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RESUMO

BARBOSA, Luana de Oliveira. Avaliagdo da Biossolubilizacdo de Potassio a
partir de Agrominerais Empregando Fungos Filamentos os. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, 2011.

O territério brasileiro é constituido, em sua maior parte, por solos pobres em
nutrientes, como o potassio (K). Para manter a atividade agricola brasileira é
necessaria a utilizacdo e importacdo de elevadas quantidades de fertilizantes. Tal
situacao tende a agravar o déficit da balanga comercial brasileira. Por isso, rochas
contendo quantidades razoaveis de flogopita ou biotita podem constituir fontes
alternativas de potassio para uso agricola. Neste trabalho, foram isolados e
identificados fungos filamentosos provenientes da rizosfera de girassol, os quais
foram testados quanto a capacidade de biossolubilizacdo de potassio usando
como fonte dois tipos de p6 de rochas: glauconito e flogopitito. Foram isolados 10
microrganismos, sendo 5 identificados como fungos filamentosos e 5 como
leveduras, dentre os 5 fungos filamentosos dois eram pertencentes ao género
Aspergillus, dois ao género Fusarium e um ao género Mucor. Também foi
realizada lixiviagdo quimica do flogopitito em solugdo Mehlich-1 para comparacéo
com a lixiviagdo biologica. Os resultados foram obtidos pelas metodologias de
fotometria de chama e absorcdo atbmica. O melhor resultado foi obtido pela
metodologia de fotometria de chama apds 14 dias (272,6 mg/L), representando
3,65% de K extraido. Durante a lixiviacéo bioldgica os isolados foram avaliados em
meio de cultura GEL liquido, sem extrato de levedura, suplementado com os dois
tipos de pés de rocha. Apos 14 dias de incubacéo, o teor de K foi determinado a
partir de aliquotas do meio de cultura através da metodologia de fotometria de
chama. Todos os isolados apresentaram bom desempenho na extracdo de K a
partir de glauconito, sendo o isolado GC4A2 (Fusarium sp.) eficiente na
biossolubilizacdo dos dois tipos de rochas. O potencial dos microrganismos em
disponibilizar nutrientes para as plantas a partir dessas fontes, foram avaliados
através de novos cultivos de girassol em vasos. A liberacdo de K variou de acordo
com o microrganismo e o tipo de rocha. Os isolados apresentaram potencial para
serem utilizados na inoculacéo de plantas visando a solubilizacdo de K, a partir do

flogopito e glauconito. A inoculacdo de microrganismos solubilizadores de



Vil

nutrientes tem potencial como insumo biolégico para favorecer a produgéo agricola
e deve ser alvo de novos estudos visando o desenvolvimento de novas tecnologias

gue resultem na diminuicdo de insumos quimicos na agricultura.



ABSTRACT
BARBOSA, Luana de Oliveira. Evaluation of the Biosolubilization of Potassium
from Agrominerals Using Filamentous Fungi. Dissertation (Master in Sciences)

— Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2011.

The Brazilian territory is constituted, in its bigger part, for poor ground in nutrients,
as the potassium (K). To keep the Brazilian agricultural activity it is necessary the
use and importation of raised amounts of fertilizers. Such situation tends to
aggravate the deficit of the Brazilian trade balance. Therefore, rocks containing
reasonable amounts of phlogopite or biotite can constitute alternative potassium
sources for agricultural use. This study reports results concerning the isolation and
identification of filamentous fungi from the rizosfera of sunflower, which were
evaluated according to their capacity of the solubilizing potassium using as source
two types of rocks, glauconite and phlogopite. During microbial isolation 10
microorganisms were obtained being 5 identified as filamentous fungi and 5 as
yeast, among 5 filamentous fungi two species pertaining of Aspergillus, two of
Fusarium and one Mucor. Chemical leaching of the flogopitito for comparison with
the biological leaching was carried through, the results had been gotten by the
methodologies of fotometria of flame and atomic absorption. Optimum result was
gotten by the methodology of fotometria of flame after 14 days (272,6 mg/L)
representing 3,65% of K. The isolated had been evaluated in medium of culture
GEL liquid, without extract of yeast, supplemented with the two dust of rocks. After
14 days of incubation, the proportion of K was determined from aliquot of the
medium of culture through the methodology of photometry of flame. The potential of
the microorganisms in solubilize nutrient for the plants from these sources, had
been studied through new culture of sunflower in vases. The release of K varied in
accordance with the microorganisms and the type of rock. All the isolated had
presented good performance in the extration of K in glauconito, having been the
isolated GC4A2 (Fusarium sp.) efficient in the biossolubilizacdo of the two types of
rocks. The isolated had presented potential to be used in the inoculation of plants
aiming at to the solubilization of K, from the phlogopite and glauconite. Inoculation
of nutrient solubilizing microorganisms has a good potential as a biological input to
improve agriculture production and must be the target of new studies aiming to

develop new technologies able to reduce the use of chemicals in agriculture.
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CAPITULO 1. INTRODUGCAO

Todo o hemisfério Sul é pobre em depédsitos de potassio (NASCIMENTO et
al., 2008). Os solos brasileiros ndo fogem a esta regra e sédo, em geral, acidos e
carentes dos macronutrientes como nitrogénio, potassio e fésforo, o que,
associado a insuficiente producgdo interna de matérias primas para fertilizantes,
constitui um ponto fraco da agricultura nacional. Esse fato é ainda mais acentuado
com relacdo ao potassio tendo em vista que a Unica mina em producdo (mina
Taquari-Vassouras, em Sergipe) satisfaz apenas 8% das necessidades do Pais. O
Brasil encontra-se, assim, em uma situacdo critica, fortemente dependente de
importacdes. Cerca de, 92% do potassio consumido na agricultura brasileira é
importado do Canad4, Russia ou Alemanha, especialmente sob a forma de cloreto
de potassio (KCI), criando assim, uma forte dependéncia econdmica e politica
(NASCIMENTO & LAPIDO-LOUREIRO, 2004; MARTINS et al.2008). O Déficit
anual de nutrientes nos solos brasileiros € de 900.000 t para N, 400.000 t para
P,0s5 e 400.000t para K>O.

O agronegoécio representa, atualmente, cerca de 40% do produto interno
bruto (PIB) nacional. O Pais vem apresentando um crescimento continuo da
producdo agricola como consequéncia direta da maior e mais eficiente aplicacédo
de fertilizantes. Assim, além de se tornar um dos maiores produtores de alimentos
no mundo, vem se tornando também um dos maiores consumidores de
fertilizantes. Aléem do aumento da producdo agricola voltada para a geracdo de
alimentos, ha ainda o crescente aumento do plantio de espécies relacionadas a
producdo de biocombustiveis (cana de agucar, soja, mamona, etc). No entanto, a
abertura de novas fronteiras agricolas torna-se cada vez mais limitada em funcéo,
muitas vezes, das deficiéncias nutricionais dos solos ainda disponiveis para o
plantio e cultivo das espécies adequadas.

O potassio é um nutriente essencial para todos os organismos vivos € um
dos dez mais abundantes na crosta terrestre. Na fisiologia vegetal, em particular,
desempenha func¢do importante na ativacdo de mais de 60 enzimas envolvidas em
diversos processos metabolicos como fotossintese, sintese de proteinas e
carboidratos. Aléem disso, o potassio tem influéncia direta no balanco hidrico e no

crescimento de meristemas (VAN STRAATEN, 2007). A sua assimilacdo, em



guantidades adequadas, tem como principais consequéncias maior resisténcia a
pragas e doencas e melhor qualidade do produto colhido. Pode-se afirmar que o
potassio € um fator de qualidade na producdo. Nos solos o potassio existe
essencialmente sob trés formas, normalmente em equilibrio dinadmico: potassio
mineral (minerais primarios e secundarios), potassio trocavel e potassio da solugcéo
do solo (solavel) (NASCIMENTO & LAPIDO-LOUREIRO, 2004).

Rochas contendo quantidades razoaveis de flogopita ou biotita podem
constituir fontes alternativas de potassio para uso agricola. Dentre estas podem-se
citar rochas magmaticas alcalinas (carbonatitos, kimberlitos, kamafugitos,
flogopititos), rochas metassedimentares célcio-silicaticas e produtos de
metassomatismo potéassicos (biotita xisto, flogopita xisto, biotito, flogopitito), todas
amplamente distribuidas em todo territério nacional (RESENDE et al, 2006). No
entanto, o seu possivel aproveitamento ira requerer, trabalhos complexos, e os
resultados que venham a ser conseguidos, se positivos, terdo enorme impacto na
industria dos fertilizantes potassicos (NASCIMENTO & LAPIDO-LOUREIRO,
2004).

A utilizacdo de rochas na fertilizagdo de solos é usual, incluindo a aplicacédo
de diferentes rochas silicaticas que contenham concentragdes consideraveis de
potassio. No entanto, a liberacdo do nutriente pode ser lenta e incompativel com a
dindmica de sistemas de producéo agricola. Porém, a utilizacdo de p6 de rocha, a
chamada rochagem, tém sido uma alternativa atraente ao uso de fertilizantes
industriais. Por ter uma solubilidade mais lenta que os fertilizantes comerciais, 0 p6
de rocha se constitui em fonte de nutrientes para plantas cultivadas durante longos
periodos, promove o0 aumento da capacidade de troca catidnica dos solos, devido
a formacdo de novos minerais de argila durante o processo de alteracdo da rocha
(MELAHMED et al., 2009). O modelo de rochagem constitui uma alternativa viavel
em termos econdmicos e ecologicos devido ao baixo custo de processo de
beneficiamento, que envolve o processo de moagem das rochas usadas na
composicdo do produto, e devido a liberacdo gradual de nutrientes que diminui as
perdas por lixiviagao e favorece uma acéo de longo prazo do insumo aplicado. Em
alguns casos, as rochas podem também apresentar efeitos alcalinizantes, atuando
como condicionadores de solo (LOPES-ASSAD et al., 2006).



Uma tendéncia atual € a possibilidade de se maximizar a liberacdo de
potassio (K) das rochas silicaticas mediante processos de biossolubilizacédo
(RESENDE et al., 2006).

O uso da inoculagdo microbiana na agricultura, como forma de “manipulacéo
biolégica”, teve inicio com as leguminosas, devido a sua associacdo com bactérias
fixadoras de nitrogénio (DALCIN, 2008).

Alguns estudos (BIGHAM et al., 2001; YUAN et al., 2004; BADR et al., 2006;
PARIS et al., 2006 (a e b); CALVARUSO et al., 2006), demonstram a existéncia
de microrganismos capazes de promover a solubilizacdo de rochas potassicas, o
gue abre caminho para a geracdo de tecnologias de producdo de fertilizantes
diferenciados. Neste sentido alguns autores indicam que o desenvolvimento de
processos biotecnologicos para solubilizacdo destes agrominerais configura-se
como uma alternativa atrativa. O contato da rocha com microrganismos e/ou
subprodutos derivados do metabolismo microbiano, podera resultar na
biossolubilizacdo da mesma e na consequente liberacado do nutriente para o meio.
No entanto, os mecanismos envolvidos neste processo ainda ndo sao claros o
suficiente para uma aplicagdo em maior escala. Além disso, uma vez que existam
evidéncias do envolvimento direto de acidos como o citrico e o0 oxalico e/ou
enzimas no processo de biossolubilizacdo, faz-se necesséria a selecdo de
linhagens capazes de produzir quantidades significativas de acidos organicos.

Os trabalhos mais comumente encontrados relatam a extracdo de fosfato,
porém, trabalhos mais antigos, desenvolvidos por Ivanov, datam de 1958, e
prop6em o desenvolvimento de rotas de calcinacao de feldspatos potassicos como
agentes liberadores de potassio. Trabalhos para extracdo de potassio de
glauconita da india foram realizados por Mazunder et al. em 1993, e o
CETEM/MCT e a COPPE/UFRJ também desenvolvem metodologia para extracdo
de potéassio a partir de rocha potassica (NASCIMENTO et al, 2008). Mesmo assim,
poucos sao os trabalhos que relatam a extracdo de potassio por processo
biologico.

Este trabalho faz parte do projeto CT-AGRO (CNPq) intitulado “Estudo
prospectivo sobre processos biotecnolégicos para biossolubilizacdo de agro-
minerais” realizado em parceria entre o CETEM, a Escola de Quimica e a
EMBRAPA Agro-Industria.



CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa realizar o isolamento de fungos filamentosos

rizosféricos presentes em um solo brasileiro (pobre em potassio), suplementado

com dois diferentes tipos de pdés de rocha como fonte Unica de potassio e

semeados com girassol (Helianthus annuus L.) como sistema vegetal e utiliza-los

como agentes de solubilizagdo de potassio presente em rochas como o flogopitito

e glauconito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo geral devera ser atingido a partir dos seguintes objetivos

especificos, a saber:

Isolar de rizosfera de um cultivo de girassol (Helianthus annus L.
EMBRAPA 122), submetido a um processo de rochagem, fungos
filamentosos com potencial de solubilizacédo de silicatos.

Caracterizar e identificar os fungos filamentosos obtidos, por
metodologia de taxonomia classica.

Realizar o crescimento in vitro dos isolados e quantificar a extragao do
potassio obtido por fermentacdo em meio liquido.

Analisar possiveis diferengas no desenvolvimento e crescimento das
plantas de girassol em solos acrescidos ou ndo de inoculantes

(isolados fungicos) e po de rocha.



CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nutricdo vegetal

A partir do século XIX, quimicos e botanicos descobriram que as plantas
requerem elementos quimicos para o crescimento. O numero de elementos
guimicos varia de acordo com o critério adotado para cada necessidade nutricional
da planta, mas, em geral, sdo citados 17, que, de acordo com as quantidades
requeridas pelas plantas, podem ser classificados em: macronutrientes - como o
nitrogénio (N), o fosforo (P), o potassio (K), o enxofre (S), o calcio (Ca) e o
magnésio (Mg) - e micro-nutrientes, como por exemplo, o ferro (Fe)
(LONERAGAN, 1997). Na auséncia de qualquer um desses elementos as plantas
exibem sintomas de deficiéncia nutricional, anomalias de crescimento e,
freqientemente, ndo se reproduzem normalmente (DALCIN, 2008).

Desde a Antiguidade que se conhece, empiricamente, a importancia do
potassio para o metabolismo das plantas. Ha referéncias da utilizacdo, como
fertilizantes de cinzas resultantes da queima de arvores, material que contém uma
expressiva concentracao de potassio, desde o seculo Il a.C. (NASCIMENTO et al.,
2008).

O K" é o cation mais abundante no citoplasma e, juntamente com os anions
gue o acompanham, tem importantes funcdes nas células e tecidos das plantas
(DALCIN, 2008). O potéssio regula a osmose da planta atuando sobre a abertura e
fechamento de estébmatos através de alteracdes da turgidez das células-guarda
induzidas por uma bomba de potassio na parede celular. Como os estdmatos séo
importantes na regulacdo da perda de agua pelas plantas, o potassio ajuda a
diminuir perdas de 4gua e aumenta a tolerancia a secas, ativa a catélise biologica
de enzimas e promove o metabolismo do N e a sintese de proteinas. Tem
importancia fundamental para o desenvolvimento dos frutos, translocacdo de
metais e balanco ibnico. Tudo isso o torna um macronutriente responsavel por
produtos de boa qualidade e alta produtividade (LOPES-ASSAD et al., 2006).

O primeiro sintoma visivel da deficiéncia de potassio € a clorose em manchas
ou nas margens da folha, evoluindo para a necrose, principalmente nos apices

foliares, margens e entre nervuras, estendendo-se posteriormente em direcdo a



base. Como o potassio pode ser remobilizado para as folhas mais jovens, esses
sintomas aparecem inicialmente nas folhas mais maduras da base da planta. As
folnas podem curvar-se e o caule deficiente em potassio € delgado e fraco,
apresentando regifes internodais anormalmente curtas, acarretando o
tombamento do vegetal (Figura 3.1) (AMARAL & LAGE, 2010).

A complementacdo de potassio em solos deficientes produz melhoria no
rendimento das colheitas e torna o vegetal mais resistente a pragas e doencas
(NASCIMENTO & LOUREIRO, 2004).

Particularmente o potassio é importante na producdo de batata, cana-de-
acucar, beterraba, uvas, frutas, cereais, c6co, cacau e seringueira (VAN
STRAATEN, 2007).

Figura 3.1: Planta apresentando caréncia de potassio (K). (Fonte:
http://www.aquahobby.com/articles/b_nutricao_vegetal.php, acessado em outubro de 2010).

A maioria dos solos de plantio contém concentraces significativas do ion
metalico (K"). Sdo centenas de quilos de potassio por hectare, mas somente uma
pequena quantidade esta disponivel para as plantas durante todo o periodo do seu
desenvolvimento, provavelmente menos do que 2%, devido as suas diferentes
formas de ocorréncia no solo:

i) estrutural-presente nas fases minerais formadoras do solo;

i) entre as camadas lamelares nas principais fases formadoras do solo,
feldspatos, entre outros;

iii) na forma soluvel, em contato com a matéria organica ou em minerais de

potassio de alta solubilidade.



Dessa forma acontece a reposi¢do de potassio retirado da solugcdo do solo
pelas plantas (Figura 3.2) (NASCIMENTO et al, 2008).
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Figura. 3.2 : Disposicao do potassio nos solos (Rehm e Schmitt, 2002).

Uma vez que as plantas requerem K em altas quantidades, ele é considerado

um dos trés principais nutrientes vegetais.

3.2 Potéassio e sua importancia econémica

O elemento potéassio, € um dos dez mais abundantes na crosta terrestre e
ocorre na natureza somente sob a forma de compostos, podendo ser encontrado
em minérios e 4guas salgadas. Além dos minérios formados por cloretos e
sulfatos, o potassio esta presente em outros com teores acima de 10% e em

muitos outros com valores de 2% a 10%. Com o tempo o intemperismo provoca



sua alteragdo quimica gerando compostos de potassio solUveis que sé&o
transportados pelo rio para o mar (NASCIMENTO et al., 2008).

E o segundo macronutriente em quantidade utilizada no manejo da adubacéo
das culturas, ficando atras apenas do fésforo (LOPES-ASSAD et al. 2006).

Cerca de 95% da producdo mundial de potassio é utilizada na fabricacao de
fertilizantes, sendo desses, 90% séo para a fabricacao de cloreto de potassio (KCI)
e 5% para a fabricacdo de sulfato de potassio (K,SO4) (NASCIMENTO et al., 2008;
MARTINS et al.,2008).

O crescente aumento da producdo agricola e consequente uso de potassio
na agricultura, aliado ao seu preco crescente (950 US$-FOB em 2008, preco cerca
de 10 vezes maior do que o praticado em 2001, como mostra a figura 3.3)
demonstra previsdes de que a demanda de 6xido de potassio (K,O) cresca 50%
até 2015 (MARTINS et al. 2008). Além disso, a importacdo de até 92% das
necessidades internas (Figura 3.4), impulsionou o desenvolvimento de pesquisas
sobre fontes alternativas para a producdo de fertilizantes de potassio. Neste
sentido, rochas ou minerais que apresentem teores elevados de potassio (maiores
gue 6% de K,O) poderdo ser fontes alternativas potenciais para a produgédo de
sais de potassio, termofosfatos potassicos ou ainda para aplicacédo direta nos solos
como fertilizantes de potassio de liberacdo lenta (NASCIMENTO & LAPIDO-
LOUREIRO, 2004).
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Figura 3.4: Comparagéo entre a producao interna e importagao de potassio, desde 1983 e

previsdo até 2025. Fonte: ANDA Projecdes MB Agro.

O potéssio esta presente em numerosos minerais, a maioria com presenca

significativa na sua rede cristalina, mas apenas um pequeno numero deles,
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constituidos por cloretos e/ou sulfatos, sdo considerados de interesse econémico
devido, principalmente, ao seu conteddo em potassio e a sua facil solubilizacdo. A
maioria dos minerais contendo potassio em sua rede cristalina (caso do grupo dos
feldspatos e alguns do grupo da mica) sdo insoluveis e o processo de dissolucéo
s6 é possivel a partir de forte ataque quimico acompanhado de tratamento térmico
(NASCIMENTO & LAPIDO-LOUREIRO, 2004).

As formas mais comuns em que o K é encontrado no solo séo:

i) em solucéo;

i) sob a forma idnica unido eletrostaticamente aos materiais que constituem
a parte sélida;

iii) ligado fortemente a fase soélida mineral (“K” fixado e “K” estrutural), € o
potassio de reserva ou de reposi¢ao dos solos.

A microbiota tem papel especial na disponibilidade de K, particularmente em
solos pobres, podendo competir com as plantas pelo nutriente. Essa mobilizacéo é
temporaria, pois com a morte dos microrganismos, o K € liberado das células por
mineralizacdo. A microbiota também pode contribuir na liberacdo de K pela

decomposicéo de minerais silicatos (DALCIN, 2008).

3.3 Microrganismos solubilizadores

A exposicdo de minerais as aguas da chuva, mudancas de temperaturas e
condi¢cBes oxidativas resultam em reacdes de intemperismo, incluindo dissolucéo e
cristalizacdo de minerais. Entende-se por intemperismo o processo em que ocorre
a erosdo da rocha e a diminuicdo do tamanho das suas particulas. Plantas e
microrganismos também estdo envolvidos na formacéo e destruicdo de minerais.
Eles podem colonizar superficies minerais, especialmente poros e fendas (Figura
3.5) (UROZ et al., 2009).



11

Figura 3.5 : A acao dos microrganismos sobre a rocha. 1- microrganismos ocorrendo sobre a
superficie da rocha; 2- microrganismos agindo sobre cristais de rochas; 3- microrganismos
crescendo sobre fendas das rochas; 4- microrganismos crescendo no interior de cavidades e 5-
microrganismos capazes de ativamente penetrar na rocha. (Gadd et al., 2005)

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham fun¢des Unicas e vitais na manutencdo de ecossistemas, como
componentes fundamentais de cadeias alimentares, na reciclagem de nutrientes e
nos diversos ciclos biogeoquimicos existentes. Apesar de sua grande importancia
na manutencdo da biosfera, estima-se que menos de 5% dos microrganismos
existentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos (LEITE, 2009).

Microrganismos podem existir em ambientes com condi¢cdes extremas de
temperatura, pressao hidrostatica, pH, e potenciais redox. Microrganismos que
promovem formacdo e degradacdo de minerais s&o oportunistas que exploram
situagcdes ambientais nas quais outros microrganismos possuem desvantagem
(EHRLICH, 1996).

Os fungos, por exemplo, representam um dos organismos mais ativos do
solo, e algumas espécies podem secretar antibidticos ou toxinas capazes de
eliminar competidores e até mata-los, em alguns casos (SOUZA-MOTA et al.
2003).
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Muitas bactérias e fungos sao capazes de acelerar a dissolucdo de silicatos e
aluminiosilicatos. Os mecanismos pelos quais eles agem podem envolver a
producdo de produtos metabdlicos tais como acidos organicos que podem agir
como acidulantes e/ou ligantes, base na forma de NHz e muco capsular
especialmente em bactérias. Entre os acidos, estd o éacido 2-ceto-glucdnico
formado por bactérias e 4cidos citrico e oxalico formados por alguns fungos, tém
sido mostrados muito eficientes na dissolucdo de silicatos (EHRLICH, 1996;
NARLOCH, 2002).

Bactérias sdo mencionadas, entre outros motivos, dada a sua capacidade de
formar biofilmes. A fixacdo a superficie do mineral cria microambientes que
protegem a bactérias contra estresses ambientais. Nesses microambientes,
bactérias extraem nutrientes inorganicos e energia diretamente da matriz mineral
e/ou da parte circundante do microrganismo (UROZ et al., 2009).

Muitos trabalhos preocupados com a interacdo no solo entre mineral-
microrganismo tém focado em fungos saproéficos, bactérias e liquens (PARIS et al.,
1995a).

Muitos sdo os estudos que contemplam os microrganismos solubilizadores
de fosfato (PSMs). Song et al. (2008) relatam a solubilizacdo de fosfato inorganico
insoluvel por Burkholderia cepacia e o relaciona com o decréscimo do pH no meio.

No estudo de Narloch et al. (2002) e Souchie et al. (2007), pode-se encontrar
uma extensa revisao dos microrganismos solubilizadores de fosfato, onde citam-se
varios géneros de bactérias e fungos, incluindo fungos micorrizicos.

Estudos realizados por Reyes et al. (2001) comparam a solubilizacdo de
rochas fosfaticas por cepas mutantes e cepas naturais de Penicillium rugulosum.

Sabe-se que liquens (associacdo simbiotica entre fungos e algas
fotossintetizantes ou cianobactérias) sdo os primeiros organismos a desgastar
rochas. Eles sdo capazes de colonizar e desgastar a superficie mineral de rochas
€ monumentos ao longo de décadas (UROZ et al. 2009).

Os microrganismos envolvidos na solubilizacdo de fosfatos também podem
auxiliar o crescimento da planta por outros mecanismos, além daquele advindo da
solubilizacdo, como por exemplo, pelo aumento da eficiéncia da fixacdo biologica
de nitrogénio. Sabe-se que o fosforo € o fator limitante para fixagcdo de nitrogénio

pela simbiose rizobio-leguminosas, aumentando a disponibilidade de outros
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elementos ou produzindo substancias promotoras de crescimento de plantas
(citocinas, giberelinas, acidos indol-3-acético) e vitaminas (riboflavina, niacina e
vitamina B12) (NARLOCH et al., 2002; DALCIN, 2008).

Barroso e Nahas (2005) destacam em seu trabalho, uma grande quantidade
de fungos isolados de solo e muitos com capacidade de dissolver fosfato
inorganico.

Porém, o numero de trabalhos contendo dados sobre a atuacéo de fungos
na solubilizacdo de potassio ainda € pequeno. Alguns estudos relatam o
isolamento e utilizagdo de linhagens fangicas na biossolubilizacdo de potassio a
partir de diferentes minerais (YUAN et al. 2004; GLEESON et al. 2005; LIAN et al.
2008), onde podemos destacar os géneros Aspergillus, Paxillus, Cenococcum,
Pisolithus, Piloderma, dentre outros.

Lopes-Assad et al. (2006) avaliou em seu trabalho o processo de
biossolubilizacdo de minerais, a partir da acdo de Aspergillus niger em dois pés de
rochas silicaticas contendo minerais ricos em potassio e observou que a

acidificacdo do meio promovida pelo fungo aumentou a solubilizacdo de K.

3.4 Fungos e rizosfera

Os fungos constituem um grupo de organismos heterotréficos, eucariéticos e
aclorofilados, portanto, que nao realizam fotossintese. Podem ser unicelulares ou
pluricelulares, mais tipicamente filamentosos. Possuem parede celular rigida
constituida de quitina e/ou celulose. Sua reproducdo pode ser sexuada ou
assexuada, esta Ultima podendo ocorrer por fragmentos do talo, mas a forma usual
€ a formacdo de esporos. A estrutura vegetativa € constituida de hifas que séo
filamentos de células que formam uma rede chamada micélio. As hifas podem ser
asseptadas ou cenociticas quando ndo apresentam células individualizadas e sao
preenchidas por massa citoplasmatica continua e, septadas quando apresentam
septos delimitando compartimentos (PUTZKE & PUTZKE, 1998; TRABULSI, 1999
e MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A classificacdo dos fungos baseia-se em caracteristicas morfolégicas das
hifas, corpos de frutificagéo e esporos, assim como seus ciclos de vida.
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Os fungos sao organismos quimiorganotréficos cuja principal fun¢do no solo
€ a decomposicao de residuos organicos; além disso, sdo patdgenos importantes
de plantas e animais, podendo também agir como agentes de controle bioldgico e
formar simbiose mutualisticas com plantas (micorrizas) e algas verdes ou
cianobactérias (Liquens) (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

O solo € um meio altamente complexo, um ecossistema com multiplos
componentes bidticos e abioticos, constituido de inimeros micro-habitats. Cada
micro-habitat, microambiente ou microssitio € um local particular onde células,
populacées ou comunidades microbianas co-existem em um dado momento,
sendo seu comportamento influenciado pelas condi¢des fisico-quimicas e quimicas
gue, por sua vez, também influenciam o ambiente dentro desse espaco (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006). Este € o habitat mais rico em espécies de fungos, que
geralmente distribuem-se segundo a disposi¢cdo da matéria organica.

A rizosfera é o paraiso dos microrganismos. Devido ndo s6 a quantidade,
mas também a diversidade de compostos orgéanicos depositados na rizosfera,
assim como ao ambiente fisico-quimico. A quantidade e o0s tipos de
microrganismos na rizosfera podem exceder mais de mil vezes aquela do solo n&o
rizosférico (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

O termo rizosfera é definido por Souza-Motta et al. (2003) como o volume de
solo adjacente as raizes e influenciado por elas, e representa uma area de intensa
atividade microbiana, na qual os nutrientes organicos que chegam das raizes
favorecem o desenvolvimento de microrganismos.

O desgaste mineral é mais rapido na rizosfera que no solo sem raizes. A
intensificacdo desse desgaste mineral na rizosfera pode ser atribuida, em parte, a
associacdo entre as raizes e comunidades de bactérias e fungos (Figura 3.6)
(UROZ, 2009).

A atividade fungica promove a dissolu¢cdo do mineral e consequentemente
seu rompimento através de diferentes rotas que compreendem a producdo de
acidos orgéanicos, a catalise microbiana de reacdes redox envolvendo metais e a
formacao diagénica e autigénica de minerais e rochas sedimentares. Os fungos
apresentam uma contribuicdo significativa nos processos de intemperizacdo na
superficie das rochas, através da ruptura fisica ap0s contato com as hifas,

expondo ainda mais a superficie ao ataque. Além disso, secretam grande
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guantidade de ligantes que auxiliam na solubilizagdo de minerais, suprindo

nutrientes sollveis para toda a comunidade microbiana presente (GLEESON et al.

2005).
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Figura 3.6 : Envolvimento dos microrganismos do solo no ciclo de nutrientes e nutricdo das plantas.
O ciclo dos nutrientes nos ecossistemas de florestas € composto de cinco componentes principais:
uptake, recycling, atmospheric supplies, wood export e drainage. Dois deles (uptake e recycling)
séo fortemente influenciados pelos microrganismos do solo de diferentes nichos: a rizosfera, a
micorrizosfera e a superficie mineral (mineralosfera). (Uroz et al., 2009)

3.5 Rochas como fontes de potassio

As micas, pela sua estrutura aberta e teores significativos de potassio, sao
bons indicadores de rochas favoraveis para aplicacdo na remineralizacdo dos

solos. A seguir, sdo apresentados alguns teores de KO em micas: biotita (7-12%),
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flogopita (17-11%), muscovita (7-10%), ilita (4-8%) e glauconita (5-8%)
(NASCIMENTO et al., 2008).

3.5.1 Flogopitito

A flogopita [KMgsAI(OH)Si4O10] (PINHEIRO, 2009) esta classificada dentro
do grupo das micas, as quais possuem caracteristicas de grande interesse
industrial tais como: clivagem facil, que permite a separacdo em laminas muito
finas; flexibilidade; baixa condutividade térmica e elétrica; resisténcia a mudancas
abruptas de temperatura. A flogopita € um filossilicato de estrutura 2:1 (tetraedro-
octaedro-tetraedro) com uma intercamada de cations ndo hidratados equilibrando
a alta carga negativa das camadas. Sua estrutura é composta de folhas
empilhadas bidimensionalmente que se encontram ligadas por uma rede de
octaedros e tetraedros (Figura 3.7). A alteracédo da flogopita se d& por troca idnica.
A suscetibilidade ao intemperismo parece ter ligagdo com sua estrutura
dioctaédrica, que justificaria a forte fixagcdo do potassio na estrutura. A forma como
0 ion potassio esta preso a estrutura cristalina da flogopita implica na dificuldade
da sua remocéo (SILVA et al., 2008)
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Figura 3.7 : Estrutura da flogopita (Bigham et al., 2001).

Varias rochas séo consideradas efetivas no suprimento de K, mesmo quando
aplicados in natura. O flogopitito esta entre essas rochas, onde a flogopita € um

dos minerais portadores de K que possui solubilidade elevada entre os silicatos.
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Esse mineral, juntamente com outros, mostrou significativa liberacdo de K em
testes de laboratério e em solos incubados (LOPES-ASSAD et al., 2006 e
NASCIMENTO et al., 2008).

3.5.2 Verdete do Cedro de Abaeté ou Glauconito

O glauconito também é um membro do grupo das micas. E constituido por
metassedimentos peliticos, com predominancia de glauconita, quartzo e outros
minerais. A rocha ocorre na Serra da Saudade, no municipio Cedro de Abaeté, na
regido do Alto Parnaiba (MG). Geologicamente, encontra-se no Craton do S&o
Francisco, no Grupo Bambui, na Formacdo Serra da Saudade. A formacgédo é
constituida por folhelhos intercalados com verdetes, em alternancia centimétrica a
métrica, com alguns niveis de fosforita no topo (VARELLI et al., 1992). O cation
interlamelar predominante é o K.

A coloracéo verde é dada pela presenca de ferro. Inicialmente ferroso, ele
substitui cations neutralizados, como K*?, Na*?, Ca*? e Mg*?, e parcialmente ferro
férrico. A mineralogia € composta por quartzo, feldspato potassico, albita, mica
branca, glauconita, dando a cor verde a rocha, clorita e opacos. E a porcentagem
de K,0 varia entre 7 e 14% (PIZA et al., 2009). Segundo Eichler (1983), o verdete
de Abaeté apresenta cerca de, 11,4% de K;O.

Desta forma, o verdete de abaeté pode ser considerado uma potencial fonte

alternativa de potassio.
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao da Amostra de Glauconito e Flogo  pitito

Foram utilizados dois diferentes tipos de rochas, glauconito e flogopitito,
ambas cedidas gentiimente pela Coordenacdo de Processos Minerais (COPM)/
Centro de Tecnologia Mineral/ Ministério da Ciéncia e Tecnologia (CETEM/MCT).
O material passou por moagem e peneiramento e foi utilizado na fragdo menor que
40 mesh.

As amostras foram encaminhadas para a Coordenacéo de Analises Minerais
(COAM) / (CETEM), para que fosse feita a caracterizacao tecnoldgica envolvendo
as técnicas de Difracdo de Raios X, Analise Elementar e Fluorescéncia de Raios
X.

4.1.1 Difracdo de Raios-X

Na analise por Difracdo de Raios-X (DRX) foi utilizado o método do pé. Os
difratogramas das amostras foram obtidos no equipamento Bruker-D4 Endeavor,
nas seguintes condi¢cdes de operacédo: radiacdo Co Ka (35kV/40 mA); velocidade
do goniémetro de 0,020 20 por passo com tempo de contagem de 1 segundo por
passo e coletados de 2 a 80° 20. As interpretacbes qualitativas dos espectros
foram efetuadas por comparacao com padrdes contidos no banco de dados PDF02
fornecidos pelo Centro Internacional para Dados de Difragcdo (ICDD — International
Center for Diffraction Data) através do software Bruker DiffracPlus.

4.1.2. Andlise Elementar

A analise dos elementos Fe, Al, Mg e K foi realizada através de absorcéo
atbmica com chama de acetileno ou 6xido nitroso. A analise de Si foi realizada

através de gravimetria.
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4.1.3. Fluorescéncia de Raios X

As amostras foram preparadas por fusdo do material a 11000°C utilizando
como fundente tetraborato de litio. A pérola fundida foi analisada em
espectrometro de fluorescéncia de raios X BRUKER-AXS modelo S4-Explorer,
equipado com tubo de Rh. Para obtencédo da analise quimica semi-quantitativa, o
espectro gerado a partir da amostra foi avaliado pelo software Spectra plus v.1.6
no modo standardless method, sem curva de calibracdo especifica.

E importante ressaltar que o método usado para quantificacéo néo € preciso,
pois utiliza apenas o banco de dados do equipamento para realizar os calculos de
concentracdo. Para se fazer uma analise quantitativa é indispensavel a confecgao
de uma curva de calibracdo baseada em padrbes (materiais com caracteristicas
semelhantes aos analitos e com composi¢bes conhecidas) que cubram a faixa de

concentracado das amostras de interesse.

4.2 Lixiviagdo Quimica com Flogopitito

Erlenmeyers de 250 ml de capacidade contendo 10 g de flogopitito e 100 ml
de solucdo Mehlich-1 (extratante), relacdo de 10% (p/v), composto de uma solucéo
acida H,SO, 0,0125N + HCI 0,05 N, foram mantidos sob agitacdo em mesa
agitadora com rotagao constante de 150 rpm e temperatura de 30°C. Os ensaios
foram realizados em triplicatas (frascos de sacrificio), em diferentes tempos de
contato (7, 14, 21 e 28 dias), a fim de se avaliar a cinética de extracdo do potassio.
O método analitico empregado para a determinacdo do potassio foi a absorcéao
atomica e a fotometria de chama. As amostras foram filtradas e armazenadas em
geladeira até a analise. Objetivou-se com o estudo da lixiviagdo quimica obter

resultados para posterior comparacédo com os obtidos na lixiviagao bioldgica.

4.3 Solo

O solo utilizado nos cultivos foi coletado na regidao Nordeste do Brasil, proximo a

uma area de exploracéo de petréleo.
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As caracteristicas fisico-quimicas do solo, que foram realizadas em

laboratorio externo, estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas e de fertilidade do solo usado nos
cultivos. (adaptado de TELHADO, 2009)

Propriedades fisico-quimicas

pH Densidade Bulk (g/ml)  Densidade de Particula (g/ml)  Porosidade (%)  CRA (%)
6,0 0,96 1,86 48 42
Fertilidade
Na Ca Mg K H#Al Al S T V m n Corg P K N
SN o 11, | S | S -mg/l-  -%-

0066 24 77 002 92 0 31,79 4099 78 0 0 b 100 8 14

4.4 Isolamento e Sele¢éo de Potenciais Microrganism  os Solubilizadores de
Potassio

Foram cultivados cinco aquénios de girassol (aquénio EMBRAPA V 122)
distribuidos em forma de X, no periodo de julho a setembro. As relacdes
nutricionais de nitrogénio, fosforo e potassio utilizadas foram 40:70:80 N:P:K (em
Kg por ha). O Nitrogénio foi adicionado na forma de nitrato de amoénio (NH4sNO3), o
fésforo na forma de acido fosforico (H3PO,) e, posterior a semeadura, houve
adicao de cerca de 300 ml de 4gua em cada vaso. Cada vaso, contendo 2 kg de
solo, foi suplementado separadamente com os seguintes pos de rocha: flogopitito
2,4 g/kg de solo e glauconito 2,2 g/kg de solo. Andlise prévia do conteudo de
potassio presente no flogopitito e glauconito era de 9% de KO e 9,5 % de K;0,
respectivamente, sendo esses valores utilizados para o calculo de adicao 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.

ApOs o0 crescimento das plantas e desenvolvimento dos respectivos
aquénios, o que levou cerca de 90 dias, realizou-se o0 isolamento de
microrganismos presentes na rizosfera do girassol. As plantas foram colhidas e o

solo das respectivas rizosferas separados (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Muda de girassol retirada para isolamento de microrganismos presentes na
rizosfera.

Foram pesados 20 g do solo e colocados em erlenmeyers contendo 250 mL
meio GEL liquido descrito por Dalcin (2008), cuja composicdo encontra-se na
tabela 4, sem adicdo de agar, onde foi adicionado 0,05 g de cloranfenicol,
contendo o potassio sob a forma de pé6-de-rocha, para cada cultivo. O meio GEL
foi autoclavado a 0,5 atm por 15 minutos e os minerais a 1 atm por 15 minutos. O
potassio foi adicionado na forma do poé-de-rocha flogopitito ou glauconito, na
proporcao de 50 g/l, o mesmo utilizado por Dalcin (2008).



22

Tabela 4. Composicdo do meio GEL.

Componente Quantidade
Glicose 100g
Extrato de levedura 1.0q
NaCl 0,01g
Na,HPO., 404
NH NO, 0,005 g
Solucédo de MgS0O,.7H,O 10% 2ml
Solucédo de CaCl,; 1% 2 ml
Solucdo de micro-nutrientes 2 mil
Solugdo de Fe-EDTA | 4ml
Agar 15¢
Agua 1000 ml
Solucéo de micm-nutfientes

NaMoQ,.2H-0 02g
MnSQ, 2H,0 0,235¢
HaBOs 0,28 g
CuS0, 5H,0 0,008 g
ZnS0, 7H,0 0,024 g
Agua 200 mil

Os frascos erlenmeyers foram submetidos a agitacdo em mesa agitadora
(200 rpm) e temperatura controlada de 30, 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 inéculo. Apos o procedimento supracitado,
uma amostra (1 ml) de cada erlenmeyer foi retirada e realizada as diluicdes
sucessivas (até 107) em solucdo salina estérii NaCl 0,9% (p/v) e posterior
plagueamento em meio GEL agarizado (15g/L), também adicionado de 0,05 g/L de
cloranfenicol, obtendo-se assim as colbnias individuais. O p6 de rocha foi
distribuido superficialmente nas placas com o auxilio de uma alca de Drigalsky,
utilizando 0,04 g de flogopitito e glauconito por placa de Petri, esterilizado em
tubos Eppendorfs a latm/ 20 min. De acordo com o mineral usado, inicialmente

foram obtidos os isolados codificados (Esquema 4.1). As placas foram
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armazenadas em estufa incubadora a 25+1 °C e a avaliagdo do crescimento das
col6nias foi visual e diaria, sendo selecionadas as colonias de acordo com suas

caracteristicas macroscopicas (cor, textura e diametro das colénias).

Esquema 4.1: Codificagdo dos isolados obtidos de acordo com o p6 de
rocha adicionado ao solo.

XC4A1l

X — mineral contido no vaso de isolamento de origem (G ou F)

C — presenca de cloranfenicol no meio.

4 — numero referente a diluigdo utilizada na amostra

A — placa origem do isolamento (placas feitas em duplicatas — A e B)

1 — nimero da coldnia no isolamento.

4.5 Obtengéo e Classificagéo dos Isolados

Das placas de contagem, preparadas conforme etapa anterior, foram
selecionadas as colbnias com caracteristicas compativeis a aquelas apresentadas
por fungos filamentosos, através da observacdo do seu verso e reverso. Apés a
selecdo das colbnias, procedeu-se o isolamento, utilizando-se o método de
esgotamento, com o auxilio de uma alca de platina esterilizada para repicar o
in6culo na superficie de 10 ml de meio GEL agarizado previamente depositado em
placa de Petri. O processo foi repetido até obtencdo de colbnias puras,

homogéneas a olho nu e posteriormente estas foram verificadas ao microscopio.

4.5.1 Classificacao do isolados

Os isolados foram mantidos e cultivados continuamente no meio GEL em
tubos e placas, armazenados a 4 °C e mantidos através de repiques sucessivos.
Estes foram levados a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), ao Laboratoério de

Taxonomia, Bioquimica e Bioprospeccdo de Fungos para serem classificados e
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devidamente preservados na Colecdo de Culturas de Fungos Filamentosos
(CCFF) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), sob a curadoria da Dra. Maria Inez de
Moura Sarquis.

ApOs crescimento das cepas em meio Sabouraud (SAB) (Tabela 4.2)
adicionado de 0,05g de cloranfenicol, durante 7 e 14 dias, as colb6nias foram
avaliadas com relacdo a seus aspectos macro e micromorfoldgicos através do
método de microcultivo, onde um pequeno bloco do meio nutritivo, especifico é
inoculado sobre a lamina, recoberto em seguida por uma laminula, visando o
crescimento da colonia por baixo da mesma, segundo modificacdo de Rivalier &
Seydel, 1986. Em seguida, apds 7 e 14 dias, respectivamente, as laminas foram
retiradas para visualizagcdo das estruturas reprodutivas e vegetativas em
microscopio e analisadas mediante bibliografia especifica para cada género
fungico, segundo Raper &Fennell (1965), Gerlach & Nirenberg (1982) e O Donnell
(1979).

Tabela 4.1 Composi¢cédo do meio AGAR SABOURAUD (SAB)

Reagentes Quantidades
Glicose 30,09
Extrato de levedura 3,09
Peptona 10,0 g

Agar-agar 18,0 g
Agua destilada 1.000 ml

Os meios utilizados para crescimento das colbnias durante o processo de
identificacdo foram: Batata Dextrose Agar (PDA — Difco), Extrato de Malte (MEA -
Difco) e CZAPECK Dox Agar (CZ - Merck), usados de acordo com o0 género
classificado.

Apbs a identificagcdo, cada cepa foi catalogada e recebeu um acrénimo 10C.
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4.6 Lixiviagdo Bioldgica

4.6.1 Avaliacdo da concentracao de potassio encontrado no meio Gel

Durante a utilizacdo do meio Gel no processo de crescimento das cepas e
lixiviacao bioldgica os resultados nos levaram a indagar sobre sua composicao e
possivel influéncia nas concentracdes de K encontrados.

Visando responder tal questionamento, foram preparados 100ml de meio
Gel, conforme tabela 4, e 100ml de meio Gel modificado, sem adicédo do extrato de
levedura.

Posteriormente as concentracbes de K foram avaliadas pela fotometria de
chama, e assim, péde-se analisar as possiveis diferengas nos valores obtidos para
K.

4.6.2. Avaliacdo da biossolubilizac&o por linhagens fungicas

Dos dez isolados, cinco foram confirmados como sendo cepas flngicas e
foram avaliadas quanto ao seu potencial em liberar potassio em meio de cultura
GEL liquido (DALCIN, 2008), sendo este modificado pela retirada do extrato de
levedura, como mencionado acima, afim de se extinguir toda e qualquer fonte de
potassio que ndo fosse proveniente do pdé de rocha; uma vez que a adicdo do
extrato de levedura representava uma elevada concentracdo de potassio do meio.

Foram utilizados 34 erlenmeyers de 250 mL de capacidade, cada um
contendo 100 mL de meio Gel liquido sem extrato de levedura, onde em 12 foram
adicionados 10g de glauconito, em outros 12, 10 g de flogopitito e em 10 somente
meio Gel e as amostras fungicas.

Para cada cepa fungica foram inoculados 2 erlenmeyers, com 0 seu
respectivo meio, com ou sem mineral de acordo com a Tabela 4.3.

Para o indculo, um cultivo crescido de cada cepa em meio Gel foi suspenso
em agua destilada estéril e foram adicionados aos erlenmeyers uma concentracao

de 107 de esporos/mL.
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Tabela 4.2: Composi¢éo dos meios utilizados e as linhagens isoladas
testadas nos ensaios de biossolubilizagéo.

Condicédo do meio Inéculo
GC4A1
Meio Gel + Glauconito GC4A2
GC6A1
FC4Al
FC5B1

GG (Branco)

GC4A1
GC4A2
Meio Gel + Flogopitito GC6Al
FC4A1
FC5B1
GF (Branco)

GC4A1
GC4A2
Meio Gel GC6A1
FC4A1
FC5B1
GG (Branco)

Os erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo em mesa agitadora com
rotacdo constante de 150 rpm e temperatura de 30°C durante 14 dias. As amostras
foram centrifugadas a 6.000 rpm por 10 min, filtradas em membrana de 0,45um e
armazenadas em geladeira a 4°C.

O meétodo analitico empregado para a determinacdo do potassio das

amostras foi a fotometria de chama realizada pelo laboratério da Coordenacao de
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Processamento Mineral (COPM), do CETEM/MCT e a absor¢é&o atomica de chama
com C,Hy/ar, esta ultima realizada pela COAM/CETEM.
Para calculo do teor de potassio solubilizado por cada isolado, foi utilizada a

equacao abaixo, conforme Dalcin (2008):

(Equacdo 1): Céalculo do total de potassio solubilizado pelo isolado
(DALCIN, 2008)

TSlaRa = NMlaRa — NMgg — (NN”ao - NMoo) - (NMoRa - NMoo)

Onde:

TSlaRa = Total solubilizado no meio de cultura pelo isolado A na presenca da
rocha A.

NMlaRa = teor do nutriente no meio de cultura do isolado A na presenca da rocha
A.

NMgo = teor do nutriente no meio de cultura ndo inoculado e sem rocha.

NMIlap = teor do nutriente no meio de cultura do isolado A sem rocha.

NMpRa = teor do nutriente no meio de cultura com a rocha A sem inoculacgéo.

4.6.3 Determinacédo do pH

Cada amostra, apos centrifugacdo e filtragem, teve seu pH medido em

pHmetro para futura comparacéo quanto ao pH inicial.

4.6.4 Reacao de Furt-Herman

As amostras foram testadas por meio da Reacdo de Furt-Herman com o
objetivo de se observar a presenca ou ndo do acido citrico.

A reacgdo consiste em adicionar 0,5 ml de anidrido acético, 0,5 ml de piridina
a 1 ml de aliguota da amostra. Durante a reagdo, que ocorre entre 0s reagentes
com o acido citrico presente na amostra, € possivel analisar qualitativamente a
presenca deste acido através da mudanca de cor do meio, que se torna um

vermelho — carmim.
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4.7 Cultivo de girassol utilizando p6 de rochae fu  ngo

Os cinco isolados fungicos, provenientes da rizosfera do girassol, foram
avaliados quanto a eficiéncia na liberacdo do potassio, contido nos dois tipos de po

de rocha, auxiliando no crescimento vegetal.

4.7.1 Preparo do inoculo

As cinco cepas fungicas, foram crescidas em tubo inclinado contendo meio
Gel agarizado durante sete dias. Apés a incubacéo, adicionaram-se a cada tubo, 5
ml de &gua destilada estéril, seguindo-se de agitacdo manual até obter-se uma
suspensao microbiana homogénea. Em erlenmeyers de 500 ml de capacidade
contendo 350 ml de meio Gel liquido, foram inoculados 1 ml da suspensédo de
esporos obtida.

Os cinco isolados crescidos em meio liquido foram: GC4Al1l, GC4Az2,
GC6A1, FC4Al e FC5B1.

Os erlenmeyers foram mantidos em mesa agitadora a 130 rpm por 7 dias a

temperatura ambiente.

4.7.2 Cultivo

Cada vaso contendo 1 kg de solo, adicionado das relagGes nutricionais para
N:P:K conforme o cultivo feito para isolamento (item 4.4), foi suplementado
separadamente com as seguintes concentracdes de pos de rocha, flogopitito 1,2
g/kg de solo e glauconito 1,13 g/kg de solo, e cada composi¢cao solo-mineral foi
inoculado com 50 mL de uma determinada cepa fungica crescida em meio Gel
liquido (conforme secdo 4.8.1). Ainda foram adicionados 50 mL de agua. Os
materiais foram misturados manualmente. O periodo de cultivo ocorreu durante o
més de janeiro a fevereiro.

Como na lixiviagdo biolégica, os vasos foram preparados em duplicatas.
Além disso, foram feitos vasos contendo apenas solo e semente (representando o

controle) e vasos com solo e cepas, sem mineral; totalizando assim 36 vasos. Em
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cada vaso foram cultivadas trés sementes de girassol (EMBRAPA V 122). Durante
o periodo do ensaio, 0s vasos permaneceram em local arejado, com boa
luminosidade natural e, a cada 24 h, foram regados para favorecer a germinacao e
crescimento das sementes. Apos 20 dias, as plantas foram retiradas, e o
comprimento do caule e raiz foram medidos, ainda foram contados o numero de

folhas.

4.8 CURVA DE CALIBRACAO

Para a deteccdo da concentracdo de potassio nas amostras, realizadas
através do fotdbmetro de chama, fez-se necessaria a obtencdo da curva de
calibracdo, pois esta permitira correlacionar o sinal lido com a concentracdo de
potassio presente nas amostras.

Para determinacdo da concentracdo de K (em mg/L) das amostras através
do método de fotometria de chama, estabeleceu-se uma curva padrdo de
calibracdo correlacionando a concentracdo real com o valor lido no aparelho por
meio de diluicdes conhecidas de 0 a 100 (O; 12,5; 25; 50 e 100) utilizando-se
solucao padréo da Analyser potassio (KCI) 100ppm.
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CAPITULO 5: RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da Amostra de Glauconita e Flogo  pitito

Nesta etapa foi realizada determinacdo detalhada das caracteristicas
mineralogicas dos materiais selecionados e obtidos para o desenvolvimento do
projeto. A mineralogia, indicador do potencial de solubilidade e da capacidade de

liberacdo de K é fator extremamente importante na escolha das rochas.

5.1.1 Difracao de Raios-X

Para a andlise por Difracdo de Raios-X (DRX) foi utilizado, tanto para a
amostra de verdete (glauconito), quanto para a amostra de flogopitito, 0 método do
po.

Na Figura 5.1 é apresentado do difratograma relativo a amostra do
glauconito. As fases cristalinas encontradas no material sdo glauconita (picos em
azul) e microclinio (picos em verde). Ja na Figura 5.2 é apresentado o difratograma
da amostra de flogopitito, onde foram identificados picos que correspondem aos
minerais flogopita, clorita e talco. Os picos marcados como Co KB sé&o resultantes
de reflexdes repetidas da flogopita (radiagcdes Co Kb) e, portanto ndo devem ser

considerados.
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Figura 5.1 . Difratogramas de raios X da amostra de glauconito.
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Figura 5.2 . Difratogramas de raios X da amostra de flogopitito.
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5.1.2 Analise Elementar

Os resultados obtidos apos a analise elementar da amostra de glauconito
mostraram os teores de Si, Fe, Al, Mg e K, observados na tabela 5.1.

Observa-se que a amostra do verdete de Abaeté usada apresenta 9,5% de
K-0, diferente do citado por Eichler (1983), onde o verdete de Abaeté apresenta
cerca de, 11,4% de KO.

Tabela 5.1: Percentual (%) dos elementos determinados na amostra de glauconita

Elementos | Concentracéo (%)
SiO, 63,7 %

Fe O3 3,8%

Al,03 13,9 %

MgO 1,2 %

K20 9,5%

Mesmo assim, o teor de K,O obtido confirma o potencial uso do glauconito

para os ensaios de biossolubilizac&o.

5.1.3 Fluorescéncia de Raios X

Os resultados da composi¢cao elementar da amostra de flogopitito, obtidos

pela técnica de fluorescéncia de raios X, sdo apresentados na tabela 5.2.



oxidos.
Elementos | Concentracéo (%)
CaO 0,4%
Cr03 0,5%
SiO; 43,9%
MnO 0,2%
NiO 0,2%
Fe O3 8,1 %
Rb,O 0,4%
Al;03 12,1 %
MgO 20,8%
TiO, 0,2%
K20 9,0 %

33

Tabela 5.2: Composigéo elementar da amostra de flogopitito (p/p) expressa em

Observa-se o teor de 9,0% de KO, indicando ser este, assim como o
glauconito, uma rocha com potencial para o desenvolvimento no estudo de
biossolubilizacao.

A concentragdo de MgO, cerca de 20,8%, também é interessante, uma vez
gue o magnésio é um macronutriente necessario ao vegetal e que tem, entre
outras funcdes, a importancia como componente da molécula de clorofila e

producédo de ATP.

5.2 Identificagdo dos isolados da rizosfera de gira  ssol

Foram isoladas da rizosfera de girassol 10 colbnias. Desses isolados, 5
eram compostos por leveduras e 5 por fungos filamentosos, sendo a maior parte
deles (60%) obtidos do solo adicionado de glauconito na forma de p6 de rocha, 6
cepas. Da mesma forma a maioria dos isolados classificados com fungos
filamentosos, 60%, foram obtidos do solo adicionado desse mineral, um total de 3

cepas (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3. Isolados obtidos da rizosfera de girassol.

Isolado Grupo Origem

GC4A1 Fungo Filamentoso Solo + glauconito
GC4A2 Fungo Filamentoso Solo + glauconito
GC5A1 Levedura Solo + glauconito
GC6Al Fungo Filamentoso Solo + glauconito
GC4B1 Levedura Solo + glauconito
GC5B1 Levedura Solo + glauconito
FC4A1 Fungo Filamentoso Solo + flogopitito
FC5A1 Levedura Solo + flogopitito
FC6Al Levedura Solo + flogopitito
FC5B1 Fungo Filamentoso Solo + flogopitito

As cepas foram classificadas através da taxonomia classica e encontram-se
preservadas na Colecdo de Culturas de Fungos Filamentosos/ IOC atraves dos
métodos de preservacdo em Oleo mineral, agua destilada e liofilizacdo. A
identificacdo das espécies esta relacionada na tabela 5.4, juntamente com o seu
respectivo cédigo de preservacdo. As caracteristicas macroscopicas das cepas

séo apresentadas na figura 5.3.

Tabela 5.4 Identificacdo dos isolados fungicos

Isolados Espécies Caodigo de preservacéao
na CCFF/IOC
GC4A1 Fusarium sp. IOC 4605
GC4A2 Fusarium sp. IOC 4608
GC6A1 Aspergillus sp. IOC 4611
FC4A1 Mucor sp. IOC 4607
FC5B1 Aspergillus sp. IOC 4609
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Figura 5.3 : Isolados da rizosfera de girassol. Da esquerda para a direita: GC6A1(Aspergillus sp.),
FC5B1 (Aspergillus sp.), GC4Al (Fusarium sp.), GC4A2 (Fusarium sp.) e FC4A1 (Mucor sp.).

Durante o processo de identificacdo os fungos pertencentes ao género
Aspergillus sp. foram mantidos em meio Czapek Dox agar ou Extrato de Malte e os
outros géneros em meio BDA.

Santos et al. (1989) e Souza-Mota et al. (2003), descreveram resultados
similares isolando fungos da rizosfera de cana-de-aciUcar e girassol,
respectivamente, encontrando predominancia de fungos anamaorficos.

De acordo com Garret (1976), as técnicas usadas na contagem de
microrganismos como observacao direta ao microscopio ou diluicbes sucessivas,
mostram uma predominancia de fungos anamoérficos. Técnicas modernas, como
polymerase chain reaction em tempo real (g-PCR), buscam ampliar o numero de
microrganismos encontrados nos mais diferentes ambientes, como por exemplo,
no solo.

Fungos filamentosos, como ascomycetes, basidiomycetes, zygomycetes e
fungos anamorficos, esses dois Ultimos grupos sendo predominante em nosSso
trabalho, sdo frequentemente encontrados em superficie, fissuras e fendas de
rochas e em substratos minerais (GADD et al. 2005).
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Os fungos do género Aspergillus tém grande importancia na area médica,
pois algumas espécies sdo patdégenas oportunistas aos homens e animais. Além
disso, sao produtores de metabdlicos secundarios de interesse industrial tais
como: antibioticos, acidos organicos e uma gama de enzimas industriais
(SARQUIS, 2002).

Ja os fungos do grupo Zigomycetes sdo cosmopolitas, predominantemente
encontrados no solo e muitas vezes fazendo parte da rizosfera. Também podem
ser usados como controle bioldgico, producéo de acidos organicos etc.

Algumas espécies de Fusarium sdo consideradas cosmopolitas e muitas
tém ganho importancia na area da agricultura, meio ambiente e saude por serem
produtoras de micotoxinas. Existem ainda espécies que podem ser fitopatégenas e

outras que vivem em simbiose com a planta.

5.3 Curva de Calibracéo

A equacado da reta obtida para curva de calibracdo do potassio é descrita
como:y =1,0762x e 0 R2=0,9528 (figura 5.4).

Curva de calibragao

y = 1,0762x
R? = 0,9528
120
100 o
30 / —e— cunva de calibragéo

60 N |
Linear (curva de

40 ; =
calibragéo)
20 - 7

0 T T
0 50 100 150

concentracao de K
(ppm)

diluicdo

Figura 5.4 : Gréfico da curva de calibracdo mostrando a leitura do fotdmetro de chama em

diferentes concentracoes.

A equacdo da reta obtida através da curva de calibragdo foi utilizada nas
leituras da concentracdo de K (mg/L) tanto para a lixiviagdo quimica como para a

lixiviacao bioldgica.
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5.4 Lixiviacdo Quimica Utilizando Flogopitito

A lixiviacdo quimica é uma etapa importante para avaliar e, futuramente,

comparar os resultados nela obtidos com os oriundos da solubilizac&o bioldgica.

5.4.1. Avaliacéo atraves da Metodologia de Absorcédo Atdmica

A figura a seguir mostra a extragdo do potassio do flogopitito (Figura 5.5),

empregando o método de absorcao atdbmica.

Lixiviagdo Quimica do Flogopitito
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Figura 5.5: Resultado da lixiviagdo quimica de potassio de flogopitito com extratante Merlich 1 por
absorcao atdmica.

Os resultados obtidos através do método de absorcdo atdbmica mostram
uma melhor extracdo de K apés 14 dias de ensaio, havendo um decréscimo depois
deste periodo uma queda na extracdo de K no 28° dia, o que também pode indicar
um erro de amostragem.

Esses resultados mostram-se inferiores aos obtidos por Silva (2009), porém,
cabe ressaltar que o método analitico utilizado neste ensaio (Absor¢cdo Atdémica) foi

diferente do utilizado pelo autor (fotometria de chama).
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5.4.2. Avaliacao através da Metodologia de Fotometria de Chama

A figura a seguir mostra a extragdo do potassio do flogopitito (Figura 5.6),

empregando o método de fotometria de chama.

Lixiviacdo Quimica do Flogopitito

Concentragdo de K

0 ' '
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

Tempo

Figura 5.6: Resultado da lixiviagdo quimica de potassio de flogopitito com extratante Mehlich 1 por
fotometria de chama.

E sabido que solugdes éacidas podem favorecer o intemperismo dos
minerais presentes na amostra uma vez que o aumento da concentracao de ions
em solucéo favorece a troca iénica do K* (SILVA et al. 2009), por isso acredita-se
gue a extragdo quimica utilizando &cido cloridrico (HCI) e acido sulftrico (H,SOy),
acidos extremamente fortes, tenha sido tdo eficiente. A constante de dissociacao
de prétons desses acidos € alta, o que favoreceria uma maior troca iénica entre K*
e H" da flogopita (SILVA, 2009).

A concentracdo maxima de K* extraido do flogopitito com o uso de solugéo
Mehlich-1 foi de 272,6 mg/L, apdés 14 dias, os resultados demonstram uma
tendéncia de queda na extracdo de K a partir desse periodo de tempo, o que pode
também, como dito anteriormente, ser devido a um erro de amostragem, sendo
necessaria a repeticao dos ensaios. Mesma cinética apresentada pela metodologia
de absorcéo atbmica. Sabendo-se que existem na amostra cerca de 9,0% de KO,
este valor representa 3,65% do potassio presente no flogopitito.

Esses resultados encontram-se muito proximos aos encontrados por Silva

(2009) para 0 mesmo tipo de solugédo (Mehlich-1), a autora ap6s aproximadamente
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180 horas (7,5 dias), obteve cerca de 120 mg/L de potassio em solucdo, por isso
foi mantida a analise por fotometria de chama nos ensaios subsegientes.

Alguns estudos apresentam melhores resultados para lixiviacdo quimica
guando a amostra passa por algum tipo de pré-tratamento, como por exemplo,
térmico. Tais tratamentos expandem as lamelas do mineral, aumentando a
disponibilidade dos ions potassio (Silva, 2009), porém sdo onerosos e trabalhosos.

Por isso, a busca por métodos economicamente viaveis pelos quais esse

tipo de rocha possa ser aplicada in natura se faz necessario.

5.5 Teste da concentracdo de K em meio Gel

Conforme descrito na secédo 4.6.1, a concentracdo de K no meio Gel foi
avaliada quanto a presenca ou auséncia do extrato de levedura em sua
composicdo. A figura 5.7 mostra a variagcdo da concentracdo de K nas duas
diferentes composi¢des do meio, analisada mediante metodologia de fotometria de
chama.

Concentracdo de K em meio Gel

Concentracéo de K
(mg/L)

0

Gel c/lev Gel s/lev

Composi¢do do meio Gel

Figura 5.7 : Resultado da concentragao de K encontrado no meio Gel liquido com extrato e

levedura e sem extrato de levedura.

Como mostra o grafico, a concentracdo de K no meio Gel liquido contendo
extrato de levedura € muito superior a encontrada no mesmo meio sem a sua

adicdo, quase 25 vezes maior, uma vez que na composicéo do extrato de levedura
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podemos encontrar uma gama de nutrientes, incluindo o potassio. Esta alta
concentragcdo de potassio no meio Gel, devido a presenca do extrato de levedura,
ja havia sido relatada por Dalcin (2008), que visando diminuir este valor, ja havia
diminuido as concentragcbes deste nutriente. Porém visando estimular a
solubilizacéo pelos microrganismos, no meio Gel utilizado para lixiviagdo biologica
0 extrato de levedura foi retirado, a fim de tentar minimizar interferéncias de fontes

de potassio que néo fossem provenientes do po6 de rocha.

5.6 Analise da variacédo de pH.

O pH inicial do meio gel liguido sem extrato de levedura foi ajustado para 6
e apos 14 dias as amostras foram centrifugadas, filtradas e os valores de pH
medidos em pHmetro. Os resultados da variacdo de pH das amostras de meio

adicionado das cepas fungicas e do mineral flogopitito estdo apresentados na

figura 5.8.
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Figura 5.8: Variacédo do pH do meio (inicial) e ap6s 14 dias dos ensaios obtidos das amostras

fungicas com flogopitito.
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Da observacgéo da figura 5.8, constata-se que as amostras nao alteraram o
pH do meio de forma significativa.

Todo o meio Gel liquido teve seu pH inicial ajustado para 6 (inicial), porém
guando o meio foi adicionado com os isolados e o mineral ou 0 meio com o
mineral, as amostras apresentaram um pequeno aumento com relagdo a este
valor. No tratamento do meio com o pé de rocha, ja foi observado um aumento do
pH (6,3), podendo indicar uma possivel liberacdo de sais para a solucédo (LOPES-
ASSAD et al., 2006). Este aumento foi um pouco maior no meio onde as mostras
foram inoculadas com os isolados, podendo, também, ocorrer pela liberacdo de
sais para a solucdo ou ser resultante da propria atividade metabdlica dos fungos.
O mesmo resultado foi verificado para as amostras contendo meio adicionado com
os isolados e glauconito (resultados ndo demonstrados). Nenhuma das amostras
foram capazes de alterar drasticamente o pH do meio. Todas permaneceram na
faixa de valores de pH entre 6-7.

Lopes-Assad (2006), relata em testes de solubilizacdo de uma linhagem de
Aspergillus niger com rochas ultramérfica alcalina e flogopitito, o poder
relativamente grande em acidificar o meio ja nos primeiros 7 dias (pH 2,7 e 3,5,
respectivamente), permanecendo até o 21° dia, com um leve aumento (3,7) para a
rocha ultramarfica alcalina e diminuindo para o flogopitito (cerca de 2,5).

Max (2010), em sua revisdo sobre producdo de acido citrico, traz uma
relacdo de fungos capazes de produzir este acido, entre eles encontram-se muitos
pertencentes ao género Aspergillus. O acido citrico, assim como todos
pertencentes ao grupo dos &cidos organicos, teria a capacidade de acidificar o
meio, desestabilizando os minerais presentes e, possivelmente, liberando o
potassio (LOPES-ASSAD et al, 2006). Porém tais resultados ndo puderam ser
observados em nossas amostras, inclusive nas classificadas dentro do género
Aspergillus (codigo: GC6A1 e FC5B1).

Se houve producéo e liberacdo de acidos organicos pelos isolados, estes

nao se mostraram capazes de acidificar o meio, alterando assim o seu valor de pH.
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5.6.1 Reacao de Furt-Herman

Todos os isolados foram testados através da reacdo de Furt-Herman, mas
em nenhum foi possivel detectar, qualitativamente, a presenca do acido citrico.
Pois em nenhuma das amostras houve mudanca da coloragcdo do meio, que
caracterizasse a presenca do acido citrico ou do acido oxalico.

E possivel concluir que ndo foram formados &cidos organicos pelas
amostras ou estes foram produzidos em quantidades muito pequenas, nao

detectadas qualitativamente.

5.7 Avaliacéo da biossolubilizag&o por linhagens fa ngicas isoladas.

5.7.1 Biossolubilizacao do flogopitito.

Os resultados obtidos através da metodologia de fotometria de chama da
biossolubilizacdo de flogopitito em 2 semanas (14 dias) pelas cepas fungicas
isoladas de rizosfera de girassol esta apresentado na Figura 5.9.

Extracdo de K em Flogopitito
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Figura 5.9. Solubilizagéo de potassio a partir de flogopitito utilizando as linhagens de fungos em

meio liquido contendo 10% p/p do mineral, em 14 dias.
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Usando-se a equacdo 1 pode-se saber o quanto cada cepa fungica foi
capaz de solubilizar do potassio contido no mineral. Os resultados estdo expressos

na tabela 5.5.

Tabela 5.5: Resultados obtidos para flogopitito através da metodologia de
fotometria de chama e total de solubilizacao calculado para cada isolado.

Amostras Médias dos resultados Total solubilizado pelo
obtidos (mg/L) fungo (mg/L)

GC4A1 44,12 -17,23
GC4A2 70,49 8,07

GC6A1 52,73 -8,62

FC4A1 57,58 -5,38

FC5B1 53,27 -9,69

Branco 60,27

Observando tanto a figura 5.9 quanto a tabela 5.5 podemos notar que
somente a cepa GC4A2 (Fusarium sp.) apresentou teor de solubilizagéo positiva,
podendo esta ser uma solubilizadora de potassio em potencial. Observando a
figura 5.9 vemos que a liberacdo de K por esta linhagem foi superior 17% aquela
apresentada pelo controle.

A maioria dos isolados apresentaram valores de solubilizacdo negativos.
Como o mecanismo de solubilizacdo ainda ndo € amplamente conhecido, é
possivel supor que os niveis das amostras abaixo daquele que é apresentado pelo
controle possam ocorrer por algum consumo por parte do isolado do potassio que
estad sendo liberado; uma vez que os microrganismos podem adquirir nutrientes
essenciais para o seu desenvolvimento através das superficies minerais (GADD et
al., 2005); ou observando os desvios apresentados pelas amostras que essas nao
foram capazes de solubilizar o potéssio, apresentando niveis de solubilizacao igual

ao controle.
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Os resultados obtidos através da metodologia de fotometria de chama da

biossolubilizacdo de glauconito em 2 semanas (14 dias) pelas cepas fungicas

isoladas de rizosfera de girassol esta apresentado na Figura 5.10.
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Figura 5.10. Solubilizacédo de potassio a partir de glauconito utilizando as linhagens de fungos em

meio liquido contendo 10% p/p do mineral, em 14 dias.

Novamente, aplicando-se a equacao 1 pode-se saber o quanto cada cepa

fungica foi capaz de solubilizar o potassio contido no mineral. Os resultados estao

expressos na tabela 5.6.
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Tabela 5.6: Resultados obtidos para glauconito através da metodologia de

fotometria de chama e total de solubilizacao calculado para cada isolado.

Amostras Médias dos resultados Total solubilizado pelo

obtidos (mg/L) fungo (mg/L)
GC4A1 79,64 30,87
GC4A2 58,11 8,27
GC6A1 50,04 2,28
FC4A1 66,72 16,34
FC5B1 50,04 1,27
Branco 47,89

Ao analisar a figura 5.10 e a tabela 5.6 podemos observar que todos os

isolados apresentaram um potencial de solubilizagcdo positivo, ao contrario do

ocorrido na biossolubilizacdo do flogopitito, sendo o isolado que apresentou maior

teor de solubilizacdo o GC4A1 (Fusarium sp.) seguido do isolado FC4A1 (Mucor

sp.), depois 0 GC4A2 (Fusarium sp.) e finalmente os isolados GC6A1 (Aspergillus

sp.) e FC5B1 (Aspergillus sp.). Observando a figura 5.10, constatamos que 0O

isolado GC4A1l obteve aproximadamente 60% de liberacdo de K a mais do que

aquele apresentado pelo controle (branco).

5.7.3 Analise comparativa da biossolubilizagdo do potassio pelos isolados fungicos

a partir de flogopitito e glauconito.

Para fins comparativos, na figura 5.11 foram plotados os valores da

biossolubilizacdo do glauconito, bem como os da biossolubilizacdo para o

flogopitito.
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Andlise Comparativa
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Figura 5.11: Analise comparativa da biossolubilizacédo do potassio a partir do glauconito e do

flogopitito.

Ao observar a comparacdo dos valores obtidos da biossolubilizacdo do
potassio para os dois pés de rocha, verifica-se que uma maior parte dos isolados
foram capazes de liberar teores de K para o meio utilizando como fonte o
glauconito.

A cepa GC4A2 (Fusarium sp.) foi a Unica que se mostrou eficiente na
biossolubilizacdo dos dois tipos de rochas.

O isolado GC4AL1 na presenca de glauconito apresentou o maior percentual
de extracao de K, 1,07% em relacdo ao branco, mesmo assim este ainda € muito
inferior ao conseguido pela lixiviagdo quimica (3,65%).

Assim como relatado por Barbosa Filho et al. (2006) e Nascimento et al.
(2008), podemos perceber que um dos fatores que influenciam a liberacdo de K
das rochas é o tipo de rocha utilizada. Observamos que a maior extracao obtida foi
através da biossolubilizacdo do glauconito. Tais autores também citam como
fatores de influéncia, o tempo de contato das rochas com o microrganismo e as

suas fracfes granulométricas, fatores esses nao avaliados no presente trabalho.
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5.8 Avaliacéo do cultivo de girassol em solo suplem entado com po de rocha.

Foram cultivados em vasos, suplementados com e sem os dois diferentes
poés de rocha cada um com um dos 5 isolados, 3 sementes de girassol e estes
foram observados diariamente durante 20 dias.

Uma semana apo0s o plantio, as sementes comegcaram a germinar e as
mudas comecaram a aparecer. Porém, chegando ao 15° dia, varias mudas
comecaram a morrer, apresentando sintomas correspondentes aqueles
mencionados como sendo conseqiiéncia da caréncia de potassio (Figura 5.12) e
continuaram a morrer até o 20° dia (Figura 5.13), quando as mudas foram retiradas

para medida.

Figura 5.12 : Muda comecando a apresentar sintomas referente a caréncia de potassio.
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Figura 5.13: Mudas em processo de morte.

A relacdo entre a quantidade de mudas germinadas com o0 vaso

correspondente encontra-se representado na tabela 5.7.



49

Tabela 5.7: Quantidade de mudas germinadas de acordo com vaso
cultivado.

Vaso Quantidade de mudas
germinadas
Glauconito + FC5B1 4
Glauconito + FC4A1
Galuconito + GC4Al
Glauconito + GC4A2
Glauconito + GC6A1
Flogopitito + FC5B1
Flogopitito + FC4A1
Flogopitito + GC4A1
Flogopitito + GC4A2
Flogopitito + GC6A1
GC4A2
GC4A2
GC6A1
FC4A1
FC5B1

Solo + Glauconito

Solo + Flogopitito

O| O O N| O N| N| O | N N P O] P N O N

Solo + Girassol

Mesmo assim, podemos considerar como positiva, neste ensaio e nestas
condi¢des, a influéncia dos isolados no processo de germinacdo das sementes e
crescimento das mudas, pois ndo foi observada germinacdo em nenhum dos
vasos sem inéculo (controle). Além disso, 7 mudas permaneceram vivas até o 20°
dia de cultivo, desse total 5 (71,4%) eram provenientes de vasos que continham
isolados e mineral. As quais puderam ser medidas e observadas quanto ao seu
maior desenvolvimento em detrimento daquelas que apresentavam somente o
inoculo fungico sem mineral (Tabela 5.8).

De um total de 108 sementes cultivadas, somente 26 germinaram,

correspondendo a 24,07% do total.
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Tabela 5.8: Quantidade e medidas das mudas remanescentes até o 20° dia

de cultivo.
Vasos Quantidade de mudas | Média das raizes | Média dos caules
remanescentes (cm) (cm)
FC4Al 2 6,0 6,0
Glauconito + FC5B1 1 6,0 8,0
Glauconito + GC4A2 2 6,5 2,5
Flogopitito + GC4A1l 2 5,5 6,0

N&o ha como relacionar os resultados obtidos com a eficiéncia dos isolados

em liberar potassio para o solo, pois 0 maior numero de mudas foi observado nos

vasos com presenca do inoculo: 9 mudas germinadas em vasos contendo

glauconito, 6 em vasos com flogopitito, mas nos vasos contendo inoGculo porém

sem adicao do p6 de rocha 11 mudas germinaram. Por isso, ndo podemos negar a

influéncia dos isolados na germinacdo, desenvolvimento e durabilidade das

mudas. A figura 5.14 mostra a diferengca no desenvolvimento de uma muda

proveniente do cultivo com o mineral e com um isolado e de uma cultivada

somente com a adi¢do de outro isolado.
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Figura 5.14 : Mudas remanescentes (20° dia).

Acredita-se, que por ser o nivel de potassio presente no solo utilizado muito
baixo (8 mg/L), os vasos usados como controle do solo (sem p6 de rocha e
indculo) , mesmo com a adi¢éo de nitrogénio e fosforo, ndo obtiveram germinacgéo
das sementes plantadas.

Deve-se, também, levar em consideracdo o periodo do plantio, pois as
mudas plantadas para obtencéo dos isolados germinaram e apos 20 dias estavam
vivas e com folhas. O periodo quente do verdo, no qual os novos cultivos foram
feitos, pode ter influenciado de alguma maneira o desenvolvimento das mudas.

Segundo Martins et al. (2008) a eficiéncia agronémica das rochas depende
da sua origem e composicéo, de fatores correspondentes ao solo, do tempo de
incubacdo, do tratamento quimico ou térmico aplicado e das culturas utilizadas. Ele
ainda destaca que a utilizacdo direta das rochas é descartada devido a baixa
disponibilidade de K para as plantas.

Porém, Alves (2010) obteve valores positivos no uso do complexo rocha-
fungo como fonte alternativa de potassio para crescimento de eucalipto.

Uma maior analise da prospeccao, caracterizacdo geoquimica, definicdo de
métodos de processamento e avaliacdo agrondmica sistematica dessas rochas
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faz-se necessario e podera resultar em sua melhor utilizagio como fonte

alternativa de potassio.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES

Foram isoladas 10 col6nias de fungos a partir de rizosfera de girassol, em
meio GEL, sendo 6 delas na presenca de glauconito e 4 na presenca de flogopitito.
Das 10 linhagens obtidas, cinco foram classificadas como fungos filamentosos e 5

como leveduras.

As cinco linhagens de fungos filamentosos isoladas, foram identificadas por
taxonomia classica como Fusarium sp. (GC4A1 e GC4A2), Aspergillus sp. (GC6A1
e FC5B1) e Mucor sp (FC4A1).

A utilizacdo do meio Gel contendo extrato de levedura n&o foi considerado
viavel, uma vez que este componente aumenta consideravelmente o teor de K do

meio.

N&o foram obtidas mudancgas de pH do meio apos o processo de lixiviagao

biologica para nenhuma das amostras testadas.

Nos testes de biossolubilizacdo utilizando linhagens fangicas, o valor de
liberacdo de K a partir de flogopitito (10% p/p) alcancado em 14 dias pela linhagem
GC4A2 foi 17% superior ao controle, enquanto que para linhagem GC4Al na

presenca de glauconito, esse percentual aumentou para 66%.

Os valores de liberagdo de potdssio para o meio obtidos até o momento,
sugerem potencial de aplicacdo destes isolados microbianos na biossolubilizagao

de potasssio a partir de flogopitito e glauconito.

Notou-se uma influéncia positiva dos isolados para germinagcédo e
crescimento das mudas de girassol, porém nao se pbde relacionar tal beneficio a

biossolubilizacdo do potassio existente no po de rocha.
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CAPiTULQ 7: CONSIDERACOES FINAIS: PROBLEMAS E
SUGESTOES

* Realizar testes com outros meios de cultivo para ensaios de
biossolubilizacao.

* Realizar lixiviacdo quimica do glauconito, afim de se comparar com o0s
resultados obtidos pela lixiviacao bioldgica.

» Aplicar planejamento estatistico (fatorial ou experimental) para ensaios de
solubilizacéo testando diferentes periodos de tempo e diferentes fracbes
granulométricas da rocha.

» Otimizar as condi¢des de cultivo das sementes na presenca dos isolados e
das rochas utilizando outras técnicas de inoculacao., outros controles, etc...
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