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RESUMO

Nos ultimos anos tem se destacado a importancia do papel que os microrganismos
desempenham na manutencdo da produtividade agricola, sendo essenciais na
ciclagem de nutrientes e producdo de metabdlitos que contribuem com o
crescimento e protecdo das plantas. Todos esses fatores tém influenciado no
crescimento do mercado dos produtos bioldgicos. Porém, estudos ainda se fazem
necessarios para aprimoramento e desenvolvimento de tecnologias de producao e
manutencdo da qualidade desses produtos. Buscando associar a utilizacdo de
rochas fosfaticas ndo processadas, desenvolveu-se um processo, passivel de
escalonamento, a partir da extrusédo a frio para producdo de um granulo
biofertilizante. Esse granulo atua como um micro reator, onde, na prépria formulacéo
tem nutrientes para suporte inicial do crescimento dos microrganismos e producao
de metabdlitos capazes de atuar na solubilizacdo do fésforo, controle biolégico e
promocédo do crescimento de plantas. Na primeira etapa desse trabalho, foram
avaliadas a capacidade de solubilizacdo de P a partir de Aspergillus niger e
Trichoderma spp., isolados e combinados em cultivo submerso, utilizando diferentes
rochas fosfaticas em po. Nessa etapa, selecionou-se as cepas e a rocha fosfatica a
serem utilizadas no desenvolvimento do granulo. Em seguida, foi desenvolvido o
processo de producdo dos granulos biofertilizantes, com as cepas isoladas e
combinadas. No granulo biofertilizante observou-se um aumento de até 150% na
solubilizacdo de P quando comparada aos cultivos com a rocha fosfatica em p6. O
confronto in vitro do biofertilizante com o Fusarium oxysporum demonstrou a
capacidade do T. asperelloides de controle biolégico desse patdégeno, e que a
combinacdo com o A. niger nao afetou capacidade do T. asperelloides.
Posteriormente, visando diminuir os custos na producdo do granulo e reduzir a
geracao de residuos, o préprio substrato de cultivo dos microrganismos (graos de
arroz) foi utilizado como fonte de nutriente na formulacdo. Avaliou-se a viabilidade
das formulagcbes em armazenamento a temperatura de 4 °C e temperatura
ambiente, evidenciando a importancia do estudo das condi¢cdes de armazenamento
para manutencdo da qualidade do produto. Por fim, os granulos biofertilizantes com
0S microrganismos isolados e combinados, foram avaliados em sistema solo-planta
em rizotron, analisando o crescimento das raizes e da planta de tomate e a dinadmica
do fésforo no substrato de cultivo. A presenca do T. asperelloides acarretou
diferencas estatisticamente significativas na altura da planta enquanto a presenca de
A. niger gerou um aumento de P nas fracdes que apresentaram maior dinamica de
migracdo desse componente para as fracbes mais labeis, o que demonstrou o
potencial de aplicabilidade do produto. O desenvolvimento do processo de producao
desse granulo biofertilizante por extrusdo a frio abre novas portas para o uso de
diferentes materiais carreadores e desenvolvimento de novos produtos biolégicos
granulares para aplicacao direta na agricultura.

Palavras-chave: Trichoderma asperelloides; Aspergillus niger; produtos biolégicos;
controle biologico; consorcio de microrganismos; rocha fosfatica.



ABSTRACT

In recent years, the importance of microorganisms role in maintaining agricultural
productivity has been highlighted, being essential in cycling nutrients and production
of metabolites to contribute to plant growth and protection. All these factors
contribute to growth of biological products market. However, studies are still needed
to improve and develop production technologies and maintain the quality of these
products. Associating the use of unprocessed phosphate rocks (PR) with the
microbial P solubilization, we developed a process to produce a biofertilizer granule
from cold extrusion, capable of scaling. The granule acts as a micro reactor, where
the nutrient of formulation supports microorganism growth for production of
metabolites capable of solubilizing the phosphorus (P) of rock, biological control, and
plant growth promotion. In the first stage of this work, the P solubilization have been
evaluated by Aspergillus niger and Trichoderma spp. isolated and combined in
submerged cultivation, using different phosphate rocks powder. At this stage, the
strains, and the PR to be used in the development of the granule were selected. The
production of the biofertilizer granules process was developed, with the isolated and
combined strains. In the biofertilizer granule, an increase of up to 150% in the
solubilization of P was observed when compared to the cultures with phosphate rock
powder. The antagonism in vitro of the biofertilizer with Fusarium oxysporum
demonstrated the capacity of T. asperelloides for biological control. The combination
with A. niger did not affect its performance of T. asperelloides. Subsequently, aiming
to reduce the production costs of biofertilizers granules and reduce the waste
generation, the substrate for microorganisms cultivation (rice grains) was used as a
nutrient source in formulation. The viability of the formulations in storage at 4 °C and
room temperature was evaluated, showing the importance of studying the storage
conditions to maintain the quality of the product. Finally, the biofertilizer granules with
isolated and combined microorganisms were evaluated in a soil-plant system
(rhizotron), analyzing root and plant growth of tomato, and the dynamics of P in sail.
The presence of T. asperelloides promote statistically significant differences in plant
height. The presence of A. niger generated an increase in P in the fractions that
showed greater migration dynamics of this component to the more labile fractions.
These results which demonstrated the potential applicability of the product. The
production process developed of biofertilizer granule by cold extrusion opens new
doors for use of different carrier materials and the development of new granular
biological products for direct application in agriculture.

Keywords: Trichoderma asperelloides; Aspergillus niger; biological products;
biological control; microbial consortium; phosphate rock.
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INTRODUCAO

Recentemente, ocorreu uma mudanca de paradigma ao se considerar as
plantas como um holobionte, uma unidade ecoldgica e evolutiva que engloba ndo sé
0 hospedeiro, mas também o microbioma associado a ele (VANDENKOORNHUYSE
et al., 2015). Os microrganismos desempenham fungdes essenciais no fornecimento
de macro e micronutrientes, retencdo da agua, afetando o crescimento das plantas
em diferentes estagios, além de sintetizarem horménios de crescimento e
metabdlitos que induzem a resisténcia das plantas (OWEN et al., 2015; QIU et al.,
2019a; WEI; JOUSSET, 2017).

A aplicagdo desses microrganismos, individualmente ou em consorcios
microbianos, € uma ferramenta importante para promover a saude e a produtividade
das plantas de forma sustentavel (AHMAD et al., 2018). Nesse contexto, 0 mercado
de produtos biolégicos mundial esta entre as industrias de crescimento mais rapido
globalmente, com uma taxa de crescimento anual estimada entre 15% e 17%
(MARKETS AND MARKETS, 2020), e crescendo no Brasil 28%, movimentando mais
de 1 bilhdo de reais (MAPA, 2021). Como exemplo de microrganismo que tem
recebido atencéo na agricultura, se destaca o fungo do género Trichoderma devido a
sua capacidade de controle biolégico, producdo de metabdlitos que favorecem o
crescimento e induzem a resisténcia das plantas (MEYER; MAZARO; SILVA, 2019).

Apesar de ser essencial nas praticas agricolas atuais, 0 uso excessivo de
fertilizantes quimicos diminui a biodiversidade do solo (PRASHAR; SHAH, 2016).
Sabe-se que, as interacbes microrganismos-solo-planta estdo diretamente
associadas a produtividade e sustentabilidade agricola (GUPTA et al., 2021;
RASHID et al., 2016). Por isso, o conhecimento das interacdes entre o0s
microrganismos e as plantas é essencial para que a agricultura convencional se
torne menos dependente de insumos externos de nutrientes, pesticidas e
combustiveis fosseis (PHILIPPOT et al., 2013; VASSILEV et al., 2015).

O foésforo € um macronutriente essencial para o desenvolvimento das
culturas. A agricultura brasileira é altamente dependente dos fertilizantes fosfatados
importados para atender a producdo agricola, devido aos baixos teores de P

encontrados no solo e a sua alta reatividade com Fe e Al (WITHERS et al., 2018). A
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producdo de fertilizantes fosfatados se d& pelo tratamento quimico de rochas
fosféticas (RFs), para obtencdo do fosforo inorganico sollvel. Porém, esse é um
processo caro e com geracdo de subprodutos danosos ao meio ambiente
(CANOVAS et al., 2018; CONAMA, 2011). Uma alternativa biotecnoldgica para a
solubilizacdo do P presente nas rochas fosfaticas é o uso de microrganismos
produtores de acidos organicos. Nesse contexto, o género do fungo Aspergillus se
destaca como produtor de &cidos organicos que sao importantes para a
solubilizacdo de diferentes tipos de fontes minerais fosfatadas (MENDES et al.,
2014, 2020; NASCIMENTO et al., 2021; VASSILEVA et al., 2010).

Diante desse cenario, observa-se a necessidade e a tendéncia de
desenvolvimento de produtos biolégicos voltados para uma agricultura mais
sustentavel. Klaic et al. (2018, 2021) encapsularam esporos do fungo Aspergillus
niger em uma matriz de amido e dispersaram rocha fosfatica e micronutrientes para
a producdo de um material granular para utilizacdo direta na agricultura. Esse
granulo pode atuar como um micro reator, onde, no proprio biofertilizante pode ser
carregado o(s) microrganismo(s) capaz(es) de utilizar fontes de nutrientes nao
processadas, como rochas minerais, reduzindo os impactos ambientais associados
a transformacédo em fertilizantes quimicos e levando microrganismos ao solo com
mais de uma funcionalidade.

Com base nesses aspectos, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um
processo de producdo de granulos biofertilizantes, passivel de escalonamento,
contendo microrganismos solubilizadores de fosfato e com capacidade conhecidas
no desenvolvimento de plantas e controle biolégico. A acdo dos microrganismos no
solo é sempre combinada e, devido a essa caracteristica, esse trabalho se prop&e
também a estudar os microrganismos do género Trichoderma e Aspergillus de forma
isolada e combinada, buscando produzir um granulo com suporte para o
desenvolvimento dos microrganismos e reducao dos residuos de producado. A seguir

estd apresentada a estrutura do trabalho.
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Estrutura do trabalho

Esse trabalho esta estruturado na forma de capitulos, onde no Capitulo 1 esti
apresentado um embasamento tedrico para o desenvolvimento do trabalho
juntamente com os objetivos. No Capitulo 2 estdo apresentados o0s resultados
obtidos durante a primeira etapa do trabalho, onde foram caracterizadas as rochas
fosfaticas e avaliadas a solubilizacdo microbiana de P das diferentes rochas com
cepas isoladas e combinadas de Aspergillus niger e Trichoderma spp., visando
selecionar as cepas e a rocha utilizadas nas etapas posteriores. No Capitulo 3 estdo
apresentados o processo de producado dos granulos biofertilizantes com a utilizac&o
da extruséo a frio, assim como a cinética de solubilizagdo de P dos granulos
biofertilizantes, um comparativo com a solubilizagéo da rocha fosfatica livre e uma
avaliacdo in vitro da capacidade de controle biolégico dos granulos biofertilizantes.
No Capitulo 4 estdo apresentados os resultados da avaliacdo das caracteristicas
dos granulos biofertilizantes com diferentes formulacdes e com a utilizacdo do
préprio substrato de cultivo dos microrganismos na formulacdo, assim como a
aplicacdo dos granulos no cultivo de tomateiros em rizotron, avaliando a dinamica da

solubilizac&o do P no solo e o crescimento das plantas.
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CAPITULO 1

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1CENARIO DA AGRICULTURA NO BRASIL

As projecdes de aumento populacional mundial indicam crescimento
acelerado e continuo nas proximas décadas. Em 2019, a populacdo mundial foi
estimada em 7,7 bilhGes, com projecdes para alcancar a marca de 8 bilhdes em
2023 e 9,7 bilhdes em 2050, segundo dados da Organizacdo das NacOes Unidas
(ONU, 2019). Com o aumento populacional, a expansao das cidades e os impactos
ambientais da agricultura existe uma preocupag¢do eminente com a demanda da
producédo de alimentos. Aléem disso, a expansao da fronteira agricola mundial é
bastante restrita devido a influéncia na biodiversidade ambiental, as emissbdes de
carbono e ao funcionamento do ecossistema (BAHAR et al., 2020). Dados da Food
and Agriculture Organization — FAO (FAO, 2013) apontam que, praticamente, ndo se
tem terras disponiveis para expansdo no sul da Asia, Asia Ocidental e norte da
Africa. E, cerca de, 45% da éarea agricultavel expansivel se concentra em apenas
sete paises: Republica Democratica do Congo, Angola, Suddo, Argentina, Brasil,
Colémbia e Bolivia.

O Brasil esta entre os maiores produtores e exportadores de alimentos do
mundo e estima-se que sera o maior produtor em breve (OECD-FAO, 2015), cujo
setor contribui fortemente para amparo do crescimento da economia brasileira com
participacdo do agronegocio em 26,6% do produto interno bruto (PIB) em 2020,
mostrando um consideravel aumento comparado a 2019 que teve participacdo de
20,5% (CNA & CEPEA, 2021). Embora tenha havido um forte aumento de
produtividade das terras agricultaveis, uma das maiores expansdes de terras
agricolas, em escala global, foi a do Brasil com aumento de 34 milhdes de hectares
entre 1990 e 2012 (OECD-FAO, 2015). Porém, diante das limitacdes da expanséo
do uso de terras, é necessaria uma maior ampliacdo da produtividade das terras
cultivadas para a suprir a demanda de alimentos.

Para aumento da produtividade, ha décadas milhdes de toneladas de

nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) sdo utilizadas (IFA, 2020). Segundo dados da
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FAO (2020), o consumo no Brasil de N total, P.Os e K>O, de 2002 a 2009, foi em
média de 41,38 kg de N/ha, 54,53 kg de P/ha e 61,09 kg de K/ha, e foi observado
um aumentou de 54,5, 31 e 35%, respectivamente, no periodo de 2010 a 2017 em
média. Esses dados evidenciam a dependéncia da agricultura atual de fertilizantes
quimicos. Ademais, a utilizacdo de fertilizantes, agrotoxicos e pesticidas em
excesso, priorizando apenas a melhoria na produtividade, pode ter impactos
ambientais negativos como lixiviagdo de nutrientes causando eutrofizacdo, erosao,
emissao de nitrogénio, esgotamento da agua de irrigacdo e consequéncias
ecoldgicas como a diminuicdo da atividade biol6gica do solo (CHAUDHARY et al.,
2020; HUNTER et al., 2017; TILMAN, 1999). Sendo assim, o desafio é garantir a
produtividade agricola, utilizando alternativas que minimizem os efeitos ambientais

prejudiciais e reduzam a dependéncia dos fertilizantes quimicos.

1.2FERTILIZANTES FOSFATADOS

Os nutrientes necessarios para o crescimento das plantas sao divididos em
dois grupos gerais: 0S macronutrientes, que Ssao necessarios em quantidades
relativamente grandes [nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), enxofre (S), calcio
(Ca) e magnésio (Mg)] e os micronutrientes, exigidos em menores quantidades [ferro
(Fe), sbdio (Na), cloro (Cl), boro (B), manganés (Mn), zinco (Zn), cobre (Cu) e
molibdénio (Mo)] (WIEDENHOEFT, 2006). Dentre os macronutrientes exigidos para
0 crescimento das plantas, o fésforo € um nutriente limitante, particularmente, em
solos tropicais e intemperizados. A auséncia de P limita o crescimento das plantas,
pois é essencial em processos celulares, como transferéncia de energia para o
metabolismo celular, fotossintese, transducao de sinal, biossintese macromolecular
e respiracdo (MENDES et al., 2014; SHARPLEY, 1995; SHENOY; KALAGUDI,
2005). As plantas com deficiéncia de P podem apresentar manchas e escurecimento
das folhas, diminuicdo na altura das plantas, assim como lesfes necréticas e outros
sintomas (WIEDENHOEFT, 2006). Na agricultura atual, esse nutriente € fornecido,
principalmente, na forma de fertilizantes solGveis produzidos a partir do tratamento
guimico de rochas fosfaticas (RF).

Uma preocupacao adicional estéa relacionada a dependéncia da agricultura ao
fésforo derivado de fosfato de rocha, pois esse € um recurso ndo renovavel e que a
partir da segunda metade do século XX comecou a ser utilizado em imensas

guantidades (Figura 1.1), para suprir a necessidade desse macronutriente no solo e
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aumentar o rendimento das culturas (CORDELL; DRANGERT; WHITE, 2009;
CORDELL; WHITE, 2011, 2014).

Figura 1. 1 - Contextualizacéo histoérica da utilizacéo global de fésforo na agricultura.
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A cada ano, sdo extraidas 20 milhdes de toneladas de RF e 90% s&o
processadas para gerar fertilizantes de fosforo para uso agricola (YANG et al.,
2019). O tradicional processo de producao dos fertilizantes fosfatados € baseado no
tratamento quimico da RF para obter fosforo inorganico solluvel, no qual a rocha
fosfatica € solubilizada na presenca de acidos inorganicos fortes como o acido
sulfurico e fosférico, a altas temperaturas. Sendo um processo caro, com alto
consumo de energia, e que, apesar de provocar a quase completa dissolucdo da
rocha, libera produtos indesejados em forma de gases como tetrafluoreto de silicio
(SiF4), fluoreto de hidrogénio (HF), amoénia (NHs), 6xidos de enxofre (SOx) e O0xidos
de nitrogénio (NOx) (CONAMA, 2011; GOLDSTEIN; ROGERS; MEAD, 1993). Outro
subproduto indesejavel da producdo de fertilizantes fosfatados € o fosfogesso.
Estima-se que para cada tonelada de P20s produzido sejam geradas cinco
toneladas de fosfogesso, gerando impacto ambiental devido ao baixo consumo

desse material e por ser toxico, pois possui altos niveis de radiacdo (CANOVAS et
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al., 2018; CORDELL; DRANGERT; WHITE, 2009; RUTHERFORD; DUDAS; SAMEK,
1994; TAYIBI et al., 2009).

A principal limitacdo da aplicagcdo direta da RF como fonte de P é sua baixa
solubilidade, o que reduz a disponibilidade do nutriente no solo e sua absorgao pelas
plantas (FAYIGA; NWOKE, 2016). As estratégias utilizadas para aumentar a
efetividade das RFs sdo baseadas no aumento da acidez, pois isso aumenta a
solubilidade das RFs (FAYIGA; NWOKE, 2016; NAHAS, 1996; WHITELAW;
HARDEN; HELYAR, 1999). O P geralmente € assimilado pelas plantas quando esta
na forma aniénica como HPO4*> e H,PO.. Entretanto, a quantidade de P disponivel,
para as plantas como anions fosfatos € baixa devido, principalmente, a sua elevada
reatividade com metais (Ca?*, Mg?*, Fe®*, e AI**) juntamente com fatores como pH e
composicéo do solo (RAVEN, 2015; TANDON et al., 2020). Além disso, o P também
pode ficar indisponivel para as plantas quando imobilizado na forma organica (como
acido fitico). O P imobilizado na forma organica no solo, geralmente, representa
cerca de 50% do total do fosforo insoluvel presente em solos (BAYER et al., 2001;
GYANESHWAR et al., 2002).

No contexto da agricultura brasileira, os solos possuem baixos teores de
fésforo disponivel exigindo altas aplicaces de fertilizantes fosfatados para atender
as demandas agricolas (COUTINHO; FELIX; YANO-MELO, 2012). Assim, o custo de
importacdo desses fertilizantes contribui fortemente para um déficit na balanca
comercial brasileira (DA COSTA SIMOES; CAIXETA-FILHO; PALEKAR, 2018). Além
disso, os solos brasileiros sédo altamente fixadores de P devido as condi¢cdes
climaticas e altas quantidade de ferro e aluminio. Em 2016, o excedente de P
aplicado aos solos brasileiros foi de 70%, enfatizando o quéo ineficiente € o uso
atual de P no Brasil (WITHERS et al., 2018).

Além dos problemas ambientais associados aos processos de producdo dos
fertilizantes quimicos e seus subprodutos, a aplicacdo intensiva dos fertilizantes
fosfatados e nitrogenados na agricultura também resulta em polui¢do do solo, 4gua
e ar em escala global (VASSILEV et al.,, 2015) devido a lixiviacdo e posterior
eutrofizacdo, acidificacdo do solo e contaminacdo de lencdis freaticos. Apesar da
visdo macro da poluicdo causada pelo uso excessivo de produtos quimicos ser
muito comentada, a comunidade microbiana benéfica do solo também é afetada,
reduzindo a biodiversidade da rizosfera e perturbando as interacées moleculares

entre plantas, microrganismos, enzimas e reac¢des bioquimicas do solo (HUSSAIN et
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al., 2009; MADER et al., 2002; PRASHAR; SHAH, 2016; WANJIKU KAMAU et al.,
2019). Buscando uma agricultura mais sustentivel, esse cenéario ressalta a
necessidade de estratégias de manejo que aumentem a eficiéncia da utilizacdo do
fosforo nos sistemas agricolas, minimizando o efeito do esgotamento da fonte
natural (RF) e a degradagcéo do meio ambiente.

1.3 MICRORGANISMOS NA AGRICULTURA

A diversidade de microrganismos supera de longe a diversidade de todos os
outros organismos vivos da Terra. Os microrganismos desempenham muitas
funcdes nos ecossistemas (CALLENS et al.,, 2019). Recentemente, ocorreu uma
mudanca de paradigma ao se considerar as plantas como um holobionte, uma
unidade ecologica e evolutiva que engloba ndo s6 o hospedeiro, mas também o
microbioma associado a ele (VANDENKOORNHUYSE et al., 2015). As interacoes
entre as plantas e os microrganismos sao determinantes para o crescimento, aptidao
e produtividade da planta (GUPTA et al., 2021), desempenhando um papel essencial
nos principais ciclos naturais da Terra que sustentam o funcionamento dos solos e
sua capacidade de capturar e armazenar carbono (CALLENS et al.,, 2019). A
agricultura e as praticas de gestdo de recursos naturais e o desenvolvimento de
tecnologias que protejam e aumentem a diversidade do microbioma séo a base dos
sistemas alimentares sustentaveis (CALLENS et al., 2019; QIU et al., 2019b).

A agricultura global esta observando a necessidade de compreender mais
profundamente a interacdo do microbioma rizosférico e a saude do solo para
melhoria da produtividade das culturas em busca de uma agricultura mais
sustentavel.

Apesar dos efeitos de decomposicdo e disponibilizacdo de nutrientes no solo
por microrganismos parecerem menos relevantes em sistemas de producao
agricolas, onde os fertilizantes minerais fornecem a maioria das entradas de
nutrientes, o conhecimento das interacbes entre planta-microrganismos pode se
tornar muito relevante para que a agricultura convencional se torne menos
dependente de insumos externos de nutrientes, pesticidas e combustiveis fésseis
(PHILIPPOT et al., 2013; VASSILEV et al., 2015).

Os microrganismos rizosféricos, ou seja, 0S microrganismos que estao no
solo em contato direto com as raizes, desempenham func¢des essenciais como

fornecimento de nitrogénio, fésforo, potassio, enxofre e micronutrientes, além de
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colaborar com a retencéo de 4gua (QIU et al., 2019b). As intera¢cdes microrganismo-
planta afetam o crescimento e o desenvolvimento da planta em diferentes estagios,
colaborando com o crescimento das plantas, facilitando a absorcédo de nutrientes,
sintetizando hormoénios de crescimento, aumentando a resisténcia natural contra
estresses bidticos e abidticos e auxiliando no controle de pragas e patdgenos
(BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012; MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010;
WEI; JOUSSET, 2017).

O uso de microrganismos também tem recebido atengéo significativa como
uma estratégia biotecnoldgica eficiente para descontaminar o meio ambiente. Essa
técnica se chama biorremediacdo e pode ser uma abordagem economicamente
viavel e eficiente, onde o potencial metabdlico dos microrganismos € usado para
limpar ambientes contaminados (KOUR et al.,, 2021a). Muitos géneros estdo
envolvidos na biorremediacdo, incluindo Alcaligenes, Arthrobacter, Aspergillus,
Bacillus, Burkholderia, Mucor, Penicilium, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Talaromyces e Trichoderma (KOUR et al., 2021a).

Os principais grupos de microrganismos promotores de crescimentos de
plantas (MPCP) e o0 seu método de acdo estdo apresentados na Figura 1.2. Esses
microrganismos podem ser utilizados no solo ou no revestimento de sementes, por
cepas individuais ou em consorcios, e podem contribuir com o crescimento das
plantas colaborando com o enraizamento, crescimento e rendimento (OWEN et al.,
2015). Os fungos promotores de crescimento de plantas incluem micorrizas
arbusculares (AM), ectomicorrizas (EcM) e fungos de raiz como Penicillium,
Trichoderma e Aspergillus (OWEN et al., 2015). Em geral, os MPCP agem
sintetizando horménios promotores de crescimento para as plantas, facilitando a
absorcao de nutrientes do solo através do crescimento das raizes e da producédo de
acidos organicos e enzimas que colaboram na dissolucdo de compostos insolluveis e
diminuem ou previnem doencas de plantas e na biorremediacdo do solo
(MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010; OWEN et al., 2015).

Com base nesse cenério, observa a importancia da manutencdo do microbioma
do solo e a possibilidade do gerenciamento e utilizacdo de cepas selecionadas
(isoladas ou combinadas) para a utilizacdo desses microrganismos benéficos em
busca de uma agricultura mais sustentavel e que vise a produtividade. Assim, nos
préximos tépicos serdo abordados mais especificamente a solubilizagéo bioldgica de

fosfato e dois géneros de fungos filamentosos: Aspergillus e Trichoderma.
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Figura 1.2 - Principais grupos promotores de crescimento de plantas usados em

inoculantes comerciais e os mecanismos utilizados para promover o crescimento das

plantas.
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Fonte: adaptado de Owen et al. (2015).

1.3.1 Solubilizacdo microbiolégica de fosfato

Com base em toda contextualizacdo do esgotamento de reservas fosfaticas e
a preocupacdo na manutencdo da produtividade agricola mundial, diversos
pesquisadores buscam alternativas para resolver os problemas associados a
solubilizacdo de P no solo. O uso de microrganismos solubilizadores de fosfato
(MSFs) tem sido proposto como alternativa biotecnoldgica sustentavel para
incrementar a eficiéncia agronébmica das RFs e colaborar com a solubilizagdo de
fosfatos inorganicos e organicos (BOLAN et al., 1994; KRISHNARAJ; DAHALE,
2014; SCHNEIDER et al., 2010). Existe uma diversidade de microrganismos
solubilizadores de fésforo nos dominios de arqueias, bactérias e eucariota (KOUR et
al., 2021b), que vém ganhando espaco na pesquisa, pois esses microrganismos
desempenham papéis importantes no melhoramento de culturas para uma

agricultura mais sustentavel.
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Em revisdo publicada por KOUR et al. (2021b), a diversidade dos
microrganismos solubilizadores de P é discutida. Os cinco géneros de bactérias
predominantes capazes de solubilizar o foésforo s&o: Bacillus, Pseudomonas,
Acinetobacter, Streptomyces e Burkholderia. Na classe dos fungos, os principais
solubilizadores de P sdo dos géneros Aspergillus, seguido de Penicillium, Fusarium,
Trichoderma e Talaromyces.

Os processos que afetam as concentragdes de P no solo séo a dissolugao-
precipitacdo e sorcdo-dessorcdo. Os MSFs sao capazes de liberar compostos
complexantes ou dissolventes como anions de acidos organicos, ions de hidroxila,
protons, siderdforos e enzimas como fosfatases extracelulares, disponibilizando
assim o fosfato solubilizado no solo (FRANCHE; LINDSTROM; ELMERICH, 2009;
KOUR et al., 2021b; NAYAK; BHUSHAN, 2019; SHARMA et al., 2013).

Dentre esses mecanismos destacam a solubilizagcdo de minerais por acidos
organicos, que ocorre por meio de acidolise provocada por prétons liberados de
grupos carboxila e da complexacdo dos metais presentes na estrutura do mineral
(KPOMBLEKOU; TABATABAI, 1994; NAHAS, 1996; NAUTIYAL, 1999; ZHU; LI;
WHELAN, 2018). Por meio de reacdes de quelacéo, os anions dos acidos organicos
formam complexos estaveis com cations como Ca?*, Fe** e AI*Y, frequentemente
ligados ao P na sua forma insoltuvel. Ao se ligarem aos cations, 0s anions organicos
desestabilizam a estrutura do mineral disponibilizando o P (BOLAN et al., 1994;
JONES, 1998; KRISHNARAJ; DAHALE, 2014; STUMM, 1986). Alguns &acidos
organicos como os acidos gluconico, oxalico e citrico tém sido reportados como
bons agentes quelantes e, deste modo podem agir solubilizando fontes de fosfato
(ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017; KPOMBLEKOU; TABATABAI, 1994; MENDES et
al., 2014). Entretanto, como as fontes de fosfatos minerais tém diferentes origens,
sdo muito heterogéneas e apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas, os
acidos organicos podem ter acéo diferente dependendo do tipo de mineral fosfatado
(KLAIC et al.,, 2018b). Normalmente, os fungos sdo capazes de solubilizar mais
fosfato do que as bactérias, por serem capazes de crescer até longas distancias e
por produzirem maiores quantidades de &acidos organicos, sendo provavelmente
mais eficientes para promover a solubilizacdo do P imobilizado na forma inorganica
(ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017; SHARMA et al., 2013).

Em linhas gerais, pode-se concluir que a inoculagéo do solo ou das culturas

com microrganismos solubilizadores de fosfato é uma estratégia promissora para
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melhorar a absorcdo de fésforo pelas plantas e reduzir o uso de fertilizantes
quimicos. O uso direto de rochas fosfaticas também pode aliviar as preocupacdes
ambientais decorrentes da producao de fertilizantes fosfatados.

1.3.2 Trichoderma

Trichoderma séo fungos de solo onipresentes, oportunistas, conhecidos pela
alta capacidade de colonizar a rizosfera com rapido crescimento, pois sdo capazes
de utilizar diversos substratos e crescer em ambientes distintos, sendo importantes
decompositores de materiais lenhosos e herbaceos (DRUZHININA et al., 2011;
MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019; SHARMA; GOTHALWAL, 2017). Os fungos
liberam diversas enzimas extracelulares que, quanto mais diversas e numerosas,
maior a capacidade desse microrganismo de sobreviver em ambientes com
condicbes adversas, pois para que as hifas dos fungos possam ser capazes de
absorver o0s nutrientes presentes nos substratos, os substratos de alta massa
molecular precisam ser hidrolisados a moléculas menores (MONTE; BETTIOL;
HERMOSA, 2019). As espécies de Trichoderma séo colonizadoras altamente bem-
sucedida em seus habitats e com importancia econdmica justamente por sua
capacidade de secrecdo de diversas enzimas, metabdlitos e antibidticos (HARMAN
et al., 2004; MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019; SCHMOLL; SCHUSTER, 2010).

Nos estagios iniciais de crescimento, Trichoderma apresenta um micélio de
coloracdo esbranquicada, cotonosa e de rapido crescimento em meio de cultura a
temperaturas variando entre 25 e 30 °C. Apés 48 h de crescimento pode comecar o
aparecimento dos esporos, que adquirem a coloracdo verde e ddo um aspecto
granular ou pulverulento a colénia (DE ABREU; PFENNING, 2019). Pela sua alta
capacidade de crescer em diferentes habitats, eles respondem ao ambiente
regulando seu crescimento, produzindo esporos e enzimas para se adequar as
condicBes atuais, e isso pode ser explorada para o beneficio da humanidade
(SCHMOLL; SCHUSTER, 2010).

Garcia-L6épez; Avilés; Delgado (2015) avaliaram a presenca do Trichoderma
asperellum T34 na absorcdo de P na cultura de pepino e observaram que,
independente da fonte de P adicionada, a presenca do microrganismo aumentou a
absorcéo de fésforo pelas raizes podendo ser explicada pela producdo de fitase e
pelo efeito levemente acidificante do fungo no meio de cultivo da planta. Em outro

estudo, Garcia-Lopez; Avilés; Delgado (2016) verificaram a produgcdo de acidos
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organicos do Trichoderma asperellum T34, Aspergillus niger, Bacillus subtilis
QST713 e Bacillus amyloliquefaciens FZB24 em cultivo de pepino com meio de areia
e observaram maior producdo de acidos organicos por A. niger. No entanto, a
absorcdo e mobilizacdo de P pelas plantas foi melhor pela acdo do T. asperellum
T34 e de B. subtilis QST713, pois essas cepas foram capazes de aumentar a massa
seca das raizes, favorecendo a absorcdo de nutrientes. Os autores também
observaram que os efeitos dos microrganismos diferem dependendo das
propriedades do meio e da fonte e da quantidade P adicionados, visto que em meio
calcario nao foi observada a mesma capacidade de acdo do T. asperellum T34.

O principal uso do género Trichoderma na agricultura é para o controle
biologico de doencas de plantas, devido as suas propriedades antagbnicas estarem
baseadas em multiplos mecanismos de atuacdo. Comparado aos pesticidas
guimicos, o biocontrole ndo gera resisténcia em patdégenos, ndo contamina 0 meio
ambiente, evita a proliferacdo de pragas secundarias, € compativel com a producao
organica e atende aos requisitos de mercados no que diz respeito aos limites
maximos de residuos quimicos em frutas e vegetais (SYED AB RAHMAN et al.,
2018). O controle biolégico € um importante componente do manejo integrado de
pragas (MIP) onde os bioprotetores microbianos vém ganhando mais espaco devido
a especificidade no combate as pragas e a aparente inofensividade aos
microrganismos benéficos e seres humanos, reduzindo os riscos de contaminacgao e
também os riscos ambientais (SHARMA; GOTHALWAL, 2017). Em uma recente
revisdo sobre antagonistas fangicos que desempenham um papel significativo no
controle de doencas de plantas, Trichoderma foi identificado como o género com
maior potencial de biocontrole, seguido de espécies de Penicillium e Aspergillus
(THAMBUGALA et al., 2020). Ja foi reportada a capacidade do género Trichoderma
como controlador biolégico de ascomicetos, basidiomicetos, oomicetos e nematdides
(FERREIRA; MUSUMECI, 2021; SCHMOLL; SCHUSTER, 2010).

As espécies de Trichoderma utilizadas como agentes de biocontrole podem
agir de forma direta ou indireta sobre o organismo a ser controlado. O potencial de
um agente de biocontrole em controlar patégenos esta relacionado com a sua
capacidade de se desenvolver no ambiente, apesar da competicdo com outros
organismos. De um modo geral, os antagonistas agem por competicdo por
nutrientes, espaco e luz, por antibiose devido aos metabdlitos produzidos e liberados

no meio, por parasitismo, pela producdo de enizmas ou metabolitos secundéarios
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degradadores da parede celular celular do patégeno e também ativando os
mecanismos de defesa da planta, bem como promovendo o crescimento das plantas
(MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019; SHARMA; GOTHALWAL, 2017). Na Figura
1.3 sdo sintetizadas as habilidades caracteristicas do género Trichoderma como
agente de biocontrole.

A adicdo de T. harzianum T-22 ao solo, no cultivo de cenoura, além de
aumentar o crescimento, desenvolvimento e a salude das plantas, aumentou as
populacdes de Bacillus spp. e Pseudomonas spp. na rizosfera e reduziu a ocorréncia
de fungos patogénicos, demonstrando o potencial benéfico de Trichoderma sobre
bactérias benéficas para as plantas (PATKOWSKA et al., 2020).

A partir de uma formulagdo solida contendo aveia, caulim e vermiculita,
Herrera-Téllez et al. (2019) aplicaram Trichoderma asperellum em plantas de tomate
e observaram que o antagonista controlou Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea.
Também, com relacdo aos parametros de crescimento das plantas, obteve-se um
aumento em 30% o peso das plantas cultivadas, além de aumentar o contetdo de
clorofila. Os autores também associaram a capacidade do T. asperellum de inibir a
producédo de espécies reativas de oxigénio na contribuicdo dos efeitos protetores

dos patogenos ao cultivo de tomate.
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Figura 1. 3 - Representacdo esquemética da acdo de controle biolégico por
Trichoderma spp. (A) diagrama representando as etapas iniciais de crescimento
antes do contato e da interagdo entre coldnias de Trichoderma e uma presa fungica.
(B) diagrama que descreve as principais formas utilizadas pelo Trichoderma durante
sua interacdo antagbnica. ERO, espécies reativas de oxigénio; EDPC, enzimas

degradantes da parede celular; e MS, metabdlitos secundarios.

A Trichoderma Hospedeiro

Enrolamento

Hospedeiro

Fonte: Adaptado de Guzman-Guzman et al. (2019).

Ademais, evidéncias recentes indicam uma nova vantagem do Trichoderma,
em relacdo a outros agentes microbianos utilizados na agricultura, que é a sua
utilidade na obtencéo de alimentos com melhoria no perfil nutracéutico (FERREIRA;
MUSUMECI, 2021). A inoculacédo de plantas de morango por imersdo da raiz com
cepas de Trichoderma melhorou a qualidade do fruto e favoreceu o acumulo de
antocianinas e outros antioxidantes em frutos maduros (LOMBARDI et al., 2020).

Os tratamentos preventivos potencializam o mecanismo de competicdo do
Trichoderma spp. e se mostram mais efetivos que os tratamentos curativos (DIAZ-
GUTIERREZ et al., 2021). Portanto a adi¢io desse microrganismo juntamente com a

rocha fosfatica no inicio do crescimento das mudas pode ser uma alternativa eficaz
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para utilizacdo de cepas com eficiéncia no controle biologico e solubilizagdo de
fosfatos.

Assim, devido as diversas caracteristicas benéficas do Trichoderma, o uso
desse microrganismo na agricultura vem crescendo, pois tem se mostrado uma
forma de aumentar a producdo de alimentos, preservar 0S recursos naturais e
melhorar a qualidade do solo, colaborando no desenvolvimento de uma agricultura
sustentavel. Porém, algumas barreiras relacionadas a sua utilizacdo ainda devem
ser vencidas, como a producéo de formulacdes capazes de manter a viabilidade dos

microrganismos.

1.3.3 Aspergillus

Os fungos do género Aspergillus tém um histérico extenso em pesquisa
biologica. A abundante diversidade de espécies desse género, aléem da capacidade
de utilizacdo de diferentes fontes de carbono, permitem a producdo de um amplo
espectro de metabdlitos com diferentes aplicacdes industriais (PAPAGIANNI, 2007;
YANG; LUBECK; LUBECK, 2017). O Aspergillus niger é bastante utilizado na
producdo comercial de éacido citrico (GREWAL; KALRA, 1995; MATTEY, 1992;
YANG; LUBECK; LUBECK, 2017) e é capaz de produzir outros acidos organicos
como gluconico e oxalico (MENDES et al., 2014; YANG; LUBECK; LUBECK, 2017).
Sendo uma alternativa biotecnolégica para a solubilizacdo de rochas fosfaticas.

Schneider et al. (2010) estudaram a solubilizacédo biolégica de trés diferentes
rochas fosfaticas utilizando A. niger em cultivo direto e com utilizagcdo do
sobrenadante do cultivo livre de células ndo observando diferencas significativas na
solubilizacdo do P presente nas rochas, apesar de ser observado diferencas nos
perfis de producdo de acido organico observados nos cultivos. Os autores também
observaram a presenca dos acidos glucénico e oxalico que desempenharam
importantes papéis na solubilizacdo de P, e conseguiram solubilizar 5,4% de uma
rocha fosfatica sedimentar e, aproximadamente, 4% de uma rocha fosfatica de
origem ignea em 192 h de cultivo. Porém, nesse estudo a solubilizacao biolégica das
rochas nao superou a solubilizacao por acidos inorganicos.

Mendes et al. (2020) avaliaram acidos organicos associados a solubilizacéo
microbiana de P para solubilizar rochas fosfaticas com diferentes graus de
reatividade em comparagdo com a solubilizacdo pelo acido sulfarico (comumente

utilizado para a solubilizacdo das RF e producdo dos fertilizantes fosfatados). Os
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autores observaram que o tipo de acido aplicado e a sua concentracdo tiveram mais
influéncia na solubilizacdo do que a reatividade das RF avaliadas. E que, cada mmol
de &cido oxalico aplicado foi capaz de liberar 21 mg de P, enquanto cada mmol de
acido sulfurico liberou 14 mg de P. Esse resultado evidencia a capacidade do acido
oxalico na solubilizacdo de fontes minerais. Nesse contexto, a capacidade de
producdo de acido oxalico por Aspergillus niger foi demonstrada por diversos
autores (MENDES et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2021; TIAN et al., 2021; YANG;
LUBECK; LUBECK, 2017). Assim, esse fungo se mostra como uma alternativa
promissora para 0 uso biotecnoldgico juntamente com rochas fosfaticas. E
importante considerar que esse acido ndo s6 colabora com a solubilizacéo de P das
rochas fosfaticas, mas também foi observada a sua capacidade de solubilizacdo de
fontes minerais potassicas (LODI et al., 2021).

Aléem do mais, Nascimento et al., (2021), em estudo com A. niger em
Latossolo altamente intemperizado, observaram que os metabolitos produzidos
foram capazes de dessorver o P presente no solo, revertendo parcialmente a
absorcdo desse nutriente pelo solo. Indicando como esse microrganismo tem
potencial para ser utilizado na agricultura como estratégia para melhorar a eficiéncia
do uso do P na agricultura.

O uso direto das rochas fosfaticas na agricultura é de certa forma inviabilizado
devido a alta estabilidade quimica das fases relacionadas, sendo assim, a sua baixa
solubilidade em campo torna-se um limitante para aplicacéo direta. Focado nesse
aspecto, Klaic et al. (2018a) desenvolveram um material granular, para aplicacao
direta na agricultura, a partir de amido gelatinizado onde a dispersaram rocha
fosfatica juntamente com os esporos de A. niger, buscando estabelecer a producéo
local de acidos organicos capazes de solubilizar mais eficientemente a rocha
fosfatica presente no granulo. Nesse contexto, os autores observaram uma
solubilizacdo de duas rochas fosfaticas de origem ignea e sedimentar proximas a
70% apds 96 h de cultivo, mostrando a capacidade da solubilizacdo local do fésforo
inorganico presente em minerais a partir da acdo do A. niger. Na mesma linha, Klaic
et al. (2021) produziram um biofertilizante com A. niger em uma matriz de amido
contendo micronutrientes (Zn, Mn e Cu) e enxofre elementar dispersos e aplicaram
no cultivo de azevém italiano (Lolium multiflorum Lam.), verificando que a producao
de matéria seca e a absor¢cdo cumulativa desses minerais foi superior ao controle.

Esse resultado indica que a acidificacdo local do A. niger, juntamente com a
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oxidacdo do S° levaram a um aumento na solubilizacdo de Zn, Mn e Cu e
consequente absorcdo desses micronutrientes pelo azevém. Esses resultados
ressaltam a capacidade de acidificacdo dessa cepa de A. niger, solubilizando e
disponibilizando os nutrientes para as plantas. Além de comprovar a eficacia do
conceito de um reator em granulo, onde o microrganismo € ativado apés adicionado
ao solo e se iniciam diversas reagfes que aumentam a eficiéncia do fertilizante
(KLAIC et al., 2021).

Aspergillus terreus e do Penicillium citrinum, fungos endofitos, foram
avaliados no controle biolégico da podriddo de caule causada por Sclerotium rolfsii e
no crescimento das plantas de girassol (Helianthus annuus L.), tendo sido observado
gue a associacao planta-enddfito conferiu resisténcia a doenca e ocorreu aumento
na producdo de biomassa das plantas de girassol (WAQAS et al., 2015). Em uma
selecdo de 49 isolados de fungos rizosféricos foi comprovada a capacidade do
isolado Aspergillus terreus JF27 de promover o crescimento de tomateiros e induzir
resisténcia da planta a Pseudomonas syringae agente causal da mancha bacteriana
(YOO etal., 2018).

Aspergillus flavus CSHL1 aliviou os efeitos do estresse salino e aumentou o
crescimento de plantas de soja, o que foi associado a capacidade de producéo de
horménios vegetais como giberelinas e compostos como o acido indol-3-acético
(LUBNA et al., 2018). Todos esses estudos evidenciam a capacidade desse género

a ser aplicado na agricultura.

1.3.4 Coinoculacéo

O interesse em estudar o cultivo misto ou também chamado de co-cultivo, se
baseia no fato de que no solo 0os microrganismos existem em comunidades, onde
liberam diferentes metabdlitos e interagem com plantas e outros microrganismos
envolvidos em processos naturais de defesa e/ou competicdo por espaco e
nutrientes (OWEN et al., 2015; VASSILEV et al.,, 2015). O uso de consorcio de
microrganismos no sistema agricola pode melhorar a eficacia, estabilidade e
uniformidade dos microrganismos no controle de doencas e promocdo do
crescimento de plantas sob diversas condicbes ambientais e de solo (STOCKWELL
et al., 2011), pois o co-cultivo gera uma competicdo inter-microbiana e a
comunicagdo dos microrganismos pode ativar genes silenciosos e estimular a

producdo de metabdlitos secundarios podendo aumentar a sinalizacdo de defesa
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(NETZKER et al., 2015; SARMA et al., 2015). Por isso, existe uma tendéncia de
pesquisa voltada a pequenos consorcios e 0 entendimento de como certas espécies
se comportam atuando de forma combinada.

O co-cultivo de Trichoderma asperellum GDFS1009 e Bacillus
amyloliquefaciens 1841 aumentou significativamente o crescimento e a protecéo das
plantas de trigo contra Fusarium graminearum em ensaios em casa de vegetacdo. O
co-cultivo dessas espécies induziu a producdo de enzimas relacionadas ao
parasitismo, metabdlitos secundarios, compostos promotores de crescimento de
plantas e a producdo de compostos ndo detectados quando as culturas foram
cultivadas isoladamente (KARUPPIAH et al., 2019).

Pelo que conhecemos, ndo tem estudos na literatura combinando os fungos
Aspergillus e Trichoderma em produtos bioldgicos para a agricultura. Embora a
sinergia desses géneros € citada por diversos autores na producéo de enzimas e
degradacdo mais eficiente de materiais lignocelulosicos (FANG et al.,, 2013;
MAEHARA et al.,, 2018; RABELLO et al.,, 2014; TENGERDY; SZAKACS, 2003;
WANG et al., 2015).

1.4 Produtos biologicos

A utilizacdo de microrganismos benéficos para plantas vem sendo uma
alternativa bastante estudada. A aplicacdo desses microrganismos individualmente
ou em consorcios microbianos € uma ferramenta importante para promover a saude
e a produtividade da cultura (AHMAD et al., 2018). Nesse contexto, 0 mercado
mundial de produtos biolégicos esta entre as industrias de crescimento mais rapido
globalmente, com uma taxa de crescimento anual estimada entre de 15% e 17%
(MARKETS AND MARKETS, 2020), crescendo no Brasil 28%, movimentando mais
de 1 bilhdo de reais (MAPA, 2021). Em 2020 o MAPA registrou 95 defensivos
agricolas de baixo risco (aumento em 121% comparado a 2019), sendo produtos
biolégicos microbianos, semioquimicos, bioquimicos, extratos vegetais e reguladores
de crescimento (MAPA, 2021). Ao mesmo tempo que se observa o aumento nos
mercados de produtos biologicos, também é esperado uma diminuicdo no mercado
de pesticidas, devido aos requisitos regulatérios emergentes e a demanda do
consumidor por alimentos com baixo teor de residuos quimicos (SINGH et al., 2020).

Biofertilizantes podem ser definidos como uma preparacdo contendo

microrganismo(s) vivo(s) que a partir das suas atividades biol6gicas ajudam a
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aumentar a fertilidade do solo, podendo ser pela fixagdo de nitrogénio, solubilizagao
do fésforo, decompondo residuos organicos ou aumentando o crescimento da planta
pela producdo de hormonios de crescimento e aquisi¢cao de nutrientes (MITTER et
al., 2021; SOUMARE et al., 2020). Existe uma tendéncia de substituicdo parcial dos
fertilizantes quimicos por biofertilizantes, pois eles apresentam a vantagem de serem
faceis de usar, ndo toxicos e ecologicamente corretos e sustentaveis (SOUMARE et
al., 2020). Porém, essa substituicao é dificultada, pois a formulagdo quimica possui
um armazenamento de longo prazo e de facil uso pelos agricultores (BASHAN et al.,
2014).

A produgdo de fertilizantes microbianos n&o depende apenas do
conhecimento detalhado da fisiologia de plantas e microrganismos, mas também do
grande numero de desafios tecnolégicos como o processo de fermentacao, tipo de
formulagbes, populagdo de microrganismos e seu sistema de liberacdo
(STAMENKOVIC et al., 2018). A dificuldade do uso de produtos biolégicos pelos
agricultores se deve ao fato da falta de reprodutibilidade dos efeitos benéficos, o que
resulta numa falta de credibilidade dos produtos e dificuldade nas vendas
(SOUMARE et al., 2020; STAMENKOVIC et al., 2018). Isso pode ser relacionado a
diversos fatores como a ma utilizacao pelo agricultor, a baixa qualidade do produto,
a problemas na producédo e formulacdo de inoculos, a heterogeneidade do solo e a
nao resisténcia dos produtos a microbiota do solo (BASHAN et al., 2014; VASSILEV
et al., 2015). Portanto, fabricantes e cientistas tém buscado superar esses gargalos
associando uma combinacdo de conhecimentos de aspectos microbianos e técnicos
para melhorar a confiabilidade e o uso pratico desses produtos (STAMENKOVIC et
al., 2018).

Vassilev et al. (2015) descreveram algumas etapas importantes para o
desenvolvimento de um biofertilizante, sendo elas: (a) isolamento e sele¢cdo do
microrganismo efetivo e competitivo para um sistema especifico ou uma variedade
de culturas; (b) caracterizacdo do microrganismo selecionado no meio de
crescimento otimizado e nos parametros do processo de fermentacdo; (c) estudos
de aplicacdes no campo; (d) desenvolvimento de um método de formulacdo para
garantir a persisténcia microbiana no solo, inclusive sob condicdes estressantes; (e)
producéo a nivel comercial (aumento de escala); (f) desenvolvimento de um sistema
de controle de qualidade para a producdo e armazenamento; e (g) desenvolvimento

de métodos de aplicagdo em campo para garantir os beneficios reivindicados. Sendo
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qgque sao necessarios esforcos em todas as etapas de desenvolvimento para
assegurar a qualidade do produto e para que ele possa de fato “competir” com o

mercado de fertilizantes quimicos.

1.4.1 Cultivo microbiano

Diversos sao 0s microrganismos e seus mecanismos de acao que estao
sendo estudados para se ter uma melhor compreensao dos beneficios da interacéo
entre microrganismo-planta para uso como produtos biolégicos. Porém, um dos
entraves na producdo e avanco da industria de biofertilizantes esta relacionado a
producéo desses microrganismos em larga escala.

O cultivo de microrganismos pode ser dividido em duas classes principais:
cultivo submerso (CSm) ou cultivo em estado solido (CES). Embora o CSm tenha
vantagens conhecidas relacionadas a instrumentagdo do biorreator e controle de
processos, facilitando o processo de aumento de escala e a producéo industrial
principalmente para inoculantes bacterianos, o CES pode ser particularmente
vantajoso para o cultivo de fungos filamentosos, porque simula o habitat natural
desses microrganismos (BARRIOS-GONZALEZ, 2012; FARINAS, 2015)
apresentando taxas de crescimento superiores quando comparado ao crescimento
em CSm (ASHOK et al., 2017; SINGHANIA et al., 2009; VASSILEV et al., 2015).

Os propagulos fungicos produzidos por CSm, também chamados de conidios
submersos ou blastosporos sdo menos desejados, pois possuem viabilidade mais
curta, menor resisténcia a luz ultra-violeta, viruléncia e resisténcia a fatores abioticos
mais baixa que os conidios produzidos por CES (HOLDER et al., 2007; MUNIZ-
PAREDES; MIRANDA-HERNANDEZ; LOERA, 2017; MUNOZ et al., 1995). Porém,
possuem infeccdo e germinacdo mais rapidas quando adicionadas ao solo
(MASCARIN; JARONSKI, 2016). Apesar de ser mais comum o cultivo de fungos do
género Trichoderma em CES, KOBORI et al. (2015) otimizaram a producdo de
microesclerédios de Trichoderma harzianum por CSm em frascos. Os
microesclerodios sdo propagulos fungicos mais resistentes que o0s conidios aéreos,
e até entdo ndo haviam sido relatados na literatura a producdo desses propagulos
por Trichoderma spp. Os autores também comprovaram a eficAcia dos
microesclerédios para o controle biolégico observando uma redug¢éo no tombamento
de sementes de meldo em substrato infestado com Rhizoctonia solani. Esses

estudos demostraram a importancia da avaliacdo de um conjunto de fatores



38

bY hY

associados ndo somente a producdo dos microrganismos, mas também a
capacidade de acao posterior e a viabilidade dos microrganismos produzidos por
diferentes formas de cultivo.

O cultivo de microrganismos em residuos agricolas pode resultar em esporos
de alta qualidade que podem ser utilizados para inoculacdo de sementes ou
incorporados em géis de polissacarideos naturais (STOJANOVIC et al., 2019). Além
disso, foi relatado que tais esporos sdo mais eficientes do que aqueles cultivados
por CSm, pois possuem maior adeséo as raizes das plantas e sdo mais resistentes
as condicBes prejudiciais do meio ambiente (VASSILEV et al., 2015). Diante desse
fato, percebe-se que vérios fatores devem ser levados em conta para a producao
dos microrganismos para posterior utilizacdo nas formulagcbes dos produtos
biologicos, sendo que para a producéo de fungos filamentosos a utilizacdo da CES
se mostra bastante promissora. O cultivo de Trichoderma spp. para bioformulacdes
comerciais atualmente é feito, em sua maioria por CES.

Vale ressaltar também que além do cultivo microbiano propriamente dito,
existem etapas fundamentais que antecedem e sucedem a producdo dos
microrganismos. Estas sdo denominadas respectivamente de “upstream” e

“‘downstream”, representadas na Figura 1.4.
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Figura 1. 4 - Processos upstream e downstream do cultivo microbiano envolvidos na

producdo de um produto bioldgico.

Esterilizagao dos equipamentos e biorreator
Upstream * Preparagéo e esterilizagao do meio de cultivo

Preparagao do inéculo

Cultivo submerso (CSm)

Cultivo
microbiano

Cultivo em estado sélido (CES)

« Separacao das células microbianas

Downstream * Formulagao dos produtos biologicos

+ Tratamento de residuos

Fonte: o autor

A etapa upstream de um bioprocesso de cultivo microbiano envolve
principalmente a esterilizacdo de equipamentos e meios de cultivo, assim como a
preparacdo do inoculo das linhagens microbianas. Os processos ligados a etapa
upstream sdo importantes para garantir a pureza do inoculante, assim como evitar a
contaminacdo na etapa do cultivo microbiano por cepas de microrganismos
indesejados. A contaminacdo do processo pode inviabilizar a utilizacdo do inoculante
no campo ou gerar a perda completa da producdo do inoculante. A etapa
downstream de um bioprocesso de cultivo microbiano esta relacionada a separacao
e purificacdo de produtos e subprodutos ao tratamento de efluentes e o processo de
producdo do biofertilizante ou inoculante. Sendo esses processos fatores cruciais
para a obtencdo de produtos biolégicos de qualidade, para que se possa garantir o
efeito benéfico do microrganismo quando aplicado ao campo, colaborar para o

aumento do tempo de prateleira e a formulacéo desse produto.
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1.4.2 Formulacdes

O sucesso da aplicacdo dos produtos biolégicos no campo requer a
conservacao dos microrganismos, e as barreiras para a ampla comercializagdo dos
produtos bioloégicos costumam ser as limitacdes das formulacdes (BASHAN et al.,
2014; SCHOEBITZ; BELCHI, 2016). Os desafios enfrentados na formulacdo de
produtos biolégicos estao relacionados a protecdo quimica e fisica insuficientes para
manutencdo da viabilidade celular e prevencdo de problemas de dessecacéao e
contaminacao (MITTER et al., 2021). Para contornar essas dificuldades sé&o
necessarios investimentos e pesquisas em novos processos de producdo de
biofertilizantes e protecdo dos microrganismos.

VASSILEYV et al. (2020) descrevem trés principais fun¢des das formulagdes
de inoculantes: (a) proporcionar um microambiente adequando para a(s) cepa(s)
microbianas, mantendo a viabilidade durante o armazenamento; (b) capacidade de
suportar a competicdo com a microbiota nativa do solo; e (c) reduzir as perdas por
depredacéo pela microbiota apos a formulacdo ser adicionada ao solo. Por esses
motivos, a formulacéo é um fator importante no sucesso do produto biologico.

Em geral, existem dois tipos de bioformulagcbes, as soélidas e as liquidas.
Inoculantes liquidos sdo as culturas microbianas misturadas com agua, Oleo ou
aditivos, como polimeros, que melhoram a viscosidade, capacidade de dispersao
celular e estabilidade do produto (VASSILEV et al., 2020). As formulacdes liquidas
tém a vantagem de serem mais facilmente aplicadas pelos agricultores, porém os
microrganismos nao sao suficientemente protegidos contra as condicdes ambientais
e contaminacfes e normalmente possuem baixo tempo de prateleira, pois a
atividade metabdlica dos microrganismos diminui rapidamente apds a fabricacao
(KAMINSKY et al., 2019; SCHOEBITZ; BELCHI, 2016), e o in6culo liquido tem
liberacdo instantanea e rapida apds aplicacéo no solo (VASSILEV et al., 2020).

As formulacbes sodlidas sédo preparadas contendo o0 microrganismo, um
aglutinante e o transportador/carreador. Os carreadores podem ser organicos ou
inorganicos, onde o biofertilizante pode ser na forma granular ou microgranular, pés
ou granulos molhaveis (MISHRA; ARORA, 2016; VASSILEV et al., 2020). Os
carreadores normalmente sao turfa, residuos agroindustriais, vermiculita, perlita,
argilas, fosfato de rocha, sulfato de calcio e polissacarideos (MISHRA; ARORA,
2016; SAHU; BRAHMAPRAKASH, 2016). A bioformulacdo solida tem como
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vantagem um mais facil armazenamento e transporte e vida util prolongada quando
comparado com as formulacdes liquidas (MISHRA; ARORA, 2016). Observa-se uma
crescente demanda pelo desenvolvimento de novas bioformulagbes para que seja
possivel a substituicdo, mesmo que parcial, dos pesticidas quimicos.

Dentre as abordagens que chamam a atencdo para o desenvolvimento de
uma formulagdo, o encapsulamento, técnicas de revestimento ou incorporacdo de
células em uma matriz, tem sido considerado como ferramenta eficiente para a
protecao de microrganismos, permitindo uma liberacdo gradual e aumentando a vida
de prateleira de produtos biolégicos por proteger as células das condi¢des adversas
como temperatura, luz, pH, umidade (HOYOS-LEYVA et al., 2018; MISHRA,
ARORA, 2016; SCHOEBITZ; BELCHI, 2016; SCHOEBITZ; LOPEZ; ROLDAN, 2013;
VASSILEV et al, 2020). Essas técnicas tendem a estabilizar as células,
proporcionando menos exposicao a estresses bidticos e abioticos, potencializando
sua viabilidade (SCHOEBITZ; BELCHI, 2016).

Nesse contexto, o amido & um biopolimero renovavel e disponivel
amplamente na natureza e sua utilizacdo na microencapsulacdo é promissora pois
possui baixo custo, alta disponibilidade e diversas funcionalidades como retencédo de
agua, alta ou baixa viscosidade, podendo encapsular diversos tipos de materiais,
como vitaminas, lipideos, pigmentos, drogas, herbicidas, proteinas e
microrganismos, entre outros (HOYOS-LEYVA et al., 2018). A adeséao das células ao
amido pode gerar esse efeito protetor e aumentar as taxas de sobrevivéncia aos
processos de secagem (SCHOEBITZ; BELCHI, 2016). Uma vantagem adicional
pode ser citada sobre o uso do amido é que ele pode servir de fonte de carbono
para 0os microrganismos presentes na formulacdo, ndo dependendo do acesso a
nutrientes disponiveis no microambiente.

Melhorar a vida util do produto biolégico mantendo as suas caracteristicas é
essencial para o sucesso no uso. O metabolismo das células microbianas, como
tolerancia ao pH e temperatura, capacidade de esporulacdo, e tolerancia a
dessecacéo, afetam diretamente a sobrevivéncia dos microrganismos no processo
de producdo de biofertilizantes. Por isso, as condi¢cdes de processamento dos
biofertilizantes devem possuir temperaturas amenas. O método da extrusao a frio é
uma alternativa para a granulacdo do biofertilizante minimizando os efeitos da
inativacdo das células pela temperatura. Importantes sugestfes para aumento da

vida de prateleira do produto sdo a diminuicdo da umidade da formulacdo e
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armazenamento em temperaturas mais frias (SABERI-RISEH et al., 2021; XAVIER,;
HOLLOWAY; LEGGETT, 2004). Muitos esforcos vém sendo realizados na pesquisa
para melhoramento da qualidade desses produtos. Nesse cenario, estdo surgindo
novas técnicas para o desenvolvimento de novos produtos, com cepas previamente

selecionadas atuando isoladas ou co-inoculadas.

1.5CONSIDERACOES FINAIS

Associando as teméticas descritas nos tépicos anteriores, a producdo de um
biofertilizante com o principio de um micro reator, contendo rocha fosfatica, uma
fonte de carbono e microrganismos incorporados em uma matriz de amido, pode ser
uma alternativa sustentavel na agricultura moderna. Além do mais, devido a
producéo de estruturas mais resistentes como os esporos, dos fungos filamentosos
aqui abordados, a formulacdo sélida granular € uma alternativa interessante para a
manutencdo da viabilidade das células. A avaliagdo de microrganismos isolados e
da combinacdo dos fungos Trichoderma e Aspergillus pode contribuir para a
obtencdo de um produto com multiplas fungcbes. Portanto, é de grande interesse
tecnolégico o desenvolvimento de um processo passivel de escalonamento para a
producdo de biofertilizantes, utilizando microrganismos com capacidade de

solubilizacdo de fosfato, controle biolégico e de crescimento de plantas.
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OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Essa tese teve como objetivo desenvolver uma rota, passivel de

escalonamento, para producdo de biofertilizantes granulares a partir de extrusao a

frio utilizando a rocha fosfatica como carreador e uma fonte de nutrientes para dar

suporte aos microrganismos (Aspergillus niger e Trichoderma spp.) atuarem de

forma isolada ou combinada na solubilizacdo do fésforo, controle biolégico e

promogéao do crescimento de plantas.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Para o cumprimento do objetivo geral foram cumpridas as seguintes etapas:

a)

b)

f)

Caracterizar fisica, quimica e morfolégica das rochas fosfaticas a partir de
metodologias como microscopia eletrénica de varredura (MEV), difracdo de
raios-X (DRX), fluorescéncia de raios X (XRF); tamanho de particulas (peneira
vibratoria) e area superficial especifica (BET).

Selecionar microrganismos a partir de cultivos liquidos para avaliar a
solubilizacdo de fésforo (P) das rochas fosfaticas brasileiras Pratapolis e
Registro na forma livre e Bayovar (Peru) utilizando as cepas de Aspergillus
niger C, Trichoderma harzianum LQC99 e Trichoderma asperelloides LQC96
isoladas e em co-cultivo.

Padronizar o processo de producdo dos esporos de Aspergillus niger e
Trichoderma spp.

Desenvolver de um protocolo padrédo para a producdo do biofertilizante
granular contendo rocha fosfatica, amido em pé e esporos dos
microrganismos encapsulados em uma matriz de amido gelatinizado.

Produzir biofertilizantes granulares com as cepas isoladas de Aspergillus
niger C e Trichoderma asperelloides LQC96 e combinadas em diferentes
proporcoes, para a avaliacdo da solubilizacdo de P e controle bioldégico do
Fusarium oxysporum in vitro.

Aprimorar a producdo do biofertilizante visando diminuir etapas e utilizar o

préprio material de cultivo dos microrganismos na formulacgéo.
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g) Avaliar o granulo biofertilizante com relagdo a viabilidade, densidade de
particulas e forca maxima de compressdo diametral em diferentes
formulacdes.

h) Aplicar os gréanulos biofertilizantes com as cepas isoladas e combinadas de
Aspergillus niger C e Trichoderma asperelloides LQC96 em rizotron para

avaliacdo do crescimento de plantas de tomate e da dinamica do P em solo.
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CAPITULO 2

Caracterizacéo das rochas fosfaticas e solubilizacdo em cultivo submerso das

rochas em p6 com microrganismos em cultivo isolado e combinado

1. INTRODUCAO

A presenca do fésforo € indispensavel para a producdo de alimentos. As
principais matérias-primas para a producédo de fertilizantes fosfatados séo as rochas
fosfaticas (RFs), porém, essa é uma matéria-prima ndo renovavel. As RFs podem
ser definidas como minerais contendo concentracdes de fosfato altas o suficiente
para serem utilizadas comercialmente (LOTTERMOSER, 2010). Os fosfatos naturais
apresentam como caracteristica comum serem constituidos de minerais do grupo
das apatitas (LOTTERMOSER, 2010; TOLEDO; PEREIRA, 2001). A diversidade dos
minerais apatiticos se da pela formacédo sob regimes geologicos distintos e por
sofrerem transformacdes por intemperismo, lixiviacdo, precipitacdo e contaminacdes
(TOLEDO; PEREIRA, 2001). O beneficiamento das RFs leva em consideracdo nao
somente a concentracdo dos minerais fosfatados, mas também a concentracdo de
radioatividade do material (LOTTERMOSER, 2010).

A apatita pode ser representada de forma geral como Ca1o(POa4)sX2, onde X pode
sofrer substituicdo por flaor (F) (fluorapatita) ou cloro (CI) (clorapatita) ou hidroxila
(OH) (hidroxiapatita) (Toledo, 2001). As RFs ocorrem em varios tipos de depdsitos e
0s depositos exploraveis podem ser divididos em: (a) fosforitas e depdsitos
sedimentares ou também conhecida como francolitas, sdo bastante encontradas nos
EUA, Marrocos, Egito e Austrdlia oriental; (b) carbonatitos e rochas igneas alcalinas
contém a maior concentracao de fosfato na forma de fluorapatitas e sédo encontrados
no Brasil, Canad4, Australia ocidental e RuUssia; e (c) depdésitos de guano,
originalmente encontrados em ilhas do Oceano Pacifico (LOTTERMOSER, 2010).

Cerca de 90 % da producdo mundial de fertilizantes fosfatados ocorrem a partir
do processamento quimico das RFs, sendo a abordagem mais comum e barata.
Porém, esse processo envolve um alto custo energético e geracdo de residuos
nocivos ao meio ambiente (CANOVAS et al, 2018, CONAMA, 2011;
LOTTERMOSER, 2010; UNEP, 2011). Esse modelo de producéo de fertilizantes

fosfatados gera fertilizantes com elevada solubilidade, ou seja, de rapida liberacao
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dos nutrientes (CHAVES; OBA, 2004). Isso pode gerar uma baixa eficiéncia no
aproveitamento dos fertilizantes fosfatos, pois apesar da disponibilidade desse
nutriente ser alta nos fertilizantes fosfatados, o P é altamente dependente do pH do
solo. Esse nutriente pode ser rapidamente fixado a metais como ferro e aluminio em
solos &cidos (pH < 6,5) (solos tropicais, como 0s solos brasileiros) e em solos mais
alcalinos (pH > 7,2) é fixado principalmente ao calcio e magnésio (RAVEN, 2015;
TANDON et al.,, 2020). Estima-se que somente 15% dos fertilizantes fosfatados
aplicados seja utilizado pelas plantas, sendo que o restante acaba complexado no
solo ou arrastado pelas chuvas (CHAVES; OBA, 2004).

O uso direto da rocha fosfatica no solo nao é atrativo aos agricultores devido a
baixa solubilidade desse material, que pode demorar meses/anos para ficar
disponivel, ndo sendo utilizado pelas primeiras culturas (CHAVES; OBA, 2004,
PLOTEGHER, 2014). Sendo assim, algumas alternativas para aumento da
solubilidade desse material vem sendo estudadas, como ativagcdo mecanica atraves
da moagem da rocha (PLOTEGHER, 2014), ou a utilizacdo de microrganismos
capazes de produzir acidos organicos (KLAIC et al., 2017). Diante disso, ha a
necessidade de se utilizar os recursos naturais fosfatados de forma mais eficiente,
buscando diminuir o custo da producdo agricola e reduzir os riscos ambientais
associados tanto a producéao de fertilizantes, como a utilizacdo excessiva no solo.

Um fator fundamental para compreensdo dos processos de solubilizacdo
biologica das RFs esta relacionado com as suas caracteristicas fisico-quimicas. Por
isso, a primeira etapa desse trabalho estd dedicada a caracterizacdo das rochas
brasileiras utilizadas (Registro e Pratapolis) e o estudo da solubilizac&o biolégica por
cepas de Trichoderma harzianum, Trichoderma asperelloides e Aspergillus niger
isolados e combinados, com o objetivo de selecionar a RF a ser utilizada para a
producéo do granulo fertilizante e a selecdo dos microrganismos solubilizadores de

fosfato com maior compatibilidade.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 ROCHAS FOSFATICAS

As rochas fosfaticas de Pratapolis (RFpratapoiis) € a de Registro (RFRegistro),
originarias do Brasil, foram gentilmente doadas pela Nutrisafra Fertilizantes Ltda.
(Cosmoépolis, Sao Paulo, Brasil). Para utilizacéo, as rochas foram secas a 80 °C por
24 h em estufa com circulacdo de ar e apGs secagem passaram por peneiras para
padronizacdo do tamanho de particula (<500 pum). A rocha fosfatica Bayodvar
(RFgayovar), Utilizada como um controle nos ensaios de solubilizag&o, foi submetida a
tratamento mecéanico por 10 min em moinho orbital (Modelo CT-251, Servitec)
constituido de pote de porcelana e bolas de alumina (KLAIC et al., 2017). As rochas
foram armazenadas em sacos plasticos para posterior caracterizacdo e utilizacao

nos ensaios de solubilizagéo.

2.2 CARACTERIZACAO DAS ROCHAS FOSFATICAS

2.2.1 Analises quimicas

As analises quimicas das RFpraapois € RFregisto foram realizadas por
fluorescéncia de raios X (FRX), utilizando a técnica de fuséo de tetraborato de litio.
O flaor (F), enxofre (S) e cloro (Cl) também foram analisados a fim de confirmar as
estruturas indicadas pelas analises de FRX. F foi determinado por fusédo alcalina e
determinacao de ions especificos, o S foi determinado por analise de infravermelho,
e o Cl foi determinado por fluorescéncia de raios-X com p6é compactado. As andlises

foram realizadas pela SGS Geosol Laboratérios Ltda.

2.2.2 Difracao raios X (DRX)

A difratometria por raios X foi aplicada as amostras das RFpratapolis € RFRegistro
para avaliar as fases mineraldgicas. Foi utilizado um difratbmetro LabX XDR-6000
(Shimadzu, Jap&o) operado com radiacdo Cu Ka (A = 1,54056 A), tenséo de 30 kV e
corrente de 30 mA. Os difratogramas foram registrados na faixa 206 de 5-70°, com
varredura continua a 2°/min. Para identificacdo das fases cristalinas foi utilizado o

software Match! e a biblioteca padrdo Power Diffraction File 2 (PDF2).
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2.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das rochas foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura
acoplada a espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (MEV-EDS), utilizando
um microscopio JSM-6510 (JEOL, Japao). As amostras foram colocadas sob o stub
(porta amostra) por uma fita de carbono e o excesso foi retirado com o auxilio de um
soprador de ar. Em seguida, as amostras foram recobertas com uma fina camada de
ouro e colocadas em dessecador até serem analisadas. O equipamento utilizado
operou a uma tensao de aceleragéao de 5 kV.

2.2.4 Tamanho de particula e area superficial

O tamanho das particulas foi avaliado em maquina agitadora de peneira
(SoloTest, Brasil) durante 30 min. As peneiras utilizadas tinham de 53 a 500 um. A
partir da massa retida nas peneiras calculou-se as porcentagens relacionadas aos
tamanhos de particulas. A area superficial especifica foi determinada por adsorcéo
isotérmica de nitrogénio, utilizando um instrumento Micromeritics ASAP-2020, de

acordo com o método 5-point BET (Brunauer-Emmett-Teller).

2.3 SOLUBILIZACAO MICROBIOLOGICA DAS ROCHAS EM PO

A fim de selecionar a rocha e entender o comportamento de solubilizacdo das
cepas de Aspergillus e Trichoderma axénicas e combinadas, foram realizados
ensaios de solubilizacdo da rocha fosfatica em p6 em cultivo submerso (CSm). Os

microrganismos utilizados e as condi¢des de cultivo estdo descritas a seguir.

2.3.1 Microrganismos

As cepas utilizadas de Trichoderma harzianum LQC-99 e Trichoderma
asperelloides LQC-96, que apresentam antagonismo a fitopatdgenos (REZENDE et
al., 2020), foram obtidas da Colecdo de Microrganismos de Importancia Agricola e
Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio Ambiente (Jaguariiina, S&o Paulo, Brasil). O
Aspergillus niger C (BRMCTAA 82), que possui alta capacidade de solubilizacdo de
fosfato (KLAIC et al., 2017), foi obtido na Embrapa Agro Industria de Alimentos (Rio
de Janeiro, Brasil). Esses microrganismos foram armazenados a - 80 °C em uma

solugéo de glicerol (30% em massa) e NaCl (0,9% em massa). Ambos os fungos,
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Trichoderma e Aspergillus, foram reativados em batata dextrose &agar (BDA)
(Acumedia, EUA). As cepas de Trichoderma spp. cresceram a 25 + 2 °C com
fotoperiodo de 12 h por 7 dias, e o Aspergillus niger cresceu a 30 + 2 °C por 6 dias.
Os esporos foram suspensos em solugéo esterilizada de Tween 80 (0,5% v/v) em
agua destilada, e a contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer.

2.3.2 Cultivo submerso

A partir da quantidade de P>Os quantificada nos ensaios de caracterizagao, a
adicdo de P foi padronizada a 670 mg/L meio de cultivo, para que todos os
experimentos se iniciassem com a mesma quantidade desse componente. O meio
nutriente de cultivo utilizado foi o meio PKV (PIKVOSKAYA, 1948), com a
composicgao: glicose (1%); (NH4)2S04 (0,5%); NaCl (0,2%); MgSOa4-7H20 (0,1%); KCI
(0,2%); MnSO4-H20 (0,002%); FeSO4-7H-0 (0,002%); extrato de levedura (0,5%). O
pH do meio de cultura foi ajustado para 7,0 e esterilizado. Todos os materiais
utilizados no cultivo e 0 meio de cultivo foram autoclavados a 121 °C por 20-30 min e
a pressao de 1 atm.

Foi realizada uma etapa de pré-cultivo dos microrganismos antes do cultivo
de solubilizacdo das rochas fosfaticas. No pré-cultivo foram adicionados 1,2 x 107
esporos/mL de meio PKV dos esporos extraidos do cultivo em placas de BDA. O
pré-cultivo e cultivo foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo
100 mL de meio PKV. Os frascos do pré-cultivo foram incubados por 48 horas, a 30
°C, em shaker com agitacdo a 220 rpm. Apo6s o pré-inoculo preparado, para a
solubilizacédo das rochas em po, foi adicionado 10% (v/v) da suspensao proveniente
da etapa de pré-cultivo ao meio PKV e as diferentes rochas (RFpratapolis, RFRegistro €
RFgaysvar). OS ensaios de solubilizagdo foram realizados a 30 °C, 220 rpm, por 120 h.
Os ensaios de co-cultivo foram realizados utilizando 5% (v/v) dos in6culos de cada
cepa. Os controles negativos foram a solubilizacdo das rochas sem a presenca dos
microrganismos, sendo esses valores do controle subtraidos dos valores finais dos
cultivos microbianos.

Apés a finalizacdo do cultivo, o meio foi filtrado utilizando bomba de vacuo
com papel de filtro Whatman n ° 1, e posteriormente centrifugado a 7000 rpm por 20
min, a 20 °C. O sobrenadante coletado foi utilizado para quantificagcdo do pH final,
acidez total titulavel e fésforo solavel liberado. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata, com célculo da média e desvio padréao.
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2.4 METODOS ANALITICOS

2.4.1 Determinacgdo do pH e acidez total titulavel

O pH final do meio foi determinado em um medidor de pH (PG1800, Gehaka,
Brasil). Para a determinagao da acidez total foi titulado 20 mL do sobrenadante com
uma solucdo de hidroxido de sodio (1M) e fenolftaleina como indicador (MAPA,
2013). A acidez total determina a concentragdo total de espécies acidas do meio de

cultura, sendo os resultados séo expressos em mol de NaOH/L.

2.4.2 Determinacgéo de fésforo soltvel

O teor de fésforo soluvel foi determinado pelo método colorimétrico adaptado
de Murphy e Riley (1962) no qual a amostra reage com solucéo de acido ascorbico
(0,4 mol L), &cido citrico (0,03 mol L) e um reagente composto por solugdo de
acido sulfarico (4,7 mol L), solucdo de molibdato de amonio e antimdnio (0,08 mol
LY) e solugdo de tartarato de potassio (0,05 mol L?). Esta mistura reagiu a 50 °C
durante 15 minutos, formando um complexo azul. A concentracdo do complexo foi
determinada por espectrometria UV-Vis em 880 nm em espectrofotbmetro de
Microplaca Epoch 2 (BioTek, EUA).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As comparacdes entre os teores de P solubilizado foi realizado por analise de
variancia e o teste de comparacfes multiplas de Tukey, ou de Kruskal-Wallis em
casos de heterogeneidade de variancia (verificada pelo teste de Bartlett).
Correlacbes de Pearson foram calculadas entre os teores de P, acidez total titulavel
e pH. O nivel de significaAncia adotado foi de 5% e o software utilizado foi o R versao
4.0.0.
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3 Resultados e discussao

2.3CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICAS E MORFOLOGICAS DAS
ROCHAS FOSFATICAS

As caracterizagbes das rochas foram realizadas para melhor compreensao
das caracteristicas quimicas, fisicas e morfolégicas e entendimento de como essas
caracteristicas afetam a solubilizacdo do fésforo presente nessas rochas. As
caracteristicas do RFgaysvar foram descritas anteriormente por Klaic et al., (2017).

As fases cristalinas da rocha Pratapolis (RFpratapoiis) € da rocha de Registro
(RFregistro) foram investigadas pela difratometria de raios X (DRX) e os resultados
estdo apresentados na Figura 2.1 e 2.2. A composi¢cdo quimica das rochas,
avaliadas por fluorescéncia raios X (FRX), e alguns resultados das caracteristicas
fisicas e morfologicas das rochas estédo descritas na Tabela 2.1.

A analise de DRX mostrou as principais fases cristalinas presentes na
RFpratapolis (Figura 2.1). Por meio dessa técnica foi possivel identificar a fluorapatita
(Cas(PQa)sF, arquivo de difratograma PDF2 # 00-010-0355) e gesso (CaSOa4-2H.0,
arquivo de difratograma PDF2 # 00-036-0432) como fases principais. Fases
menores, como brushita (Ca(POsOH)-2H20, arquivo de difratograma PDF2 # 00-
011-0293) e quartzo (SiO2, arquivo de difratograma PDF2 # 01-081-1665) também
podem estar presentes. As fases identificadas foram consistentes com a analise
guimica por fluorescéncia de raios X (Tabela 2.1), que mostrou a presenca de P2Os
(17,80% em massa), CaO (36,10% em massa), S (8,62% em massa) e F (1,31% em
massa) como principais constituintes das fases presentes na composi¢cdo do
RFpratapolis-

A partir dos resultados das caracterizacdes (Figura 2.1 e Tabela 2.1) foi
possivel fazer alguns célculos e predizer a porcentagem em massa das principais

fases mineralégicas encontradas na rocha.
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Figura 2. 1 - Padrdo de difragdo raio X obtido para a rocha fosfatica Pratapolis
incluindo as informacg@es dos picos extraidas e as fases minerais identificadas.
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Tabela 2. 1 - Fluorescéncia raios X das rochas fosfaticas juntamente com os

resultados de area superficial, tamanho dos poros e de particulas.

RegIStrO (RFRegistro) PratépO|IS (RFPratépolis) Bayéval' (RFBayévar)*

Oxidos (%)

(% em massa)

(% em massa)

(% em massa)

SiO; 2,21 6,31 4,42

Al2O3 3,91 14 0,96

Fe20s 14,1 1,07 0,87

CaO 34,9 36,1 46,6

MgO 0,36 0,69 0,53

TiO; 0,63 0,14 0,07

P20s 28,08 17,8 30,73

Na.O 0,51 0,59 1,98

K20 0,08 0,19 0,30

MnO 1,69 0,03 0,01

Perda por ignicéo 6,54 14,07 10,57

Total 93,01 78,39 97,04

F (%)? 1,18 1,31 2,236
S (%)P 0,78 8,62 nd
Cl (%)° <0,002 0,12 nd

Area superficial BET (m?/g) 9,59 39,36 22,2
Largura do poro de adsorcéo (A) 68,85 85,43 nd
Largura do poro de dessorcéo (A) 65,42 95,38 nd

Tamanho de particula %

53-106 pm 30,42 55,14 nd
<53 um 64,12 15,53 nd

2 Determinado por andlise de ions especificos; PDeterminado por espectroscopia
infravermelho; ¢ determinado por fluorescéncia raios X; nd: ndo determinado; *Klaic

et al. (2017).

Considerando que todo o flior (F) determinado provém apenas da fase

fluorapatita (Cas(POa) 3.F, 504 g/mol), podemos calcular as fragbes molares de cada

elemento.
MMFlﬁor 9
Xp = = = 0,0377
F MMFluorapatita 504
X, = MMFésforo _ 93 — 0.1845
P MMFluorapatita 504 ’
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MMCélcio 200
Xca = = = 0,3970
ca MMFluorapatita 504

Fazendo a razdo Rrica entre as duas fracdes molares, teremos a razao molar

entre o flior e o célcio na fase fluorapatita:

o _ Xp _ 00377
Flta ™ X.. ~ 03970

= 0,0950

Tendo o valor da razdo e a quantidade de flior determinados (Tabela 2.1),
podemos calcular a quantidade de calcio que compde a fluorapatita:

)

F 1
Rejca = 7z 0,0950 = ~— > Ca = 13,79%

Transformando esse valor em 6xido de calcio:

Ca - 56

CaOFa = 40

=19,31%

Subtraindo a quantidade de 6xido de célcio para fluorapatita CaOra do valor
total CaOrota (Tabela 2.1) determinado, teremos a porcentagem de Oxido de calcio

nas outras fases:

CaOoytras fases = CaOrotqr — CaOpq = 36,1 — 19,31
CaOoputras fases = 16,79%

Fazendo a razdo entre o flior e o fésforo (Rrp), podemos determinar a

guantidade de fésforo que proveniente desta fase:

o Xe_ 00377
FIP ™ X, 0,1845

= 0,2045

Com base no teor de fltor, podemos determinar a quantidade de fésforo nesta

fase:

)

F 1
Rpjp == — 0,2045 = - P =641%

P P
Transformando esse valor para a quantidade de pentéxido de fosforo (P20s):

6,41 - 142
Py05pq = 62 = 14,68%
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Subtraindo a quantidade de pentoxido de fésforo da fluorapatita (P20s ra) do
valor total de P20s total (Tabela 2.1) determinado, teremos o percentual de pentoxido
de fosforo nas outras fases:

P205 outras fases — PZOS Total P205 Fa — 17,8 - 14,68
P,05 outras fases = 3,12%

E assim, podemos somar 0s percentuais determinados para a fase de
fluorapatita e obter a quantidade, em massa, que esta fase representa na rocha
fosfatica (% Fa):

%Fa = %F + %P,05 g + %Ca0r, > %Fa = 35,3%

Utilizando as massas restantes e assumindo que todo o P restante esta na
forma de brushita (Ca(PO30H)-2H>0, 172 g/mol), podemos determinar a % de

brushita (% Br) da mesma forma que foi realizado para a fluorapatita, sendo assim:

MMCélcio 40
Xea = = = 0,2325
ca MMFluorapatita 172
MM, 1
XP _ Fosforo —0,1802

h MMFluorapatita a 172

Fazendo a razdo entre o fosforo e o célcio (Rpca) entre as duas fracdes

molares, teremos a razao molar entre o flUor e o calcio na brushita:

e _ Xe _ 01802
P/ta ™ x. ..~ 02325

= 0,775

Transformando o P20s ouras fases (= 3,12%) para P elementar (= 1,36%)

podemos calcular a quantidade de calcio que vem da brushita:

)

P 6
Rp/ca = Ca - 0,775 = Ca - Ca =1,76%

Transformando esse valor para 6xido de célcio (CaOgy):

Ca 56
40

Calg, = = 2,46%

Somando os percentuais determinados para a fase de brushita, teremos a

guantidade em massa que esta representa dentro da rocha fosfética:
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%BT = %P205 outras fases + %CaOBr - %BT‘ = 5,58%

Sendo assim, para a RFpraapolis pode-se observar pelos célculos que 35,3%
em massa da rocha correspondem a fase fluorapatita e aproximadamente 5,6%
correspondem a fase brushita, mostrando que as fases fosfatadas representam
aproximadamente 41% da composicdo dessa rocha. O restante da rocha, possui
outras fases constituintes, como 0 gesso, quartzo e outras fases minoritarias que
nao foram identificadas.

A Figura 2.2 mostra o perfil do difratograma da RFregisto. Sendo possivel
observar que as principais fases cristalinas presentes no foram fluorapatita
(Cas(POa)sF, arquivo de difratograma PDF2 # 00-034-0011) e hidroxiapatita (Cas
(PO4)30H, arquivo de difratograma PDF2 # 01-089-6439). No entanto, hematita
(Fe203, arquivo de difratograma PDF2 # 00-010-0355) e tracos de quartzo (SiOo,
arquivo de difratograma PDF2 # 01-081-1665) também foram identificados. A analise
de fluorescéncia de raios X (Tabela 2.1) confirmou a identificagdo dessas fases, pois
revelou a presenca de P>0Os (28,08% em peso), CaO (34,90% em massa), SiO2
(2,21% em massa), Fe>Os (14,10% em massa) e F (1,18% em massa). A presenca
desses componentes como principais constituintes das fases identificadas
confirmam a presenca de fluorapatita na RFRregistro.

Com esses resultados, assim como realizado para a rocha Pratapolis, foi
possivel estimar as fases fosfatadas (fluorapatita e hidroxiapatita) da RFregistro-
Sendo assim, considerando que todo o flior (F) determinado provém apenas da fase

fluorapatita (Cas(POa4)s.F, 504 g/mol), podemos calcular as fragbes molares de cada

elemento:
MMFlﬁOT 19
X, = = = 0,0377
F MMFluorapatita 504
MM, 93
XP — Fosforo — — 0,1845
MMFluorapatita 504
MMCélcio _ 200

Xca = 0,3970

B MMFluorapatita B 504
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Figura 2. 2 - Padrdo de difracdo raio X obtido para a rocha fosfatica Registro

incluindo as informacdes dos picos extraidas e as fases minerais identificadas
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Fazendo a raz&o Rrica entre as duas fragbes molares, teremos a razao molar
entre o fldor e o calcio na fase fluorapatita:

Xp _ 0,0377

Rrjca = = = 0,0950
Fita ™ .. 03970

Tendo o valor da razdo e a quantidade de fldor determinado (Tabela 2.1),

podemos calcular a quantidade de calcio que compde a fluorapatita:

)

F
Rrjca = gz = 0.0950 = ——

- Ca=12,42%
Transformando esse valor em 6xido de calcio (CaOra):

Ca 56
40

Calp, = =17,39%
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Subtraindo a quantidade de 6xido de calcio para fluorapatita CaOra do valor
total CaOrota (Tabela 2.1) determinado, teremos a porcentagem de 6xido de célcio

nas outras fases:
CaOopytras fases = CaOrotqr — CaOp, = 34,9 — 17,39
CaOopytras fases = 17,51%

Fazendo a razdo entre o flior e o fosforo (Rrp), podemos determinar a
guantidade de fésforo que proveniente desta fase:

Xp  0,0377

Rpjp= — = ——=10,204
FIP ™ X, 0,1845 0,2045

Com base no teor de flior, podemos determinar a quantidade de fosforo:

)

F
RF/P = F - 0,204‘5 = - P = 5,77%

Transformando esse valor para a quantidade de pentéxido de fosforo (P20s):

P -142
62

P205Fa = = 13,21%

Subtraindo a quantidade de pentoxido de fésforo da fluorapatita (P20s ra) do
valor total de P20Os Tota (Tabela 2.1) determinado, teremos o percentual de pentoxido

de fésforo nas outras fases:
P,0s outras fases = P, 05 Total — P,05r, = 28,08 — 13,21
P, 05 outras fases — 14,87%

E assim, podemos somar 0s percentuais determinados para a fase de
fluorapatita e obter a quantidade, em massa, que esta fase representa na rocha

fosfatica Registro (% Fa):
%Fa = %F + %P,05 pq + %CaOr, - %Fa = 31,78%

Utilizando as massas restantes e assumindo que todo o P restante esta na
forma de hidroxiapatita (Cas(PO4)sOH, 502 g/mol), podemos determinar a % de
hidroxiapatita (% Ha):

Xpq = MMcyicio _ 200

= = = 0,3984
MMFluorapatita 502
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X, = MMFésforo _ 3 — 01852
P MMFluorapatita 502 ’

Fazendo a razdo entre o fosforo e o célcio (Rpca) entre as duas fracdes

molares, teremos a razdo molar entre o flior e o calcio na hidroxiapatita:

o _ X _ 01852
P/Ca ™ Xx., 03984

Transformando 0 P2Os outras fases (= 14,87%) para P elementar (= 6,493%)

podemos calcular a quantidade de célcio que vem da hidroxiapatita:

6,493

P
Rpjca = 7= = 0,465 = - Ca = 13,96%

Transformando esse valor para oxido de célcio (CaOwa):

Ca - 56
CaOy, = =19,55%

40

Somando os percentuais determinados para a fase hidroxiapatita, teremos a

guantidade em massa que esta representa dentro da rocha fosfatica:

%Ha = %P, 05 gutras fasses + %Ca0yq = %Ha = 34,42%

Os resultados da analise mineralogica indicaram que aproximadamente 32%
em massa da RFregsto €Stdo na fase fluorapatita, e 34% em massa na fase
hidroxiapatita, o que representa 66,2% da sua composicdo em fases fosfatadas. A
RFregistro @apresentou quantidades superiores de fases fosfatadas quando comparada
a RFpratapoiis, que apresentou de fase fosfatada aproximadamente 41%. Segundo
descrito por Klaic et al. (2017) as principais fases observadas na RFgaysvar fOoram a
uma fase apatita (fluorapatita e hidroxiapatita) e quartzo, e pela analise mineraldgica,
as fases fosfatadas apresentaram, aproximadamente 75% (em massa) da
guantidade dessa rocha.

As morfologias das rochas fosfaticas foram observadas por microscopia
eletrbnica de varredura (Figuras 2.3 e 2.4). As caracteristicas fisicas, como area de
superficie e tamanho dos poros, estdo descritas na Tabela 2.1. Os tamanhos das
particulas foram determinados por meio de um sistema de agitador de peneira, que

revelou que a maior parte (55,14 + 2,6%) da RFpratapoiis pOSSuia particulas na faixa de
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53-106 um, enquanto 64,12 *+ 1,41% das particulas da RFregistro €ram menores que
53 um. Embora o tamanho de particula do RFRgegistro S€ja menor que 0 do RFpratapolis,
observou-se que a area superficial da RFprapoiis (39,36 m?/g) era cerca de 4 vezes
maior do que a do RFregistro (9,59 m?/g) e cerca de 2 vezes maior do que a area do
RFgayovar (22,2 m?/g).

A largura de poro de adsor¢cdo e dessorcdo se revelaram superiores na
RFpratapolis quando comparada a RFregistro, €SSes dados ndo foram determinados para
a RFgaysvar. AS caracteristicas de area superficial e largura de poros podem ter uma
importante influéncia na capacidade de acesso dos microrganismos ao mineral. As
imagens MEV das rochas mostraram que a superficie do RFpratapoiis €ra menos
estruturada (Figura 2.3), aparentemente mostrava maiores fissuras, enquanto o
RFregistro €ra mais liso, com uma superficie mais compacta (Figura 2.4).

Como a solubilizagéo das rochas depende muito das caracteristicas fisicas e
guimicas do material, esses resultados sdo importantes para a compreensao dos

resultados de cultivo microbiano, que estdo apresentados no proximo topico.
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Figura 2. 3 - Microscopia eletronica de varredura da rocha fosfatica Pratapolis
mostrando as caracteristicas das superficies das particulas (a) aumento de 1000
vezes e (b) 5000 vezes.
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Figura 2. 4 - Microscopia eletronica de varredura da rocha fosfatica Registro
mostrando as caracteristicas das superficies das particulas (a) aumento de 1000
vezes e (b) 2500 vezes.
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2.4 SOLUBILIZACAO MICROBIANA DE P DAS ROCHAS FOSFATICAS

O potencial de solubilizacdo biolégica de P foi avaliado utilizando cepas de
Aspergillus niger, Trichoderma harzianum e Trichoderma asperelloides de forma
isolada e em co-cultivo, nas trés diferentes rochas fosfaticas (RFRregistro, RFpratapolis €
RFgaysvar). Para a padronizacdo dos experimentos, foi adicionada a mesma
guantidade de P em todos os cultivos. Os resultados obtidos de quantidade de P
solubilizado, eficiéncia da solubilizacdo, acidez total titulavel e pH final do cultivo
estdo descritos na Figura 2.5.

Pode-se observar que o A. niger foi o mais eficiente dos fungos em promover
a solubilizacéo bioldgica do P presente nas trés diferentes RFs. A concentracdo de P
solubilizado por esse microrganismo foi aproximadamente 7,5 vezes maior que as
obtidas com as cepas de Trichoderma, e também foi superior aos cultivos com as
co-culturas dos microrganismos.

Para o cultivo isolado de A. niger, observou-se que uma diferenca estatistica
significativa na solubilizacdo do P contido na rocha RFgaysvar, SENdO Superior aos
valores obtidos para as rochas RFpraapoiis € RFregisto. A acidez total titulavel
produzido pelo A. niger foi superior a quantidade produzida pelas cepas de
Trichoderma, indicando que o mecanismo de solubilizacdo do P por A. niger foi
devido a acidificacdo do meio pela producdo de acidos organicos. Isso foi
evidenciado pela alta correlacdo de Pearson entre acidez total titulavel e a
concentracéo de P (r = 0,94, Figura 2.6).

O padrao de producéo de acidos organicos € especifico para cada isolado de
fungo. Aspergillus é conhecido por sua alta capacidade de producdo de &cidos
organicos, especialmente os acidos citrico, oxalico e glucbnico, que desempenham
papéis fundamentais na solubilizacédo de fosfato (CHUANG et al., 2007; KLAIC et al.,
2018b; MENDES et al., 2014; REYES et al., 2001).
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Figura 2. 5 - Solubilizacdo biologica das rochas fosfaticas utilizando inocula¢des de
microrganismos isolados e combinados. (a) quantidade de P solubilizado e eficiéncia
de solubilizagdo; (b) acidez titulavel; (c) pH final do cultivo. Os experimentos foram
realizados em cultivo submerso com os pés de rocha fosfatica em meio de cultura
PKV (pH inicial 7,0), 30 °C e 220 rpm por 120 h. Os cultivos foram inoculado e co-

inoculado com Aspergillus niger (AN), Trichoderma harzianum (TH) e Trichoderma
asperelloides (TA).
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*Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (nivel de
confianca de 95%) para diferentes rochas fosfaticas, mas 0s mesmos
microrganismos.

Mesmo a RFgaysvar tendo sido utilizada como um controle positivo, pois ja

havia passado por um processo fisico (moagem) para aumento da solubilidade
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através do aumento area superficial (PLOTEGHER, 2014) e favorecimento do
acesso dos microrganismos aos minerais, com exceg¢ao do cultivo com A. niger
isolado, os cultivos na presenca das cepas de Trichoderma (T. harzianum e T.
asperelloides), incluindo os cultivos com co-inoculacdo, apresentaram diferencas
estatisticas significativas e maior solubilizacdo da RFpraapoiis (Figura 2.5). A maior
solubilizacdo dessa rocha pode ser explicada devido as suas caracteristicas
morfoldgicas e quimicas abordadas anteriormente. A RFpratapolis POSSUi maior area
superficial e maiores tamanhos de poros do que a RFregistro, 0 que facilita 0 acesso
dos microrganismos aos minerais. E como a quantidade inicial de P foi padronizada,
a solubilizacdo das rochas ficou dependente das caracteristicas fisico-quimicas

desses minerais.

Figura 2. 6 - Correlacdo estatistica de Pearson entre a concentracdo de P e acidez

total titulavel para os cultivos submersos usando a rocha em po.
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Os menores valores de solubilizacdo, que foram encontrados para a RFRgegistro,
possivelmente estdo relacionados aos menores tamanhos de area superficial, a sua
estrutura mais compacta e a presenca de maiores quantidades de Fe2Osz (14,1%) e
MnO (1,69%), dados apresentados na Tabela 2.1. Outra forma de comprovacao da
superioridade da presenca de elementos como Fe, Al e Mn na amostra de RFregistro

foram os resultados da espectroscopia por energia dispersiva (EDS- Energy
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Dispersive Spectroscopy), apresentados na Figura 2.7. Sabe-se que elementos
como Fe, Mn, Cu e Zn, mesmo que liberados em pequenas quantidades no meio,
podem afetar negativamente a capacidade dos microrganismos de produzir 4cidos
organicos (GADD, 1999; PAPAGIANNI, 2007) e, consequentemente, afetar a
capacidade de solubilizacdo do P. Esses efeitos ficam evidenciados nas Figuras
2.5b e 2.5c, onde observa-se valores de acidez total titulavel inferiores no cultivo da
RFRregistro € PH final de cultivo, normalmente superiores aos cultivos com as demais

rochas.

Figura 2. 7 - Espectro de EDS das rochas fosfaticas brasileiras Pratapolis e Registro.
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Nos experimentos de co-cultivo, o tratamento que apresentou maior
solubilizacéo de fésforo foi a combinacdo das cepas de A. niger e T. asperelloides,
utilizando a RFprawpais (Figura 2.5a), com uma eficiéncia de 15,8 + 1,28%. A
eficiéncia de solubilizacdo da mesma rocha, com o T. asperelloides isolado foi
metade (7,07 = 0,28%) da eficiéncia do co-cultivo. E o cultivo com A. niger isolado foi
o aproximadamente o dobro (33,79 + 1,10%) da eficiéncia do co-cultivo. Esses

resultados sugerem que ambas as cepas tém capacidade de crescimento sinérgico,
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sendo a reducédo da solubilizacdo de P no co-cultivo pode ser explicada pela
competicdo por nutrientes e espaco e consequente reducdo da producéo de &cidos
organicos pelo A. niger.

A acao sinérgica das cepas de fungos do género Aspergillus e Trichoderma
foi demonstrada para a producdo de varias enzimas, resultando em degradacéo
mais eficiente de materiais lignocelulosicos (FLORENCIO et al., 2016; MAEHARA et
al., 2018; RABELLO et al., 2014; WANG et al., 2015). No entanto, até onde
sabemos, ndo ha estudos publicados que avaliem a acdo desses microrganismos
combinados em produtos utilizados na agricultura.

Com esses resultados foi possivel selecionar as cepas que atuaram de forma
mais sinérgica em co-cultivo (A. niger e T. asperelloides) e, dentre as duas rochas
brasileiras avaliadas (Pratapolis e Registro) para selecdo e utlizacdo no
desenvolvimento do granulo biofertilizante, a RFpratapolis apresentou propriedades

mais favoraveis de solubilizac&o devido as suas caracteristicas fisico-quimicas.
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. CONCLUSOES

As caracteristicas fisico-quimicas das rochas tém influéncia direta na
solubilizagéo do P presente.

A correlacao estatistica de Pearson de 0,94 mostrou que a solubilizacdo do P
no cultivo submerso das rochas em p6 é explicada pela producéo de acidos
organicos.

Aspergillus niger foi o fungo com maior capacidade de producdo de &cidos
organicos e consequentemente maior solubilizador das rochas fosfaticas
avaliadas.

A RFpraiapolis S€ mostrou a melhor opcédo para utlizagdo no estudo da
producéo dos biofertilizantes devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e
a possibilidade do crescimento sinérgico do combinado de A. niger com o T.
asperelloides.

Os microrganismos escolhidos para a continuacdo dos estudos de forma

isolada e combinada foram o A. niger com o T. asperelloides.
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CAPITULO 3

Producdo do granulo biofertilizante com amido, rocha fosfatica e

microrganismos e avaliacao de sua solubilizagdo por cultivo submerso

1. INTRODUCAO

Na ultima década, a importancia da interacdo microrganismos-planta
cada vez mais tem sido alvo de estudos. Os microrganismos rizosféricos
desempenham funcbes essenciais como fornecimento de macro e
micronutrientes, além de colaborar com a retencéo de agua do solo (QIU et al.,
2019b). A utilizagdo dos microrganismos na agricultura tem se mostrado uma
ferramenta importante para promover a saude e a produtividade das culturas
de forma mais sustentavel. Os microrganismos podem ser utilizados em cepas
puras ou em consocios, sendo a associacdo dos microrganismos bastante
interessante visto que no solo, diversas espécies crescem em conjunto.
Portanto, entender a acdo dos microrganismos isolados e combinados é
bastante importante para entender seus mecanismos de acao e gerar produtos
de maior qualidade.

Dentro desse aspecto, vale ressaltar que as cepas escolhidas para
estudo nesse trabalho foram o A. niger, microrganismo bastante conhecido
pela sua capacidade de producdo de &cidos organicos e capacidade de
solubilizac&o de fosfato, e a cepa de T. asperelloides. O género Trichoderma é
bastante conhecido pela sua capacidade de controle biolégico e promocédo de
crescimento em plantas. Segundo a Associacdo Brasileira das Empresas de
Controle Biolégico (ABCBIo0), o mercado de biodefensivos no Brasil em 2020 foi
de R$1,179 bilhdes, um crescimento de 70% em relacdo a 2019. No contexto
mundial, o mercado de produtos biolégicos estd entre as industrias de
crescimento mais rapido globalmente, com uma taxa de crescimento anual
estimada entre de 15% (MARKETS AND MARKETS, 2020).

Diante do potencial desse mercado, o estudo de novas formulacoes,

metodologias para produgcdo dos microrganismos e desenvolvimento
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tecnologico para a producdo de produtos biolégicos se faz necesséaria. Uma
das maiores dificuldades desse segmento € de manter a viabilidade do produto
biolégico, o que muitas vezes dificulta a producéo e comercializacao devido ao
baixo tempo de prateleira. Para superar essa barreira algumas estratégias
como o0 aprisionamento dos microrganismos em uma matriz estdo sendo
estudados.

O fungo Fusarium oxysporum é um patdgeno hemibiotréfico habitante do
solo, que reduz a produtividade o tomateiro em casa de vegetacdo e no
campo. Esse patégeno atinge os vasos do xilema, induzindo ao murchamento
progressivo e, eventualmente, & morte da planta (HERRERA-TELLEZ et al.,
2019). A utilizacdo de métodos quimicos para o controle desse patdégeno pode
causar danos ao meio ambiente (HERRERA-TELLEZ et al., 2019) e apresenta
baixa eficiéncia. Nesse contexto, o controle bioldégico se mostra uma estratégia
promissora pela sua capacidade de atuacdo especifica, por ndo gerar
resisténcia nos patdogenos e nao contaminar o meio ambiente.

Este capitulo visa obter um granulo biofertilizante contendo rocha
fosfatica, amido e os microrganismos (A. niger e T. asperelloides) isolados e
combinados para entender o potencial de solubilizacdo do P da RF no granulo
e 0 comportamento dos microrganismos no controle biolégico Fusarium

oxysporum in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1ROCHA FOSFATICA

A rocha fosfatica de Pratapolis (RFpratapois) foi selecionada para a
utilizacdo na producéo dos granulos biofertilizantes, como descrito no Capitulo
2. Essa rocha, originaria do Brasil, foi gentiimente doada pela Nutrisafra
Fertilizantes Ltda. (Cosmopolis, Sdo Paulo, Brasil). Para sua utilizacéo, a rocha
passou pelo processo de secagem a 80 °C por 24 h em estufa com circulacdo
de ar e posteriormente foi peneirada para padronizacdo do tamanho de
particula (<500 pum).

2.2MICRORGANISMOS

Os microrganismos selecionados para a producédo dos biofertilizantes
foram o Trichoderma asperelloides LQC-96 e o Aspergillus niger C (BRMCTAA
82). A cepa de T. asperelloides foi obtida da Colecdo de Microrganismos de
Importéancia Agricola e Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio Ambiente
(Jaguariuna, Séo Paulo, Brasil). O isolado de A. niger foi obtido na Embrapa
Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro, Brasil). Os microrganismos foram
armazenados a - 80 °C em uma solucéo de glicerol (30% em massa) e NaCl
(0,9% em massa). Ambos os fungos foram reativados em agar batata dextrose
(PDA) (Acumedia, EUA). A cepa de T. asperelloides cresceu a 25 £ 2 °C com
fotoperiodo de 12 h por 7 dias, e 0 A. niger cresceu a 30 £ 2 °C por 6 dias. Os
esporos foram retirados através da raspagem da placa com solucéo
esterilizada de Tween 80 (0,5% v/v) em agua destilada para utilizacdo na CES
para a producdo massal dos microrganismos. A contagem dos esporos foi
realizada em camara de Neubauer. O Fusarium oxysporum, utilizado nos
bioensaios de antagonismo in vitro, foi fornecido pela ESALQ/USP (Piracicaba,

Sao Paulo, Brasil).

2.3PRODUCAO MASSAL DOS MICRORGANISMOS

Para a producdo do granulo de biofertilizante foi necesséario grandes

guantidades de esporos dos microrganismos. A partir do cultivo em placa de
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Petri foi realizada o cultivo em estado sélido (CES) em grdos de arroz
(MASCARIN et al., 2019; VIMAL et al., 2017). Os esporos de T. asperelloides e
de A. niger foram produzidos em sacos de polipropileno (23 x 40 cm) com
graos de arroz parboilizado, classe longo fino, tipo 1 (marca Qualitd). Para a
producéo do T. asperelloides, 200 g de arroz seco foram imersos em 400 mL
de agua por 30 min. Para o cultivo de A. niger a mesma quantidade de arroz foi
imersa em &agua, porém por 5 min. O excesso de agua foi removido utilizando
uma peneira e o substrato foi autoclavado (121 °C por 20 min). Uma suspenséo
de conidios (1,2 x 107 esporos/garo: seco) foi adicionada ao arroz esterilizado e
incubado por 7 dias a 28 °C sob fotoperiodo de 12 h (12 h escuro /12 h de luz)
para T. asperelloides e a 30 °C para A. niger sem fotoperiodo, também por 7
dias. Os sacos de polipropileno foram agitados todos os dias durante o CES.
Apés 7 dias, os esporos foram recuperados dos grédos de arroz em uma
solucdo Tween 80 (1%), colocada em Erlenmeyer de 1L (aproximadamente
250 mL de solucéo para cada 100 g de arroz cultivado) em shaker a 25 ° C,
300 rpm por 30 min. A suspensédo de esporos foi separada do arroz através da
utilizacdo de gazes estéreis. Para concentrar os esporos, reduzindo a
guantidade de agua, foi utilizado o processo de centrifugacdo a 12000 rpm, 20
min, 15 °C. A partir da suspensdo concentrada foi realizada uma diluicéo
seriada para a contagem de conidios, realizada em camara de Neubauer. Essa

suspensao concentrada foi utilizada para a producéao do granulo biofertilizante.

2.4PRODUCAO DOS GRANULOS BIOFERTILIZANTES COM AMIDO

Baseado no processo de producdo dos compédsitos em gel de amido
descrito por Klaic et al. (2018), buscou-se realizar a producdo em granulos por
extrusdo a frio para transformar a producdo dos granulos biofertilizantes
escalonavel. Para isso, diversos testes experimentais foram realizados para a
definicho da formulacdo e do processo de producdo massal dos
microrganismos. Um dos desafios encontrados foi o0 ajuste da quantidade de
agua adicionada no processo. Era sabido que para um bom crescimento do
microrganismo presente no granulo era necessario que a formulacdo possuisse
pelo menos 30% de fonte de carbono. Porém, o amido a ser adicionado nao
poderia ser proveniente somente do gel, pois a quantidade de &agua na

formulagéo seria excessiva, hdo sendo possivel passar a massa pelo processo
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de extrusdo. Sendo assim, diversos testes foram realizados para a definicdo da
formulacdo e das condi¢bes de producdo dos microrganismos. As condi¢des
estabelecidas estdo apresentadas a seguir.

As etapas da producdo de granulos biofertilizantes com amido estédo
descritas na Figura 3.1. O granulo foi preparado contendo 70% de rocha
fosfatica Pratapolis e 30% de amido, em massa seca (amido de milho Amidex
3001, consistindo de 70% de amilopectina e 30% de amilose). Uma fracdo de
5% desse amido foi usada para produzir o gel de amido (matriz) onde os
esporos foram encapsulados. O processo de gelatinizacdo foi uma adaptacao
do procedimento descrito por Giroto et al. (2014). Uma solucéo contendo 15%
de amido, 5% de glicerol e 80% de agua destilada foi preparada sob agitacéo,
seguindo as seguintes etapas: (a) dispersdo do amido e glicerol em agua a
temperatura ambiente, por 10 min; (b) processo de gelatinizagcdo sob agitacéo
vigorosa a 90 °C por 30 min (formacdo de um gel pegajoso); (c) reducdo da
temperatura para 30 - 40 °C; (d) adicdo da suspensao concentrada de esporos
(1 x 10° esporos/gamido total Presente nos granulos) sob agitacdo, por 10 min.

Com os esporos encapsulados na matriz de amido, o gel foi adicionado
a fracdo solida em p6 da formulagéo (rocha e amido) e homogeneizado em um
misturador planetario Gatromaq BP-05 (G. Paniz, Brasil). A modulacdo da
massa foi realizada a partir de uma extrusora manual, onde obteve-se granulos
biofertilizantes cilindricos com aproximadamente 5 mm de comprimento e 9 mm
de espessura. Foi retirada a umidade do biofertilizante extrusado sob estufa de
circulacdo de ar a 30 °C por 14 - 16 h, apds, os granulos foram armazenados a
4 °C, no escuro, até que os experimentos de solubilizacdo, antagonismo in vitro
e viabilidade. Todos os granulos compostos foram preparados usando este
procedimento. As diferentes propor¢cdes de indculo (A. niger e T. asperelloides)

sdo mostradas na Tabela 3.1.
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Figura 3. 1 - Fluxograma da produgao dos granulos biofertilizantes contendo
amido em po6, rocha fosfatica Pratpolis e esporos de microrganismos

encapsulados em gel de amido.
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Os granulos do biofertilizante foram caracterizados por meio de
microtomografia de raios X (MicroCt) (Modelo 1172, SkyScan) para observar a
dispersdo dos materiais e validar o processo de producdo. As amostras
granulares compostas foram colocadas em um suporte giratorio e as imagens
foram capturadas usando uma etapa de rotacdo de 0,2° rotacdo de 180° e
meédia de cinco quadros. As imagens foram reconstruidas a partir dos cortes

tomograficos com o software NRecon (SkyScan).
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Tabela 3. 1 - Quantidades inoculadas de Aspergillus niger e Trichoderma

asperelloides nos granulos biofertilizantes produzidos com rocha fosfatica de

Pratapolis.
Grénulo biofertilizante (GB)
A.niger* | T. asperelloides*
In6culo Nomenclatura

Sem microrganismo (controle) GBcontrol - -

A. niger GBan 10° -

T. asperelloides GBra - 10°

A. niger (50%) e T. asperelloides (50%) | GB &V ansta 5 x 108 5 x 108

A. niger (75%) e T. asperelloides (25%) | GB G ansta 7,5 x 108 2,5 x 108

A. niger (25%) e T. asperelloides (75%) | GB & ansta 2,5 x 108 7,5 x 108

* Quantidade de esporos/gamido total dO biofertilizante. Formulacdo dos granulos biofertilizantes:

70% de RFpratapoiis € 30% de amido, resultando em uma concentracdo de P2Os de 12,46%.

As imagens do crescimento dos microrganismos nos granulos crescidos
em placas de petri com BDA foram tiradas com camera digital (Canon EOS
Rebel T3i). A avaliacdo microscopica das hifas/crescimento do A. niger e do T.
asperelloides foi realizada em microscoépio biolégico éptico Bel, modelo Solaris
T, com camara USB Eurekam 5.0 trinocular. Cinco aliquotas de 15 uL de
suspensao de esporos de T. asperelloides e A.niger foram colocadas para
crescer em placa de petri com BDA a 28 °C e a 30 °C, respectivamente. Apés
16 h foi adicionado uma gota de azul de lactofenol (aproximadamente 8 uL) em
cada ponto e analisado no microscopio. O azul de lactofenol foi produzido com
20 g de fenol; 20 g de acido latico; 20 g de agua destilada; 40 g de glicerol:
0,1g de azul de algoddo (ou azul de metila) homogeneizado em capela de

exaustdo de gases com agitador magnético por 10 min.

2.5VIABILIDADE DOS GRANULOS BIOFERTILIZANTES

A viabilidade dos fungos nos granulos foi determinada pela contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC). Os granulos biofertilizantes foram
armazenados em sacos plasticos no escuro, a temperatura de 4 °C. A
determinacdo da viabilidade dos granulos biofertilizantes foi realizada de
acordo com a adaptacao da metodologia descrita por Pinto; Lucon; Bettiol,

(2019). A viabilidade foi analisada logo apés a producdo e depois em 6 e 12
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meses de armazenamento. 10 g dos biofertilizantes foram adicionados em
Erlenmeyer de 250 mL com 90 mL de agua destilada autoclavada. Os
biofertilizantes granulares foram solubilizados em shaker por 2 h a 250 rpm. Foi
realizada uma diluicdo seriada e 100 pL foram adicionados a placas de petri
com BDA + Triton X-100 (redutor de colonias). As placas foram incubadas a
temperatura de 28 °C por 48 h e entéo foi realizada a contagem de unidades

formadoras de coldnias (UFC).

2.6 SOLUBILIZACAO DOS GRANULOS BIOFERTILIZANTES EM CULTIVO
SUBMERSO (CSm)

Para fins de comparacéo, assim como nos cultivos com as rochas em
po, foram adicionados, em massa de biofertilizante, a quantidade de 670 mg/L
de P ao meio de cultivo. O meio nutriente de cultivo utilizado foi o meio PKV
(PIKVOSKAYA, 1948), com a composicao: glicose (1%); (NH4)2S04 (0,5%);
NaCl (0,2%); MgSOa4-7H.O (0,1%); KCI (0,2%); MnSO4-H.O (0,002%);
FeS0O4-7H20 (0,002%); extrato de levedura (0,5%). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 7,0 e esterilizado. Todos os materiais utilizados no cultivo e o
meio de cultivo foram autoclavados a 121 °C por 20-30 min e a pressao de 1
atm. Foi avaliado o perfil temporal de solubilizacdo do P presente nos granulos
por CSm. O experimento foi realizado por 7 dias em frascos Erlenmeyer de 250
mL com 50 ml de meio de cultivo PKV. Apds a finalizacéo do cultivo, o meio foi
filtrado utilizando bomba de vacuo com papel de filtro Whatman n° 1, e
posteriormente centrifugado a 7000 rpm por 20 min, a 20 °C. O sobrenadante
coletado foi utilizado para quantificacdo do pH final, acidez total titulavel e
fésforo soltvel liberado. Todos os experimentos foram realizados em triplicata,

com calculo da média e desvio padrao.
2.7INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL IN VITRO DE Fusarium
oxysporum por T. asperelloides E A. niger CONTIDO NOS GRANULOS

BIOFERTILIZANTES

Foram avaliados os efeitos do T. asperelloides e do A. niger, contidos
nos biofertilizantes armazenados por 100 dias, no crescimento micelial de F.

oxysporum. Os granulos biofertilizantes foram colocados diametralmente
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opostos ao disco (0,8 cm de diametro) de F. oxysporum em placa de Petri de 9
cm contendo meio BDA. As imagens do crescimento do confronto dos
microrganismos foram tiradas com camera digital (Canon EOS Rebel T3i) apds
2, 5, 6 e 9 dias de incubacdo em camara de crescimento a 28 + 2 °C, com
fotoperiodo de 12h (12h claro/12h escuro).

2.8METODOS ANALITICOS

2.8.1 Determinacgédo do pH e acidez total titulavel

O pH final da cultura foi determinado em um medidor de pH (PG1800,
Gehaka, Brasil). Para a determinacdo da acidez total foi titulado 20 mL do
sobrenadante com uma solugédo de hidroxido de sodio (1M) e fenolftaleina
como indicador (MAPA, 2013). A acidez total determina a concentracao total de
espécies acidas em uma fracdo do extrato do meio de cultura, onde os

resultados séo expressos em mol de NaOH/L.

2.8.2 Determinacéao de fosforo soluvel

O teor de fosforo soluvel foi determinado pelo método colorimétrico
adaptado de Murphy e Riley (1962) no qual a amostra reage com solucdo de
acido ascorbico (0,4 mol L?), acido citrico (0,03 mol L') e um reagente
composto por solucéo de acido sulfurico (4,7 mol L), solucdo de molibdato de
amonio e antimdnio (0,08 mol L) e solucédo de tartarato de potassio (0,05 mol
LY). Esta mistura reagiu a 50°C durante 15 minutos, formando um complexo
azul. A concentracdo do complexo foi determinada por espectrometria UV-Vis

em 880 nm em espectrofotdmetro de Microplaca Epoch 2 (BioTek, EUA).

2.9ANALISE ESTATISTICA

As comparacdes entre os teores de P solubilizado foram realizados por
analise de variancia e o teste de comparacdes mdultiplas de Tukey ou de
Kruskal-Wallis em casos de heterogeneidade de variancia (verificada pelo teste
de Bartlett). Correlacbes de Pearson foram calculadas entre os teores de P,
acidez total titulavel. O nivel de significancia adotado foi de 5% e o software

utilizado foi o R versdo 4.0.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1PRODUCAO DOS GRANULOS BIOFERTILIZANTES

O biofertilizante granulado foi desenvolvido a fim de combinar as habilidades dos
microrganismos de solubilizacdo de fosforo, biocontrole de patégenos e promocéo
de crescimento das plantas, usando um processo de extrusdo a frio com rocha
fosfatica e amido. Para a producdo desse compdsito foi necesséario grandes
guantidades de microrganismos. Para isso, foram realizados o cultivo em estado
solido dos microrganismos, extracdo e concentracdo dos esporos (Figura 3.2).
Posteriormente a extracdo e adicdo dos esporos no gel de amido e producédo da
massa do biofertilizante, a massa foi modulada pela extruséo a frio e realizou-se o
corte dos granulos, como ilustrado na Figura 3.2.

A Figura 3.3a ilustra o processo de producdo e a caracterizacdo dos granulos
pela tomografia de raios X, mostrando que as particulas estavam homogeneamente
distribuidas na matriz. As imagens de microscopia Optica (Figura 3.3c) do
crescimento dos microrganismos mostraram que o crescimento das hifas de A. niger
foi concentrado em torno dos granulos compostos, enquanto o crescimento de T.
asperelloides foi mais expansivo. O mesmo comportamento foi observado para o
crescimento desses microrganismos nos granulos biofertilizantes. Sendo visivel a
capacidade do A. niger modificar a superficie e crescer mais proximo do
biofertilizante, enquanto o crescimento de T. asperelloides ndo modificou as
caracteristicas da superficie do granulo e seu crescimento se estende ao redor do
mesmo (Figura 3.3b). Na combinacdo dos microrganismos, também foi observado
esse comportamento de crescimento, onde o A. niger apresenta maior crescimento
dentro e ao redor do biofertilizante, enquanto T. asperelloides cresceu no meio

circundante.
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Figura 3. 2 - Imagens do cultivo em estado solido de T. asperelloides em bags com
arroz por 7 dias; (b) arroz apés extracdo dos esporos do T. asperelloides cultivado;

(c) modelagem da massa em extrusao a frio; (d) corte dos granulos biofertilizantes.
3 " Y A \/ A . r T
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Figura 3. 3 - (a) llustracdo esquematica da producdo dos granulos biofertilizantes,
com imagens de microtomografia de raios-X; (b) Crescimento dos microrganismos
axénicos e em combinacéo dos granulos biofertilizantes em placas de Petri contendo
BDA,; (c) Imagens de microscopia optica do crescimento de esporos e hifas de
Aspergillus niger e Trichoderma asperelloides.
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3.2SOLUBILIZACAO BIOLOGICA DE P PRESENTE NOS GRANULOS

ApoOs a producgdo dos granulos, foi avaliado o potencial dos microrganismos,
isolados e combinados (em diferentes proporcdes), em promover a solubilizagdo do
P da RFpraapoiis integrada na estrutura do granulo, por cultivo submerso. Os granulos
foram ativados em meio de cultivo em meio PKV e o perfil temporal de solubilizagao
do P foi monitorado durante 168 h. Diferentes formulagées de granulos foram
testadas, usando as proporc¢des de esporos de A. niger e T. asperelloides mostradas
na Tabela 3.1. A Figura 3.4 mostra os resultados para os granulos biofertilizantes
(GB) em termos de eficiéncia de solubilizacdo de P, acidez total titulavel e pH do
meio.

A ativagdo microbiologica dos granulos biofertilizantes potencializou a
solubilizacdo da RF e aumentou a disponibilidade de P, em relagcdo ao tratamento
controle (GBcontrole) Sem inoculagéo. Entre os granulos inoculados, o granulo com A.
niger (GBan) apresentou a maior eficiéncia de solubilizagéo de P apos 120 h (66,3%,
aproximadamente 475 mg P/L). O tratamento GBan também apresentou a maior
acidez titulavel no meio, o que resultou na maior reducdo do pH. Para todos os
granulos, o menor pH foi obtido nas primeiras 24 h, enquanto a acidez total do meio
geralmente se manteve constante durante as 168 h de cultivo. Nenhuma diferenca
significativa na solubilizacdo de P entre 48 e 120 h foi observada para compositos
co-inoculados usando diferentes proporcdes de A. niger e T. asperelloides (GB® D 1a
+AN, GBE D 1A + an, € GB® 3 14 4 an). Esses resultados indicam que as quantidades
desses microrganismos podem variar entre 25 e 75% no granulo biofertilizante, sem
afetar a solubilizacdo do P, que permaneceu em torno de 35-45% apds 48 h de
cultivo. Sendo assim, para a producdo e aplicacdo do biofertilizante nos
experimentos em plantas (Capitulo 4), foi escolhida a combinacéo do 1:1 de A. niger
e T. asperelloides.

O uso do composito com T. asperelloides (GBta) também ndo resultou em
nenhuma mudanca estatistica significativa na solubilizacdo de P apés 48 h, com a
eficiéncia permanecendo em torno de 14% (teste de Tukey, nivel de confianca de
95%). A aplicacéo do teste de Pearson resultou em um coeficiente (r) de 0,86 para a
correlacdo entre a concentracdo de P e a acidez total titulavel (Figura 3.5),
fornecendo mais evidéncias de que a solubilizacdo do P foi principalmente devido a

producéo de acidos organicos pelos microrganismos.
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Figura 3. 4 - Perfil temporal da (a) solubilizagéo e eficiéncia de P; (b) acidez total
titulavel e (c) pH do cultivo dos granulos biofertilizantes com diferentes proporcdes
entre o Aspergillus niger (AN) e o Trichoderma asperelloides (TA) em cultivo
submerso a 30 °C, 220 rpm, meio PKV com pH inicial 7,0.
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Figura 3. 5 - Correlacdo estatistica de Pearson entre a concentracédo de P e acidez

total titulavel para os cultivos submersos de solubilizagdo dos gréanulos
biofertilizantes.
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A Figura 3.6 mostra a comparacao da solubilizacdo do P da RFpratapois €m pod
(resultados apresentados no capitulo 2) e dos granulos biofertilizantes apés 120 h de
cultivo, revelando uma solubilizacao significativamente superior do sistema granular.
O uso de A. niger isolado resultou em um aumento de 89% na solubilizacdo de P da
RF no granulo biofertilizante quando comparado a rocha em pé. O aumento de
solubilizacédo de P foi ainda mais expressivo (150%) no co-cultivo do A. niger com o
T. asperelloides. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa na eficiéncia de
solubilizac&o foi observada entre o co-cultivo do biofertilizante (GB® Y 1A + an) € @
cultura com pé de rocha do cultivo do A. niger isolado (teste de Tukey, nivel de
confianca de 95%). O uso do granulo com 0s microrganismos mistos proporcionou
nao apenas a mesma capacidade de solubilizacdo de P que o uso de A. niger com a
rocha em pd, mas também tem a vantagem de colocar no sistema um
microrganismo com alta capacidade de controle biolégico (Trichoderma). Além do
mais, esses resultados sdo muito promissores, pois indicam que a interacdo do

microrganismo com a RF no granulo biofertilizante potencializou a solubilizagdo de
P.
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Figura 3. 6 - Comparacdo entre as eficiéncias de solubilizagdo de P da rocha
fosfatica Pratapolis (RFpratapois) Nas formas de pd e granulos biofertilizantes em
cultivos de Aspergillus niger (AN) e Trichoderma asperelloides (TA) isolados e em
co-cultivo. Os ensaios foram realizados por 120 h em meio PKV, pH inicial 7,0, em
shaker a 30 °C e 220 rpm.
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O aumento da solubilizacdo de P observado nos granulos pode ser explicado
pela maior interacdo entre 0os microrganismos e as particulas de rocha dispersas no
composito. Nesse sistema, 0s microrganismos foram encapsulados junto com a RF
dispersa, de forma que sua proliferacdo e a forma com que 0s microrganismos
cresceram resultou em maior interagdo com a rocha quando comparados ao sistema
onde os microrganismos e o0 p6 de RF estavam dispersos no meio. Este efeito
positivo na taxa de solubilizacdo de P também foi observado por Klaic et al. (2018a),
gue desenvolveu compostos fertilizantes com encapsulamento simultaneo de
esporos RF e A. niger. Klaic et al. (2018a) mostraram que a dispersao das particulas

de rocha na matriz encapsulante aumentou a area de contato das particulas
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disponiveis para reagcdo com o0s acidos organicos produzidos pelos MSFs,
resultando em maiores taxas de solubilizacdo de P. Foi demonstrado que o
crescimento da biomassa ao redor das particulas de RF promove um cisalhamento
natural das particulas de rocha, onde a biomassa microbiana penetra nas particulas,
conforme observado para os granulos compostos produzidos por Lian et al. (2008).
Esses resultados indicam o potencial do granulo como biofertilizante para
solubilizagdo biolégica da RF, como uma possivel alternativa e um método
ecologicamente correto para fornecer suplementacéo de P as plantas.

Além disso, 0 processo de extrusdo a frio foi eficaz para a producdo dos
granulos biofertilizantes. A matriz de amido foi capaz de preservar 0s
microrganismos e fornecer nutrientes para o crescimento inicial de ambas as
linhagens. A viabilidade média, das cepas isoladas e combinadas no biofertilizante
granulado apés a producdo foi de cerca de 7 — 9 x 107 UFC/g, enquanto as
viabilidades apos 6 e 12 meses de armazenamento a 4 °C foram cerca de 0,7 - 3 x
10" UFC/g e 2 — 5 x 108 UFC/ g, respectivamente. A metodologia proposta para a
producdo dos granulos biofertilizantes abre caminho para estudos de uma
diversidade de materiais (como fertilizantes organicos) e outros microrganismos
benéficos para a agricultura. Aléem do mais, o0 processo produtivo dos granulos

biofertilizantes da forma com que foi realizado € passivel de escalonamento.

3.3INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Fusarium oxysporum POR T.
asperelloides E A. niger DOS GRANULOS BIOFERTILIZANTES

O controle biolégico de doencas de plantas usando Trichoderma spp. € uma
alternativa que tem sido empregada no manejo integrado de pragas (LI et al., 2018;
RAYMAEKERS et al., 2020), com a area tratada com Trichoderma crescendo
anualmente (BETTIOL; SILVA; CASTRO, 2019; BUENO et al., 2020). A capacidade
de biocontrole dos granulos biofertilizantes foi avaliada in vitro, a fim de determinar
se a presenca do A. niger pode afetar negativamente a capacidade do T.
asperelloides de inibir o F. oxysporum. Os resultados mostraram que A. niger (GBan)
nao inibiu o crescimento de F. oxysporum e nenhuma interacdo ou sobreposicao
desses microrganismos foi observada (Figura 3.7). Apds 7 dias de crescimento, 0s

granulos que continham T. asperelloides em qualquer quantidade (GBta, GB® Yra +
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AN, GBE D 1a + an e GB® 3 14 +an) foram capazes de inibir o crescimento micelial de
F. oxysporum, apresentando crescimento sobreposto ao patégeno (Figura 3.7).

Nestes ensaios, foi observado que o crescimento do A. niger nos gréanulos
biofertilizantes levou a modificacdo da estrutura do granulo. Esta acdo também foi
observada para os granulos co-inoculados (GB® Y 1a +an, GBE D 1a +ane GBL 3 14 +
an), com efeito sinérgico dos microrganismos combinados. No caso do biofertilizante
GB® 3 1A +an, Observou-se que A. niger apresentou capacidade de crescimento local
no granulo e no entorno, mas o T. asperelloides cresceu sobre A. niger. Além disso,
a capacidade de expansao do T. asperelloides foi maior, com crescimento em toda a
placa. Ramirez-Carifio et al. (2020) observaram que a taxa de crescimento do T.
asperelloides foi trés vezes maior que a de F. oxysporum, 0 que proporciona uma
vantagem significativa do antagonista na competicdo por espaco e nutrientes.

Os resultados mostraram que o A. niger teve capacidade de crescimento local
no granulo, enquanto T. asperelloides cresceu extensivamente, atacando o
patogeno F. oxysporum (Figuras 3.3 e 3.7). Este resultado € interessante uma vez
gue o A. niger, que cresce mais localmente, apresentou maior capacidade de
producdo de acidos organicos e, consequentemente, solubilizacdo de P. Os
resultados também demonstraram que a presenca de A. niger nao afetou o potencial
do T. asperelloides em inibir o F. oxysporum, tendo a sua funcéo principal de

controle biolégico mantida no granulo biofertilizante.
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Figura 3. 7 - Inibicdo crescimento micelial do Fusarium oxysporum por Trichoderma asperelloides (TA) e Aspergillus niger (AN).
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As hifas de Trichoderma podem envolver e estrangular as hifas do
patdgeno, secretando enzimas que degradam as paredes celulares (ALAMRI;
HASHEM; MOSTAFA, 2012; ANEES et al.,, 2010; HARMAN et al., 2004;
MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019). Uma reducédo de cerca de 66% na
severidade da murcha de Fusarium do tomateiro na presengca de T.
asperelloides foi observada por Ramirez-Carifio et al. (2020), o que confirma o
resultado obtido do potencial desta espécie no controle de Fusarium.
Ilgualmente importante € a capacidade de Trichoderma como promotores de
crescimento de plantas e indutores de resisténcia sisttmica (CONTRERAS-
CORNEJO et al., 2009; HARMAN et al., 2004; MARTINEZ-MEDINA et al.,
2013; MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019), tornando este género de
microrganismo especialmente adequado para uma agricultura sustentavel. Os
resultados obtidos até o momento demonstram o potencial dos
microrganismos, atuando isoladamente ou em co-cultivo nos granulos

biofertilizantes, para o biocontrole e solubilizagéo do fosforo.
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. CONCLUSOES

A capacidade de solubilizacdo do granulo contendo A. niger foi superior a
capacidade do granulo contendo T. asperelloides ou o0 co-cultivo de A. niger e
T. asperelloides.

A solubilizagdo do gréanulo co-inoculado néo apresentou diferengas
estatisticamente significativas com a solubilizagdo do cultivo isolado de A.
niger com a rocha fosfatica Pratapolis em p6 nas mesmas condicbes de
cultivo.

A solubilizacdo do fosfato de rocha pode ser explicada pela producdo de
acidos organicos pelos microrganismos, com uma correlacdo de Pearson de
86%.

As proporgoes de A. niger e T. asperelloides variando entre 25 e 75% néo
afetaram a capacidade desses microrganismos na solubilizacdo de P.

A capacidade de controle bioldgico do T. asperelloides, avaliada in vitro,
sobre o F. oxysporum ndo foi afetada com a presenca do A. niger nos
granulos biofertilizantes combinados.

Pelos resultados obtidos, observa-se o potencial desse método de producao
do granulo biofertilizante, como a possibilidade de aumento de escala da
producéo dos granulos e até mesmo a utilizacdo de outros tipos de materiais,

nao necessariamente a rocha fosfatica como carreador dos microrganismos.
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CAPITULO 4

Estudo da formulacg&o do granulo biofertilizante e promogé&o de crescimento de

tomate em rizotron

1. INTRODUCAO

A utilizag&do de microrganismos na agricultura tem se mostrado uma tendéncia
na busca de uma agricultura mais sustentavel visando a substituicdo, pelo menos
parcial, dos fertilizantes quimicos e a manutencdo da qualidade do solo. No entanto,
diversos desafios sdo enfrentados na producdo e no uso de microrganismos na
agricultura, pois os produtos agroquimicos sao formulados e padronizados para
armazenamento de longo prazo, geracdo de resultados rapidos e facilidade de
armazenamento e uso pelos agricultores.

Para consolidar o desenvolvimento e o uso de biofertilizantes na agricultura é
necessario investimento em pesquisa e desenvolvimento em diversas areas de
conhecimento, visando obter um produto com capacidade de gerar os efeitos
benéficos esperados nas plantas. Além de selecionar as cepas com capacidade
para uso na agricultura, € preciso estabelecer formas de producdo em massa dos
microrganismos, desenvolver formulacdes que mantenham a qualidade e o tempo
de prateleira desses produtos a fim de torna-los competitivos no mercado.

Como abordado nos capitulos anteriores, 0s géneros Aspergillus e
Trichoderma desempenham papéis fundamentais na producéo de acidos organicos,
ciclagem de nutrientes, controle bioldgico e promocéo de crescimento das plantas. O
rendimento na producdo dos conidios esta relacionado a espécie cultivada e as
caracteristicas nutricionais e fisicas dos substratos. A producdo industrial do
Trichoderma € geralmente realizada em cultivo em estado sélido (CES) com
substratos como: grdos de arroz, milho, milheto, trigo, sorgo, cascas e farelos
(MASCARIN et al., 2019). Porém, apds a extracdo dos conidios os substratos
utilizados, normalmente os gréos de arroz, acabam sendo residuos da producao ou
utilizados em caldeiras para geracdo de energia. Entretanto, esse substrato ainda
possui alto teor nutricional. Visto que, além de ser rico em nutrientes, o préprio meio

de cultivo também pode carregar acidos organicos ou metabdlitos que favorecam a
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solubilizagdo dos minerais presentes na rocha fosfatica, o crescimento das plantas e
o controle bioldgico, uma proposta interessante seria utilizar o proprio arroz de
cultivo na formulacdo do granulo biofertilizante (GB), visando a utilizagdo mais
sustentavel do substrato do CES.

Portanto, com o objetivo de desenvolver um processo para producéo do
granulo incorporando o préprio substrato de cultivo, neste capitulo foram avaliadas
diferentes formulagcdes para o desenvolvimento dos granulos biofertilizantes,
contendo o arroz em diferentes propor¢cdes, com e sem a adicdo de gel de amido
eum comparativo entre os granulos produzidos com amido de milho em pé e os
microrganismos encapsulados no gel e com o0s microrganismos diretamente
carregados do arroz de cultivo. Avaliando a viabilidade dos microrganismos e
caracteristicas de densidade de particula e a forca de resisténcia a compressao das
diferentes formulacoes.

Além disso, uma etapa essencial para elucidar a utilizacdo desse produto é
sua aplicacdo em plantas. O tomate esta entre as hortalicas do tipo fruto mais
consumidas do mundo, sendo uma excelente fonte de varios micronutrientes e
antioxidantes para a dieta humana. Porém, diversas doencas afetam a planta e a
utilizacdo de controle biologico tem se mostrado promissora (AL-ASKAR et al., 2021,
HERRERA-TELLEZ et al., 2019). Como discutido anteriormente (Capitulo 3),
Trichoderma asperelloides tem potencial de controle biolégico do Fusarium
oxysporum, um patdégeno comum em cultivares de tomate. Por isso, nesta etapa do
estudo, os granulos biofertilizantes foram avaliados na promoc¢éo do crescimento de
tomate em rizotron. No estudo foram avaliados os granulos isolados de A. niger, T.
asperelloides e a combinacédo desses microrganismos, visando compreender a acao

no desenvolvimento da planta e na dindmica do P do solo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1ROCHA FOSFATICA

As rochas fosféaticas (RF) de Pratapolis (RFpratapolis) € @ de Registro (RFregistro),
originarias do Brasil, foram gentiimente doadas pela Nutrisafra Fertilizantes Ltda.
(Cosmoépolis, Sdo Paulo, Brasil). Para utilizacdo nos granulos biofertilizantes, as
rochas foram secas a 80 °C por 24 h em estufa com circulacdo de ar e apds
secagem passaram por peneiras para padronizacdo do tamanho de particula (<500
pm). A RFregisto fOi Somente utilizada em testes para desenvolvimento da formulagao
dos granulos biofertilizantes. A RFpratapoiis, que havia sido previamente selecionada

(Capitulo 2), foi utilizada nas formulacdes estudadas nesse capitulo.

2.2MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados foram o Trichoderma asperelloides LQC-96 e o
Aspergillus niger C (BRMCTAA 82). A cepa de T. asperelloides foi obtida da Colecéo
de Microrganismos de Importancia Agricola e Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio
Ambiente (Jaguaritna, Sao Paulo, Brasil). O A. niger foi obtido na Embrapa
Agrolndustria de Alimentos (Rio de Janeiro, Brasil). Os microrganismos foram
armazenados a - 80 °C em uma solucéo de glicerol (30% em massa) e NaCl (0,9%
em massa). Ambos os fungos foram reativados em batata dextrose agar (BDA)
(Acumedia, EUA). A cepa de T. asperelloides cresceu a 25 + 2 °C com fotoperiodo
de 12 h por 7 dias e a de A. niger a 30 = 2 °C por 6 dias. Os esporos foram retirados
através da raspagem da placa com solucao esterilizada de Tween 80 (0,5% v/v) em
agua destilada para utilizacdo no cultivo em estado solido para a producdo massal
dos microrganismos. A contagem dos esporos foi realizada em camara de

Neubauer.

2.3PRODUCAO MASSAL DE MICRORGANISMOS

Para a producdo do granulo de biofertilizante foi necessario grandes
guantidades de esporos dos microrganismos, e a partir do cultivo em placa, foi
realizada o cultivo em estado sélido (CES) em grdos de arroz (MASCARIN et al.,

2019; VIMAL et al.,, 2017). Os esporos de T. asperelloides e de A. niger foram
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produzidos em sacos de polipropileno (23 x 40 cm) com graos de arroz parboilizado,
classe longo fino, tipo 1 (marca Qualitd). Para a producao do T. asperelloides, 200 g
de arroz seco foram imersos em 400 mL de &gua por 30 min. Para o cultivo de A.
niger a mesma quantidade de arroz foi imersa em agua, porém por 5 min. O excesso
de agua foi removido utilizando uma peneira e o substrato foi autoclavado (121 °C
por 20 min). A suspenséo de conidios (1,2 x 107 esporos/garoz seco) Obtida através do
crescimento em placas com BDA, como descrito no item 2.2 foi adicionada ao arroz
esterilizado e incubado por 7 dias a 28 °C sob fotoperiodo de 12 h (12 h escuro /12 h
de luz) para T. asperelloides e a 30 °C para A. niger sem fotoperiodo, também por 7

dias. Os sacos de polipropileno foram agitados todos os dias durante a CES.

2.4ESTUDO DAS DIFERENTES FORMULACOES

Devido ao alto descarte de arroz de cultivo apos a extracéo de esporos alguns
testes foram realizados com a utilizagdo desse material, visando a minimizacado na
geracao de residuos e a diminuicdo dos custos de producéo do biofertilizante. Esse
descarte também ocorre na producdo comercial de Trichoderma. O arroz
normalmente vai para as caldeiras para a geracdo de vapor ou € descartado como
residuo industrial. Porém, esse residuo organico € rico nutricionalmente e capaz de
sustentar o crescimento dos microrganismos. Portanto, foi realizado um teste
substituindo o amido em po pelo residuo de arroz do cultivo em estado solido (CES).
Os granulos produzidos com esse arroz foram colocados em solo para visualizar o
crescimento do microrganismo.

Esse teste foi realizado com a utilizacdo do T. asperelloides e apds a extracao
dos esporos (descrita no item 2.3 do Capitulo 3), o arroz foi seco em estufa com
circulacao de ar a 70 °C por aproximadamente 16 h e passou pelo moinho de facas
para a diminuicdo do tamanho das particulas. O arroz em p6 resultante substituiu o
amido de milho em pé no processo de producdo do GB (processo descrito no item
2.4 do Capitulo 3). A ilustracdo do crescimento desse microrganismo no teste esta
apresentada na Figura 4.1, sendo possivel observar o potencial da utilizacdo desse
residuo na producdo do granulo pois o Trichoderma cresceu na superficie e no

entorno do GB.
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Figura 4. 1 - Crescimento do Trichoderma asperelloides no granulo biofertilizante
produzido com 70% de rocha fosfatica Registro, 25% de residuo de arroz e 5% de

gel de amido encapsulado com 10° esporos/gronte de carbono-

Porém, visualizando o processo de producédo do GB como um todo, a adicéo
de mais etapas (secagem e moagem do arroz da CES) néo seria 0 método mais
viavel para a utilizacao do arroz de cultivo, portanto, modificou-se a metodologia de
producédo dos GB, buscando utilizar o arroz cultivado diretamente na formulagéo,
excluindo as etapas de separacdo e concentracdo dos esporos. Assim, 0 arroz
colonizado foi batido em liquidificador e o gel de amido gelatinizado foi incorporado
no proéprio liquidificador para a formacdo de uma pasta, que foi homogeneizada com
a rocha, esse processo esta descrito na secao 2.5.

Apoés definir o processo para utilizacdo do arroz de cultivo na formulacao,
foram avaliadas diferentes formulacdes de biofertilizante modificando: a quantidade
de arroz, a quantidade de gel de amido e a quantidade de glicerol adicionada no gel.
Como resposta, foram avaliadas a viabilidade das formulacfes pela contagem de
unidades formadoras de colbnias (UFC), a densidade dos granulos (g/cm3) e a forca
maxima (N) de resisténcia a compressao diametral de 5 diferentes formulacdes
contendo o T. asperelloides. As quantidades adicionadas de rocha fosfatica
Pratapolis, arroz cultivado, gel de amido e a quantidade de glicerol presente no gel

das diferentes formulacfes avaliadas estdo descritas na Tabela 4.1.
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Tabela 4. 1 - Diferentes formulacées de granulos biofertilizantes de Trichoderma

asperelloides e suas nomenclaturas.

Codigo Formulacao (%)
Biofertilizante Rocha fosfatica Arroz Gel de Glicerol no gel de
Pratapolis cultivado amido amido
GB3o 70 30 0 0
GB; 55¢) 70 27,5 2,5 0
GB 5% 70 25 5 0
GB5(¢5¢) 70 25 5 5
GB5(©299) 70 25 5 20

2.4.1 Viabilidade dos granulos biofertilizantes

Os granulos biofertilizantes (GBs) foram armazenados em frascos plasticos
de 50 mL com tampa de rosca, no escuro, a temperatura de 4 °C e a temperatura
ambiente. A determinacdo da viabilidade dos GBs foi realizada de acordo com a
adaptacdo da metodologia descrita por Pinto; Lucon; Bettiol (2019). A viabilidade foi
analisada logo apés a producéo dos granulos e no tempo de 1, 2, 3 e 5 meses de
armazenamento nas diferentes temperaturas, na qual 10 g dos biofertilizantes foram
adicionados em Erlenmeyer de 250 mL com 90 mL de agua destilada autoclavada.
Os biofertilizantes granulares foram solubilizados em shaker por 2 h a 250 rpm. Foi
realizada uma diluicdo seriada e 100 pL foram adicionados a placas de Petri com
batata dextrose agar (BDA) e Triton X-100, como redutor de colbnias. As placas
foram incubadas a temperatura de 28 °C por 48 h e entdo foi realizada a contagem

de unidades formadoras de colonias (UFC).

2.4.2 Densidade e resisténcia mecanica dos granulos biofertilizantes

A densidade (Dge) dos granulos biofertilizantes foi medida através de um

picnémetro, utilizando querosene a partir da seguinte equacao:

M, 1

D¢ = X ,
GB (M;+M;)— M3 Dy

onde a M representa a massa dos granulos secos (g), M2 a massa do picnédmetro
com o liquido (querosene) (g), Mz a massa do picndmetro com liquido e granulos

biofertilizantes(g) e a Diiqa densidade do liquido utilizado (g/cm?3).
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A resisténcia mecénica a compressao diametral foi medida a partir do
equipamento Maquina Universal de ensaios mecanicos, modelo DL 3000 (EMIC), no
Laboratério de Nanotecnologia para o Agronegocio (LNNA) na Embrapa
Instrumentacdo S&o Carlos. Foram realizados ensaios com no minimo 12 corpos de
prova de cada formulacéo. Esse experimento visou avaliar a variacdo de resisténcia
a compresséao diametral das diferentes formulagées. Os resultados obtidos indicam a

forca maxima de resisténcia (N) a compressao dos granulos biofertilizantes.

2.5PRODUCAO DO GRANULO BIOFERTILIZANTE UTILIZADO NO CULTIVO DE
TOMATEIRO EM RIZOTRON

Os granulos biofertilizantes utilizados no experimento do rizotron foram
produzidos a partir da utilizacdo do arroz de cultivo, as etapas de producéo estao
descritas na Figura 4.2. O granulo foi produzido contendo 70% de rocha fosfatica
Pratapolis, 25% de arroz onde os fungos foram cultivados e 5 % de gel de amido
gelatinizado. O processo de gelatinizacdo foi uma adaptacdo do procedimento
descrito por Giroto et al. (2014). O gel foi produzido contendo 15% de amido, 5% de
glicerol e 80% de agua destilada. O gel foi preparado sob agitacdo, seguindo as
seguintes etapas: (a) dispersdo do amido e glicerol em &agua a temperatura
ambiente, por 10 min; (b) processo de gelatinizacdo sob agitacdo vigorosa a 90 °C
por 30 min (formacéo de um gel viscoso); (c) reducdo da temperatura para 30 - 40
°C; (d) adicdo e homogeneizacdo do gel de amido ao arroz cultivado batido em

liquidificador para a formacao de uma pasta.
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Figura 4. 2 - Fluxograma da produgéo dos granulos biofertilizantes contendo arroz

colonizado pelos fungos e triturado, amido gelatinizado e rocha fosfatica Pratapolis.

[ Crescimento dos microrganismos em placas de BDA ]

A 4

[ CES em bags com arroz (7 dias) ]

A

[ Trituracao do arroz colonizado em liquidificador ]

A

[ Producao do gel de amido e mistura com o arroz triturado ]

y

Mistura da formulacao (pasta - contendo amido gelatinizado e
arroz triturado - e rocha) em batedeira planetaria

A 4

[ Extrusao a frio/ modelagem e corte do granulo ]

A J

[ Secagem em estufa com circulagao de ar (30 °C/14-16h) ]

'

[ Granulo biofertilizante (armazenado a 4 °C e J

a temperatura ambiente)

A essa pasta foi adicionada a rocha fosfatica e a mistura foi homogeneizada
em misturador planetario Gatromaq BP-05 (G. Paniz, Brasil). A modula¢do da massa
foi realizada a partir de uma extrusora manual, onde obteve-se granulos
biofertilizantes cilindricos com aproximadamente 5 mm de comprimento e 9 mm de
espessura. A umidade do biofertilizante extrusado foi reduzida em estufa de
circulacdo de ar a 30 °C por 14-16 h. Apds essa etapa, os GBs foram armazenados

a 4 °C, por cerca de uma semana antes do inicio do experimento em rizotron.
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2.6APLICAQAO DOS GRANULOS BIOFERTILIZANTES DE A. niger E T.
asperelloides ISOLADOS E COMBINADOS NO DESENVOLVIMENTO DE
PLANTAS DE TOMATE EM RIZOTRON

A fim de avaliar a promog&o de crescimento em rizotrons, mudas de tomate
salada obtidas a partir de sementes do cultivar de tomate gaucho (Feltrin SA)
adquiridas no comércio local em S&o Carlos, foram transplantadas para os rizotrons
construidos com tubos de PVC com 100 cm de comprimento e 17,5 cm de diametro,
cortados longitudinalmente ao meio. O substrato utilizado no experimento foi o
Vivato Slim Plus (MAPA: SP-003662-5.000004 - Technes agricola Ltda.
Catanduva/SP, Brasil). As matérias-primas inclusas no substrato sdo: casca de pinus
bio-estabilizada, vermiculita, moinha de carvao vegetal, agua e espuma fendlica. O
substrato continha pH 6,0; densidade (base seca) 260 kg/m?3; umidade 48%; aditivos
fetilizantes 1,5% e aditivos corretivos 0,2%.

Em todos os rizotrons foram adicionados primeiramente uma camada de 70
cm de substrato e o produto (granulos fertilizantes) foram adicionados e
homogeneizados com o restante de substrato necessario para preencher os 30 cm
restantes do rizotron. Em cada rizotron foi adicionado uma quantidade de 70 g de
biofertilizante (contendo em média 1,3 x 10’ UFC/ges), aplicada a 12-13 L de
substrato seco. Todos os dias as plantas foram regadas com a mesma quantidade
de agua em todos os rizotrons. O ensaio foi conduzido com sete repeticbes e cinco
tratamentos, sendo eles: 1) controle somente com o substrato (Cs); 2) controle com
granulo sem microrganismo (Cgswm); 3) granulo biofertilizante com A. niger (GBan); 4)
granulo biofertilizante com T. asperelloides e A. niger (GB®Yra+an); € 5) granulo
biofertilizante com T. asperelloides (GBra). O granulo controle, sem microrganismos,
foi produzido apds a esterilizacdo do arroz em autoclave, seguindo 0os mesmos
passos de producao, porém sem a presenca dos microrganismos.

Semanalmente foi avaliado o comprimento da raiz (cm), a altura das plantas
(cm) e o diametro da base da haste (mm). Aos 39 dias de plantio as plantas foram
retiradas dos rizotrons e avaliado, além das variaveis ja citadas, o volume do
sistema radicular (mL), a massa fresca e seca do sistema radicular (g), massa fresca
e seca da parte aérea (g); e a partir de tratamento de imagens, a area do sistema
radicular. As massas secas da parte aérea e do sistema radicular foram medidas

apos secagem a 60 °C até peso constante. Amostras do solo, da camada de 0 a 20
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cm do rizotron foram coletadas e analisados a quantidade de P labil extraido com
resina (g/dm3) e a atividade da enzima pB-glucosidase do solo (ug p-
nitrofenol/gsolo.h).

Apesar de ter sido observado e tentado utilizar mudas bastante similares, a
altura inicial das plantas nem sempre foi a mesma, portanto, buscando minimizar os
efeitos das diferengas iniciais, a partir dos resultados obtidos semanalmente de
altura da planta, comprimento da raiz e diametro da haste foram calculados os
coeficientes de crescimento dessas variaveis expressos em cm/dia, cm/dia e
mm/dia, respectivamente, realizando um ajuste linear dos dados. A mudanca na
altura da planta, comprimento da raiz e diametro da base da haste foi calculada a
partir da diferencga entre os valores finais e iniciais dessas variaveis (final-inicial) e, a
diferenca percentual das mesma variaveis foi calculada a partir dos valores finais e
iniciais ((final-inicial)/inicial*100). Todos os resultados passaram por tratamentos
estatisticos descritos no item 2.8.

Ao final dos 39 dias de crescimento das plantas, as imagens foram obtidas
com camera digital (Canon EOS Rebel T3i) e tratadas usando o ImageJ
(rsbweb.nih.gov/ij, software livre) conforme apresentado na Figura 4.3. As fotos do
rizotron foram tiradas com a presenca de fita métrica para que fosse possivel setar a
escala da imagem no software através de uma dimensao conhecida. A partir disso, a
imagem foi binarizada (Figura 4.3b), sendo possivel medir a area do sistema

radicular.

Figura 4. 3 - Tratamento das imagens contendo o sistema radicular das plantas no

rizotron usando o software ImageJ, onde (a) imagem obtida do experimento em

rizotron, e (b) imagem binarizada.
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A qualidade do solo, importante para a saude das plantas, foi avaliada
determinando a quantidade da enzima [-glucosidase. A presenca dos
microrganismos é fundamental para a producdo enzimética no solo, sendo assim
avaliou-se a quantidade dessa enzima no substrato da camada de 0-10 cm do
rizotron, para compreender se o0s diferentes tratamentos e o0s diferentes
microrganismos tinham a capacidade de producdo ou estimular a producdo dessa
enzima. O procedimento analitico baseia-se na determinacdo colorimétrica do p-
nitrofenol liberado pelas B-glucosidases do solo, quando o solo é incubado com uma

solucao tamponada de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (DENG; POPOVA, 2015).

2.7 FRACIONAMENTO DE FOSFORO DO SOLO

O fracionamento do P do solo foi realizado para melhor entendimento da
solubilizag&o e disponibilizagéo do P. Inicialmente foi realizado o fracionamento do P
do substrato puro, sem ter sido utilizado no cultivo do tomateiro. Apés a retirada das
plantas dos rizotrons, uma amostra de solo foi retirada da camada de 0 a 20 cm de
cada equipamento, e posteriormente foi seca e peneirada em 2 mm. Essa analise foi
realizada na ESALQ/USP, Piracicaba, de acordo com a metodologia proposta por
Hedley; Stewart; Chauhan (1982), com modificacdes feitas por dos Santos (2000),
usando sequencialmente extratores de menor a maior forca de extracdo, os quais
removem P inorganico (Pi) das formas mais disponiveis as mais estaveis. Foram
adicionados 0,5 g de solo em extratores sequenciais: 1) resina de troca anidnica
(PrTA); 2) NaHCO3 0,5 mol/L (Pi sic € Po gic); 3) NaOH 0,1 mol/L (PinaoH-0,1 € PO NaoH-
0.1); 4) HCI 1,0 mol/L (Pnuci) e 5) NaOH 0,5 mol/L (Pi naoH-0,5 € PO naoh-05). Para todas
as cinco etapas, a suspenséo foi agitada por 16 horas em um agitador de ponta a
ponta (33 rpm) e centrifugada por 20 min (a 3500 rpm). O fésforo organico (Po) foi
calculado pela diferenca entre o P total e o Pi em cada extrator.

Ao final da extracdo sequencial, o solo residual remanescente foi seco a 50
°C, moido e digerido por H>SO4 concentrado, H>O> 30% e MgCl> saturado para
extrair o P residual (BROOKES; POWLSON, 1981). A concentracdo de P nos
extratores acidos foi medida de acordo com o procedimento descrito por Murphy;
Riley (1962). Para extratores alcalinos, o procedimento utilizado foi o de Dick;
Tabatabai (1977).
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2.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para as comparacfes entre a densidade dos granulos e a forca maxima de
resisténcia a compressao diametral foi utilizado o teste de comparac¢des multiplas de
Tukey com intervalo de significancia de 95 %.

Nos resultados do experimento do rizotron foram realizados andlise de
variancia e o teste de comparacées multiplas de Duncan, ou de Kruskal-Wallis em
casos de heterogeneidade de variancia (verificada pelo teste de Bartlett). Devido a
alta variancia nos resultados do fracionamento de P do solo o tratamento estatistico
utilizado foi teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado
foi de 95 % e o software utilizado foi o R verséo 4.0.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1DIFERENTES FORMULACOES DE GBs COM T. asperelloides

Pode-se observar que ndo houve diferencas estatisticas significativas na
densidade dos GBs com as diferentes formulagdes contendo o arroz cultivado na
presenca ou auséncia de gel de amido (Tabela 4.2).

Tabela 4. 2 - Resultados da densidade de particula (g/cm?®) e forca maxima (N) do

granulo biofertilizante.

Biofertilizante Densidade de particula (g/cm?)* Forca maxima (N)*
GB3o 3,19+0,001a 27,40+4,30 c
GB; 55¢) 3,35+0,099 a 29,72 +5,14 ¢
GB 255 3,16 + 0,001 a 66,11 + 15,66 a
GB5(¢%® 3,27 + 0,087 a 49,93 +9,94 b
GB ,5(¢20¢) 3,30+0,011a 43,49+7,46 b

*média + desvio padrdo, letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas

estatisticamente significativas pelo teste de Tukey com 95% de confianca.

A presenca de 5 e 20 % de glicerol na formulagdo do gel de amido (GB25(C5¢)
e GB25(“2%%) resultou em valores de forca maxima nos ensaios de compressdo sem
diferencas estatisticas significativas entre si. Os granulos biofertilizantes GB3o e
GB2755% apresentaram menores valores de forca maxima de resisténcia a
compressdo diametral e sem diferenca estatistica significativa entre essas
formulacdes. Entretanto, observa-se que o GB com 5 % de gel de amido sem a
presenca de glicerol (GB2s5(5®)) possui resisténcia a compressdo diametral superior e
com diferenca estatisticamente significativa das demais formulacdes.

As viabilidades percentuais dos granulos biofertilizantes armazenados a 4 °C
e ambiente sdo apresentadas nas Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente, enquanto na
Tabela 4.3 sédo apresentados os valores em UFC/gcg.

O granulo com maior quantidade de glicerol no gel de amido apresentou uma
gueda de viabilidade mais acentuada comparada as demais formula¢gbes. Enquanto
no primeiro més as demais formula¢des continuaram com 70-90% de viabilidade, ja

no primeiro més de armazenamento a viabilidade do GB25©2%%) caiu para,
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aproximadamente, 35%. Comparativamente, a menor queda da viabilidade foi a
observada na formulacdo GBzo que continha somente (70%) rocha fosfatica e arroz
cultivado (30%), que ao final de 5 meses armazenada a temperatura de 4 °C
manteve 40% de sua viabilidade.

Figura 4. 4 - Viabilidade das diferentes formulacdes de granulos biofertilizantes de
Trichoderma asperelloides por 5 meses armazenados a temperatura de 4 °C.
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A temperatura ambiente o GB2755® teve queda na Vviabilidade de
aproximadamente 35% e o GB3p apresentou queda de quase 80% no 1° més de
armazenamento, enquanto os demais granulos apresentaram perda total de
viabilidade nesse mesmo periodo (Figura 4.7). Apds 2 meses todas as formulacdes
ja haviam perdido a viabilidade. Apesar de ndo se ver o crescimento desses
microrganismos nos granulos armazenados, devido a sua baixa umidade, o
aprisionamento dos microrganismos com o carreador (rocha) néo foi suficiente para

manter a viabilidade dos biofertilizantes.



104

Figura 4. 5 - Viabilidade das diferentes formulacdes de granulos biofertilizantes de

Trichoderma asperelloides por 5 meses armazenados a temperatura ambiente.
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Tabela 4. 3 - Viabilidade (UFC/ges) das diferentes formulagbes dos granulos

biofertilizantes de Trichoderma asperelloides produzidos com arroz de cultivo.

Viabilidade (UFC/gcs)

Biofertilizantes* | Armazenamento Pasta ~
0 meses 1 més 2meses | 5meses
arroz
4°C 8,10x107 | 7,13x107 | 3,39x107
GB3o - 2,68x10% | 9,32x107
Temp. ambiente 2,03x107 | 2,55x10° 0
4°C 6,68x107 | 4,15x107 | 1,42x10’
GBz7,5(SG) : 2,50><:|.08 8,16X107
Temp. ambiente 5,13x107 | 5,25x10? 0
4°C 3,63x107 | 3,58x107 | 1,50x107
GB 259 - 1,61x108 | 5,18x107
Temp. ambiente 3,63x10* 0 0
4°C 1,00x10” | 5,53x108 | 2,61x10°
GB25(C5® - 1,43x108 | 1,35x107
Temp. ambiente 0 0 0
4°C 1,17x10” | 6,70x10% | 5,65x10°
GB5(¢200) - 3,46x10% | 3,58x107
Temp. ambiente 0 0 0
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3.2COMPARATIVO DOS GRANULOS DE AMIDO COM GRANULOS DE ARROZ
CULTIVADO

Além do estudo das diferentes formulacdes contendo T. asperelloides com o0s
granulos produzidos com arroz de cultivo, avaliou-se a viabilidade, a densidade e a
resisténcia do granulo biofertilizante nas formulagées com os microrganismos T.
asperelloides e A. niger isolados e combinados. A Unica diferenca na formulacdo dos
granulos foi a substituicdo do amido em pé da formulacdo pelo arroz cultivado.
Portanto, a formulacdo utilizada para esses experimentos foi de 70% de rocha
fosfatica Pratépolis, 25% de amido em p6 ou arroz cultivado e 5% de gel de amido.
A formulac@o do gel de amido continha: 80% &gua destilada; 15% de amido; e 5%
de glicerol.

Na Tabela 4.4 estdo apresentados os resultados de densidade e de forca
maxima aplicada nos granulos com amido e arroz, assim a comparagao estatistica
entre as meédias pelo teste de Tukey a 95% de confianca. De forma geral, foram
observadas diferencas estatisticas entre as densidades dos granulos de amido e de
arroz, sendo a densidade dos granulos de arroz ligeiramente superior a densidade
dos granulos formulados com amido em pd. Porém, apesar da maior densidade dos
granulos de arroz, observa-se que a resisténcia a compressao desses granulos foi
inferior a resisténcia dos granulos produzidos com amido em pd, 0 que pode ser
explicado pelo fato de que o arroz cultivado teve a estrutura das suas cadeias
guebradas pelo consumo e acdo das enzimas e outros diversos metabolitos
produzidos pelos microrganismos ali cultivados. O granulo com amido em po6 nao
teve suas caracteristicas de cadeia afetadas pois 0 microrganismo nao teve contato
com essa fonte de carbono antes de ser adicionado a formulacdo, o que permitiu
gue a estrutura se mantivesse mais resistente. Vale ressaltar também que a
moagem do arroz cultivado ndo gerava patrticulas tdo pequenas como as do amido
em po, portanto no processo de extrusdo a possibilidade de elas ndo terem se
agrupado uniformemente e terem formado trincas é maior do que nos granulos com

a formulacdo do amido em po.
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Tabela 4. 4 - Resultados da densidade de particula (g/cm?) e forca méaxima (N) do
granulo biofertilizante de Aspergillus niger (AN) e Trichoderma asperelloides (TA)

produzidos com amido em pé e arroz cultivado.

Biofertilizante Densidade de particula (g/cm?®)* Forca maxima (N)*
GB amipo 2,97 £ 0,030 B 82,03 +19,52 A
GBan 2,95+0,019¢ 79,40 + 13,63 a
GB7a 3,00 £ 0,004 bc 87,66 + 24,95 a
GBra+aAN 2,95 +0,027 ¢ 79,40 + 18,96 a
GB arroz 3,26 £ 0,027 A 46,31 £ 8,86 B
GBan 3,28 £0,094 a 44,62 +7,75b
GB7a 3,27 £ 0,087 a 46,93+9,94b
GBra+aN 3,23+ 0,063 ab 47,21 +9,03 b

*Média * desvio padrdo, letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
estatisticamente significativas pelo teste de Tukey com 95% de confianca. As letras
mindsculas representam o comparativo entre os granulos biofertilizantes com diferentes
microrganismos. As letras mailsculas indicam o comparativo entre a média dos granulos de
amido e arroz.

Outro fator importante € que a utilizacdo direta do arroz colonizado na
formulacdo, além de levar todas as formas dos microrganismos produzidos, também
carrega todos os metabdlitos que ali estavam presentes durante o cultivo do
microrganismo na CES. Esses metabolitos podem contribuir para a solubilizacdo de
P, principalmente os que foram excretados no cultivo de A. niger devido a sua
capacidade de producdo de acidos organicos, como observado nos capitulos
anteriores desse trabalho. E para o controle biologico e crescimento das plantas, os
metabdlitos produzidos pelo T. asperelloides (MEYER; MAZARO; SILVA, 2019)
também desempenham importante funcéo.

A viabilidade dos granulos biofertilizantes com os microrganismos isolados e
combinados nas diferentes temperaturas de armazenamento, formulados tanto com
amido como com arroz cultivado, sdo apresentados nas Tabelas de 4.5 a 4.10. Nas
Figuras 4.6 a 4.9 sdo apresentadas a viabilidade percentual dos granulos nas

diferentes condi¢bes de armazenamento.
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Tabela 4. 5 - Viabilidade do granulo biofertilizante produzido com amido de milho em
p6 com Aspergillus niger (AN) armazenados a temperatura de 4 °C e temperatura

ambiente.

GBan — Amido — Viabilidade (UFC/gcg)

Tempo (meses) 4°C Temp. ambiente
0 5,03 x 106 5,03 x 10°
1 3,68 x 106 3,74 x 10°
2 3,12 x 106 4,43 x 10*
5 2,57 x 10° 0

Tabela 4. 6 - Viabilidade do granulo biofertilizante produzido com amido de milho em

p6 com Trichoderma asperelloides (TA) armazenados a temperatura de 4 °C e

temperatura ambiente.

GBan — Amido — Viabilidade (UFC/ggs)

Tempo (meses) 4°C Temp. ambiente
0 1,08 x 107 1,08 x 107
1 9,12 x 106 5,13 x 10°
2 6,85 x 106 2,05 x 10°
5 6,03 x 106 0

Tabela 4. 7 - Viabilidade do granulo biofertilizante produzido com amido de milho em

p6 com Trichoderma asperelloides (TA) e Aspergillus niger (AN) armazenados a

temperatura de 4 °C e temperatura ambiente.

GB1a +an — Amido — Viabilidade (UFC/ggg)

Tempo (més) 4°C Temperatura ambiente
P AN TA AN TA

0 2,38 x 10° | 5,73 x 10° | 2,38 x 10% | 5,73 x 108

1 1,03 x 10% | 3,60 x 10° | 9,25 x 10* | 1,14 x 10°
2 7,40 x 10° | 2,93 x 10° 0 0
5 6,55 x 10° | 2,55 x 10° 0 0

Tabela 4. 8 - Viabilidade do granulo biofertilizante produzido com arroz de cultivo

com Aspergillus niger (AN) armazenados a temperatura de 4 °C e temperatura

ambiente.

GBan — Arroz — Viabilidade (UFC/ggg)

Tempo (meses) 4°C Temp. ambiente
0 1,44 x 107 1,44 x 107
1 1,52 x 107 1,13 x 10°
2 7,95 x 10° 1,43 x 10°
5 6,35 x 10° 3,03 x 103




108

Tabela 4. 9 - Viabilidade do granulo biofertilizante produzido com arroz de cultivo
com Trichoderma asperelloides (TA) armazenados a temperatura de 4 °C e

temperatura ambiente.

GB1a — Arroz — Viabilidade (UFC/gcg)

Tempo (meses) 4°C Temp. ambiente
0 1,35 x 10/ 1,35 x 107
1 1,00 x 10 0
2 5,53 x 106 0
5 2,61 x 106 0

Tabela 4. 10 - Viabilidade do granulo biofertilizante produzido com arroz de cultivo
com Trichoderma asperelloides (TA) e Aspergilus niger (AN) armazenados a
temperatura de 4 °C e temperatura ambiente.

GB1a +an — Arroz — Viabilidade (UFC/gGB)

Tempo (més) 4°C Temperatura ambiente
AN TA AN TA

0 1,00 x 107 | 1,25 x 107 | 1,00 x 107 | 1,25 x 107

1 4,16 x 105 | 1,10 x 10" | 4,70 x 10° | 1,48 x 10°

2 2,15 x 10% | 8,35 x 108 | 1,28 x 10* | 1,77 x 10°

5 2,10 x 10 | 7,00 x 10 | 1,21 x 10* | 1,78 x 10°

A viabilidade dos granulos foi superior quando armazenado a temperatura de
4 °C e com 0s microrganismos isolados, mantendo a viabilidade dos granulos de T.
asperelloides e A. niger em torno de 55% apds 5 meses de armazenamento. Nesse
mesmo periodo, a viabilidade desses microrganismos combinados foi de 40%. A
viabilidade do T. asperelloides armazenado a temperatura ambiente por 1 més caiu
para 50% e para o A. niger e o granulo combinado a viabilidade no primeiro més foi
em torno de 10%. A partir de 2 meses de armazenamento a temperatura ambiente
todos os granulos apresentaram perda quase total da viabilidade. Esses resultados
reforcam a influéncia da temperatura na manutencédo ou queda de viabilidade dos
microrganismos presentes nos granulos.

Além da temperatura, outro fator essencial para manutencéo da viabilidade de
produtos biolégicos € a forma com que é realizado o empacotamento e o
armazenamento dos produtos, o que nao foi o foco desse estudo. Porém, utilizando
uma atmosfera controlada e embalagens apropriadas, mesmo a temperatura

ambiente, é possivel aumentar a viabilidade dos GBs.
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Figura 4. 6 - Viabilidade percentual dos diferentes granulos contendo Aspergillus
niger (AN) e Trichoderma asperelloides (TA) nos granulos biofertilizantes produzidos

com amido de milho em p6 e armazenados a 4 °C.
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Figura 4. 7 - Viabilidade percentual dos diferentes granulos contendo Aspergillus
niger (AN) e Trichoderma asperelloides (TA) nos granulos biofertilizantes produzidos

com amido de milho em pé e armazenados a temperatura ambiente.
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De maneira geral, os granulos formulados com amido de milho em pé
mantiveram a viabilidade do T. asperelloides um pouco superior a viabilidade dos
granulos produzidos com A. niger e pela combinacdo dos microrganismos. Esse
resultado néo foi observado na formulagcdo com arroz cultivado, onde observou-se
uma superioridade da viabilidade dos granulos de A. niger ou do granulo combinado
de A. niger e T. asperelloides. Ao final de 5 meses armazenados a 4 °C esses
granulos apresentavam ainda uma viabilidade de aproximadamente 45% enquanto o

granulo com T. asperelloides isolado a viabilidade caiu para 20% (Figuras 4.8 e 4.9).
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Figura 4. 8 - Viabilidade percentual dos diferentes granulos contendo Aspergillus
niger (AN) e Trichoderma asperelloides (TA) nos granulos biofertilizantes produzidos
com arroz de cultivo e armazenados a 4 °C.
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Figura 4. 9 - Viabilidade percentual dos diferentes granulos contendo Aspergillus
niger (AN) e Trichoderma asperelloides (TA) nos granulos biofertilizantes produzidos

com arroz de cultivo e armazenados a temperatura ambiente.
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Ademais, observa-se que a viabilidade dos granulos com a formulacdo de
arroz armazenados a temperatura ambiente teve uma queda ainda mais acentuada
logo no primeiro més de armazenamento quando comparado com a formulagcéo de
amido de milho em po. Isso pode ser associado ao encapsulamento dos esporos na
matriz de amido, que possibilitou uma maior protecdo para os esporos, conseguindo
manter a viabilidade um pouco superior no primeiro més de armazenamento.
Porém, ambas as formulagdes, com o0s microrganismos isolados ou combinados,
perderam a Vviabilidade a temperatura ambiente logo no segundo més de
armazenamento.

E uma tendéncia o uso e estudo de materiais e formulacbes para
encapsulamento de microrganismos para uso na agricultura, justamente devido a
protecdo dos microrganismos, que pode contribuir para uma vida util prolongada e a
liberacdo microbiana controlada das formulagbes (JOHN et al., 2011; SABERI-

RISEH et al., 2021). Uma técnica que poderia ser estudada futuramente na
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formulacdo dos granulos biofertilizantes visando aumentar a vida de prateleira do
produto seria recobrir o granulo com alguma camada de polimero, para evitar as
trocas gasosas e proteger os microrganismos.

Os granulos biofertilizantes, tanto produzidos com amido de milho em pé e
com arroz cultivado, ao final do processo de producédo e secagem mantinham a
umidade final, em base seca, de aproximadamente 2,5%, 0 que néo era suficiente
para possibilitar o crescimento dos microrganismos na temperatura ambiente mesmo
com os granulos ricos em fontes de carbono (Figura 4.10). Contudo, apesar do
microrganismo ndo se reproduzir no material durante o armazenamento, a vida de

prateleira do produto ndo é alta a temperatura ambiente, sendo essa uma das
maiores dificuldades encontradas na producao de insumos bioldgicos.

Figura 4. 10 - Imagens do armazenamento dos granulos biofertilizantes em frascos

de plastico com tampa a temperatura ambiente.

Esse trabalho demonstrou que a utilizacdo da extrusdo a frio se mostrou uma
pratica adequada para producdo dos granulos biofertilizantes, ndo diminuindo a
viabilidade do produto durante o processamento. E o0 processo desenvolvido para
producdo do granulo, de fato provou que o GB funciona como um biorreator

granular.
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Para aumentar a vida de prateleira desse produto, futuramente sao
necessarios estudos avaliando diferentes tipos de embalagens e atmosfera
controlada no interior das mesmas, avaliando a reducéo dos niveis de oxigénio, para
diminuir ao maximo a atividade metabdlica dos fungos. Além disso, um estudo sobre
as dimensdes do GB (diametro e comprimento) e a cinética de secagem para obter
0S menores valores possiveis de atividade de agua no produto podem contribuir
para melhoria da vida de prateleira do granulo biofertilizante.

Com relacéo as formulagcbes avaliadas, observou-se que a adi¢cao do glicerol
reduziu a viabilidade do produto mesmo quando armazenado a temperatura de 4 °C
demonstrando que esse pode ser um componente retirado da formulagéo.

A utilizacdo direta do arroz de cultivo apés a CES (onde os microrganismos
sdo adicionados em sua totalidade a formulacdo), além de reduzir os residuos
gerados pela etapa de producdo microbiana, reduz as etapas de extracdo dos
microrganismos e a adicdo de outras fontes de carbono (amido de milho). Isso torna
0 processo desenvolvido nesse trabalho mais sustentavel e diminui o custo de
producéo do granulo biofertilizante, sendo um importante diferencial da formulacéo.

Ademais, o processo desenvolvido nesse trabalho para a producdo dos GBs
abre porta para o estudo de diferentes carreadores e microrganismos, dependendo

da finalidade desejada do bioproduto.

3.3APLICACAO DOS GRANULOS BIOFERTILIZANTES NO CULTIVO DE TOMATE
EM RIZOTRON

Os granulos formulados com 70% de rocha fosfatica Pratapolis, 25% de arroz
cultivado (com T. asperelloides, A. niger e a combinacdo desses microrganismos) e
5% de gel de amido (contendo 15% de amido, 5% de glicerol e 80% de agua) foram
utilizados nos experimentos em rizotron. Nas Figuras 4.11 e 4.12 estédo
apresentadas as imagens das etapas da producdo dos GBs com a utilizacdo do

arroz colonizado com T. asperelloides e A. niger, respectivamente.
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Figura 4. 11 - Imagens do arroz colonizado com Trichoderma asperelloides apos 7
dias de cultivo, arroz batido; amido gelatinizado incorporado no arroz e o granulo
biofertilizante apos a extruséo a frio.
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Figura 4. 12 - Imagens do arroz colonizado com Aspergillus niger ap6s 7 dias de
cultivo, arroz batido; amido gelatinizado incorporado no arroz e o granulo

biofertilizante apos a extruséo a frio.

O didmetro da haste da planta, a altura da planta e o comprimento da raiz da

planta foram avaliados ao longo do desenvolvimento das plantas. Os resultados
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dessas variaveis estdo apresentados na Figura 4.13, na qual é observada a mesma
tendéncia de crescimento em todos os tratamentos.

Ao final do experimento foi avaliado o volume da raiz, massa fresca e seca da
raiz e da parte aérea da planta, a area da raiz, a atividade de B-glicosidase do solo e
o fésforo labil extraido através de resina. Também foram calculadas as taxas de
crescimento da planta (cm/dia), da raiz (cm/dia) e do diametro (mm/dia) e a mudanca
na altura, diametro e comprimento de raiz (final — inicial) das plantas e a diferenca
percentual das mesmas variaveis. Os resultados obtidos passaram por tratamento
estatistico onde primeiramente foi avaliado a homogeneidade de variancia pelo teste
de Bartlett e a partir desse resultado ou foi utilizada a ANOVA e posterior teste
paramétrico (Duncan) ou o teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis), seguindo o
esquema apresentado na Figura 4.14.

As variaveis que apresentaram diferencas significativas pelo teste paramétrico
de Duncan com significancia de 95% foram a altura final da planta (cm) e as
variaveis calculadas a partir da altura das plantas, sendo a taxa de crescimento da
altura da planta (cm/dia) e a mudanca de altura da planta (cm), apresentados na
Tabela 4.11 e Figura 4.15. No controle (Cs) somente com o substrato os valores
foram estatisticamente inferiores de altura da planta, taxa de crescimento da altura
da planta e a mudanca da altura final para a inicial comparados com os tratamentos
onde havia a presenca do T. asperelloides (GBra) tanto isolado como combinado
com o A. niger (GB®Vra+an). A porcentagem de incremento desses tratamentos em
relacdo ao controle variou de 11 a 17%. E apesar de nao ter diferenca estatistica
entre os tratamentos Cesm € GBan com relacéo ao controle (Cs) houve também um
incremento de 7 a 14% (Tabela 4.11).

Esse resultado € um indicativo de que a presenca do T. asperelloides
favoreceu o crescimento da altura das plantas de tomate. Além de controlar a
murcha do Fusarium, a cepa de T. asperellum avaliada por Al-Askar et al. (2021)
também apresentou resultados promissores no desenvolvimento das plantas de

tomate.
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Figura 4. 13 - Perfil temporal de crescimento das plantas (a) diametro da haste das plantas de tomate, em mm; (b) altura da planta,
em cm; e (c) o comprimento da raiz, em cm, dos diferentes tratamentos. Onde, Cs — Controle com substrato; Cesm — Controle com
granulo sem microrganismos; GBan — Granulo biofertilizante com Aspergillus niger; GBYUra + an — Granulo biofertilizante

combinado de Trichoderma asperelloides e A. niger; GBta — Granulo biofertilizante com T. asperelloides.
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As demais variaveis avaliadas ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas pelo teste paramétrico.

Figura 4. 14 - Fluxograma do tratamento estatistico realizado no experimento do

rizotron.
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Tabela 4. 11 - Resultados médios das variaveis com diferencas estatisticamente

significativas pelo teste de Duncan do cultivar de tomate em rizotron.

Tratamento

Altura da planta

Taxa de crescimento

Mudanca na

(cm) da altura (cm/dia) altura (cm)
Cs 69,57 b 154 b 56,07 b
Cesm 77,33 ab (11,1%) 1,73 a (12,3%) 64,08 ab (14,3%)
GBan 74,67 ab (7,3%) 1,65 ab (7,1%) 60,34 ab (7,6%)

GB@Drasan
GBta

79 a (13,5%)
78,63 a (13%)

1,71 a (11%)
1,73 a (12,3%)

65,15 a (16,2%)
65,63 a (17%)

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticamente significativas pelo

teste de Duncan (p<0,05). Valores entre parénteses indicam a % de incremento em relagdo

ao controle.
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Figura 4. 15- Diagrama de caixas das varidveis que apresentaram diferencas

significativas pelo teste paramétrico de Duncan.
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Pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, também com um nivel de

confianca de 95%, as variaveis que apresentaram diferencas significativas estao

apresentadas na Tabela 4.12 e Figura 4.16. Pode-se observar que a massa fresca

da planta apresentou valores estatisticamente superiores para o tratamento com o

granulo biofertilizante inoculado com A. niger (GBan), em relacdo aos demais

tratamentos, com um incremento de 13% comparado ao tratamento controle. Porém,

esse resultado tem uma variacao grande e maiores erros associados a essa medida

devido a quantidade de agua da planta, sendo um resultado mais aceito em ensaios

com plantas a massa seca da planta.
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A massa seca da planta, em g, no tratamento com A. niger (GBan), foi superior
estatisticamente ao controle com granulo sem microrganismos (Ceswv) € do granulo
combinado (GB@Vra+an). Porém, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre o tratamento com os granulos biofertilizantes com A. niger (GBan),
o granulo com T. asperelloides (GBva) e 0 controle com o substrato (Cs). Apesar de
ndo haver diferenca estatistica entre o GBan e 0 Cs a porcentagem de incremento do
tratamento com A. niger na massa seca da parte aérea da planta foi de 15,3%
quando comparado ao tratamento controle. Esse é um indicativo de que o A. niger
de fato conseguiu disponibilizar o P presente no granulo para a planta.

Tabela 4. 12 - Resultados meédios das variaveis que apresentaram diferencas
estatisticamente significativas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis no
experimento de plantas de tomate em rizotron para os diferentes tratamentos

controles e com granulos de A. niger e T. asperelloides isolados e combinados.

T Massa fresca Massa seca B-glicosidase do Mudanca do

ratamento lanta (g) lanta (g) s010 (ug p- diametro (%)

P 9 P 9 nitrofenol/gsoio.h) 0

Cs 237,29 b 22,99 ab 177,41 b 472,30 b

Cosm 211,52 b (-10,9%) | 20,97 b (-8,8%) | 229,20 ab (29,2%) | 492,31 ab (4,2%)
GBan 270,02 a (13,7%) | 26,51 a (15,3%) | 331,10 a (86,6%) | 518,65 ab (9,8%)
GB®Vrpcan 235,92 b (-0,6%) | 21,76 b (-5,3%) | 236,72 ab (33,4%) | 605,62 a (28,2%)
GBra 244,39 b (3%) 24,00 ab (4,4%) | 274,40 a (54,7%) | 521,49 ab (10,4%)

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significativas pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05). Valores entre parénteses indicam a % de

incremento em relagéo ao controle.

Uma medida da saude do solo € a avaliacdo de algumas enzimas presentes
na fracdo de 0-10 cm do solo, dentre elas, a B-glicosidase, enzima relacionada ao
ciclo do carbono (MENDES et al., 2018). Para essa enzima, diferencas significativas
entre os tratamentos com o0s granulos inoculados isolados (GBan € GBrta) € 0
controle com o substrato (Cs) foram observadas. Os GBs com T. asperelloides e A.
niger aumentaram a quantidade de B-glicosidase no substrato em 54,7% e 86,6%,
respectivamente. A acdo desses microrganismos de forma isolada no granulo foi
mais acentuada na producdo de B-glicosidase, porém observou-se um incremento

de 33,4% dessa enzima quando 0s microrganismos estavam combinados no granulo
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biofertilizante, apesar de ndo ter apresentado diferenca estatistica significativa. O
tratamento com a presenga do granulo fertilizante n&o inoculado, ndo apresentou
diferencas estatisticas na quantidade dessa enzima, mas também apresentou
incremento de 29%. A B-glicosidase foi a variavel que maior apresentou diferenca de
incremento dos GB inoculados quando comparado ao tratamento controle, o que
demonstra uma melhoria na saude do solo. E muitas vezes, a diferenca nos
cultivares € observada com uso sucessivo do solo ap6s inoculado com
microrganismos benéficos no solo.

O granulo biofertilizante combinado (GB®Vrta+an) Somente apresentou
diferenca significativa estatisticamente com o controle com o substrato (Cs) para a
variavel da porcentagem de mudanca do diametro, onde foi observado um
incremento de 28,2%. Os granulos com microrganismos isolados apresentaram um
incremento de aproximadamente 10% no diametro e o granulo sem inoculacdo de
4% apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa,

Conforme o grénulo fertilizante adquiria umidade do solo e 0s microrganismos
se desenvolviam e modificavam sua estrutura, as raizes da planta penetravam e
cresciam em contato direto com o granulo, como apresentado na Figura 4.17. Esse
comportamento pode ser favoravel por fornecer uma ligacdo direta entre o
biofertilizante e a raiz, sendo mais facil o aproveitamento dos nutrientes e o contato
entre os metabdlitos produzidos pelos microrganismos e a raiz.

Poucas diferencas foram observadas, mesmo com 0S microrganismos
isolados, isso se deve ao fato de que o substrato utilizado para o crescimento da
planta era bastante rico em nutrientes e matéria organica, o que provavelmente
suprimiu o efeito dos microrganismos. Possivelmente, em solos pobres a acdo dos
microrganismos seria mais evidenciada tanto na solubilizacdo do fésforo como na
absorcdo desse nutriente pela planta. Para uma visualizacdo do experimento, a
Figura 4.18 mostra as imagens dos rizotrons com os diferentes tratamentos

avaliados.
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Figura 4. 16 - Diagrama de caixas das variaveis que apresentaram diferencas

significativas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Figura 4. 17- Imagens das raizes da planta do tomate emaranhadas nos granulos

biofertilizantes.

-

Figura 4. 18 - Tomateiros desenvolvidos em rizotron nos diferentes tratamentos
controles e com os biofertilizantes. Onde, Cs — Controle com substrato; Cesm —
Controle com granulo sem microrganismos; GBan — Granulo biofertilizante com
Asgerillus niger; GBYUra + an — Granulo biofertilizante combinado de Trichoderma

asperelloides e A. niger; GBta — Granulo biofertilizante com T. asperelloides.

GCB'"Mpyay . | GBy




125

3.4FRACIONAMENTO DE FOSFORO

O fracionamento do fésforo permite avaliar a dinAmica desse nutriente no
solo, sua disponibilidade e capacidade de contribuir para a nutricdo das plantas
(GATIBONI et al.,, 2007; TIECHER et al.,, 2012). A Tabela 4.13 apresenta 0s
resultados do fracionamento do substrato puro e apdés o cultivo de tomate no
tratamento controle (Cs), que apresentam as fracdes de P mais labeis para as mais
recalcitrantes, divididos em Pi (P inorganico) e Po (P orgéanico).

Analisando o P total, o solo (substrato) utilizado apresenta altas quantidades
de P. Subtraindo o P total do substrato puro com o P total do tratamento controle
cultivado com a planta, observa-se que a planta absorveu aproximadamente 350 mg
de P. A fracdo Pisic e Pogic juntamente com Prra sdo as fragcbes que estdo
prontamente disponiveis para absorcdo, representando a principal forma de
fornecimento de P para as plantas (TOKURA et al., 2011). Avaliando a diferenca das
fracbes do substrato puro para o substrato com o crescimento da planta (Cs), a
deplecéo das formas mais labeis de P (Prta € Pigic) foi tamponada principalmente
pelas fragbes inorganicas menos labeis de Pi naoH-0,1, Pi naoH-05. O aumento da
qguantidade de P nas fracies de Prra € PO naoH-0,1 NO Cs quando comparado ao
substrato puro sugere que houve a migracdo desse fésforo das outras fragcbes néo
labeis para a principalmente a fracao labil Prra.

O fracionamento do P da camada de 0-20 cm do substrato utilizado no
experimento do rizotron nos diferentes tratamentos, foi realizado para entender o
comportamento desse nutriente e como 0S microrganismos estavam atuando na
dinAmica de disponibilizacdo do fésforo. O tratamento estatistico realizado nos
dados do fracionamento foi o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com intervalo
de confianca de 95%, devido a homogeneidade de variancia observada nas
amostras. Os resultados do fracionamento do P com os diferentes tratamentos no
crescimento do tomateiro estéo descritos na Tabela 4.14.

Maior quantidade de P total foi observada nos tratamentos em que se foi
colocado o granulo fertilizante, com ou sem a presenca de microrganismo, quando
comparado ao tratamento controle com o substrato. O que era justamente a
proposta da adi¢cdo da rocha fosfatica ao granulo biofertilizante, para que o granulo
biofertilizante funcionasse com um micro-reator, onde a a¢éo local do microrganismo

pudesse solubilizar o P presente no granulo.
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Tabela 4. 13 - Fracionamento do fosforo inorganico (Pi) e organico (Po) do substrato puro, sem cultivo de planta, e do tratamento

controle com substrato (Cs) no cultivo do tomateiro em rizotron na camada de solo de 0 a 20 cm do rizotron.

Fracfes inorganicas de fosforo (Pi)

Fracdes organicas de fosforo

(Po)
Tratamento Resina | NaHCO3 01M HCI 05 M Residual | NaHCO3 01M 05 M P total
NaOH NaOH NaOH NaOH
mg/kg do solo
Substrato puro | 131,0 324,8 793,8 415,5 197,0 49,0 17,9 104,5 79,7 2113,2
Cs 183,6 214,4 558,0 385,4 114,5 20,7 21,3 150,9 42,6 1764,6
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N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas na fracdo de Prra
entre os tratamentos controle (Cs) e 0s tratamentos com microrganismos isolados
(GBan e GBra). Porém, justamente por essa ser a fragdo mais prontamente
disponivel para as plantas e, analisando a ordem de grandeza dos resultados, a
diferenca estatistica ndo necessariamente indica que a presenca dos
microrganismos nao afetou a disponibilizacéo de P.

A presenca da rocha fosfatica influenciou na fragéo labil Pigic apresentando
diferencas estatisticas entre os tratamentos que continham o granulo biofertilizante,
inoculados (GBan; GB®Vta:na € GBra).  ou ndo inoculados (Cesm), quando
comparado com o tratamento controle com substrato (Cs). Esse resultado indica que
parte da rocha presente ficou nessa fracdo prontamente disponivel para a planta. A
presenca da matéria organica do substrato também pode ter influenciado na
solubilizacédo do P da rocha fosfatica.

O granulo biofertilizante com A. niger (GBan) apresentou diferencas
estatisticas do tratamento controle (Cs) nas fracbes de Pi naoH-01, Pi NaoH-05,
indicando que a presenca isolada desse microrganismo foi capaz de aumentar a
guantidade de fosforo disponivel nessas fracfes. Vale ressaltar aqui que, quando
comparado o substrato puro com o tratamento controle (Cs) foi observada que
justamente essas fracdes contribuiram de forma mais ativa na dindmica do P. Sendo
esse um indicativo de que a presenca do A. niger pode contribuir na disponibilizacéo
de P para as plantas.

Vale lembrar que na secéo 3.3 foi observado um incremento na massa seca
da planta (15%) do granulo com o A. niger isolado comparado com o controle. Além
do mais, uso do A. niger em solos intemperizados pode contribuir para a dessorcao
de P presente nos préprios solos (NASCIMENTO et al., 2021), o que indica outra
vantagem da aplicacdo desse microrganismo na busca de uma agricultura mais
sustentavel.

A presenca isolada do T. asperelloides (GBta) gerou diferencas
estatisticamente significativas na disponibilizacdo de P da fracdo Po naon-0,5 quando
comparado aos tratamentos controles (Cs e Cgswm), indicando que o mecanismo de
solubilizacédo de P desse microrganismo isolado foi capaz de aumentar a quantidade
de P presente nessa fracdo. Avaliando a Tabela 4.13, essa fragdo também se

mostrou ativa na dindmica do P no crescimento do tomateiro.
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Tabela 4. 14 - Fracionamento do fésforo inorganico (Pi) e orgénico (Po) na camada de solo de 0 a 20 cm do rizotron dos diferentes

tratamentos com e sem a presenca dos granulos biofertilizantes no crescimento de tomateiro.

Fracfes inorganicas de fosforo (Pi)

Fracdes orgéanicas de fosforo

(Po)
Tratamento . 0,1 M 0,5M . 0,1 M 05M P total
Resina | NaHCO; N:aOH HCI N’aOH Residual | NaHCO3; N:aOH N:aOH
mg/kg do solo
Cs 183,6 a 214,4b | 558,0 bc 3854 c 1145Db 20,7b 21,3a 150,9 a 42,6 b 1764,6 c
Cosm 133,3 ¢ 265,5 a 580,4 c 1666,1a | 155,8ab | 19,6b 30,9a | 164,2a 30,0b 3245,0 a
GBan 168,0ab | 281,0a 795,0a | 1622,5ab | 208,0 a 19,1b 27,5a | 1579a | 38,3ab 33174 a
GB®Vrasan | 158,2 be 251,5a |662,2abc| 1137,7b 132,4 ab 24,7 a 34,8 a 164,6 a | 38,4 ab 2623,3 b
GBta 169,3 ab 263,5a | 782,3ab | 1437,7ab | 163,7 ab 249 a 34,8 a 158,8 a 57,2 a 3557,8 a

Onde: Cs — Controle com substrato; Cesm — Controle com granulo sem microrganismos; GBav — Granulo biofertilizante com A. niger; GB®Vr4 .+

an — Granulo biofertilizante combinado de T. asperelloides e A. niger; GBta — Granulo biofertilizante com T. asperelloides. Letras diferentes

entre as colunas demonstram diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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O tratamento com o granulo biofertilizante combinado (GB®Yta+na)
apresentou quantidades inferiores de P total, com diferenca estatisticamente
significativa, quando comparado aos demais tratamentos com granulos com
microrganismos isolados ou o granulo sem inoculacdo, podendo ser devido a algum
erro experimental, visto que foi adicionado a mesma quantidade de granulos em
todos os tratamentos. Esse fato pode ter influenciado nos resultados um pouco
inferiores aos observados com a presengca dos microrganismos isolados e ao
granulo sem microrganismos.

Com excecédo do P total, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre todas as fracdes de P analisadas quando comparados os
granulos contendo T. asperelloides isolado (GBta) ou combinado com o A. niger
(GB®D1a+na), 0 que € uma evidencia de que a presenca do A. niger ndo influenciou
de forma ativa na acdo do T. asperelloides na dinamica de P. Novamente, com
excecao do P total, a unica fragcdo com diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos de A. niger isolado (GBan) e a combinagcdo dos microrganismos
(GB®Dra+na) foi na fracéo de Presiqua. POrém, analisando a quantidade, a variagdo
entre os tratamentos nessa fracao foi de apenas 6 mg/kg do solo, o que dentro da
guantidade total de P ndo se mostra expressivo. Portanto, em linhas gerais pode se
colocar que nos tratamentos com granulos biofertilizantes inoculados, apesar de a
guantidade de P total ter se apresentado diferente estatisticamente a dinamica do P
nao foi afetada.

A fracdo de P que apresentou diferencas com maiores ordens de grandeza
entre o tratamento controle (Cs) e os demais tratamentos foi a fracdo de Pnc. Essa
diferenca pode ser explicada devido a presenca da rocha fosfatica, que nessa etapa,
onde a extracdo realizada é uma extracdo acida, o P da rocha, que estava presente
nos granulos foi liberado, independente da inoculacdo ou ndo de microrganismos.
Nessa fracdo também foi observada uma diferenca estatistica entre o tratamento
controle (Cesvm) € 0 tratamento com microrganismos combinados (GB®Dra+na),
porém essa diferenca observada provavelmente estd relacionada a menor
quantidade de P total do tratamento (GB®Dras+na).

Pelo fato do substrato de cultivo utilizado nesse experimento ser rico, o efeito
do biofertilizante ndo foi tdo evidente, nem para a dindmica de P nem para o
crescimento das raizes e das plantas. Acredita-se que o efeito do granulo

biofertilizante produzido apresentaria resultados mais expressivos se utilizado em
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solos com baixo teor nutricional. Experimentos em solos com baixa fertilidade e pHs
contrastantes, realizados com T. harzianum e Bacillus amyloliquefaciens,
melhoraram o crescimento de tomateiros e aquisicdo de P quando esse era o
principal nutriente limitante, variando de forma especifica com o tipo de solo e o
fertilizante aplicado (MPANGA et al., 2018), o que demonstra que a capacidade de
atuacédo dos inoculantes € influenciada pelos tipos de solo, qualidade nutricional e o
tipo de fertilizacdo aplicada, o que traz algumas dificuldades na reprodutibilidade do
uso de produtos biolégicos na agricultura, porém reforca o potencial de aplicacdo de
microrganismos na agricultura e a necessidade de estudos avaliando diferentes
condicdes de aplicacoes.

Outro fator importante € o0 uso sucessivo do solo inoculado, pois nao
necessariamente € observado nos primeiros ciclos da planta a melhoria da
gualidade nutricional do fosforo disponivel no solo, principalmente pelo fato de a
rocha ser uma fonte mineral de fésforo pouco soltuvel, podendo levar alguns ciclos
para observar a diferenca na disponibilizacdo do P e na acdo dos proprios

microrganismos.
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CONCLUSOES

Das formulacdes avaliadas com diferentes quantidades de arroz cultivado, a
formulacdo sem gel de amido apresentou menor queda de viabilidade quando
comparada as demais na temperatura de armazenamento de 4 °C.

A presenca do glicerol no gel de amido resultou em queda mais acentuada na
viabilidade e diminui¢do na resisténcia mecanica de compresséo diametral do
granulo.

Os gréanulos biofertilizantes que continham T. asperelloides apresentaram
diferencas estatisticamente significativas na altura da planta de tomate.

Pelo fato de o substrato utilizado, nos experimentos de cultivo de plantas de
tomate em rizotron ser bastante rico nutricionalmente, o efeito dos
biofertilizantes possivelmente foi suprimido, tanto no que se relaciona ao
crescimento e desenvolvimento das plantas como na percepcéo da dinamica
de P. Em solos com menor qualidade nutricional esse efeito poderia parecer
mais pronunciado e apresentar maiores diferencas estatisticamente
significativas com o uso dos biofertilizantes.

A combinacdo dos microrganismos no granulo biofertilizante ndo parece ter
afetado a dindmica de P observada no fracionamento de P.

O granulo com A. niger aumentou a quantidade de P das fracdes que
justamente apresentaram maior dindmica na migracdo de P para as fracdes

mais labeis.



132

CONCLUSOES FINAIS

A produgdo de biofertilizantes granulares contendo fontes minerais nao

processadas com microrganismos combinados capazes de acessar essas fontes,

disponibilizar os nutrientes e/ou fornecer protecdo e promocao de crescimento das

plantas se mostrou uma potencial alternativa para aplicagdo na agricultura e abrindo

portas para uma ampla possibilidade de estudos. Pontualmente, pode-se concluir

que:

As diferencgas nas caracteristicas fisico-quimicas das rochas influenciaram na
solubilizagdo o P presente, e que a solubilizagdo microbiana desse material
teve forte correlacdo estatistica com a capacidade dos microrganismos de
acidificar o meio.

Os experimentos realizados em cultivos submersos demonstraram a
capacidade do fungo Aspergillus niger como solubilizador de fontes
fosfatadas minerais. No mesmo tipo de experimento observou-se também
gue, a partir dos granulos biofertilizantes produzidos, a solubilizacédo teve
efeito acentuado quando comparado a rocha livre (ndo aprisionada ao
granulo), mostrando que, a interacdo dos microrganismos com a rocha foi
eficaz para aumento da disponibilizacéo de P.

A avaliacdo in vitro do controle biolégico da cepa de Fusarium oxysporum
demonstrou que a presenca do A. niger no granulo biofertilizante ndo afetou a
capacidade de controle biolégico do Trichoderma asperelloides, o que
evidenciou o potencial de atuacao conjunta dessas cepas.

A utilizacdo dos préprios grdos de arroz cultivados se mostrou interessante
visto que o substrato, além de levar o microrganismo, carrega os metabdlitos
produzidos e serve como fonte de nutrientes para o microrganismo se
desenvolver quando adicionado ao solo. Além do mais, sua utilizacdo diminui
etapas do processo de producdo do granulo, evita a geracdo de residuos e o
desperdicio dessa fonte, tdo rica em nutrientes, utilizada no processo

industrial do Trichoderma.
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A viabilidade dos grénulos biofertilizantes se mostrou bastante afetada com a
temperatura de armazenamento do produto.

A acdo dos granulos biofertilizantes no cultivo em rizotron de plantas de
tomate demonstrou que a presenca do T. asperelloides (isolado ou
combinado ao A. niger) no cultivo aumentou, com significAncia estatistica, a
altura das plantas de tomate quando comparado ao tratamento controle (sem
a presenca de microrganismo ou fertilizacao).

No mesmo experimento, através da avaliacdo da dindmica das fracdes do P
do solo (substrato de cultivo) utilizado, o A. niger apresentou uma diferenca
estatistica significativa com o tratamento controle (sem a presenca de
nenhum microrganismo ou fertilizacdo), nas quantidades das fracbes de P
gue contribuiram de forma mais ativa na dindmica de absor¢céo de P pelas
plantas, o que demonstrou o potencial desse microrganismo para ser utilizado
na agricultura.

Num contexto geral, o granulo biofertilizante carregando rocha fosfatica e
microrganismo pode ser uma op¢ao mais ecologica e barata para aumentar a
disponibilidade de P das plantas.

O processo desenvolvido para a producdo do granulo biofertilizante e os
experimentos realizados comprovaram a acao desse granulo como um micro-
reator, onde 0s microrganismos presentes nesse granulo sdo capazes de

utilizar e disponibilizar as fontes de nutrientes carreadoras do granulo.
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Sugestdes para trabalhos futuros

e Avaliar a influéncia dos metabdlitos, que foram carregados juntos com o arroz
de cultivo para a produgcdo do granulo biofertilizante, na solubilizagédo das
rochas fosfaticas.

e Estudar as proporgbes de carreador e arroz de cultivo, e diferentes
microrganismos na formulagdo, de forma isolada ou em co-cultivo.

e O processo desenvolvido de producédo do granulo biofertilizante é passivel de
escalonamento e permite o estudo de diferentes carreadores, ndo se
limitando somente a utilizacdo da rocha fosfatica, mas podendo ser avaliadas
outras fontes minerais de baixa solubilizacdo, residuos organicos, adicdo de
macro e micronutrientes.

e Avaliar uso somente de arroz de cultivo na formulacéo, podendo aumentar a
guantidade de microrganismos por grama de produto.

e Desenvolver estudos recobrindo o granulo biofertilizante com diferentes
polimeros biodegradaveis visando o aumento da vida de prateleira dos
produtos.

e Avaliar a influéncia de diferentes condi¢cdes de armazenamento e embalagens
para manutencao da viabilidade dos microrganismos.

e Estudar os efeitos das dimensfes do granulo na secagem e manutencao da

viabilidade dos fungos.
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