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RESUMO - O baixo nivel de fosforo disponivel no solo para as plantas ¢ uma
condi¢do comum ao redor do mundo. Fertilizantes em grandes quantidades sdo
utilizados a fim de suprir a deficiéncia desse elemento garantindo assim um
melhor desenvolvimento da planta, no entanto isso gera altos custos e problemas
ambientais. O presente trabalho propds o uso de micro-organismos fungicos
excretores de 4acidos orgdnicos para aumentar a concentracdo de fésforo em
solucdo, sendo essa uma possivel alternativa, ecologicamente correta e
sustentavel, ao processamento quimico tradicional.

1. INTRODUCAO

O fosforo possui papel importante no desenvolvimento de plantas. Ele ¢ um dos
responsaveis pela transferéncia de energia da célula, respiracao e fotossintese. As limitagcdes
na sua disponibilidade, no inicio do ciclo vegetativo, podem resultar em restricdes ao
desenvolvimento, das quais a planta ndo se recupera posteriormente, mesmo aumentando o
suprimento de fosforo a niveis adequados (Grant et al., 2001).

Embora o fosforo total do solo possa ser alto, ele ndo estd disponivel para as plantas,
sendo encontrado ligado firmemente a compostos organicos e inorganicos. No entanto, em
condigdes apropriadas, os minerais podem ser solubilizados e tornam-se disponiveis para as
plantas e micro-organismos (Behera et. al, 2013).

O uso de fertilizantes gera altos custos e varios problemas ambientais. Como uma
alternativa menos agressora ao meio ambiente e mais barata surge o termo biofertilizante
definido como o uso de micro-organismos do solo para aumentar a disponibilidade e absorg¢ao
de nutrientes minerais para as plantas, visando a melhoria da produtividade agricola e
tornando-se uma ferramenta promissora para a agricultura atual do mundo (Vessey, 2003). O
presente trabalho visa analisar a interagdo dos micro-organismos na solubilizacdo de rochas
fosfatadas.

Diversos tipos de reatores tém sido utilizados para estudo do processo de
biossolubiliacdo ganhando destaque os reatores air-lift (ARL). Os ARLs sdao os que melhor
conferem homogeneidade de nutrientes e de iluminagdo ao sistema. Esses reatores consistem
de duas zonas distintas, preenchidas por um liquido, na qual uma delas ¢ de dispersao gasosa.
E devido a diferenca de densidade do fluido, em razdo das bolhas de gas que se dispersam
pela zona chamada de riser, em comparacdo com a zona de downcomer, que se da a
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movimentagdo do fluido no reator. O principal objetivo dos ARLs ¢ facilitar o intercambio de
matéria entre as fases liquida e gasosa, como por exemplo, possibilitando a dissolugdo de CO,
da fase gasosa para a liquida, bem como a remocdo de O, produzido da fotossintese da fase
liquida para a fase gasosa (Merchunk e Gluz, 1999).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

Utilizou-se o concentrado fosfatico (fluorapatita), com teor de 35,7% de P,0s,
fornecido pelo Complexo de Mineragdo de Tapira (Vale/Fosfértil), localizado na regido do
Alto Paranaiba, situado em Araxa, distante 340 km a oeste de Belo Horizonte, Minas Gerais.
Os fungos aqui utilizados foram coletados em diferentes locais do Complexo de Mineracao de
Tapira (Vale/Fosfértil), localizado na regido do Alto Paranaiba, Minas Gerais.

2.2. Métodos

Isolamento e Cultivo: O fungo, inicialmente, foi isolado das amostras coletadas para
obtencdo de culturas puras. Realizou-se o repique para a manutencdo ¢ manipulagdo dos
isolados fungicos. Para o isolamento e o cultivo utilizou-se placas de Petri com meio sintético
seletivo solido descrito na tabela 1 e ilustrado pela figura 1 (Pikovskaya, 1948).

Tabela 1 — Meio Sintético Seletivo Sélido (Pikovskaya, 1948).

Componente Quantidade (g/L)
Dextrose (=D-glicose) 10
Agar 15
Extrato de Levedura 0,5
Fosfato Tricalcico 5

Sulfato de Magnésio 0,1
Sulfato de Amoénio 0,5

Sulfato Ferroso 0,0001

Sulfato de Manganés 0,001
Cloreto de Potassio 0,2

Figura 1 — Placas de Petri com meio sintético seletivo solido
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Armazenamento e preservacdo: As placas de Petri contendo os isolados foram
armazenadas em refrigerador a + 4 °C. Para garantir a viabilidade das culturas foram
realizados cultivos periddicos por meio de repicagens de 3 a 3 meses. Utilizou-se também
6leo mineral 40% (glicerol) previamente esterilizado para cobrir totalmente as colOnias
contidas em eppendorfs. Para reativar o micro-organismo armazenado a 4°C sob 6leo mineral,
foi necessario repicar o0 mesmo para placas contendo meio sintético seletivo sélido e esperar a
reativagdo de crescimento da cultura.

Classificacao Quantitativa: Teve como objetivo identificar entre os isolados aqueles
com maior capacidade de solubilizacao do fosfato de rocha em meio liquido. Para realizagao
deste ensaio preparou-se o meio seletivo modificado liquido descrito na Tabela 2. Porgdes de
100 mL do meio modificado foram distribuidas em erlenmeyers de 500 mL. Os recipientes
tampados com rolhas de algoddo foram esterilizados. Apods resfriamento a temperatura
ambiente, foram inoculadas em Erlenmeyers cerca de 10° esporos dos isolados fungicos
selecionados sob temperatura ambiente, agitacdo de 100 RPM e aeragdo constante durante 7
dias (Sampaio et al., 2003).

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

Componente Quantidade (g/L)
Dextrose (= D-glicose) | 5

Extrato de Levedura 0,5

Rocha fosfatica 5

Sulfato de Magnésio 0,1

Sulfato de amonio 0,5

Sulfato ferroso 0,001

Sulfato de manganés 0,001

Cloreto de potassio 0,2

Determinacdo do fosforo soluvel: O fosforo soluvel foi quantificado nos extratos
liquidos (meio liquido) apos os ensaios. A determinacdo do fosforo soltivel em solugdo se deu
de acordo com o procedimento descrito em APHA — AWWA — WEF. Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 20th ed. Washington, D. C.: Americam Public
Health Association, 1998. — part 4000 Inorganic nonmetallic constituents, 4500-P
Phosphorus.

Reator Air-lift (figura 2): Utilizou-se 3000 mL de meio sintético seletivo liquido
(Tabela 2) exceto pela rocha fosfitica em reator air-lift com aeracdo ascendente de ar
comprimido a 0,4 m/s. Operou-se 0 mesmo durante 5 dias em que aliquotas eram coletadas
diariamente para avaliagdo do crescimento celular e producdao de acidos orgéanicos. O meio
liquido produzido no reator air-lift apos 5 dias foi empregado, em erlenmeyers, para avaliacao
da capacidade de biossolubiliza¢do de fosforo pelo micro-organismo 8.

Figura 2 — Reator Air-Lift
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Através de experimentos preliminares o isolado fingico que apresentou maior
capacidade de solubilizacdo foi o isolado 8, ilustrado pela figura 3, sendo o mesmo utilizado
em todos experimentos seguintes.

Figura 3 — Isolado fungico 8

Inicialmente, em reator air-lift estudou-se o crescimento celular apresentado na Figura
4, consumo de agucar e a produgdo de acidos, os quais foram identificados e quantificados
através de cromatografia liquida (HPLC), como apresentado na Tabela 3.

Figura 4 — Crescimento celular
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Tabela 3 — Produgio de Acidos em reator air-lift durante 5 dias empregando meio sintético
seletivo liquido (Tabela 2) sem rocha com velocidade do ar comprimido igual a 0,4 m/s

Dias Acido Latico (g/L) | Acido Acético (g/L) | Acido Propidnico (g/L)
1 0,0006 0,0117 0
2 0,0015 0,0083 0,6544
3 0,0016 0,0156 1,2710
4 0,0262 0,0118 1,6695
5 0,0350 0,0170 1,7359

Em erlenmeyers utilizou-se um volume de 100 mL de meio sintético seletivo derivado
do reator air-lift com adi¢do de rocha fosfatica e in6culo de micro-organismo 8 acompanhada
de aeracdo com velocidade do ar igual a 0,4m/s. Variou-se a concentracao de rocha fosfatica
em 5, 10 e 20 g/ e avaliou-se a solubilizagdo de fosforo pelo isolado fungico 8, como
apresentado na Tabela 4. O fosforo soluvel foi quantificado através do método calorimétrico
em que a curva de calibrac¢do obtida ¢ apresentada na Equacdo 1:

Concentracgdo de fosforo (PPM) = 34,34(4) — 0,4464 (1)

Tabela 4 — Biossolubilizagdo de fosforo em erlenmeyers diante de diferentes concentracdes de
rocha fosfatica

Concentracio de| Tempo de Absorbancia Concentracio de
rocha (g/L) | Reacdo (horas) Fosforo (PPM)
0,112
48 0,152 40,881
5 0,154
72 0,170 51,166
0,162
120 0,362 85,506
0,118
48 0,117 36,057
10 0,151
72 0,174 51,338
0,187
120 0,185 59,408
0,113
48 0,120 35,713
20 0,155
72 0,144 46,874
0,170
120 0,178 55,287
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Ao analisar a Tabela 4 pode-se observar que houve uma maior biossolubilizagdo de
fosforo pelo isolado fungico 8 diante de concentracdes inferiores de rocha fosfatica. Apds 5
dias observou-se um aumento na capacidade de biossolubilizacdo do micro-organismo
empregado. Ao avaliar a condicdo em que empregou-se 5g/L de rocha fosfatica nota-se que
houve uma biossolubilizagdo de 10,97% do fésforo presente na rocha fosfatica, a qual
apresentava inicialmente 779,24 PPM de fosforo, ou seja, 37,5% de teor de P,O:s.

Sabe-se do trabalho de Schneider et al. (2010) que os diferentes tipos de rocha
contribuem para o pH e a acidez do meio e que estes parametros influenciam na solubilizagao
do fosforo como pode ser visto pelos resultados por eles obtidos: rocha fosfatica de Catalao
Brasil com valores de P = 281 mg/L, pH = 2,62 e acidez = 3,1 g/L, a rocha de Kapuskasing
Canada obtiveram P = 306 mg/L, pH = 2,57 e acidez = 2,0 g/L e Carolina do Norte USA
valores de P = 382 mg/L, pH = 3,28 e acidez = 5,1 g/L.

Conclui-se que o uso de biofertilizantes aliados a determinados tipos de rochas sdo
uma alternativa vidvel para a substituicdo do uso de fertilizantes quimicos.
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