important to alter 
populations of total solubilizing bacteria, and soil 
fungi in the short term.
	 Triple superphosphate promoted the highest 
levels of P in the soil, irrespective of the presence of 
the organic compound enriched with P solubilizing 
microorganisms.

—End of the English version—
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Conclusiones

	 El uso de cachaza enriquecida con microorganis-
mos asociada con diferentes fuentes de P aplicadas al 
suelo con alto contenido de P no fue importante para 
alterar las poblaciones de bacterias totales y solubili-
zadoras, y hongos del suelo a corto plazo.
	 El superfosfato triple promovió los niveles mayo-
res de P en el suelo, independientemente de la pre-
sencia del compuesto orgánico enriquecido con mi-
croorganismos solubilizadores de P.
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