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RESUMO

Os processos extrativos, como exemplo do fosforo, sdo responsaveis por significativos
impactos ambientais, e isso se deve pela geracdo de residuos sélidos, como rejeitos de minério
de ferro, rico em fosforo, que representam grande valor econémico e que com a implementagéo
de processos extrativos de melhor eficiéncia, resulte num melhor aproveitamento de elementos
importantes e especificos do montante extrativo. A biossolubilizacdo, surge como uma
tecnologia promissora e transformadora no campo do processo extrativo da mineracédo, fazendo
0 uso de micro-organismos na solubilizacdo do fésforo ou mesmo na recuperagdo de solos, 0
qual é possivel afirmar totalmente na aplicabilidade da recuperacéo por meio da solubilizacéo
do elemento fosforo por diferentes espécies de micro-organismos. Este estudo faz uso da
biossolubilizacdo do elemento fésforo a partir do rejeito de minério de ferro pelo Aspergillus
terreus. De principio foi realizado o isolamento de micro-organismo a partir do rejeito de
minério de ferro com caracteristica especifica de solubilizar fésforo; em seguida, foi realizada
a identificacdo do micro-organismo isolado, resultando na presenca do Aspergillus terreus. As
etapas de biossolubilizacdo foram conduzidas a partir da verificacdo de solubilizacao de fosforo
pelo Aspergillus terreus em fonte conhecida de fosforo, em meio contendo fosfato de célcio,
Cas(OH)(POa)3, e posteriormente, em meio contendo o rejeito de minério de ferro. Almejando
estudos biotecnoldgicos, foi verificado o perfil de acidos graxos pelo Aspergillus terreus
produzido nos meios de cultura NBRIP, de uso geral e 9K-glicose, como uma possivel fonte na
producdo de biodiesel. E por fim, foi realizado o estudo de viabilidade celular da microalga
Acustodesmus obliquus, visando conhecer a melhor condigdo de armazenamento, como por
simples congelamento, resfriamento ou congelamento com aplicacdo de substancias
crioprotetoras. Os resultados deste estudo demonstraram serem bastante promissores,
apresentando solubilidade de 90,93% de fésforo na amostra de Cas(OH)(PO4)3 como fonte de
foésforo, e 87,77% de fésforo na amostra de rejeito de minério de ferro, representando também
uma solubilidade de 0,19 mg e 0,22 mg de fosforo por grama de massa flngica,
respectivamente. Os resultados apresentados se devem a condigdes em ambas amostras de
acidez no meio reacional, demonstrando uma diminui¢do no pH e na liberacdo de fosfatase
acida como funcéo enzimatica na solubilidade de fésforo. A velocidade media de solubilidade
de fosforo no meio reacional foi de 1,76 mg.h™t e 1,70 mg.h"t em ambas as condicdes de
biossolubilizacdo, respectivamente. A biomassa fungica revelou 6tima composi¢do de FAME,
como possuir 35,89% a 29 °C e 34,89% a 36 °C de cidos graxos saturados no meio NBRIP,

como melhor meio de crescimento da biomassa. O Aspergillus terreus se mostrou ser bastante



qualificado na producéo de biodiesel, sendo detectado 1,31% de acidos graxos tri-insaturados
(TUFA) e auséncia de poli-insaturados (PUFA), conforme limites méximos estabelecidos pela
norma europeia EN 1424, sendo 12% para TUFA e 1% para PUFA. Por tltimo foi verificado
que o Acutodesmos obliquus pode ser armazenado tanto por meio da refrigeragdo como pelo
congelamento, sendo este por meio do uso de substancias crioprotetoras, como o0
dimetilsuféxido (DMSO), o glicerol (Gli) e o polietilenoglicol (Poli). As informaces trazidas
neste trabalho revelam excelente eficiéncia na solubilizagdo do componente fosforo presente
no rejeito do minério de ferro pelo Aspergillus terreus, resultando numa possivel aplicacdo na
mineragdo, como uma alternativa para reducao de custos de producgdo e condi¢des sustentaveis
do sistema de mineracdo, e assim, contribuindo na melhoria da qualidade do minério de ferro
em no pais, e uma provavel finalidade do fosforo solubilizado, como na geracdo de produtos

fosfatados.

Palavras-chave: biossolubilizacdo, fosforo, Aspergillus terreus, rejeito do minério de ferro, e

Acutodesmus obliquus.



ABSTRACT

Extractive processes, as an example of phosphorus, are responsible for significant
environmental impacts, and this is due to the generation of solid waste, such as iron ore tailings,
rich in phosphorus, which represent great economic value and which with the implementation
of extractive processes better efficiency, results in a better use of important and specific
elements of the extractive amount. Biosolubilization emerges as a promising and transformative
technology in the field of mining extraction, making use of microorganisms in the solubilization
of phosphorus or even in soil recovery, which is possible to affirm totally in the applicability
of recovery through solubilization. phosphorus element by different species of microorganisms.
This study makes use of the phosphorus element biosolubilization from iron ore tailings by
Aspergillus terreus. In principle, microorganism was isolated from iron ore tailings with a
specific characteristic of solubilizing phosphorus; then, the isolated microorganism was
identified, resulting in the presence of Aspergillus terreus. The biosolubilization steps were
carried out from the verification of phosphorus solubilization by Aspergillus terreus in a known
source of phosphorus, in a medium containing calcium phosphate, Cas(OH)(POa4)s, and
subsequently, in a medium containing the ore tailings. iron. Aiming at biotechnological studies,
it was verified the fatty acid profile by Aspergillus terreus produced in NBRIP culture media,
of general use and 9K-glucose, as a possible source in the production of biodiesel. Finally, the
cell viability study of the microalgae Acustodesmus obliquus was carried out, aiming at
knowing the best storage condition, such as by simple freezing, cooling or freezing with the
application of cryoprotective substances. The results of this study proved to be very promising,
with solubility of 90.93% phosphorus in the Cas(OH)(PO4)3 sample as a phosphorus source,
and 87.77% phosphorus in the iron ore tailings sample, also representing a solubility of 0.19
mg and 0.22 mg of phosphorus per gram of fungal mass, respectively. The results presented are
due to conditions in both acid samples in the reaction medium, demonstrating a decrease in pH
and in the release of acid phosphatase as an enzymatic function in phosphorus solubility. The
average rate of phosphorus solubility in the reaction medium was 1.76 mg.h* and 1.70 mg.h*
in both biosolubilization conditions, respectively. The fungal biomass showed an excellent
composition of FAME, such as having 35.89% at 29 °C and 34.89% at 36 °C of saturated fatty
acids in the NBRIP medium, as the best biomass growth medium. Aspergillus terreus was
shown to be highly qualified in the production of biodiesel, being detected 1.31% of tri-
unsaturated fatty acids (TUFA) and absence of polyunsaturated (PUFA), according to
maximum limits established by the European standard EN 1424, being 12 % for TUFA and 1%



for PUFA. Finally, it was found that Acutodesmos obliquus can be stored both by refrigeration
and by freezing, this being through the use of cryoprotective substances, such as
dimethylsulfoxide (DMSQ), glycerol (Gly) and polyethylene glycol (Poly). The information
brought in this work reveals excellent efficiency in the solubilization of the phosphorus
component present in the iron ore tailings by Aspergillus terreus, resulting in a possible
application in mining, as an alternative to reduce production costs and sustainable conditions
of the mining system, and so, contributing to the improvement of the quality of iron ore in the
country, and a probable purpose of solubilized phosphorus, as in the generation of phosphate

products.

Keywords: biosolubilization, phosphorus, Aspergillus terreus, iron ore tailings, and

Acutodesmus obliquus.
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1 INTRODUCAO

A demanda na producédo de minério de ferro tem sofrido significativa expanséo, e isso
se deve a enorme procura pelo seu principal produto gerado que é o aco, principalmente pelos
paises em desenvolvimento (De Moraes, De Lima e Ribeiro, 2018). Quase todo o minério de
ferro (98%) é utilizado na fabricacdo de ago, descrevendo, dessa forma, a importancia da
composi¢do quimica basica desse minério, por causa dos possiveis principais contaminantes,
como o fosforo, interferindo no processo de beneficiamento do metal ferro (L6f e Ericsson,
2017).

O minério de ferro é designado como sendo de baixa ou alta qualidade, ou seja, de alto
ou baixo teor de fésforo em sua composicdo, consecutivamente. O elemento fésforo €
considerado o principal contaminante na industria siderdrgica na producédo do a¢o, causando de
forma prejudicial no aumento da dureza, fragilidade e também na ductilidade do metal, no
processo de producdo do ago (Su et al., 2018).

A maioria das reservas mundiais de minério de ferro sdo consideradas de baixa
qualidade, apresentando diversos contaminantes, entre eles tendo o fésforo como o principal,
que é um elemento bastante nocivo ao aco. De fato, é expressiva a exigéncia cometida pelos
mercados internacionais de comércio de ferro por minérios de baixo teor de fosforo, e isso, é
devido aos efeitos prejudiciais ocasionados por este elemento sobre 0 aco e em outros materiais
obtidos a partir do ferro (Tudu et al., 2017).

O minério de ferro, considerado pelos mercados internacionais de alta qualidade é
aquele constituido com teor inferior a 0,07% de fésforo em sua composicao, representando uma
pequena parcela das reservas existentes no planeta. Além disso, o contetdo de minério de ferro
de alta qualidade no mundo, tido comercialmente o mais desejado, tem apresentado niveis altos
de exaustdo, o que tem despertado o dado momento a elaboracdo de novas tecnologias no

processamento do minério de ferro de baixa qualidade (De Moraes e Ribeiro, 2018).

Diversas séo as tecnologias aplicadas hoje no processo de desfosforacdo do minério
de ferro na industria siderdrgica, sendo elas: separacdo por magnetizagéo de torrefacdo (Cao et
al., 2018; Zhang et al., 2019), reducéo direta a base de carvao (Zhao et al., 2018), tratamento
térmico (Zhang et al., 2018; Zhao et al., 2018), tratamento por micro-ondas (Cai et al., 2018;
Kim et al., 2018), tratamento ultra-sonico (He et al., 2018), lixiviacao acida (Xiang et al., 2018;
Cai etal., 2018), lixiviacdo alcalina (Guo et al., 2015; Zhang et al., 2019), aglomeracé&o seletiva
(Yang et al., 2018), e flotacdo (Tudu et al., 2017; Zhang et al., 2019).
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Pensando em tecnologias ambientalmente saudaveis, promissoras e seguramente mais
empreendedoras para a industria de mineragdo, surgem 0s processos bioldgicos por meio da
biorremediagdo. Diversas sdo as tecnologias de biorremediacdo com possivel aplicacdo no
processo de desfosforacdo do minério de ferro, almejando o desenvolvimento sustentavel da
indUstria siderurgica, sendo elas: bioestimulacdo (Wei et al., 2018; Yuan et al., 2017),
bioaumentacdo (Wei et al., 2019; Tamburini et al., 2017), Landfarming ou Landtreatment
(Kumar, Shahi e Singh, 2018; Tak, 2019), biopilhas (Singh et al., 2019; Uddin, Sagar e
Jagdeeshwar, 2017), bioventilacdo (Amadi e Ukpaka, 2016), biorreatores (Xiao et al., 2018;
Xiao et al., 2017), aeracéo in-situ (Yuan et al., 2020; Wang e Jiang, 2016).

A técnica de biolixiviacdo, ou também conhecida como biossolubilizacdo, € uma
técnica representante dentre os diferentes processos de biorremediacdo, € um processo
concedido por tratamento bioldgico realizado por micro-organismos, o qual é procedida por
reaces metabdlicas na geracdo de produtos como &cido mineral, acidos organicos, polimeros
e enzimas. Os subprodutos concebidos pelas reacdes metabdlicas atacam o rejeito ou o residuo,
promovendo sua remocao, degradacdo, ou mesmo, sua solubilizacdo (Chime et al., 2011; Jain
etal., 2017; Tahir et al., 2018).

Com a evolucado e contribuicdo da Biotecnologia Moderna foi possivel conhecer as
diversas e diferentes técnicas moleculares aplicadas na selecdo e identificacdo de micro-
organismos, principalmente aplicaveis nos processos de biorremediacdo (Wei et al., 2019). Este
estudo tem como objetivo fazer uma breve revisdo sobre a aplicabilidade da técnica de
biossolubilizacdo, por meio da solubilizacdo do elemento fésforo por diferentes tipos de micro-
organismos, como também fazer um estudo experimental quantitativo e qualitativo de um fungo
isolado do rejeito de minério de ferro na solubilizacdo de fosforo de uma fonte conhecida
contendo fosfato de calcio e noutra no proprio rejrito de minério de ferro.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e |solar micro-organismos solubilizadores de fosforo presentes em residuos da mineragao

de ferro.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar micro-organismo com capacidade de solubilizar fosforo;

e Determinar a solubilizacdo de fosforo pelo Aspergillus terreus, isolado do rejeito de
minério de ferro, em fonte conhecida de fdsforo, o fosfato de célcio, Cas(OH)(POa)s.

e Determinar a solubilizacdo de fosforo pelo Aspergillus terreus, em meio contendo o
rejeito de minério de ferro;

e Verificacdo do perfil de crescimento e de &cidos graxos do Aspergillus terreus crescido
em nos meios de cultura NBRIP, de uso geral e 9K-glicose;

e Realizacdo de estudo de viabilidade celular da microalga Acutodesmus obliquus.
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3. ESTRUTURA DA TESE

A tese apresenta-se subdividida em quatro capitulos organizados na forma de artigos cientificos

e esta disposta da seguinte forma:

Capitulo 1: Artigo de reviséo, referente a apresentacdo de diferentes estudos aplicaveis a
biossolubilizacéo de fosforo a partir de diferentes micro-organismos, como bactérias, fungos e
consorcio de bactérias e consorcio de bactérias e fungos. A versdo em inglés do artigo foi
submetida em dezembro de 2020 na revista Journal of Earth and Environmental Sciences

Research.

Capitulo 2. Isolamento de fungo do rejeito de minério de ferro, identificacdo do fungo
Aspergillus terreus e prospeccdo na solubilizagdo do fésforo em meio enriquecido e conhecido
do componente elementar fosforo, Cas(OH)(POa4)3. A amostra de rejeito de minério de ferro foi
obtida de uma mineradora da cidade de Cataldo, Goiés, Brasil. A versdo em inglés do artigo foi
submetida em dezembro de 2020 na revista Journal of Earth and Environmental Sciences

Research.

Capitulo 3. Uso do Aspergillus terreus como prospec¢do na solubilizacdo do fésforo em meio
contendo o rejeito de minério de ferro. A amostra de rejeito de minério de ferro foi obtida de
uma mineradora da cidade de Cataldo, Goiés, Brasil. Este artigo estd em avaliacao para possivel

submissdo em revista.

Capitulo 4. Utilizacdo da biomassa do Aspergillus terreus em anélise de perfil de FAME, na
verificagdo de producdo de acidos graxos saturado. Este artigo estd em avaliacdo para possivel

submissdo em revista.

Apéndice 1. Estudo de verificacdo de vida util do Acutodesmus obliquus, em condicdes de
refrigeracdo e congelamento, com o uso de agentes crioprotetoras como o dimetilsufoxido
(DMSO0), glicerol (GLI) e polietilenoglicol (POLI). Este artigo esta em avaliagao para possivel

submissdo em revista.
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REVISAQ: BIOSSOLUBILIZACAO DE FODFORO POR MICRO-ORGANISMOS

RESUMO

O fosforo (P) é um dos macronutrientes essenciais para o crescimento e a reproducgdo das
plantas, sendo a sua principal fonte as rochas fosfatadas (PRs). Diante do processo extrativo
desse mineral, é caracterizado grandes impactos ambientais, com a geracéo de residuos solidos
que representam grande valor econdmico quando se utiliza técnicas apropriadas de
aproveitamento dos minerais nos residuos solidos, representando um processo extrativo de
melhor eficiéncia e aproveitamento do montante extraido. S80 muitas as técnicas possiveis
aplicaveis para um melhor rendimento no processo extrativo, como exemplo, em destaque a
biossolubilizacdo, que faz uso de diferentes micro-organismos na solubilizagdo do elemento
fésforo. Neste artigo de revisdo, sera apresentado diferentes micro-organismos na solubilizagédo
de fésforo, como também o conhecimento das caracteristicas quimicas e biolégicas dos micro-

organismos no processo de biossolubizacéo.

Palavras-chave: biossolubilizacao, fésforo, micro-organismos, solubilizacéo, rochas fosfatadas.
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1 INTRODUCAO

Inevitavelmente os desafios da problematica ambiental permeiam todas as atividades
relacionadas com o0s processos industriais. E por isso, € possivel afirmar que a mineracéo,
somada com a agricultura, a exploracdo florestal, a producdo de energia, os transportes, a
construcdo civil (urbanizacao, estradas, etc.) e as industrias basicas (quimicas e metalirgicas)
séo consideradas as causadoras de quase todo o impacto ambiental existente na Terra (De Boer
etal., 2019).

Em destaque, a atividade mineradora no Brasil, se afirma com grande destaque sécio-
econdmico para o0 pais, contribuindo de forma decisiva para o bem estar e na melhoria da
qualidade de vida das presentes e futuras geracgdes, o que é fundamental para o desenvolvimento
de uma sociedade igualitaria, que seja por meio da responsabilidade social, considerando
sempre presentes 0s preceitos do desenvolvimento sustentavel. E importante reconhecer e
manter sob controle os impactos que esta atividade provoca no meio ambiente, e assim,
proporcionando um meio ambiente adequado para as futuras geracdes (Pena et al., 2017).

Segundo o Anuéario Mineral do Brasil as principais substancias extraidas no territério
brasileiro sdo: ferro; calcario, titanio, fosfato/rocha fosfatica, aluminio (bauxita); ouro; estanho;
cobre; zirconio; nidbio; caulim; manganés; niquel e zinco (DNPM, 2017). Dentre 0s minerais
citados anteriormente, destaca-se a rocha fosfatica, dados apresentados pela United States
Geological Survey — USGS indicam que, em 2019, a producdo mundial de rocha fosfatica foi
de 240 milhdes de toneladas, sendo a China responsavel pela metade da producéao de 2019, em
todo 0 mundo (USGC — 2020).

Conforme apresentado a USGS (2020), referente aos anos de 1996 até 2019,
correspondendo a dados de 24 anos de processo extrativo da rocha fosfatica, foram produzidos
nas minas do Brasil 129.950.000 toneladas de fosfato concentrado na forma de pentoxido de
fosforo (P20s). Assim como demonstrado pela Figura 1, é possivel observar uma progressao no
aumento na producdo de P.Os em minas no Brasil, e assim, respondendo por um aumento
significativo de 47,22% desde 1996 até 2019, o que é sugestivo a uma média de 5.414,6 103
toneladas de P20s produzido no Brasil. Ja na Figura 2, € nitida a verificagdo de uma flutuagéo
nos indices da capacidade de producdo de P2Os pelas reservas no Brasil, sendo muito expressiva
a queda da capacidade produtiva de P2Os a partir de 2016, alcangando uma queda de 48,48%,
sendo este correspondente ao periodo de 1996 & 2019.
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Figura 1: Representacdo gréfica da concentracdo de P.Os em reservas do Brasil a partir das
informacdes geradas do banco de dados do USGS (2020).

No Brasil, os maiores depdsitos de fosforo (P) estdo associados a complexos do tipo
alcalino-carbonatiticos, de origem ignea, e isso se deve a processos de alteracdo intempérica,
como é verificado em Complexos de Salitre, em que apresentam baixo teor de P, quando
comparados com depdsitos de origem sedimentar, como fosforitos marinhos, e depdsitos
associados a complexos alcalinos, apresentando uma complexidade mineraldgica acentuada
(Uliana et al., 2009).

Producdo de fosfato concentrado em minas do
Brasil
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Figura 2: Representacdo grafica da produgéo de fosfato concentrado em minas do Brasil a partir

das informacdes geradas do banco de dados do USGS (2020).
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Nas diversas atividades da mineracdo, grandes volumes e massas de materiais séo
extraidos e movimentados, causando grandes impactos ambientais, como na geracdo de
residuos solidos, conhecidos como estéreis e rejeitos. Os estéreis sdo residuos gerados pelas
atividades de extracdo ou lavra, no decapeamento da mina, considerado como material sem
valor econdmico e ficam dispostos geralmente em pilhas. J& os rejeitos sao residuos resultantes
dos processos de tratamento e beneficiamento das substancias minerais (IBRAM, 2016).

Existe também outro tipo de residuo, constituido por um conjunto bastante diverso de
materiais, tal como a barragem de contencéo de residuos, provenientes da operacao das plantas
de extracdo e de beneficiamento das substancias minerais. A quantidade de residuos gerada é
sempre muito grande e depende dentre outros fatores, do processo utilizado para extracdo do
minério e da localizacdo da jazida em relacdo a superficie (Mechi e Sanches, 2010). As
substancias minerais contidas nos residuos sélidos apresentam potencialidade para o uso em
outras atividades industriais ou na agricultura (Brigezu e Bleischwitz, 2017).

O P contido no fosfato ndo € considerado um elemento toxico a saude dos seres vivos,
sendo, ao contrario, essencial a manutencdo da vida. A presenca deletéria do P no meio
ambiente esta relacionada com o aporte excessivo nas aguas. Neste caso, 0 nutriente pode
desencadear processos de eutrofizacdo, ou fertilizagdo, ocasionando, por exemplo, proliferacdo
de algas e de outras plantas aquéticas superiores, as macréfitas (Arias et al., 2016). O aumento
nos niveis de eutrofizacdo pode acarretar a diminuicdo da quantidade e da qualidade da agua e
a perda da capacidade de sustentabilidade do sistema, com consequente aumento do nivel de
toxicidade e deterioracdo da saide humana (Faustino et al., 2016).

Conforme anélise das expectativas tecnoldgicas atuais, o setor de minera¢do nao tem
se destacado como um setor com grandes padrdes de inovacdo, mesmo que faca uso de
equipamentos de alta tecnologia, e por isso, a industria da mineracdo ndo tem apresentado
capacidade em alcancar a sua totalidade de aproveitamento dos elementos da natureza, e iSso
se deve a metodos faliveis do processo de mineracdo (Behera et al., 2014). Diante desta
situacdo, faz necessario que as mineradoras fagcam frente na procura de novos desafios na busca
de um comportamento inovador, visto as pressdes de mercado, e assim, necessitando de novas
tecnologias que sejam mais produtivas, com menores percas no processo extrativo e produtivo
e a0 mesmo tempo sejam menos dispendiosas que as tecnologias atuais (Mendes et al., 2013).

A vista disso, diversas técnicas sendo elas fisicas, quimicas e bioldgicas, vém sendo
desenvolvidas para a solubilidade de elementos toxicos e metais minerais. Portanto, a
solubilidade do fosforo pode ser alcancada por varios processos fisico-quimicos, dentre eles,

por metodos considerados convencionais, mais que resultam em muitas desvantagens, como
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custo elevado, baixa remogdo do metal e alta demanda de reagentes, e ainda podem ser
ineficazes, especialmente quando se tratam de grandes volumes e baixas concentragdes (Dal
Magro et al., 2013; Farhan e Khandom, 2015).

Como solucdo para a propria problematica, é possivel citar a técnica por
biossolubilizagdo como alternativa promissora, pois se trata de um processo de baixo custo, de
elevada eficiéncia de remocdo, passivel de regeneracdo, alta seletividade frente a diferentes
espéecies metélicas, alta capacidade de recuperacdo do metal, além de mostrar-se menos
agressivo ao meio ambiente (Ye etal., 2017). E como vantagem, a técnica por biossolubilizacdo
consiste na destoxificacéo do local, ou mesmo, na remocdo de elementos contaminantes do solo
por biomassas atraves de micro-organismos ativos, que possuam a capacidade de modificar ou
decompor tais elementos toxicos e metais minerais (Dotaniya et al., 2018).

Em destaque, a biossolubilizacdo faz uso de diversos micro-organismos na sua funcgéo
ativa, como bactérias, fungos, leveduras e cianobactérias, 0s quais apresentam mecanismos
especificos subjacentes necessarios a biossolubiliza¢do, sendo dependente de diversos fatores
como a composicao quimica da parede celular do biossorvente, das condi¢des fisico-quimicas
do meio externo, e por fim, das propriedades quimicas do metal (Ye etal., 2017).

2 FOSFORO

O fésforo (P) é um elemento essencial a todos 0s organismos vivos, considerado um
macronutriente  essencial, estando presente em &cidos nucleicos, fosfolipideos,
lipopolissacarideos, como também em varios solutos citoplasmaticos, assim como no
metabolismo energético dos seres animados, como no ciclo do ATP-ADP, armazenamento,
expressdo de informacdo genética (DNA e RNA), e estrutura 6ssea, além de participar
ativamente no processo de crescimento e sustentagdo corporal dos vegetais e animais.
Comparando o fosforo com outros elementos quimicos, 0 mesmo é considerado insubstituivel
(Shrivastava et al., 2018).

Considerando em termos mundiais, o P é encontrado contido nas rochas de depdsitos de
origens sedimentares, igneas e biogenéticas. Em termos de desenvolvimento e manutengdo do
crescimento das plantas, o P é disposto geralmente na forma de P.0s, sendo o grande
responsavel na geracdo de energia para a producdo vegetal (Roy, 2017). Dentre 0s minerais
existentes, o fosforo € um dos recursos mais escassos do mundo, além de ser uns dos principais
como fator limitante para vérias culturas em diferentes tipos de solos. O mineral fosforo na sua
forma soltvel é considerado altamente reativo com os elementos célcio, ferro, aluminio, e
também as argilas, matéria organica e carbonatos, e assim, levando a formacéo de complexos

com alta insolubilidade, ou seja, tornam-se indisponiveis para as plantas (Xiao et al., 2017).
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A principal fonte de fésforo sdo as chamadas rochas fosfatadas (PRs), sendo este
representando um termo impreciso, devido as rochas fosfatas serem disponibilizadas nas formas
ndo processadas e concentradas, ou seja, na forma beneficiada, o que é considerada a principal
fonte economicamente viavel de fésforo, sendo expresso em P.Os. No Brasil, sabe-se que 80%
dos depdsitos de fosfato sdo de origem ignea com teor consideravel de P2Os, representando um
percentual de cerca de 17% em termos mundiais. (Mazzili, 2016; Carmo et al., 2019).

O fésforo elementar ndo é encontrado disponivel na natureza, mais combina-se
espontaneamente e facilmente com o elemento quimico oxigénio, formando o pentoxido de
fésforo (P20s), e que quando combinado com a agua € formado o acido fosférico. O P20Os,
ocupa o décimo primeiro lugar na ordem de abundéncia de elementos nas rochas igneas da
crosta terrestre (Shrivastava et al., 2018).

No Brasil, a maior parte do solo é classificado como latossolos, que apresenta
caracteristicas de alta profundidade, altamente degradados, muito drenados e fortemente acidos.
Neste tipo de solo ocorre o dominio de 6xidos, hidréxidos e oxi-hidréxidos dos elementos ferro
(Fe) e aluminio (Al), que facilmente facilitam a adsorcdo com o fosfato, ocorrendo a formacéo

de fosfatos de ferro e aluminio (Khan et al., 2010).
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Micro-organismo Género Quantidade de P solubilizado | Eficiéncia (%) | Referéncia
Pantoea. agglomerans ZB 1247,78 mg L™! 24,95 Lietal., 2020
Enterobacter sakazakii 1728,00 mg L* 79,00
Pseudomonas pseudomallei 1432,20 mg L 77,00 Mouradi et al., 2017
Bactéria Pseudomonas cepacia 1272,10 mg L 60,00
Bacilus megaterium 2,757 mg L 55,14
Bacilus licheniformis 2,730 mg L™ 54,60 Carmo et al., 2019
Pseudomonas fluorescens 1,395 mg L? 27,90
Aspergillus niger 75,79 mg L* 40,53
Aspergillus japonicus 66,18 mg L 35,39 Xiao et al., 2011
Aspergillus simplicissimum 8543 mg L* 45,68
Fungos Fusarium moniliforme 11,54 mg L* 3,59
Aspergillus chevalieri 24,40 mg L™ 7,60 Abdel-Ghany et al., 2019
Trichoderma harzianum 28,40 mg Lt 8,85
Trichoderma asperellum 11,92 mg L* 95,39 Kribel et al., 2019
Serratia liquefaciens
Pseudomonas spp TCP — Caz(PO4)2 — 715 g
Consorcio bacteriano Pseudomonas koreensis _In_1FIQ_P1 _ fosfato de rocha da FR:E B ;;2(2) Zineb et al., 2020

Pseudomonas corrugata

Bacillus safensis

Tunisia — 605 pug mL™*!
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Burkholderia spp

Pseudomonas frederiksbergensis

Bacillus circulans

Bacillus

Pseudomonas

Staphylococcus

Paenibacillus

Stenotrophomonas

Sphingobacterium

Lysinibacillus

Advenella

Enterobacter

Variovorax

Plantibacter

299,0ug L

29,0

Emami et al., 2020

Consorcio entre bactéria e fungo

Rhodospirillales

Rizobiales

Esfingebacteriana

Esfinge

Lactobacillales

Burkholderiales

153,00 mg L

86,10

Xiao et al., 2017
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Rhodocyclales

Flavobacterianos

Caldilineales

Xanthomonadales

Bacillales

Nitrosomonadales

Rodobacterales

Planctomycetales

Clostridiales

Saccharomycetales

Hypocreales

Ofiostomatales

Bacillus sp

Aspergillus niger

370 ug mL?

18,53

Saxena et al., 2015

Tabela 1: Apresentacdo de bactérias, fungos, consorcio entre bactérias e consorcio entre bactérias e fungos na solubilizacdo do elemento quimico

fésforo.
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3 BIOSSOLUBILIZACAO

Muitos estudos mostram que 0s micro-organismos poderiam solubilizar
elementos quimicos considerados insollveis, e converté-los na forma solGvel, e dentre as
técnicas citadas pelo processo de biorremediacao, surge a técnica de biossolubilizacéo,
podendo ser explorada por meio da biotecnologia ambiental na remocéo de contaminantes
de solos, sedimentos e residuos industriais (Carmo et at., 2019).

Na busca por tecnologias ambientalmente saudaveis para a industria de
mineracao, 0s processos bioldgicos como a biossolubilizacao é encarada como sendo uma
das solugbes mais promissoras e certamente a mais revolucionaria para resolucdo de
diferentes tipos de problemas ambientais, principalmente aplicAvel em industrias
mineradoras (Zineb et al., 2020).

Considerando o processo de biossolubilizacdo, 0 mesmo é encarado como um
tratamento biol6gico realizado por micro-organismos, que por meio de suas reacdes
metabdlicas, geram produtos quimicos como acido mineral, acidos organicos, polimeros
e enzimas. Estes subprodutos quimicos atacam o rejeito contido no minério, promovendo
a sua dissolucéo e produzindo sua remocdo seletiva (Chime et al., 2013).

Varios sdo 0s micro-organismos que tém sido utilizados com consideravel
eficiéncia na solubilizacdo de elementos quimicos diversos, a titulo de exemplo as
bactérias, os fungos, ou mesmo quando associados, como demonstrado pela Tabela 1,
quando sdo expressados bactérias, fungos, consércio de bactérias e consorcio de bactérias

e fungos na solubilizacdo do fosforo.

3.1 Bactérias

Sob condi¢des de culturas otimizadas Li et al. (2020), realizou estudos de
solubilizacdo de fosforo a partir da bactéria Pantoea. agglomerans ZB, sendo a mesma
obtida do solo rizosférico da Araucéria que cresce na praia do rio Qingshan na capital
Wuhan, provincia de Hubei na China, e assim, alcangando uma solubilizacdo méaxima de
1247,78 mg Lt de fosforo, o que corresponde a uma eficiéncia de 24,45% de
biossolubilizag&o.

Segundo os estudos realizados por Mouradi et al. (2017), as cepas isoladas do
depdsito de fosfato El Halassa identificadas como Enterobacter sakazakii, Pseudomonas
pseudomallei e Pseudomonas cepacia, apresentaram uma capacidade maxima de liberar
o fosfato soltvel a partir do Cas(PO4)3(OH) nas concentracGes de 1728 + 0,5, 1432,2 £ 1
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e 1272,1 + 0,5 mg Pi L™ respectivamente, correspondendo aos valores de eficiéncia de
79%, 77% e 60% respectivamente na técnica aplicada de biossolubiliza¢éo do fosforo.
Carmo et al. (2019), em seus estudos de biossolubilizacédo de fosforo, procedeu
seus testes de solubilizacdo em um biorreator air lift a partir de rochas fosfatadas, sendo
utilizado trés cepas em separado, sendo o Bacilus megaterium, Bacilus licheniformis e
Pseudomonas fluorescens, que responderam com uma biossolubilizag&o de 2,757 mg L~
12,730 mg L e 1,395 mg L, respectivamente de fésforo, correspondendo a uma
eficiéncia de 55,14%, 54,60% e 27,90% de solubilizacdo de fosforo.
3.2 Fungos

Nos estudos desenvolvidos por Xiao et al. (2011), foram utilizadas trés cepas
fangicas, sendo o Penicillium simplicissimum, Aspergillus niger e Aspergillus japonicus
e, que foram isolados do solo rizosférico do trigo, os quais as cepas demonstraram a
capacidade de solubilizacdo de fosforo da ordem de 85,43 mg L?, 75,79 mg L e 66,18
mg L™, respectivamente, no sétimo dia de incubagéo, e assim, correspondendo a uma
eficiéncia de 45,68%, 40,53% e 35,39% de solubilizacdo do fosforo, respectivamente.

O Fusarium moniliforme, Aspergillus chevalieri e Trichoderma harzianum,
obtido no isolamento a partir do solo rizosférico cultivado com Sorghum bicolor L., sdo
fungos que foram utilizados por Abdel-Ghany et al. (2019), visando a solubiliza¢éo de
fosforo inorganico, obteve uma biossolubilizagdo méaxima de P de 11,54 mg L™, 24,40
mg Lte 28,40 mg L™, respectivamente, e significando nesta ordem numa eficiéncia de
3,59%, 7.60% e 8,85% na solubilizacdo do fosforo.

Kribel et al. (2019), em seus estudos realizou o isolamento do fungo Trichoderma
do solo com raizes em local adjacente as minas de fosfato de Marrocos, o qual testou
qualitativamente in vitro quanto ao seu ao seu potencial para solubilizar o fésforo da rocha
fosféatica, sendo revelado positivo o desenvolvimento em meio Modificado Pikovskaya
Agar (MPA), contendo o analito fosforo, sendo observado um bom crescimento radial
superior a 79,8 mm no periodo de 6 dias, mesmo que ndo tenha apresentado a presenca
de nenhuma zona clara ao redor da coldnia, que caracteriza-se como potencial
solubilizador de fosforo. O fungo demonstrou a capacidade de solubilizar uma
concentragdo maxima de 11,92 mg L de fosforo, referindo-se a uma eficiéncia de
95,39% de biossolubilizacéo de P.

3.3 Consorcio microbiano
Sdo muitos os tipos diferentes de micro-organismos solubilizadores de fésforo,

como citado na Tabela 1, assim como as bactérias e os fungos, tornam o fosforo insoltvel
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em solavel, pela fungdo chamada fosforossolubilizante (PS), que pode ser facilmente
absorvido pelas plantas (Xiao et al., 2018). S&o poucos os estudos que relatam o uso do
consorcio microbiano em estudos de biossolubilizacédo, por isso, pouco se sabe sobre seus
mecanismos de solubilizacdo, ficando dificil realizar relatos comparativos para novos
estudos (Prakash et al., 2017).

3.3.1 Consorcio bacteriano

Nos estudos desenvolvidos por Zineb et al. (2020), as bactérias Serratia
liquefaciens, Pseudomonas spp, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas corrugata,
Bacillus safensis, Burkholderia spp, Pseudomonas frederiksbergensis e Bacillus
circulans, foram utilizadas em consorcio no processo de solubilizacdo de fosfato em
amostras de fosfato de célcio (TCP), Caz(POa)2, e fosfato de rocha da Tunisia (TRP),
contendo 30% de P.Os. Os resultados apresentados por Zineb, demonstram uma
solubilizacéo de 715 pug mL™ de fosforo na amostra de TCP, e 605 pg mL* de fosforo na
amostra de TRP, equivalendo a uma eficiéncia de 71,60% e 92,42%, respectivamente.

O consorcio bacteriano de Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus,
Paenibacillus, Stenotrophomonas, Sphingobacterium, Lysinibacillus, Advenella,
Enterobacter, Variovorax e Plantibacter, alvo de estudo de Emami et al. (2020), revelou
a solubilizacdo de 299 pug mL* de fosforo de amostras de solo de raiz e rizosfera de trigo
(Triticum aestivum L.), indicando uma eficiéncia de 29% de solubilizacao do fosforo.
3.3.2 Consorcio entre bactéria e fungo

Xiao et al. (2017), em seu estudo fez uso de um consorcio microbiano obtido por
meio do isolamento e posterior enriquecimento feito a partir do lodo ativado, coletado de
uma estacdo municipal de tratamento de aguas residuais em Edmonton, Canada. Os
pesquisadores utilizaram um consorcio microbiano composta por (Bactérias)
Rhodospirillales (8,73%), Rizobiales (8,13%), Esfingebacteriana (7,57%), Esfinge
(6,70%), Lactobacillales (5,30%), Burkholderiales (5,22%), Rhodocyclales (3,6%) 2%),
Flavobacterianos (3,10%), Caldilineales (2,79%), Xanthomonadales (2,71%), Bacillales
(1,96%), Nitrosomonadales (1,95%), Rodobacterales (1,95%), Planctomycetales (1,72%)
e Clostridiales (1,56%), ao nivel da ordem, e (Fungos) Saccharomycetales (39,46%),
Hypocreales (0,51%) e Ofiostomatales (0,18%) ao nivel da ordem. Os resultados obtidos
pelo grupo de Xiao obtiveram uma solubilizaco de 153,00 mg L de fdsforo, revelando
uma eficiéncia da grandeza de 86,10%.

Os cientistas Saxena et al. (2015), trabalharam em seu estudo o consércio

bacteriano e fungico, relatando o uso do Bacillus sp e Aspergillus niger na solubilizacdo
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do fésforo, em funcdo do crescimento e promocédo do gréo-de-bico, o qual foi relatado
um maior aumento no comprimento da disparada e da raiz de 43,73 e 13,96 cm na planta,
respectivamente, sendo também observado uma solubilizacdo méxima de fésforo pelo
consércio da ordem de 370 pg mL™, correspondendo a eficiéncia de 18,53% de
solubilizacdo do elemento quimico fosforo, apds o segundo dia de incubac&o.

4 BIOSSOLUBILIZACAO DE FOSFORO

A solubilizacdo de compostos de fdsforo (P) por micro-organismos,
denominados de P-solubilizadores que sdo naturalmente abundantes nos solos, séo
eficazes na liberacdo de P inorgénico através da solubilizacdo por fungdes organicas do
micro-organismo, conduzido pela mineralizagdo do fosforo insoluvel presente no solo e
disponibilidade para a planta (Li et al., 2020). Sabe-se também que a biomassa microbiana
do solo contém uma quantidade significativa de fésforo imobilizado, que se encontra
potencialmente disponivel para as plantas (Abdel-Ghany et al., 2019).

Entretanto, diversas sdo as teorias propostas que explicam os mecanismos de
solubilizacdo do P pelos micro-organismos, 0s quais sdo organizadas em trés grupos,
sendo o primeiro referente a teoria proposta por Cunningham e Kuiack (1992), baseada
na fungdo dos acidos organicos; a segunda contempla a teoria do dissipador, defendida
por Halvorson, keynan e Kornberg (1990); e por fim a terceira contribui¢do por Ilimer e
Schinner (1992), que explicita sobre a teoria da acidificacdo e excrecdo de H*. Destes, a
teoria do acido organico € a que melhor explicita 0 mecanismo de solubilidade do fosforo
e é a teoria mais aceita pela maioria da comunidade cientifica em todo o mundo (Xiao et
al., 2011).

Na teoria do &cido organico, as fontes insolUveis de P sdo solubilizadas por
bactérias e fungos P-solubilizadores promovendo o baixamento do pH, ou seja,
aumentando a acidez do meio reacional. A diminui¢cdo do pH no meio reacional sugere a
ocorréncia da liberacdo de acidos organicos pelos micro-organismos (Adhikari e Pandey
2019). Tais acidos organicos podem dissolver de forma direta o mineral fosforo, este
como resultado da troca aniénica do PO4? por &nion acido, ou mesmo, podendo quelar os
inos Fe e Al associado ao P. Nesta sintese, ocorre a descarga de acido organico pelas
cepas microbianas se acidificando e ao ambiente circundante, que por fim, conduz na
liberagdo de fons P do mineral P pela substituicdo do H* pelo Ca?* (Behera et al., 2017).
Dos diferentes &cidos organicos envolvidos na solubilizagdo de P insoluveis, os mais
proeminentes sao liberados por cepas fungicas, tais como: succinicos, citricos, glofonicos,

a-acetogluconicos e acidos oxalicos (Govarthanan et al., 2018).
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Na teoria da dissipacdo proposta por Halvorson, keynan e Kornberg (1990), os
micro-organismos P-solubilizadores assimilam o fésforo do meio liquido, ativando a
dissolucdo indireta de compostos de fosfatos de calcio por remogéo consistente de fosforo
do meio de cultura. A teoria da dissipacdo, geralmente, elucida a solubilizacdo na forma
de mineralizacdo de compostos de P organicos nos quais o conteddo de P na biomassa
microbiana est consistentemente correlacionado coma decomposicdo de substratos
organicos.

A capacidade das enzimas disponibilizadas pelos micro-organismos na
realizacdo de uma funcdo desejada na rizosfera é um aspecto crucial pra sua eficacia na
nutricdo vegetal. E tais enzimas tem um papel importante na liberacdo do fésforo por
meio de compostos organicos no solo, como: i. as fosfatase inespecificas de
desfosforilacdo do organofosfato ou de ligacGes fosfoanidreto da matéria organica; ii. As
fitases, responsaveis por causar especificamente a liberacdo de P do &cido fitico, e por
fim iii. as fosfonatases e C-P liases, e este Ultimo causador da clivagem da ligacdo C-P
dos organofosfonatos (Adhikari e Pandey, 2019).

Segundo Rodriguez et al. (2006), a deplecédo organica de fésforo pelo vegetal na
rizosfera tem sido compensada pela absorcdo de fosforo pelas plantas, por meio da
eficiéncia das fosfatases microbianas, que sao liberadas fora da célula e participarem da
dissolucdo e mineralizacdo de compostos organicos de fésforo. Entre as fosfatases, se
destaca a fosfatase acida, que é comumente encontrada em fungos, sendo detectada em
vacuolos, vesiculas e em outros 6rgdos intracelulares e extracelulares de fungos.

Uma outra aplicacdo também significante das enzimas dissolvedoras de fosforo
é a solubilizacdo do fésforo organico presente no solo através da degradacdo do fitato,
gue é mediada pela acdo da enzima fitase (Govarthanan et al., 2018). De acordo com
Richardson et al. (2001), é relatado em seus estudos que a capacidade das plantas em
obter fosforo diretamente do fitato é muito limitado, mas que quando o fitato é fornecido
a planta é apresentado uma melhora significante no crescimento e na nutri¢éo das plantas,
levando a um aumento na nutricdo de fosforo a tal ponto que o crescimento e o teor de
fosforo da planta eram equivalentes ao controle de plantas fornecidas com fdsforo
inorganico.
5 CONSIDERACOES FINAIS
O estudo consistiu na apreciacao de diferentes micro-organismos como, bactérias,
fungos, consorcio de bactérias, e consorcio de bactérias com fungos, aplicaveis para a

técnica de solubilizagéo de fésforo, uma vez que o mesmo se encontra insoltvel no solo,
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e assim, sendo solubilizado pelo processo de biossolubilizagdo. Como também
compreender as fun¢des quimicas e bioldgicas dos micro-organismos no processo de
biossolubilizacdo, para melhoramento da técnica, e almejando maiores rendimentos e
eficiéncia no processo de biomineracao do fosforo.

REFERENCIAS

1. Abdel-Ghany, TYM; Mohamed, ZH; Abboud, MAA; Helmy, EA; Al-Rajhi, AMH;
Shater, ARM (2019) Solubilization of inorganic phosphate by rhizospheric fungi isolated
from soil cultivated with sorghum bicolor L. Biorecursos, v. 14, n. 3, p. 5521-5532.
https://doi.org/10.1007/s13213-011-0312-8

2. Adhikari, P; Pandey, A (2019) Phosphate solubilization potencial of endophytic fungi
isolated from Taxus wallichiana Zucc. roots. Rhizosphere, v. 9, p. 2-9.
https://doi.org/10.1016/j.rhisph.2018.11.002

3. Arias, TL; Peralta, VF; Diana, DMF; Delgado, EG; Mérquez, FSA; Martinez, MDB;
Vera, MEL; Ayla, HI; Giménez, NB; Resquin, LMB; Bareiro, CGM (2016) indices de
calidad ambiental de aguas del Arroyo Caafiabe mediante tests microbioldgicos y
ecotoxicoldgico. Revista Ambiente & Agua, v. 11, n. 3, p. 548-565.
http://dx.doi.org/10.4136/ambi-agua.1703

4. Behera, BC; Singdevsachan, SK; Mishra, RR; Dutta, SK; Thatoi, HN (2014) Diversity,
mechanism and biotechnology of phosphate solubilising microorganism in mangrove—a
review. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 3, p. 97-110.
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2013.09.008

5. Behera, BC; Yadav, H; Singh, SK; Mishra, RR; Sethi, BK; Dutta, SK; Thatoi, HN
(2017) Phosphate solubilization and acid phosphatase activity of Serratia sp.isolated from
mangrove soil Mahanadi river delta, Odisha, India. J. Genet. Eng. Biotechnol., v. 15, p.
169-178. https://doi.org/10.1016/j.jgeb.2017.01.003

6. Bringezu, S; Bleischwitz, R (2017) Environment and Sustainability. In: Sustainable
Resource Management. 1 st Edition. London: Routledge, 344p.

7. Carmo, TS; Moreira, FS; Cabral, BV; Dantas, RCC; Resende, MM; Cardoso, VL;
Ribeiro, EJ (2019) Phosphorus recovery from phosphate rocks using phosphate-
solubilizing  bacteria. =~ Geomicrobiology  Journal, v. 36, p. 195-203.
https://doi.org/10.1080/01490451.2018.1534901

8. Chime, TO (2013) Optimization of Process Variables for the Biodephosphorization of
Iron ore using Leptospirillum ferrooxidans. International Journal of Multidisciplinary

Sciences and Engineering, Nigeria, v. 4, n. 2, p. 57-64.


https://doi.org/10.1007/s13213-011-0312-8
https://doi.org/10.1016/j.rhisph.2018.11.002
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2013.09.008
https://doi.org/10.1016/j.jgeb.2017.01.003

48

9. Cunningham, JE; Kuiack, C (1992) Production of citric and oxalic acids and
solubilization of calcium phosphate by Penicillium bilaji. Appl Environ Microbiol. v.58,
n. 5, p. 1451-1458.

10. Dal Magro, C; Deon, MC; Thome, A; Piccin, JS; Colla, LM (2013) Biossor¢édo
passiva de cromo (V1) através da microalga Spirulina platensis. Quimica Nova, v. 36, n.
8, p. 1139-1145. http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422013000800011

11. De Boer, MA; Wolzk, L; Slootweg, JC (2018) Phosphorus: Reserves, Production, and
Applications. In: Ohtake H., Tsuneda S. (eds) Recuperacdo e Reciclagem de
Faosforo. Springer, Cingapura, cap. 5, p. 75-100. https://doi.org/10.1007/978-981-10-
8031-9_5

12. DNPM - Departamento Nacional de Producdo Mineral. Anuario Mineral Brasileiro:
Principais ~ substancias  Metalicas. @~ Ano  base 2016, 43 p. 2017.
http://www.anm.gov.br/dnpm/publicacoes/serie-estatisticas-e-economia-
mineral/anuario-mineral/anuario-mineral-brasileiro/amb_metalicos2017

13. Dotaniya, ML; Panwar, NR; Meena, VD; Dotaniya, CK; Regar, KL; Manju Lata;
Saha, JK (2018) Bioremediation of metal contaminated soil for sustainable crop
production. In: Role of metal contaminated soil for sustainable crop production. Springer
Nature Singapore Pte Ltda. cap. 6, p. 143-173. https://doi.org/10.1007/978-981-10-8402-
76

14. Emani, S; Aalikhani, HA; Pourbabaee, AA; Etesami, H; Motasharezadeh, FS (2020)
Consortium of endophyte and rhizosphere phosphate solubilizing bacteria improves
phosphorous use efficiency in wheat cultivars in phosphorus deficient soils. Rhizosphere.
v. 14, p. 1-31. https://doi.org/10.1016/j.rhisph.2020.100196

15. Farhan, SN; Khadom, AA (2015) Biosorption of heavy metals from aqueous solutions
by Saccharomyces Cerevisiae. International Journal of Industrial Chemistry, v. 6, n. 2, p.
119-130. https://doi.org/10.1007/s40090-015-0038-8

16. Faustino, SB; Fontana, L; Bartozek, ECR; Bicudo, CEM; Bicudo, DC (2016)
Composicéo e distribuicdo das diatomaceas de perfil sedimentar e sedimentos superficiais
em reservatorio de abastecimento no Sudeste do Brasil. Biota Neotropica, Campinas, V.
16, n. 2, p. 1-14. https://doi.org/10.1590/1676-0611-BN-2015-0129

17. Govarthanan M, Mythili R, Selvankumar T, Kamala-Kannan S, Kim H (2018) Myco-
phytoremediation of arsenic- and lead-contaminated soils by Helianthus annuus and
wood rot fungi, Trichoderma sp. isolated from decayed wood. Ecotox Environ Safe, v.
151, p. 279-284. https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2018.01.020


https://doi.org/10.1007/978-981-10-8031-9_5
https://doi.org/10.1007/978-981-10-8031-9_5
http://www.anm.gov.br/dnpm/publicacoes/serie-estatisticas-e-economia-mineral/anuario-mineral/anuario-mineral-brasileiro/amb_metalicos2017
http://www.anm.gov.br/dnpm/publicacoes/serie-estatisticas-e-economia-mineral/anuario-mineral/anuario-mineral-brasileiro/amb_metalicos2017
https://doi.org/10.1007/978-981-10-8402-7_6
https://doi.org/10.1007/978-981-10-8402-7_6
https://doi.org/10.1016/j.rhisph.2020.100196
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=en&user=_YcXdioAAAAJ&citation_for_view=_YcXdioAAAAJ:d1gkVwhDpl0C
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=en&user=_YcXdioAAAAJ&citation_for_view=_YcXdioAAAAJ:d1gkVwhDpl0C
https://doi.org/10.1007/s40090-015-0038-8
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2018.01.020

49

18. Halvorson, HO; Keynan, A; Kornberg, HL (1990) Utilization of calcium phosphates
for microbial growth at alkaline pH. Soil Biol Biochem. v. 22, n. 7, p. 887-890.
https://doi.org/10.1016/0038-0717(90)90125-J

19. IBRAM - Instituto Brasileiro de Mineracdo. Gestdo e manejo de rejeitos da
mineracdo. Brasilia, 128 p. 2016. http://www.ibram.org.br

20. Ulmer, PA; Schinner, F (1992) Solubilization of inorganic phosphates by
microorganisms isolated from forest soil. Soil Biol Biochem. v. 24, n. 4, p. 389-395.
https://doi.org/10.1016/0038-0717(92)90199-8

21. Khan, MS; Zaidi, A; Ahemad, M; Oves, M; Wani, PA (2010) Plant growth promotion
by phosphate solubilizing fungi — current perspective. Archives of Agronomy and Soil
Science, v. 56, n. 1, p. 73-98. https://doi.org/10.1080/03650340902806469

22. Kribel, S; Qostal, S; Touhami, O; Selmaoui, K; Mouria, A; Benkirane, R; Achbani,
EH; Douira, A (2019) Quantitative and qualitative estimation of moroccan Trichoderma
isolates capacity to solubilize rock phosphate. Acta Phytopathologia et Entomologica
Hungarica, v. 54, n. 2, p. 157-172. https://doi.org/10.1556/038.54.2019.016

23. Li, L; Chen, R; Zuo, Z; Lv, Z; Yang, Z; Mao, W; Liu, Y; Zhou, Y; Huang, J; Zibing
(2020) Evaluation and improvement of phosphate solubilization by na isolated bacterium
Pantoea agglomerans ZB. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 36, n.
27, p. 1-14. https://doi.org/10.1007/s11274-019-2744-4

24. Mazzilli, BP. IPEN. Mineracdo de fosfato e producdo de acido fosforico. In: REIS,
ROCIO G dos (Ed.). NORM: guia pratico. Rio de Janeiro, RJ: Edi¢do do Autor, 2016.
cap. 5A-4, p. 89-98.

25. Mechi, A; Sanches, DL (2010) Impactos ambientais da mineracdo no Estado de S&o
Paulo. Estudos Avancados, Sdo Paulo, v. 24, n. 68, p. 209-220.
https://doi.org/10.1590/S0103-40142010000100016

26. Mendes, GO; Dias, CS; Silva, IR; Junior, JIR; Pereira, OL; Costa, MD (2013) Fungal
rock phosphate solubilization using sugarcane bagasse. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, v. 29, p. 43-50. https://doi.org/10.1007/s11274-012-1156-5

27. Mouradi, M; Kadmiri, IM; Amehdar, L; Latrach, L; Hilali, A (2017) Assessing
hydroxyapatite biosolubilization by bacterial strains isolated from EL Halassa Khouribga
P deposit. Moroccan Journal of Chemistry, v. 5 n. 4, p. 697-707.
https://doi.org/10.48317/IMIST.PRSM/morjchem-v5i4.8572


https://doi.org/10.1016/0038-0717(90)90125-J
http://www.ibram.org.br/
https://doi.org/10.1016/0038-0717(92)90199-8
https://doi.org/10.1556/038.54.2019.016
https://doi.org/10.1007/s11274-019-2744-4
https://doi.org/10.1007/s11274-012-1156-5

50

28. Nandimath, AP; Karad, DD; Gupta, SG; Kharat, AS (2017) Consortium inoculum of
five thermo-tolerant phosphate solubilizing Actinomycetes for multipurpose biofertilizer
preparation. Iranian Journal of Microbiology, v. 9, n. 5, p. 295-304.

29. Pena, JCC; Goulart, F; Fernandes, GW; Hoffmann, D; Leite, FSF.; Santos, NB;
Soares-Filho, B; Sobral-Souza, T; Vancine, MH; Rodrigues, M (2017) Impacts of mining
activities on the potential geographic distribution of eastern Brazil mountaintop endemic
species. Perspectives in Ecology and Conservation, v. 15, p. 172-178.
https://doi.org/10.1016/j.pecon.2017.07.005

30. Prakash, VJ; Kumar, JD; Saurabh, S; Ashok, K; Satya, P; Alfredo, CJ (2017)
Consequence of phosphate solubilizing microbes in sustainable agriculture as efficient
microbial consortium: A review. Climate Change and Environmental Sustainability, v. 5,
n.1, p. 1-19.

31. Richardson, AE; Hadobas, PA; Hayes, JE; O’hara, CP; Simpson, RJ (2001)
Utilization of phosphorus and pasture plants supplied with myo-inositol hexaphosphate
is enhanced by the presence of soil microorganisms. Plant and Soil, v. 229, p. 47-56.
https://doi.org/10.1023/A:1004871704173

32. Rodriguez, H; Fraga, R; Gonzalez, T; Bashan, Y (2006) Genetics of phosphate
solubilization and its potential applications for improving plant growth-promoting
bacteria. Plant Soil. v. 287, p. 15-21. https://doi.org/10.1007/s11104-006-9056-9

33. Roy, ED (2017) Phosphorus recovery and recycling with ecological engineering: A
review. Ecological Engineering, V. 98, p. 213-227.
https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2016.10.076

34. Saxena, J; Saini, A; Ravi, I; Chandra, S; Garg, V (2015) Consortium of phosphate-
solubilizing bacteria and fungi for promotion of growth and yield of chickpea (Cicer
arietinum). Journal of Croplmprovement, v. 29, n. 3, p. 353-369.
https://doi.org/10.1080/15427528.2015.1027979

35. Shrivastava, M; Srivastava, PC; D’souza, SF (2018) Phosphate-solubilizing microbes:
diversity and phosphates solubilization mechanism. Role of Rhizospheric Microbes in
Soil, chapter 5, p. 137-165. https://doi.org/10.1080/15427528.2015.1027979

36. Uliana, D; Kahn, H; Braz, AB (2009) Technological characterization of phosphate
ore types from the Salitre Alkaline Complex, MG — Fosfertil Area. Revista Escola de
Minas, n. 4, v. 62, p 511-516.

37. USGS - United States Geological Survey. National Minerals Information Center —

Phosphate Rock Statistics Information. Annual Publications: Phosphate rock. Referente


https://doi.org/10.1016/j.pecon.2017.07.005
https://doi.org/10.1023/A:1004871704173
https://doi.org/10.1007/s11104-006-9056-9
https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2016.10.076

51

from 1996 to 2019. https://www.usgs.gov/centers/nmic/phosphate-rock-statistics-and-
information

38. Xiao, C; Chi, R; Li, X; Xia, M; Xia, Z (2011) Biosolubilization of rock phosphate by
three stress-tolerant fungal strains. Appl. Biochem. Biotechnol., v. 165, p. 719-727.
https://doi.org/10.1007/s12010-011-9290-3

39. Xiao, C; Wang, Q; Feng, B; Xu, G; Chi, R (2018) Biosolubilization of rock
phosphates in a bioreactor usin a microbial consortium from rhizospheric soils: An
analysis of the microbial community and technical feasibility. Mining, Metallurgy &
Exploration, v. 35, p. 184-191. https://doi.org/10.19150/mmp.8595

40. Xiao, C; Wu, X; Liu, T; Xu, G; Chi, R (2017) Optimizations of particle size and pulp
density for solubilization of rock phosphate by a microbial consortium from activated
sludge. Preparative Biochemistry & Biotechnology, v. 47, n. 6, p. 562-569.
https://doi.org/10.1080/10826068.2016.1275008

41. Ye, S; Zeng, G; Wu, H; Zhang, C; Dali, J; Ling, J; Yu, J; Ren, X; Yi, H; Cheng, M;
Zhang, C (2017) Biological technologies for the remediation of co-contaminated soil.
Critical Reviews in  Biotechnology, n° 8, v. 37, p.1062-1076.
https://doi.org/10.1080/07388551.2017.1304357

42. Zineb, AB; Trabelsi, D; Ayachi, I; Barhoumi, F; Aroca, R; Mhamdi, R (2020)
Inoculation with elite strains of phosphate-solubilizing bacteria enhances the
effectiveness of fertilization with rock phosphates. Geomicrobiology Journal, v. 37, n. 1,
p. 22-30. https://doi.org/10.1080/01490451.2019.1658826


https://www.usgs.gov/centers/nmic/phosphate-rock-statistics-and-information
https://www.usgs.gov/centers/nmic/phosphate-rock-statistics-and-information
https://doi.org/10.1007/s12010-011-9290-3
https://doi.org/10.19150/mmp.8595

52

4.2 CAPITULO 2

ARTIGO 2

Titulo: Solubilizacéo de fosforo por fungo isolado de rejeitos de minério de ferro.

Autores: Glalber Luiz da Rocha Ferreira®”, Lilian Carla Carneiro', Geraldo Sadoyama?,

José Daniel Gongalves Vieira!

!Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia. Instituto de Patologia Tropical
e Saude Publica. Universidade Federal de Goias. Cep 74605-050, Goiania, GO, Brasil.
*e-mail: glalberocha@gmail.com

e-mail: jdgvieira62@gmail.com

e-mail: carlacarneirolilian@gmail.com

2 Departamento de Ciéncias Bioldgicas CAC - UFG. Universidade Federal de Goiés. Cep
75704-020, Cataléo, GO, Brasil.

e-mail: sadoyama@ufg.br

Publicado na Revista: Journal of Earth and Environmental Sciences Research
Data de publicacdo: 03/12/2020


mailto:glalberocha@gmail.com
mailto:jdgvieira62@gmail.com
mailto:sadoyama@ufg.br

53

SOLUBILIZACAO DE FOSFORO POR FUNGO ISOLADO DE REJEITOS DE
MINERIO DE FERRO

RESUMO

Diante das grandes expectativas tecnoldgicas no setor de mineragdo na
atualidade, € averiguada uma incapacidade das mineradoras de se alcancar a sua
totalidade no aproveitamento de minerais presentes na natureza, e isso é ocasionado
primordialmente pela utilizacdo de métodos considerados faliveis no processo de
mineracdo. Frente a tal condicdo se faz necessério o desenvolvimento de novas
tecnologias com comportamento inovador, buscando formas mais produtivas. Dentre as
tecnologias ja existentes, é proposto um estudo com visdo tecnolégica e promissora, que
trata do processo de biossolubilizacdo de fosforo de uma fonte conhecida de fésforo tida
como insolavel por um fungo isolado do rejeito de minério de ferro. Os ensaios genéticos
revelaram que o micro-organismo pertence ao género Aspergillus, ou seja, da espécie
Aspergillus terreus. Os ensaios analiticos propostos neste estudo apontaram para uma
solubilizacdo de 90,93 % do fosforo pela biomassa flngica, que corresponde a 296,56 mg
L de fosforo soltvel, ocorrendo num periodo de 168 horas de processo, respondendo
por uma solubilizacdo média de 1,76 mg h™. O processo de biossolubilizagdo demonstrou
ser uma Otima alternativa tecnoldgica na reducdo de custos de producdo e no
estabelecimento da sustentabilidade do sistema de extracdo mineral, sendo uma
alternativa viavel na purificacdo e na agregacdo de valor ao minério de ferro, e também
na obtencdo de outro composto constituido de fésforo, gerando uma nova fonte

econbmica, como exemplo na producéo de fertilizantes.

Palavras-chave: biossolubilizacao, solubilizacao, fungo, fosforo, Aspergillus terreus.



54

1 INTRODUCAO

O minério de ferro é considerado a principal matéria-prima na inddstria
siderurgica, atuando diretamente na fabricacdo e transformacdo do ferro gusa e aco
(Yamamoto e Nakamoto, 2018; Nakajima et al., 2019). O Brasil, como também a
Australia Ocidental, a Africa do Sul e o centro-sul da China, s&o destacados por possuirem
uma enorme quantidade de recursos de ferro, mais com alto teor de fosforo, em muitas
areas de producédo de minério de ferro (Su et al., 2018). O minério de ferro é designado
geralmente como tendo alto ou baixo grau com base no seu teor de ferro, sendo que os
minérios de alta qualidade, os quais s&o encontrados com teor de fosforo inferior a 0,07%
de fosforo, sdo considerados comercialmente os mais desejados, e por isso estdo se
esgotando muito rapidamente, restando no futuro a exploracdo e beneficiamento de
minérios de ferro de baixo teor (Tudu et al., 2017; Ofoegbu, 2019).

Como ndo se sabe exatamente como o fosforo é encontrado no minério de ferro,
é deduzido que o fosforo esteja presente no minério na forma de fosfato, adsorvido na
superficie da particula ou ocluido nos microporos. Uma outra possibilidade também
sugerida € que o fosforo esteja dentro da estrutura dos oxihidroxidos ou como um mineral
fosfato. No  Brasil, wavellite,  Al3(PO4)2(OH)3.5(H20); a  senegalite,
Al3(PO4)(OH)3(H20); a turquesa, CuAleg(PO4)s(OH)s.0,5(H20), séo os principais fosfatos
encontrados no minério de ferro (Pereira e Papini, 2015).

No processo siderdrgico do minério de ferro, o fosforo é destacado como sendo
um elemento prejudicial no processo de producéo do aco, e assim, danificando de forma
significativa a qualidade dos produtos siderdrgicos, como no aumento da dureza, da
fragilidade e consecutivamente da ductilidade (Su et al., 2018). Em outros segmentos
industriais, o fosforo é visto como um elemento essencial, como na producdo de
fertilizantes, automaveis, eletronicos, medicamentos, células de combustivel e alimentos
processados (Yamamoto e Nakamoto, 2018).

Para que tenhamos a continua disponibilidade do minério de ferro é essencial o
desenvolvimento de novos sistemas e métodos, para a exploracdo do minério de ferro de
baixa qualidade, que se encontram inutilizaveis e inexplorados, e assim, contribuindo no
futuro com a suplementacéao das reservas que se encontram cada dia menores em minério
de ferro de alto teor (Taylor et al., 1988).

A desfosforacdo do minério de ferro € um importante desafio para o
desenvolvimento sustentivel da industria siderdrgica, e por isso, esfor¢os tém sido

intensificados na busca de novas tecnologias de remocéo de fésforo do minerio de ferro
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a niveis aceitaveis (Tudu et al., 2018). Diversos sdo 0s processos empregados na remogao
de fosforo de minérios de ferro, incluindo a separacdo por magnetizacdo de torrefacdo
(Cao et al., 2018; Zhang et al., 2019), reducéo direta a base de carvédo (Zhao et al., 2018),
tratamento térmico (Zhang et al., 2018; Zhao et al., 2018), tratamento por micro-ondas
(Cai et al., 2018; Kim et al., 2018), tratamento ultra-sonico (He et al., 2018), lixiviacdo
acida (Xiang et al., 2018; Cai et al., 2018), lixiviacdo alcalina (Guo et al., 2015; Zhang et
al., 2019), aglomeracéo seletiva (Yang et al., 2018), e flotacdo (Tudu et al., 2018; Zhang
etal., 2019).

Considerando o processo de biossolubilizacdo, 0 mesmo é encarado como um
tratamento bioldgico realizado por micro-organismos, que por meio de suas reagdes
metabolicas, geram produtos quimicos como acido mineral, acidos organicos, polimeros
e enzimas. Estes subprodutos quimicos atacam o rejeito contido no minério, promovendo
a sua dissolucédo e produzindo sua remogdo seletiva (Chime et al., 2011). Varios sdo 0s
micro-organismos que tém sido utilizados com consideravel eficiéncia na solubilizagéo
de fosfato, a titulo de exemplo as bactérias (Tahir et al, 2018; Paul e Sinha, 2016; Liu et
al., 2015; Solanki et al., 2018; Ghosh et al., 2016; Wei et al., 2018) e os fungos (Mendes
et al., 2014; Xiao et al, 2015; Li et al., 2015; Li et al., 2016; Jain et al., 2017).

Como regra geral, 0s micro-organismos edaficos que se encontram agregados ao
minério, reagem com melhor eficiéncia, e isso se deve a uma melhor adaptacéo e menores
distorcBes ecoldgicas do meio. Por esse motivo, este estudo fard uso de um fungo
filamentoso, extraido do minério de ferro bruto, almejando desfosforar o minério de ferro
e biossolubilizar o fésforo em meio liquido, e assim, contribuindo na viabilizacdo de
novos estudos biotecnoldgicos.

2 PARTE EXPERIMENTAL

A amostra de rejeito de minério de ferro obtida foi proveniente de uma
mineradora, localizada na cidade de Cataldo, Goias. Sendo separada aproximadamente
uma porcdo de 10 kg do residuo gerado sob o solo da mineradora para posterior
isolamento de material bioldgico e realizacdo de estudos de solubilizagdo de fosforo.

2.1 Meios de crescimento e enriquecimento

O micro-organismo foi obtido a partir da inoculagdo da amostra de rejeito de
minerio de ferro em quatro diferentes meios de enriquecimento, no qual sdo o0s seguintes
meios: NBRIP, 9K — Glicose, 9K e de uso geral, conforme representado na Tabela 1.
Todos os meios foram dissolvidos em agua destilada, e esterilizados a 121 °C por 20

minutos.
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Tabela 1: Constituicdo elementar dos meios de enriquecimento e crescimento.

Meios de Concentragdo em g 100 mL*
Crescimento  Glicose MgClL.6H.O0 MgS04.7H20O  (NH4)2SOs Ca(NO3)2 FeS04.7H0 KCI  NaCl NH4CI pH

Referéncia

7.0+0,2 Nautiyal, 1999.

NBRIP 1,0 0,5 0,025 0,01 - - 0,02 - -
9K — 4,5+0,2 Silvermane
) 1,0 - 0,05 0,3 0,0013 0,001 0,01 - -
Glicose Lundgren, 1959.
45+0,2 Silvermane
9K - - 0,05 0,3 0,0013 0,001 0,01 - -

Lundgren, 1959.
Uso Geral 1,0 - 0,1 - - - - 0,1 0,5 7,2+£0,2 Vermaetal., 2001.




57

2.2 Crescimento e enriquecimento microbiano

Para a obtencdo do micro-organismo a partir da amostra de minério de ferro,
procedeu-se pela inoculacéo de 5 g da amostra de rejeito de minério de ferro nos quatro
meios de cultivo, conforme apresentado na Tabela 1, em frascos de Erlenmeyers contendo
50 mL do meio. A incubacdo ocorreu por um periodo de sete dias em incubadora nas
condicBes de 30 + 2 °C e 130 rpm. Ap0s a incubacdo, repetiu-se a inoculagdo removendo
uma aliquota de 1 mL de cada meio para 0s mesmos quatro novos meios em Erlenmeyers
apresentados na Tabela 1, contendo 5 g de amostra de minério de ferro e esterilizados a
121 °C por 20 minutos. Conduziu-os novamente para a incubadora sob as mesmas
condicgdes descritas acima. Repetiu-se por mais duas vezes 0 mesmo procedimento,
completando trés etapas de enriquecimento.
2.3 Isolamento do micro-organismo

Os micro-organismos pertencentes a terceira etapa de enriquecimento foram
transferidos por meio da inoculagéo de 100 puL do meio de enriquecimento em placas de
Petri contendo os quatro meios de cultivo representados na Tabela 1, acrescidos de 1,7 %
de &gar-dgar e 0,5 % de fosfato de calcio, Cas(OH)(PO4)3, como fonte de fdsforo,
esterilizado a 120 °C por 20 minutos, e incubados a 30 + 2 °C, por 10 dias. O micro-
organismo considerado predominante, morfologicamente distinto e solubilizador de
fosforo, demonstrando neste Gltimo a formacao de halo claro nas bordas, foi selecionado
e purificado em placas de Petri com meio contendo 1,7 % de agar-agar e 0,5 % de fosfato
de calcio, Cas(OH)(POa4)s, € incubado a 30 + 2 °C, por 7 dias. Este procedimento foi
repetido por mais duas vezes, completando-se trés etapas de isolamento do micro-
organismo. Apos a incubacéo, o isolado foi preservado através do cultivo em placas de
Petri com meio PDA, sendo incubado a 30 £ 2 °C, por 7 dias, e mantido refrigerado a 4
°C até sua proxima utilizacao.
2.4 Extracdo de DNA fungico

A extragdo de DNA foi testada utilizando o micélio como material biologico.
Foi inoculado um pequeno fragmento do micélio fungico, cultivado em meio PDA, em
tubo de ensaio contendo 10 mL de Caldo Extrato de Malte (MEB), que é constituido de:
2% de extrato de malte, 2% de glicose e 1% de peptona. O MEB inoculado foi incubado
durante 72 horas a 30°C, no escuro e agitacdo de 130 rpm. O micélio foi recolhido por
filtracdo a vacuo em filtro de celulose estéril e em seguida lavado duas vezes com 10 mL

de NaCl 0,85%. O micélio foi coletado e utilizado para extracdo de DNA.
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A extracdo de DNA foi procedida com a utilizagdo da solugdo Tampéo de Lise
SDS, conforme descrito em Rodrigues et al. (2017). O extrato de DNA foi ressuspendido
em 100 pL de agua ultra pura e armazenado a -20°C.
2.5 Amplificacéo e purificagdo do DNA

O DNA extraido foi usado para amplificacdo por PCR naregido ITS1-18S-1TS2,
a partir da utilizagdo dos primers ITS1 (5’-GAACCWGCGGARGGATCA-3’) e ITS2
(3’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-5") (Schmidt et al., 2013; White et al., 1990). As
amplificacdes foram realizadas em um volume total de 20 puL contendo 50 ng de DNA
extraido, 4 uL de HOT MOLPol Blend Master Mix (Molegene, Germany), e 0,5 uM de
cada um dos primers (F) forward e (R) reverse. A amplificagdo foi conduzida em
termociclador programado para uma desnaturacao inicial de 15 min a 95 °C, seguidos por
35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55°C e 30 s a 72 °C. O anelamento foi realizado com
temperatura de 52 °C por 30 s em triplicata. O alongamento final foi feito a 72 °C por 5
min. A purificagdo foi feita por meio da utilizacdo de esferas magnéticas Agencourt
AMPure XP SPRI. Os produtos da PCR foram normalizados apds quantifica-los com um
fluorémero Qubit 2.0 (Invitrogen), com o Kit de ensaio Qubit dsDNA HS (Invitrogen).
2.6 Sequenciamento do DNA

Os fragmentos de DNA amplificados foram sequenciados utilizando o

equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA), utilizando juntamente o
Kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequencias foram analisadas por
meio do pipeline Sentinel. No pipeline Sentinel os arquivos fastq foram avaliados quanto
a qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). A
seguir, os arquivos fastq foram submetidos a trimagem de primers e sequéncias com baixa
qualidade (QP&lIt;20). O software proprietario utilizado para tal finalidade foi construido
em Python v.3.6, sendo este inspirado nas funcionalidades do projeto BioPython (COCK
et al. 2009). Foi utilizado a ferramenta software BLAST, disponivel em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, para comparacdo das semelhancas da sequéncia
de acidos nucleotidicos com as sequéncias da regido ITS1-18S-ITS2 de espécies fungicas
depositadas no GenBank.
2.7 Solubilizagéo de fosforo em meio sintético

Para o processo de biossolubilizacdo foi utilizado o fosfato de calcio,
Cas(OH)(PO4)s, como fonte conhecida de fosforo. A vista disso, foram preparados vinte
e dois frascos de Erlenmeyers contendo 1,7631 g de Cas(OH)(POa4)s3, em 100 mL de
solugdo no meio NBRIP, correspondendo a 1000 mg L de fosfato ou 326,3 mg L™ de


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

59

fésforo, com pH 7,0 £ 0,2 esterilizados a 121 °C por 20 minutos. Em seguida foram
inoculados em cada frasco de Erlenmeyer 3 fragmentos de 4 mm do indculo cultivado em
placas de Petri, e incubados a 30 + 2 °C e 130 rpm por 7 dias. Foi retirado um frasco de
Erlenmeyer no dia, correspondendo ao tempo zero, e trés frascos de Erlenmeyers em
periodos de 24 horas. Apos o periodo de incubacdo, foram coletadas amostras de cada
frasco de Erlenmeyer, avaliando quanto ao contetdo de fésforo soltvel, com a utilizagéo
do Spectro kit (Alfakit); a atividade de fosfatase acida, a partir da utilizacdo do kit
comercial (Labtest®); a producio de biomassa pela medicio de contetido de massa seca
(IAL, 2008); e ao potencial hidrogenionico (1AL, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O micro-organismo isolado da amostra de rejeito de minério de ferro, e crescido
em meio enriquecido com fonte conhecida de fdsforo, Cas(OH)(POs)s3, considerado
predominante em meio solido, morfologicamente distinto e solubilizador de fésforo,
sendo neste ultimo formador de halo claro nas bordas da coldnia, demonstrou ser quanto
a analise genética um fungo.

Por meio do sequenciamento genetico foi obtida uma sequéncia nucleotidica
(TTACCGAGTGCGGGTCTTTATGGCCCAACCTCCCACCCGTGACTATTGTACC
TTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGCCGCCGGGGGGCGACTCG
CCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAACCCTGTTATGAAAG
CTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGA
TCTCTTGGTTCCG) das regides de interesse (ITS) IT regido ITS1-18S-1TS2, sendo
toda a sequéncia submetida a identificacdo a nivel de espécie por meio de comparacao
com sequéncias depositadas no banco de dados Genbank, o que possibilitou identificar a
espécie fungica como sendo o Aspergillus terreus.

Em ensaio prévio, o Aspergillus terreus foi submetido a enriquecimento e
crescimento nos meios NBRIP, uso geral, 9K-glicose e 9K, conforme demonstrado pela
Figura 1. O A. terreus isolado da amostra de minério de ferro apresentou grande potencial
de crescimento em ensaio prévio no meio NBRIP, e assim, sendo definido como principal
meio de crescimento e desenvolvimento do processo de biossolublizagdo de fosforo neste
estudo, assim, representado na Figura 1A. A capacidade de solubilizar o fésforo pela
estirpe fangica no meio NBRIP se manteve em nivel elevado ao longo de 7 dias,
favorecendo o uso do meio NBRIP no processo de forma eficiente na solubilizagdo do

fésforo.
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Figura 1: Evolugdo da biomassa fungica em 168 horas nos meios NBRIP (A), uso geral
(B), 9K-glicose (C), e 9K (D).

O Aspergillus terreus isolado da amostra de minério de ferro demonstrou

potencial na capacidade de solubilizacdo do fosforo em meio enriquecido com fosfato de
calcio, Cas(OH)(POs4)3, como demonstrado na Tabela 2. Foi observado uma
biossolubilizagdo maxima de 908,85 mg L de fosfato ou 296,56 mg L™ de fésforo pelo
fungo, contribuindo com a solubilizac&o total de 90,93 % do fosforo presente no meio
enriquecido com o fosfato de célcio. Considerando a quantidade maxima de fdsforo
solubilizado pela biomassa fingica e o tempo méaximo de processo, foi observado uma
solubilizagdo média de 1,76 mg h! de fosforo pelo processo de biossolubilizagdo. 1sso
nos permite concluir que foram solubilizados aproximadamente 182,13 mg de fésforo por
grama de amostra de fosfato de célcio.

A partir da Figura 2A, € observada uma interacdo importante do Aspergillus
terreus no processo de conversdo do fosforo insolivel na sua forma sollvel, sendo
verificada uma acentuada solubilizacéo do elemento mineral fosforo presente na amostra
de minério de ferro, e assim, sendo percebida a estabilizacdo do processo entre 0s
periodos de 144 e 168 horas de solubilizagdo do fésforo.



Tabela 2: Evolugdo do potencial e verificacdo dos mecanismos de solubilizacdo de fésforo pela estirpe fungica.
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Tempo  [PO4*] soltvel [P] solavel Reducdo de P no Producdo de Velocidade de Fosfatase acida
(hrs) (mgLY)+DP  (mgL?')+DP minériode ferro% biomassa (mg) + DP crescimento (mg h'%) PR (UL +DP
0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 0,0+£0,0 0,0 6,08 £ 0,000 0,000 £ 0,000
24 255,16 £ 6,10 83,26 £ 1,99 25,53 354,7+£0,2 14,8 5,65 = 0,035 0,086 £ 0,041
48 456,42 £ 4,72 148,93 + 1,54 45,67 14916 £ 0,6 31,1 5,43 £ 0,025 0,395 + 0,082
72 590,15 + 3,50 192,57 + 1,14 59,05 1511,8+14 21,0 5,29 £ 0,025 0,719 £ 0,098
96 717,56 £ 3,99 234,14 + 1,30 71,80 1538,7+1,3 16,0 5,14 + 0,020 0,751 £ 0,092
120 839,32 + 8,98 273,87 £2,93 83,98 1542,1+1,0 12,9 513 0,015 0,811 £ 0,049
144 889,88 * 3,05 290,37 £ 0,99 89,04 1544,0 £ 0,8 10,7 513 +£0,021 0,822 + 0,050
168 908,85 £ 6,02 296,56 = 1,96 90,93 15444 +11 9,2 5,13 £ 0,006 0,832 + 0,025

DP — desvio-padrao.
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Conforme representado na Tabela 2, o Aspergillus terreus resultou numa
producdo de massa micelial final de 1544,4 mg de biomassa, sendo representado
significativamente por um aumento progressivo na massa do micélio fungico. A Figura
2B, corrobora com a confirmacdo da eficiente capacidade na producdo da biomassa
tangencialmente a solubilizacdo do fosforo, sendo observado um salto importante nas
primeiras 48 horas no conteudo da biomassa. A velocidade de desenvolvimento da
biomassa fungica ocorreu semelhantemente a producdo de biomassa nas primeiras 48
horas, demonstrando um aumento da velocidade de até 31,1 mg h*!, sendo que em seguida
ocorreu uma reducdo dessa velocidade, o que é averiguado pela redugdo da capacidade
de assimilacéo da fonte de fosforo insoltvel presente no meio. Fazendo um paralelo pela
quantidade de fdsforo solubilizado e a producdo quantitativa de biomassa fungica, foi
verificado uma solubilizacdo de aproximadamente 0,19 mg de fésforo por grama de
biomassa produzida.

Tanto o pH como a fosfatase acida contribuiram para o processo de solubilizacéo
do fosforo pelo Aspergillus terreus, representando um 6timo marcador de qualidade do
processo de biossolubilizacdo. Behera et al. (2017), relatam que 0s mecanismos primarios
na solubilizacdo de fosforo realizada tanto pelas plantas como pelos micro-organismos
sdo exercidos por meio da excre¢do de H™, da producéo de acidos organicos, e biossintese
de fosfatase acida. Os resultados apresentados na Tabela 2, como também exibidas pelas
Figura 2C e 2D, demonstram exatamente esta correlacdo dos mecanismos primarios de
solubilizacdo do fosforo, através da diminuicdo do potencial hidrogeniénico (pH) e do
aumento da atividade enzimética de fosfatase &cida, contribuindo na dissolug&o eficiente
do fosforo insoltvel presente no meio enriquecido de fosfato de calcio. O aumento da
atividade enzimatica de fosfatase acida apresentada pela Tabela 2, é discutido por Ménica
et al. (2017), como sendo o principal mecanismo de mineralizacdo do fésforo no solo, o
que também de sua atividade étima de pH. Outros trabalhos como Govarthanan et al.
(2018) e Adhikari e Pandey (2019), defendem que a liberagdo de fosfatase acida esta
diretamente relacionada na producdo de &cidos orgénicos, e consecultivamente pela
reducdo do pH, por meio da liberacdo de protons, e assim, sendo considerado o principal

mecanismo empregado na solubilizac¢&o do fosforo no solo.
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Figura 2: Representacéo grafica dos ensaios fisico-quimicos para verificacdo do potencial de solubilizacdo do fosforo.
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Segundo Behera et al. (2017), os acidos organicos podem formar complexos com
cations (Ca%*, Mg**, Fe?*, Fe**, AI*"), contribuindo na liberagio do fosforo, seja por
reacdo de quelacdo ou simples troca. E evidente que o aumento da acidez contribui para
a acessibilidade do fosforo no meio liquido, tornando o fésforo que antes se encontrava
numa situacao insoltvel na sua forma soltvel, o que também pela identidade do fungo
isolado do rejeito de minério de ferro mostrou-se grande capacidade de desenvolvimento
em condicdo indspita de acidez, mais que contribui numa eficiente mobilizacdo e
solubilizacdo de compostos insoltveis de fosforo.

4 CONCLUSAO

O referido estudo conferiu que o Aspergillus terreus isolado do rejeito de
minério de ferro apresentou grande potencial na solubilizacdo do fosforo insoluvel, e
assim, sendo comprovado por meio das resultantes dos atributos fisico-quimicos, como o
pH e a fosfatase &cida, como os principais mecanismos de mineralizagcdo do fosforo no
rejeito. Esses atributos demonstraram uma importante ferramenta de correlagéo tanto no
desenvolvimento da biomassa do Aspergillus terreus como na eficiéncia da solubilizacédo
do fésforo no meio reacional. E sugestivo que outros trabalhos venham a ser realizados
visando a remocao e ou utilizagcdo do fosforo contido no meio reacional, na aplicacdo de
diferentes biotecnologias, como exemplo, na biofertilizacéo.
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AVALIACAO DO POTENCIAL DE SOLUBILIZACAO DE FOSFORO PELO
Aspergillus terreus

RESUMO

A biossolubilizacdo é uma das tecnologias mais inovadora e promissora utilizada
na recuperacdo de solos, é totalmente aplicavel aos rejeitos de mineracdo, ja que as
mineradoras demonstram uma imensa incapacidade de alcancar a totalidade no
aproveitamento de seus minerais, e isso se deve a métodos considerados faliveis no
processo de mineragdo. Diante a tal problematica, este estudo vislumbrou a possibilidade
da aplicacdo da solubilizacdo do fosforo presente no rejeito do minério de ferro pelo
Aspergillus terreus. Os ensaios analiticos propostos no estudo indicaram uma
solubilizacdo maxima de 87.77% do fosforo pelo A. terreus a partir do rejeito do minério
de ferro, correspondendo a uma concentracio de 286.38 mg L™ de fosforo soltvel,
ocorrido a um periodo de 168 horas de processo de biossolubilizagdo, e assim,
contribuindo a uma solubilizacdo média de 1,70 mg h™* de fosforo pela biomassa flngica.
Complementando, as imagens microfotograficas obtidas pela MEV e MET revelaram por
meio de analise os aspectos morfoldgicos e estruturais do micélio e da composicao celular
do fungo, demonstrando a eficiente solubilizagdo do fésforo pelo A. terreus. As
informacdes reveladas por este estudo demonstram a eficiente solubilizacdo do
componente fésforo presente no rejeito do mineério de ferro pelo fungo, resultando como
uma excelente tecnologia, sendo sugestiva sua aplicacdo na mineragdo, como uma
alternativa para reducdo de custos de producdo submissdo de uma condicdo de
sustentabilidade do sistema de mineracao, e assim, contribuindo numa melhor qualidade
do minério de ferro e numa provavel finalidade do fésforo soltvel, como exemplo, na

producdo de fertilizantes fosfatados.

Palavras-chave: fdsforo, biossolubilizacdo, solubilizacdo, Aspergillus terreus, rejeito de

minério de ferro.
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1 INTRODUCAO

O esgotamento do minério de ferro em todo o mundo tem trazido grandes
preocupac0es, ja que é a matéria-prima mais importante para a industria siderurgica, e
principal recurso para atendimento de diversas demandas de bens e materiais da
populacdo e do desenvolvimento industrial. O minério de ferro € designado geralmente
como alto ou baixo grau com base no seu teor de ferro, sendo que os minérios de alta
qualidade, os quais sdo encontrados com teor de fosforo (P) inferior a 0,07% P, séo
considerados comercialmente os mais desejados, e estéo se esgotando muito rapidamente,
tornando-se essencial como Unico recurso a exploracdo e beneficiamento de minérios de
baixo teor (Tudu et al., 2018; Ofoegbu, 2019).

O minério de ferro de baixo teor existe em grande abundancia no mundo todo,
mais a sua baixa qualidade se deve a alta concentragdo de P incorporado ao minério de
ferro, tendo esse elemento um efeito deletério sob a formacao do aco, ndo satisfazendo
aos requisitos necessarios para producdo de ferro (Zhang et al., 2018). O fdsforo esta
presente em quase toda a cadeia produtiva do ferro e do aco, 0 mesmo tende a concentrar-
se no ferro durante o processo extrativo, uma vez que é capaz de passar de sua forma
oxidada para sua forma elementar, estando no ferro metalico apos a reducdo mineral.
Devido aos processos atuais de producao de ferro, como exemplo por via operacao de
alto-forno, a alta temperatura favorece que o fésforo seja totalmente absorvido pelo ferro
fundido (Rath et al., 2018).

Com a exaustdo gradual do minério de ferro de alta qualidade, o que significa
numa das principais preocupacoes da industria siderdrgica, o setor de mineracdo devera
se adequar a uma mineracdo seletiva sob o aspecto de realizar o beneficiamento do
minério de ferro de baixa qualidade, o que € inevitavel, sendo a remocéo do fosforo do
minério de ferro a principal base do uso do minério com alto teor de fésforo para o
processo de fabricacdo de ferro (Zhao et al., 2018). Pereira e Papini (2015), em seus
estudos ndo conseguem estabelecer com precisdo como o fésforo € encontrado no minério
de ferro, sendo sugerido pelos autores que fosforo ocorre, provavelmente, no minério de
ferro na forma de fosfato, se encontrando adsorvido na superficie da particula ou ocluido
nos microporos, é sugerido também que o fosforo esteja localizado dentro da estrutura
dos oxihidréxidos ou como um mineral fosfato (Rachappa et al., 2015).

O principal e mais frequente da classe dos fosfatos é a apatita, Cas(POa4)(F,

Cl, OH), mais outros fosfatos podem ser encontrados em depdsitos de minério de ferro,
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como: a wavellite, Al3(PO4)2(OH)3.5(H20); a senegalite, Al3(PO4)(OH)3(H20); a
turquesa, CuAls(PO4)4(OH)s.0,5(H20); a strengite, Fe**(PO4).2(H20); o Rockbridgeite,
Fe?*0,75Mn?*0,25Fe®"4(PO4)3(OH)s; a frondelita, Mn?*Fe®*4(PQ4)3(OH)s; 0 gorceixite,
BaAl3(PO4)2(OH)s.2(H20); o barrandite, (Al, Fe)P0+.2(H20); o variscite,
Al(PO4).2(H20). No Brasil, os fosfatos wavellite, senegalita e turquesa s&o
principalmente encontrados nos minérios de ferro (Pereira e Papini, 2015).

Segundo Taylor et al. (1988), a exploracéo de depositos de minério de ferro
de baixo teor provavelmente suplementaria as reservas cada vez menores de minérios de
ferro de alto teor no futuro, e por isso, para que tenhamos a disponibilidade continua deste
recurso mineral se faz necessario o desenvolvimento de novos métodos e sistemas,
almejando refazer e usar os minérios de ferro de baixa qualidade até entdo inutilizaveis e,
portanto, inexplorados, e também oferecer uma possivel oportunidade de aproveitamento
econdmico para o elemento fosforo removido do minério de ferro.

Em funcéo disso, diversos esforcos de pesquisa tém sido focados almejando
a remocdao de fosforo do minério de ferro com alto teor de fosforo, e assim, numa tentativa
de reduzir o teor de fésforo a niveis aceitaveis (Pereira e Papini, 2015). Diversos sdo 0s
processos empregados na remocao de fosforo de minérios de ferro, incluindo a separacéo
por magnetizacdo de torrefacdo (Cao et al., 2018; Zhang et al., 2019), reducdo direta a
base de carvao (Zhao et al., 2018), tratamento térmico (Zhang et al., 2018; Zhao et al.,
2018), tratamento por micro-ondas (Cai et al., 2018; Kim et al., 2018), tratamento ultra-
sonico (He et al., 2018), lixiviacdo &cida (Xiang et al., 2018; Cai et al., 2018), lixiviacdo
alcalina (Guo et al., 2015; Zhang et al., 2019), aglomeracéo seletiva (Yang et al., 2018),
e flotacdo (Tudu et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Na busca por tecnologias ambientalmente saudaveis para a industria de
mineracao, 0s processos bioldgicos como a biolixiviagdo é encarada como sendo uma das
solucBes mais promissoras e certamente a mais revolucionaria para resolucao desses tipos
de problema. A biolixiviacdo ou biossolubilizacdo é considerada um tratamento biologico
realizado por micro-organismos, que tem como resultante de seu metabolismo, a geragédo
de produtos quimicos como acido mineral, &cidos organicos, polimeros e enzimas. Estes
subprodutos quimicos atacam o rejeito contido no minério, promovendo a sua dissolugédo
e produzindo sua remocéo seletiva (Chime et al., 2011).

Considerando o processo de biossolubilizagcdo, temos que uma parcela
importante de micro-organismos considerados edaficos possuem a habilidade de

mineralizar fosfatos organicos e de solubilizar fosfatos inorganicos presentes no solo, e
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assim permitindo a liberacdo de fosforo assimilavel pelas plantas (Godin, 2013). Varios
s80 0s micro-organismos que tém sido utilizados com consideravel eficiéncia na
solubilizacéo de fosfato, a titulo de exemplo as bactérias (Tahir et al, 2018; Paul e Sinha,
2016; Liu et al., 2015; Solanki et al., 2018; Ghosh et al., 2016; Wei et al., 2018) e os
fungos (Mendes et al., 2014; Xiao et al, 2015; Li et al., 2015; Li et al., 2016; Jain et al.,
2017). Por esse motivo, este estudo fard uso do Aspergillus terreus, isolado do rejeito de
minério de ferro, almejando desfosforar o rejeito de minério de ferro e biossolubilizar o
fosforo em meio liquido, e assim, contribuindo na viabilizacdo de novos estudos
biotecnoldgicos.
2 MATERIAL E METODOS

A amostra de minério de ferro obtida foi proveniente de uma mineradora,
localizada na cidade de Cataldo, Goias (18° 16” 43’ de latitude Sul e 47° 88’ 22” de
longitude Oeste). Sendo separada aproximadamente uma porcdo de 10 kg do residuo
gerado sob o solo da mineradora para posterior realizacdo dos estudos de solubilizagéo
do fosforo pelo Aspergillus terreus.
2.1 Material biologico

O material bioldgico utilizado neste artigo foi o Aspergillus terreus, resultado do

isolamento da amostra de rejeito de minério de ferro, conforme descrito no artigo
experimental “Solubilization of Phosphorus by Isolated Fungus of Iron ore Tailings”, no
Journal of Earth and Environmental Sciences Research, identificado com o DOI:
https://doi.org/10.47363/JEESR/2020(2)134.
2.2 Biossolubilizacdo de fosforo em meio contendo minério de ferro

A amostra de rejeito de minério de ferro foi submetida a digestdo acida, com a
dissolucdo de 1 g de amostra para 10 mL de &cido sulfurico concentrado em cadinho de
porcelana em chapa aquecedora, até evaporacdo incompleta do acido, em seguida foi
filtrada para baldo volumétrico de 100 mL e avolumado com &gua destilada. A
concentragéo de fosforo soltvel no meio foi medida utilizando o equipamento Spectro kit
(Alfakit), visando conhecer o contetudo de fosfato e fésforo na amostra, e em seguida
definicdo da concentracdo de fosforo para o estudo de solubilizacdo de fosforo pelo
Aspergillus terreus.

Foi verificado na amostra de minério de ferro uma concentragéo de 279.44 mg
L de fosfato ou 91.18 mg L de fosforo em 1g de minério de ferro. Por isso, foram
preparados vinte e dois frascos de Erlenmeyers contendo 357.9 mg de minério de ferro

em 100 mL de solugéo, correspondendo a 1000 mg L de fosfato ou 326.3 mg L™ de
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fésforo, com pH em 7.0 £ 0.2 esterilizados a 121 °C por 20 min. Em cada frasco de
Erlenmeyer foi adicionado 3 fragmentos de 4 mm do indculo fungico cultivado em placas
de Petri, e incubados a 30 £ 2 °C e 130 rpm por 7 dias. Foi retirado um frasco de
Erlenmeyer no dia, correspondendo ao tempo zero, e trés frascos de Erlenmeyers em
periodos de 24 horas.

Foram coletadas amostras de cada frasco de Erlenmeyer apds o periodo de 7 dias
de incubacdo e avaliado quanto a concentracdo de fosforo soltvel, com a utilizacdo do
Spectro kit (Alfakit); a atividade de fosfatase acida, a partir da utilizacdo do kit comercial
(Labtest®); a producéo de biomassa pela medicgéo de contetido de massa seca (1AL, 2008);
e ao potencial hidrogenidnico (1AL, 2008).

2.3 Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os pellets do micro-organismo obtidos no estudo da biossolubilizacdo de
fésforo, foram analisados via MEV em microscopio JEOL (JSM 6610), equipado com
EDS Thermo scientific NSS special imaging. As amostras foram submetidas a técnicas
especiais de preparacdo, como fixacdo em glutaraldeido, desidratacdo em concentracdes
ascendentes de acetona, secagem pelo ponto critico de CO, Autosamdri®, montagem da
amostra em “Stub”, e recobrimento de filmes de ouro na amostra pelo sistema de
evaporagdo conhecido como “sputtering” (Denton Vaccum, Desk V), para posterior
conducédo no MEV, visando a realizacdo de observaces morfologicas externas do micro-
organismo e captura de imagens.

2.4 Analise de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Consecutivamente ao estudo de biossolubilizacdo de fésforo, foram coletados
fragmentos do micro-organismo em formato de pellets, foram analisados via MET em
microscopio JEOL (JEM 2100) operado com 100 KeV, equipado com EDS Thermo
Scientific. Para as analises via MET, as amostras foram submetidas a técnicas especiais
de preparacgdo, como fixacdo do material em glutaraldeido, pds-fixacdo em tetroxido de
0smio, desidratagdo em concentragdes ascendente de acetona, infiltragdo em resina, e por
fim a polimerizagdo, para posterior conducdo no MET, visando a realizacdo de
observagdes morfologicas internas ao micro-organismo e captura de imagens.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra de rejeito de minério de ferro revelou possuir uma concentracdo de
91.18 mg L de fosforo em 1 g de rejeito de minério de ferro, equivalendo a um teor de
9.12% de fosforo, sendo considerado entdo um minério de baixa qualidade, devido

possuir uma concentracdo superior a 0.07% de fésforo na composicao do minério de ferro,
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conforme descrito por Ofoegbu (2019), e assim, sendo considerado impréprio para
fabricacéo de ago.

O Aspergillus terreus demonstrou ter grande potencial na solubilizacdo de
fosforo que se encontrava incorporada ao minério de ferro, conforme apresentado na
Tabela 1, revelando uma biossolubilizagdo maxima de 877.67 mg L™ de fosfato e 286.38
mg L de fdsforo, o que corresponde a uma solubilizacdo total de 87.77% do fosforo
presente no minério de ferro, e restando ainda na amostra de mineério de ferro 12.23% de
fosforo que néo foi solubilizado, o que é condizente a um percentual de 1.12% de fosforo
que ainda permanece aderida ao minério de ferro. Na Figura 1A, é possivel observar uma
crescente solubilizacdo do fosforo a partir da amostra de minério de ferro, o que
representa uma significativa interacdo do micro-organismo no processo de transformacao
do fdsforo insoluvel na sua forma soluvel, e assim, ocorrendo a estabilizacdo da
solubilizacdo do fosforo a partir de 168 h de processo. Foi detectado uma solubilizacao
média de 1,70 mg h™ de fosforo pelo processo de biossolubilizago.



Tabela 1: Evolugdo do potencial e verificacdo dos mecanismos de solubilizacdo de fésforo pela estirpe fungica.
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Tempo [PO4*] soluvel [P] soluvel Reducéo de P no Producéo de Velocidade de o Fosfatase acida
(hrs)  (mgLYH+dp (mgLY)+dp minériodeferro% biomassa(mg) +dp crescimento (mg h™) (ULYH +dp
0 0.00 £0.00 0.00 £0.00 0.00 0.0+£0.0 0.0 5.53+0.00 0.000 + 0.000
24 170.33 £5.03 55.58 +1.64 17.03 354.7+0.2 14.8 3.15+0.02 0.198 +0.028
48 353.33+7.77 115.29 £ 2.53 35.33 1201.6 £ 0.6 25.0 290+0.02 0.377+0.047
72 516.33+7.02 168.48 + 2.29 51.63 1261.8+ 1.4 17.5 2.81+0.04 0.543+0.039
96 710.67 +8.50 231.89+2.78 71.07 1278.7+ 1.3 13.3 2.78+0.01 0.685+0.037
120 803.00 £ 7.21 262.02 + 2.35 80.30 1282.1+1.0 10.7 2.75+£0.04 0.833+0.037
144 864.67 + 7.51 282.14 + 2.45 86.47 1284.0+0.8 8.9 2.73+£0.04 0.840+0.011
168 877.67+493 286.38+1.61 87.77 12844+ 1.1 7.6 2.71+£0.03 0.852+0.019

dp: desvio-padréo
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75



76

Segundo os resultados apresentados pela Tabela 1, o Aspergillus terreus
apresentou um 6timo desempenho na producdo de biomassa, sendo observado aumento
progressivo na massa do fungo, resultando numa massa final de 1284.4 mg de biomassa.
Quanto a velocidade de desenvolvimento da massa micelial fungica, foi evidenciado uma
ordem inversa, ou seja, um crescimento nas primeiras 48 h, e ocorrendo posteriormente
uma diminuicdo progressiva na producdo de biomassa, apresentando reducdo da
capacidade de assimilacdo da fonte de fosforo na forma inorgénica e insolavel. A Figura
1B confirma a eficiente capacidade de producdo de biomassa frente a solubilizacdo de
fésforo, sendo verificado o inicio da estabilizacdo de producdo de biomassa a partir de
120 h do processo de biossolubilizacao.

A solubilizacdo do fdésforo se deu através de estratégias bioquimicas exercida
pelo A. terreus, como na producdo de acidos organicos, corroborando diretamente na
dissolucéo do fdsforo insoltvel presente no minério de ferro. Tanto o pH como a fosfatase
acida contribuem como 6timos marcadores de eficécia na biossolubilizagdo, uma vez que
demonstram uma boa correlacdo. Devido a isso a solubilizacdo de fosforo pelo fungo
demonstrou 6tima correlagdo quanto a diminuicdo do potencial hidrogeniénico como no
aumento da atividade enzimatica de fosfatase acida, conforme é averiguado na Tabela 1.
Segundo Godin (2013); Mendes et al., (2014); Li et al., (2016); Wei et al. (2018); Xiang
et al., (2018), a liberacdo de fosfatase acida esta diretamente envolvida na producédo de
acidos organicos, condicao esta responsavel pela reducdo do pH, e assim, este tipo de
correlagdo demonstrada pela Figura 1C e 1D evidenciam exatamente o0 comportamento
de reducdo do pH e de liberacdo de fosfatase acida no meio, que seja pela liberagdo de
prétons ou pela producdo de acidos orgéanicos, é considerado com sendo o principal
mecanismo empregado na solubilizacdo do fésforo a partir do minério de ferro.

As imagens geradas pelo MEV, demonstradas na Figura 2, exibem as
microfotografias da estrutura externa do Aspergillus terreus, contribuindo com as
observacdes dos aspectos morfoldgicos e estruturais do micélio fangico apos o contato
com o minério de ferro. As imagens referem-se aos periodos de tempo zero, 72 e 168 h
do processo de solubilizacdo do fdsforo. As imagens obtidas exibem uma grande
quantidade de estruturas filamentosas de tamanho variavel, que se concentram juntas ao
minerio de ferro (Figuras 2A, 2D e 2G). Essas estruturas demonstraram grande interacao
com o minério de ferro, que em conjunto com a atividade enzimatica, na forma de
fosfatase acida, se confirmou étima capacidade de solubilizar o fésforo na forma

inorganica e insoluvel (Figuras 2B, 2E e 2H). As Figuras 2C, 2F e 21, na etapa final da
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solubilizacdo do fosforo, revelaram a presenca de esporangios em desenvolvimento em

meio aos filamentos, e assim, promovendo a fixagdo e perpetuacdo da espécie flngica no

meio, atraves da reproducéo.

Fig. 2: Imagens das observacGes morfoldgicas externas do fungo por MEV, representando
a solubilizacdo do fosforo no mineério de ferro: A, B e C no tempo zero; D, E e F no tempo
de 72 h; e G, H e I no tempo de 168 h. Imagens com resolugdo do fungo de (A) x500 e
50 pm, (B) x1000 e 10 um, (D) x3500 e 5 pum, e (D) x500 e 50 um, (E) x1000 e 10 pum,
(F) x2000 e 10 pm, (G) x500 e 50 pm, (H) x1000 e 10 pum, (I) x3500 e 5 pum.

Com a finalidade de observar a morfologia e a dispersdo das amostras flngicas,
e consequente averiguacdo da solubilidade e liberacdo de ions fosforo para a solucao,
foram obtidas as microfotografias da estrutura interna das células do Aspergillus terreus,
através da microscopia eletronica de transmissdo (MET). As imagens obtidas pela MET,
demonstradas na Figura 3A, B e C, indicam a presenga de estruturas aparentemente
“vazias”, globulares ou ovais, ndo apresentando estrutura interna aparente, que seja
compativel com a presenca de um sistema vacuolar bastante desenvolvido. A auséncia

dessas organelas contribui para a ndo realizacdo da atividade de osmoregulagdo, do
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controle da composicdo citoplasmatica e armazenamento intracelular de materiais pela
biomassa flngica, o que permite que o fosforo seja solubilizado no meio liquido em que

Se encontra.

Fig. 3: Imagens das observacdes morfoldgicas internas do fungo por MET, representando

a solubilizacdo do fosforo no mineério de ferro: A, B e C no tempo zero; D, E e F no tempo
de 72 h; e G, H e I no tempo de 168 h. Imagens com resolucéo do fungo de (A) x1500 e
5 um, (B) x1200 e 5 um, (C) x1500 e 5 pum, e (D) x5000 e 1 um, (E) x5000 e 1 pm, (F)
x5000 e 1 pm, (G) x5000 e 1 pm, (H) x5000 e 1 pm, e (I) x5000 e 1 pum.

Na Figura 3D e G, demonstram a parede celular do fungo que é formada por
diversas camadas, apresentando uma camada interna translucida elétron densa, e isso se
deve principalmente a constituicdo desta parede celular, que segundo a Bertolazzi et al.
(2018), esta estrutura é geralmente formada por agUcares, proteinas, quitina e cinzas, com
destaque para o -1,3 glucanos que se encontram em grande quantidade nas extremidades
das hifas. As imagens das Figuras 3E e H evidenciam um grande namero de granulos de
polifosfatos, apresentados encapsulados em vesiculas eletro densas, servindo como
reservatorio de fdsforo, que segundo Kornberg et al. (1999), atua como uma fonte
alternativa de ligagdes de alta energia e também como um tampdo contra condigdes

alcalinas e contra metais. Ja as imagens 3F e | é perceptivel o rompimento dos vacuolos
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e desorganizagdo dos contetdos celulares, além de também na fragmentagéo da parede
celular, como na diminuicdo de sua espessura e organizagao, o que pode ser considerado
um indicativo de degeneracéo celular. E sugestiva a interpretacdo que durante o processo
de solubilizacdo de fosforo ocorre uma intensa sintese que € promovida pela membrana
plasmaética, ou seja, um aumento progressivo da sintese e volume citoplasmatico, e uma
hipertrofia e movimento dos vactolos, com uma intensa ativacéo geral de metabolismo,
como exemplo, exercida pela atividade enzimatica de fosfatase acida.
4 CONCLUSAO

Em conformidade com as informacges deste estudo, a solubilizacdo do fésforo
pelo Aspergillus terreus, ou seja, proveniente do minério de ferro, obtido na mineradora
de Cataldo, resultou numa eficiente solubilizacdo do fdésforo inorganico e insolavel,
demonstrando ser uma tecnologia promissora e sugestiva em sua aplicacao, constituindo
como alternativa para reduzir custos de producdo e estabelecer uma condicdo de
sustentabilidade do sistema de mineracdo, contribuindo numa melhor qualidade do
minério de ferro e numa provavel utilizacdo do fosforo soltvel, como por exemplo, na
producdo de fertilizantes fosfatados.
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PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO Aspergillus terreus.

RESUMO
Os fungos s@o uma promissora fonte alternativa de petroleo para a producdo de biodiesel
ainda muito pouco conhecida. A identificacdo de uma espécie com caracteristicas
desejaveis € um componente fundamental para alcancar a viabilidade econdémica do
processo. O estudo almejou realizar a avaliacdo do Aspergillus terreus em diferentes
meios de cultivo e diferentes temperaturas, a producdo de biomassa fingica e em
consonante obter o perfil de ésteres metilicos de &cidos graxos. A biomassa fangica
revelou que no meio NBRIP tanto na temperatura de 29 °C como a 36 °C, real potencial
e promissor na producdo de biodiesel, devido apresentar valores quantitativos na
producdo de acidos graxos saturados (SFA), ao qual apresentam 6timas propriedades de
combustdo, alcancando valores de 35,89 e 34,89 %, para as temperaturas de 29 °C e 36
°C, respectivamente. Outra condi¢do também considera importante se diz respeito aos
teores de TUFA com 1,31% e pela auséncia de PUFA, que sdo valores inferiores
conforme descrito na norma europeia EN 14214, responsavel por qualificar o teor de
FAME para producéo de biodiesel, definindo valores maximos de 12% de TUFA e 1%
para PUFA, ja que os mesmos proporcionam baixa estabilidade oxidativa ao
biocombustivel. Conforme observado quanto ao perfil de FAME da biomassa de
Aspergillus terreus, a mesma demonstrou-se ser uma promissora fonte energética na

producdo de biodiesel.

Palavras-chave: Aspergillus terreus, biodiesel, temperatura, acidos graxos saturados,
NBRIP.
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1 INTRODUCAO

As medidas metricas de diversidade microbiana colocam as comunidades de
fungos nativos como as mais ricas espécies, sendo encontrados 4.763 fungos quando
submetidos aos filtros de bioinformética (Maron et al., 2018). Os fungos possuem
necessidades nutricionais consideradas relativamente simples, e por isso a maioria das
espécies seriam capazes de sobreviver perfeitamente em condigdes aerdbias, quando
fornecido nutrientes como a glicose, sais de aménio, ions inorganicos e também alguns
fatores de crescimento (Martin et al.,, 2019). Os fungos micorrizicos arbusculares
vesiculares, considerados simbiontes, s&o uma excecao ao descrito anteriormente, devido
requererem um parceiro para o crescimento, como as plantas para o seu cultivo (Bholay,
Barbosa e Jadhav, 2018).

Os requisitos elementares para sobrevivéncia dos fungos sao classificados em
macronutrientes, que sdo fornecidos em concentragdes milimolares, e micronutrientes,
que sdo disponibilizados em concentracbes micromolares (Maron et al., 2018). Os
macronutrientes compreendem fontes essenciais de carbono, nitrogénio, oxigénio,
enxofre, fosforo, potassio e magnésio. J& 0s micronutrientes correspondem aos elementos
denominados oligoelementos ou elementos tragos, como o célcio, cobre, ferro, manganés
e zinco (Martin et al., 2019).

Alguns fungos sdo considerados oligotroficos, ou seja, apresentam a capacidade
de sobreviver em ambientes com uma oferta muito limitada de nutrientes, crescendo em
ambientes inospitos, de elevada acidez e em temperaturas acima de 37° C, atuando na
capitacdo de pequenas quantidades de compostos organicos volateis da atmosfera (Velez
et al., 2018). Os quimiotréfagos sdo fungos que precisam de formas fixas de compostos
organicos, que variam desde simples hexoses como glicose a alguns tipos de
polissacarideos como amido e celulose, como forma de suprimento de carbono e energia
(Meena e Siddhardha, 2019).

A exploragdo sustentavel dessa biodiversidade tem contribuido na descoberta de
fungos visando sua utilizagdo como fonte de produtos comercialmente exploraveis, e
dentre os produtos que podem ser obtidos dessa enorme biodiversidade sdo os acidos
graxos, que sdo importantes para a saude humana, demonstrando potencialidades na
producdo de aditivos alimentares ou farmacéuticos, e isso se deve as suas atividades
biolégicas (Maron et al., 2018; Tonato et al., 2018). Outra aplicabilidade dos acidos
graxos desenvolvidos pelos fungos seria sua incorporacdo em ragdo animal e outra

também na producdo de biodiesel, a partir da conversdo de triacilglicerideos em metil
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ésteres de acidos graxos, realizado pelo sistema enzimatico, as lipases, denominado
FAME, (Sitepu etal., 2019).

Nosso estudo teve como objetivo verificar duas questdes importantes no cultivo
de fungos. Em primeiro lugar, a influéncia da composicdo nutricional e da temperatura
no desenvolvimento fangico em diferentes meios de cultivo. Em segundo lugar, a
composicéo do perfil de &cidos graxos na biomassa do Aspergillus terreus.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material biologico

O material biol6gico utilizado neste artigo foi o Aspergillus terreus, resultado do
isolamento da amostra de rejeito de minério de ferro, conforme descrito no artigo
experimental “Solubilizac¢do de fésforo por fungo isolado de rejeito de minério de ferro”.
2.2 Meios de crescimento

O Aspergillus terreus foi posto primordialmente em trés diferentes meios de
crescimento, conforme apresentado na Tabela 1. Todos os meios foram dissolvidos em
agua destilada, e esterilizados a 121 °C por 20 minutos.

2.3 Producdo da biomassa fungica

Para a producéo da biomassa fungica, foram adicionados trés fragmentos de 4
mm do micélio microbiano, cultivado em placas de Petri contendo PDA a 30 + 2 °C por
7 dias, para Erlenmeyers contendo os trés meios de cultivo, apresentados pela Tabela 1,
em triplicata, submetidas separadamente nas temperaturas de 29 °C e posteriormente a 36
°C. Para avaliag&o visual, os meios foram incubados e retirados nos tempos zero, 72 horas
e 168 horas, submetidos a 130 rpm na incubadora. Apés cada periodo, foi feita uma
avaliacdo visual dos meios e retirada uma fotografia. Em seguida, os meios do periodo de
168 horas foram filtrados a vacuo, separando a biomassa do meio liquido. As biomassas
dos meios foram secas em dessecador, e colocada em eppendorf®, para realizacdo de
ensaio analitico de composicao de acidos graxos. Para realizacao da composic¢do de &cidos
graxos na biomassa fungica, as amostras foram identificadas como Al. A2 e A3,
equivalendo ao crescimento nos meios NBRIP, uso geral e 9K-glicose, respectivamente,
na temperatura de 29 °C, e sendo feito da mesma maneira para as amostras B1, B2 e B3,

mas na temperatura de 36 °C.



Tabela 1: Constituicdo elementar dos meios de enriquecimento e crescimento.

Meios de Crescimento %

Reagentes Férmula

NBRIP Uso geral 9K-glicose
Glicose CesH1206 1,0 1,0 1,0
Cloreto de magnésio hexahidratado MgCl,.6H>0O 0,5 - -
Sulfato de magnésio heptahidratado MgSQO4.7H20 0,025 0,1 0,05
Sulfato de aménio (NH4)2SO4 0,01 - 0,3
Nitrato de calcio Ca(NO3): - - 0,0013
Sulfato de ferro heptahidratado FeSQO4.7H20 - - 0,001
Cloreto de potéssio KCI 0,02 - 0,01
Cloreto de sodio NaCl - 0,1 -
Cloreto de amonio NH4CI - 0,5 -
Fosfato de célcio Cas(OH)(POa4)3 0,5 0,5 0,5
Ph 7.0+£0,2 7,2+0,2 45+0,2
Referéncia Nautiyal, 1999, Vermaetal., 2001,  Silverman e Lundgren, 1959,

modificado.

modificado.

modificado.
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2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os pellets fungicos do periodo de 168 horas obtidos do meio NBRIP, foram
analisados via MEV em microscopio JEOL (JSM 6610), equipado com EDS Thermo
scientific NSS special imaging. As amostras foram submetidas a técnicas especiais de
preparacdo, como fixacdo em glutaraldeido, desidratagdo em concentragGes ascendentes
de acetona, secagem pelo ponto critico de CO. Autosamdri®, montagem da amostra em
“Stub”, e recobrimento de filmes de ouro na amostra pelo sistema de evaporagdo
conhecido como “sputtering” (Denton Vaccum, Desk V), para posterior condu¢ao no
MEV, visando a realizacdo de observagdes morfoldgicas externas do Aspergillus terreus
e captura de imagens.

2.5 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Consecutivamente, foram coletados fragmentos fangicos em formato de pellets,
referente ao periodo de 168 horas do meio NBRIP, para analise via MET em microscopio
JEOL (JEM 2100) operado com 100 KeV, equipado com EDS Thermo Scientific. Para
as analises via MET, as amostras foram submetidas a técnicas especiais de preparacao,
como fixacdo do material em glutaraldeido, pos-fixacdo em tetroxido de GOsmio,
desidratagdo em concentragdes ascendente de acetona, infiltracdo em resina, e por fim a
polimerizagdo, para posterior condugdo no MET, visando a realizagdo de observagdes
morfologicas internas do Aspergillus terreus e captura de imagens.

2.6 Transesterificacdo direta (DT)

O procedimento de transesterificacdo direta da biomassa fungica foi realizado
utilizando o método de Hartman & Lago adaptado a microescala, conforme descrito por
Soares et al. (2014). O conteudo superior, contendo o FAME, foi coletado e analisado por
cromatografia gasosa. Para calcular o teor de ésteres na biomassa, 1,0 mL foi removido
da fase heptanica, obtido via DT, e transferido para um frasco Eppendorf®, previamente
tarado. As amostras foram deixadas em dessecador para a evaporacdo do solvente até a
massa do FAME atingir o peso constante. O teor de ésteres foi obtido pela relacéo entre
a massa de FAME e a massa de biomassa inicial utilizada no procedimento de DT.

2.7 Composic¢ao de 4cidos graxos

A composicdo dos acidos graxos na forma de ésteres metilicos foi feita por
cromatografia gasosa (HRGC-FID) utilizando o Agilent 7890 equipado com detector de
ionizacdo por chama (FID), e um injetor split/splitless para analisar a composi¢do do
FAME. A coluna capilar foi a DB-WAX (30m x 0,25mm x 0,25 pm). A temperatura

inicial do forno era de 70 °C, sendo aquecida a uma taxa de 10 °C min™ até 240 °C, e
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mantida a essa temperatura por 13 minutos. Aqueceu-se novamente a uma taxa de 5 °C
min até 250 °C. A temperatura do injetor foi mantida a 310 °C no modo dividido com
uma razdo de 10:1, e um volume de injecdo de 2 L. O detector foi mantido em 310° C.
Foi utilizado o hidrogénio 5,0 como gas carreador a uma velocidade linear de 42 cm s,
e também o nitrogénio 5,0 como gas auxiliar a uma taxa de 20 mL min™.

Os FAMEs foram identificados por comparacdo com os tempos de retencdo das
amostras de composic¢do conhecida como o 6leo de soja, amendoim e crambe (Crambe
abyssinica) através da analise dos padrdes de referéncia FAME (Nu-Check-Prep®) por
cromatdgrafo gasoso (HRGC-MS) Shimadzu 17A acoplado a um espectrémetro de massa
Shimadzu QP 5050, com interface a 280 °C. O Hélio foi utilizado como géas de arraste a
38 cm st As condicBes operacionais para forno, injetor e coluna foram as mesmas
utilizadas para HRGC-FID. Cada amostra foi injetada trés vezes por HRGC-FID e
HRGC-MS.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As imagens obtidas pelo MEV, exibem as imagens microfotograficas da
estrutura externa do Aspergillus terreus, atribuindo as observacdes dos aspectos
morfoldgicos e estruturais do micélio fungico, conforme apresentado na Figura 1,
revelaram a exibi¢do de uma grande quantidade de estruturas filamentosas de tamanho
variavel. E possivel também observar a presenca de esporangios em desenvolvimento em
meio aos filamentos, responsaveis por promover a fixacdo e perpetuacdo da espécie
fangica.

Ja nas imagens produzidas pelo MET, trazem as observacdes microfotograficas
da estrutura interna do Aspergillus terreus, exibindo observac6es morfoldgicas e de
dispersdo das amostras fungicas, conforme demonstrado pela Figura 2. As imagens
apresentam a presenca de estruturas aparentemente “vazias”, com estruturas globulares
ou ovais, sem a percepcdo de presenca de estruturas internas aparente, que se destacam

com a presenca de um sistema vacuolar bastante desenvolvido.
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Figura 1. Captura de imagens pelo MEV visando realizar observa¢es morfoldgicas
externas do fungo, do meio NBRIP do periodo de 168 horas. Imagens com resolu¢do do

fungo de (a) x2000 e 10 pum, (b) x1000 e 10 pum, (c) x500 e 50 pm, e (d) x250 e 100 pum.

I~

Figura 2: Captura de imagens pelo MET visando realizar observagGes morfologicas
internas do fungo, do meio NBRIP do periodo de 168 horas. Imagens com resolugdo do
fungo de x5000 e 1 pum.
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Os meios de cultivo NBRIP e 9K-glicose sdo os de maior composicao
nutricional, conforme apontado pela Tab. 1, sendo cada nutriente responséavel pela
funcionalidade vital da celula fangica. Segundo Walker e White (2018), os
macronutrientes carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), enxofre (S), fosforo (P),
potéssio (K), magnésio (Mg), e os micronutrientes célcio (Ca), ferro (Fe), que compde 0s
meios de cultivo representados na Tabela 1, sdo necessario para o crescimento celular do
fungo. O carbono (presente na glicose), tém a funcdo estrutural da célula fangica quando
em combinacdo com hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, atuam como fonte de energia; o
nitrogénio (presente em sais de NH4*, uréia, e aminoécidos), atua estruturalmente e
funcionalmente em proteinas e enzimas; o oxigénio (presente no ar, O), funciona como
substrato para enzimas oxidativas respiratdrias e outras funcdes mistas, sendo essencial
para o ergosterol e a sintese de acidos graxos insaturados; o enxofre (presente em sulfatos
e metioninas), € disponibilizado para composicao de aminoécidos sulfurados e vitaminas;
o fosforo (presente em fosfatos), atua na transducdo energética, compondo o &cido
nucleico e a estrutura da membrana; o potassio (presente em sais de K*), é responsavel
pelo equilibrio iénico da célula, atuando na atividade enzimatica; o magnésio (presente
em sais de Mg?*), atua na atividade enzimatica, constituindo a estrutura celular e as
organelas; o calcio (presente em sais de Ca?"), sendo responsavel como segundo
mensageiro na transducdo de sinal; e o ferro (presente de sais férricos, quelagio do Fe3*
por sideréforos e liberacio de Fe?* dentro da célula), estd contido numa pequena
hemoproteina, denominada de citocromo, que € responsavel por efetuar o transporte de
elétrons.

Os meios de cultivo NBRIP e uso geral demonstraram grande potencial no
desenvolvimento da biomassa flngica, respectivamente nesta ordem, na temperatura de
29°C em relacdo aos outros meios de cultivo, conforme demonstrado pela Figura 3. Esta
condigdo foi favoravel devido & constitui¢do nutricional elementar dos dois meios de
cultivo, que tém em comum componentes em quantidades superiores aos outros meios
como Mg?* e sais de NH4* que atuam exclusivamente na estrutura e funcionalmente na
célula fangica, além da presenca de um agucar (glicose) tendo o carbono como elemento
essencial para fornecimento de energia. O pH em torno de 7 também contribuiu de forma
eficiente na producdo da biomassa fungica tdo somente para 0s meios de cultivo NBRIP

e uso geral, apesar de maior parte dos fungos terem seu crescimento 6timo em pH acido.
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Figura 3: Perfil dos meios de cultivo (NBRIP, uso geral, 9K-glicose e 9K), submetido a
trés periodos de incubacdo (zero, 72 e 168 horas), sob temperatura de 29 ° C.

NBRIP Uso geral 9K-glicose
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Figura 4: Perfil dos meios de cultivo (NBRIP, uso geral e 9K-glicose), submetido a trés
periodos de incubacdo (zero, 72 e 168 horas), sob temperatura de 36 ° C.

Entretanto, 0 meio 9K-glicose demonstrou grande afinidade de crescimento e
producdo de biomassa na temperatura de 36 °C, quando comparado aos outros meios de

cultivo, conforme demonstrado na Figura 4. Pelo fato do meio 9K-glicose apresentar uma
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condicdo consideravel indspita para desenvolvimento microbiano, devido se encontrar
com temperatura alta e pH acido, ficou evidente que o fungo demonstrou potencialidade
satisfatoria no desenvolvimento de biomassa, quando comparado aos meios NBRIP e uso
geral.

Quando comparado quanto ao contetdo da biomassa fungica produzida entre os
meios NBRIP & 29 °C e 9K-glicose & 36 °C, 0s mesmos meios demonstram bastante
semelhantes na producdo de biomassa, com maior destaque para 0 meio NBRIP, devido
apresentar maior volume em conteldo de biomassa fungica, com pellets esféricos
menores e mais dispersos no meio reacional, por compara¢do no meio 9K-glicose os
pellets apresentam formato esférico de maior tamanho dispersos no meio reacional.

Foram identificados 16 ésteres metilicos de acidos graxos nas amostras fangicas
do Aspergillus terreus, conforme demonstrado na Tabela 2, variando de C14:0 & C24:0,
e segundo a Figura 3 o C16:0, C18:0, C18:1 cis9 e C18:2 cis9, 12, ou seja, 0s &cidos
graxos hexadecanoico (palmitico), octadecenoico (estearico), cis-9-octadecenoico
(oleico) e cis-9,12-octadecadienoico (linoleico), respectivamente, sdo considerados 0s
ésteres metilicos majoritarios. Esses ésteres metilicos, no meio NBRIP 429 °C e a 36 °C,
representam 93,27% e 96,63%, respectivamente, a constituicdo total de &cidos graxos no
fungo, agora, no meio de uso geral 4 29 °C e a 36 °C, ¢é de 96,05% e 94,49%, na devida
ordem, representa o conteudo total de acidos graxos no fungo, ja no meio 9K-glicose a
29 °C e a 36 °C, ¢é representado por 95,97% e 95,20%, nesta ordem, a constitui¢édo total
de &cidos graxos na biomassa fungica.

O C16:0, demonstrou maior teor de &cidos graxos no meio de cultivo 9K-glicose,
com valor de 18,06% de éster metilico, na temperatura de 36 °C, e 0 C18:0, revelou maior
desempenho produtivo da ordem de 15,72% no meio NBRIP na mesma temperatura, ou
seja, a 36 °C, ja 0 C18:1 cis9 alcancou uma produtividade de 47,06% no meio 9K-glicose,
na temperatura de 29 °C, enquanto que o éster metilico C18:2 cis9, 12, com valor de
33,08% no meio uso geral, na temperatura de 36 °C.

Considerando os meios de cultivos na temperatura de 29 °C, tanto o meio
NBRIP, com os ésteres metilicos C18:0 e C18:2 cis9, 12, como o meio 9K-glicose com
os ésteres metilicos C16:0 e C18:1 cis9 demonstraram maiores rendimentos na producgéo
de &cidos graxos. Agora, observando os meios de cultivos na temperatura de 36 °C, o
meio de uso geral obteve maior rendimento na producéo de ésteres metilicos para o C16:0
e C18:2 cis9, 12, entretanto os &cidos graxos C18:0 e C18:1 cis9 revelaram maior

rendimento nos meios de cultivo NBRIP e 9K-glicose, respectivamente.
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Esteres metilicos de &cidos graxos

Contetdo (%) + dp

Al A2 A3 Bl B2 B3
C14:0 Tetradecanoico 0,25+ 0,03 0,16 £0,01 0,33+0,01 0,22 £ 0,00 0,51+0,09 0,25+ 0,00
C15:0 Pentadecanoico 0,18 +0,00 0,25+ 0,00 0,21 + 0,00 0,18 +0,00 0,35+ 0,06 0,26 + 0,00
C16:0 Hexadecanoico 15,36 £ 0,18 14,04 + 0,12 17,79+ 0,16 16,36 + 0,50 18,06 + 0,85 17,76 £ 0,01
C16:1 cis7 cis-7-Hexadecenoico 0,21+ 0,02 0,52+0,01 0,82 £0,01 0,19+ 0,00 0,95+0,01 0,52+ 0,00
C17:0 Heptadecanoico 0,51+0,01 0,49 £ 0,00 0,22 £ 0,00 0,53+0,00 0,33+0,02 0,51+0,00
C17:1cis7 cis-7-Heptadecanoico 0,11 +0,01 0,24 + 0,00 0,15+ 0,00 0,12+ 0,01 0,22 + 0,02 0,25+0,01
C18:0 Octadecenoico 15,01 £ 0,33 6,92+ 0,01 6,10 £ 0,02 15,72 £ 0,01 4,73+0,24 7,12 £ 0,00
C18:1 cis9 cis-9-Octadecenoico 34,27 + 0,58 46,85 + 0,10 47,06 + 0,10 35,26+ 0,21 38,62+ 0,29 42,74+ 0,10
C18:2 cis9,12 cis-9,12-Octadecadienoico 28,63 +0,21 28,24 £ 0,01 25,02 £ 0,09 29,19+0,19 33,08 + 0,04 27,58 £ 0,03
C18:3 ¢is9,12,15 cis-9,12,15-Octadecatrienoico 0,18 £ 0,00 0,28 £ 0,00 0,32+£0,01 0,18 £ 0,00 1,31+1,11 0,07 £ 0,00
C19:0 Nonadecanoico 2,87+£0,45 0,07 £ 0,04 0,29+0,21 0,11+ 0,04 0,06 £ 0,02 0,57 £0,12
C20:0 Eicosanoico 0,75+ 0,02 0,48 £ 0,00 0,34 +£0,00 0,77 £ 0,00 0,32 £0,02 0,59+ 0,00
C20:1 cis11 cis-11-Eicosanoico 0,10+ 0,02 0,29+0,01 0,30+£0,01 0,09+ 0,01 0,23+0,03 0,21+ 0,00
C20:2 cisl1,14 cis-11,14-Eicosanoico 0,10 + 0,03 0,17+ 0,00 0,21 +0,00 0,21+0,12 0,22 + 0,05 0,16 + 0,00
C22:0 Docosanoico 0,40+ 0,02 0,35+0,01 0,22+0,01 0,36+ 0,01 0,31+ 0,06 0,42+0,01
C24:0 Tetracosanoico 0,45+0,01 0,65+0,01 0,62 £0,01 0,52+002 0,71+0,18 0,98 £0,01
~SFA 35,89+0,12 23,65+ 0,02 26,27 £ 0,04 34,89 + 0,06 25,60 £ 0,17 28,71 +0,01
SMUFA 34,58 + 0,16 47,66 + 0,03 48,18 + 0,03 35,54 + 0,06 39,80 + 0,09 42,70 + 0,03
~DUFA 28,73+0,12 28,41+ 0,01 25,23 + 0,05 29,40 £ 0,16 33,30 £ 0,05 27,74 £ 0,02
XTUFA 0,18 £ 0,00 0,28 £ 0,00 0,32+£0,01 0,18 £ 0,00 1,31+1,11 0,07 £ 0,00
YUFA 64,11 +0,12 76,35+ 0,02 73,73+ 0,03 65,11 + 0,08 74,40 £ 0,22 71,29 £ 0,02

dp - desvio padrdo; ¥ — somatorio; SFA — &cidos graxos saturados; MUFA — acidos graxos monoinsaturados; DUFA — &cidos graxos di-insaturados; TUFA — &cidos

graxos tri-insaturados; UFA — acidos graxos insaturados. Al e B1 — meio NBRIP; A2 e B2 — meio de uso geral; e A3 e B3 — meio 9K-glicose.
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Ao observar a temperatura, os ésteres metilicos C16:0, C18:0 e C18:2 cis9, 12,
na temperatura de 36 °C, correspondentes aos meios de uso geral, NBRIP e 9K-glicose,
respectivamente, confirmam os maiores rendimentos na producdo de &cidos graxos,
enguanto que na temperatura de 29 °C, o C18:1 cis9 no meio 9K-glicose, foi o Unico que
exibiu maior eficiéncia na producdo de &cido graxo.

Fazendo uma correlacdo entre os meios de cultivos e as temperaturas de
cultivo do fungo filamentoso, os meios NBRIP e 0 9K-glicose e a temperatura de 36 °C
foram as condicdes ideais de maior rendimento na producéo de ésteres metilicos de acidos
graxos. Dentre os dois meios de cultivos, 0 meio 9K-glicose foi aquele que melhor
desempenhou com maior eficiéncia na producdo de &cidos graxos, revelando que na
condicdo acida de 4,5 £ 0,2, o fungo filamentoso desempenha maior efetividade produtiva
de &cidos graxos.

As amostras fungicas apresentaram até 1,31% de acidos graxos tri-insaturados
(TUFA) e auséncia de poli-insaturados (PUFA), o que sdo valores inferiores ao descrito
na norma europeia EN 14214, que qualifica o teor de FAME para o biodiesel, o qual
defini o limite maximo de 12% para TUFA e 1% para PUFA (EUROPEAN UNION,
2010). Tal determinacdo é justificada pelo fato dos tais acidos graxos insaturados
classificados como TUFA e PUFA proporcionarem baixa estabilidade oxidativa ao
biocombustivel, apesar de melhorarem as propriedades de escoamento (Knothe, 2005).
Enquanto que os SFA apresentam 6timas propriedades de combustdo, mas podem causar
problemas de escoamento a frio (Jeong et al., 2008). Diante disso, é perceptivel que as
amostras flungicas estudadas aparentam ter grande potencial como biomassa para serem
usadas como matéria-prima para producao de biodiesel.

A avaliacdo de FAME revelou que as amostras do Aspergillus terreus
apresentaram maiores teores de acidos graxos insaturados (64,11 a 76,35%) a 29 °C e
(65,11 a 74,40%) a 36 °C do que saturados (23,65 a 35,89%) a 29 °C e (25,60 a 34,89%)
a 36 °C. Dentre os meios de cultivo empregados no estudo, 0 meio NBRIP revelou tanto
na temperatura de 29 °C como a 36 °C, grande potencial na produgéo de acidos graxos
saturados, alcancando valores de 35,89 e 34,89%, respectivamente. Os &cidos graxos
palmitico (C16:0) e estearico (18:0) surgiram como os principais acidos graxos saturados
na biomassa fingica no meio NBRIP na temperatura de 29 °C, compondo valores de 15,36
e 15,01%, respectivamente cada, revelando como possivel biomassa e condicdes fisicas

e quimicas com capacidade na producéo de biodiesel.
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4 CONCLUSOES

A biomassa de Aspergillus terreus demonstrou ser uma fonte promissora na
producdo de acidos graxos saturados em meio NBRIP, quando observado o perfil de
FAME tanto na temperatura de 29 °C como na de 36 °C, sendo neste ultimo observado
um pequeno percentual a mais de SFA. O pH baixo, ou seja, 0 meio 4cido demonstrou
ser um fator preponderante de eficicia na produgédo de compostos acidos, como os &cidos
graxos, produto da conversdo do triacilglicerideo em metil ésteres de acidos graxos, por
meio do sistema enzimatico de lipases para producéo de biodiesel, condicdo que também
revelou ser de extrema importancia para o desenvolvimento e perpetuacdo da espécie
fangica, mesmo que sendo em ambiente adverso. Assim, mesmo que ndo tenhamos
atualmente qualquer processo industrial de otimizagdo e producdo de biomassa fungica
capaz de produzir biodiesel de seu conteido de FAME, ainda é possivel produzir tal
biocombustivel de interesse e talvez em quantidades semelhantes ou mesmo maiores que
as fontes convencionais. Isso nos traz a luz do conhecimento na realizacdo de estudos
almejando a producdo de &cidos graxos saturados na producao de biodiesel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A tecnologia de biossolubilizacéo, ja conhecida no ramo da ciéncia, demonstrou
neste estudo ser uma tecnologia bastante eficaz em seus efeitos na solubilizacdo do
fosforo inorgénico e insoltvel. O referido trabalho traz a luz do conhecimento que o
Aspergillus terreus, isolado a partir do rejeito de minério de ferro, apresentou por meio
dos atributos fisicos e quimicos apresentados neste estudo reais possibilidades de
aplicabilidade da solubilidade do componente elementar fosforo tanto em meio conhecido
de fosforo, como fosfato de célcio, Cas(OH)(PO4)3, como em meio contendo o proprio
rejeito de minério de ferro. N&o foram encontrados estudos na literatura que demonstram
0 A. terreus como biomassa capaz de solubilizar fésforo, e por isso, sendo este 0 primeiro
trabalho original relatado com atividade inovadora de biosolubilizacdo de fésforo em
rejeito de minério. A biossolubilizacao, revelou ser uma importante ferramenta em nossas
mé&os, uma excelente tecnologia e sugestiva em sua aplicagdo, constituindo numa
alternativa para reducdo de custos de producdo e estabelecimento de uma condigéo de
sustentabilidade do sistema de mineracdo, contribuindo numa melhor qualidade do
minério de ferro e numa provavel utilizacdo do fosforo solavel, como por exemplo, na
producio de fertilizantes fosfatados. E sugestivo que outros trabalhos venham a ser
realizados visando a remocéo e ou utilizagdo do fésforo contido no meio reacional, na
aplicacdo de diferentes biotecnologias, como exemplo, na biofertilizacéo.

O A. terreus demonstrou ser uma 6tima biomassa na obtencao de acidos graxos
saturados, SFA, ja que apresentam Otimas propriedades de combustdo, sendo uma
importante biomassa promissora na producao biodiesel, uma vez que 0 mesmo apresentou
baixo teor de TUFA, 1,31%, e auséncia de PUFA, quando comparado com a norma
europeia EN 14214, que define como limite maximo de TUFA em 12% e PUFA em 1%,
ja que os mesmos proporcionam baixa estabilidade oxidativa ao biocombustivel.

Foi realizado um estudo de viabilidade celular do Acutodesmus obliquus,
visando conhecer a maior condicdo de conservacdo da microalga, seja ela por
refrigeracdo, congelamento ou congelamento com uso de substancias crioprotetoras,
como o DMSO, Gli e Poli. A conservacdo por resfriamento e congelamento com
substancias crioprotetoras do A. obliquus demonstraram satisfatoriamente eficiente,
sendo evidente a possibilidade a conservacgdo por esses métodos por tempo prolongado.
Este estudo seria uma continuacgdo do trabalho de solubilizacdo de fosforo do rejeito de

minério de ferro pelo A. terreus, com o comprometimento do tempo das atividades
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laboratoriais no ano de 2020, ndo foi possivel dar sequéncia na remogdo do fosforo
solubilizado pelo A. obliquus, como possivel utilizagdo como biofertilizante.
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ESTUDO DE VIABILIDADE CELULAR DO Acutodesmus obliquus

RESUMO

O desenvolvimento e validacdo de métodos eficientes de conservacdo de microalgas é
essencial para o estabelecimento e constituigdo de cole¢des de culturas de longo prazo,
assim como também na programacéo para melhoramento e possivel modificacao genética
de algas. Entretanto, cada espécie de microalga demonstra repostas consideradas
imprevisiveis, e assim, dificultando a padronizacéo de métodos universais até 0 momento.
Os resultados apresentados neste estudo indicam o tempo como fator limitante para
conservacao do A. obliquus, nos métodos de conservacao por refrigeracao, congelamento
e congelamento com uso de crioprotetores, como DMSO, Gli e Poli. O congelamento
com uso de substancias crioprotetoras demonstraram satisfatoria eficiéncia na
conservacdo da microalga, e assim, como também de forma surpreendente na
conservacao por refrigeracdo. Como ja sabido, a conservacdo por somente congelamento
demonstrou baixa eficiéncia, uma vez que é causada a ruptura das células pela formacéo
de cristais de gelo em seu interior, e assim, inviabilizando a conservacdo da microalga de
forma mais prolongada. O estudo evidenciou com eficacia a conservagdo do A. obliquus
por refrigeracdo e por congelamento com o uso de substancias crioprotetoras citadas neste
trabalho.

Palavras-chaves: Acutodesmus obliquus, Viabilidade celular, Congelamento,

Resfriamento, Substancias crioprotetoras.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo seres muito diversos presentes em sistemas aquaticos, sao
considerados seres fotoautotréficos, ou seja, possuem a capacidade de sintetizar seus
proprios nutrientes com alta eficiéncia fotossintética, os quais sdo constituidos por
importantes fontes de lipidios, hidrocarbonetos e outros 6leos, destinados a producao de
biocombustiveis (Choi et al., 2019; Preisig e Andersen, 2005). Além disso, as microalgas
fazem uso de nutrientes, didxido de carbono e de agentes fotossintéticos para crescerem
e se multiplicarem (Selvan et al., 2019; West, 2005). A vista disso, as microalgas s&o
classificadas em grandes grupos e diversidade de caracteristicas estruturais, podendo se
reproduzir e sobreviver em condic¢des adversas (Branco et al., 2019).

Dentre as microalgas existentes se destaca a Acutodesmus obliquus (A.
obliquus), também conhecida como Tetradesmus obliquus, conforme classificado no
Algaebase e definido por Hegewald e Hanagata (2000). A parede celular do A. obliquus
¢ constituida por duas camadas principais, sendo a camada interna composta
principalmente de polissacarideos como a celulose, e a camada externa representada por
uma estrutura trilaminar composta de algaenan, um biopolimero altamente resistente que
atua como uma barreira para a recuperacdo de componentes intracelulares (Choi et al.,
2019; Wynne e Hallan, 2015).

A constituigdo celular da A. obliquus segundo D’ Alessandro (2018), a microalga
é capaz de produzir acidos graxos que variam de C14:0 a C22:0, sendo C16:0 e C18:1 os
majoritarios, tal como também observado em outros trabalhos como Aslani et al. (2018)
e Soares et al. (2014), sendo 0 mesmo considerado uma biomassa com grande potencial
na producdo de biocombustiveis, como € verificado nos estudos de Selvan et al. (2019),
com a producdo de 98,74% de biodiesel e 96,83% de bioetanol. Além da producéo de
biocombustiveis com a utilizacdo de diferentes biomassas de microalgas, sdo diversos 0s
estudos também aplicados as microalgas na producdo de pigmentos, como a luteina,
astaxantina, ficobilinas, clorofilas e carotenoides, com alto valor comercial e potencial
apoio econdmico na produgdo de biodiesel (D’Alessandro et al., 2019; D’Alessandro e
Antoniosi Filho, 2016).

A biomassa de microalgas pode ser efetivamente preservada através do
armazenamento, entretanto, Sao poucos o0s estudos que apresentam técnicas de viabilidade
celular quando a biomassa é refrigerada, ou mesmo, congelada a longos periodos de

tempo. O método de congelamento se torna inviavel principalmente devido a formacéo
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de cristais de gelo, sendo responsaveis pela expansdo celular, causando o rompimento da
parede celular (Hanashiro et al., 2019; Umamaheswari e Shanthakumar 2016).

Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar a viabilidade celular do A. obliquus
em diferentes condi¢cbes de armazenamento, como resfriamento, congelamento e
congelamento acrescido com diferentes agentes crioprotetores, e assim, conhecendo 0
tempo limite de armazenamento com permanéncia de células-viaveis em meio de cultivo.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparo do meio BBM

Para o cultivo do Acutodesmus obliquus foi utilizado o meio de cultivo liquido
BBM, proposto por Andersen et al. (2005), e apresentado pela Tabela 1.

2.2 Estudo da viabilidade celular do Acutodesmus obliquus

Foram preparados 105 tubos de ensaio contendo 5mL do meio BBM, sendo
realizado em triplicata, e programado para 6 meses nas seguintes condicGes de
armazenamento: 1. biomassa refrigerada; 2. Biomassa congelada + DMSO
(dimetilsulféxido); 3. Biomassa congelada + Gli (glicerol); 4. Biomassa congelada + Poli
(polietilenoglicol); e 5. biomassa congelada.

Em cada tubo de ensaio foi inoculado o A. obliquus, e posta para crescimento
em incubadora sob iluminacdo por lampadas fluorescentes brancas de 16 W, com
fotoperiodo de 24 horas, e temperatura de 29 °C, por um periodo de 21 dias.
Posteriormente, a biomassa da microalga foi concentrada, retirando o sobrenadante. Para
a preservacgdo com utilizacdo de crioprotetores, a biomassa foi transferida para eppendorf
e acrescido com as solugdes crioprotetoras DMSO, Gli e Poli, na concentracdo de 10%,
e ocupando um volume méaximo de 1,5 mL, enquanto que nas condi¢bes de apenas
refrigeracdo e congelamento, foi adicionado somente 0 meio BBM, e em seguida sendo
armazenadas. As amostras que serdo congeladas ficardo armazenadas na temperatura de
-18 °C, aproximadamente, ja as amostras que serdo refrigeradas ficardo armazenadas na
temperatura de 4 °C, aproximadamente. Foram retiradas amostras em triplicata nos
periodos de tempo zero, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias para condu¢do do estudo de
viabilidade celular.

O estudo de viabilidade celular foi conduzido com a utilizacdo da camara de
Neubauer para realizacdo da contagem de células viaveis e ndo-viaveis. Anteméao, foram
retiradas as amostras e condicionadas a temperatura ambiente, e em seguida a amostra foi
centrifugada a 10.000 RCF durante 1 minuto. Em seguida, a solucdo sobrenadante foi

retirada e adicionado 1,5 mL de meio BBM. As amostras foram conduzidas ao vortex e
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agitadas a 1.500 rpm durante 1 minuto. Logo apés, foi adicionado a cada amostra 10 pL
do corante vermelho neutro 10%, e deixou descansar por 30 minutos em camara escura.
Com a laminula posta na cdmara de Neubauer, foram coletados 500 pL do meio contendo
a biomassa da microalga com o corante vermelho neutro e transferida pela borda da
laminula, preenchendo cuidadosamente a cdmara de contagem, e aguardando por 2
minutos para sedimentagéo.

A contagem das células viaveis e ndo-viaveis foi realizada observando as quatros
areas da camara de contagem por meio do microscépio fluorescente. O célculo para

obtencéo do nimero de células mL™, foi realizada utilizando a seguinte equac&o:

n°de células mL-1 = % x fd x 10.000 Equagéo 1

O N1 corresponde ao numero total de células contadas nas quatros areas da
camara de contagem, j& o N2 confere o nimero de quadrantes contados. O fd representa
o fator de diluicdo, que neste caso equivale a 1, isso pelo fato de néo ter sido necessario
fazer diluicéo.

2.3 Calculo da porcentagem de células viaveis
O célculo da porcentagem de células viaveis foi determinado com a aplicacao da

seguinte formula:

(CtMt—CvMv)

% Células viaveis = v

x 100 Equacéo 2

Onde, Ct representa a concentracdo total de células na suspensdo original de
células, Mt consiste no fator de multiplicacdo usado para a contagem total de células (fator
de diluicdo para leitura em microscopio = 10), Cv indica a concentracdo de células ndo-
viaveis, e 0 Mv consiste no fator de multiplicacdo usado para a contagem de células néo-
viaveis (fator de diluicdo para leitura em microscopio = 10).

2.4 Velocidade da inviabilidade celular

O célculo para a determinacéo da velocidade do desenvolvimento de formacédo
de células néo-viaveis da microalga A. obliquus foi realizado apos aplicacéo da linha de
tendéncia polinomial, e obtencdo da equacdo de velocidade e do coeficiente de

determinacéo.
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Tabela 1: Composicdo do meio BBM.

Solucdo estoque  Quantidade  Concentracdo do

Componentes (gL*dH,0) utilizada (mL)  meio no final

Macronutrientes

NaNOs3 25,00 10 2,94 x 107
CaCl2.2H0 2,50 10 1,70 x 10*
MgS04.7H,0 7,50 10 3,94 x 10
K2HPO4 7,50 10 4,31 x10*
KH2PO4 17,50 10 1,29 x 10’3
NaCl 2,50 10 4,28 x 10
Solucédo Alcalina de EDTA 1

EDTA 50,00 1,71 x 10*
KOH 31,00 5,53 x 10
Solucéo de Ferro Acidificada 1

FeS04.7H20 4,98 1,79 x 10°
H2S04 1

Solucéo de Boro 1

H3BOs 11,42 1,85 x 10*
Solucdo de Metais Traco 1

ZnS04.7H20 8,82 3,07 x10°
MnCl..4H.0 1,44 7,28 x 10°®
MoOs3 0,71 4,93 x 10
CuS04.5H20 1,57 6,29 x 10°®
Co(NO3)2.6H2.0 0,49 1,68 x 10°¢

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Lourengo (2006), a biomassa microalgacea concentrada ndo precisa
necessariamente ser aproveitada imediatamente ap6s sua coleta, mais pode ser preservada
durante algum tempo antes de sua utilizacdo, por meio de procedimentos como a

refrigeragdo e congelamento com o0 uso de substancias crioprotetoras.
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Tabela 2: Porcentual quantitativo de células ndo-viaveis por periodo de tempo em dias para cada tipo de armazenamento:

Porcentual de células ndo-viaveis/dia + dp

Condicdo das células

0 30 60 90 120 150 180
Biomassa refrigerada 0,00 4793+0,34 6335+045 7398+0,27 8516+0,18 93,02+0,29 98,63+0,12
Biomassa congelada+ DMSO 0,00 38,94+0,72 57,04+051 7051+056 8497+0,39 9350+£0,32 97,01+0,26
Biomassa congelada + Gli 0,00 4486+0,31 61,78+0,21 69,61+0,38 8854+0,25 9535+0,21 97,79+0,18
Biomassa congelada + Poli 0,00 4147+0,24 5998+047 71,44+042 8945+041 9405+£0,19 98,75+0,24
Biomassa congelada 0,00 57,25+0,19 71,19+0,32 92,81+0,29 100,00+ 0,00 100,00+ 0,00 100,00 + 0,00

dp: desvio-padréo.
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Neste estudo foi utilizado o vermelho neutro, que é um corante catidnico
considerado fraco e sollvel em agua, atuando como um marcador, neste caso na
identificacdo de células vivas do A. obliquus. Este corante permeia a membrana
plasmatica da célula que se encontra intacta e se concentra exatamente no citoplasma e/ou
nos vacuolos das células vidveis da microalga, tonalizando-a na cor vermelha. Entretanto,
as células da microalga que de alguma forma sofreu danificagdo, ou seja, ndo se
encontram viaveis, durante os métodos de conservacao, a incorporacao do corante pela
membrana citoplasmatica € inibida, sendo a microalga declarada com inviabilidade
celular (Da Luz et al., 2016).

No seguinte estudo a conservacdo por simples congelamento, revelou baixa
efetividade de viabilidade celular, o qual demonstrou expressiva diminuicdo de células
viaveis, alcancando uma quantidade minima de células vivas num periodo de tempo
maximo 90 dias de conservacdo, sendo nos 90 dias o numero de células viaveis
expressivamente infima, tendo no maximo 7,19% de células viaveis, como apresentado
na Tabela 2. Conforme Da Luz et al. (2016), no caso da conservacdo por simples
congelamento, estd técnica envolve a morte de todas ou quase todas as células em
pequeno prazo de tempo, e acarreta alteracbes sejam elas pequenas ou nulas nas
caracteristicas quimicas do material algaceo.

O A. obliguus que ficou armazenada nas condicdes de refrigeracdo, congelada +
DMSO, congelada + Gli, congelada + Poli, e congelada, demonstraram acentuada
reducdo no numero de células viaveis no meio a qual ficaram conservadas, por um periodo
maximo de 180 dias, conforme demonstrado na Tabela 2. Somente nos primeiros trinta
dias foi verificada uma reducdo acentuada de 47, 93%, 38,94%, 44,86%, 41,47% e
57,25% de células viaveis nas amostras, respectivamente, e ocorrendo de forma
progressiva nos 150 dias restantes de conservamento, sendo menos impactante que nos
primeiros 30 dias.

Conforme Da Luz et al. (2016), raramente no método de congelamento é
utilizado cultura microalgacea em meio liquido, sendo as culturas concentradas
previamente, caso haja grande quantidade de agua entre as células, ocasionara em grandes
perdas das células viaveis, e isso se deve a ruptura das células pela formacéo de cristais
de gelo em seu interior. Entretanto, o uso de substancias criopotetoras corroboram na
promocdo da viabilidade celular, agindo tanto de forma extracelular como intracelular,
por exemplo, como no caso das substancias glicoprotetoras que sao agentes permeaveis,

como o dimetilsuféxido (DMSOQO) e o glicerol (Gli), tem a funcdo de interromper a
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formacdo de cristais de gelo intracelular, enquanto que o polietilenoglicol (Poli), que é
um agente ndo permeavel, induz a desidratagdo celular, promovendo o efluxo de agua
intracelular (Fernandes et al., 2019).

Viabilidade celular da microalga 4. obliguus

100 . .
[ ]

Células nao-viaveis (%)
_h
(=]

=]
N
[

100 150 200
Tempo (dias)

Biomassa refrigerada Biomassa congelada + DMSO @ Biomassa congelada + Gli

® Biomassa congelada + Poli @ Biomassa congelada

Figura 1: Representacdo da porcentagem de células viaveis em relacéo ao tempo.

A conservacdo por congelamento com o incremento de substancias
crioprotetoras como dimetilsufoxido, glicerol e polietilenoglicol, utilizados neste estudo,
mediante a aplicacdes de protocolos rigorosos, contribuem no aumento significativo na
porcentagem de células vivas durante o periodo de congelamento, como observado na
Tabela 2, em compara¢do a conservacao por simples congelamento. A conservagdo por
simples congelamento demonstrou uma grande queda no ndmero de células vivas, tendo
uma duracao de 90 dias com presenca de células do A. obliquus viva, enquanto que com
0 uso de crioprotetores houve uma sobrevida de 100% a mais que por somente
congelamento, tendo uma duracdo maxima de 180 dias com presenca de células vivas da
microalga.

Como apresentado na Figura 1, o A. obliquus congelada em meio contido com o
crioprotetor dimetilsulféxido (DMSO), revelou dentre as substancias crioprotetoras
utilizadas neste estudo ser a melhor substéncia crioprotetora como forma de conservagéo
sob congelamento, ocorrendo de forma mais lenta a diminuicdo de células viaveis, e em
consecutivo, num menor teor de células ndo-viaveis durante o congelamento. A amostra
que foi refrigerada, mostrou-se ser uma alternativa, uma vez que apresentou baixa
reducdo ao longo dos 180 dias, sendo semelhante as amostras que apresentavam o uso de

crioprotetores durante a conservagéo.
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Tabela 3: Verificagéo da velocidade de inviabilidade celular e das equacGes de velocidade de inviabilidade celular por tipo de armazenamento.

Velocidade de inviabilidade celular (% dia™?)

Equacéo da velocidade de

Condicao das células R?
30 60 90 120 150 180 inviabilidade celular

Biomassa refrigerada 1,60 1,06 0,82 0,71 0,62 0,55  Vcnv = 6E-05t? + 0,0187t +2,053 0,9767

Biomassa congelada + DMSO 1,30 0,95 0,78 0,71 0,62 0,54  Venv = 3E-05t? + 0,0116t +1,581 0,9770

Biomassa congelada + Gli 1,50 1,03 0,77 0,74 0,64 0,54  Vcnv = 5E-05t% + 0,0161t +1,885 0,9622

Biomassa congelada + Poli 1,38 1,00 079 075 063 055 Vcnv=4E-05t*+0,0128t +1,690 0,9716

Biomassa congelada 1,91 1,19 1,03 083 066 055 Vcnv=6E-05t?+ 0,0207t +2,389 0,9625
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A conservacao por resfriamento demonstrou ser bastante efetiva em relagéo ao
método de conservacao por congelamento com o uso de substancias crioprotetoras, apesar
de ser considerado por Lourenco (2006), uma forma de conservacgéo de curto periodo de
vida 0til para biomassas algaceas. A temperatura de 4 °C, empregada neste estudo
demonstrou ser suficiente para retardar eventuais processos de deteriora¢do da biomassa

do A. obliquus, como demonstrado pela Tabela 2.

Velocidade de inviabilidade celular do Acutodesmus obliguus

2,5
X 2 o
w
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= 1,5 e
8 .
o .
‘c 1 § L ]
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3 05 *
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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) Biomassa refrigerada ® Biomassa congelada + DMSO # Biomassa congelada + Gli

® Biomassa congelada + Poli @ Biomassa congelada
Figura 2: Representacgdo da velocidade de inviabilidade celular do A. obliquus em relagéo
ao tempo.

A Tabela 3 evidéncia exatamente o que é verificado na Tabela 2, o qual é
observado um aumento significativo na velocidade de inviabilidade das células do A.
obliquus nos primeiros trinta dias, atingindo valores 1,60%, 1,30%, 1,50%, 1,38% e
1,91% para a biomassa refrigerada, congelada + DMSO, congelada + Gli, congelada +
Poli e congelada, respectivamente. A velocidade de inviabilidade celular € mais evidente
qguando a biomassa € somente congelada, tendo um significativo nimero de morte de
celulas da microalga.

E expressivo o quantitativo crescente de células ndo-viaveis demonstrada pela
Figura 1, assim como, em contrapartida no quantitativo decrescente da velocidade de
inviabilidade celular do A. obliquus, representada pela Figura 2, quanto ao periodo de 180
dias de conservacao. Tanto a Figura 1 como a Figura 2, revelam que no caso da microalga,
0 tempo é um fator limitante quanto a conservacdo por refrigeracdo ou congelamento,
mesmo com 0 uso de crioprotetores, sendo muito mais evidente principalmente no

método por simples congelamento. O uso de substancias crioprotetoras demonstrou ser
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uma metodologia bastante eficiente. A conservagdo por simples resfriamento com a
biomassa concentrada revelou-se de forma muito surpreendente ser uma metodologia
equiparavel com a metodologia de aplicacdo em congelamento com o uso de
crioprotetores DMSO, Gli e Poli. E observavel também por meio da Tabela 3, uma
semelhanca muito proxima apds os 30 dias de conservacéo a velocidade decrescente de
inviabilidade celular da microalga entre os métodos de refrigeracdo e congelamento com
0s crioprotetores.

Como verificado, o tempo demonstrou-se ser um fator limitante para a
conservacdo da microalga, assim como também podemos citar a temperatura, a
concentracdo de biomassa e 0 uso de substancias crioprotetoras. A Tabela 3 revela
exatamente a diminuicdo significativa nos primeiros 30 dias da velocidade de
inviabilidade celular da microalga, e posteriormente, uma diminui¢cdo menos progressiva
da velocidade de inviabilidade celular, sendo mais expressiva para as amostras que foram
somente congeladas. Tanto as amostras que foram refrigeradas e congeladas juntamente
com os crioproteotres demonstraram semelhanca na queda da velocidade de inviabilidade
celular. Por meio dos valores de velocidade de inviabilidade celular foi possivel descrever
as equac0es de velocidade de inviabilidade celular de cada método de conservagao em
razdo do tempo como fator limitante, como apresentado na Tabela 3. Assim como também
foi possivel obter o coeficiente de determinacdo (r?), visando aferir o grau de ajuste da
equacdo de velocidade de inviabilidade celular da microalga a partir dos dados das
variaveis tempo e velocidade de inviabilidade celular.

4 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo indicam que o fator tempo também pode
ser considerado determinante para vida Gtil das microalgas, neste caso para o A. obliquus,
além da temperatura, concentracdo de biomassa e uso de substancias crioprotetoras para
uma conservacdo bem-sucedida. O uso de substancias crioprotetoras realmente
demonstrou-se eficaz na preservacdo da microalga, assim como também, de forma
surpreendente a refrigeracdo quando adotados protocolos rigidos metodoldgicos de
procedimentos para manipulacdo e conservacdo da biomassa microalgacea. O seguinte
estudo revelou que o A. obliquus pode ser conservada relativamente por um periodo mais
longo que por simples congelamento quando aplicado a refrigeracdo ou mesmo quando
realizado o congelamento com o uso de substancias crioprotetoras como o0 DMSO, Gli ou
Poli.
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ABSTRACT

Phosphorus (P) is one of the essential macronutrients for the growth and reproduction of plants, the main source of which is phosphate rocks (PRs). In view
of the extraction process of this mineral, major environmental impacts are characterized, with the generation of solid residues that represent great economic
value when using appropriate techniques for using minerals in solid residues, representing an extractive process with better efficiency and utilization of the
extracted amount. There are many possible techniques applicable to a better yield in the extractive process, for example, in particular biosolubilization, which
makes use of different microorganisms in the solubilization of the phosphorus element. In this review article, different microorganisms will be presented in
the phosphorus solubilization, as well as the knowledge of the chemical and biological characteristics of the microorganisms in the biosolubization process.
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Introduction

Inevitably, the challenges of the environmental issue permeate
all activities related to industrial processes. And that 1s why it
is possible to affirm that mining, added to agriculture, forestry,
energy production, transportation, civil construction (urbanization,
roads, etc.) and basic industries (chemical and metallurgical) are

considered the causes of almost all the environmental impact on
Earth [1].

In highlight, the mining activity in Brazil, asserts itself with
great socio-economic prominence for the country, contributing
decisively to the well-being and improving the quality of life
of present and future generations, which is fundamental for the
development of an egalitarian society, which 1s through social
responsibility, always considering the precepts of sustainable
development. It is important to recognize and keep under control
the impacts that this activity causes on the environment, and thus,
providing an adequate environment for future generations [2].

According to the Mineral Yearbook of Brazil, the main substances

extracted in the Brazilian territory are: iron; limestone, titanium,
phosphate / phosphate rock, aluminum (bauxite); gold; tin; copper;
zirconium; niobium; kaolin; manganese; nickel and zinc [3].
Among the minerals mentioned above, phosphate rock stands out,
data presented by the Unifed States Geological Survey - USGS
indicate that, in 2019, the global production of phosphate rock was
240 million tons, with China responsible for half of the production
of 2019, worldwide [4].

As presented to USGS, referring to the years 1996 to 2019,
corresponding to data from 24 years of phosphate rock extraction
process, 129,950,000 tons of concentrated phosphate in the form of
phosphorus pentoxide (P,O,) were produced in the mies of Brazil
). As shown in Figure 1, it 1s possible to observe a progression in
the increase m the production of P,O, m mines in Brazil, and thus,
accounting for a significant increase of 47.22% from 1996 to 2019,
which is suggestive to an average of 5,414 , 6 103 tonnes of PO,
produced in Brazil. In Figure 2. there is a clear verification of a
fluctuation in the indices of P,O, production capacity by reserves
in Brazil, with a significant drop in the production capacity of PO,
from 2016, reaching a drop of 48.48%, being this corresponding
to the period from 1996 to 2019.
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Figure 1: Graphical representation of the concentration of PO,
in reserves in Brazil from the information generated from the

USGS database (2020).

In Brazil, the largest deposits of phosphorus (P) are associated
with alkaline-carbonatitic complexes, of igneous origin, and
this is due to processes of weathering, as seen in Complexes de
Salifre, in which they have a low content of P, when compared to
deposits of sedimentary origin, such as marine phosphorites, and
deposits associated with alkaline complexes, presenting a marked
mineralogical complexity [5].
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Figure 2: Graphical representation of the production of
concentrated Phosphorus in mines in Brazil from information
generated from the USGS database (2020).

In the various mining activities, large volumes and masses of
materials are extracted and moved, causing great environmental
impacts, as in the generation of solid waste, known as sterile and
tailings. Sterile waste is waste generated by extraction or mining
activities, in the stripping of the mine, considered as material with
no economic value and is usually disposed of in piles. Waste, on
the other hand. is waste resulting from the treatment and processing
of mineral substances [6].

There is also another type of waste, consisting of a very diverse
set of materials, such as the waste containment dam, from the
operation of the extraction and processing plants for mineral
substances. The amount of waste generated is always very large
and depends, among other factors, on the process used to extract
the ore and the location of the deposit in relation to the surface
[7]. The mineral substances contained in solid waste have the
potential for use in other industrial activities or in agriculture [8].

The P contained in phosphate is not considered a toxic element to
the health of living beings, being. on the contrary, essential to the
maintenance of life. The harmful presence of P in the environment
is related to the excessive intake of water. In this case, the nutrient

can trigger processes of eutrophication, or fertilization, causing, for
example, the proliferation of algae and other higher aquatic plants,
the macrophytes [9]. The increase in eutrophication levels may
lead to a decrease in the quantity and quality of water and a loss
of the system’s sustainability capacity, with a consequent increase
in the level of toxicity and deterioration of human health [10].
According to the analysis of current technological expectations,
the mining sector has not stood out as a sector with high standards
of innovation, even if it uses high technology equipment, and for
this reason, the mining industry has not been able to achieve its
goal. full use of the elements of nature, and this is due to fallible
methods of the mining process [11]. In view of this situation,
it is necessary for the mining companies to face the search for
new challenges in the search for innovative behavior, given the
market pressures, and thus, needing new technologies that are
more productive, with less losses in the extraction process and
productive and at the same time are less expensive than current
technologies [12].

In view of this, several techniques, being physical, chemical and
biological, have been developed for the solubility of toxic elements
and mineral metals. Therefore, the solubility of phosphorus can
be achieved by several physical-chemical processes, among them,
by methods considered conventional, more that result in many
disadvantages, such as high cost, low metal removal and high
demand for reagents, and can still be ineffective, especially when
dealing with large volumes and low concentrations [13,14].

As a solution to the problem itself, it is possible to mention the
biosolubilization technique as a promising alternative, as it is
a low-cost process, with high removal efficiency, capable of
regeneration, high selectivity in relation to different metallic
species, high recovery capacity metal, in addition to being less
aggressive to the environment [15]. And as an advantage, the
biosolubilization technique consists of the detoxification of the
site, or even the removal of contaminating elements from the
soil by biomass through active microorganisms, which have the
ability to modify or decompose such toxic elements and mineral
metals [16].

Highlighted, biosolubilization makes use of several microorganisms
in their active function, such as bacteria, fungi, yeasts and
cyvanobacteria, which have specific underlying mechanisms
necessary for biosolubilization, being dependent on several factors
such as the chemical composition of the cell wall of the biosorbent
, the physical-chemical conditions of the external environment,
and finally, the chemical properties of the metal [15].

Match

Phosphorus (P) is an essential element for all living organisms,
considered an essential macronutrient, being present in nucleic
acids, phospholipids, lipopolysaccharides, as well as in several
cytoplasmic solutes, as well as in the energy metabolism of
animated beings, as in the cycle of ATP-ADP, storage, expression
of genetic information (DNA and RNA), and bone structure, in
addition to actively participating in the process of growth and
bodily support of plants and animals. Comparing phosphorus
with other chemical elements, it is considered irreplaceable [17].

Considering in world terms, P is found in the rocks of deposits
of sedimentary, igneous and biogenetic origins. In terms of
development and maintenance of plant growth, P is generally
disposed in the form of P,O., being largely responsible for
generating energy for plant production [18]. Among the existing
minerals, phosphorus is one of the most scarce resources in the
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world, besides being one of the main as a limiting factor for several
cultures in different types of soils. The mineral phosphorus in
its soluble form is considered highly reactive with the elements
calcium, iron, aluminum. as well as clays. organic matter and
carbonates, and thus, leading to the formation of complexes with
high insolubility, that is, they become unavailable for plants [19].

The main source of phosphorus are the so-called phosphate rocks
(PRs). which represents an imprecise term. because the phosphate
rocks are available in unprocessed and concentrated forms, that is,
in the benefited form. which is considered the main economically
viable source. phosphorus, being expressed as P,O,. In Brazil, it
is known that 80% of the phosphate deposits are of igneous origin
with considerable content of P,O_. representing a percentage of
about 17% worldwide [20,21].

Elemental phosphorus is not found available in nature, but it
spontaneously and easily combines with the chemical element
oxygen, forming phosphorus pentoxide (P,0,), and that when
combined with water, phosphoric acid is formed. P,O., occupies
the eleventh place in the order of abundance of elements in the
igneous rocks of the earth’s crust [17].

In Brazil, most of the soil is classified as oxisols, which has
high depth. highly degraded, highly drained and strongly acidic
characteristics. In this type of soil there is a dominance of oxides,
hydroxides and oxy-hydroxides of the elements iron (Fe) and
aluminum (Al), which easily facilitate adsorption with phosphate,
occurring the formation of iron and aluminum phosphates [22].

Table 1: Presentation of bacteria, fungi, intercropping between bacteria and intercropping between bacteria and fungi in the

solubilization of the chemical element phosphorus

Microorganism Genre Amount of solubilized P Efficiency (%) Reference
Bactéria Pantoea. agglomerans ZB | 124778 mg L*! 24.95 Lietal. 2020
Enterobacter sakazakii 1728,00 mg L™ 79.00
Pseudomonas 143220 mg L! 77.00 Mouradi et al.,
pseudomallei ) 2017
Pseudomonas cepacia 127210 mg L* 60.00
Bacilus megaterium 2,757 mg L! 55.14
Bacilus licheniformis 2,730 mg L 54.60 Carmo et al.. 2019
Pseudomonas fluorescens | 1,395 mg L7 27.90
Fungos Aspergillus niger 75,79 mg L! 40.53
Aspergillus japonicits 66,18 mg L 35.39 Xiao ef al.. 2011
Aspergillus 8543 mg L 45.68
simplicissimum
Fusarium moniliforme 11.54mg L1t 3.59
Aspergillus chevalieri 24,40 mg L 7.60 ‘2%) ld 9e 1-Ghany etal..
Trichoderma harzianum 2840 mg L 8.85
Trichoderma asperellim 11.92mgL! 95.39 Kiribel et al., 2019
Conséreio bacteriano Serratia liquefaciens
Pseudomonas spp
Pseudomonas koreensis
Pseudomonas corrugata | 1P — Ca,(PO,), - 715 pg mL*! - | TCP-71.60 Zineb et al., 2020
= TRP - fosfato de rocha da Tunisia | TRP — 92,42
Bacillus safensis — 605 g mL+
Burkholderia spp
Pseudomonas
[frederiksbergensis
Bacillus circulans
Bacillus
Pseudomonas
Staphvlococcuts
Paenibacillus
Stenotrophomonas 299.0ug L! 29.0 Emami et al., 2020
Sphingobacterium
Lysinibacillus
Advenella
Enterobacter
Variovorax

J Ear Environ Sci Res, 2020

Volume 2(4): 3-7




120

Citation: Glalber Luiz da Rocha Ferreira (2020) Phosphorus Biosolubilization by Micro-Organisms. Journal of Earth and Environmental Science Research.

SRC/JEESR-148. DOI: https://doi.org/10.47363/JEESR/2020(2)133.

Plantibacter

Consorcio entre bactéria e fungo | Rhodospirillales

Rizobiales

Esfingebacteriana
Esfinge

Lactobacillales

Burkholderiales

Rhodocyclales

Flavobacterianos

Caldilineales

Xanthomonadales

Bacillales

Nitrosomonadales

Rodobacterales

Planctomycetales

Clostridiales

Saccharomycetales

Hypocreales

Ofiostomatales

153,00 mg L!

86.10 Xiao et al., 2017

Bacillus sp

Aspergillus niger

370 ng mL!

Saxena et al., 2015

Biosolubilization

Many studies show that microorganisms could solubilize chemical
elements considered insoluble, and convert them into soluble
form, and among the techniques mentioned by the bioremediation
process, the biosolubilization technique arises, which can be
explored through environmental biotechnology in the removal
of contaminants of soils, sediments and industrial residues [21].

In the search for environmentally sound technologies for the mining
industry. biological processes such as biosolubilization are seen
as one of the most promising and certainly the most revolutionary
solutions for solving different types of environmental problems,
mainly applicable in mining industries [23].

Considering the biosolubilization process, it is seen as a biological
treatment carried out by microorganisms, which, through their
metabolic reactions, generate chemicals such as mineral acid,
organic acids, polymers and enzymes. These chemical by-products
attack the tailings contained in the ore, promoting its dissolution
and producing its selective removal [24].

There are several microorganisms that have been used with
considerable efficiency in the solubilization of various chemical
elements, such as bacteria, fungi, or even when associated, as
shown in Table 1, when bacteria, fungi. intercropping of bacteria
and consortium of bacteria and fungi in phosphorus solubilization.

Bacteria

Under optimized culture conditions Li et al., carried out studies
of phosphorus solubilization from the bacterium Pantoea [25].
agglomerans ZB, the same obtained from the rhizospheric soil of
Araucaria that grows on the beach of the Qingshan River in the
capital Wuhan, province of Hubei in China, and thus, reaching a
maximum solubilization of 1247.78 mg L"! of phosphorus, which
corresponds at a 24.45% efficiency of biosolubilization.

According to studies by Mouradi et al.. strains isolated from the
El Halassa phosphate deposit identified as Enterobacter sakazakii,
Pseudomonas pseudomallei and Pseudomonas cepacia, showed a
maximum capacity to release soluble phosphate from Ca, (PO,),
(OH) in concentrations of 1728 +£0, 5, 1432.2 = 1 and 1272.1 =
0.5 mg Pi L respectively, corresponding to the efficiency values
of 79%. 77% and 60% respectively in the applied phosphorus
biosolubilization technique [26].

Carmo et al., in its phosphorus biosolubilization studies, proceeded
to its solubilization tests in an air lift bioreactor from phosphate
rocks, using three separate strains. Bacilus megaterium. Bacilus
licheniformis and Pseudomonas fluorescens, who responded with
a biosolubilization of 2.757 mg L1, 2.730 mg L and 1.395 mg
L1, respectively of phosphorus, corresponding to an efficiency of
55.14%. 54.60% and 27.90% of phosphorus solubilization [21].

Fungi

In the studies developed by Xiao et al., three fungal strains
were used, Penicillium simplicissimum. Aspergillus niger
and Aspergillus japonicus and, which were isolated from the
rhizospheric soil of wheat, which strains demonstrated the
phosphorus solubilization capacity of the order of 85.43 mg L !,
75.79 mg L' and 66.18 mg L, respectively, on the seventh day
of incubation, and thus, corresponding to an efficiency of 45.68%,
40.53% and 35.39% of phosphorus solubilization, respectively
[27].

Fusarium moniliforme. Aspergillus chevalieri and Trichoderma
harzianum, obtained in isolation from rhizospheric soil grown with
Sorghum bicolor L., are fungi that were used by Abdel-Ghany et
al., aiming at the solubilization of inorganic phosphorus, obtained
a maximum biosolubilization of Pof 11.54 mg L, 2440 mg 1!
and 28.40 mg 1", respectively, meaning in this order an efficiency
of 3.59%, 7.60% and 8.85% in phosphorus solubilization [28].
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Kribel et al., in his studies carried out the isolation of the
Trichoderma fungus from the soil with roots adjacent to the
Moroccan phosphate mines, which tested qualitatively in vitro
as to its potential to solubilize phosphorus from phosphate rock,
being positive the development in Modified Pikovskaya Agar
(MPA) medium, containing the phosphorus analyte, with a good
radial growth greater than 79.8 mm being observed in the period
of 6 days, even if there was no clear zone around the colony,
which is characterized as a potential phosphorus solubilizer [29].
The fungus demonstrated the ability to solubilize a maximum
concentration of 11.92 mg L of phosphorus, referring to an
efficiency of 95.39% of P. biosolubilization.

Microbial consortium

There are many different types of phosphorus-solubilizing
microorganisms, as mentioned in Table 1, as well as bacteria and
fungi, make phosphorus insoluble in soluble, by the function
called phosphorosolubilizer (PS), which can be easily absorbed
by plants [30]. There are few studies that report the use of the
microbial consortium in biosolubilization studies, therefore, little
is known about its solubilization mechanisms, making it difficult
to carry out comparative reports for new studies [31].

Bacterial consortium

In the studies developed by Zineb et al., the bacteria Serratia
liquefaciens, Pseudomonas spp, Pseudomonas Koreensis,
Pseudomonas corrugata, Bacillus safensis, Burkholderia spp,
Pseudomonas frederiksbergensis and Bacillus circulans, were used
in consortium in the phosphate solubilization process in phosphate
(TCP) samples Ca, (PO,) 2, and Tunisia rock phosphate (TRP),
containing 30% P O.. The results presented by Zineb, demonstrate
a solubilization of 715 pg mL! of phosphorus in the TCP sample,
and 605 ng mL? of phosphorus in the TRP sample, equivalent to
an efficiency of 71.60% and 92.42%, respectively [23].

The bacterial consortium of Bacillus, Pseudomonas,
Staphylococcus, Paenibacillus, Stenotrophomonas,
Sphingobacterium, Lysinibacillus, Advenella, Enterobacter,
Variovorax and Plantibacter, target of Emami et al., revealed the
solubilization of 299 pg mL* of phosphorus from soil samples
of wheat root and thizosphere (Triticum aestivium L.), indicating
a 29% efficiency of phosphorus solubilization [32].

Consortium between bacteria and fungus

Xiao et al., in his study made use of a microbial consortium
obtained through the isolation and further enrichment made from
the activated sludge, collected from a municipal wastewater
treatment plant in Edmonton, Canada [19]. The researchers used
a microbial consortium composed of (Bacteria) Rhodospirillales
(8.73%), Rizobiales (8.13%), Sphingebacterial (7.57%),
Sphinx (6.70%), Lactobacillales (5.30%) , Burkholderiales
(5.22%), Rhodocyclales (3.6%) 2%), Flavobacterials (3.10%),
Caldilineales (2.79%), Xanthomonadales (2.71%), Bacillales
(1.96%) ), Nitrosomonadales (1.95%). Rodobacterales (1.95%),
Planctomycetales (1.72%) and Clostridiales (1.56%), at the order
level, and (Fungi) Saccharomycetales (39.46%) , Hypocreales
(0.51%) and Ofiostomatales (0.18%) at the order level. The results
obtained by Xiao’s group obtained a solubilization of 153.00 mg
L-1 of phosphorus, revealing an efficiency of 86.10%.

The scientists Saxena et al., the bacterial and fungal consortium
worked on their study. reporting the use of Bacillus sp and
Aspergillus niger in the solubilization of phosphorus, in function
of the growth and promotion of the chickpea, which was reported
a greater increase in the length of the shoot and the root of 43.73

and 13.96 cm in the plant, respectively, being also observed
a maximum solubilization of phosphorus by the consortium
around 370 ng mL™?, corresponding to the efficiency of 18.53%
solubilization of the chemical element phosphorus, after the second
day of incubation [33].

Phosphorus biosolubilization

The solubilization of phosphorus (P) compounds by
microorganisms, called P-solubilizers which are naturally abundant
in soils, are effective in releasing inorganic P through solubilization
by organic functions of the microorganism, driven by insoluble
phosphorus mineralization. present in the soil and availability to
the plant [25]. It is also known that the soil’s microbial biomass
contains a significant amount of immobilized phosphorus, which
is potentially available to plants [28].

However, there are several theories proposed that explain the
mechanisms of P solubilization by microorganisms, which are
organized into three groups, the first referring to the theory
proposed by Cunningham and Kuiack, based on the function
of organic acids: the second contemplates the sink theory,
defended by Halvorson. keynan and Kornberg: and finally the
third contribution by Illmer and Schinner, which explains about the
theory of acidification and excretion of H +. Of these. the organic
acid theory is the one that best explains the phosphorus solubility
mechanism and is the most accepted theory by the majority of the
scientific community worldwide [27,34-36].

In the theory of organic acid, the insoluble sources of P are
solubilized by bacteria and fungi P-solubilizers promoting the
lowering of the pH. that is, increasing the acidity of the reaction
medium. The decrease in pH in the reaction medium suggests the
release of organic acids by microorganisms [37]. Such organic
acids can directly dissolve the mineral phosphorus, this as a result
of the anionic exchange of PO by acid anion, or even, it can
chelate the Fe and Al ions associated with P. In this synthesis. the
discharge of organic acid by strains occurs microbials becoming
acidic and the surrounding environment, which ultimately leads
to the release of P ions from mineral P by replacing H + with Ca*
[38]. Of the different organic acids involved in the solubilization
of'insoluble P, the most prominent are released by fungal strains,
such as: succinic, citric, glophonic, a-acetogluconic and oxalic
acids [39].

In the dissipation theory proposed by Halvorson, keynan and
Kornberg, P-solubilizing microorganisms assimilate phosphorus
from the liquid medium, activating the indirect dissolution
of calcium phosphate compounds by consistent removal of
phosphorus from the culture medium [35]. The dissipation theory
generally elucidates solubilization in the form of mineralization
of organic P compounds in which the P content in the microbial
biomass is consistently correlated with the decomposition of
organic substrates.

The ability of enzymes made available by microorganisms to
perform a desired function in the rhizosphere is a crucial aspect
for their effectiveness in plant nutrition. And these enzymes play
an important role in the release of phosphorus through organic
compounds in the soil, such as: 1. nonspecific phosphatase from
dephosphorylation of organophosphate or phosphoanhydride bonds
of organic matter; ii. Phytases, responsible for specifically causing
the release of P from phytic acid, and finally iii. phosphonatases
and C-P lyases, and the latter causes the cleavage of the C-P bond
of organophosphonates [37].
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According to Rodriguez et al.. the organic depletion of phosphorus
by the plant in the rhizosphere has been compensated by the
absorption of phosphorus by plants, through the efficiency of
microbial phosphatases. which are released outside the cell
and participate in the dissolution and mineralization of organic
phosphorus compounds [40]. Among phosphatases, acid
phosphatase stands out, which is commonly found in fungi.
being detected in vacuoles, vesicles and other infracellular and
extracellular fungi organs.

Another significant application of phosphorus-dissolving enzymes
is the solubilization of organic phosphorus present in the soil
through the degradation of phytate, which is mediated by the
action of the phytase enzyme [39]. According to Richardson et
al., it is reported in their studies that the ability of plants to obtain
phosphorus directly from phytate is very limited, but that when
phytate is supplied the plant shows a significant improvement in
plant growth and nutrition, leading to an increase in phosphorus
nutrition to such an extent that the growth and phosphorus content
of the plant were equivalent to the control of plants supplied with
inorganic phosphorus [41].

Final considerations

The study consisted of assessing different microorganisms such as
bacteria, fungi. consortium of bacteria. and consortium of bacteria
with fungi, applicable to the phosphorus solubilization technique,
since it is msoluble in the soil, and thus, being solubilized by the
biosolubilization process. As well as understanding the chemical
and biological functions of microorganisms in the process of
biosolubilization, to improve the technique, and aiming at higher
vields and efficiency in the phosphorus biomineration process [42].
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ABSTRACT

In view of the high technological expectations in the mining sector today, an inability of miners to reach their totality in the use of minerals present in nature
is verified, and this is caused primarily by the use of methods considered fallible in the mining process. In view of this condition, it is necessary to develop
new technologies with innovative behavior, seeking more productive forms. Among the existing technologies, a study with a technological and promising
view is proposed, which deals with the process of phosphorus biosolubilization from a synthetic source considered insoluble by a fungus isolated from iron
ore. Genetic tests revealed that the microorganism belongs to the Aspergillus genus, that is, the Aspergillus terreus species. The analytical tests proposed in
this study pointed to a solubilization of 90.93 % of phosphorus by fungal biomass, which corresponds to 296.56 mg L of soluble phosphorus, occurring in
a 168 hour process, accounting for an average solubilization of 1,76 mg h™'. The biosolubilization process proved to be a great technological alternative in
reducing production costs and establishing the sustainability of the mineral extraction system, being a viable alternative in purifying and adding value to iron
ore, and also in obtaining another compound consisting of phosphorus, generating a new economic source, as an example in the production of fertilizers.
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Introduction

Iron ore is considered the main raw material in the steel industry,
acting directly in the manufacture and transformation of pig iron
and steel [2]. Brazil, as well as Western Australia, South Africa
and south-central China, are highlighted for having an enormous
amount of iron resources, more with high phosphorus content,
in many areas of iron ore production [3]. Iron ore is generally
designated as having a high or low grade based on its iron content,
with high quality ores, which are found to contain less than 0.07%
phosphorus, being considered commercially as most desired, and
for this reason they are running out very quickly, leaving in the
future the exploration and processing of low-grade iron ores [4,5].

As it is not known exactly how phosphorus is found in iron ore,
it is deduced that phosphorus is present in the ore in the form of
phosphate, adsorbed on the surface of the particle or occluded in the
micropores. Another possibility also suggested is that phosphorus
1s within the structure of oxvhydroxides or as a phosphate mineral.
In Brazil, wavellite, AL,(PO,),(OH),.5(H,0); senegalite, Al (PO4)
(OH),(H,0); turquoise, CuAl (PO4)4(OH)8 0,5(H,0), are the main
phosphates found 1 iron ore [6].

In the iron ore steelmaking process, phosphorus is highlighted
as being a harmful element in the steel production process, and
thus significantly damaging the quality of steel products, such

as increasing hardness, fragility and consecutively ductility [3].
In other industrial segments, phosphorus is seen as an essential
element, such as in the production of fertilizers, automobiles,
electronics, medicines, fuel cells and processed foods [1].

In order for us to have the continuous availability of iron ore, it is
essential to develop new systems and methods for the exploitation
of low quality iron ore, which are unusable and unexplored, and
thus, contributing in the future with the supplementation of
reserves that smaller in high-grade iron ore [7].

Iron ore dephosphorization is an important challenge for the
sustainable development of the steel industry, and for this reason,
efforts have been intensified in the search for new technologies to
remove phosphorus from iron ore a acceptable levels [4]. There
are several processes used to remove phosphorus from iron ores,
including roasting magnetization, direct reduction based on coal.
heat treatment, microwave treatment, ultrasonic treatment, acid
leaching Cai, alkaline leaching, selective agglomeration, and
flotation [4.,8.9].

Considering the biosolubilization process, it 1s seen as a biological
treatment carried out by microorganisms, which, through their
metabolic reactions, generate chemicals such as mineral acid,
organic acids, polymers and enzymes. These chemical by-products
attack the tailings contained in the ore, promoting its dissolution
and producing its selective removal [10]. There are several
microorganisms that have been used with considerable efficiency
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i phosphate solubilization, such as bacteria and fungi [8,11-20].

As a general rule, edaphic microorganisms that are added to
the ore, react with better efficiency, and this is due to a better
adaptation and less ecological distortions of the environment. For
this reason, this study will use a filamentous fungus, extracted from
raw iron ore, aiming to dephosphorize iron ore and biosolubilize
phosphorus in liquid medium, and thus, contributing to the
viability of new biotechnological studies.

Experimental Part

The iron ore tailing sample obtained came from a mining company.,
located in the city of Cataldo, Goias. Approximately a 10 kg
portion of the waste generated under the mining company’s
soil was separated for later isolation of biological material and
conducting studies of phosphorus solubilization.

Means of growth and enrichment

The microorganism was obtained from the inoculation of the
iron ore tailing sample in four different enrichment media, which
are the following media: NBRIP, 9K-Glucose, 9K and general
purpose, as shown in Table 1. All media were dissolved in distilled
water, and sterilized at 121 °C for 20 minutes.

Microbial growth and enrichment

To obtain the microorganism from the iron ore sample, 5 g of
the iron ore tailing sample was inoculated into the four culture
media, as shown in Table 1, in Erlenmeyers flasks containing 50
mL of the medium. The incubation occurred for a period of seven
davs in an incubator under the conditions of 30 = 2 °C and 130
rpm. After incubation, the inoculation was repeated by removing
an aliquot of 1 ml of each medium for the same four new media
in Erlenmeyers presented in Table 1, containing 5 g of iron ore
sample and sterilized at 121 °C for 20 minutes. He led them back
to the mcubator under the same conditions as described above.
The same procedure was repeated two more times, completing
three stages of enrichment.

Isolation of the microorganism

The microorganisms belonging to the third enrichment stage were
transferred by inoculating 100 uL of the enrichment medium in
Petri dishes containing the four culture media shown in Table 1,
plus 1.7% agar and 0 , 5% calcium phosphate, Ca (OH)(PO,),,
as a phosphorus source, sterilized at 120 °C for 20 minutes, and
incubated at 30 =2 °C, for 10 days. The microorganism considered
predominant, morphologically distinct and phosphorus solubilizer,
showing the formation of a clear halo at the edges, was selected
and purified in Petri dishes with medium containing 1.7% agar and
0.5% agar. calcium phosphate, Ca,(OH)(PO,),, and incubated at
30+ 2 °C, for 7 days. This procedure was repeated for two more
times, completing three stages of isolation of the microorganism.
After incubation, the isolate was preserved by cultivation in Petri
dishes with PDA medium, being incubated at 30 =2 °C, for 7 days,
and kept refrigerated at 4 °C until its next use.

Fungal DNA extraction

DNA extraction was tested using the mycelium as biological
material. A small fragment of the fungal mycelium was inoculated,
grown in PDA medium, in a test tube containing 10 mL of Malt
Extract Broth (MEB), which consists of: 2% malt extract, 2%
glucose and 1% glucose. peptone. The inoculated MEB was
incubated for 72 hours at 30°C, in the dark and shaking at 130
rpm. The mycelium was collected by vacuum filtration on a sterile
cellulose filter and then washed twice with 10 ml of 0.85% NaCl.

The mycelium was collected and used for DNA extraction. DNA
extraction was performed using the SDS Lysis Buffer solution,
as described in [21]. The DNA extract was resuspended in 100
UL of ultra pure water and stored at -20°C.

DNA amplification and purification

The extracted DNA was used for PCR amplification
in the ITS1-18S-ITS2 region, using primers ITSI
(5"-GAACCWGCGGARGGATCA-3") and ITS2
(3’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-5") [22,23]. The
amplifications were performed in a total volume of 20 uL
containing 50 ng of extracted DNA. 4 uL of HOT MOLPol Blend
Master Mix (Molegene. Germany), and 0.5 uM of each of the
primers (F) forward and (R) reverse. The amplification was carried
out in a thermocycler programmed for an initial denaturation of
15 min at 95 °C. followed by 35 cycles from 30 s to 95°C, 30 s
at 55°C and 30 s at 72 °C. The annealing was carried out with a
temperature of 52 °C for 30 s in triplicate. The final stretching was
done at 72 °C for 5 min. Purification was done using Agencourt
AMPure XP SPRI magnetic spheres. The PCR products were
normalized after quantifying them with a Qubit 2.0 fluoromer
(Invitrogen), with the Qubit dsDNA HS test kit (Invitrogen).

DNA sequencing

The amplified DNA fragments were sequenced using the MiSeq
Sequencing System (Illumina Inc., USA), using together the Kit
V2, with 300 cvcles and single-end sequencing. The sequences
were analyzed using the Sentinel pipeline. In the Sentinel pipeline.
the fastq files were evaluated for Phred quality (QP) using the
FastQC v.0.11.8 program [24]. Then, the fastq files were subjected
to the trimming of primers and sequences with low quality (QP &
It; 20). The proprietary software used for this purpose was built in
Python v.3.6. which was inspired by the features of the BioPython
project [25]. The BLAST software tool, available at: http://blast.
ncbinlm.nih.gov/Blast. cgi, was used to compare the similarities
of the nucleotide acid sequence with the sequences of the ITSI-
18S-ITS2 region of fungal species deposited with GenBank.

Phosphorus solubilization in synthetic medium

For the biosolubilization process, calcium phosphate, Ca (OH)
(PO,),, was used as a known source of phosphorus. In view
of this, twenty-two Erlenmeyers flasks containing 1.7631 g of
Ca (OH)(PO,), were prepared in 100 mL of solution in the NBRTP
medium, corresponding to 1000 mg L-1 of phosphate or 326.3
mg Phosphorus L-1, with pH 7.0 + 0.2 sterilized at 121 °C for
20 minutes. Then, 3 fragments of 4 mm of the inoculum grown
i Petr1 dishes were inoculated in each Erlenmeyer flask, and
incubated at 30 & 2 °C and 130 rpm for 7 days. One Erlenmeyer
flask was removed on the day, corresponding to time zero, and
three Erlenmeyer flasks within 24 hours. After the incubation,
samples were collected from each Erlenmeyer flask, evaluating for
the content of soluble phosphorus, using the Spectro kit (Alfakit);
the acid phosphatase activity, using the commercial kit (Labtest®);
biomass production by measuring dry mass content and hydrogen
potential.

Results and Discussion

The microorganism isolated from the iron ore tailing sample, and
grown in a medium enriched with a known source of phosphorus,
Ca (OH)(PO,),. considered predominant in solid medium,
morphologically distinct and phosphorus solubilizer, being in
the latter forming a clear halo at the edges of the colony, proved
to be a fungus in terms of genetic analysis.
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Through genome sequencing was obtained from a nucleotide sequence

(TTACCGAGTGCGGGTCTTTATGGCCCAACCT CCCACCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCG
GCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGCCGCCGGG GGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGLCG
GAGACCCCAACATGAACCCTGTTATGAAAGC TTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAG
TTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCG) of the regions of interest (ITS) IT-ITS1-18S ITS2 region, the sequence being
subjected to all the species level identification by means of comparison with sequences deposited in the database Genbank, which
made it possible to identify the fungal species as Aspergillus terreus.

In a previous test, the fungus Aspergillus terreus was subjected to enrichment and growth in NBRIP media, general use, 9K-glucose
and 9K, as shown in Figure 1. A. terreus isolated from the iron ore sample showed great growth potential in previous test in the NBRIP
medium, and thus, being defined as the main means of growth and development of the phosphorus biosolublization process in this
study, thus represented in Figure 1A. The ability to solubilize phosphorus by the fungal strain in the NBRIP medium remained at a
high level over 7 days, favoring the use of the NBRIP medium in the process in an efficient way to solubilize phosphorus.

Zero hours time Time 72 hours Time 168 hours

Figure 1: Evolution of fungal biomass in 168 hours in NBRIP (A), general use (B), 9K-glucose (C), and 9K (D) media

The Aspergillus terreus fungus isolated from the iron ore sample showed a potential for phosphorus solubilization capacity in a medium
enriched with calcium phosphate, Ca (OH)(PO,),, as shown in Table 2. A maximum biosolubilization of 908 was observed, 85 mg
L of phosphate or 296.56 mg L of phosphorus by the fungus, contributing to the total solubilization of 90.93% of the phosphorus
present in the medium enriched with calcium phosphate. Considering the maximum amount of phosphorus solubilized by the fungal
biomass and the maximum process time, an average solubilization of 1.76 mg h! of phosphorus by the biosolubilization process.
This allows us to conclude that approximately 182.13 mg of phosphorus per gram of calcium phosphate sample was solubilized.

From Figure 2A, an important interaction of Aspergillus terreus is observed in the process of converting insoluble phosphorus into its
soluble form, with a marked solubilization of the mineral element phosphorus present in the iron ore sample, and thus, the stabilization
is perceived. between 144 and 168 hours of phosphorus solubilization.

As shown in Table 2, the fungus Aspergillus terreus resulted in a final mycelial mass production of 1544.4 mg of biomass, being
represented significantly by a progressive increase in the fungal mycelium mass. Figure 2B corroborates with the confirmation of
the efficient capacity in the production of biomass tangentially to the solubilization of phosphorus, with an important jump observed
in the first 48 hours in the biomass content. The speed of development of fungal biomass occurred similarly to the production of
biomass in the first 48 hours, demonstrating an increase in the speed of up to 31.1 mg h', after which there was a reduction in this
speed, which is ascertained by the reduction of assimilation capacity of the source of insoluble phosphorus present in the medium.
Paralleling the amount of solubilized phosphorus and the quantitative production of fungal biomass, a solubilization of approximately
0.19 mg of phosphorus per gram of biomass produced was verified.
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Table 1: Elementary constitution of means of enrichment and growth

Growth Concentration in g 100 mL1! Reference
Means . 3 _
Glicose | MgCL.6H,0 | MgSO,7H,0 | (NH)SO, | Ca(NO,), | FeSO,7H,0 | KCI | NaCl | NH,Cl | pH
NBRIP 1.0 0.5 0,025 0,01 - - 0.02 - - 7.0+£0.2 Nautiyal,
1999.
Silverman e
9K — Glucose 1.0 - 0.05 0.3 0.0013 0.001 0.01 - - 45+0.2 Lundgren,
1959.
Silverman e
9K - - 0,05 0.3 0.0013 0.001 0,01 - - 45+£0.2 Lundgren.
1959.
General use 1.0 - 0.1 - - - - 0.1 0.5 7.2+0,2 | Verma etal.,
2001.
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Figure 2: Graphical representation of physical-chemical tests to verify the phosphorus solubilization potential

Both pH and acid phosphatase contributed to the phosphorus solubilization process by the fungus Aspergillus terreus, representing
an excellent quality marker of the biosolubilization process [26]. report that the primary mechanisms in phosphoms solubilization
carried out by both plants and microorganisms are exercised through the excretion of H™, the production of organic acids, and acid
phosphatase biosynthesis. The results presented in Table 2, as also shown by Figure 2C and 2D, demonstrate exactly the correlation
of the primary mechanisms of phosphorus solubilization, by decreasing the hydrogen potential (pH) and increasing the enzymatic
activity of acid phosphatase. contributing to the dissolution efficiency of the insoluble phosphorus present in the calcium phosphate
enriched medium. The increase in the enzymatic activity of acid phosphatase shown in Table 2, is discussed by Monica et al.,
[27]. As the main mechanism of phosphorus mineralization in the soil, which also has its optimal pH activity. Other works such as
Govarthanan et al. and Adhikari and Pandey, argue that the release of acid phosphatase 1s directly related to the production of organic
acids, and consequently by reducing the pH, through the release of protons, and so, being considered the main mechanism used in
the solubilization of phosphorus in the soil [9,28].

According to Behera et al., organic acids can form complexes with cations (Ca®, Mg®*, Fe>*, Fe**, AI’"), contributing to the release
of phosphorus, either by chelation reaction or simple exchange [24]. It is evident that the increase in acidity contributes to the
accessibility of phosphorus in the liquid medium, making the phosphorus that was previously insoluble in its soluble form, which
also due to the identity of the fungus isolated from the iron ore tailings proved to be great development capacity in an inhospitable
condition of acidity, more than contributing to an efficient mobilization and solubilization of insoluble phosphorus compounds.
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Table 2: Evolution of the potential and verification of the mechanisms of phosphorus solubilization by the fungus strain

[PO43-] [P] soluble P reduction in Biomass Growth rate pH = DP Acid
Time (hrs) soluble (mg (mg L)+ SD iron ore% production (mg h!) phosphatase
L) +SD (mg) = SD (UL +SD
0 0,00 £0.00 0,00+ 0,00 0.00 0.0£0.0 0.0 6.08 £ 0,000 0.000 £ 0,000
24 255,16 +£6.10 83,26+ 1.99 25,53 354.7+0.2 14.8 5.65+0.035 0.086 £0.041
48 456,424+ 4.72 14893 £ 1.54 45.67 1491.6 £0.6 3L.1 5.43+£0.025 0.395+£0.082
72 590.15+3.50 | 192.57+1.14 59.05 1511.8+1.4 21.0 5.29+0.025 0.719 +0.098
96 717.56 £3.99 | 23414+1.30 71.80 1538.7+1.3 16.0 5.14+0,020 0.751 +0.092
120 83932 +898 | 273.87+293 83.98 1542.1+1.0 12,9 5.13+0.015 0.811+ 0,049
144 889.88 £3.05 | 290,37+0.99 89.04 15440£0.8 10.7 5.13+£0,021 0.822 £0.050
168 908.85+6.02 | 296.56+1.96 90.93 15444+1.1 9.2 5.13 £0.006 0.832+£0.025

DP — Standard Deviation.

Conclusion

This study confirmed that the fungus Aspergillus terreus isolated
from iron ore tailings showed great potential for solubilization of
insoluble phosphorus, and thus, being proven through the results
of physical-chemical attributes, such as pH and acid phosphatase,
such as main mechanisms of phosphorus mineralization in the
tailings. These attributes demonstrated an important correlation
tool both in the development of the fungal biomass of Aspergillus
terreus and in the efficiency of phosphorus solubilization in the
reaction medium. It is suggestive that other works should be
carried out aiming at the removal and or use of phosphorus
contained in the reaction medium, in the application of different
biotechnologies, as an example, in biofertilization.
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