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RESUMO - O fo6sforo (P) ¢ um macroelemento essencial para manuten¢do da
vida de animais e plantas. E encontrado na natureza na forma de numerosos
minerais, tal como a apatita. A industria de mineracdo realiza a extracdo € o
beneficiamento das reservas fosfaticas. No processo industrial ocorrem perdas
consideraveis deste elemento por meio de rejeitos industriais ou por lixiviagao
pela chuva. O fosforo arrastado pela chuva pode ocasionar a redug@o do oxigénio
dos corpos d' dgua (eutrofizagdo), necessario para manuten¢do da vida. Outro
aspecto industrial relevante diz respeito a producdo de fertilizantes que
tradicionalmente utiliza acidos inorganicos fortes (4cido sulfurico) para obtengao
de formas mais soluveis de fosfato, gerando subprodutos impactantes ao meio
ambiente. Dentro deste contexto, o presente trabalho propds uma possivel
alternativa para o tratamento de rejeitos e ao processamento quimico tradicional,
rota sulfurica, pela utilizacdo de fungos Aspergillus niger, excretores de acidos
organicos (menos impactantes) que por mecanismos de quelacdo e reagdes de
troca i0nica, aumentam acentuadamente a concentrag¢ao de fosforo em solugao.

1. INTRODUCAO

O fosforo ndo € encontrado nativo na natureza, sendo extraido de diferentes minerais.
Em termos mundiais, mais de 99% dos fertilizantes fosfatados sdo produzidos a partir de
reservas de rochas fosfaticas e apenas uma quantidade muito pequena ¢ fornecida na forma de
escorias basicas, um subproduto da industria do ago. Além disso, atualmente, cerca de 85% da
producao mundial de P vem de depdsitos sedimentares de minas de superficies e 15 % de
depdsitos magmaticos (YAMADA; ABDALLA, 2004).

A industria de mineragdo, com objetivo de atender a procura deste mineral, realiza a
extracdo, beneficiamento e comercializagcdo das reservas fosfaticas. No processo industrial de
concentragdo do fosfato ocorrem perdas consideraveis deste elemento por meio de rejeitos
industriais ou por lixiviagdo pela chuva. No aspecto técnico e econdmico ¢ necessaria a
recuperagdo deste mineral. Na questdo ambiental, o fésforo proveniente de rejeitos ou por
lixiviagdo € arrastado aos corpos d” 4gua, acumulando-se nos leitos de rios, lagos e etc.

Diante disso, a presente pesquisa teve como objetivo geral propor um complemento ao
processamento quimico tradicional, uma alternativa para recuperacdo de rejeitos e
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minimizagdo de perdas, e uma provavel forma de beneficiamento de reservas de baixo teor
(bases de reservas), que ¢ a solubilizacdo do fosforo proveniente de rocha fosfatica pelo
emprego de fungos 4. niger através de processo fermentativo em estado liquido, e selecionar
dentre os isolados fingicos aqueles com maior potencial de solubilizagao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Rocha Fosfatica

A rocha fosfatica utilizada no trabalho foi o concentrado fosfatico ultrafino
(fluorapatita), com teor de 35,7% de P,0s, fornecido pelo Complexo de Mineragdo de Tapira
(Vale/Fosfértil), localizado na regido do Alto Paranaiba, Estado de Minas gerais.

2.2. Fungo de Trabalho

O fungo Aspergillus niger foi o escolhido para o trabalho. O mesmo foi fornecido pelo
laboratorio de Micologia e Protecdo de Plantas do Instituto de Ciéncias Agrarias - ICIAG, da
Universidade Federal de Uberlandia- UFU. O A. niger foi encontrado em sementes de soja
coletadas em fazendas do municipio de Uberlandia-MG em tempo e locais variados.

Isolamento e repicagem: O fungo foi isolado das sementes de soja para obten¢do das
culturas puras. As repicagens foram realizadas para manuten¢do dos isolados. O isolamento
consistiu na transferéncia da semente infectada para placas contendo meio BDA, formado por
uma mistura de extrato de batata (500 mL), dextrose (20 g), agar (17-20 g) e agua destilada
(1000 mL). Em seguida, as placas foram incubadas em camara umida a + 25 °C por periodo
de 1 a 3 dias com a finalidade de se estimular a esporulagao.

Finalizada a etapa do isolamento seguiu-se para a repicagem, onde colonias de esporos
foram transferidas para placas com meio BDA. Em seguida, as placas foram incubadas por
periodo de 5 a 7 dias a 25 °C. Esta primeira repicagem foi realizada com a finalidade de se
desenvolver o fungo e observar possiveis contaminagdes provenientes do meio com sementes.
Ap0s isso, foram realizadas novas repicagens, 12 isolados puros foram obtidos, armazenados
em tubos de ensaio e identificados aleatoriamente com niimeros de 1 a 12.

Armazenamento e preservacdo: Os tubos de ensaio contendo os isolados foram
armazenados em refrigerador a + 4 °C. Para garantir a viabilidade das culturas foram
realizadas repicagens periddicas de 6 a 6 meses.

2.3. Analise Qualitativa

Apos as etapas de isolamento e preservagdo, iniciou-se o processo de selegdo dos
isolados fingicos, de acordo com a capacidade de solubilizacdo do fosfato insoluvel.
Inicialmente os 12 isolados de A4. miger foram submetidos a avaliacdo qualitativa, com o
proposito de identificar quais fungos possuiam tal capacidade. Para isto, foi empregado o
meio sintético-seletivo (PIKOVSKAYA, 1948), mostrado na Tabela 1, para crescimento dos
micro-organismos.
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Tabela 1 - Meio sintético-seletivo sélido

Componente Quantidade (g/L)

Dextrose (= D-glicose) 10,00

Agar 15,00

Extrato de Levedura 0,50

Fosfato tricalcico 5,00

Sulfato de Magnésio 0,10

Sulfato de amonio 0,50

Sulfato ferroso 0,0001

Sulfato de manganés 0,0001

Cloreto de potassio 0,20

Primeiramente os isolados foram repicados em placas contendo meio BDA e mantidos a
25 °C por 5 dias para crescimento. Em seguida, foi retirado um disco do meio de cultura de
0,5 cm de diametro contendo filamentos do fungo, por meio de um furador cilindrico
esterilizado previamente por flambagem. Discos dos 12 isolados foram inoculados em placas
contendo meio seletivo. Em seguida, as placas foram incubadas a 25 °C por 48 h. Apos este
periodo foi realizada a leitura para observacdo dos testes positivos, caracterizados pela
presenca de uma zona translicida (halo) em torno da colonia fungica.

2.4. Analise Quantitativa

Para realizacao da anélise quantitativa foi preparado o meio seletivo modificado liquido
(SUDHAKARA REDDY et al., 2002), em que o fosfato tricalcico foi substituido pelo
concentrado fosfatico ultrafino (fluorapatita) a + 2 %, mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Meio seletivo modificado

Componente Quantidade (g/L)

Dextrose (= D-glicose) 10,00

Extrato de Levedura 0,50

Rocha fosfatica 24,00

Sulfato de Magnésio 0,10

Sulfato de amoénio 0,50

Sulfato ferroso 0,0001

Sulfato de manganés 0,0001

Cloreto de potassio 0,20
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Nesse ensaio os isolados flingicos marcados pelos testes positivos na avaliagdo
qualitativa foram submetidos a classificagdo quantitativa, com a finalidade de se identificar
entre os isolados aqueles com maior capacidade de solubilizacdo do fosfato de rocha em meio
liquido.

Porgdes de 70 mL do meio modificado foram distribuidas em Erlenmeyers de 125 mL.
Em seguida, foram inoculadas suspensdes aquosas de 10° esporos dos 12 isolados (em
triplicata) por mL de meio modificado (SAMPAIO et al., 2003). Apods isso, foi avaliada a
solubilizacao da rocha fosfatica para o tratamento sem agitacdo mecanica (a 30 °C) e com
agitacdo mecanica (agitacdo a 120 rpm e 30 °C) por 12 dias.

2.5. Determinacao de Fosforo Soluvel

A determinacdo do foésforo solivel em solu¢do seguiu o procedimento descrito em
APHA — AWWA — WEF (1998). Dessa maneira, o fosforo soluvel foi quantificado nos
extratos liquidos (meio liquido) apds os ensaios e determinado diretamente apos a filtragao da
amostra com auxilio de papel de filtro para filtragem rapida.

ApoOs o procedimento anterior, o ortofosfato liberado foi determinado pelo método
colorimétrico do fosfato vanadomolibdato: Uma solugdo de ortofosfato reage com o
molibdato de amoénio ¢ com vanadio para formacdo do acido vanadomolibidatofosforico,
amarelo. A intensidade da cor amarela é proporcional a concentragdo do fosforo. A faixa de
trabalho do método ¢ de 1 a 10 mg/L (ppm) de fésforo em comprimento de onda de 420 nm.

2.6. Determinacio de pH

O pH foi determinado pelo procedimento descrito em APHA — AWWA — WEF (1998).
Assim, a leitura do pH das amostras foi realizada pelo método potenciométrico, utilizando
phmetro, introduzindo o eletrodo diretamente nos extratos liquidos ao final dos ensaios.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise Qualitativa

Na avaliacdo qualitativa os 12 isolados apresentaram capacidade de solubilizacdo de
fosfato insoluvel, verificada pela presenga de um halo translicido ao redor da coldnia fingica,
0 que era esperado visto que todos os isolados tratavam-se de A. niger. Deste modo, todos
foram selecionados para a proxima etapa.

3.2. Analise Quantitativa

Na andlise quantitativa calculou-se a média, para cada isolado, dos valores de fosforo
soluvel e de pH obtidos nos ensaios em triplicata e a partir disso realizou-se o teste estatistico
dos valores médios de fosforo soluvel pelo procedimento descrito em (Scott; Knott, 1974). As
Tabelas 3 e 4 apresentam o teste aglomerativo (Teste de Scott - Knott) para o sistema sem

agitacdo e com agitacdo, respectivamente.
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Tabela 3 - Teste de Scott - Knott dos resultados para o tratamento sem agitacao

Isolado  P(mg/L) pH Scott- Isolado  P(mg/L) pH Scott-
Knott Knott
3 2533 3,43 al 12 372,2 3,24 a4
4 3223 3,56 a2 5 372,8 3,25 a4
8 3434 3,33 a3 2 383,5 2,91 as
9 350,1 3,18 a3 7 386,8 3,31 ad
11 360,2 3,19 a4 1 387,3 3,04 as
10 369.,0 2,98 a4 6 3874 3,06 ad

Tabela 4 - Teste de Scott - Knott dos resultados para o tratamento com agitagao

Isolado  P(mg/L) pH Scott- Isolado P(mg/L) pH Scott-
Knott Knott

2 316,3 3,24 al 1 394,5 2,99 a3

4 327,1 3,14 al 12 401,5 2,98 a4

8 341,7 3,12 a2 6 405.4 2,97 a4

5 376,9 3,15 a3 3 409,2 2,94 a4

10 387,9 3,03 a3 7 440,4 2,86 as

11 387,9 3,01 a3 9 460,3 3,06 ab

O teste de Scott - Knott, para o sistema sem agitacdo, apresentou 5 grupos de isolados
estatisticamente diferentes. Os isolados do grupo a5 apresentaram melhores resultados.
Embora os membros deste grupo sejam estatisticamente iguais, os fungos 6, 1 e 7
demonstraram, nesta ordem, as melhores médias.

J& para o sistema com agitacdo, o teste de Scott - Knott apresentou 6 grupos de isolados
estatisticamente diferentes. O fungo do grupo a6, Isolado 9, foi o que apresentou melhor
desempenho, seguido pelo Isolado 7 do grupo a5.

Como o Isolado 7 apresentou bom desempenho nos tratamentos, sem e com agitagado, e
como o Isolado 9 foi o melhor fungo no tratamento com agitagado, estes foram os dois isolados
selecionados com o maior potencial solubilizador.



g Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
Iff &}‘"A e E 9 é ﬁ_g Quimica em Iniciagao Cientifica
hart

¥ Unicamp - Campinas - SP
Guimien oo maicieso coontiiea 20195 19 a 22 de julho de 2015
4. CONCLUSAO

Observando os resultados, ndo foi verificada nenhuma tendéncia na comparagdo dos
valores de P soluivel e pH entre as espécies de 4. niger, ou seja, entre os isolados. Entretanto,
conforme relatos na literatura, esperava-se que um menor pH refletisse em um aumento de P
soluvel. Uma provavel explicagdo para este fato esta relacionada ao 4cido orgénico produzido,
que ndo foi possivel ser determinado pela metodologia utilizada. Porém, para uma mesma
espécie de A. miger verificou-se que um menor pH refletiu em um maior valor de
solubilizacao.

O A. niger apresentou um bom rendimento em solubilizagdo do fosfato de rocha,
demonstrando ser um agente promissor. Porém, entre espécies diferentes constata-se bastante
heterogeneidade de solubilizagdo. O tratamento com agitagdo mecanica apresentou melhores
resultados que o tratamento sem agitagdo, isto por que a agitacdo auxilia na mistura de
constituintes do meio de cultura, reduzindo ou eliminando gradientes de concentragdo e de
temperatura, tornando, assim, o meio mais homogéneo. A agitagdo também promove uma
melhor transferéncia da massa ar-liquido € mantém os solidos ¢ a biomassa em suspensao.
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