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Resumo

A solubilizagdo biologica da rocha fosfatica (RF) ¢ uma alternativa para obter fertilizantes com baixo
impacto ambiental a partir do cultivo microbiano em conjunto com a RF. Entretanto, é necessario
estudar estratégias para aumentar a solubilizacdo da RF por processo microbioldgico. Portanto, este
trabalho propde avaliar o efeito de quatro diferentes meios nutrientes no cultivo do fungo Aspergillus
niger (microrganismo solubilizador) com duas RFs de diferentes origens a RF Itafés ¢ a RF Bayovar.
O efeito do tamanho de particula da RF (ativagdo mecanica) na solubilizagdo também foi avaliado a
partir da moagem da RF. Os resultados mostram que o meio nutriente utilizado no cultivo microbiano
tem elevado impacto na solubilizacdo da RF, proporcionando um aumento de até 50% na solubilizagio
da RF e uma ativagdo mecénica de apenas 10 min possibilitou um aumento de solubilizacdo de 60%,
sendo o tempo de moagem (tamanho de particula) que resultou na maior eficiéncia de solubilizagao.
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BIOLOGICAL ACTIVATION OF PHOSPHATE ROCK AND EFFECT OF THE PARTICLE
SIZE FOR OBTANING A PHOSPHATE BIOFERTILIZER

Abstract

The biological solubilization of phosphate rock (RF) is an alternative to obtain fertilizers with low
environmental impact from microbial culture with RF. However, it is necessary to study strategies to
increase RF solubilization by microbiological process. Therefore, this work proposes to evaluate the
effect of four different nutrients medium in the cultivation of the fungus Aspergillus niger
(solubilizing microorganism) with two RFs of different origins, RF Itafos and RF Bayovar. The effect
of RF particle size (mechanical activation) on solubilization was also evaluated from RF milling. The
results show that the nutrient medium used in the microbial culture has a high impact on RF
solubilization, providing an increase of up to 50% in RF solubilization and a mechanical activation of
10 min allowed an increase of 60% in the solubilization, the time of grinding (particle size) which
resulted in the highest solubilization efficiency.
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1 INTRODUCAO

Fertilizantes quimicos fosfatado sdo utilizados em todo o mundo para melhorar a
produtividade agricola. Entretanto, o processo de produgdo destes fertilizantes envolve altos custos,
uso intenso de acidos inorganicos fortes e pode causar danos ambientais. A aplicacdo de micro-
organismos capazes de solubilizar fosfatos (MSP) tem sido considerada uma potencial estratégia para
obter biofertilizantes via solubiliza¢do de rocha fosfatica (RF) (KLAIC et al., 2017; MENDES et al.,
2014). A solubilizagdo bioldgica acontece pela acidulagdo natural, produgdo de acidos organicos,
proporcionada por um microrganismo (MENDES et al., 2014). Por estas razdes, ¢ de grande interesse
o estudo de técnicas de cultivo submerso utilizando MSP e estratégias para aumentar a producdo dos
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acidos organicos e a interacdo destes acidos com as particulas de RF presentes no meio de cultivo.
Portanto, este trabalho propde avaliar o efeito de quatro diferentes meios nutrientes no cultivo do
fungo Aspergillus niger com duas RFs de diferentes origens, RF Itafos e RF Bayovar. As RFs também
foram ativadas mecanicamente por moagem e os diferentes tamanhos de particulas obtidos utilizando
diferentes tempos de moagem foram avaliados na solubilizagdo biologica. Caracterizagdes detalhadas
das RFs também foram realizadas para entender melhor o processo de solubilizagdo do fosforo (P)
presente nessas rochas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

O isolado Aspergillus niger C foi obtido da cole¢do da Embrapa Agroindustria de Alimentos,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Este fungo foi selecionado entre oito fungos filamentoso como o melhor
para solubilizar rocha fosfatica (KLAIC et al., 2017).

2.2 Rochas fosfaticas

Neste estudo foram utilizadas duas RFs de diferentes origens. A RF Bayovar (RFB) de origem
sedimentar da regido de Sechura (Peru), com 30.7% P,0s e a RF Itafos (RFI) de origem ignea da
regido Arraisas (Brasil), com 20.3% P,Os. Caracterizagdes fisico-quimicas foram realizadas para obter
a composi¢do ¢ a mineralogia das RFs por Fluorescéncia de Raios-X (FRX) e Difra¢do de Raios-X
(DRX), além disso, a morfologia das RFs foi observada utilizando Microscopia Eletronica de
Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG). A area superficial também foi determinada. As
metodologias de caracterizagdo utilizadas estdo descritas em Klaic et al. (2017).

2.3 Solubilizacio das rochas fosfaticas

A solubilizacdo das RFs foi avaliada por cultivo submerso utilizando o fungo A. niger
adicionando-se uma concentragdo de 5 g L' de RF ao meio. As fontes de fosfato foram analisadas
individualmente e todos os ensaios foram realizados em triplicatas utilizando quatro meios nutrientes
propostos na literatura. Pikvoskaya (PVK), constituido 1" glucose, 10 g; (NH4),SO., 0.5 g; NaCl, 0.2
g; MgS0,.7H,0, 0.1 g; KCl, 0.2 g; extrato levedura, 0.5 g; MnSO,.H,0, 0.002 g e FeSO,.7H,0, 0.002
g (PIKVOSKAYA, 1948). Czapek constituido I'": Sacarose, 30 g; NaNO;, 2 g; K,HPOy, 1 g
MgS0,.7H,0, 0,5 g; KCl, 0,5 g e FeSO,.7H,0, 0,1 g (GRAYSTON, 1986). NBRIY constituido I
glucose, 10 g; (NH4),SO,, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgS0,.7H,0, 0.1 g; KCl, 0.2 g; MnSO,4.H,0, 0.002 g ¢
FeSO,4.7H,0, 0.002 g (NAUTIYAL, 1999). NBRIP constituido I glucose, 10 g; MgCl,.6H,0, 5 g;
MgS0,.7H,0, 0.25 g; KCI, 0.2 g e (NH4),SO,, 0.1 (NAUTIYAL, 1999). A metodologia detalhada
utilizada nos ensaios de solubilizac¢do esta descrita em Klaic et al. (2017). Apds 96 h de cultivo o
material foi filtrado em papel filtro e posteriormente centrifugado a 12000 rpm, 20 °C por 20 min ¢, 0
sobrenadante foi analisando pelo método da calorimetria (MURPHY; RILEY, 1986).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das rochas fosfaticas

As caracterizagoes foram realizadas para avaliar a natureza quimica e fisica das RFs. As
analises de DRX para RFB (Figura la) revelaram duas principais fases cristalinas correspondente a
alfa-quartz (SiO,, PDF2 pattern file #01-089-8934) ¢ uma fase fluoropatita (Cas(PO,);F, PDF2 pattern
file #01-087-2462). Estudos anteriores mostraram que a principal fase cristalina desta rocha é um tipo
de fluorapatita modificada denominada francolita ou carbonato-fluorapatita {Ca;o[(PO,)s.
x(CO;,S04)x]F>}, alguns grupos fosfato (PO43') no reticulo cristalino podem ser substituidos por
carbonato (CO;”) ou sulfato (SO,>) grupos. Isso resulta em modificagdo das propriedades fisico-
quimicas do material, como sua reatividade e solubilidade (MCARTHUR, et al. 1986). O DRX para a
RFI (Figura 2b) revelou a presenga de trés fases cristalinas correspondente a alfa-quartz (SiO,, PDF2
pattern file #01-089-8934) e duas fases ricas em fosfato belinita (Al(PO,);, PDF2 pattern file #01-076-
0228) e hidroxiapatita (Cas(PO4);OH, PDF2 pattern file #01-086-0740). A Tabela 1 mostra a
composi¢ao quimica detalhada destes materiais e confirma a presenca das fases fosfaticas e alfa-quartz
observadas pelo DRX. Também se observa que a RFB apresenta uma fase fosfatica mais rica com
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30,72 % P,0Os e a RFI 20,29 % P,0s e uma area superficial maior que da RFI. Portanto, os materiais
apresentaram diferencas em suas estruturas quimicas e diferentes fases de fosfato.
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Figura 1. DRX a) Rocha fosfatica Bayovar b) Rocha fosfatica Itafos.

Tabela 1. Composicdo quimica e area superficial das rochas fosfaticas.
Espécies Itafos Bayovar

% Massa
Sio, 36,4 4,42
ALO; 4,60 0,96
Fe;0; 2,03 0,87
CaO 30,4 46,6
MgO 0,52 0,53
TiO, 0,22 0,07
P,0s 20,29 30,72
Na,O 0,30 1,98
K,O 0,88 0,30
MnO 0,10 0,01
Loss on ignition 4,33 10,57
Total 100 97,03
F* - 2,24
Cx* - 2,23
Area Superficial (m%/g) 3,02 19,3

(*) — Fluorine determined by specific ion analysis. (**) — Carbon determined by infrared spectroscopy.

3.2 Solubilizaciao das rochas fosfaticas

Os resultados mostram que a solubilizag@o do P presente nas RFs diferente utilizando os meios
de cultivo propostos. A solubiliza¢do do P quando utilizado a RFB foi mais eficiente quando utilizado
o meio de cultivo NBRIP (60% solubilizag¢do), seguido pelo meio Czapek (57% solubilizagdo),
NBRIY (48% solubilizacdo) e PVK (40% solubilizagdo). Para a RFI os meios de cultivo Czapek,
NBRIP e NBIY, apresentaram uma solubilizagdo entre 45-48%, ja utilizando o meio PVK a
solubilizacdo foi de apenas 35%. Estes resultados mostram que a escolha e a otimizagdo do meio de
cultivo sdo etapas fundamentais para aumentar a solubilizagdo da RF. Observa-se que a solubilidade
da RFB ¢ maior que da RFI, isto deve as diferencas das fases fosfaticas presentes em cada rocha como
observado na etapa de caracterizag¢do (Secgdo 3.1). A RFI apresenta uma fase alfa-quartz mais intensa
que a RFB e uma fase de fosfato de aluminio (Berlinita) de dificil solubilizagdo, isto faz com que a
eficiéncia de solubilizago seja menor para a RFL
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Figura 2. Solubilizago da rocha fosfatica em diferentes meios de cultivos por cultivo submerso. a) Rocha
fosfatica Baydvar b) Rocha fosfatica Itafos.

3.3 Efeito do tamanho de particula da rocha fosfatica na solubilizacdo do fésforo

Nessa etapa a RFB foi utilizada como uma rocha modelo para avaliar o efeito do tamanho de
particula no cultivo submerso. A RFB foi ativada mecanicamente em um moinho laboratorial
utilizando diferentes tempos de moagem (2,5; 5; 10; 20; 40; 80 ¢ 160 min) e o material obtido foi
utilizado no cultivo submerso, assim a solubilidade pode ser aumentada em decorréncia da maior area
superficial juntamente com a alteracdo local do pH, devido aos acidos organicos produzidos durante o
cultivo. Os resultados mostraram um aumento na solubiliza¢do de 60% em relagdo a RF sem ativagdo
mecanica em apenas 10 min de moagem (Figura 3a), sendo este o tempo de moagem que se obteve a
maior solubiliza¢do. A partir de 10 min de moagem nao foi observado um aumento na eficiéncia de
solubilizacdo embora o tamanho de particula tenha reduzido. A Figura 3b mostra a morfologia e a area
superficial da RF para cada tempo de moagem, observa-se que a partir de 10 min de moagem uma
tendéncia de formacao de aglomerados que pode ter prejudicado a solubilizagdo.
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Figura 3. a) Solubilizag@o da rocha fosfatica e pHg,, usando diferentes tamanhos de particulas em cultivo
submerso. b) MEV-FEG, tamanho de particula e area superficial para os diferentes tempos de moagem.

4 CONCLUSAO

Os resultados mostram que o meio nutriente utilizado no cultivo microbiano tem elevado
impacto na solubilizacdo, proporcionando um aumento de até 50% na solubilizagdo da RF. A ativacdo
mecanica mostrou-se uma potencial estratégia para melhorar a solubilizagdo da RF. Reduzidos tempos
de moagem (10 min, tempo de moagem que resultou na maior eficiéncia de solubilizagdo) resultaram
em um aumento de solubilizagdo de 60% quando comparado com a rocha natural. Estes resultados
contribuem para avangos ¢ novas estratégias para o desenvolvimento industrial de bioprocessos para
solubilizacdo microbioldgica da RF.
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