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RESUMO

O apelo da agricultura organica e da sustentabilidade no setor agricola
guiam esforcos ao desenvolvimento e implementacédo de técnicas alternativas para
uso de insumos sintéticos na fertilizagdo de solos e cultivares. Desta forma,
pesquisadores e produtores rurais tém sido incentivados a experimentar
biofertilizantes preparados a partir da digestdo de materiais organicos em substituicao
aos fertilizantes minerais. A dificuldade se encontra em apresentar alternativas
competitivas quanto a eficiéncia produtiva somadas aos custos de producdo e a gama
de atributos gerados pela adicdo de insumos sintéticos aos fertilizantes oferecidos
comercialmente, como reguladores hormonais de crescimento vegetal. Neste
trabalho, desenvolvemos um modo de producéo facilitado de biofertilizante liquido a
partir da digestdo aerdbia ou anaerdbia de rejeitos da producdo de avicultura e
pecuaria e avaliamos seus nutrientes e seu potencial de fertilizacdo de plantas. O
biofertilizante liquido desenvolvido apresentou teores de 450-600 mg L-' de
Nitrogénio, 4-5 mg L-t de Fésforo, 560-650 mg L-! de Potassio, além da presenca de
Magnésio, Calcio, Boro, Ferro, Zinco E Cobre. Demonstrou ainda condi¢Bes
favoraveis a aplicacdo direta sem correcbes de pH e salinidade. Em testes de
germinacao com sementes de alface, ndo se mostrou toxico para diluicbes de 5% até
50% e dificultou a proliferacédo de bactérias e de fungos. Na anélise de espectroscopia
de fluorescéncia, o biofertilizante apresentou concentracdes estimadas de 11-26 umol
L-t de &cido indolacético (AIA), importante fitormdnio responséavel pela inducdo de
crescimento de raizes de plantas. Como o periodo 6timo do processo de biodigestédo
foi de 30 a 45 dias, a producdo e utilizagcdo do biofertilizante € uma alternativa
promissora para substituir fertilizantes minerais, principalmente aqueles destinados as

culturas de olericolas.

Palavras chave: bioproduto, residuos organicos, fertilidade agricola,

sustentabilidade, hormbnio de crescimento.
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ABSTRACT

The organic agriculture appeal for sustainability guides efforts towards the
development and implementation of alternative techniques for the use of synthetic
inputs in the fertilization of soils and crops. In this way, researchers and agricultural
producers have been encouraged to experiment with biofertilizers made from the
digestion of organic materials to replace mineral fertilizers. The difficulty lies in
developing competitive alternatives in terms of production efficiency, besides the
production costs and the range of attributes gained by the addition of synthetic inputs
to fertilizers, such as plant growth hormone regulators. In this work, we developed an
easy production method for a liquid biofertilizer made from the aerobic or anaerobic
digestion of poultry litter and cattle manure and evaluated its nutrients composition and
its fertilizer potential for plants. The developed liquid biofertilizer has contents of 450-
600 mg L-! Nitrogen, 4-5 mg L-! Phosphorus, 560-650 mg L-* Potassium, in addition
to the presence of Magnesium, Calcium, Boron, Iron, Zinc and Copper. It also
demonstrate advantageous conditions for direct application without need of pH or
salinity adjustment. In germination assessment with lettuce seeds of L. sativa, it was
not toxic for dilutions of 5% to 50% and hindered the proliferation of bacteria and fungi.
In the fluorescence spectroscopy analysis, the biofertilizer showed estimated
concentrations of 11-26 pumol L-t of indolacetic acid (IAA), an important phytohormone
responsible for plants root development. The optimum period of the biodigestion
process was 30 to 45 days, the production and use of the biofertilizer is a promising

alternative to replace mineral fertilizers, mainly those destined for vegetable crops.

keywords: bioproduct, organic waste, agricultural fertility, sustainability, growth

hormone.
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1. INTRODUCAO
1.1. Fertilizagao

Formulacdes quimicas minerais ou sintéticas e defensivos quimicos,
categorizados como insumos agroquimicos, sao utilizados na fertilizacdo de cultivos
vegetais e no controle de pragas e tem aumentado com sucesso a capacidade
produtiva dos sistemas agricolas. Contudo, o intenso e continuo uso destes insumos
agroquimicos tém afetado negativamente o meio ambiente (qualidade do solo,
biodiversidade, vida maritima) e a saude publica. Dessa forma desafios
multidirecionais s&o apontados como chaves para o futuro e desenvolvimento
sustentavel das atividades no campo, dentre eles esta a produtividade agricola e o
uso de insumos para o cultivo vegetal (HAZELL; WOOD, 2008; VASSILEV et al.,
2017).

Fertilizantes quimicos s&o substancias de preparo industrial cujo a
utilizacdo tém sido extensivamente explorada para a obtencdo de melhores
rendimentos agricolas, uma vez que fornecem nutrientes prontamente assimilaveis as
plantas, como nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) (SAHOO; BHARDWAJ;
TUTEJA, 2013). O uso intensivo dessa classe de fertilizantes levanta preocupacdes
em torno da poluicdo gerada e o0s impactos ambientais provocados, como a
eutrofizacdo, acidificacdo e alteracdo da estrutura dos solos, contaminacdo dos
lencdis freaticos e possiveis problemas de salude acarretados aos consumidores
(ASGHAR et al., 2006; VESSEY, 2003). No mais, o uso de insumos agricolas
sintéticos também alteram a microbiota do solo, e a reducdo da diversidade
microbiana compromete importantes processos biolégicos favoraveis a saude e
desenvolvimento das plantas (NAGANANDA et al., 2010; VASSILEV et al., 2015).

Muitos fertilizantes sé&o produzidos utilizando-se combustiveis fosseis e 0
aumento do custo do petrdleo ocasiona um aumento no custo do produto, tornando a
pratica agricola financeiramente mais alta ao produtor, além de mais poluente
(BOMFIM, 2016; PINDI, 2012). Um exemplo dos impactos da producao de fertilizantes
minerais é o dos fertilizantes fosfatados, que por sua vez sédo produzidos quase que
majoritariamente do fosforo depositado em rochas, utilizando-se para sua obtencéo
tratamentos com &acidos a elevadas temperaturas e ocasionando na geracdo de

residuos de dificil descarte. Além disso, as reservas de fésforo nesses ambientes é



limitada, o que futuramente sera um problema para sua exploracdo (OWEN et al.,
2014).

Devido ao grande consumo e disponibilidade mercadologica de fertilizantes
e defensivos quimicos, existe também uma crescente dependéncia desses produtos.
Assim o uso de fertilizantes alternativos com o objetivo de aumentar a produtividade
de colheitas sem futuros impactos negativos para o ambiente € necessario. A
producdo organica € uma alternativa ao cultivo convencional e se baseia na
incorporacdo de matéria organica e residuos vegetais no solo, como fonte de macro
e micronutrientes. Dessa forma, a visdo inovadora da producdo sustentavel atrai a
crescente demanda de fertilizantes organicos como uma alternativa aos agroquimicos
e a necessidade de criar alternativas que auxiliem o produtor a obter elevada
produtividade utilizando esse tipo de préatica agricola, tornando economicamente
viavel a substituicdo dos fertilizantes e defensivos quimicos (BHARDWAJ et al., 2014;

MACHADO et al., 2006; XIANG, 2012).

Os residuos organicos provenientes de atividades rurais, agroindustriais e
urbanas tém um grande valor como matéria-prima reciclavel na fertilidade do solo,
proporcionando retorno financeiro e preservacédo do meio ambiente podendo contribuir
com a queda do uso de fertilizantes quimicos (NUNES et al., 2018; TEDESCO et al.,
1999).

1.2. Biofertilizantes

Entre as fontes de matéria organica aplicaveis na agricultura, o uso do
composto tem sido visto como uma alternativa de grande sustentabilidade, pois € um
material rico em nutrientes e potencial condicionador das propriedades fisicas,
guimicas e biologicas do solo (GARG; GUPTA; SATY, 2006; LANDGRAF; MESSIAS;
REZENDE, 2005).

Pratica util e de baixo custo é o emprego de biofertilizantes, principalmente
pelo fato da crescente procura por novas tecnologias de producédo que apresentem
reducao de custos e preocupacao com a qualidade de vida humana (MENDES, 2017).
Tais fatos, contudo, tém incentivado pesquisadores e produtores rurais a
experimentarem biofertilizantes preparados a partir da digestdo aerdbia ou anaerdbia
de materiais organicos em substituicio aos fertilizantes minerais (ARAUJO et al.,



2007). Além disso, esses produtos podem ser produzidos pelo proprio agricultor,
gerando economia de insumos importados além de promover melhorias no
saneamento ambiental (MEDEIROS et al., 2007).

Segundo o decreto N°4.954, de 14 de Janeiro de 2004 da Presidéncia da
Republica, que diz respeito a inspecéo e fiscalizacdo da producdo e do comércio de
fertilizantes, corretivos, inoculantes ou biofertilizantes destinados a agricultura, um
fertilizante organico composto € um “produto obtido por processo fisico, quimico,
fisico-quimico ou bioquimico, natural ou controlado, a partir da matéria-prima de
origem industrial, urbana ou rural, animal ou vegetal, isoladas ou misturadas, podendo
ser enriquecido de nutrientes minerais, principio ativo ou agente capaz de melhorar
suas caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas”; e biofertilizante ¢ um “produto
gue contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias agrotoxicas,
capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas,

elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante”.

Diversas defini¢cdes para os biofertilizantes sdo cunhadas na literatura. Para
Santos (2001), biofertilizante € o efluente liquido obtido da fermentagéo aerébia ou
anaerObia da matéria organica e agua. Para Alfa et al. (2014), Nagananda et al.
(2010), e Sevilla-Perea e Mingorance (2015) sédo formulacées que utilizam micro-
organismos capazes de promoverem 0 crescimento vegetal pelo suprimento de
nutrientes, por meio da capacidade de tornar disponivel formas ndo assimilaveis de
elementos por meio de processos biolégicos. Medeiros e Lopes (2006) os definem
como residuo final da fermentacdo de compostos organicos que contém células vivas
ou latentes de microrganismos (bactérias, leveduras, algas e fungos filamentosos) e
de seus metabdlicos. Levando em consideracdo essas definicbes, tomamos a
liberdade de denominar o composto produzido no presente trabalho de biofertilizante

liquido.

Na literatura também ha trabalhos que reportam que a fertilizacdo com
biofertilizante associado ao esterco bovino proporciona maiores producdes comerciais
em hortalicas das espécies de pepino, berinjela, tomate, alface e pimentdo
(PINHEIRO; BARRETO, 2000; TANAKA et al.,, 2003). E onde o uso de micro-
organismos benéficos séo utilizados para atuar na disponibilidade de nutrientes as
plantas, o que tem sido realizado para superar os problemas associados com 0 uso

excessivo de fertilizantes quimicos e pesticidas (VASSILEV et al., 2015).



Em doses adequadas, o uso de biofertilizantes via foliar nos cultivos de
olericolas pode ser uma alternativa para o fornecimento de nutrientes, especialmente
para as culturas de ciclo relativamente curto, como a alface. Além de ricos em
nutrientes, os biofertilizantes possuem compostos bioativos como aminoécidos e
fitorménios (MEDEIROS; LOPES, 2006; SILVA et al, 2007). No entanto,
biofertilizantes em concentragcdes muito elevadas afetam o crescimento vegetal, pois
alteram processos metabdlicos que estdo ligados a producdo de substancias de
defesa, retardando, principalmente, o crescimento, a floragdo ou a frutificacéo
(SANTOS; AKIBA, 1996).

O preparo de biofertilizantes ndo exige uma férmula padréo, sendo que
diversas formulacfGes séo propostas e testadas utilizando-se componentes minerais
para o enriquecimento do meio de cultivo (MEDEIROS; LOPES, 2006) e sua
composi¢do quimica final varia de acordo com o método de preparo, tempo de
decomposicao, populacdo microbiologica, temperatura, pH do composto e o material
gue o origina (BOMFIM, 2016). Os produtos finais vém sendo usados para fins
nutricionais, além de transformarem-se em uma complexa mistura de vitaminas,
horménios de crescimento e antibidticos sem conhecimento cientifico do efeito ou
modo de acdo no controle de doencas e pragas (FERNANDES, 2000). E o
reaproveitamento de nutrientes ap6s a fermentacdo de residuos organicos € uma
alternativa para reduzir custos na agricultura, além de contribuir para a manutencéao

do ciclo do carbono.

Quanto a utilizacdo dos biofertilizantes, justifica-se com o exemplo do
cultivo de hortalicas com adubos organicos que tem aumentado nos ultimos anos,
devido aos custos dos adubos minerais e aos efeitos benéficos que a matéria organica
proporciona aos solos e ao ambiente, intensamente cultivados com métodos
convencionais (VERONKA et al., 2008), além da demanda por alimentos organicos
(MENDES, 2017). A adubacéo foliar na cultura da alface é recomendada como
complementacao das adubacdes efetuadas via solo e quando se pretende resposta
rapida da cultura, em caso de caréncias de nutrientes. Nesse sentido, os principais

nutrientes aplicados via foliar na alface séo N, P, K, Ca e Mg (PEREIRA et al., 2010).



1.3. Residuos da Producédo Aviéria

A avicultura de corte, incluindo desde a criacdo das aves até abatedouros
e frigorificos, origina enormes quantidades de residuos solidos e liquidos que
necessitam de manejo adequado. Esta problemética é de particular importancia para
paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde a indlstria avicola atende tanto ao
mercado interno quanto externo (KIST; MOUTAQI; MACHADO, 2009).

Estimativas indicam que aproximadamente 6,8 milhdes de m? de cama de
aviario sejam gerados anualmente a partir da criacdo de frangos de corte,
representando 238 mil toneladas de N, 273 mil toneladas de P20s e 204 mil toneladas
de K20 (CORREA; MIELE, 2011). A reutilizagdo da cama de aviario pode ocorrer
através do seu uso em outros lotes/criadas de aves ou na adubacao de culturas. A
composicdo aproximada apresenta 3% de N, 3% de P20s e 2% de K20 na sua
composicado, considerando cama de aviario utilizada em um ciclo produtivo (AVILA;
MAZZUCO; FIGUEIREDO, 1992).

Diversos métodos fisico-quimicos e microbianos vém sendo desenvolvidos
para a conversdo destes materiais ricos em proteina a formas de maior
degradabilidade/digestibilidade, no intuito de manejar e agregar valor comercial as
penas (BOSE et al., 2014). Microrganismos queratinoliticos sdo capazes de degradar
penas de frango, utilizando-as como fonte de carbono, nitrogénio e enxofre. O
bioprocessamento microbiano da cama de frango apresenta-se como umatecnologia
economica e ecologicamente correta para a destinacdo das penas e demais rejeitos
produzidos pela industria avicola. Dentre os produtos desta bioconversdo estao
hidrolisados proteicos, ou seja, misturas de aminoacidos e peptideos, além de formas
inorganicas de N, que apresentam potencialidade quanto ao uso agricola
(BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).

Embora bactérias e fungos sejam explorados para a degradacéo de rejeitos
avicolas, a investigacdo de aplicacbes agrondmicas/agricolas dos hidrolisados
obtidos vem recebendo crescente atengdo somente recentemente. Paul et al. (2014)
destacam que os hidrolisados de penas obtidos a partir de Paenibacillus
woosongensis TKB2 apresentam oligopeptideos e aminoacidos derivados da
degradacédo bacteriana de penas de frango, sendo, por isso, promissor para utilizacéo

em formulacao de ragdes para animais e biofertilizantes.



1.4. Residuo da producao Pecuaria

Nos ultimos anos, 0 segmento pecuario brasileiro implementou alteracdes
significativas na criacdo de animais domésticos que ampliaram a capacidade de
produzir produtos de origem animal, atendendo demanda crescente da populacao

mundial.

Com isso, em curto espaco de tempo montantes significativos de residuos
passaram a ser gerados com a intensificagao e concentragdo da produgéo por parte
dessas cadeias, impondo o desafio de encontrar um manejo adequado para mitigar

0S riscos que representam ao meio ambiente e ao status sanitario dessas cadeias.

A regidao administrativa central do estado de Sao Paulo, na qual se encontra
0 municipio de Sdo Carlos, caracteriza-se por intensa atividade agropastoril, em que
a pecuaria de confinamento e extensiva bovina tem papel destacado. (MENDES,
2017).

A fim de atender tais demandas produtivas, praticas até entédo
rotineiramente utilizadas no interior das propriedades como o enterro, a incineracéo e
a compostagem passam a ser insuficientes para equacionar esta questao,

ocasionando adversidades aos produtores e ao meio ambiente.

A adubacao organica com esterco bovino € uma pratica milenar, havendo
a queda do seu prestigio com a introducdo da adubacéo mineral em meados do século
XIX, mas tem retomado relevancia nas discussdes das Ultimas décadas, com o
crescimento da preocupacdo com as politicas ambientais, com a alimentacdo
saudavel e com a necessidade de destinacdo apropriada para grandes quantidades
de rejeitos produzidas em alguns paises (BLAISE et al., 2005; HOLANDA, 1990;
SALAZAR et al., 2005).

De acordo com Raij et al. (1996), a composicao quimica média do esterco
bovino fresco é a seguinte: 5 g Kgtde N; 2,6 g Kgtde P; 6 g Kglde K; 2 g Kg'de
Ca; 1gKgtde Mg; 1 gKg'deS; 33 mg Kg'de Zn; 6 mg Kg'de Cue 2 mg Kg'de
Ni. J& para o esterco de aves fresco a composicdo média é: 14 g Kgtde N; 8 g Kg*
de P; 7 g Kg'lde K; 23 g Kg'lde Ca; 5 g Kgtde Mg; 2 g Kg'lde S; 138 mg Kg* de
Zn; 14 mg Kg'de Cu e 2 mg Kg'de Ni.



Para Baldissera e Scherer (1992), a incorporagao de esterco bovino tem se
revelado uma pratica viavel no incremento da produtividade dos solos, devido a sua
atuacdo sobre as caracteristicas quimicas do solo e, via de regra, estimularem a
atividade bioldgica e favorecerem o condicionamento fisico do solo. Julgava-se,
inicialmente, que esse estimulo a atividade biologica era devido aos microrganismos
existentes no esterco, porém, mais tarde foi demonstrado que mesmo adicionando ao
solo esterco esterilizado obtinha-se aumento consideravel da populagdo microbiana
(DEMETRIO, 1988; KIEHL, 1985; PRIMAVESI, 1990).

O esterco bovino apresenta significativa carga de N mesmo quando
submetido ao processo de curticdo, onde h& ocorréncia de perda de N por
volatilizacdo. Apresenta também efeito regulador do pH do solo e neutralizador de
ions trocaveis, como por exemplo, de ions de Al. Além de promover o aumento do teor
de nutrientes como P, K e Ca (ARAUJO, 2005; ERNANI; GIANELLO, 1983; FRY:;
BARBARA, 1973).

Contudo, boa produtividade agricola esta associada a quantidade
adequada dos nutrientes existentes no perfil do solo, e o teor desses nutrientes
depende da qualidade e quantidade dos adubos orgéanicos utilizados, bem como do
tipo de solo onde € aplicado. Dessa forma, o esterco bovino € forte aliado na fertilidade
do solo, pois tem em sua fracdo sollvel a caracteristica de manter P e outros
nutrientes essenciais de forma disponivel e absorvivel pelas plantas (KONZEN et al.,
1997; LUND; DOSS, 1980; TIBAU, 1983).

Quantidades adequadas de esterco bovino de boa qualidade podemsuprir
as necessidades das plantas em macronutrientes, sendo o potassio, o elemento cujo
teor atinge valores mais elevados no solo pelo seu uso continuo (CAMARGO, 1992;
RAIJ et al., 1996). Porém, sua adicdo em quantidade excessiva pode trazer prejuizos
as plantas em solos muito acidos e argilosos, onde os beneficios da adubacéo
organica nao sao muito evidentes. Neste caso, a aplicacao de altas doses de esterco
bovino pode aumentar os teores de nitrogénio no tecido vegetal e agua, salinizacao
do solo pela possibilidade de elevagdo da condutividade elétrica, desbalanco
nutricional e consequentemente, reducdo da produtividade das culturas (BRADY,
1983; SILVA; MAIA; OLIVEIRA, 2000).



1.5. Fitormonios

Fitorménios ou horménios vegetais sdo compostos organicos (substancias
naturais de crescimento) ou sintéticos (horménios sintéticos e reguladores sintéticos)
que atuam como reguladores de processos metabdlicos vegetais atuando no
crescimento ou modulando mecanismos fisiolégicos das plantas (AZEVEDO et al.,
2018).

Auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno sdo fitorménios
amplamente conhecidos e explorados cientificamente quanto as suas
funcionalidades, interacbes e aplicacdes. Além da participagdo nos processos
fisiol6gicos das plantas, os fitormonios podem interagir entre si € muitos modulam ou
sdo modulados pelos niveis de auxina (DEMASON, 2005). Auxinas e citocininas
proporcionam controle e dominéncia apical. Citocinina retarda o envelhecimento
vegetal e sua aplicagcdo combinada com auxina é utilizada para o desenvolvimento de
raiz in vitro (SKOOG; MILLER, 1957). Niveis de auxinas e citocininas sao
correlacionados inversamente in vivo (EKLOF et al., 2000), e o uso de auxina pode
exercer efeito inibidor rapido sobre a biossintese de citocinina (NORDSTROM et al.,
2004). Também sdo descritas as interagcbes dos hormbnios vegetais auxina e
giberelina no desenvolvimento e amadurecimento de frutos e na producéo do acido

giberélico modulada pela presenca de auxina (ROSS et al., 2000).

Auxina e etileno combinados atuam sobre o processo de abscisdo das
folhas. A producao enddgena de auxina promove a inducéo de gene que codifica para
enzima de biossintese de etileno (ABEL; OELLER; THEOLOGIS, 1994; MORGAN;
HALL, 1962) e de maneira contraria, a exposi¢cao exdgena ao etileno inibe o transporte
lateral e longitudinal de auxina em plantas (BURG; BURG, 1966; SUTTLE, 1988).

1.5.1. Auxinas e o Acido 3-Indolacético

Termo cunhado por pesquisadores que investigavam substancias
responsaveis por promover crescimento vegetal presentes na urina humana, sendo
primariamente chamadas de auxinas A e B (ARTECA, 1996; KOGL; HAAGEN-SMIT,
1931). Tiveram suas nomenclaturas alteradas para heteroauxina bioativa e

posteriormente para acido 3-indolacético (AlA), apos ser isolado de fungos um



composto com atividade similar a auxina porém com estrutura distinta (THIMANN;

KAUFMAN, 1977), passando esta a ser denominada heteroauxina.

Auxina é o termo oriundo da palavra grega auxien que significa “crescer”,
“aumentar”, e foi mencionada pela primeira vez no trabalho de WENT (1926) no qual
ele descreve o0 papel dessa categoria de moléculas como reguladoras e/ou
coordenadoras dos processos fisioldgicos vegetais. (THIMANN; KAUFMAN, 1977).
Produzidas pelas plantas, as auxinas sdo hormoénios presentes em diferentes tecidos
vegetais e que atuam no alongamento e divisdo celular (TAIZ; ZEIGER, 2004). S&o
auxinas naturais (Figura 1.1) o &cido-3-indolacético (AlA), o &acido-3-indolbutirico
(AIB), o 3-acido-4-cloroindolacético e o acido fenilacético; sdo auxinas sintéticas o
acido naftaleno acético, o acido 2-metoxi 3,6-diclorobenzdico, o 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) e o &cido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T).
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Figura 1.1 Auxinas naturais e sintéticas, suas estruturas e nomenclaturas (MARCHIORO, 2005)

Além do AIA e das demais auxinas, outros compostos sintéticos também
favorecem o crescimento das células vegetais, por exemplo o acido indenoacético, o
acido 2-benzofuranacético e o acido 3-benzofuranacético. Observou-se que
compostos que possuem anel inddlico também agem como reguladores de

crescimento celular vegetal, como o acido-3-indolpiravico, o acido indolbutirico,
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derivados do naftaleno como o 4cido naftil-1-acético e o acido naftoxi-2-acético. Por
altimo, alguns acidos fenoxiacéticos com atividade auxinica levaram a descoberta do
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) molécula que apresenta grande atividade auxinica.
Sendo ponto de partida para descoberta de uma gama de moléculas com atividade
auxinica, como o acido 2-metil, 4-cloro fenoxiacético (AMCP) e o acido 2,4,5-
triclorofenoxiacético (2,4,5-T), ambos com propriedades herbicidas quando

empregados em concentracdes elevadas (MARCHIORO, 2005).

O &cido 3-indolacético é a forma mais predominante dentre as auxinas.
Evidéncias sugerem a presenca de outras auxinas inddlicas naturais nas plantas e
seu estimulo ao desenvolvimento celular é dependente da sua concentracdo nos
tecidos. Segundo Taiz e Zeiger (2004), concentracdes que tangem entre 103 mol L?
(ImM) a 10 mol L (1uM) de auxina exibem efeitos positivos no crescimento de
plantas. A concentracdo 6tima de auxina para estimulacdo do crescimento vegetal é
em torno de 10°a 10° mol L"1. Em concentracdes muito elevadas, acima de 10 mol
L1, a auxina se torna inibitéria ao crescimento radicular. Em concentragées mais
baixas, menores do que 10 mol L1, passa a ser menos eficaz sobre o crescimento

vegetal, entretanto, influencia o crescimento radicular.

Tecnologias de cultivo de tecidos vegetais foram desenvolvidas a partir do
uso e dos efeitos do AIA. O AIA é produzido principalmente no meristema apical do
caule (gema) e é transportado pelo caule até as raizes pelas células parenquimais.
Seu transporte se da de maneira ativa e unidirecional promovendo alongamento e

divisdo celular de novas células nas raizes e caule. (ALBERTINI, 2007).

1.5.2. Via metabdlica da producéo de Acido 3-Indolacético

O aminoécido triptofano (TRP) tem sido considerado o principal precursor
metabdlico na rota de sintese enddgena de AIA. No entanto, dados experimentais
demonstram a sintese de AIA de forma independente da presenca de TRP, tendo
como precursor dessa rota alternativa de AlA o indolglicerolfosfato que, por sua vez,
€ um precursor do aminoacido triptofano. A Figura 1.2 ilustra as trés principais rotas

de formacg&o enddgena de AlA a partir do triptofano como precursor.
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Figura 1.2 Biosintese de AlA a partir do triptofano. A) Rota do acido indolpiravico; B) Rota da triptamina;
C) Rota do indolacetaldoximina.(R = anel indélico) (AZCON-BIETO; TALON, 2003)

A) Rota acido indolpiravico: Atransaminacao do triptofano produz
acido indol-pirtvico, que é descarboxilado para gerar indolacetaldeido; a
oxidacdo do aldeido ao acido produz AlA. Alternativamente, algumas plantas
podem reduzir indolacetaldeido a indol-etanol, o que pode influenciar a

regulacao da biossintese de AlA.

B) Rota triptamina: A descarboxilacdo do triptofano produz
triptamina que, depois de uma desaminagdo oxidativa, se transforma em
indolacetaldeido. Este composto €, portanto, um intermediario em comum com

a rota acima.

C) Rota indolacetaldoxima: A descarboxilagdo oxidativa do
triptofano produz indolacetaldoxima que, por perda de agua, gera
indolacetonitrilo. Esta transformacdo também pode ocorrer através da
formacdo de glucobrassicina, um metabolito caracteristico da familia

Brassicaceae. A hidrolise de indolacetonitrilo produz AlA.
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E comprovada também a formacéo de AlA a partir do acido 3-indolbutirico
(AIB), a molécula sofre beta-oxidacdo quando dentro do peroxissomo. Ha também o
processo reverso, ou seja, a formacédo de AIB a partir de AIA por meio da acéo
enzimatica de uma AIB-sintase (AZCON-BIETO; TALON, 2003; MARCHIORO, 2005).

1.6. Producdo de acido 3 indolacetico por microrganismos promotores de
crescimento vegetal (MPCV)

Muitas relacdes simbidticas entre plantas e microrganismos do meio
ambiente sdo benéficas para o desenvolvimento vegetal, seja de forma direta, como
na fixacdo de nitrogénio e/ou producdo de fitormdnios, ou indireta como no
antagonismo frente a patdgenos e resisténcia a drogas e ao estresse ambiental.
Assim, aproveitam-se essas relacdes benéficas entre microrganismos endofiticos e
plantas como acdes alternativas para o combate de pragas e doencas nas lavouras e
aplicacao excessiva de insumos agroquimicos. (MARCHIORO, 2005; SOUZA, 2001).
A associagdo de bactérias e plantas ocorrem em dois niveis agrobiologicos: os niveis
endofitico e rizosférico. Endofitico onde os microrganismos residem no interior da
planta e no segundo nivel, rizosférico, onde 0s microrganismos se encontram
colonizando a rizosfera, zona de solo ao redor das raizes sob influéncia do sistema
radicular (AZEVEDO et al., 2018).

Os microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) sao
considerados como promotores diretos ou indiretos do crescimento das plantas,
podem exibir uma variedade de espécies responsaveis por influenciar o crescimento
vegetal e os tracos mais comuns dessas espécies incluem a producéo de reguladores
de crescimento vegetal (auxina, giberelinas e etileno), sideréforos, HCN e producéo
de antibibticos. Seu principal representante de ocorréncia natural nas plantas € o acido
indolacético (AlA), que além de ser produzido por plantas, também é produzido por
bactérias e fungos (AHMAD; AHMAD; KHAN, 2005; BAREA; NAVARRO; MONTOYA,
1976; DVORNIKOVA; SKRIABIN; SUVOROV, 1970; TSAVKELOVA et al., 2006).0
AlA serve como um agente de regulacao de diferenciacdo de células microbianas, por
exemplo, ele estimula a germinacdo de esporos e alongamento de micélio em isolados
de actinomicetos, e induz a filamentacdo (crescimento invasivo) e a adesdo ao
substrato em Saccharomyces cerevisiae (MATSUKAWA et al., 2007; PRUSTY;
GRISAFI; FINK, 2004).
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Loper e Schroth (1986) e Sarwar e Kremer (1995) observaram a inibigéo
do crescimento radicular de beterrabas e de ervas daninhas e outras plantas quando
cultivadas na presenca de bactérias deletérias da rizosfera que produzem grandes
quantidades de AlA, ou quando essa producédo de AlA é estimulada pela presenca de

triptofano.

Duca et al. (2014) descrevem a sintese de AIA em bactérias associadas a
plantas por meio da rota do acido indolpiravico e discorrem que ainda ha muito a ser
elucidado sobre as interacBes existentes entre as plantas e seus genotipos frente a
interacdo com comunidades microbianas endofiticas, epifiticas e da rizosfera com as
quais interage durante seus ciclos de desenvolvimento. Neste aspecto, bactérias
endofiticas dos géneros Gluconacetobacter spp, Acinetobacter spp, Actinomyces spp,
Agrobacterium spp, Azospirillum spp, Bacillus spp, Burkholderia spp, Curtobacterium
spp, Pantoea spp, Pseudomonas spp e Xanthomonas spp sdo apontadas como
promotoras do crescimento vegetal e sdo objetos de estudo de pesquisas que

investigam esse potencial.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Propor método simples quanto a composicdo e preparo de um
biofertilizante liquido produzido a partir de esterco bovino e cama de frango e
avaliacdo de bioatividade associada a presenca de fitormdnio acido-3-indolacético

(AIA).

2.2. Objetivos especificos
Caracterizar quanto a parametros fisico-quimicos as matérias-primas in

natura;

Avaliar o potencial fertilizante da mistura de rejeitos da produgéo pecuaria

e avicola no preparo de biofertilizantes liquidos quanto ao modo e o tempo de preparo;

Caracterizar os biofertilizantes liquidos produzidos ao longo do processo
de fermentacdo quanto a temperatura, o pH e a acidez, condutividade elétrica,

concentracdo de macro e micronutrientes, teor de matéria organica;
Determinar e avaliar a presenca do fitormdnio &cido-3-indolacético (AlA);

Avaliar o efeito dos biofertilizantes, através de aplicacdes em teste de
germinacdo em sementes de alface (L. sativa) com diferentes dosagens levando-se

em consideracdo a analise dos parAmetros de desenvolvimento das sementes.



3. METODOLOGIA

As metodologias aplicadas as caracterizacbes da matéria-prima e dos
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biofertilizantes, assim como da periodicidade dessas caracterizacbes, estdo
apresentadas na Tabela 3.1.
Tabela 3.1-Resumo da metodologia aplicada e sua periodicidade
Matriz Atributo Periodicidade Metodologia
Macro e Inicio IN 28 do MAPA¥,
micronutrientes adaptado; EPA3051
IN 28 do MAPA,;
Carbono organico total Inicio ZOZOLOTTO et al.,
2012
Est Umidade a 65°C Inicio IN 28 do MAPA
bov: rfoeéccoama pH Inicio IN 28 do MAPA
: % de matéria organica Inicio IN 28 do MAPA
de frango in indi ino d
natura naice safino de Inicio IN 28 do MAPA
fertilizante
Condutividade elétrica .
em fertilizantes a 25°C Inicio IN 28 do MAPA
o [0} o o
_ Macro e 159, 30°% 45°,60° |\ 28 do MAPA
micronutrientes dia
(o} [0} (o} o]
Carbono organico total 155 30d,i:5 , 60 IN 28 do MAPA
(o} [0} (o} o]
oH 157 30% 457, 60% 1\ 28 do maPA
Biofertilizantes indice salino de 15°, 300, 45°, 60°
fertilizante dia IN 28 do MAPA
(o} [0} (o} o]
Condutividade elétrica 155 30d,i : 5° 60 IN 28 do MAPA
Relagcéo C/N Final IN 28 do MAPA
Determinacéo acido 3- .
indolacético Final Ll et al., 2009
indice de germinagéo BRASIL, 2009;
e toxicidade Final ARAUJO et al.,
2015

3.1.

Analise estatistica dos resultados

Determinac0es, testes e ensaios realizados em bancadas foram feitos

em triplicata. As determinagfes espectroscopicas foram feitas com a quantidade de

replicatas necessarias para obtencdo de uma boa resolucao espectral.

Para a modelagem do teor dos elementos em fungé@o do numero de dias

foram ajustados modelos quadraticos e lineares. O nivel de significancia adotado foi

de 5% e o software utilizado nas analises foi o R versado 3.6.1.
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Para a comparacdo das médias dos teores dos elementos nos diferentes
percentuais de cama de frango foi utilizada anova e teste de comparacdes multiplas
de Duncan. Nos casos de heterogeneidade de variancia utilizou-se anova nao
paramétrica e teste de comparagBes multiplas de Kruskal-Wallis. O nivel de

significancia adotado foi de 5% e o software utilizado nas analises foi o R versdo 3.6.1.

3.2.  Materiais e métodos

Para a avaliacao dos biofertlizantes foram planejadas duas bateladas com
finalidades distintas. Uma primeira batelada utilizando propor¢des iguais de residuos
(esterco bovino e cama de frango) mais a adicdo de agua e periodo de fermentacéo
de 60 dias com o objetivo de determinar um tempo 6timo de concentracdo dos
principais parametros de fertilidade para um biofertilizante liquido. Consecutivamente
a primeira produziu-se uma segunda batelada, desta vez variando as propor¢des dos
residuos e tendo como periodo de fermentacdo o tempo 6timo determinado na
primeira fase experimental. O objetivo nesse experimento foi de avaliar o efeito da

variacao de proporc¢ao dos residuos na composicao do biofertilizante liquido.

3.2.1. Obtencao dos Residuos

Para realizacdo dos experimentos os residuos foram obtidos com
produtores agricolas locais e da regido de Sdo Carlos-SP. O esterco bovino foi obtido
da Fazenda Santo Antonio da Invernada, proveniente de gado de confinamento e a

cama de frango coletada da granja Sitio Santo Anténio — Dourado-SP

Os experimentos foram conduzidos em bombonas plasticas fechadas e em
ambiente protegido em casa de vegetacéo localizada na area Il do campus da USPe
também no laboratério de quimica ambiental (LQA- area |) da universidade de Sao

Paulo, em Sao Carlos- SP.

3.2.2. Preparo da Fermentacao

O preparo das misturas seguiu uma proporcéo de 20% de residuo agricola

(esterco bovino e cama de frango) e 80% agua. Valores definidos a partir de uma
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adaptacao do biofertilizante proposto por Pinheiro e Barreto (1996) e previamente

avaliado por Mendes (2017).

12 batelada

O experimento foi produzido utilizando uma bombona plastica de 100L
onde foram adicionados 4L de esterco bovino mais 4L de cama de frango e 32L de
agua, volumes medidos em béquer, para um total de 40L. O barril foi mantido fechado
durante os 60 dias de fermentacdo sendo aberto apenas para agitacdo uma vez ao
dia.

22 batelada

Nesse experimento foram preparadas trés misturas variando a propor¢cao
de cada residuo utilizado. Na primeira bombona, respeitando a proporcao de 20% da
composicdo de residuo, foram adicionados 2L de cama de frango e 6L de esterco
bovino, também medidos em béquer, e foram adicionados 32L de agua. Essa
bombona foi denominado B25%, tendo como referéncia a porcentagem do residuo
cama de frango na composi¢cdo. Na segunda bombona foram adicionados 4L de
esterco bovino e 4L de cama de frango juntamente com 32L de agua. A segunda
bombona foi denominada B50% e tem composicdo igual ao biofertilizante produzido
na primeira batelada. E a terceira bombona foram adicionados 6L de cama de frango
e 2L de esterco bovino e também 32L de agua, sendo essa denominada B75%. Assim
como na primeira batelada as bombonas foram mantidas fechadas sendo abertas

apenas para agitagcdo uma vez ao dia.

Intencionalmente, nenhum método de pré-tratamento foi utilizado nos
residuos e nem na agua utilizada, também néo se utilizou de nenhum meio para
controle de temperatura, pH ou de qualquer interferéncia interna ou externa.
Intencionou-se avaliar a produgédo de um biofertilizante liquido produzido a partir da
biodigestédo dos residuos agricolas a fim de se obter um bioproduto de boa qualidade
e de facil replicagao.
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3.2.3. Determinacdes Quimicas

As andlises quimicas dos biofertilizantes foram conduzidas no Laboratorio
de Quimica Ambiental do Instituto de Quimica de S&o Carlos da USP. As aliquotas
foram coletadas e avaliadas a cada intervalo de 15 dias do processo de
fermentacdo, sendo esses tempos denominados: T15, T30, T45 e T60. As
avaliacdes realizadas para a amostra obtida na segunda batelada foram coletadas

aos 45 dias do processo fermentativo da producéo dos biofertilizantes

Os atributos que foram determinados nas amostras dos biofertilizantes
produzidos sédo aqueles preconizados pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC)
seguindo a Instrucdo Normativa 28 (IN 28) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) de 27 de Julho de 2007.

A IN 28 sugere fazer a digestao utilizando o método do acido citrico em
chapa aquecedora. Essa digestdo além de demorada, requer a utilizacdo de
reagentes em grande volume, e pode levar a perdas por volatilizacdo. O Laboratério
de Quimica Ambiental (LQA) possui um forno de micro-ondas (SpeedWave four —
microwave digestion system with Built-in, non-contact temperature and pressure
measurement) em sistema fechado que apresenta algumas vantagens em relacéo ao
meétodo do bloco digestor (alta velocidade de decomposicao, elevadas temperaturas
e pressao, o que minimiza perdas de analitos volateis); assim, as amostras foram
digeridas utilizando o forno de micro-ondas ao invés do bloco digestor. Depois das
digestdes, as aliquotas foram determinadas por espectrometria de absorcao atbmica
(IN 28 — MAPA, adaptado; EPA3051).

Adaptacdo também sofreu a metodologia de determinacdo do carbono
organico total (COT). A metodologia sugerida pelo MAPA utiliza o método da
dicromatometria. Nesse método, utiliza-se um composto altamente toxico que € o Cr
(VI) na forma de ion dicromato, com grande geracéo de residuos. Considerando que
no LQA se dispbe de um analisador elementar de carbono (COT-VcpH) acoplado ao
modulo de amostras soélidas, SSM-5000A, da marca SHIMADZU (com detector de
combustdo), a determinacdo de COT foi via instrumental (ZOZOLOTTO et al., 2012).

Outras determinagbes foram: pH, carbono organico total (COT),
capacidade de troca catibnica (CTC), condutividade elétrica em fertilizantes a 25°C,
indice salino de fertilizantes e &cido latico.
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3.2.4. Determinacdo de 4&cido-3-Indolacético (AIA) por espectroscopia de
fluorescéncia
Para determinacdo do teor do fitorménio AlA, acido-3-indolacético, nas
amostras de biofertilizantes, foram utilizadas amostras dos biofertilizantes produzidas
na segunda batelada (B25%, B50% e B75%).

A fluorescéncia ocorre quando h& excitacdo do elétron para um estado de
maior energia e preservacdo da sua orientacdo original de spin (singleto), ja na
fosforescéncia o processo de excitacdo do elétron para um estado de maior energia
promove também a alteracdo/inversdo do spin (estado excitado tripleto). Dessa
maneira, quando se da o retorno do elétron ao seu estado fundamental, que é de
carater singleto, a fluorescéncia ocorre de forma mais rapida (velocidade de
transicdo na ordem de 10° segundos) que a fosforescéncia, o que permite que a
fluorescéncia seja um processo mais comum e possivel de ser observado com mais
facilidade em temperatura ambiente e visivel diretamente em solu¢cdo. Também é
uma técnica bastante seletiva uma vez que ambos os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo dependem da estrutura molecular de interesse (CHIMENEZ,

2011).

A Figura 3.1 mostra a configuracdo dos niveis de energia de uma molécula
organica, em que se observa processos de absorcdo de energia, entre 0 estado
fundamental SO e os estados singletos S1, S2, S3, etc. e 0s consequentes
mecanismos de dissipacao da mesma. Os processos de volta dos elétrons ao nivel

de menor energia podem ocorrer de forma radioativa ou néo.
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Figura 3.1 Configuracao energética de uma molécula organica e suas transicdes eletrbnicas
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As medicdes de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofotdmetro
de fluorescéncia equipado com uma lampada de xenbnio de 150 W, e célula de
quartzo de 1cm. Matrizes de emissao e excitacao foram registrados a cada 5 nm ao
longo do intervalo Aemissao = 310-470 nm e a cada 2 nm ao longo do intervalo Aexcitacao
=240 - 300 nm

As amostras foram preparadas por meio de centrifugacédo a 4000 rpm por
20 minutos seguidas de filtragem em papel filtro gramatura de 80g/m? e porosidade
de 3 micras. Posteriormente, em baldes de 100ml adicionou-se 1ml do volume filtrado
das amostras juntamente com 1ml de solucao tampéao fosfato pH 9 e completou-se os
volumes dos baldes com agua destilada ultrapura. Como padrdo preparou-se uma

solucéo de acido-3-indolacético da Sigma-Aldrich® na concentragdo de 50 pmol L.

As determinacbes das concentracdes de AIA nas amostras de
biofertilizantes B25%, B50% e B75% se deram pela correlacdo matematica realizada
a partir do perfil de espectro emissao-excitacdo de fluorescéncia obtidos para a
amostra padrdo na concentracdo de 50 pmol L de AIA. Para ajustes e construcéo de

gréficos utilizou-se o software python versao 3.5 com a biblioteca Imfit.

3.2.5. indice de germinac&o e toxicidade

Para o teste utilizou-se amostras dos trés biofertilizantes produzidos na 22
batelada tendo como parametro os biofertilizantes (B25%, B50% e B75%) e para cada
fator cinco niveis de concentracdo avaliados (5%, 25%, 50%, 75% e 100%) mais um
controle irrigado com agua de abastecimento comum. O experimento foi conduzido
em placas de Petri de vidro com papel filtro gramatura de 80 g/m? e porosidade de 3
micras, sobre cada placa foram distribuidas aleatoriamente 20 sementes de alface
manteiga (L. sativa) e posteriormente um volume de 5ml de biofertilizante foi
adicionado em cada placa. As placas foram cobertas com papel filme pvc e
condicionadas em camara de germinacdo (camara de germinagdo com fotoperiodo
Tecnal — modelo TE-401) com temperatura e luz controladas a 20°C e ciclos luminosos
alternados a cada 8h e mantidas nestas condi¢cdes por um periodo de sete dias
(BRASIL, 2009).



22

Um segundo teste de germinagdo foi realizado em triplicata com
delineamento experimental totalmente casualizado, com a adicdo de um grupo
controle positivo e um grupo controle negativo, além de um grupo testemunha. Como
controle positivo utilizou-se o fertilizante misto liquido comercial HydroFert®, seguindo
as recomendacdes de aplicacdo do fabricante e para controle negativo foi utilizado
solucéo salina de cloreto de sédio (NaCl) na concentracédo de 60 mmol Lt (SANTOS
etal., 2009). Por fim, como grupo testemunha adicionou-se um grupo onde foi aplicado
nas sementes apenas agua destilada. Para esse experimento aplicou-se diluicdes
das amostras de biofertilizantes nos valores de 5%, 22,5% e 50% nas demais

sementes.

O experimento decorreu exatamente nas mesmas condi¢cdes supracitadas.
Apods o periodo de germinacédo as afericbes da longitude média das raizes foram
realizadas com auxilio de régua e lupa e o indice de germinacao determinado segundo

a equacao:

%G x Lm
G=———
Lc
Equacéo 1- IG é o indice de germinacao; %G é a porcentagem de germinacao em relagcdo ao controle;

LM € a longitude media das raizes da amostra (cm) e LC longitude média das raizes do controle (cm)
(ARAUJO et al., 2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo da matéria-prima

A Tabela 4.1 apresenta os resultados para caracterizagcdo dos residuos in
natura para fins de avaliagdo do potencial de fertilizagdo e previsédo do processo de

fermentacéao.

Tabela 4.1- Valores dos atributos dos residuos in natura antes do preparo do
biofertilizante

Atributos Esterco bovino Cama de frango
pH 8,57 £ 0,07 7,84 £ 0,05
Umidade (%) 32,38 £0,42 14,67 £ 0,29
Densidade (kg/m?) 152,50 + 0,47 232,00 £ 0,92
Solidos totais (g/kg) 676,15+ 0,41 853,20 £ 0,29
COT (mg/kg) 426,00 £ 0,70 327,80 £ 3,53
CTC (cmolc/kg) 395,07 + 26,42 587,00 + 38,78
NKT (mg/kg) 9.066,7 £ 3,07 16.700,00 + 5,68
POas-3 (mg/kg) 1,00 £ 0,00 1,78 £ 0,03
K20 (mg/kg) 72,67 +1,25 66,67 £ 0,23

In natura esterco bovino e a cama de frango ndo apresentam grandes
disparidades quanto as caracteristicas avaliadas in natura. As concentracdes de
Nitrogénio, Potassio e Fdésforo sdo bastante importantes pois esses elementos
atuam como nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal. Variacdes das
concentracfes encontradas em cada residuo sdo esperadas para composicao final
dos biofertilizantes liquidos, devido as transformacdes decorrentes do processo de
fermentacdo. Diferentes concentracbes de minerais podem ser encontradas nos
residuos atribuidos aos seus processos de formacdo e composigdo como analisado
por Fukayama (2008). Outro fator importante de se avaliar € a capacidade de troca
cationica (CTC), esse atributo nos mostra o quanto o residuo pode trocar cations com
0 meio, ou seja, quanto maior a CTC, espera-se que mais nutrientes vao se solubilizar

no meio liquido.
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4.1.1. Primeira Batelada

A variagdo de temperatura, como mostra a Figura 4.1, € uma variavel
bastante influente no processo fermentativo da matéria orgénica. Na literatura,
encontramos valores Otimos para a biodigestdo que variam de 20°C - 60°C
dependendo da etapa fermentativa, porém ndo ha consenso na determinacdo das
etapas fermentativas na biodigestdo de materiais como residuos bovinos, residuos de
agricultura e esgoto bruto (GUNNERSON; STUCKEY, 1986).

30
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Figura 4.1- Valores de temperatura do biofertilizante ao longo do processo fermentativo

O pH (Figura 4.2) é outro fator importante no processo de biodigestao, a
sua variacdo esta associada a composicédo e ao preparo do composto, condicdo e
tempo de digestédo. Para o preparo de biofertilizantes objetiva-se atingir valores de pH
proximos a neutralidade (Tabela 4.2), pois sédo favoraveis tanto ao metabolismo dos
microrganismos digestores de matéria organica (GUNNERSON; STUCKEY, 1986),

guanto as caracteristicas finais esperadas no produto.



25
7,6
7.4 T
7,2 |

- 6
6,6

[ 1
6,4

6,2

5,8
BIOFERT T15 BIOFERT T30 BIOFERT T45 BIOFERT T60
AMOSTRA

Figura 4.2- Valores de pH determinados a cada intervalo de 15 dias do processo de fermentag&o

Tabela 4.2-Valores das médias e dos desvios padrao para potencial hidrogeniénico
BIOFERT T15 | BIOFERT T30 | BIOFERT T45 | BIOFERT T60

pH 6,61 +0,01 6,81 + 0,05 6,67 + 0,30 7,29 + 0,02

4.1.2. Acido Latico

A determinacdo de acido latico € um indicativo da evolugcdo do processo
fermentativo e maturidade do biofertilizante liquido (Figura 4.3). Ao longo do processo
de transformacdo de massa que ocorre na biodigestdo os agentes fermentadores
(microbiota efetiva) atingem, apds uma fase de crescimento exponencial, uma fase
estacionaria onde ocorre a producdo de metabdlitos secundarios como o acido latico,
indicando declinio da fermentacdo (MEDEIROS; WANDERLEY, 2003).
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Figura 4.3-Valores médios para concentracdo de acido latico, em mg L-1, determinados a cada intervalo
de 15 dias do processo de fermentacdo (BIOFERT T15, BIOFERT T30, BIOFERTT45, BIOFERTT60)
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Tabela 4.3- Valores das médias e dos desvios padrdo para concentracdo de acido
latico, em mg L-, determinados a cada intervalo de 15 dias do processo de
fermentacao (BIOFERT T15, BIOFERT T30, BIOFERT T45, BIOFERT T60)

Ac. Latico

BIOFERT BIOFERT BIOFERT BIOFERT
T15 T30 T45 T60
48,83 +3,64 | 72,50 +1541 | 86,10 +£9,62 75,43 + 2,65

Durante o processo de fermentacdo o biofertilizante apresenta maiores

concentracdes de acido latico aos 45 dias do processo fermentativo (Tabela 4.3).

4.1.3. Condutividade elétrica e indice salino

Condutividade elétrica e indice salino (Figura 4.4 Figura 4.5) sdo dois

parametros de fertilidade para os biofertilizantes liquidos e estdo associados ao

processo de disponibilidade de sais em solucdo durante a fermentacdo. Sendo essa

disponibilidade de sais em solugdo uma grandeza diretamente proporcional a

capacidade nutritiva do composto.
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Figura 4.4- Valores para condutividade elétrica em mS cm-! determinados a cada intervalo de 15 dias
do processo de fermentacdo (BIOFERT T15, BIOFERT T30, BIOFERTT45, BIOFERTT60)
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Tabela 4.4- Valores das médias e dos desvios padréo para condutividade elétrica em
mS cm-t determinados a cada intervalo de 15 dias do processo de fermentacéo
(BIOFERT T15, BIOFERT T30, BIOFERT T45, BIOFERT T60).

BIOFERT BIOFERT BIOFERT BIOFERT
T15 T30 T45 T60
Condutividade
elétrica 9,23+ 0,00 9,40 + 0,00 9,59+0,10 | 9,63 +0,00
87,00
86,00
85,00 I I
84,00
;\? 83,00 I
\Z 82,00

81,00
80,00
79,00

78,00
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.
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BIOFERT T45

BIOFERT T 60

Figura 4.5-Valores para indice salino, em porcentagem, determinados a cada intervalo de 15 dias do
processo de fermentacdo (BIOFERT T15, BIOFERT T30, BIOFERTT45, BIOFERTT60)

Tabela 4.5-Valores em porcentagem (%) para indice salino. Obtidos em medicéo
Unica determinados a cada intervalo de 15 dias do processo de fermentacéo
(BIOFERT T15, BIOFERT T30, BIOFERT T45, BIOFERT T60)

Indice Salino

BIOFERT T15

BIOFERT T30

BIOFERT T45

BIOFERT T60

81,68

83,19

84,90

85,03

Durante o processo de fermentacdo observou-se uma tendéncia crescente

na disponibilidade de sais em solugdo, como mostram os resultados nas Tabelas 4.4

e 4.5 , atingindo estabilidade ao final do processo a partir dos 45 dias da

fermentacao.

4.1.4. Carbono Organico Total (COT)

A gquantificacdo do carbono organico total no biofertilizante (Figura 4.6 e

Tabela 4.6) é um parametro associado a porcentagem de matéria organica
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compreendida na fase liquida utilizada ap6s a digestdo dos residuos sélidos no
processo de compostagem liquida. Matéria organica essa responsavel pelo potencial
fertilizante composto fermentado (RODELLA; ALCARDE, 1994)
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Figura 4.6-Valores médios da concentracao de carbono organico total (COT) em mg L determinados
a cada intervalo de 15 dias do processo de fermentacéo (BIOFERT T15, BIOFERT T30, BIOFERTT45,
BIOFERTT60)

Tabela 4.6-Valores das médias e dos desvios padrdo da concentracdo de carbono
organico total (COT) em mg L* . Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

BIOFERT T15 BIOFERT T30 | BIOFERT T45 | BIOFERT T60

COoT 4851,75+ 16 a 5917,5+22b |6863,3+53,30b| 6673,3+90Db

4.1.5. Macronutrientes

Nitrogénio (NKT), Potassio (K20), Fésforo (PO43), Célcio (CaCOs) e
Magnésio (Mg?*)

Macronutrientes (Figura 4.7) séo os principais elementos demandados no
desenvolvimento e manutencgédo vegetal. Sao constituintes de estruturas celulares,
responsaveis por vias de sintese metabdlicas essenciais, como respiracdo e

fotossintese, germinacao e floracdo (VILLALBA et al., 2012).
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Figura 4.7- Concentracdo de Nitrogénio (NKT), Potassio (K20), Fésforo (PO4?), Calcio (CaCOs) e
Magnésio (Mg%*) em mg L™ determinados a cada intervalo de 15 dias ao longo do processo de

fermentacao

Tabela 4.7- Tempo oOtimo para cada macronutriente avaliado Nitrogénio (NKT),
Potassio (K20), Fosforo (PO43), Calcio (CaCO3) e Magnésio (Mg?").

Elemento Maximo
NKT 60 dias
K20 -
PO42 31 dias

CaCOs3 48 dias
Ma?* 43 dias
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4.1.6. Micronutrientes

Tao importantes quando os macronutrientes (NPK) s&o os micronutrientes
(Figura 4.8), estes nutrientes sao constituintes de enzimas ou outros compostos
essenciais do metabolismo vegetal, podem atuar como ativadores ou reguladores da
atividade de enzimas, ou também servirem como contra-ions para cargas positivas ou
negativas (VEIGAS et al., 2013; VILLALBA et al., 2012).
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Figura 4.8- Concentracdo de Ferro (Fe), Cobre (Cu), Boro (B) e Zinco (Zn) em mg L determinados a
cada intervalo de 15 dias ao longo do processo de fermentacao

Tabela 4.8- Tempo 6timo para cada micronutriente avaliado Ferro (Fe), Cobre (Cu),
Boro (B) e Zinco (Zn)

Elemento Maximo
Fe -

B 21 dias
Cu -

Zn 42 dias

Avaliando ao longo do tempo o processo de disponibilidade da
concentracéo de macro e micronutrientes em fase liquida do processo de fermentacéo
dos residuos agricolas, apresentados nas Tabelas 4.7 e 4.8 respectivamente, e 0s

relacionando com os resultados obtidos para os demais parametros de fertilidade
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avaliados (pH, COT, CTC, indice salino e condutividade elétrica e acido latico)
determinou-se o periodo entre o 30° e 45° dia de fermentacdo como o periodo 6timo

para obtencdo do biofertilizante liquido.

4.2. 23 Batelada

Tabela 4.9-Valores dos atributos dos biofertilizantes preparados com diferentes

proporc¢des de residuos agricolas (esterco bovino e cama de frango)
Atributos B25% B50% B75%
pH 6,70 6,80 6,98
Temperatura (°C) 25,65 25,58 25,65
indice Salino 52,69 51,72 46,42
COT (mg L) 1.323,00 + 1.492,00 + 1.342,00 +
0,30 0,46 1,58
Condutividi(rjne_le)zlétrica (mS 5.97 5.86 5.26

4.2.1. Macronutrientes

Nitrogénio (NKT), Potassio (K20), Fésforo (PO43), Célcio (CaCOs) e
Magnésio (Mg?*)

Tabela 4.10-Valores das médias e dos desvios padrdo de cada macronutriente,
Nitrogénio (NKT), Potassio (K20), Fésforo (PO43), Calcio (CaCOs) e Magnésio (Mg?*)
em mg L% Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Percentual de cama de frango

Elementos 25% 50% 75%
Média Média Média
NKT 450,00 + 10,00 a 600,00 £13,20a | 600,00 £ 30,00 a
K20 650,20 £ 109,70 a | 597,20+90,10a | 567,20+21,70a
PO43 4,60+0,01a 495+0,30 a 4,53 +0,09 a
CaCOs3 83,00 + 24,60 a 79,30 £ 19,80 a 95,00 £ 4,60 a

Mg2*

290,00 +12,50 a

271,00 £ 5,60 ab

251,00 £23,80 b
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4.2.2. Micronutrientes

Tabela 4.11-Valores das médias e dos desvios padrédo de cada micronutriente, Cobre
(Cu), Ferro (Fe) e Zinco (Zn) em mg L.

Percentual de cama de frango
Elementos 25% 50% 75%
Média Média Média
Cu 32,50+1150a | 43,90+9,20a 39,60+ 3,10 a
Fe * 3,90+250a 45,30+ 73,00a | 63,50+51,90 a
Zn* 2,20+1,00 a 2,00+1,00 a 1,80+ 0,00 a

* Devido a heterogeneidade de variancia foi utilizado método nao paramétrico na analise

A significativa variacdo dos resultados encontrados nas amostras de
biofertilizantes obtidos na 22 batelada, em relagcdo a 12 batelada, para macro e
micronutrientes (Tabela 4.10 Tabela 4.11) e para os demais parametros de fertilidade
(Tabela 4.9) é atribuida as diferencas da composicao dos residuos utilizados, o que é
suportado por Fukayama (2008) em seu trabalho avaliando as caracteristicas dos

residuos aviarios em diferentes utilizacdes.

Na avaliacao da relacdo C/N das amostras, parametro utilizado para avaliar
a dinamica do processo fermentativo, observa-se para as amostras B25%, B50% e
B75% valores de C/N iguais a 2,94, 2,48 e 2,23 respectivamente. Nessas condicdes
o carbono logo se esgota e a fermentacdo para, o0 nitrogénio restante se perde na
forma de gas amoébnia (NH3) e essa perda de nitrogénio diminui a eficiéncia da
fermentacdo uma vez que a digestdo anaerdbia acorre melhor em condicbes
especificas de disponibilidade de fontes de carbono e nitrogénio, uma relagéo de C/N
proxima de 30 (FRY; BARBARA, 1973).
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4.3. Determinacdo de acido-3-Indolacético (AIA) por espectroscopia de

fluorescéncia

Para investigacdo da presenca do fitorménio AIA e para determinacéo
quantitativa da sua concentracdo nas amostras de biofertilizante liquido a
espectroscopia de fluorescéncia apresentou-se como um método vantajoso, pois se
dispde de preparo da amostra simplificado e permitiu superar impeditivos analiticos
como efeito matriz, comumente presente em amostras biolégicas ou oriundas de
matrizes complexas, em analises realizadas por cromatografia liquida de alta
performance. Os perfis de espectro de emisséo-excitagdo de fluorescéncia foram
obtidos para amostra padréo analitico de AIA de 50 umol L! e para as amostras B25%,
B50% e B75% diluidas 20x em &gua ultrapura. Dessa forma, obteve-se perfis de

espectro com boa resolugdo em comprimento de onda de 350nm (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Perfis do espectro de emissao-excitagdo de fluorescéncia da andlise de AIA em: A) Amostra
padrdo AIA concentracdo de 50 umol L; B) Amostra de biofertilizante B25% em diluigdo de 20x; C)
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Amostra de biofertilizante B50% em diluicdo de 20x; D) Amostra de biofertilizante B75% em diluicdo de
20x.

Tabela 4.12 Concentracéo de fitormonio AIA em amostra dos biofertilizantes B25%,
B50% e B75% em pmol L estimadas pela espectroscopia de fluorescéncia.

Amostras
Concentragao de B25% B50% B75%
AIA (umol L) 26,00 11,20 12,60

A partir do espectro obtido para a amostra de padréo do AIA determinou-
se estimativas da concentracdo do fitorménio para cada amostra de biofertilizante.
Como mostra a Tabela 4.12, a amostra B25% é a que apresenta maior teor de
fitormonio, 26,00 umol L't de AlA, mais que o dobro em comparacdo a B50% e B75%,
onde as concentra¢fes sdo de 11,20 umol Lt e 12,60 umol L respectivamente. A
presenca do fitormdnio nos biofertilizantes € uma vantagem em relacdo aos
fertilizantes minerais que dependem da sintese e adicdo de compostos biosimilares
ou sintéticos em suas formulacfes para obterem efeitos similares, o que eleva as
despesas operacionais e financeiras da producdo e comercializacdo destes
fertilizantes. As baixas concentracdes do fitormonio, na ordem de 10® mol L* sédo

consideradas 6timas ao estimulo do desenvolvimento radicular vegetal.

4.4. Indice de germinacéo e toxicidade

Para avaliagdo da qualidade do biofertilizante liquido obtido determinou-se
o indice de germinacéo. O teste permite avaliar os efeitos de diferentes concentragdes
dos biofertilizantes na germinacéo e desenvolvimento de sementes (Figura 4.10 e
Figura 4.11). O teste é o de maior sensibilidade quanto aos agentes de toxicidade,
niveis seguros sao considerados aqueles onde o indice de germinagcéao é acima de
55% (SILVA; VILLAS BOAS, 2007). O Conselho Canadense do Ministério do
Ambiente (CCME, 1996) indica valores para indice de germinacdo acima de 80% em
relacdo ao controle para ndo toxicidade de extratos aquosos de compostos organicos

para avaliagcdo em sementes de alface.

Primeira germinacao:
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Figura 4.10-Valores para indice de germinacdo de sementes de L. sativa dos biofertilizantes B25%,

B50% e B75% determinados em cinco diferentes niveis de concentracao (5%, 25%, 50%, 75%, 100%)
e amostra controle

Tabela 4.13-indice de germinacdo para sementes de alface L. sativa na presenca dos
biofertilizantes B25%, B50% e B75% determinados em cinco diferentes niveis de
concentracéao (5%, 25%, 50%, 75%, 100%) e amostra controle. Valores seguidos pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

tratamentos Amostras
B25% B50% B75%

controle 90,00 a 90,00 a 95,00 a
5% 196,00 a 140,80 b 136,80 b

25% 106,30 a 105,80 a 49,70 b

50% 103,80 a 58,50 b 62,30 b

75% 72,40 a 45,30 b 47,40 b
100% 62,90 a 54,60 b 63,90 a

Segunda germinagao:
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Figura 4.11 Valores para indice de germinacao de sementes de L. sativa dos biofertilizantes B25%,
B50% e B75% determinados em 3 diferentes niveis de concentracdo (5%, 22,5%, 50%), amostra
controle (testemunha), controle negativo e controle positivo

Tabela 4.14 Indice de germinac&o para sementes de alface L. sativa na presenca
dos biofertilizantes B25%, B50% e B75% determinados em trés diferentes niveis
de concentracdo (5%, 22,5% e 50%), amostra controle e controles positivo e
negativo. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

TRATAMENTOS AMOSTRAS
B25% B50% B75%
Testemunha 100,00
Controle + 161,48
Controle - 111,19
5% 135,56 a 136,30 ab 137,78 b
22,5% 133,33 a 140,74 b 140,74 b
50% 138,52 a 136,30 b 135,56 b

Os valores obtidos apontam para diferencas na avaliacao entre grupos no

primeiro momento da germinacao, alguns tratamentos aplicados a B50% (tratamentos
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75% e 100%) e B75% (tratamentos 25%, 75% e 100%) resultam em um indice de
germinacdo <55%, ou seja, apresentam toxicidade quando aplicados em
concentracbes superiores a 50%. Para essa avaliacdo destaca-se o biofertilizante
B25% que apresenta um melhor desempenho geral (Tabela 4.13) para todos os

tratamentos aplicados na primeira germinacao.

Para as amostras avaliadas em um segundo momento do teste de
germinacdo e toxicidade notamos que ndo ha diferenca estatistica nos valores de
indice de germinacéo obtidos e nem se observa niveis de toxicidade (IG <55%) para
aos tratamentos aplicados (Tabela 4.14). Todos apresentaram vantagem em relacéo
aos grupos controle negativo e testemunha mas nenhum atingindo ou superando 0s
indices obtidos para o grupo positivo tratado com o fertilizante misto HydroFert® como

vemos nha Figura 4.11.

A avaliacdo qualitativa das condi¢cBes fisiolégicas da germinacdo das
sementes também indica o melhor desempenho dos tratamentos menos concentrados
(5% e 25%) para a primeira germinagdo, e ndo apresenta significante distingcdo no
segundo momento de germinagao. Determinou-se entdo o melhor desempenho de
aplicacéo para as diluicdes iguais ou abaixo de 50% do biofertilizante, valores estes
ja previstos na literatura como de melhor eficacia (SANTOS; AKIBA, 1996; TANAKA
et al., 2003).

Todas as placas de controle apresentaram contaminacéo fungica (Figura
4.12), o que nado ocorreu nas placas com aplicacdo dos biofertilizantes,
independentemente do nivel de tratamento aplicado, o que chama a atencado para

possivel acdo fungicida/fungistatica e bactericida/bacteristatica dos biofertilizantes.

BRANCO



Figura 4.12-Placas Petri com amostras controle indicando o desenvolvimento de colbnias fangicas
durante teste de germinacéo e toxicidade.
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5. CONCLUSOES

Avaliando o desenvolvimento do biofertilizante liquido durante todo o
processo de 60 dias de fermentacao conclui-se que todos os parametros de fertilidade
aqui considerados (condutividade e indice salino, carbono orgéanico total, pH, acido
latico, COT e CTC) atingem sua maior disponibilidade e/ou concentracdo na fase
liguida da mistura entre o periodo de 30 dias ao de 45 dias do processo de
fermentacado, aqui denominados T30 e T45, posteriormente atingindo um platé e/ou
declinio. Tal tendéncia também €é observada na avaliacdo dos macro (NPK) e micro
(Mg,Ca,B,Fe,Zn,Cu) nutrientes, e como objetivo da primeira batelada pode-se
determinar o periodo 6timo de preparo do biofertilizante o intervalo de 30 a 45 dias de
fermentacdo. O modo de preparo proposto a partir da mistura de apenas dois residuos
que sdo produzidos em abundéancia pelo sistema agricola nacional permite facilitar e
estimular a producao do biofertilizante liquido.

Dada a comparagéo entre o biofertilizante obtido na primeira batelada e os
biofertilizantes obtidos na segunda batelada entende-se que mesmo os residuos
utilizados em cada processo tendo a mesma origem, a sua obtencdo em diferentes
periodos do ano, atribuem a eles caracteristicas distintas que resultam nas variacdes
quantitativas observadas nas analises realizadas para um mesmo parametro nas
diferentes bateladas produzidas. E que para as amostras obtidas na segunda
batelada, pouco ou nada, se diferenciam estatisticamente entre si. Impossibilitando
predizer se a variacdo na composicdo da proporcdo de residuo agricola de cada
mistura (B25%, B50% e B75%) pode promover algum efeito ndo nulo no produto final.

Todos os biofertilizantes apresentam atividade bioativa associada a
presenca do fitorménio acido-3-indolacético (AlIA), determinada por espectometria de
fluorescéncia. Além da avaliagdo fitormonal de biofertilizantes ser uma forma de
assegurar a correta aplicacéo e confiangca no uso alimentar (BOMFIM, 2016), atribui-
se a vantagem da bioatividade pela presenca do fitorménio em faixa de concentracao
de 11-26 pmol L, valores experimentalmente avaliados como 6timos para o estimulo
do desenvolvimento radicular. Sendo a elevada concentragéo do fitormonio, maior que
10* mol L, inibitéria ao crescimento das raizes. E concentracdes menores que 10
mol L-! ineficazes ao estimulo do desenvolvimento de radicular (TAIZ; ZEIGER,
2004). Atribui-se os melhores indices de germinagédo em relagédo ao controle negativo

e as testemunhas a presenca do fitorménio na composicéo dos biofertilizantes.
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A amostra de biofertilizante denominada B25%, na primeira avaliagéo de
germinacao e de toxicidade, indicia um melhor desempenho em faixas de diluicdo
mais baixas, de 5% a 25% de diluicdo, na avaliacdo. E também menor toxicidade em
todos os tratamentos avaliados. Porém, ndo ha diferenca significativa nos resultados
do segundo teste de germinacdo, onde nota-se um desempenho superior dos
biofertilizantes em comparacdo as amostras de controles negativo e testemunha,
tratados respectivamente com solucao salina de cloreto de sodio (NaCl) a 60mmol L
1 e agua destilada. Para melhor compreensdo dos possiveis efeitos adversos dos
biofertilizantes se faz necessaria avaliacdes biométricas do desenvolvimento vegetal
durante aplicagdo em alguma cultura teste. Por meio dos testes de germinagao
também foi possivel indiciar a acao antifingica e/ou fungistatica, bactericida e/ou
bacteristatica dos biofertilizantes liquidos. Efeitos benéficos sao atribuidos a
presenca de células de microrganismos latentes e de seus metabodlitos nos
biofertilizantes com relacdo ao papel antagbnico frente a doencas e patologias

vegetais.

O desenvolvimento de solugdes alternativas ao uso intensivo de
fertilizantes minerais, ou, aos demais insumos agroquimicos, € uma das estratégias
que possibilitam viabilizar o desenvolvimento de boas praticas agricolas, garantindo
maior produtividade no campo e menor impacto ambiental, além de ser menos
agressiva a saude humana. Dessa forma, o biofertilizante liquido proposto neste
trabalho é capaz de suprir as demandas fisico-quimicas das culturas vegetais e do
solo ao mesmo tempo que atende as premissas da sustentabilidade e da economia

circular.
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