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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A continua expansao do agronegdcio brasileiro tornou o pais um dos maiores
consumidores de fertilizantes do mundo, além de um dos maiores importadores do
produto (resultado da baixa producao de fertilizantes nacionais e alta demanda).
Assim, a producao e emprego do fertilizante vitreo aqui estudado pode permitir que o
Brasil se torne menos dependente dos grandes exportadores, expandindo a economia
nacional, além de favorecer os pequenos produtores pela possibilidade de aquisicao
de um fertilizante nao dolarizado. Adicionalmente, a analise conjunta dos resultados
desta pesquisa contribui significativamente para avancos na area de Meio Ambiente
e Agricultura, colaborando com os objetivos de desenvolvimento sustentavel da
Agenda 2030 propostos pela ONU. Entre eles destacam-se os 2, 6, 8, 11, 12, 13 e 15,
que incluem temas como Fome Zero e Agricultura Sustentavel, Agua Potavel e
Saneamento, Trabalho Decente e Crescimento Econémico, Cidades e Comunidades
Sustentaveis, Consumo e Produgcdo Responsaveis, Acdo Contra a Mudanca Global
do Clima e Vida Terrestre. Os fertilizantes vitreos apresentam diversas vantagens por
possuirem uma dissolucdo uniforme dos componentes, acdo prolongada,
solubilizacao completa (sem deixar residuos), facilidade de obtencéao, liberacao lenta,
uma alta versatilidade composicional e baixo risco ambiental. Assim, seu uso em
substituicdo aos fertilizantes convencionais evitaria problemas ambientais
ocasionados pela acidificagdo e acumulo excessivo de nutrientes no solo; lixiviagao,
com consequente eutrofizacao de rios e lagos; contaminacao de aguas subterraneas;
aquecimento global, pela liberacdo de gases de efeito estufa; e mortalidade de

organismos nao-alvo, contribuindo para uma agricultura mais sustentavel.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The continuous expansion of Brazilian agribusiness has propelled the country
into becoming one of the world's largest consumers of fertilizers, as well as a prominent
importer of this product. This is primarily due to the low domestic production of
fertilizers and the high demand within the nation. Thus, the production and use of the
glass fertilizer studied here may allow Brazil to become less dependent on large
exporters, expanding the national economy, in addition to favoring small producers due

to the possibility of acquiring a non-dollarized fertilizer. Moreover, the joint analysis of



the results of this research contributes significantly to advances in the area of
Environment and Agriculture, collaborating with the sustainable development
objectives of the 2030 Agenda proposed by the UN. Among them, 2, 6, 8, 11, 12, 13
and 15 stand out, which include topics such as Zero Hunger and Sustainable
Agriculture, Clean Water and Sanitation, Decent Work and Economic Growth,
Sustainable Cities and Communities, Responsible Consumption and Production,
Climate Action and Life on Land. Glass fertilizers have several advantages due to their
uniform dissolution of the components, prolonged action, complete solubilization
(without leaving residues), ease of obtaining, slow release, high compositional
versatility and low environmental risk. Thus, its use instead of conventional fertilizers
would avoid environmental problems caused by acidification and excessive
accumulation of nutrients in the soil; leaching, with consequent eutrophication of rivers
and lakes; groundwater contamination; global warming, through the release of
greenhouse gases; and mortality of non-target organisms, contributing to a more

sustainable agriculture.



- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp -
Campus de Rio Claro

CERTIFICADO DE APROVACAO

TiTULO DA DISSERTACAO: ANALljs.E ECOTOXICOLOGICA DE FERTILIZANTES A BASE
DE VIDROS OXIDOS MULTICOMPONENTES

AUTOR: THOMAZ WILLIAM BOAVENTURA
ORIENTADORA: DANIA ELISA CHRISTOFOLETTI MAZZEO MORALES

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
Biolégicas (Biologia Celular, Molecular e Microbiologia), area: Diversidade Biologica e
Biologia Ambiental pela Comissao Examinadora:

Documento assinado digitalmente

mb DANIA ELISA CHRISTOFOLETTI MAZZEO M
g Data: 22/08/2023 11:53:50-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. DANIA ELISA CHRISTOFOLETTI MAZZEO MORALES (Participagao Virtual)
Departamento de Biotecnologia e Producao Vegetal e Animal / UFSCar

b T Rkorks

Prof. Dr. MATHEUS MANTUANELLI ROBERTO (Participagao Virtual)

UNIARARAS
Profa. Dra. DANIELA MORAIS LEME (Participacao Virtual) [;ANIZLA*MORM:L;?E““
Universidade Federal do Parana g b Data: 18/08/2023 13:40:27-0300

Verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

Rio Claro, 18 de agosto de 2023

Instituto de Biociéncias - Campus de Rio Claro -
Avenida 24 A, 1515, 13506900
https://ib.rc.unesp.br/#!/pos-graduacao/secao-tecnica-de-pos/programas/biologia-celular-e-molecular/CNPJ: 48.031.918/0018-72.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia por nado pouparem esforcos para que
fosse possivel concluir meu curso de graduacao, e posteriormente, o mestrado.

A professora Dania, por ter aceitado a orientagédo durante o periodo de pouco
mais de dois anos, pelos ensinamentos, calma, paciéncia e dedicag¢édo constante para
que este trabalho se desenvolvesse da melhor maneira possivel. Fico muito feliz e
realizado por poder ter a oportunidade de ter sido seu aluno, vocé é uma das minhas
inspiracoes pessoais.

As professoras Marin e Dejanira por terem me acolhido em seus laboratérios,
fazendo com que fosse possivel o desenvolvimento da parte pratica da pesquisa.
Agradeco também as técnicas dos laboratérios, Adriana e Dilza por todo o apoio
durante as atividades de laboratério, pelos ensinamentos e pelo cuidado com o
ambiente de trabalho.

Aos meus colegas de laboratério: Leticia Rosa, Matheus, Prolo, Leticia Gigeck,
Jossandra, Bruna, Ana Damasceno, Giovana Fernandes e Giovanna Lima portodo o
apoio prestado e contribuicées no desenvolvimento deste trabalho, sem vocésesse
momento nao teria sido tdo especial.

Agradeco em especial a Leticia Rosa, pelo empréstimo do microscépio apds o
incéndio acometido no prédio do Instituto de Biociéncias, responsavel pela destruicao
dos equipamentos necessarios para esse trabalho, fazendo com que fossepossivel
finalizar a parte de analise celular. Muito obrigado ndo apenas pela comogao, mas
também pela amizade maravilhosa que surgiu fruto desse trabalho. Agradecgo pelas
conversas, pelas risadas, cafezinhos com bolo de cenoura, cantorias e varias outras
obras que eu poderia escrever ao longo de um livro. Enfim, sua presenca tornouesse
momento tdo cansativo da vida académica, muito mais agradavel!

Aos professores e funcionarios do Departamento de Biologia Geral e Aplicadae
ao Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro, por todo o suporte.

O presente trabalho foi realizado com o apoio financeiro do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq, GM GD 2020 - Apoio a projetos
de pesquisa cientifica, tecnolégica e de inovacao - Bolsas deMestrado, Processo
157496/2021-0.

Enfim, a todos que contribuiram para a realizagao deste projeto, meus sinceros

agradecimentos!



"Apesar de tudo eu ainda creio na bondade humana."

- Anne Frank



Resumo
O uso de fertilizantes esta diretamente relacionado com o aumento da produtividade
agricola em todo o mundo. Por outro lado, a utilizacdo constante de fertilizantes
minerais pode acarretar em poluicdo ambiental e, consequentemente, em maleficios
para a biota, aléem de apresentar baixa eficiéncia no que se refere a absorcao de
nutrientes pelas plantas. Dessa forma, novas técnicas de fertilizacdo vém sendo
desenvolvidas para que a produgéao agricola ocorra de forma eficiente, sustentavel e
com um excelente custo beneficio. Entre essas novas tecnologias, destacam-se os
fertilizantes inteligentes, como os fertilizantes vitreos, com capacidade de liberar
lentamente os nutrientes de acordo com as necessidades nutricionais das plantas.
Contudo, pouco se sabe sobre a toxicidade destes materiais para os organismos.
Assim, o presente estudo buscou avaliar os possiveis impactos ecotoxicolégicos de um
fertilizante vitreo 6xido multicomponente, de liberacdo lenta, a partir de testes de
fitotoxicidade com Lactuca sativa, citogenotoxicidade com Allium cepa e respiracao
microbiana do solo por meio de ensaios de respirometria. Os testes foram realizados
com cinco concentragdes diferentes (0,317 g/L; 0,633 g/L; 1,267 g/L; 2,534 g/L; 5,063
g/L), com a aplicacdo do fertilizante diretamente em solo e, também, com o extrato
aquoso, apos 24h, 48h, 72h, 120h e 144h de solubilizacdo. As analises mostraram
que o fertilizante pode ser considerado potencialmente fitotdxico e genotéxico em altas
concentragbes e em longos periodos de liberacdo quando dissolvido em agua,
evidenciando a necessidade de estabelecer uma concentracao ideal de aplicacao.
Contudo, pela aplicagdo direta do fertilizante no solo, nenhum efeito téxico foi
observado. O fertilizante foi ainda capaz de impulsionar a microbiota natural do solo,
0 que pode contribuir com a produtividade agricola. Os resultados indicam que o uso
deste fertilizante € promissor, em termos ambientais, o que pode contribuir para a
promocgao de praticas agricolas mais sustentaveis e favorecer o cumprimento dos
objetivos de desenvolvimento sustentavel da Agenda 2030, propostos pela

Organizagao das Nacdes Unidas (ONU).

Palavras-chave: Fertilizante vitreo; Agricultura sustentavel; Ecotoxicidade; Lactuca

sativa; Allium cepa, Respirometria.



Abstract

The use of fertilizers is directly related to the increase in agricultural productivity
worldwide. On the other hand, the constant use of mineral fertilizers can lead to
environmental pollution and, consequently, harm to the biota, in addition to presenting
low efficiency with regard to the absorption of nutrients by plants. In this way, new
fertilization techniques have been developed so that agricultural production occurs
efficiently, sustainably and with an excellent cost benefit. Among these new
technologies, smart fertilizers stand out, such as glass fertilizers, with the ability to
slowly release nutrients according to the nutritional needs of plants. However, little is
known about the toxicity of these materials to organisms. Thus, the present study
sought to analyze the possible ecotoxicological impacts of a multicomponent slow-
release vitreous oxide fertilizer phytotoxicity tests with Lactuca sativa, cytogenotoxicity
with Allium cepa and soil microbial respiration through respirometry tests. The tests
were carried out with five different concentrations (0.317 g/L; 0.633 g/L; 1.267 g/L,
2.534 g/L; 5.063 g/L), with the application of the fertilizer directly to the soil and also
with the aqueous extract, after 24h, 48h, 72h, 120h and 144h of solubilization. The
analyzes showed that the fertilizer can be considered environmentally phytotoxic and
genotoxic at high concentrations and at long release periods when dissolved in water,
highlighting the need to establish an ideal application concentration. However, by direct
application of fertilizer to the soil, no toxic effects were applied. The fertilizer was even
able to contribute to the natural microbiota of the soil, which can contribute to
agricultural productivity. The results indicate that the use of this fertilizer is promising,
in environmental terms, which can contribute to the promotion of more sustainable
agricultural practices and favor the fulfilment of the sustainable development
objectives of the 2030 Agenda, proposed by the United Nations (UN).

Keywords: Glass fertilizer; Sustainable agriculture; Ecotoxicity; Lactuca sativa; Allium
cepa; Respirometry.
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1 Introducgao e justificativa

No Brasil, um dos setores econbmicos mais importantes é o agronegécio, que
movimentou, no ano de 2020, mais de R$ 100 bilhdes, colocando o pais em quarto
lugar no ranking de maior produtor mundial de alimentos (OLIVEIRA; MALAGOLLI;
CELLA, 2019). Condizente com a continua expansédo do agronegdécio nacional, os
indices de uso de agrotoxicos e fertilizantes também aumentaram continuamente a
partir da década de 90, onde se registrou um aumento significativo da produtividade,
principalmente, em decorréncia do uso de fertilizantes no solo (JANK; NASSAR;
TACHINARDI, 2005). Desde entdo, existe um grande incentivo no desenvolvimento
de pesquisas e novas tecnologias que possam contribuir para a melhoria desse setor,
uma vez que a demanda por alimentos que atendam a necessidade da populagao
mundial crescente esta entre os grandes desafios deste século (BHAT; JOUDU,
2019).

Dentre os insumos agricolas, os fertilizantes representam um recurso basico
e essencial da nutricdo agricola que confere eficiéncia a produgéo. Atualmente, mais
de 48% da populagdo mundial possui alimentagao garantida pela produgéo agricola
por meio do emprego de fertilizantes nitrogenados, uma vez que, sem 0 seu uso,
apenas metade dos alimentos seria produzida e uma quantidade maior de paisagens
naturais teria que ser convertida em culturas agricolas para manter a alimentagéo da
populacao mundial (REETZ, 2017; MACIEL; TUNES, 2021).

Para atingir uma condi¢ao 6tima de crescimento, a planta necessita ter acesso
a quantidades ideais de macronutrientes (N, P, K, H, Mg, Ca e S) emicronutrientes (B,
Cl, Mn, Fe, Zn, Cu e Mo), a fim de garantir seu desenvolvimento saudavel (AFTAB,;
HAKEEM, 2020). Dentre os macronutrientes, o nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio
(K) representam os principais minerais para a promog¢ao do crescimento vegetal
(BAHADUR; MEENA; KUMAR, 2014) e, por isso, constituem a base dos fertilizantes
minerais. Contudo, embora requeridos em menor quantidade, os demais também
desempenham importantes papéis na fisiologia do vegetal. Os micronutrientes, por
exemplo, estéo relacionados aos mecanismos de defesa contra doengas, participando
como cofatores na ativagcao de enzimas (SOLANKEY et al., 2020).

Assim, para garantir uma alta produtividade e suprir a perda de nutrientes do
solo degradado pelo intenso uso agricola, a aplicagao de fertilizantes tradicionais em

culturas agricolas representa uma das principais praticas adotadas nos dias atuais
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(JAMIL et al., 2021). No entanto, a maior parte dos nutrientes que sao adicionados ao
solo ndo é absorvida pelas plantas, ocasionando sérios problemas ambientais, além
de representar um custo adicional desnecessario ao agricultor e um desperdiciodos
recursos minerais naturais (YE et al., 2020). Sabe-se que apenas 50%, 10% e 2% do
total de N, P e K adicionado ao solo, respectivamente, sdo aproveitados pelas
plantas (COSTA et al., 2012; SHANWARE; KALKAR; TRIVEDI, 2014; SIMPSON et
al., 2011).

Dentre os prejuizos ambientais ocasionados por essa pratica, encontram-se a
degradacao do solo pela introdugao de contaminantes (p.e., metais), interferéncia na
ciclagem de nutrientes, a acidificacdo e a salinizagao deste meio (TETTEH, 2015;
ZHANG et al., 2019). O excesso na aplicagao de fertilizantes também pode acarretar
na lixiviagao acentuada de nutrientes para corpos hidricos préximos, especialmente N
e P, promovendo a eutrofizagcdo de ambientes aquaticos (AYELE; ATLABACHEW,
2021). Além disso, o uso indiscriminado de fertilizantes também contribui,
significativamente, para a geragéo de gases de efeito estufa, como didéxido decarbono,
oxido nitroso e metano (WANG et al., 2017).

Desse modo, com a finalidade de atingir a otimizagao da produc¢ao e possibilitar
a utilizagao eficiente e sustentavel dos recursos disponiveis, bem como contribuir para
preservagao dos ecossistemas, pesquisadores vém desenvolvendo novas tecnologias
com foco na nutrigdo das plantas, para a melhoria do manejo de nutrientes (REETZ,
2017).

Tendo em vista os estudos que demonstram uma baixa eficiéncia na absorcéo
dos nutrientes presentes nos fertilizantes minerais pelas plantas, pesquisadores
buscam desenvolver um “fertilizante inteligente”, que se adeque as necessidades das
plantas de forma que a liberagado dos nutrientes acontega de maneira controlada ou
lenta, a fim de otimizar sua absor¢ao, sem que aconteca uma rapida lixiviacado dos
nutrientes como ocorre nos fertilizantes convencionais (MENDONCA et al., 2006;
BORSARI, 2013). Esses fertilizantes de liberacdo lenta reduzem as perdas de
nutrientes, como do nitrato por lixiviagao e volatilizagdo de amoénia, minimizando o
risco de contaminacdo ambiental. Ainda, apesar de apresentarem um customais
elevado do que os fertilizantes tradicionais, oferecem melhor custo-beneficio devido
ao completo aproveitamento dos nutrientes, levando a uma menor necessidade de
aplicagao e diminuigao de custos com mao de obra, armazenagem, transporte, entre

outros (BORSARI, 2013). Além disso, este tipo de fertilizante confere precisdo as
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culturas agricolas, tornando possivel alterar a composigdo do material de forma que a
liberagdodos nutrientes acontega da maneira desejada (MOURA, 2019). Uma vez que
cada planta apresenta uma fisiologia especifica e uma demanda diferenciada em
relagdo as concentragées dos macro e micronutrientes (NADEEM et al., 2018), o
emprego dos "fertilizantes inteligentes" representa um avango para o setor agricola.

Adicionalmente, a dependéncia do Brasil quanto a importacédo de fertilizantes
ressalta a importédncia do desenvolvimento e produgdo nacional de fertilizantes
eficientes, que comportem a demanda do pais. Com base em dados referentes ao ano
de 2017, 24% dos fertilizantes nitrogenados, 20% dos fertilizantes potassicos e 14%
dos fosfatados tiveram como origem a Russia (OLIVEIRA; MALAGOLLI; CELLA,
2019). Com o inicio das invas6es russas na Ucrania, houve um impacto direto sobre
o fornecimento de fertilizantes, afetando paises como o Brasil, que mantinham relagao
de dependéncia com os dois antagonistas.

Neste sentido, os fertilizantes vitreos destacam-se por serem uma alternativa
mais viavel frente aos rotineiramente utilizados, principalmente pela sua versatilidade
composicional, facilidade de obtengao, dissolucdo uniforme dos componentes,
liberacao lenta dos elementos presentes na sua estrutura, completa solubilizagdo em
agua e nao gerar subprodutos (MOURA, 2019).

A avaliagdo ecotoxicolégica prové dados sobre os danos de substancias
quimicas ao ecossistema, fornecendo informacgdes a respeito dos maleficios causados
a saude e ao ambiente. Essa abordagem vem sendo sugerida por diversos autores
para verificar a seguranga ambiental de diferentes materiais com potencialidade para
uso como fertilizantes agricolas (ANACLETO et al., 2017; MAZZEO et al., 2015;
PANTANO et al., 2021; SOMMAGGIO et al., 2018).

Bioensaios realizados com sementes de alface (Lactuca sativa) representam
uma excelente ferramenta para verificar o impacto de agentes quimicos na
germinagao e no crescimento da planta, por ser um teste rapido, simples e com alta
sensibilidade e reprodutibilidade (PRIAC; PIERRE-MARIE; CRINI, 2017).

Dentre os vegetais superiores, a espécie Allium cepa destaca-se pelas suas
caracteristicas citogenéticas apropriadas, pela facilidade de cultivo e desenvolvimento
do teste, o que a torna um excelente organismo-teste para avaliagdes
ecotoxicolégicas (KURAS et al., 2006). O ensaio utilizando A. cepa tem sido
empregado com sucesso na avaliagdo do potencial citotdxico, genotdxico e

mutagénico de diferentes substancias quimicas e amostras ambientais complexas
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(LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).

A incorporagao de novas substancias ao solo pode acarretar na alteracéo de
sua comunidade microbiana, cuja atividade pode ser avaliada por meio de ensaios de
respirometria (ARAUJO; MONTEIRO, 2006). A respiragdo microbiana é um bom
indicador da qualidade e da saude do solo (SPARDA et al.,, 2017), trazendo
informagdes importantes para a conservagao deste meio.

Embora os fertilizantes vitreos de liberagao lenta apresentem-se como uma
solucao tecnologica promissora e mais sustentavel para a agricultura de preciséo
quando comparados aos fertilizantes tradicionalmente utilizados, principalmente em
termos econdémicos e ambientais, pouco se sabe sobre seus efeitos ecotoxicolégicos
quando aplicado aos solos. Assim, o presente estudo realizou uma avaliacéo
ecotoxicoldégica de um fertilizante abase de vidros 6xidos multicomponentes de
liberacao lenta, a fim de garantir seu uso seguro para os organismos expostos e para

o0 ambiente.
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6 Consideragoes finais

Apesar de liberar nutrientes de forma lenta e gradual, a aplicagao de elevadas
concentracdes do fertilizante vitreo em condicdes altamente otimizadas de liberacao
(como nos extratos aquosos) podem causar efeitos fitotoxicos e genotdxicos nao
desejados ao inibir o crescimento e desenvolvimento das culturas agricolas, além de
causar aberragdes cromossOmicas. Desse modo, a concentragao C1 (0,317 g/L) do
fertilizante, a qual ndo apresentou efeito toxico nas condigbes mencionadas, mostra-
se a mais indicada. Os efeitos ecotdxicos observados podem ser resultado de duas
hipbéteses principais: uma alta taxa de fésforo e/ou potassio na composi¢ao do produto,
capaz de inibir a absorcido de outros nutrientes pela planta e uma acidificacdo no pH
pelo acumulo de varios nutrientes no meio.

Em circunstancias de aplicagao do fertilizante diretamente em solo, todas as
concentragdes (0,317 g/kg; 0,633 g/kg; 1,267 g/kg; 2,534 g/kg; 5,063 g/kg) mostraram-
se seguras para aplicagao por ndo apresentar efeito inibidor no desenvolvimento de
L. sativa, assim como auséncia de citogenotoxicidade para A. cepa. Para a microbiota,
além de n&o causar toxicidade, houve um estimulo para o crescimento de atividade
microbiana, aumentando o numero de bactérias e fungos no solo, fator que favorece
seu objetivo principal de ampliar a produtividade agricola.

Portanto, através dos resultados obtidos pode-se concluir que o fertilizante
vitreo testado atinge seu objetivo principal de fornecer nutrientes de maneira
controlada e gradual para as plantas e sua aplicagao pode ser eficiente ao favorecer
a atividade agricola, desde que seja administrado em concentragbes ideais de

aplicagao.
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