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RESUMO

O Potéssio (K) desempenha um papel importante em diversos processos bioquimicos e
fisioldgicos nas plantas, porém as baixas concentracdes de K soltvel no solo tornam necessario
0 uso de fertilizantes quimicos a fim de suprir as necessidades nutricionais das plantas. No
entanto, a producéo de fertilizantes de K a partir do processamento quimico de rochas potassicas
(RKSs) é considerada dispendiosa e pode causar danos ao meio ambiente. Em contrapartida, a
solubilizacdo biologica de RKs tem se mostrado uma estratégia em potencial para obtencdo de
biofertilizantes, visando uma agricultura mais sustentavel. Nessa estratégia microrganismos séo
utilizados para promover a solubilizacdo da RK, quando aplicado ao solo ou a partir de cultivo
microbiano in vitro, sendo a producdo de &cidos organicos no meio o principal mecanismo de
solubilizacdo deste processo. Nesse ambito, este trabalho teve como objetivo estudar os
mecanismos de dissolucdo de rochas potéssicas via acidos organicos e o desenvolvimento de
estratégias para aumentar a solubilidade do K presente na RKa partir de solubilizacéo bioldgica
por cultivo submerso. Este estudo foi realizado utilizando duas RKs modelo, rocha 1
(Yorkshire, Reino Unido) e rocha 2 (Minas Gerais, Brasil). As rochas foram previamente
caracterizadas por Difracdo de Raios-X, Fluorescéncia de Raios-X, Microscopia Eletronica de
Varredura e sua Area Superficial e Tamanho de Particulas médio foram determinados.
Posteriormente, as RKs foram submetidas a ensaios de dissolucdo por 40 dias em &gua e
diferentes acidos organicos (citrico, glucdnico e oxalico) para avaliar o efeito destes na
dissolugdo das rochas. Por fim, foram avaliadas estratégias para a promog¢do do aumento da
solubilidade de K através da solubilizacdo bioldgica da RK a partir da acdo de microganismos
produtores de &cidos organicos via cultivo submerso. Nesse contexto, foi avaliado o potencial
de solubilizacdo de diferentes cepas do fungo filamentoso Aspergillus (A. niger C, A. niger F12,
A. niger 3T5B8 e Aspergillus 763), o efeito da concentracdo (1%, 2,5%, 5% e 10%) de duas
fontes de carbono (glicose e glicerol) no cultivo, o efeito do pHinicia do meio de cultivo e o
efeito da interag@o entre microrganismo-rocha para uma melhor compreenséo da dindmica da
solubilizacdo. Por fim, foi realizada um estudo da cinética de solubilizacdo com RK natural e
com a RK apds um pré-tratamento de ativacdo mecanica (moagem), durante 10 dias. A partir
dos resultados obtidos, as fases Polihalita (rocha 1) e K-Feldspato (rocha 2) foram identificadas
na etapa de caracterizacdo apresentando uma ordem de dissolu¢do do K nos &cidos organicos
de KCI (controle) > RKpolihaita > RKFreldspato. OS &cidos orgénicos ndo influenciaram
significativamente na dissolucdo do K presente na RKpoiinaiita, €m contrapartida influenciaram
na liberacdo do K da RKFreldaspato, bem como na liberagdo dos demais nutrientes de ambas as
rochas. A RKpolinalita alcangou 100% de dissolucdo do K em todos os acidos avaliados enquanto
a RKFreldspato apresentou o maior percentual de dissolucdo em &cido oxalico (20,05%) ap06s 25
dias. Dada a menor dissolugdo de K apresentada, a RKreiaspato fOi utilizada na etapa de
solubilizacdo bioldgica por A. niger C em que as variaveis 5% de glicose, pHiniciai 4 € cultivo
sem a etapa de pré-cultivo foram as condigdes de cultivo selecionadas. Além disso, a interagdo
fisica entre microrganismo-rocha foi capaz de aumentar cerca de 33% do K solubilizado no
meio em comparacdo aos ensaios sem a presenca do fungo. A cinética de solubilizagdo da
RKFeldspato Natural alcangou um méximo de solubiliza¢éo de 15,87% de K apo6s 3 dias. O pré-
tratamento da RKreidspato proporcionou um aumento de 35% na solubilidade do K, se comparado
com a RK natural, alcancando j& no primeiro dia uma solubilizacdo de 20,66% de K. Esses
resultados evidenciam o efeito potencializador da solubilizagdo biologica na liberagdo do K
insoldvel presente na RKrelgspato.

Palavras-chaves: Aspergillus niger, Feldspato, dissolucdo mineral, mecanismos de

solubilizacéo.



ABSTRACT

Potassium (K) plays an important role in several biochemical and physiological processes in
plants, but the low concentrations of soluble K in the soil make it necessary to use chemical
fertilizers in order to supply the nutritional needs of the plants. However, the production of K
fertilizers from the chemical processing of potassic rocks (RK’s) is considered expensive and
can cause damage to the environment. In contrast, the biological solubilization of RKs has been
shown to be a potential strategy for obtaining biofertilizers, aiming at more sustainable
agriculture. In this strategy, microorganisms are used to promote the solubilization of RK, when
applied to the soil or from microbial cultivation in vitro, with the production of organic acids
in the medium being the main mechanism of solubilization of this process. In this context, this
work aimed to study the mechanisms of dissolution of potassium rocks via organic acids and
the development of strategies to increase the solubility of K present in RK from biological
solubilization by submerged cultivation. This study was carried out using two model RK’s, rock
1 (Yorkshire, United Kingdom) and rock 2 (Minas Gerais, Brazil). The rocks were previously
characterized by X-Ray Diffraction, X-Ray Fluorescence, Scanning Electron Microscopy and
their Surface Area and Average Particle Size were determined. Subsequently, the RK’s were
subjected to dissolution tests for 40 days in water and different organic acids (citric, gluconic
and oxalic) to evaluate their effect on the dissolution of rocks. Finally, strategies for promoting
the increase in K solubility through biological solubilization of RK from the action of
microorganisms producing organic acids via submerged culture were evaluated. In this context,
the solubilization potential of different strains of the filamentous fungus Aspergillus (A. niger
C, A. niger F12, A. niger 3T5B8 and Aspergillus 763), the effect of concentration (1%, 2.5%, 5
% and 10%) of two carbon sources (glucose and glycerol) in the culture, the effect of the initial
pH of the culture medium, and the effect of the interaction between microorganism-rock for a
better understanding of the dynamics of solubilization. Finally, a study of the solubilization
kinetics with natural RK and with RK was performed after a pretreatment of mechanical
activation (grinding), for 10 days. From the results obtained in this work, the phases Polyhalite
(rock 1) and K-Feldspar (rock 2) were identified in the characterization step presenting an order
of dissolution of K in the organic acids of KCI (control)> RKpoiyhalite> RKFeldspar. Organic acids
did not significantly influence the dissolution of K present in RKpolyhaiite, 0N the other hand they
influenced the release of K from RKFreigspar, @S Well as the release of other nutrients from both
rocks. RKpolyhalite reached 100% dissolution of K in all evaluated acids while RKreiaspar presented
the highest percentage of dissolution in oxalic acid (20.05%) after 25 days. Given the lower
dissolution of K presented, RKreidspar Was used in the biological solubilization step by A. niger
C in which the variables 5% glucose, pHinitiat 4 and cultivation without the preculture stage were
the conditions selected. The physical interaction between microorganism-rock was able to
increase about 33% of the K solubilized in the medium compared to tests without the presence
of the fungus. The solubilization kinetics of natural RKreigspar reached a maximum solubilization
of 15.87% K after 3 days, while the kinetics with RKFrelaspar after pretreatment provided a 35%
increase in K solubility, if compared with natural RK, reaching a solubilization of 20.66% of K
on the first day. These results show the potentiating effect of biological solubilization on the
release of insoluble K present in RK Feldspar.

Keywords: Aspergillus niger, Feldspar, mineral dissolution, solubilization mechanisms.
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1 INTRODUCAO

O potassio (K) é um macroelemento essencial para todos os organismos Vivos. E 0
sétimo elemento mais comum na crosta terrestre e o terceiro macromutriente mais importante
para a nutricdo vegetal, depois do nitrogénio e do fosféro. Esse elemento desempenha papel
significativo na ativacdo de varios processos metabolicos, como a fotossintese e a sintese de
enzimas e proteinas (Shanware, Kalkar e Trivedi, 2014a; Meena et al., 2016b). No solo, esta
presente como cation em solucdes, na superficie de matéria organica e incorporado na rede
cristalina de minerais. No entanto, embora seja considerado um elemento abundante no solo, as
concentracOes de K soltvel, ou seja, prontamente disponivel para absorcdo pelas plantas, sdo
geralmente muito baixas, pois cerca de 90 - 98% do K estd presente em sua forma insoltvel
(Cara et al., 2012; Jaiswal et al., 2016).

As baixas concentracdes de K soltvel no solo tornam necessario o uso de fertilizantes
quimicos soltveis a fim de suprir as necessidades nutricionais das plantas. No ano de 2017
foram consumidos em torno de 110 Mton de KO como fertilizante (Food And Agriculture
Organization Of The United Nations — FAO, 2018), sendo o terceiro macronutriente mais
utilizado na agricultura e evidenciando a importancia desse nutriente para aumentar a
produtividade de alimentos. Contudo, o uso excessivo destes fertilizantes acarretam problemas
ambientais, como a poluigdo de corpos d’agua devido a percloracdo e lixiviacdo do potassio no
solo (Savci, 2012). Essa problematica impulsionou a busca por estratégias eficientes para a
solubilizacdo do K insolavel presente nos solos a partir do uso de microrganismos promotores
de solubilizacdo (Mohamed et al., 2016). Estudos também tem sido desenvolvidos para avaliar
a solubilizacdo bioldgica in vitro de rochas potassicas (RKs) utilizando métodos de cultivo
microbiano (Kasana et al., 2017; Lian et al., 2008; Lopes-Assad et al., 2006; Prajapati et al.,
2012a; Song et al., 2015a; Xue et al., 2018), como uma alternativa ao processamento quimico
para producdo de fertilizantes potassicos para plantas. Esta estratégia torna-se interessante
principalmente quando se utiliza RKs silicatadas, de origem ignea do tipo Feldspato, que séo
0s minerais mais abundantes da crosta terrestre e apresentam teores significativos de K em sua
estrutura, além de apresentarem baixo custo. Entretanto, a maioria das RKs de origem ignea
contém o K inserido em sua estrutura cristalina, o que dificulta a recuperacdo do mineral (Cara
et al., 2012; Nascimento and Loureiro, 2004).

13



Neste sentido, diversos microrganismos tem sido descritos na literatura por seu
potencial de solubilizacdo de rochas potéssicas, sendo o principal mecanismo a producéo de
diferentes acidos organicos, como o acido citrico, oxalico e glucénico. Estes promovem a
diminuicéo local do pH no meio e induzem a liberagdo do ion K*. Os &cidos organicos também
podem formar quelatos a partir de seus grupos hidroxila e carboxila com metais ligados a
contituicdo quimica da rocha e assim promover a liberacdo do K* (Bahadur et al., 2014; Sattar
etal., 2019). Entretanto, o efeito individual dos acidos organicos na solubilizacdo de RKs ainda
é pouco estudado. Os acidos organicos apresentam caracteristicas quimicas diferentes quanto
ao numero de grupos hidroxila e carboxila, tamanho da cadeia, e contante de acidez (ka), logo
podem apresentar diferentes efeitos na solubizacdo de RKs. O correto entendimento do efeito
dos acidos organicos na cinética de solubiliza¢do do K e de outros componentes das RKs pode
ser base para desenvolver novas estratégias para melhorar os processos de solubilizacédo

bioldgica das RKs.

Entre os principais microrganismos produtores de &cidos orgénicos destacam-se 0s
fungos filamentosos do género Aspergillus ssp., que sdo considerados uma classe importante
na producdo desses metabolitos e tem sido evidenciados em alguns trabalhos por sua capacidade
de solubilizacdo de RKs via cultivo submerso (CSm) e cultivo em estado sélido (CEs) (Brandao
et al., 2014; Lian et al., 2008; Lopes-Assad et al., 2006). O cultivo submerso é utilizado para
avaliar o potencial de microrganimos para promover a solubilizagdo de RKs in vitro, e oferece
vantagens em relacdo ao cultivo em estado solido, principalmente em relacdo a instrumentacédo
e ao controle do processo (Fazenda et al., 2008). Assim, o produto liquido resultante do
processo de solubilizacdo das RKs por microrganismos é denominado biofertilizante potéssico
e é considerado sustentavel, relativamente barato, eficaz e produtivo a longo prazo (Bahadur et
al., 2016; Kumar et al., 2016; Masood and Bano, 2016; Mohamed et al., 2016). Sua aplicacédo
tem sido avaliada em aplicag¢Oes no sistema solo-planta (Alves et al., 2010; Wu et al., 2005) e
os resultados tem sido promissores com relacdo ao aumento na absor¢éo de K e crescimento de

plantas.

Entretanto, a eficiéncia de solubilizagdo da RKs de origem igneas ainda € baixa, sendo
necessario estudar novas estratégias e avaliar condigdes de processo para aumentar as taxas de
solubilizacdo das RKs. A selecdo do microrganismo adequado, avalia¢do do tipo e concentragdo
da fonte de carbono utilizado durante 0 CSm, a interagdo microrganimo-rocha, assim como o

pré-tratamento da RK, sdo estratégias que podem ser exploradas para um melhor entendimento
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do processo de solublizacdo bioldgica da RK e para melhorar a eficiéncia da solubilizacdo.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar os mecanismos de solubilizacdo da
rocha potassica via acidos organicos e desenvolver estratégias para aumentar a solubilizacéo

bioldgica do potassio por cultivo submerso a partir de uma rocha de baixa solubilidade.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Potassio e sua importancia para as plantas

O potassio (K) € um elemento quimico que pertence ao grupo dos metais alcalinos e
carrega o estado de oxidacdo 1+. E o terceiro principal macronutriente essencial, apds o
nitrogénio (N) e o fosforo (P), e o cation mais amplamente absorvido pelas plantas. O K ¢
considerado um nutriente fundamental para o metabolismo, crescimento e desenvolvimento das
plantas. Sem as quantidades adequadas de K, as plantas apresentam raizes pouco desenvolvidas,
folhas e caules quebradico, produzem sementes pequenas e crescem mais lentamente (Jaiswal
et al., 2016; Masood and Bano, 2016).

O K desempenha um papel significativo em diversos processos bioquimicos e
fisiolégicos nas plantas. E um forte regulador osmético responsavel pelo funcionamento
adequado dos estbmatos, processo essencial para realizacao da fotossintese. Realiza a ativacao
de mais de 50 enzimas, participa da producdo de adenosina trifosfato (ATP) regulando a
fotossintese e os acucares produzidos por ela e desempenha um papel importante no transporte
de agua e nutrientes por longas distancias através do xilema (Pettigrew, 2008; Shanware et al.,
2014). Além de também estar envolvido no metabolismo de carboidratos, gorduras, acidos,
compostos nitrogenados e na sintese de proteinas melhorando a tolerancia ao frio e a resisténcia

a seca das plantas (Sattar et al., 2018).

No solo, o potassio esta presente em quatro formas: dissolvido em solugdo (ions K*), K
trocavel, K fixo e K mineral. O ion K* é considerado uma fonte de rapida absor¢do para as
plantas porém, seus niveis sdo geralmente baixos no solo. O K trocavel esta ligado externamente
a superficies de minerias argilosos e € facilmente trocado por outros cations estando assim,
prontamente disponivel para as plantas. J& o K fixo estd disponivel apenas moderadamente
devido sua forte ligacdo com as superficies argilosas. Estas trés formas somam cerca de 2 — 8%
do potassio disponivel no solo, os outros 90 — 98% do K estdo incorporados a estrutura cristalina

de minerais como o feldspato e mica, estando assim indisponivel para as plantas (Curi et al.,
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2005; Shanware et al., 2014). Portanto, as baixas concentracdes de potassio soltvel no solo
tornam necessario o uso de fertilizantes potassicos a fim de suprir as necessidades nutricionais

das plantas, obter bons rendimentos e melhorar a produtividade agricola.
2.2 Reservas e tipos de rochas potéassicas

O potéssio esta presente em inimeros minerais do solo de origem sedimentar e ignea,
sendo rochas potéssicas a principal matéria-prima utilizada na producdo de fertilizantes
potassicos. Estima-se que as reservas mundiais de RKs totalizam cerca de 250 bilhGes de
toneladas, sendo que o Canada, a Russia, a Bielorrussia e a China detém aproximadamente
cerca de 76% da producdo mundial de fertilizantes. Atualmente, o Brasil ocupa a 122 posi¢ao
mundial entre os paises produtores de fertilizantes potassicos (U. S. Geological Survey, 2019),
sendo as principais reservas brasileiras de RKs de origem sedimentar localizadas nos estados
de Sergipe e Amazonas. No entanto, a producao de fertilizante potassico nacional esta restrita
apenas ao complexo mina/usina Taquari-Vassouras no estado de Sergipe (Brasil, 2018). J& as
reservas de RKs de origem igneas brasileiras estdo concentradas na regido de Pocos de Caldas
— Minas Gerais (Kotani et al., 2019)

As RKs de origem sedimentar, formadas a partir da evaporacgéo de sedimentos marinhos,
sd0 0s minerais explorados como matéria-prima na producdo de fertilizantes K devido sua
elevada solubilidade em agua. Essa classe é constituida por sulfatos e/ou cloretos de potéssio
(Tabela 1) e apresentam teores significativos de K>O em sua constitui¢do, variando entre 10 —
63%. Dentre os minerais desta classe apenas a Silvita e a Carnalita sdo largamente utilizadas
como fontes tradicionais para a producdo de fertilizantes. A Polihalita, Langbeinita e Kainita,
também estdo entre as fontes em que o K é recuperado com relativa facilidade, entretanto, ndo
constituem fontes abundantes no hemisfério sul do globo terrestre (Nascimento and Loureiro,
2004).
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Tabela 1 - Minerais potassicos de origem sedimentar e seus teores equivalentes em peso (%)

Minerais Estrutura Quimica K Teo|r<ecs:|EquivaIer}1<t(ze(s)(%) K2SOu
Silvita* KCI 52,44 100 63,13 -
Carnalita* KCIl.MgCl2.6H20 14,07 26,83 16,95 -
Silvinita* KCI + NaCl - - 10-35 -
Kainita** 4KCl.4M@gS04.11H20 15,71 29,94 19,26 -

Langbeinita** KMg2(SOa4)s3 18,84 - 22,69 41,99

Polihalita** | KaMgCa2(S04)4.2H20 12,97 - 15,62 28,90

*Minerais primarios ** Minerais secundarios
Fonte: adaptado a partir de Nascimento e Loureiro (2004).

Em contrapartida, cerca de 95% do K existente na crosta terrestre é encontrado em RKs
de origem igneas, formadas a partir da cristalizacdo do magma proveniente de erupcbes
vulcanicas. Este tipo de mineral, denominado mineral silicatado, € formado por grupos
tetraédricos de silica e oxigénio fortemente unidos entre si por cations e possui 0 K inserido em
sua estrutura cristalina, o que dificulta sua extracdo (Cara et al., 2012). Neste caso, a
recuperacdo do K da estrutura do mineral é possivel apenas através da combinacdo de forte
atague quimico e tratamento térmico o que minimiza o interesse em seu uso para producao
tradicional de fertilizantes, uma vez que os minerais de origem sedimentar apresentam maior

facilidade de extracdo do K presente em sua estrutura (Nascimento and Loureiro, 2004).

Os principais minerais silicatados ricos em K (Tabela 2) sdo os Feldspatos, o0s
Feldspatdides e as Micas, com teores de K>O que variam entre 10 e 21,5%. Os Feldspatos
potéssicos constituem cerca de 60% da crosta terrestre e possuem oxigénio, silica e aluminio
em sua estrutura ligados na forma de tetraedros. Neste mineral, as moléculas de oxigénio de
cada vértice dos tetraedros sdo compartilhadas com tetraedros vizinhos, resultando em uma
estrutura altamente estavel. Os Feldspatos sdo classificados como Ortoclasio, Microlinio e
Sanidina. Os Feldspatoides possuem uma estrutura quimica semelhante aos Feldspatos, poréem
com apenas dois tercos de silica em sua estrutura. Os principais minerais desse grupo sdo a
Leucita e a Nefelina. Por fim, as Micas sdo classificadas em Moscovita, Flogopita, Biotita e
Lepidolita (Grecco, 2018; Vlach, 2002).
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Tabela 2 - Minerais potassicos de origem ignea e seus teores equivalentes em peso (%)

Minerais Estrutura Quimica K20 (%)
Ortoclasio* KAISi3Os 16,9
Microlinio* KAISizOs 16,9

Sanidina* KSiAl4Og 12,88

Leucita** KAISi20s 21,5
Nefelina** KAISiOq4 8,06

Moscovita*** (KAI(AISi3010)(OH)2) 11,81
Flogopita*** (KMgs(AlSizO10)(OH)z2) 11,23
Biotita*** K(Mg,Fe)3(AlSizO10)(OH)2 10,86

*Feldspatos ** Feldspat6ides ***Micas
Fonte: adaptado a partir de (Grecco, 2018).

De forma geral, os minerais silicatados estdo presentes de forma abundante no territorio
brasileiro, o que intensifica seu potencial de utilizacdo na agricultura. No entanto, sua vasta
aplicacdo como fertilizantes ainda depende de alguns fatores como: estudos mais aprofundados
sobre 0s mecanismos e a cinética de dissolucdo/solubilizacdo dessas RKs no solo, bem como o
entendimento de como a composicao e as fases cristalinas dessas RKs sdo alteradas ao longo
da sua dissolugdo/solubilizacdo, qual o efeito da quimica do solo na dissolugcdo/solubilizagédo
dessas RKs a médio e longo prazo e um melhor entendimento sobre a composicao mineraldgica

destas rochas (Nascimento and Loureiro, 2004).
2.3 Fertilizantes quimicos potéssicos e seus impactos ambientais

A produgdo tradicional de fertilizantes potassicos ocorre atraves da extragdo e
beneficiamento de RK de origem sedimentar até a obtencdo de um produto com alta
concentracdo de K e solivel em agua. Neste caso, a producgdo do fertilizante ndo requer a
utilizacdo de processos térmicos ou com 4&cidos fortes, diferentemente dos fertilizantes
fosfaticos. A Figura 1 apresenta os principais processos de beneficiamento de RKs de origem
sedimentar para producéo de fertilizantes potassicos, sendo o Cloreto de Potassio (KCI), Sulfato
de Potéssio (K2S0O4) e Nitrato de Potassio (KNOz) os principais fertilizantes obtidos por esse

processo (Dias e Fernandes, 2006; Silva et al., 2004).
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Figura 1 - Esquema da producdo de fertilizante potéssico tradicional por rochas de origem

sedimentar

Extracdo RK . Britagem » Moagem » Deslamagem

. Compactacéao ‘ ‘ Separagédo
Fertilizante K ‘ ou Granulag&o Secagem Seletiva

Fonte: elaboracéo prdpria.

O Brasil, por sua vez, ndo se caracteriza como um grande produtor de fertilizantes
potassicos devido sua pequena producdo interna comparada a demanda nacional, isto se deve
as baixas resevervas de RKs de origem sedimentar presentes em territorio brasileiro
(Nascimento and Loureiro, 2009). De acordo com a Food Agriculture Organization of The
United Nations — FAO, em 2017 o Brasil importou cerca de 6 milhdes de toneladas de K, o
equivalente a 95% de todo o K>O utilizado na agricultura brasileira no mesmo ano, o que
evidencia a alta dependéncia brasileira em relacdo ao uso deste nutriente. Neste sentido, a
elevada demanda de potassio na agricultura, bem como a limitada oferta de fontes K sollveis,
tem sido uma constante preocupacdo em paises com uma atividade agricola intensa, como no
Brasil, onde os solos sdo considerados pobres em minerais nutrientes e possuem baixa
capacidade de retencdo de cations favorecendo a lixiviacdo do K. Por esse motivo, apesar da
baixa solubilidade, as rochas silicatadas de origem ignea, tem sido consideradas como fontes
alternativas de K na agricultura (Curi et al., 2005).

As RKs silicatadas de origem ignea podem ter sua solubilidade aumentada apds
passarem por um processamento quimico, como demostrado na Figura 2. O produto final é um
sal de potéssio soluvel (K2SO4) que pode ser aplicado na agriculta para suplementar K para as
plantas. No entanto, o processo de producdo de fertilizantes K através deste tipo de mineral a
partir do processo descrito (Figura 2) ndao é considerado econémico e ambientalmente
sustentavel, uma vez que ocorre a partir da juncdo de forte ataque quimico, utilizando
principalmente acido sulfarico concentrado, e tratamento térmico que gera alto custo

energético, logo é pouco utilizado na producéo de fertilizantes K.
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Figura 2 - Esquema da producéo de fertilizante por rochas de origem ignea
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Fonte: adaptado a partir de Pereira et al. (2018).

As producdes agricolas se sustentam com o uso dos fertilizantes quimicos que tem como
principal objetivo melhorar a eficiéncia dos solos. Nas Ultimas décadas, o uso de grandes
guantidades destes fertilizantes tem sido necessario para suprir a demanda por alimento
diretamente relacionadas ao aumento da populagdo mundial. Entretanto, estudos mostram que
0 uso excessivo de fertilizantes quimicos ocasiona sérios problemas ambientais e de saude
publica, visto que os efeitos causados no solo por eles ndo sdo imediatos. Deste modo, altos
niveis de fertilizantes K causam um impacto negativo no pH e na estrutura do solo a longo
prazo afetando sua capacidade de retencdo de agua, a atividade microbiana existente e a
absorcao de outros nutrientes. O K acumulado no solo advindo destas fertilizagdes é facilmente
lixiviado chegando aos corpos d’agua através das chuvas e afetando os seres vivos existentes

no meio através da eutrofizacdo (Bahadur et al., 2014; Isherwood, 2000; Savci, 2012). Essa
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problemética impulsionou a busca por estratégias eficientes para a solubilizacdo do K insoluvel

presente nos solos a partir do uso de microrganismos promotores de solubilizagao.

Uma estratégia que vem sendo avaliada como uma alternativa ao classico processo dos
fertilizantes quimicos tradicionais € a solubilizacdo de RKs por rotas biotecnoldgica (Bahadur
et al., 2016; Meena et al., 2016; Sattar et al., 2019). Essa estratégia, denominada solubilizacdo
in vitro da RKs, consiste na aplicacdo de microrganismo para promover a solubilizacdo da RK,
via cultivo submerso ou cultivo em estado solido. Neste processo, 0 microrganismo atua como
um agente solubilizador capaz de transformar o K insoltvel presente na RK em K soluvel
através, principalmente, da acidificagdo do meio provocada pela producdo de &cidos organicos.
O produto liquido resultante desse processo vem sendo denominado biofertilizante potassico
(Mohamed et al., 2016), sendo considerado sustentavel, relativamente barato, eficaz e produtivo
a longo prazo (Bahadur et al., 2016; Kumar et al., 2016; Masood and Bano, 2016; Mohamed et
al., 2016).

2.4 Microrganismos solubilizadores de potéssio e mecanismos de solubiliza¢éo

O solo abriga diversos microrganismos que sdo capazes de solubilizar o K insoltivel em
formas facilmente absorvidas pelas plantas (Meena et al., 2014), sendo que a solubilizacéo de
RK por microrganismos foi evidenciada pela primeira vez por Muentz (1890). Atualmente,
alguns estudos vem sendo realizados a fim de se isolar e identificar potenciais microrganismos
solubilizadores de K do solo (Matthew and Tallapragada, 2017; Prajapati et al., 2012b; Zhang
and Kong, 2014). Apesar de diversos microrganismos serem descritos na literatura como
solubilizadores de K destacam-se 0s g@éneros de bactérias Bacillus, Pseudomonas,
Paenibacillus e de fungos Aspergillus, Penicillum e Cladosporium como 0s microrganismos
mais eficientes (Sattar et al., 2019).

O principal mecanismo de solubilizacdo por microrganismos solubilizadores de K se da
pela producdo de metabolitos de baixa massa molecular, como os &cidos organicos, no meio.
As moléculas de acido organico influenciam a solubiliza¢do de K em um conjunto de trés acdes
distintas, mas ligadas entre si: (i) os acidos aderem a superficie mineral e extraem nutrientes
das particulas minerais por reagdo de transferéncia de elétrons; (ii) quebram as ligacdes de
oxigénio e (iii) formam ions quelatados na solucdo através de seus grupos carboxila e hidroxila.
O terceiro mecanismo acelera indiretamente a taxa de dissolucéo criando um gradiente entre as

concentragdes de cation e anion na solucéo (Sattar et al., 2019). A producdo dos &cidos no meio
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depende do tipo de microrganismo, dos nutrientes presentes no meio de cultivo e das
caracteristicas do material a ser solubilizado. Alguns acidos como o citrico, oxalico e o
glucdnico tem sido reportados na literatura como bons agentes quelantes na solubilizacdo de K
(Bahadur et al., 2016).

Outros mecanismos de solubilizacdo de K também séo descritos na literatura no entanto,
0 efeito causado por esses mecanismos tem um menor impacto de solubilizacdo se comparado
a acdo dos acidos organicos. Algumas bactérias e fungos sdo capazes de secretar enzimas
extracelulares e polissacarideos que participam da degradacdo mineral liberando o K na
solugdo. A formacdo de biofilme também é um mecanismo em potencial, porém menos
estudado. Neste mecanismo, o material é fixado dentro de uma matriz de polimeros extracelular,
produzida pelo microrganismo, intensificando as reacdes bioquimicas ocorridas na liberagédo do
K. Em ambos os casos, 0s metabdlitos produzidos se aderem a superficie mineral formando um
microambiente com altas concentragdes de &cidos orgéanicos, resultando na dissolucdo do

material por mecanismo semelhante ao explanado para os acidos organicos (Sattar et al., 2019).

Portanto, a escolha do microrganismo solubilizador, assim como a compreensdo do
mecanismo de solubilizacdo mineral, é importante a fim de se obter um processo eficiente.
Neste sentido, dado o principal mecanismo de solubilizacdo das RKs, a literatura descreve 0s
fungos filamentosos do género Aspergillus sp. como eficientes produtores de diferentes tipos
de &cidos organicos, sendo considerados potenciais solubilizadores de rochas ricas em minerais
fertilizantes do solo (Meena et al., 2016b; Yang, Lubeck e Libeck, 2017). Assim, na proxima
secdo serdo comentados alguns trabalhos desenvolvidos sobre a solubilizacdo bioldgica de

rocha potassica por fungos.
2.5 Estado da Arte: Solubilizacdo bioldgica de rochas potassicas

O cultivo submerso (CSm) é um tipo de bioprocesso que envolve o crescimento de
microrganismos em uma suspensao liquida nutritiva. Essa metodologia apresenta diversas
vantagens na instrumentacédo e controle do processo em relacdo ao cultivo em estado solido, o
que contribui para o aumento de sua eficiéncia e escalonamento (Fazenda et al., 2008).
Diferentes trabalhos reportam a capacidade de solublizacdo de potassio por CSm,

principalmente, a partir dos fungos filamentosos do género Aspergillus sp.
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Lopes-Assad et al. (2006) investigaram o efeito do fungo filamentoso Aspergillus niger
(CCT4355) na solubilizacdo das rochas ultraméfica alcalina (33,26% SiO», 8,20% Al20s3,
3,32% K>0) e flogopitito (47,12% SiO», 8,86% Al.03, 5,13% K2>0) em meio de cultivo Crocken
e Nyc adaptado, por 21 dias. Os autores ressaltaram que o pH dos ensaios diminuiu
drasticamente nos primeiros sete dias de cultivo devido a acidificacdo provocada pela cepa
fangica. A diminuigdo do pH influenciou diretamente no aumento da solubilizacdo de ambas
as rochas, em especial a ultramafica alcalina que apresentou uma solubilizacdo 34% maior que
a de flogopitito, mesmo esta Gltima possuindo um teor maior de K>O em sua composicao. 1sso
se deu devido a composicdo das rochas, uma vez que a flogopitito tem em sua estrutura uma

maior quantidade de silicio que a ultraméfica, o que dificulta sua solubilizag&o.

Em trabalhos posteriores, Lopes-Assad et al. (2010) investigaram novamente a
solubilizacdo da rocha ultraméfica alcalina (33,26% SiO., 8,20% Al>O3, 3,32% K>0), a partir
de duas cepas de Aspergillus niger (CCT911 e CCT4355) em meio de cultivo Crocken e Nyc
adaptado por 35 dias, em escalas volumétrica do cultivo de até 2 L, bem como diferentes
guantidades de rocha e esporos adicionados ao meio. Neste trabalho, os maiores percentuais de
solubilizacdo observados (62-70%) ocorreram ap6s os 35 dias, para ambas as cepas, na menor
escala avaliada. No entanto, os autores ressaltaram que o grau maximo de solubiliza¢do possivel
pode ndo ter sido alcancado, sendo necessario avaliar a otimizacao da transferéncia de oxigénio

para viabilizar o processo em maiores escalas.

O efeito causado pela interacdo entre o microrganismo-mineral é discutido em alguns
trabalhos a fim de investigar se esse mecanismo influéncia de forma benéfica a solubilizacédo
de K. Lian et al. (2008) utilizaram o Aspergillus fumigatus e uma rocha K-feldspato (67,80%
SiO2, 18,76% Al203, 9,0% K>0) para essa investigacdo, através de cultivo em meio PDA
liquido durante 30 dias. Para isso, os autores avaliaram dois diferentes aspectos de interagdo
entre o fungo e o mineral: experimento de contato (mineral e fungo) e experimento de separagao
(mineral sem contato direto com o fungo). Os resultados obtidos pelos autores demonstraram
que, independentemente da configuracdo experimental, houve o aumento da concentracdo de K
soltvel no cultivo. Contudo, a liberacéo de K ao longo dos 30 dias nos experimentos de contato
fisico (2,00 — 8,81%) apresentou-se 3 a 4 vezes maior que nos experimentos de separagéo (0,49
—2,71%), o que indica que as forgas mecanicas associadas ao contato fisico direto entre o fungo

e particulas minerais intensificaram a solubilizagéo do K.
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Por sua vez, Branddo, Lopes-Assad e Ceccato-Antonini (2014) também avaliaram o
efeito do Aspergillus niger (CCT4355) na solubilizacdo dos nutrientes das rochas fonolita
(54,80% SiO2, 21,30% Al»03, 8,46% K>0) e diabasio (50,31% SiO., 13,94% Al>03, 0,84%
K20) a partir dos tratamentos mineral-meio, mineral-fungo-meio e fungo-meio, em meio de
cultivo Crocken e Nyc adaptado, por 30 dias. Os autores obtiveram resultados semelhantes ao
discutido anteriormente, uma vez que a solubilizacdo do K no tratamento em que o fungo
mantém contato direto com as rochas apresentou melhores resultados, com destaque para a

rocha fonolita que apresentou solubilizacdo de K 3 vezes maior que a diabasica.

Simultaneamente a liberacdo de K, Xue et al. (2018) avaliaram a capacidade de
solubilizacdo de Al e Si do fungo Cenococcum geophilum Fr nas rochas feldspato (63,71%
SiOz, 21,51% Al203, 10,79% K>0), nefelina (61,02% SiOa, 24,31% Al203, 5,17% K>0), biotita
(48,33% SiO2, 15,95% Al>O3, 5,57% K>0), moscovita (49,48% SiO2, 34,45% Al>O3, 8,60%
K20) e ilita (69,37% SiO2, 19,33% Al>O3, 4,92% K>0), em meio de cultivo Melin-Norkrans
durante 21 dias. A ordem de classificacdo da liberacdo relativa de K dos minerais foi biotita
(6,27%) > ilita (3,87%)> moscovita (1,93%) > feldspato (1,27%) > nefelina (1,12%). Os autores
relatam que o microrganismo foi capaz de excretar metabolitos secundarios no meio de cultivo
que potencializaram a solubilizagdo das rochas, tais como polissacarideos e diferentes acidos
organicos (acido latico, acético, citrico, oxalico e succinico). Em contrapartida, a solubilizacdo
de Al e Si no meio, para todas as rochas, apresentou-se muito inferior aos valores presentes
inicialmente nos minerais, o que indica que o microrganismo ndo foi capaz de quebrar a

estrutura cristalina de forma eficiente.

Outros estudos tém sido realizados a partir do isolamento e identificagdo de
microrganismos solubilizantes de K inorgénico do solo, como o de Prajapati, Sharma e Modi
(2012). Os autores isolaram quatro cepas fungicas do solo de industrias de ceramica e
selecionaram as cepas Aspergillus niger e Aspergillus terreus como melhores solubilizadoras
das rochas K-feldspato e K-aluminossilicato, em meio nutriente simples (1% de glicose, 0,05%
de extrato de levedura, 1% de potassio insoltvel) por 7 dias. O A. terreus apresentou maiores
valores de solubilizacdo, para ambas as rochas, e os autores atribuem esse resultado a

diminuicdo do pH do meio mais pronunciada associada a este fungo.

Song et al. (2015) isolaram dez microrganismos de amostras do solo e identificaram
entre eles quatro melhores solubilizadores (Penicillium purpurogenum, Talaromyces radicus,

Aspergillus fumigatus e Aureobasidium pullulans, respectivamente) da rocha moscovita
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(49,48% SiO., 34,45% Al>O3, 8,60% K>0) para explorar o mecanismo de solubilizacdo de K
apos 15 dias de incubacdo em meio Aleksandrov. No processo de solubilizacdo os autores
quantificaram a presenca de alguns &cidos organicos produzidos pelos microrganismos onde,
P. purpurogenum produziu &cido oxalico, A. fumigatus produziu &cido succinico e acido
acético, A. pullulans também produziu acido succinico e T. radicus &cido propidnico. Assim,
0s autores concluiram que o efeito dos acidos organicos na acidificagdo do meio, juntamente
com a interacdo das hifas do microrganismo sob a moscovita, contribuiu para o desgaste da

moscovita e a liberacdo de K.

Setiawati e Mutmainnah (2016) isolaram 41 microrganismos da area de plantacfes de
cana-de-agucar dentre os quais 15 microrganismos se destacaram por sua capacidade de
solubilizacdo de K. Em seguida, os 15 isolados foram testados quanto a capacidade de
solubilizacdo de diferentes fontes de K insoltvel (feldspato, leucita e traquito), em meio
Aleksandrov por 15 dias, e a producdo de &cidos organicos foi quantificada. Os resultados
mostraram uma grande variag&o entre os isolados para solubilizagdo da mesma ou das diferentes
fontes de potassio insoltvel. A capacidade dos microrganismos de liberar o K depende muito
da natureza dos compostos minerais, do tipo e da concentracao da producédo de acido organico
e das caracteristicas do microrganismo. Todos os isolados produziram acido citrico, feralico e

cumarico, alguns isolados também produziram acido malico e siringico.

Por fim, Kasana et al. (2017) isolaram cinco microrganismos solubilizadores de K do
solo e, entre eles, dois isolados de fungos Fomitopsis meliae, seguidos por Aspergillus
tubingensis, apresentaram maior capacidade de dissolucdo de feldspato em meio de cultivo
Aleksandrov. Em uma triagem adicional a cepa F. meliae mostrou sua capacidade de crescer e
solubilizar K em uma ampla faixa de temperatura (20 a 38 °C) e pH (5,0 a 10,0), onde o indice
méaximo de solubilizacdo do K foi observado a 28 °C e pH 6,0. Além disso, a cepa mostrou

como vantagem adicional a capacidade de solubilizagéo do fdsforo.

Neste contexto, € possivel observar que os estudos na area de solubilizacéo bioldgica de
RKs por fungos sdo recentes na literatura, principalmente em relacdo ao uso de rochas
brasileiras. Do ponto de vista tecnoldgico e cientifico, a avaliacdo de rotas biotecnologicas a
fim de potencializar a liberagdo do potassio contido na estrutura das RKs é o passo inicial para
obtencéo de biofertilizantes, que podem ser utilizados como uma fonte alternativa ao uso dos
fertilizantes potassicos tradicionais. Neste sentido, € necessario a intensificagdo de estudos

desta natureza, explorando as caracteristicas de diferentes microrganismos e de variaveis de
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bioprocesso, bem como a utilizacdo de RKs que normalmente ndo sdo utilizadas no processo

de producéo de fertilizantes tradicionais (Cara et al., 2012; Resende et al., 2006).
2.6 Objetivos
2.6.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos de dissolu¢do da rocha
potéssica via acidos organicos e desenvolver estratégias para aumentar a solubilizacéo biol6gica

do potassio por cultivo submerso a partir de uma rocha de baixa solubilidade.
2.6.2 Objetivos especificos

Para o atendimento do objetivo geral, foram elencados os seguintes objetivos

especificos:
v Realizar a caracterizacdo das propriedades fisicas e quimicas da rocha potassica;
v Avaliar a dissolucdo da rocha potassica em diferentes acidos;
v" Selecionar o microrganismo mais eficiente na solubilizagdo da rocha potassica;
v Avaliar o efeito de diferentes fontes de carbonos na solubilizacdo da rocha potassica;
v"Avaliar o efeito do pHiniciai de cultivo na solubilizacdo da rocha potéassica;
v Avaliar o efeito da interacdo microrganismo-rocha;
v"Auvaliar a cinética de solubilizagdo da rocha potassica;
v Avaliar o efeito do pré-tratamento da rocha potassica na cinética de solubilizacéo

bioldgica.
3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Fontes de potéassio

As rochas de potéssio (RKs) utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela ICL
Specialty Fertilizers (Brasil) e Yoorin Fertilizers (Brasil), e inicialmente denominadas de rocha
1 e rocha 2, respectivamente. A rocha 1 (12% K20) é uma RK modelo de origem sedimentar e
foi extraida da mina de Boulby (Yorkshire, Reino Unido) e a rocha 2 é uma RK modelo de
origem ignea (8,35% K>0O) extraida da mina de Pocos de Caldas (Minas Gerais, Brasil). O
fertilizante comercial KCI (60% K>O) foi fornecido por Adubos Vera Cruz (Brasil).
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3.2 Caracterizagdes fisico-quimicas
3.2.1 Difragédo de Raios-X (DRX)

As andlises de Difracdo de Raios-X das rochas potassicas foram realizadas utilizando
um difratbmetro LabX XRD-6000 (Shimadzu, Japdo) operado com radiacdo Cu-Ka (A =
1,54056 A), tensdo de 30 kV e corrente de 30 mA. Os difratogramas foram registrados para 20

de 4° a 90°, usando uma velocidade de varredura continua de 1° min™.
3.2.2 Fluorescéncia de Raios-X (FRX)

A Fluorescéncia de Raios-X foi realizada para identificar os componentes quimicos

mais comuns presentes na estrutura das rochas usando a técnica de fusdo de tetraborato de litio.
3.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das rochas potassicas in natura foi observada por Microscopia Eletrénica
de Alta Resolucdo (MEV-FEG), utilizando um microscépio Sigma (ZEISS, Alemanha) operado
a uma tensdo de aceleracdo de 4 kV, com distancia de 10 mm e um detector de elétrons

secundario.

A morfologia da rocha apds o cultivo submerso foi observada por Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV), utilizando um microscépio JEOL (JSM-6510) operado a uma
tensdo de aceleracdo de 5 kV, com distancia de 100 mm e um detector de elétrons secundario.

3.2.4 Determinacao da area superficial

A area superficial especifica de ambas as rochas de potéassio foi determinada por
adsorcdo isotérmica de nitrogénio usando um instrumento Micromeritics ASAP-2020, de

acordo com o método de 5 pontos B.E.T. Método (Brunauer — Emmett-Teller).
3.2.5 Determinagdo do tamanho de particula

O tamanho de particula foi determinado por Dispersdo Dinamica de Luz (DLS). As
analises foram realizadas em um High Performance Particle ZetaSizer (Malvern Instruments)
para obter os tamanhos médios de particulas de ambas as rochas de potassio. Assim, 10 mg de

cada amostra foram transferidos para um frasco de vidro de 20 mL, que continha 10 mL de
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agua destilada. Antes das medic¢des de DLS, a solugdo foi sonicada (Bransom 450 W) por 10

min, a fim de dispersar as particulas dentro da solugdo
3.2.6 Espectroscopia por Raios-X por Dispersdo de Energia (EDS)

A composicdo quimica apos os ensaios de dissolucdo das rochas em diferentes acidos
(Secdo 3.3) foi observada por Espectroscopia por Raios-X por dispersdo de energia (EDS)
utilizando um microscépio JEOL (JSM-6510) operado a uma tensdo de aceleracdo de 15 kV,

com distancia de 100 mm e um detector de elétrons secundario.
3.3 Ensaios de dissolucéo da rocha potassica em agua e diferentes acidos

Para avaliar o efeito de diferentes &cidos na dissolucdo das RKs, foi realizado um
experimento de liberacdo controlada utilizando a metodologia proposta por Bortoletto-Santos,
Ribeiro e Polito, (2016). Os ensaios de liberacdo de potassio foram realizados utilizando agua
destilada como controle, acido citrico (0,1 M), acido glucénico (0,1 M), e acido oxalico (0,1
M), para ambas as rochas e &cido cloridrico (0,1 M e 1 M) apenas para a rocha 2. Os acidos
citrico e oxalico foram fornecidos pela Synth (Brasil) e apresentaram uma fase pura > 99% em
peso. O &cido glucdnico e o &cido cloridrico foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Brasil) e

apresentam uma fase pura entre 49-53% e 37% em peso, respectivamente.

O sistema consistiu em imergir uma massa de rocha que continha 100 ppm de K em um
recipiente com 600 mL de solucdo (agua ou &cido). Além das duas rochas também foi realizado
um experimento controle com KCI. Para atingir esse valor a massa adicionada de KCI, rocha 1
e rocha 2 foram respectivamente, 0,20084 g, 1,1046 g e 1,5064 g. Este sistema foi mantido em
uma sala com temperatura controlada em 25 °C e sob agitacdo branda. A agitacdo permite
garantir que o teor de potassio medido na solucéo esteja homogéneo. O sistema de liberacédo
utilizado nos experimentos € apresentado na Figura 3. Este sistema permite avaliar apenas o
efeito dos acidos a partir do processo de difusdo do K da RK para o meio, uma vez que é
desprovido de agitacdo mecanica e efeitos de cisalhamento nas particulas do material avaliado.
O agitador magnético ndo influencia mecanicamente na liberacdo do K, apenas permite que o
K solubilizado esteja homogéneo na solucéo liquida. Para cada experimento, uma aliquota de
1 mL foi coletada periodicamente as 6, 12, 24, 36, 48 h; apds esse periodo, a aliquota foi
coletada periodicamente a cada 24 h em 10 dias e depois a cada 48 h até 0 20° dia. Em sequéncia,

foram retiradas aliquotas a cada 5 dias ate o 40° dia. Essas aliquotas foram usadas para a
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determinacdo de potéssio solubilizado, de acordo com a metodologia descrita na Se¢édo 3.5. O
material residual das RKs no final do experimento foi coletado e seco por 24 h a 60°C e
submetido a andlise de DRX, de acordo com a metodologia descrita na Sec¢édo 3.2.1. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicatas e os dados calculados em médias + desvios

padréo.

Figura 3 - Sistema de liberacdo em meio aquoso utilizando um béquer como meio protetor

dos materiais estudados

Barra Magnética
' Agitador Magnético
| g

£ |

Fonte: Plotegher( 2014).
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3.3.1 Determinacédo dos parametros cinéticos da liberacdo de K

A comparag&o entre as curvas e 0 comportamento de dissolucao dos nutrientes pode ser
interpretada a partir de um modelo cinético que permite avaliar a taxa de dissolucdo dos
nutrientes nos diferentes &cidos avaliados. Dessa forma, foram calculadas as constantes
cinéticas (k) de dissolucdo para cada tratamento, assumindo que a cinética de liberacdo do
nutriente € uma reagdo de segunda ordem e a sua lei de velocidade (v) é proporcional a
multiplicacdo da concentracdo molar do Reagente A e do Reagente B (Equacdo 1). E importante
ressaltar que k é a constante de velocidade da reagéo, neste caso a constante de dissolucdo, bem
como [A] e [B] sdo as concentracGes dos reagentes A (&cidos ou &gua) e B (nutriente
solubilizado), respectivamente.

A partir da Equacédo 1 e considerando que a concentragdo do solvente A (agua, acido
citrico, acido glucdnico, &cido oxalico ou cloridrico) é infinitamente maior que a concentracao
do soluto B (nutriente) no meio, pode-se assumir que sua variagdo em funcdo do tempo é

constante (Equacdo 2), isto €, a derivada da concentragdo molar de A (d[A]/dt) €
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aproximadamente zero. Assim, podemos aproximar a concentragdo de A ([A]) como sendo a

concentracgéo inicial de A ([A]o) e obter uma nova constante de velocidade k’ (Equagao 3).

v = k[A] [B] Eq. 1
d[A]
— = Eq. 2
dt 0 q

k = k' [A], Eq. 3

Substituindo a Eqg. 3 na Eq. 1, obtém-se uma lei de velocidade de pseudo primeira ordem
(Equacdo 4), segundo Plotegher e Ribeiro (2016) e Atkins e de Paula (2008). Reescrevendo a
Eqg. 4, em funcdo da variacdo da concentracdo de B no tempo e integrando a lei de velocidade

de pseudo primeira ordem, obtém-se a equacdo utilizada para descrever o modelo cinético

(Equacéo 5).
v = k[A][B] = k' [B] Eq. 4
d[B]) .,
dt e
REILI
f[g]o B - L
[B] ,
1 (ﬁ) k't
[B] = [B], e™¥"* Eq.5

Por fim, pode-se considerar que a concentracao de B em um determinado tempo t é igual
a concentracao inicial de B ([B]o) menos a concentracdo de nutriente solubilizado, ou seja, [B]
= [B]o — [Solubilizado]. Reescrevendo a Eq. 5 observa-se uma tipica curva exponencial em que
no tempo zero a quantidade de nutriente solubilizado é zero, assim como no tempo infinito a

quantidade solubilizada é total (100% do nutriente inicialmente presente no material).
[Produto] = [B], (1— e *'t) Eq. 6
3.4 Solubilizacao bioldgica de rocha potassica

Nesta etapa foi avaliada a solubiliza¢&o bioldgica da rocha 2 (RK modelo de origem

ignea) visando o aumento de sua solubilidade, uma vez que este tipo de mineral sdo 0s mais
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abundantes da crosta terrestre, apresentam teores significativos de K em sua estrutura e baixo

custo.
3.4.1 Microrganismos

Uma triagem preliminar com quatro cepas fungicas foi realizada para determinar a
capacidade de solubilizagdo da rocha 2. Os isolados utilizados neste trabalho foram o
Aspergillus niger C, Aspergillus niger 3T5B8, Aspergillus niger F12, Aspergillus 763
pertencentes a colecdo Embrapa Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro, Brasil). As
suspensdes de esporos das cepas de fungos foram mantidas a -18 °C em uma solucdo de glicerol
(30% em peso) e NaCl (0,9% em peso). Os esporos foram germinados em placas de Petri
contendo Agar Batata Dextrose (PDA) & 30 °C. Ap6s 96 h, uma suspensio dos esporos
cultivados foi colhida adicionando solugcdo Tween 80 (1% em peso). A concentracao de esporos

foi determinada usando camara de Neubauer.
3.4.2 Cultivo submerso (CSm)

A solubilizagdo da rocha potéssica foi avaliada a partir de cultivo submerso, com e sem
a etapa de pré-cultivo. O meio nutriente utilizado para solubilizacdo da RK foi uma adaptacéo
do meio liquido Aleksandrov (Aleksandrov et al., 1967) que consiste em 1% de glicose, 0,05%
de MgS04.7H20, 0,0005% de FeCls, 0,01% de CaCOs3, 0,2% de CaHPOa, pHiniciai 7.0. A etapa
de pré-cultivo (107 esporos/mL) foi realizada por 48 h em uma incubadora agitadora orbital, a
30° C e 220 rpm. A solubilizacdo da rocha foi iniciada transferindo 10% da suspensao de pré-
cultivo para o meio de mesma composicao e 2% de rocha (m/v) como fonte de K insollvel,

com agitacdo por 96 h também em uma incubadora agitadora orbital a 30° C e 220 rpm.

Apos o periodo determinado, o material resultante foi filtrado a vacuo usando papel de
filtro Whatman No. 1 e depois centrifugado por 20 min a 7000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi
analisado quanto o teor de potéssio soltvel (Secdo 3.5). Nesta etapa também foram avaliados o
PHrina € a acidez total do meio (Sec¢do 3.6). Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas e os dados calculados em médias * desvios padréo.
3.4.3 Avaliacdo de diferentes concentracdes e tipo de fontes de carbono no CSm

Apbs a triagem dos microrganismos foi avaliado o efeito das fontes de carbono glicose

e glicerol, nas concentragdes 1%, 2,5%, 5% e 10% (% m/v), na solubilizacdo da rocha potassica.
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Os ensaios de solubilizagdo da rocha foram realizados de acordo com a metodologia descrita
na Secdo 3.4.2. Apoés o periodo determinado, o material resultante foi filtrado a vacuo usando
papel de filtro Whatman No. 1 e depois centrifugado por 20 min a 7000 rpm e 4 °C. O
sobrenadante foi analisado quanto ao teor de potassio soltvel (Secéo 3.5). Nesta etapa também
foram avaliados o0 pHrinal € @ acidez total do meio (Secdo 3.6). Todos os experimentos foram

realizados em triplicatas e os dados calculados em médias + desvios padréo.

3.4.4 Avaliacédo do efeito de diferentes pHinicial de cultivo na solubilizagédo de K

O efeito do pHinicial do cultivo submerso na solubilizacéo de K foi avaliado nos pH 2,0,
4,0 e 7,0, de acordo com a metodologia descrita na Se¢do 3.4.2. Apos o periodo determinado,
o material resultante foi filtrado a vacuo usando papel de filtro Whatman No. 1 e depois
centrifugado por 20 min a 7000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi analisado quanto ao teor de
potassio soltvel (Secdo 3.5). Nesta etapa também foram avaliados o pHrina € a acidez total do
meio (Sec¢do 3.6). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e os dados calculados

em médias + desvios padrao.
3.4.5 Avaliacao do efeito da interagcdo microrganismo-rocha na solubilizacéo de K

A fim de se compreender melhor os mecanismos de solubilizacdo da RK, quatro
tratamentos foram avaliados nesta etapa: como controle foi adicionada a RK a 4gua has mesmas
condigdes de cultivos descritos na Segéo 3.4.2; para avaliar se a biomassa produzida pelo fungo
tem um efeito cisalhante foi realizado o tratamento biomassa + RK; para avaliar o efeito da
acidez do meio produzido pelo fungo foi realizado o tratamento extrato liquido obtido ap6s o
cultivo + RK; e para avaliar o efeito da interacdo fisica entre o fungo e a RK foi realizado o
tratamento fungo + RK + meio. Todos os tratamentos foram realizados com e sem a etapa de
pré-cultivo. O tratamento fungo + RK + meio refere-se ao CSm realizado de acordo com a
Secdo 3.4.2. Para os tratamentos biomassa + RK e extrato liquido + RK, foi realizado um CSm,
de acordo com a Secdo 3.4.2, porém sem adicdo da rocha. A biomassa e 0 extrato liquido
produzidos neste cultivo foram separados por filtracdo a vacuo, usando papel de filtro Whatman
No. 1 e depois centrifugado por 20 min a 7000 rpm e 4 °C. A biomassa foi autoclavada por 30
minutos a 121°C e 1 atm. Posteriormente, 2% de rocha (m/v) foi adicionada ao extrato liquido
e a biomassa, em agitacdo por 96 h em uma incubadora agitadora orbital a 30° C e 220 rpm.
Apbs o periodo determinado, o material resultante foi novamente filtrado e centrifugado nas

condic¢des ja mencionadas. O sobrenadante foi analisado quanto o teor de potassio soluvel
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(Secdo 3.5). A rocha residual foi separada na etapa de filtracdo e seca por 24 h a 60°C e,
posteriomente, sua morfologia foi observada por MEV (Secdo 3.2.3). Nesta etapa também
foram avaliados o pHrina € a acidez total do meio (Secéo 3.6). Todos os experimentos foram

realizados em triplicatas e os dados calculados em médias + desvios padréo.

3.4.6 Cinética de solubilizacéo de rocha potéassica

Ap0s a selecdo da melhor condigdo de fonte de carbono, pHinicial € tipo de cultivo (com
ou sem etapa de pré-cultivo) a cinética de solubilizacdo da rocha potéssica foi realizada por
cultivo submerso de acordo com a Secdo 3.4.2. A cinética foi realizada durante 10 dias, sendo
osdias 1, 2, 3,4, 5, 7 e 10 monitorados em relacdo ao K solubilizado (Secdo 3.5), pH e acidez
total (Secdo 3.6), glicose residual (Segéo 3.7) e biomassa produzida. Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicatas e os dados calculados em médias + desvios padrao.

3.4.7 Pré —tratamento da rocha potéssica e cinética de solubilizacéo

Como estratégia para melhorar a solubilizacdo bioldgica da RK ela foi submetida a um
pré-tratamento de moagem. O processo de moagem foi realizado utilizando um moinho de bolas
de alta-energia do tipo Fritsch Pulverisette 7 usando vaso com 5 esferas de zirconia de 10 mm
de diamétro,a uma rotacdo de 700 rpm por 6 h Ap6s a moagem o material foi estocado para
posterior caracterizacdo e ensaios de solubilizacdo. A cinética de solubilizacéo foi realizada
conforme descrito na Seccdo 3.4.6 durante 10 dias, sendo as amostras retiradas nos dias 1, 2, 3,
4,5, 7 e 10, e monitorados em relacdo apenas ao K solubilizado (Secéo 3.5) em meio de cultivo

e agua (controle).
3.5 Determinacéo dos elementos presentes nas rochas potassicas

As quantidades de K, magnésio (Mg), célcio (Ca), aluminio (Al) e sddio (Na)
solubilizadas foram determinadas por espectroscopia de absorcdo atdmica de chama (FAAS),
utilizando um instrumento Perkin Elmer PinAAcle 900T operado no modo de atomizagéo da
chama. As condigdes analiticas para K foram comprimento de onda de 766,49 nm, largura de
fenda de 0,7 nm e mistura de chama de ar sintético a 10 L min e acetileno a 2,50 L mint. As
condicdes analiticas para 0 Mg foram comprimento de onda de 285,21 nm, largura de fenda de
0,7 nm e mistura de chama de ar sintético a 10 L min* e acetileno a 2,50 L min*. As condices
analiticas para o Ca foram comprimento de onda de 422,67 nm, largura de fenda de 0,7 nm e

mistura de chama de nitroso a 6 L min™ e acetileno a 7,5 L min™. As condic@es analiticas para
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o0 Al foram comprimento de onda de 309,27 nm, largura de fenda de 0,7 nm e mistura de chama
de 6xido nitroso a 6 L min e acetileno a 7,5 L min™*. As condic@es analiticas para o Na foram
comprimento de onda de 589,00 nm, largura de fenda de 0,7 nm e mistura de chama de ar

sintético a 10 L min e acetileno a 2,50 L min™.

O enxofre (S) solubilizado foi determinado de acordo com a metodologia descrita por
Camargo et al. (2009) no manual de Métodos de Analise Quimica, Mineraldgica e Fisica de

Solos do Instituto Agronémico de Campinas.

O K solubilizado na etapa de cinética de solubilizacéo foi determinado por meio de uma
reacdo colorimétrica, utilizando o kit de determinacdo de potassio da marca Doles Reagentes.
Inicialmente, 100 uLL de amostra foram adicionados a 1 mL do reagente precipitante, logo apds
a mistura foi homogeneizada e centrifugada a 3000 rpm durante 6-8 minutos. Em seguida, em
tubos de ensaios foram adicionados 1 mL do reagente de uso e 100 uL da amostra, misturados
vigorosamente, seguido de repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo,
a amostra foi homogeneizada novamente e lida em espectrofotdmetro. O mesmo procedimento
foi realizado para o padréo de potassio, no qual a concentracdo do K foi calculada utilizando as

equacdes 7 e 8:
Potassio = Absorbancia teste * falor de calibracao Eq. 7
Fator de Calibracio = 5/Absorbancia Padrao Eqg. 8
As leituras foram feitas em cubetas de 1 mL em espectrofotbmetro Genesis 10 UV

Scanning a 580 nm. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas e os dados calculados em

médias + desvios padréo.
3.6 Determinacéo do pH e acidez total no cultivo

O pH do meio foi medido com um eletrodo de vidro e a acidez total foi determinada por
titulacdo de uma amostra contendo 20 mL do extrato com NaOH 0,01 M, utilizando

fenolftaleina (1% em peso) como indicador.
3.7 Determinacéo da glicose residual

A concentracgdo de glicose residual foi determinada por meio de uma reagéo enzimatica

GOD-POD, utilizando o kit de determinacéo de glicose Liquiform da marca Labtest. Em tubos
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de ensaio foram adicionados 1 mL do reagente 1 do kit e 10 uL de amostra do cultivo,
misturados vigorosamente e, posteriormente, incubado em banho-mariaa 37 °C por 10 minutos.
O mesmo procedimento foi realizado para o padrdo de glicose, no qual a concentracdo de

glicose foi calculada utilizando as equacdes 9 e 10:
Glicose = Absorbancia teste * falor de calibragao Eqg. 9

Fator de Calibragdo = 100/Absorbancia Padriao Eqg. 10

As leituras foram feitas em cubetas de 1 mL em espectrofotdbmetro Genesis 10 UV
Scanning a 505 nm. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas e os dados calculados em
médias + desvios padréo.

3.8 Determinacéo da biomassa microbiana produzida

A biomassa microbiana produzida durante a cinética de solubilizacdo da RK foi

determinada pelo peso seco apds secagem a 60 °C por 48 h.
3.9 Analise estatistica

Os dados de potassio solubilizado da etapa de Solubilizacdo Biologica foram
submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a um nivel de confianca de 95%, utilizando

o software Origin 8.0.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizac0es fisicas e quimicas das rochas potassicas

As caracterizagdes de ambas as rochas foram realizadas para a melhor compreensao da
natureza fisica e quimica dessas distintas fontes de K naturais. A fase cristalina das rochas foi
avaliada por difratometria de raios-X (Figura 4), composi¢do quimica foi determinada por
fluorescéncia de raios X (Tabela 3), e a morfologia de ambas as rochas foi observada por
microscopia eletrénica de varedura de alta resolucdo (Figura 5). Aspectos fisicos como area

superficial e tamanho de particula também foram avaliados (Tabela 3).
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Figura 4 - Padrbes de DRX da A) RKpoiihaiita € B) RKFelaspato, incluindo as informagcdes de pico
extraidas e as fases minerais identificadas exibidas como padrdes de aderéncia abaixo
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Fonte: autoria prépria.
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A analise de DRX mostrou que a principal fase cristalina presente na rocha 1 é a
Polihalita (K2Ca2Mg (SO4)4-2H20, arquivo de difratograma PDF2 #00-010-0355), renomeada
para RKpoiinaita. NO entanto, também foi determinado a presenca da fase Anidrita (CaSOa,
arquivo de difratograma PDF2 #00-037-1496) e Halita (NaCl, arquivo de difratograma PDF2
#00-005-0628). Fases minoritarias como Gesso (CaSOa..H-0, arquivo de difratograma PDF»
#01-074-1904), e provavelmente tracos de quartzo (SiO., arquivo de difratograma PDF2 #01-
070-3755) também podem estar presentes. A identificacdo dessas fases foi confirmada pela
analise de fluorescéncia de raios-X (Tabela 3), que mostra a presenca de K20 (12% em peso),
Na20 (1,74% em peso), MgO (6,79% em peso), CaO (16,20% em peso), SiO2 (0,36% em peso)
e SO3 (47,50% em peso) principais constintuintes das fases determinadas na composicao da
RKGpolihaiita. Além disso, essas fases sdo semelhantes as observadas por Kemp et al. (2016) que
também estudaram amostras de rocha mineral de depdsitos na regido de Yorkshire (Reino
Unido). Xu, Guo e Bai, (2017) estudaram a composi¢do de rochas minerais de depositos
evaporiticos marinhos na regido do Novo México (Estados Unidos) e também constataram a
formacdo principal da fase Polihalita e fases secundarias semelhates as determinadas neste
trabalho.

Por outro lado, a rocha 2 é uma rocha de origem ignea com predominancia da fase K-
Feldspato ([KsNas]AISizOs, arquivo de difratograma PDF2 # 01-084-0710), renomeada para
RKFreldspato- A fase Nefelina (KNas[AlSizOs]s, arquivo de difratograma PDF2 #01-074-0387)
também foi identificada. Estas fases também foram observados em estudos anteriores usando
uma rocha mineral semelhante da regido de Minas Gerais (Brasil) (Teixeira et al., 2012). A
identificacdo dessas fases foi confirmada por analise de fluorescéncia de raios X (Tabela 3),
que mostra a presenga dequantidades de K20 (8,35% em peso), Na.O (7,44% em peso), Al.O3
(20,04% em peso) e SiO2 (55,10% em peso). A presenca desses elementos, que sdo 0s principais
constituintes da fase Feldspato e seus anadlogos, confirma a rocha 2 como um mineral K-
feldspato. A anélise quimica também mostrou quantidades significativas de Fe>Os (3,88% em
peso) e CaO (1,70% em peso) na constituicao desta rocha.
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Tabela 3 - Anélise quimica por fluorescéncia de raios-X das rochas de potassio, juntamente
com as areas de superficie e tamanhos de particulas correspondentes

Oxidos o e b o)
K20 12 8,35
Na,O 1,74 7,44
MgO 6,79 0,35
Al203 <0,1 20,4
SiOz 0,36 55,1
P20s 0,02 0,06
CaO 16,2 1,7
TiO2 <0,01 0,6
MnO <0,01 0,25
Fe203 0,01 3,88
SO3 47,5 <0,01
Outros 15,27 1,86
Total 100 100
C 0,86 0,62
N 0,66 0,62
H 1,43 0,19
Tamanho de Particulas 385,10 nm 561,0 nm
Area Superficial Especifica 0,38 m2g? 2,75m2g?

Fonte: autoria propria.

Ap0s determinar as fases cristalinas e a constituicdo quimica das rochas potassicas, seus
aspectos fisicos e morfoldgicos também foram avaliados. Ambas as rochas apresentam um
tamanho de particulas médio inferior a 1um e uma reduzida &rea superficial especifica (Tabela
2). Esse resultado indica que as RKs apresentam uma elevada cristalinidade e uma baixa
porosidade. De forma geral, a taxa de dissolu¢do de um mineral é alterada de acordo com sua
composicdo e estrutura quimica, dependendo também do tamanho de particula e da area
superficial reativa do mineral, uma vez que quanto menor o tamanho de particula maior é a area
superficial disponivel para a reacdo (Berner, 1978; Helgeson et al., 1984; Martins et al., 2004).
Por fim, os aspectos morfolégicos de ambas as rochas estdo apresentados na Figura 5,
comprovando visualmente a baixa porosidade de ambas as rochas, uma vez que é observado

uma superficie lisa sem a presenca de rugosidade e poros.
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Figura 5 - Micrografias por microscopia eletronica de alta resolugdo (MEV-FEG). A)
RKPpolihalita B) RKFeIdspato

Fonte: autoria propria.

4.2 Estudo da dissolucdo das rochas potéassicas em diferentes meios

4.2.1 Efeito dos acidos organicos na dissolucdo das rochas potassicas

Como reportado na literatura (Masood and Bano, 2016; Meena et al., 2014; Sattar et al.,
2019), a producdo de acidos organicos de baixa massa molecular é o principal mecanismo pelo
qual os agentes microbianos, principalmente os fungos filamentosos, promovem a solubilizagéo
de RKs. Entretanto, pouco se sabe do potencial especifico de cada &cido orgéanico na
dissolucdo/solubilizacdo destas RKs. Entender o mecanismo e o efeito especifico de cada acido
organico na dissolucdo das RKs € interessante para o desenvolvimento de estratégias para
melhorar a solubilizagdo in vitro, a partir da otimizacao da producdo de um acido organico com
maior potencial para promover a dissolugdo durante o cultivo microbiano (Kpomblekou-a and
Tabatabai, 2003). Entender esse mecanismo também pode ajudar a selecionar microrganismos
eficientes para producdo de acidos organicos e inoculantes agricolas com um maior potencial
de solubilizacdo do K insolavel presente no solo ou aplicado como RKs (Setiawati and
Mutmainnah, 2016; Song et al., 2015a). Ou mesmo, para entender como a RK € solubilizada
no solo, uma vez que o solo também apresenta &cidos organicos produzidos a partir de
microrganismos ali presentes ou inoculados (Yadav and Sidhu, 2016). Portanto, nesta etapa foi
avaliado o efeito de trés acidos organicos de caracteristicas diferentes (acido glucdnico, oxalico

e citrico, respectivamente um acido monocarboxilico, dicarboxilico e tricarboxilico) na
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Liberagio KCI em Agua (%)

Liberagio KCI em Ac. Oxalico (%)

dissolugdo de duas RKs distintas (RKpolihaiita € RKFeldspato) € uma fonte comercial de fertilizante
soltivel de K (KCI). Os ensaios de dissolucdo também foram feitos em &gua, utilizada como
meio neutro padrdo de comparagdo com os acidos organicos e, apenas para a RKFreigspato, duas

concentracgdes distintas de acido cloridrico também foram avaliadas.

A Figura 6 apresenta o perfil de dissolugéo do fertilizante KCI em agua e em diferentes
acidos organicos. O KCI apresentou uma alta dissolu¢cdo em todos os ensaios avaliados e 0s
resultados obtidos nesta etapa indicam que o tipo de acido ndo influenciou significativamente
na dissolucdo do K, uma vez que o mesmo apresentou completa dissolucdo em até 24 h, para
todos os &cidos avaliados. Esse fertilizante também apresentou altos valores na constante de
taxa de dissolucdo para o K (Tabela 4), quando comparado as demais rochas avaliadas, o que
confirma a sua alta solubilidade. Esta é a princial caracteristica que faz com que este seja o
fertilizante quimico potassico mais utilizado na agricultura (Borges and Coelho, 2009), além de
ser comumente utilizado como um parametro de controle em ensaios de solubilizagdo a fim de

comparagao com outras potenciais fontes de potassio de baixa solubilidade.

Figura 6 - Dissolucdo de KCI em agua e em diferentes &cidos organicos. A) Agua B) Acido
Glucénico C) Acido Oxalico D) Acido Citrico
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A Figura 7 apresenta o perfil de dissolu¢do do K e também do Mg, Ca e S, principais
elementos que constituem a fase mineralégica da RKpolinaiita, EM &gua e nos acidos organicos

glucdnico, oxalico e citrico.

Figura 7 - Dissolucdo da RKpolinalita €M agua e em diferentes acidos organicos. A) Agua B)
Acido Glucénico C) Acido Oxalico D) Acido Citrico
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Fonte: autoria propria.

Como observado na Figura 7, o K presente na RKpolinaiita 2lcangou 100% de dissolugéo
em agua (4 dias), acido glucdnico (18 dias) e acido oxalico (12 dias) e acido citrico (8 dias). Os
resultados obtidos neste trabalho evidenciam a completa dissolugcdo do K presente na RKpojinaiita,
mesmo sendo uma dissolucdo mais lenta se comparada a obtida para o K presente no KCI. Para
esta RK, a dissolucdo em agua ocorreu mais rapidamente que nos demais acidos e isso indica
que os &cidos orgénicos ndo influenciaram significativamente na dissolu¢cdo do K. Essa
afirmacéo pode ser confirmada a partir da constante de taxa de dissolugéo calculada (Tabela 4),
em que as constantes de dissolucdo dos &cidos organicos apresentaram valores semelhantes

entre si e inferiores a calculada para agua.
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O Mg presente na RKpaiinaiita 2lcan¢ou uma maxima dissolucao de 77,81% em agua (16
dias), 100% em acido glucénico (20 dias), 89,93% em &cido oxalico (30 dias) e 76,02% em
acido citrico (30 dias). Diferente do K, os acidos organicos influenciaram significativamente na
dissolucdo do Mg, apresentando uma constante de taxa de dissolucéo superior a 4gua, como
observado na Tabela 4. Foi possivel constatar que, mesmo apresentando constantes de taxa de
dissolucgdo inferiores a obtida pela 4gua, a dissolugéo final do Mg nos &cidos apresentou-se mais
elevada, ou seja, nos acidos a dissolucdo do Mg foi mais lenta porém, alcancou uma dissolugéo

superior a da agua.

O Ca presente na RKpoinalita alcangcou uma méaxima dissolucdo de 72,74% em agua (40
dias), 88,55% em &cido gluconico (40 dias), 1,42% em acido oxalico (40 dias) e 100% em &cido
citrico (30 dias). A maior constante de taxa de dissolucdo (Tabela 4) para o Ca foi observada
para o acido citrico, enquanto para o acido oxalico o valor de k ndo foi obtido, uma vez que a
dissolucdo do Ca foi pequena dada a provavel complexacdo do metal neste meio. Em
contrapartida, os acidos citrico e glucdnico influenciaram significativamente a liberagdo do Ca

presente na rocha se comparados a dgua.

J& 0 S presente na RKpolinaiita alcangou uma maxima dissolucgéo de 69,32% em agua (40
dias), 97,89% em acido glucénico (40 dias), 100% em &cido oxalico (40 dias) e 100% em acido
citrico (25 dias). Para o S, os acidos organicos também se mostraram mais eficientes na
dissolucéo desse nutriente em contraste com a 4gua, dado os maiores valores das constantes de

taxas de dissolucdo (Tabela 4) apresentados.

Nesta etapa, foi possivel observar que a dissolucdo do Mg, Ca e S é mais lenta, se
comparada a dissolugdo do K presente na RKpoliinaiita, N0 €ntanto acontecem simultaneamente
assim como sugerido por outros estudos presentes na literatura (Herrera, 2019; Yavorskii et al.,
2009). Outro fator importante a ser salientado € que existem diferengas nas taxas de dissolucao
de cada nutriente, assim como tipo de acido também influenciou e potencializou a taxa de
dissolucdo destes. A liberacdo desses nutrientes gera interesse em estudos mais aprofundados
sobre cinética de dissolucdo desse mineral e, principalmente, em relagcdo aos outros nutrientes
gue constituem esta RK. Herrera (2019) avaliou o potencial da Polihalita como uma fonte
multinutriente de K, Ca, Mg e S e seus efeitos na produtividade e qualidade da cana-de-agucar.
O autor evidenciou que a Polihalita se apresentou como uma fonte adequada para o
fornecimento dos nutrientes nas doses necessarias para garantir uma boa eficiéncia agronémica.

J& Yavorskii et al. (2009) avaliaram a solubilizacdo de K e Mg presente em Polihalita em um
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reator equipado com agitacdo em 10% de acido cloridrico por 1 h a 50, 70, 90 e 100°C e
observaram que a medida em que se elevou a temperatura a solubilizacdo de ambos o0s
elementos também aumentou, sendo para 0 K 61% (50°C), 70% (70°C), 85% (90°C) e 94%
(100°C) e para 0 Mg 67% (50°C), 74% (70°C), 92% (90°C) e 94% (100°C). Em contrapartida a
literatura, os resultados obtidos para a RKpolinaiita Neste trabalho indicam que a dissolugéo dos
elementos presentes nesta rocha também pode ser alcancada a partir de condigdes mais brandas,

ou seja, sem o0 uso de acidos fortes ou altas temperaturas.

Com relagéo a dissolucdo da RKFreidspato, @ Figura 8 apresenta o perfil de dissolugéo do
K e também para os elementos Al e Na em &gua, acidos organicos e &cido cloridrico. O K
presente na RKFreldspato alcangou uma maxima dissolucao de 4,36% em agua (40 dias), 13,25%
em acido glucénico (40 dias), 20,05% em acido oxalico (25 dias) e 10,13% em &cido citrico
(20 dias). Em comparagdo com os ensaios de liberacdo do KCI e da RKpoihalita, @ RKFeldspato
apresentou menores valores de dissolucdo de K e isso ocorreu provavelmente por que o K
presente na RKFreigspato €5t4 inserido em uma estrutura cristalina silicatada altamente estavel e
resistente, o que ndo permite que o cation K* consiga se libertar com facilidade (Cara et al.,
2012). Entretanto, embora os acidos organicos, principalmente o &cido oxalico, proporcionem
um aumento na dissolucdo do K comparado ao efeito da agua, o teor de K ndo ultrapassou
20,05%. Por isso, posteriormente, foram realizados ensaios em duas concentracdes de acido
cloridrico a fim de avaliar se um &cido inorganico, assim como o0 aumento de sua concentracéo,
influenciariam na dissolucéo do K. Deste modo, a maxima dissolucdo de K obtida foi de 10,08%
em acido cloridrico 0,1 M (20 dias) e 10,73% em &cido cloridrico 1 M (40 dias). O acido
cloridrico ndo apresentou um efeito significativo na dissolucao do K, se comparado aos demais
acidos avaliados. Algo semelhante ocorreu no trabalho de Duarte (2019) que ao avaliar
diferentes concentrac6es de acido oxalico na solubilizacdo de RK Verdete concluiu que o tempo
de reacdo possui uma maior influéncia na dissolucdo do K que a concentracdo do acido
empregado. Assim, esse resultado evidencia a alta estabilidade estrutural deste mineral que

contribui diretamente para a baixa solubilidade do K.
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Figura 8 - Dissolugio RKFreigspato €M agua e em diferentes acidos. A) Agua B) Acido Glucénico

C) Acido Oxalico D) Acido Citrico E) Acido Cloridrico (0,1 M) e F) Acido Cloridrico (1 M)
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Liberacdo Feldspato Ac. Oxalico (%)

Liberacao Feldspato Ac. Cloridrico 0,1 M (%)
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Fonte: autoria propria.
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Com relagdo a taxa de dissolucgéo (Tabela 4) para a RKFreidspato, @ COnstante ndo pode ser
calculada para todos os nutrientes em &gua, uma vez que os elementos liberados nesse meio
apresentaram teores muito baixos de dissolucdo. Com isso, foi possivel afirmar o efeito
significativo causado pelos diferentes acidos avaliados na dissolucdo dos nutrientes da RK. Para
0 K, 0 &cido citrico apresentou a maior taxa de dissolucéo entre os &cidos orgénicos avaliados
e 0 &cido cloridrico (0,1 M) apresentou uma taxa semelhante a do &cido citrico. Contudo, em
ambos 0s casos, a dissolucdo do K néo ultrapassou 10,73%, sendo a dissolugdo em acido citrico
mais rapida que em acido cloridrico (0,1 M), evidenciando o efeito positivo do &cido organico
na dissolucdo. Para as diferentes concentracdes do &cido inorganico avaliado, foi possivel
observar um alto valor da constante k para os ensaios de &cido cloridrico (1 M) em comparagéo
com o ensaio menos concentrado. No entanto, mesmo apresentando uma maior velocidade de
dissolucdo associada, em ambos os ensaios foi observado o limite maximo de 10% de K, o que

infere que a concentragdo do acido ndo influencia significativamente na dissolucéo do K.

J& para 0 Na presente na RKreidgspato NA0 houve dissolucdo em &gua enquanto alcangou
uma maxima dissolucéo de 86,11% em &cido glucdnico (40 dias), 99,61% em acido oxalico (25
dias) e 35,64% em &cido citrico (30 dias), 69,98% em acido cloridrico 0,1 M (30 dias) e 68,79%
em é&cido cloridrico 1 M (40 dias). Os acidos também influenciaram significativamente na
dissolucdo do Na, sendo as maiores constante de taxa de dissolucdo (Tabela 4) obtidas para
acido cloridrico (1 M) e &cido glucénico, respectivamente. Neste caso, mesmo apresentando
uma maior velocidade de dissolucdo, o acido cloridrico (1 M) apresentou um menor teor de
liberacdo se comparado ao acido glucdnico, o que evidencia o efeito potencializador do &cido

organico neste nutriente.

Para o Al presente na RKreidgspato @ maxima dissolucéo alcancanda foi de 2,68% em agua
(40 dias), 75,53% em acido gluconico (40 dias), 79,91% em &cido oxalico (20 dias) e 89,28%
em &cido citrico (40 dias), 23,01% em é&cido cloridrico 0,1 M (20 dias) e 44,68% em acido
cloridrico 1 M (40 dias). Os acidos se mostraram eficientes na dissolugdo deste nutriente,
apresentando os maiores valores de constante de taxa de dissolugédo (Tabela 4) para o acido
cloridrico (1 M) e acido glucdnico, respectivamente. Todos 0s ensaios apresentaram valores
significativos de dissolucdo de Al, principalmente os ensaios com 0s &cidos orgénicos, e isso
ocorre devido a capacidade de quelacdo do Al apresentada por esses acidos (Mendes et al.,
2014; Motekaits and Martell, 1984).
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Tabela 4 - Constante de taxa de dissolugdo dos nutrientes constituintes do KCI, RKpojihaiita €
RKFelgspato €M agua, acido glucénico, oxalico e citrico

Constante k (h™110?)

Meios KCI RKPpolihalita RKFeIdspato
K K Mg Ca S K Na Al
Agua 452,8 | 353 408 08 3,3 - - -
Acido Glucénico (0,1 M) 1170,11204 144 08 68 ] 26 282 36
Acido Oxalico (0,1 M) 1170,1] 259 131 - 120] 58 12,1 10,3
Acido Citrico (0,1 M) 2248 1248 133 51 162)| 76 263 74
Acido Cloridrico (0, 1M) * * * * * 172 94 82
Acido Cloridrico (1 M) * * * * * | 478 67,5 1483

R? superior a 0,90 para todos os ensaios; *ensaios nao realizados.
Fonte: autoria propria.

Por fim, de modo geral, a ordem de dissolucéo do K nos &cidos avaliados neste trabalho
foi KCI > RKpolinalita > RKFreldspato. 1550 0corre, principalmente, pelas caracteristicas especificas
de cada material, uma vez que o KCI é um sal soltvel, a RKpolinaiita € uma rocha de origem
sedimentar e a RKFreldspato € UmMa rocha de origem ignea, havendo assim diferencas no grau de
solubilidade do K entre os materiais avaliados. A baixa dissolucdo de K apresentada pela
RKreldspato pode ser explicada pelo complexo processo de dissolugdo apresentada por este tipo
de rocha que envolve reagdes e mecanismos como: a liberacdo de cétions via troca idnica, a
adsorcdo/dessorcdo dos elementos dissolvidos na superficie do mineral, a degradacao
hidrolitica das ligacGes tetraédricas e a remocao do Al e da Si presentes na rede cristalina do
mineral. Assim, durante a dissolucdo da rocha forma-se um complexo metaestavel ativo na
superficie do mineral, em que a natureza quimica e a composi¢do dos elementos contidos no
meio determinam os produtos complexos e hidratados a serem formados ap6s a decomposicao
irreversivel da mesma. Neste sentido, elevada acidez no meio, ligantes organicos e inorganicos,
assim como a presenca de defeitos na estrutura do mineral sdo capazes de contribuir na
dissolucdo da rocha. Além disso, a protonagdo dos elementos Al e Si também influenciam
diretamente na taxa de dissolucdo (Skorina and Allanore, 2015). Neste contexto, a partir dos
resultados desta etapa foi possivel afirmar que, principalmente para a RKFreldspato, 0S &cidos
organicos intensificaram a dissolugéo dos nutrientes, permitindo alcangar maiores valores de K

liberado.

4.2.2 Caracterizacao do material residual

Apos a finalizagdo dos ensaios de dissolucdo, o material residual de ambas as RKs foi

separado e analisado por difracdo de raios-X (DRX) para a identificagdo da estrutura da fase
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residual. A Figura 9 mostra os padroes de DRX para a RKpojinaiita (Figura 9B-E) e RKFeldspato
(Figura 9G-L) em agua e nos éacidos avaliados apds a dissolu¢do. O KCI foi completamente

solubilizado durante os ensaios, ndo restando material residual ao final do experimento.

A etapa de caracterizacdo da RKpoiinaiita Natural (Segdo 4.1, Figura 4) mostrou que a
principal fase mineraldgica presente é a fase cristalina Polihalita (K2Ca2Mg (SO4)4-2H-0,
arquivo de difratograma PDF2 #00-010-0355). Ja para o material residual, os padrées de DRX
da RKpoiinaiita (Figura 9B-E) indicam a formagéo de novas fases na rocha apos a dissolugéo. O
material remanescente da RKpolinaiita apresentou um padrdo de DRX diferente da RKpojihalita
natural e isso indica que conforme o processo de dissolugdo ocorria novas fases cristalinas
foram formadas. Também, observaram-se perfis de DRX diferentes para agua e os acidos

organicos, indicando que o tipo do meio interfere na fase residual formada.

Para o material residual resultante da dissolucdo da RKpolinalita €m agua (Figura 9A), a
principal fase cristalina identificada foi o gesso (CaSO4.2H20, arquivo de difratograma PDF2
#00-033-0311). Semelhante &gua, a principal fase cristalina indentificada no material residual
resultante da dissolucdo em &cido gluconico (Figura 9B) e acido citrico (Figura 9D) também
foi o gesso (CaS04.2H20, arquivo de difratograma PDF2 #00-033-0311). Entretanto, a
dissolugdo em &cido oxalico (Figura 9C) foi identificada a fase oxalato de célcio (C2Ca04.H20,
arquivo de difratograma PDF2 #00-020-0231). Estes resultados colaboram com a analise de
Espectometria de Raios-X por Dispersao e Energia (EDX) (Figura 10), que mostrou a presenca,
principalmente, de Ca e S no material residual da dgua, &cido glucdnico e citrico, e apenas de

Ca para o &cido oxalico.

A presenca de gesso residual no final do experimento de dissolu¢do em agua, acido
gluconico e acido citrico, deve-se principalmente a presenca de gesso na RKpoiinaiita Natural e
também possivel formagdo durante o processo de dissolugdo, uma vez que a RKpolihalita
apresenta elevados teores de Ca e SO42. O gesso apresenta baixa solubilidade em agua (Leite
et al., 2007) logo, a fase ndo se dissolveu ao longo do experimento. Entretanto, ndo foi
observada a presenca de gesso no material residual em acido oxalico e isto se deve ao alto
potencial do &cido oxalico quelatar e complexar com o calcio, formando oxalato de calcio
(Hannig et al., 2005).

Em contraste ao observado para a RKpoiinalita, 0 material residual resultante da dissolugéo

da RKFreldspato €M &gua e acidos organicos (Figura 9F-L) apresentou fases cristalinas semelhantes
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para todos os meios avaliados. A etapa de caracterizacdo da RKFreidspato Natural (Secgéo 4.1,
Figura 4) mostrou que a principal fase cristalina presente ¢ a fase cristalina silicato de Aluminio
Potassio e Sodio ([KsNas]AlSizOs, arquivo de difratograma PDF2 # 01-084-0710).). Apés 0
experimento de dissolucédo, o padrdo de DRX para o material residual da dissolucdo em agua
(Figura 9G), &cido gluconico (Figura 9H) e &cido cloridrico 0,1 M (Figura 9K) permaneceram
semelhantes ao padrdo de DRX da RKFeigspato Natural (Figura 9F). No entanto, para o acido
oxalico (Figura 9l), acido cloridrico 1 M (Figura 9L) e, principalmente, para o &cido citrico
(Figura 9J) observou-se maior amortizacdo dos picos de difracdo que caracterizam a fase
aluminio silicato. Sendo que, a intensidade dos picos de difracdo amortizou na ordem de 50%
para a dissolugdo com &cido citrico. A andlise de EDX (Figura 10) também mostrou a presenca
de K, Na, Al e Si, comprovando que a dissolucdo da RKFreidspato N80 foi completa em nenhum

dos meios avaliados.
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Figura 9 - DRX, comparacdo entre a rocha natural e apds a dissolu¢do A) RKpolihaiita Natural,
B) RKpolinalita €m agua C) RKGpolinalita €m acido glucdnico, D) RKpoiinaiita acido oxalico, E)
RKGpolihaiita €m &cido citrico, F) RKFreldspato Natural, G) RKreidspato €m &gua H) RKreidspato €M acido
gluconico, I) RKFreidspato €m &cido oxalico, J) RKreldspato €m acido citrico, K) RKFreldspato €m acido
cloridrico (0,104 M) e L) RKFreldspato €m acido cloridrico (1 M)
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Figura 10 - EDX, comparacdo entre a rocha natural e ap6s a dissolu¢do A) RKpolinaiita Natural,
B) RKbpolinaiita €M agua C) RKpoiinaita €m acido gluconico, D) RKpoiinaiita acido oxalico, E)
RKGpolihaiita €M &cido citrico, F) RKFreldspato Natural, G) RKreldspato €M agua, H) RKreldspato €M acido
gluconico, I) RKFreidspato €m &cido oxalico, J) RKreldspato €m acido citrico, K) RKFreldspato €m acido
cloridrico (0,1 M) e L) RKFeldspato €m &cido cloridrico (1 M)
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4.3 Solubilizagdo biolégica da rocha potéssica

Nesta etapa foi avaliada a solubilizagdo bioldgica da RKreidspato. Os K-feldspatos
ocorrem em abundancia no territério nacional e constituem uma classe de mineral com grande
potencial para uso na agricultura brasileira (Nascimento and Loureiro, 2009). O
desenvolvimento de estratégias que visam o aumento da solubilidade do potéssio contido neste
tipo de rocha é de interesse nacional, uma vez que pode viabilizar a utiliza¢éo dessa rocha como
uma fonte alternativa de fertilizante. Neste contexto, os resultados dos ensaios de dissolucéo da
RKFeigspato €videnciaram que a solubilidade do K desta RK em agua desta rocha é muito baixa,
contudo pode ser melhorada pela agdo de &cidos organicos, principalmente pelo &cido oxalico
e acido citrico, como obsevado na Secdo 4.2. Portanto, esta etapa teve como objetivo estudar
estratégias para promover o aumento de solubilidade da RKreidspato @ partir da acdo de
microrganismos produtores de &cidos organicos utilizando cultivo submerso. Para atingir este
objetivo, foram avaliados: o potencial de diferentes microrganismos, o efeito e a concentragédo
de diferentes fontes de carbono durante no cultivo microbiano, o efeito da etapa de pré-cultivo
para o processo de e, também, o efeito da interacdo microrganismo-rocha para entender melhor
a dindamica da solubiliza¢do quando existe presenca do microrganismo. A cinética completa de
solubilizacdo bioldgica da RKFreiaspato f0i monitorada, e uma etapa de pré-tratamento da rocha
potéssica foi proposta para aumentar a eficiéncia de solubilizacdo da RKreldspato Na solubilizacéo
bioldgica.

4.3.1 Selecdo do microrganismo solubilizador de rocha potassica

Os fungos filamentosos do género Aspergillus sp. sdo conhecidos na literatura como
excelentes produtores de acidos organicos, sendo considerados potenciais solubilizadores de
rochas ou de minerais presentes no solo (Meena et al., 2016; Yang et al., 2017). Entretanto,
podem existir diferencas entre cepas de Aspergillus do mesmo género. Por esta razdo, neste
trabalho foram avaliadas quatro cepas de Aspergillus a fim de se obter a melhor cepa

solubilizadora de K (Figura 11).

A Figura 11A apresenta 0 potéssio solubilizado a partir de diferentes cepas de
microrganismos. As quatro cepas fungicas utilizadas neste trabalho foram capazes de
solubilizar o K presente na RKFreigspato, 0btendo percentuais solubilizados nos cultivos com e
sem pré-cultivo, respectivamente, para o A. niger C de 1,89 e 4,56%, A. niger F12 de 0,20 e
1,69%, A.niger 3T5B8 de 0,36 € 2,06% e A. 763 de 0,44 e 1,63%. A solubilizacdo se mostrou

51



K solubilizado (%)

mais eficiente nos ensaios em que o cultivo foi realizado sem a etapa de pré-cultivo. No entanto,
0s percentuais obtidas pelas cepas A. niger F12, A. niger 3T5B8 e A. 763, sem a etapa de pré-
cultivo, ndo diferiram significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). O mesmo
acontece com os resultados obtidos pelas mesmas cepas com a etapa de pré-cultivo. Ja a cepa
A. niger C, em ambos os ensaios, apresentou valores superiores de solubilizacéo, e diferentes
significativamente quando comparados aos demais ensaios. A maior solubilizacdo observada
nestes ensaios esta associada ao aumento da acidez total do meio pela provavel producao de
acidos organicos, que resulta na reducao do pH do meio. Este efeito ocorreu mais intensamente

com a cepa A. niger C e pode ser observada na Figura 11B.

Figura 11 - Solubilizacdo bioldgica a partir de diferentes microrganismos em cultivo submerso,
com e sem a etapa de pré-cultivo em meio Aleksandrov, 1% de glicose como fonte de carbono,
2% de RKFrelgspato (M/V), pH 7,0, em 96 h, 30°C e 220 rpm. A) Percentual de K solubilizado por
diferentes microrganismos; B) pHinicia € acidez total final nos cultivos de diferentes
microrganismos.
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Fonte: autoria prépria.

Outros trabalhos ja evidenciaram o potencial de solubiliza¢do da cepa de A. niger C na
solubilizacdo de minerais. Klaic et al. (2017) realizaram uma triagem com oito cepas fungicas
a fim de escolher o microrganismo com maior poder de solubilizacdo de rocha fosfatica por
cultivos submerso e cultivo em estado s6lido. Em ambos os cultivos, as cepas A. niger C, A.
niger 3T5B8 e A. niger 11T53A14 se destacaram quanto a solubilizacdo do fosfato. Entretanto,
0 A. niger C apresentou os melhores resultados de solubilizagdo em cultivo submerso,
conseguindo solubilizar cerca de 40% do fosforo adicionado ao meio. Este microrganismo
também foi eficiente para solubilizar rocha fosfatica de origem ignea (Klaic et al., 2018) e

promover a oxidacdo de enxofre elementar (Guimarées et al., 2018).
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Com base nesses resultados, o A. niger C foi selecionado como 0 microrganismos com
maior potencial para promover a solubilizacdo bioldgica de rocha potassica entre as cepas
fangicas avaliadas. Para entender melhor o processo de solubilizacdo bioldgica via CSm e
melhorar a solubilizagdo do K proveniente da RKFreiaspato, 0 €feito de algumas variaveis de
cultivo microbiano, como a concentragéo e o tipo de fonte de carbono e 0 pHinicia do meio de

cultivo foram avaliados.

4.3.2 Avaliacdo da concentracao e do tipo de fontes de carbono na solubilizacdo

biologica de K

A producdo de &cidos organicos no meio de cultivo é considerada a principal rota de
solubilizacdo das RKs. Neste sentido, o tipo e a concentragdo da fonte de carbono utilizada no
cultivo submerso desempenham um papel essencial para estimular o acumulo destes
metabolitos no meio (Magalhdes et al., 2019; Shanware et al., 2014). Assim, a Figura 12
apresenta o efeito das diferentes fontes de carbonos avaliadas neste trabalho na solubilizagdo
da RKFregspato. O glicerol ndo se mostrou uma fonte de carbono eficiente e, também, néo
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) entre os percentuais de K solubilizados, sendo 0s
maiores percentuais de K obtidos para a concentracdo de 10% de glicerol equivalentes a 0,38 e
0,67%, com e sem pré-cultivo, respectivamente. Para a glicose como fonte de carbono, 0s
melhores resultados ocorreram para as concentragdes de 5% (7,12 e 11,42%, com e sem pré-
cultivo, respectivamente) e 10% (7,96 e 11,32%, com e sem pré-cultivo, respectivamente).
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Figura 12 - Percentual de K solubilizado a partir de diferentes fontes de carbono, glicose e
glicerol, por cultivo submerso em meio Aleksandrov, com e sem a etapa de pré-cultivo, 2% de
RKFeIdspato, pHiniciaI 7,0, 96 h, 3OOC e 220 I’pm
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Fonte: autoria propria.

A solubilizacdo da RKFreidspato €St& diretamente ligada ao aumento da acidez do meio e
consequente reducdo do pH, como pode ser observado na Tabela 5. Para as maiores
solubiliza¢6es com glicerol os valores de pHrsinal apresentaram-se mais proximos a neutralidade.
Em contrapartida, a glicose apresentou valores de pHrina mais acidos, variando entre 3,59 e
4,92. A associagéo entre acidez do meio e taxa de solubilizagéo de K foi evidenciada no trabalho
Lopes-Assad et al. (2006) no qual foi destacado que a acidificacdo do meio promovida pelo A.
niger (CCT- 4355) favoreceu a solubilidade das rochas potassicas ultraméafica alcalina e

flogopitito.
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Tabela 5 - Efeito das fontes de carbono na solubilizag&o bioldgica da rocha potéssica em termos
de pHrinal € acidez total

Glicerol Glicose
Ensaios Acidez Total Acidez Total
PR ol NaoH LY PP (ol NaOH L)
1% 7,44 +0,16 0,02+0,01 5,6 0,24 0,47 £0,01
Com pré- 2,5% 7,34 +0,05 0,02 +£0,01 5,10 £ 0,04 2,10 +£0,25
cultivo 5% 7,45+ 0,04 0,02+0,01 4,92 £0,18 3,85+0,74
10%  7,53+0,04 0,01 +£0,01 4,72+0,02 436+0,11
1% 7,23+ 0,08 0,01 +0,01 5,50+0,18 0,61 £0,03
Sem 25% 6,72+0,23 0,05+ 0,03 5,15+ 0,04 3,25+0,25
pre-cultivo 5% 6,77 £0,11 0,04 £ 0,01 4,11 +£0,02 9,61 +0,39
10% 6,13+£0,04 0,06 £ 0,01 3,59+0,01 2352+0,96

Fonte: autoria propria.

A glicose se destacou em alguns trabalhos da literatura que avaliaram o efeito de
diferentes fontes de carbono para solubilizacdo de rochas potassicas e fosfaticas (Parmar e
Sindhu, 2013; Yadav et al., 2011), 0 que corrobora os resultados obtidos nesta etapa, em que a
solubilizag&o utilizando glicose como fonte de carbono se mostrou mais eficiente. Em outros
trabalhos, o glicerol apresentou resultados promissores como fonte carbono na solubilizacéo de
rochas fosfaticas (Vassilev et al., 2017, 2012). No entanto, ainda existe pouca informacéo
disponivel sobre a producdo flngica de acidos organicos a partir do glicerol (Nicol et al., 2012;
Sterflinger, 2000). O baixo desempenho do glicerol nesta etapa se deve, muito provavelmente,
ao fato de que para sua assimilacdo no ciclo de Krebs é necessario a conversdo do mesmo em
glicose, através de uma via metabolica denominada gliconeogénese. Esse processo requer o
dobro de energia, uma vez que algumas das reacGes desta via sdo reversiveis e necessitam de
enzimas diferentes das usadas na via glicolitica. Estes fatores prejudicam a producéo de acidos
organicos a partir do glicerol, reduzindo assim a acidez do meio e a solubilizagcdo das rochas
potassicas. Em contrapartida, a glicose € mais facilmente assimilada no metabolismo
microbiano através da glicolise e ciclo de Krebs, produzindo mais acidos organicos comparado
ao glicerol (Bini et al., 2016; Moat et al., 2002).

Por fim, para escolha da concentracéo de glicose a ser utilizada nos proximos ensaios,
é importante salientar que os resultados obtidos para os ensaios de 5 e 10% de glicose, com e
sem a etapa de pré-cultivo, apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) quando
comparados aos demais ensaios, no entanto, nao diferiram entre si. Ou seja, em ambas as etapas,
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ndo ha uma diferenca significativa na solubilizagdo relacionada ao aumento da concentracdo da
fonte de carbono. Com base nesses resultados, a concentragdo de 5% de glicose foi escolhida
para dar prosseguimento na avaliacdo do efeito do pHinicia do meio de cultivo no processo de

solubilizacéo bioldgica da RKreigspato.

4.3.3 Avaliacdo do efeito do pHinicial de cultivo na solubilizag&o bioldgica de K

O pH do meio de cultivo influencia diretamente o crescimento dos microrganismos e 0s
processos bioquimicos realizados por eles. Em muitos casos, a acidificacdo do meio é um dos
principais mecanismos envolvidos na solubilizacdo de minerais e isso ocorre porque a
concentracdo de hidroxilas e de ions de hidrogénio exercem um efeito importante na atividade
desses microrganismos e também na disponibilidade dos nutrientes (Gaind and Gaur, 1989;
Marra et al., 2015). Portanto, para avaliar a influéncia do pHinicia do meio de cultivo na

solubilizacdo da RK, trés valores iniciais de pH de meio de cultivo foram avaliados nesta etapa.

A Figura 13 apresenta os percentuais de K solubilizado (Figura 13A) e os valores de
PHsina € acidez total (Figura 13B) ao fim dos ensaios nos diferentes pHinicia avaliados. Ao
observar a Figura 13A foi possivel notar que a ordem de solubilizacdo de K, nos ensaios com a
etapa de pré-cultivo, foi pHinicial 7 (7,36%) > pHiniciai 4 (4,56%) > pHinicial 2 (1,79%). Enquanto
que para 0s ensaios sem a etapa de pré-cultivo, pHinicia 4 (14,29%) > pHiniciar 7 (10,63%) >
PHiniciar 2 (2,90%). A Figura 13B apresenta os valores de acidez total e pHyina doS ensaios no
qual é possivel visualizar que o pHrina dos ensaios ficou entre 4 — 5 e os maiores valores de
acidez total ocorreram nos ensaios com pHiniciai 7 € 4, respectivamente, nos ensaios sem a etapa

de pré-cultivo.
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Figura 13 - Avaliagéo do efeito do pHiniciar nNa solubilizagdo da RKFreigspato, COM € Sem a etapa
de pré-cultivo em meio Aleksandrov, 5% de glicose como fonte de carbono, 2% de RKFreidspato
(m/v), em 96 h, 30°C e 220 rpm. A) Percentual de K solubilizado; B) pH e acidez total final nos
cultivos com diferentes pHinicial
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Fonte: autoria prépria.

Diversos metabolitos podem ser produzidos ao longo do cultivo microbiano (Sattar et
al., 2019) e, consequentemente, aumentar a acidez total do meio. No entanto, o tipo de
metabdlito produzido pode apresentar um maior ou menor potencial para promocao da
solubilidade da RK. Logo, os resultados obtidos nesta etapa sugerem que a modificacdo do
pHiniciat do meio de cultivo influenciou positivamente na solubilidade do K contido na rocha.
Ao modificar o pHiniciat para 4 foi possivel observar um ganho de solubilidade de cerca de 20%,
para 0 ensaio sem a etapa de pré-cultivo, quando comparado ao percentual obtido para 5% de
glicose em pHinicia 7 (Secdo 4.3.2, Figura 12). Neste contexto, sugere-se 0 aumento da
solubilizacdo da RK pode ser relacionado ao provavel acimulo de &cido oxalico produzido pela
cepa A. niger C. Uma vez que a literatura relata que a producdo microbiana de &cido oxalico
ocorre mais intensamente nessa faixa de pH (Ruijter et al., 1999; Rymowicz and Lenart, 2003;
Strasser et al., 1994). Outro fator que reforca essa suposicao sdo os resultados obtidos na etapa
de dissolucdo (Secéo 4.2, Figura 8C), que evidenciaram que dentre os acidos avaliados o

oxalico possui um maior potencial para dissolu¢do da RKFreldspato.

Portanto, para dar sequéncia a etapa de cinetica de solubilizacao foi definido pHinicia 4
para o cultivo submerso. A cinética de solubilizagdo da RKFreidspato fOi realizada sem a etapa de
pré-cultivo, haja vista que ao longo deste trabalho os ensaios sem esta etapa apresentaram 0s

maiores percentuais de solubilizacdo de K.
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4.3.4 Avaliacéo do efeito da intera¢éo do microrganismo-rocha na solubilizagdo de K

Para avaliar o efeito da interacdo do microrganismo-rocha na solubilizagdo de K foram
propostas quatro condi¢cdes de estudo: “Controle” (agua + RK), “Biomassa + RK”, “Extrato +
RK” e “Fungo + RK + Meio”. Todos os tratamentos foram realizados com ou sem a etapa de
pré-cultivo. A Figura 14 apresenta o teor de K solubilizado (Figura 14A) nos diferentes
tratamentos avaliados e seus respectivos pHrinal € acidez total final (Figura 14B). Os resultados
mostraram que apenas os tratamentos “Biomassa + RK” néo diferiram significativamente do
controle (p <0,05), o que indica que o efeito da abrasividade das células inativadas é desprezivel
na acdo de solubilizagdo da rocha. Os tratamentos “Fungo + RK + Meio” (com pré-cultivo) e
“Extrato liquido + RK” (sem pré-cultivo) também ndo apresentaram diferencas significativas
de K solubilizados entre si, ou seja, a presenca do fungo no ensaio causou um efeito similar na
solubilizacdo do K ao produzido pelo extrato liquido, e isso esta relacionado ao pHsina (Figura
14B) semelhante apresentado por ambos. Em contrapartida, ambos os ensaios do tratamento
“Fungo + RK + Meio” se sobressairam com relacdo aos demais, apresentando os maiores

percentuais de K solubilizado e os maiores valores de acidez total.

Figura 14 - Avaliacdo do efeito da interacdo entre microrganismo-rocha na solubilizacao de K.
A) Percentual de K solubilizado a partir de diferentes tratamentos, por cultivo submerso em
meio Aleksandrov e 5% de glicose, 2% RKFreidspato, PHinicial 7,0, 96 h, 30°C e 220 rpm; B) pH e
acidez total final dos diferentes tratamentos avaliados

15 - 10 - 10
14 | B Com pré-cultivo A) [ ]Com pré-cultivo +B)
13 4 I Sem pré-cultivo 91 I Sem pré-cultivo 9
12 84 ¢ Acidez Total L8
11 1
i -7
10 - !
9 6 -6
8 - < -
7 .g 51 °
= -4
6 T 41
o
57 -3
34
4 -2
31 2
27 -1
1 N
14 . . * Lo
0 T T 0
Controle Biomassa + RK  Extrato + RK  Fungo + RK + Meio Controle Biomassa + RK  Extrato + RK Fungo + RK + Meio
Tratamentos Tratamentos

Fonte: autoria propria.

Os resultados obtidos nesta etapa indicam os principais mecanismos envolvidos na
solubilizacdo biologica da RKFreidspato. OS tratamentos referentes ao “Extrato liquido + RK”

evidenciam o efeito dos acidos organicos produzidos pelo microrganismo no extrato liquido.
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As moléculas dos acidos orgénios influenciam na solubilizagdo de K a partir de trés acGes
distintas: aderéncia a superficie mineral e extragdo os nutrientes das particulas minerais por
reacdo de transferéncia de elétrons, quebra das ligacbes de oxigénio e formacdo de ions
quelatados na solucéo através de seus grupos carboxila e hidroxila, criando um gradiente entre
as concentracdes de cétion e anion na solucdo (Sattar et al., 2019). Este efeito pode ser
observado na Figura 15, a partir da morfologia rocha apds os tratamentos. O ataque acido, em
ambos os tratamentos (Figura 15, A-D), modificou a estrututa da rocha através de desgaste
superficial e do aparecimento de pequenas fissuras em comparagdo com a RKFreldspato Natural
(Figura 5B) .

Por outro lado, os tratamentos referentes ao “Fungo + RK + Meio” sugerem que a
interacdo fisica entre microrganismo e rocha possui uma grande influéncia na solubilizacéo do
K. A literatura relata que os fungos ndo apenas possuem a capacidade de se ligar a superficie
de minerais, como também conseguem penetrar os poros de aglomerados de particulas de
rochas durante o crescimento das hifas (Figura 15 G-H). As forgas fisicas causadas por essa
interacdo sdo capazes fragmentar partes do mineral, diminuindo o tamanho das particulas e
gerando superficies mais reativas (Jongmans et al., 1997; Lian et al., 2008; Song et al., 2015a).
Além disso, outro mecanismo possivel se da pela producdo de polissacarideos extracelulares e
outras substancias poliméricas, também secretadas pelos fungos, que sdo capazes de criar um
microambiente onde os acidos organicos podem ser concentrados, facilitando a adesao das hifas
fangicas a superficie do mineral (Lian et al., 2008). Neste contexto, é possivel afirmar que a
adesdo das hifas e a consequente alteracdo superficial (Figura 15 E-F) indicam que o A. niger

C afeta significativamente o intemperismo e a libera¢éo dos elementos da RKFreidspato.

O efeito benéfico da interagdo entre 0 microrganismo e a RK € nitido ao se comparar 0s
teores de K solubilizados nos diferentes tratamentos avaliados. Para os tratamentos referentes
aos ensaios com a etapa de pré-cultivo foi possivel observar um aumento de 30% na
solubilizacdo de K na presenca do microrganismo. O mesmo ocorreu para 0s ensaios sem a
etapa de pré-cultivo, em que o aumento foi cerca de 33% para 0s experimentos com 0
microrganismo. Além disso, ao comparar 0s percentuais obtidos nos ensaios de solubilizacdo
bioldgica (14,29% de K em 4 dias) com os percentuais obtidos a partir dos ensaios com 0s
acidos organicos (Secdo 4.2), onde a maior solubiliza¢do da RKreidspato 0COrreu em acido oxalico
(20%) em 25 dias, é possivel afirmar que o processo de solubilizacao bioldgica tem sido capaz
de acelerar a solubilizacdo da RKFreidspato-
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Figura 15 - Micrografias por microscépio eletronico de varredura (MEV) da RKFeidspato ap0Ss
diferentes tratamentos. A-B) RKFreidspato ap0s tratamento “Extrato liquido + RK” (com pré-
cultivo); C-D) RKFreldspato ap0s tratamento “Extrato liquido + RK” (sem pré-cultivo); E-F)
RKFeigspato ap0s tratamento “Fungo + RK + Meio” (com pre-cultivo); G-H) RKFrelgspato ap0s
tratamento “Fungo + RK + meio” (sem pré-cultivo)
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Fonte: autoria prépria.
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Portanto, a partir dos ensaios realizados até a presente etapa o A. niger C, a fonte de
carbono glicose a 5%, 0 pHinicial 4 € cultivo sem a etapa de pré-cultivo foram selecionados como
os melhores parametros de solubilizacdo do K presente na RK. Estes parametros foram

utilizados para avaliar a cinetica de solubilizacdo da RKFreidspato.

4.3.5 Cinética de Solubilizacdo da RKFeldspato

A Figura 16 apresenta a cinética de solubilizacdo bioldgica da RKFeidspato €m 10 dias.
Monitorar a cinética de solubilizacéo bioldgica da rocha potéssica é uma etapa importante para
entender como o microrganismo influencia a solubilizacdo do K ao longo do tempo. Neste
processo, a maxima solubilizacdo de K alcancada foi de 15,87% (Figura 16A) e ocorreu no
terceiro dia de cinética. J& a produtividade apresentou um perfil de decaimento ao longo dos 10
dias avaliados, sendo o maior valor referente ao dia 1 (3,89 mg Lth™%). A glicose (Figura 16 B)
adicionada ao meio de cultivo foi completamente consumida como o esperado. No entanto, o
consumo ocorreu de forma répida, ja no primeiro dia de cinética. A producdo de biomassa
(Figura 16B) variou entre 11,55 — 12,47 g L. E, por fim, o pHsina (Figura 16C) manteve-se
entre 4,2 e 4,5 ao longo dos dias avaliados e a acidez total média variou entre 4,13 e 7,02 mol
NaOH L™,

O processo de solubilizacdo bioldgica acelerou a solubilizacdo do K em um pequeno
intervalo de dias, se comparado ao tempo dos ensaios de dissolu¢cdo em acidos organicos
(Figura 8, Secdo 4.2) e isso se deu, provavelmente, pelo sinergismo existente entre o “Fungo +
RK + Meio” (Figura 15 G-H). Os percentuais de solubilizacdo obtidos nesta etapa sdo bastante
interessantes quando comparados a outros trabalhos da literatura que utilizam RKSs. Lian et al.
(2008) realizaram a cinética de solubilizacdo de uma rocha K-feldspato, semelhante a utilizada
neste trabalho, e em 30 dias obtiveram uma méaxima solubilizacédo de 8,81% de K. Song et al.
(2015b) alcangaram 1,82% de K solubilizado ao longo de uma cinética de 15 dias a partir da
RK moscovita. Por sua vez, Xue et al. (2018), ao avaliar a cinética de solubilizacdo de diversas
RKs, obtiveram os seguintes percentuais de solubilizacdo, biotita (6,27%) > ilita (3,87%) >
moscovita (1,93%) > feldspato (1,27%) > nefelina (1,12%).
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Figura 16 - Cinética de solubilizacdo da RKFreigspato €m meio Aleksandrov, 5% de glicose como
fonte de carbono, 2% de RKFeidspato (M/V), pHiniciat 4, 30°C e 220 rpm. A) Percentual do K
solubilizado e perfil da produtividade; B) Perfil de biomassa produzida e glicose residual; C)
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Portanto, o estudo da cinética de solubilizagdo mostrou que a méaxima solubilizagéo da
RKFeldspato fOI de 15,87% em trés dias de cultivo. Embora esse resultado seja superior a muitos
trabalhos da literatura (Lian et al., 2008; Lopes-Assad et al., 2006; Song et al., 2015b; Xue et
al., 2018), a solubilizacdo da RK ainda € considerada baixa mesmo ap6s a selecdo do
microrganismo e o estudo e otimizacdo das varidveis de cultivo concetracéo e tipo de fonte de
carbono e pHiciar. Portanto, o efeito do pré-tratamento da rocha potéssica foi avaliado na etapa

a seguir como uma estratégia para aumentar/potencializar a solubilizacdo do potassio.

4.3.6 Efeito do pré —tratamento da rocha potassica na cinética de solubilizacdo bioldgica

Embora os acidos organicos proporcionem um aumento de solubilidade do K
comparado ao efeito da 4gua, a dissolugdo do K na RKFeigspato NA0 ultrapassou o teor de 20,05%
nos experimentos de solubilizacdo da Secdo 4.2 (Figura 8C). O aumento da concentracdo de
acido também ndo influenciou significativamente a quantidade total de K solubilizada da
RKFrelaspato (Figura 8 E-F). E isso ocorre principalmente pelas caracteristicas fisicas apresentadas
por esta RK que € considerada de uma rocha de baixa solubilidade (Se¢éo 4.1).

Nesse contexto, visando o aumento da solubilidade da RK, a literatura relata que os
acidos organicos, o pH e o pré-tratamento da rocha (através da temperatura ou ativacdo
mecanica) sdo estratégias que influenciam diretamente a liberagdo dos nutrientes presentes nos
minerais (Skorina and Allanore, 2015). Dentre essas estratégias, o efeito do pH (Secdo 4.3.3) e
dos acidos organicos (Sec¢do 4.2) foram avaliados neste trabalho anteriormente. Ja o efeito do
pré-tratamento em rochas potassicas como estratégia para potencializar a solubilizacdo
bioldgica do K ainda é pouco explorado na literatura. Portanto, nesta etapa do trabalho avaliou-
se o efeito da ativacdo mecanica da RK, por processo de moagem, como uma estratégia de pré-
tratamento. E importante salientar que a ativacdo mecanica é um processo que tem ganhado
destaque na literatura, uma vez que comparados a outros, como o uso de temperaturas, €
considerado simples, de baixo custo, baixo gasto energético e ndo gera residuos quimicos, sendo

considerado ambientalmente seguro (Singh et al., 2019; Skorina and Allanore, 2015).

A Figura 17 apresenta o perfil da cinética de solubilizacdo da RKFreidspato ap0S 0 pré-
tratamento de moagem juntamente com a produtividade do processo. A solubiliza¢cdo maxima
do K contido na RKFreidaspato fOi de 23,57% alcancada no sétimo e décimo dia de cultivo.
Entretanto, no primeiro dia de cultivo a quantidade de K solubilizado foi de 20,66%, isto mostra
que a solubilizagdo manteve constante em torno de 20 — 23% ao longo dos 10 dias avaliados.

Logo, observa-se que utilizando a RKFeigspato COM pre-tratamento a solubilizagcdo aumentou de
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15% para 20% j& no primeiro dia de cinética, um aumento de 35% na quantidade de K
solubilizado. Além disso, a maior solubilizacdo no primeiro dia reduziu dois dias de cultivo, se
comparado com a cinética da rocha natural, o que proporciona um aumento na produtividade
de K solubilizado. A produtividade do processo utilizando a rocha potassica com pré-tratamento
teve seu valor maximo no primeiro dia (11,93 mg Lh?), e foi aproximadamente trés vezes
superior ao processo utilizando a rocha potéssica sem pré-tratamento. No dia 10, os valores de
pHrinal (4,49), acidez total final (4,92 mol NaOH L), biomassa (8,06 mg L) e glicose residual
(< 0,01 g L) foram medidos, valores semelhantes ao processo utilizando a rocha potassica
natural.

Figura 17 - Percentual de K solubilizado na cinética de solubilizacdo da RKFreidspato moida, 5%

de glicose como fonte de carbono, 2% de RKFrelgspato (M/V), pHinicial 4, 30°C e 220 rpm
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Fonte: autoria prépria.

De modo geral, o pré-tratamento realizado na RK proporcionou um aumento de 35% na
solubilidade do K, se comparado a cinética com a RK natural. Este aumento se deve a
fragmentacédo da particula, fazendo com que o K retido na matriz silica-alumina seja liberado
devido a desordem estrutural causada ao sistema. 1sso porque a ativagdo mecanica promove a
reducdo do tamanho de particula da RK aumentando a area superficial do material e, além disso,
quebra as ligacOes presentes na rede cristalina do mineral resultando assim em um material
amorfo (Balaz, 2003; Skorina and Allanore, 2015). O aumento no grau de amorficidade da
RKFeldspato fOI comprovado realizando uma analise de DRX ap0s o pré-tratamento. A Figura 18

apresenta os padrdes de DRX da RKFeiaspato 8p0S a ativacdo mecanica em comparagdo com a
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natural, em que é possivel observar a consequente amortiza¢do dos picos da rocha moida apds
0 pré-tratamento de moagem. Além disso, a RK apds o pré-tratamento apresentou uma area
superficial de 6,83 m2 g, cerca de 2,5 vezes maior que a area superficial da RK natural. O
aumento na area superficial em consequéncia da reducdo de tamanho de particula promove uma
maior interacdo das particulas de rocha com o microrganismo e com 0s &cidos organicos

presente no meio, aumentando assim a solubilizagdo da RK.

Figura 18 - Padrdes de DRX da RKFeidspato Natural € RKFreidspato 2p0S 0 pre-tratamento
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Fonte: autoria propria.

E possivel afirmar que os resultados obtidos nesta etapa sio promissores com relagdo
ao aumento da solubilidade da RKFreigspato, UMa vez que a avaliagdo da ativagdo mecénica como
estratégia de pré-tratamento para solubilizacdo do K a partir de rochas silicatadas ndo € muito
reportada na literatura. No entanto, alguns trabalhos tem investigado a influéncia da ativacao
mecanica na dissolucdo/solubilizacdo de rochas ricas em minerais fertilizantes do solo (Klaic
et al., 2018; Petrovich, 1981; Singh et al., 2019; Teodosieva and Bojinova, 2016). Estes
trabalhos indicam que a area especifica, o tamanho de particula e o tempo de moagem
influenciam significativamente na liberacdo dos nutrientes das rochas, sendo assim necessario

a investigacao desses parametros para potencializar a solubilidade da RK.

Por fim, é importante salientar que a etapa de solubilizacdo bioldgica, com énfase na
solubilizacdo a partir da RKreiaspato moida, foi capaz de superar os valores de percentuais de
liberacdo do K obtidos na etapa de dissolugdo das RKs em acidos organicos. A potencializagdo
da liberacdo do K, juntamente com a aceleracéo da dissolugdo da mesma nesta etapa evidencia

o efeito benéfico da acéo do fungo filamentoso A. niger C neste processo.
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5 CONCLUSOES

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse na busca por estratégias eficientes
para a solubilizacdo do K insolivel presente nos solos a partir do uso de microrganismos
promotores de solubilizacdo. Essas estratégias sdo interessantes, principalmente, quando se
utiliza rochas de origem ignea por sua alta disponibilidade no solo e sua baixa solubilidade.
Neste contexto, 0 melhor entendimento dos mecanismos de dissolucdo das RKs via &cidos
organicos e o desenvolvimento de estratégias para potencializar a solubilizacao bioldgica do K
via cultivo submerso sdo algumas das contribui¢fes deste estudo. Assim, pelos resultados

obtidos neste trabalho e a partir dos objetivos propostos foi possivel concluir:

» As rochas modelos, rocha 1 (Polihalita - RKpoiinaiita) € rocha 2 (K-Feldspato - RKFreidspato),
utilizadas neste trabalho apresentaram diferentes perfis de dissolucdo devido as
caracteristicas fisicas e quimicas de suas composic¢des. Os acidos organicos influenciam
significativamente apenas na dissolu¢do do K da RKFreldspato €, mesmo assim, esta RK
apresentou os menores valores de dissolu¢do de K se comparada a RKpolinalita € a0
controle. O maior percentual de dissolugdo da obtido para a RKFreldspato OCOrreu em o
acido oxalico (20,05% ap0s 25 dias), sendo aproximadamente cinco vezes maior do que
0 obtido em agua e duas vezes maior que nos &cidos gluconico, citrico e cloridrico, o

que evidencia o potencial do &cido oxalico frente aos outros &cidos.

> Neste &mbito, dada a baixa solubilidade de K apresentada, a RKFreiaspato foi a utilizada na
etapa de solubilizacdo biologica afim de potencializar sua solubilizacdo. Dentre as
variaveis estudadas nesta se¢do, 0 microrganismo A. niger C, 5% de glicose como fonte
de carbono e o0 pHinicia 4 no cultivo submerso influenciaram significativamente no
aumento da solubilidade da RKFreiaspato € foram as variaveis selecionadas para a
realizacéo da cinética de solubilizac8o da RKFrelaspato. Outro fator importante observado
foi o efeito da interagdo fisica entre o microrganismo e a rocha, responsavel por
aumentar cerca de 33% a solubilizagdo de K no meio de cultivo, em relagdo aos cultivos
sem a presenga do microrganismo. Por fim, a cinética de solubilizacdo da RKFreldspato
natural alcangou um méximo de solubilizagdo de 15,87% de K (3° dia) enquanto a
cinética da RKFeldspato, ap0S um pré-tratamento, solubilizou 20,66% de K ja no primeiro
dia de cinética. Este resultado evidenciou o efeito potencializador das variaveis

selecionadas e do pré-tratamento na RK no aumento de sua solubilizacéo.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS
Para trabalhos futuros, sugere-se:

e Realizar a quantificagéo do silicio (Si) da RKFreidspato para compreensao efetiva do
mecanismo de dissolucdo dos diferentes meios;

e Auvaliar o efeito de outras fontes de carbono comercial de baixo custo no processo de
solubilizacéo biologica;

e Quantificar os acidos organicos produzidos durante acinética de solubilizacéo da
RKFeldspato, Natural e moida;

e Auvaliar o efeito de diferentes tamanhos de particulas e tempo de moagem na
solubilizacdo biologica do K;

e Investigar o efeito da aplicacdo do extrato liquido obtido através das condicdes

otimizadas de cultivo como biofertilizante no sistema solo-planta.
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