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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE PARTICULAS A BASE DE
BIOPOLIMEROS E VINHACA COM ADICAO DE BIOMASSA MICROALGAL PARA
USO COMO FERTILIZANTE

Autora: SILVIA RAQUEL BETTANI
Orientadora: Profa. Dra. MARIANA ALTENHOFEN DA SILVA
Co-orientador: Prof. Dr. MARCIO ROBERTO SOARES

RESUMO

A vinhaca é o efluente liquido mais expressivo do setor sucroenergético, sendo gerado
na proporcao de 12 litros por litro de etanol produzido. Seu principal destino € a
fertirrigacdo, em plantagBes proximas as usinas, porém quando aplicada em
propor¢cdes inadequadas pode causar impactos ambientais, além de ter seus ions
lixiviados. Uma estratégia alternativa para a destinacéo final da vinhaca e ampliacéo
da area de aplicacdo € o desenvolvimento de sistemas de liberacdo lenta e/ou
controlada a base de polimeros biodegradaveis, como a pectina e a quitosana,
utilizando vinhaca como solvente. Esta pesquisa teve como objetivo o estudo do
processo de obtencdo de particulas de pectina e de quitosana por gelificacao
ionotropica utilizando vinhaca como solvente, para uma possivel aplicagcdo na
agricultura. Além da incorporacdo da vinhaca, também considerou-se a adicdo da
biomassa desengordurada da microalga Desmodesmus subspicatus como
biofertilizante. As particulas foram avaliadas quanto ao aspecto visual, diametro
médio, conteldo de umidade, pH, solubilidade, resisténcia mecanica, composicao
quimica, morfologia e biodegradacdo. Em geral, as particulas apresentaram matriz
polimérica homogénea e formatos esféricos. As particulas de pectina e vinhaca
apresentaram diametro médio de 2,7 mm, teor de umidade de 16,0%, pH 3,0,
solubilidade de 64 e 48 g.100 g* em agua e em CaCl2 0,01 mol L, respectivamente,
e forca de compressao de 31 N. As particulas de quitosana e vinhaca tiveram um
diametro médio de 1,9 mm, teor de umidade de 15,2%, pH 6,6, solubilidade de 43 e
34 g. 100g! em agua e em CaCl2 0,01 mol L%, respectivamente, e forca na
compressao de 62 N. A adicdo da biomassa microalgal, de maneira geral, ndo alterou
as propriedades das particulas, porém causou aumento na concentracdo de N das
particulas de pectina e na concentracdo de micronutrientes de ambas. As particulas
desenvolvidas retiveram parte dos nutrientes da vinhagca em sua composicao e
apresentaram, na forma de particulas sélidas, de 65 a 93% de mineralizacdo apos 36
dias de sua aplicacdo no solo. De acordo com a legislacao brasileira vigente, estas
podem ser classificadas como biofertilizante e apresentam potencial para serem
aplicadas na agricultura, possibilitando a reciclagem de nutrientes da vinhaca, dos
biopolimeros e da biomassa microalgal para o solo e, sobretudo, o aproveitamento
deste importante residuo da industria sucroalcooleira.

Palavras chave: Pectina, quitosana, Desmodesmus subspicatus, vinhaca, biopolimero



DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF BIOPOLYMERS AND VINASSE
BASED PARTICLES ADDED WITH MICROALGAE BIOMASS FOR USE AS
FERTILIZER

Author: SILVIA RAQUEL BETTANI
Adviser: Profa. Dra. MARIANA ALTENHOFEN DA SILVA
Co-adviser: Prof. Dr. MARCIO ROBERTO SOARES

ABSTRACT

Sugarcane vinasse is the main wastewater from the ethanol industry, produced in a
proportion of about 12 liters per liter of ethanol. Among alternatives to its disposal,
Fertirrigation is commonly used in order to improve soil fertility of crops near the
sugarcane producing areas. However, it is currently being questioned due to its effects
on the soil and on groundwaters, caused by nutrient lixiviation. An alternative would be
the development of slow and/or controlled release systems based on biodegradable
polymers, such as pectin and chitosan, using vinasse as the solvent. This could reduce
the amount applied and allow the extension of fertirrigation covered area. This study
proposed the development of pectin and chitosan particles by ionotropic gelation using
vinasse as solvent, intending a possible application in agriculture. Besides the use of
vinasse, the incorporation of Desmodesmus subspicatus defatted biomass was
considered to enhance nutrient content. The particles were evaluated according to
their visual aspects, average diameter, moisture content, pH, solubility in water and
CaCl2 0.01 mol L, mechanical property, chemical composition, morphology and
biodegradation in soil. In general, the particles showed homogeneous matrix and
spherical shapes. Pectin/vinasse particles had an average diameter of 2.7 mm,
moisture content of 16.0%, pH 3.0, soluble matter of 64 and 48 g 100 g! in water and
CaCl2 0.01 mol L, respectively, and compression force of 31 N. Chitosan/vinasse
particles had an average diameter of 1.9 mm, moisture content of 15.2%, pH 6.6,
soluble matter 43 and 34 g 100 g in water and 0.01 mol L* CaClz, respectively, and
compression force of 62 N. The addition of microalgae biomass did not greatly affect
particles properties. However, it increased the concentration of N for pectin particles
and the concentration of micronutrients for both particles. The developed materials
were able to retain nutrients from vinasse and showed, as solid particles, 65-93% of
mineralization after 36 days of contact with soil. According to the Brazilian current
legislation, they can be classified as biofertilizers and represent a novel application in
agriculture, allowing the recycling of nutrients from vinasse, biopolymers and
microalgal biomass to the soil.

Keywords: Pectin, chitosan, Desmodesmus subspicatus, vinasse, biopolymer



1 INTRODUCAO

A vinhaca é um efluente liquido oriundo da destilacdo de uma solucéo alcodlica
denominada vinho, obtida no processo de fermentacéo do caldo de cana-de-acucar,
do melago ou da mistura dos dois, também conhecida pelos
nomes vinhoto, tiborna ou restilo (DN.COPAM 164/2011). Este € o principal residuo
das industrias no processo de producdo do etanol, sendo que a cada litro de etanol
produzido sdo gerados cerca de 12 litros de vinhaca (De Medina e Brinholi, 1998, Elia
Neto et al, 2009, Fuess et al, 2017). Dessa forma, a producéo brasileira total de etanol
(anidro e hidratado) na da safra 2017/18 de cana-de-agucar, estimada em 27,1 bilhdes
de litros (CONAB, 2018), devera gerar 325 bilhdes de litros de vinhaca.

Este residuo é caracterizado por ser um liquido de odor forte, coloracdo
marrom-escuro, baixo pH, alto teor de potassio e com alta carga de matéria organica,
podendo ser um material de impacto ambiental negativo dependendo da forma de uso
(Orlando Filho et al, 1983; Espafia-Gamboa et al, 2011).

Em 1980, o extinto Ministério do Interior proibiu o langamento, direto ou

indireto, da vinhaca em qualquer colecéo hidrica pelas destilarias de alcool instaladas



ou que venham a se instalar no pais (Brasil,1980). A partir de entdo a forma de
disposicéo passou a ser a fertirrigacdo, sendo sua aplicacdo diretamente no solo (in
natura) devido ao seu potencial de fertilizante organico com alto teor de potassio,
substituindo em parte o adubo mineral (Elia Neto et al, 2016).

No Brasil, praticamente todo o volume de vinhaca é utilizado como fertilizante
nas areas cultivadas com cana-de-acucar. Além de reduzir os custos com a aplicagéo
de fertilizantes e proporcionar incrementos na fertiidade do solo, a pratica é
reconhecida como forma de disposicao final que atende a Norma Técnica (NT) P4.231
(CETESB, 2015), que dispbe sobre os critérios e procedimentos para aplicacdo de
vinhaca em solos agricolas no Estado de Sao Paulo (Soares et al., 2014).

Além do alto custo de aspersdo da vinhaca nas areas agricolas, existe uma
distancia acima da qual ha comprometimento da viabilidade econémica do transporte
rodoviario ou dutoviario da vinhaca. Estes entraves limitam a sua aplicagdo somente
nas areas mais proximas da unidade produtora, o que tem provocado dificuldades
para a destinacdo final dos atuais volumes de vinhaca em conformidade com a NT
P4.231, a qual tem permitido taxas de 150 m?3 hat em média. O setor sucroenergético
intensificou 0 uso de vinhaca concentrada, que tem se mostrado praticavel nas areas
localizadas além da distancia maxima econdmica. Apesar da alta demanda de energia
na forma de vapor, a tecnologia mais comum de concentragcdo por evaporagao tem
permitido a obtencéo de vinhaca concentrada a 40%. Uma tecnologia emergente, que
utiliza vapores alcodlicos no processo de concentracdo, tem sido capaz de concentrar
a vinhaca a 10% (Elia Neto, 2016).

Além da reducdo nos custos com o transporte, a vinhaga concentrada dispensa
a aplicacao por aspersédo e, dependendo do grau de concentracdo, pode ajustar-se
ao manejo utilizado com os fertilizantes sélidos convencionais, ou seja, com
distribuicdo na linha de plantio. Essa mudanca na forma da aplicacdo, constitui
importante avanco na disposi¢cao da vinhagca em solos agricolas.

O processo de concentracgéo vai alterar a interagao da vinhaga com o solo, mas,
apesar da mudancga na natureza fisica e no modo de aplicacdo, a vinhaga concentrada
ainda apresentara alta solubilidade no solo. Uma estratégia promissora seria viabilizar
0 uso da vinhaca a partir de sistemas de liberacdo lenta. Trata-se de tecnologia
empregada para retardar a disponibilizacéo de nutrientes a partir de fertilizantes ou de
principios ativos de diversos insumos agricolas, ampliando a eficiéncia e minimizando

0 impacto ambiental (Ghormade et al., 2011).



Diversos tipos de dispositivos de liberacao lenta vém sendo testados para uso
na agricultura, e atualmente ha uma tendéncia crescente no uso de polimeros
biodegradaveis derivados de recursos renovaveis. Estes materiais podem ser
utilizados como condicionadores do solo, uma vez que melhoram a disponibilidade de
agua e permitem a liberacao lenta de nutrientes, garantem beneficios econémicos e
ambientais, evitam a contaminac¢ao do lencol freético e aumentam a eficiéncia de uso
de nutrientes (Puoci et al, 2008; Nakasato, et al, 2017).

Dentre os polimeros naturais com boa capacidade de formacao de hidrogéis,
destacam-se a pectina e a quitosana. Esses polissacarideos sdo abundantes na
natureza e obtidos comercialmente de residuos da industria de citricos e pesqueira,
respectivamente (Fang et al., 2008). Segundo Bhattarai et al (2010), hidrogéis sdo
compostos de redes de polimeros reticulados que possuem um alto nimero de grupos
ou dominios hidrofilicos. Estas redes tém uma alta afinidade pela 4gua, mas séo
impedidas de se dissolverem devido as ligacdes quimicas ou fisicas formadas entre
as cadeias poliméricas. A agua penetra nessas redes causando inchaco, dando forma
ao hidrogel.

O solvente normalmente utilizado para a formacdo de géis de pectina e
quitosana é a agua, sendo necesséario reduzir o pH para 3,5 e 3,0 para solubilizacao
da quitosana e gelificacdo da pectina. Para a pectina de alto teor de metoxilacao
(ATM), além do pH baixo é necessario a presenca de um alto teor de solidos sollveis
para a gelificacdo. Assim, algumas das caracteristicas como pH baixo, alto teor de
sélidos soluveis como glicerol e acUcares residuais (Navarro, 2000), tornam a vinhaca
um meio interessante para solubilizacdo de biopolimeros. A incorporacdo de
nutrientes da vinhaca em uma matriz polimérica, possibilita a elaboracdo de novos
materiais e como consequéncia agrega valor ao excedente desse subproduto.

A aplicacéo da vinhaca como solvente na producéo de particulas de pectina ou
de quitosana € uma maneira de oferecer outras opc¢des de uso para o efluente na
forma de tecnologia inédita e inovadora, que devera ampliar a eficiéncia de uso de
nutrientes por meio da liberacéo lenta e melhor aproveitar os nutrientes da vinhaga. O
processo tende a concentrar a vinhaca, implicando menor volume de material para
ofertar a mesma quantidade (ou mais) de nutrientes por m?3, quando comparado com
a pratica de aplicacao de vinhaca in natura, por fertirrigacdo. A mudanca da natureza
fisica da vinhaca de liquida para particulas sélidas pode representar inovagao no seu

modo de uso com finalidade agricola, com aplicacdo nos sulcos de plantio no ciclo de



cana-planta, ou na entrelinha nos ciclos de cana-soca, havendo disponibilizacao de
nutrientes de forma gradual e mais compativel com a necessidade e capacidade de
absorcéo pelas plantas. Além disso, o desenvolvimento de particulas solidas amplia
as perspectivas de uso da vinhaca em outras culturas além da cana-de-acucar,
significando importante solugdo para que 0 setor sucroenergético providencie
destinacgao final mais adequada ao efluente, sobretudo aos excedentes.

Além do aproveitamento da vinhaca, um outro residuo com potencial fertilizante
€ a biomassa residual microalgal. A producao de microalgas em escala comercial tem
alcancado crescente atencao, principalmente no que diz respeito ao aproveitamento
das fracdes lipidicas e proteicas da biomassa microbiana. A maioria das pesquisas
refere-se a producédo de biomassa para alimentacdo animal e humana e a extracao
de compostos com elevado valor agregado (Pulz; Gross, 2004; Spolaore et al., 2006;
Harun et al., 2010). No entanto, estudos vém apontando aplicacées das microalgas
na agricultura, como fertilizante de solo (Mata et al., 2010; Renuka et al., 2016;
Suganya et al. 2016). Diferentes espécies da microalga cloroficea Desmodesmus
(Scenedesmus) vém sendo cultivadas como células livres e imobilizadas a partir de
aguas residuarias industriais e domésticas, apresentando alta viabilidade celular, com
tolerancia a variacbes de temperatura e pH (Martinez et al., 2000; Voltolina et al.,
2005; Zhang et al., 2008; Li et al., 2010; Hodaifa et al., 2012; Prathima Devi et al.,
2012). Pesquisadores do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal
de Sédo Carlos (UFSCar) vem desenvolvendo projetos sobre o cultivo desta microalga
a partir de aguas residuéarias agroindustriais (como a vinhaca), com producéo e
aproveitamento da biomassa para obtencdo de biodiesel. Entretanto, estes estudos
nao tém abordado o aproveitamento da biomassa residual desengordurada, que
apresenta potencial promissor para ser aproveitada como biofertilizante.

A incorporacdo da vinhaca e da biomassa residual microalgal a uma matriz
polimérica pode apresentar alguns beneficios para o setor agricola, tais como a
melhor destinagcdo e o aumento do valor agregado destes residuos, assim como a
elaboracdo de um produto biodegradavel com nutrientes incorporados, com potencial

aplicacao no solo como biofertilizante.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

A presente pesquisa teve como objetivo geral estudar o processo de producédo
de particulas biodegradaveis de pectina e de quitosana, utilizando vinhaca como
solvente e com adi¢do de biomassa microalgal. Além disso, prop6s-se uma avaliacdo
do potencial de aplicacdo destas particulas na agricultura como biofertilizante e
sistema alternativo de liberacdo lenta de nutrientes, oriundos da vinhaca e da
biomassa microalgal, e assim oferecer uma forma alternativa de destinagdo da

vinhaca.

2.2 Objetivos especificos
Para organizar o desenvolvimento da pesquisa, 0s seguintes objetivos
especificos foram idealizados:
» Estudo de métodos para producdo de particulas de pectina e de
quitosana com vinhaca e biomassa microalgal, e elaboracdo de um protocolo

experimental por meio de ajuste das principais variaveis do processo;



» Caracterizacdo das particulas, produzidas de acordo com as
formulagBes selecionadas, em termos de didametro médio, morfologia, umidade,
pH, solubilidade, propriedades mecéanicas e composi¢ao quimica,

» Avaliacdo da cinética de biodegradacdo em solo das particulas
produzidas, visando a verificacdo do potencial de aplicacdo dos biopolimeros
como tecnologia alternativa de liberacdo lenta, garantindo a disponibilizacao

mais lenta e gradual dos nutrientes.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fertilizantes

O uso de fertilizantes tem uma contribuicdo essencial para a sustentabilidade
da agricultura e para a seguranca alimentar (Fernandez-Perez et al., 2008). Tratam-
se de fertilizantes definidos na legislagao brasileira (Brasil, 1982) como “substancias
minerais ou organicas, naturais ou sintéticas, fornecedoras de um ou mais nutrientes
das plantas”, que tém como fungao repor ao solo os elementos retirados em cada
colheita, com a finalidade de manter, ou mesmo de ampliar, o seu potencial produtivo.

Os elementos quimicos presentes nos fertilizantes, conforme a quantidade ou
proporcao exigidas pelas plantas, podem ser divididos em duas -categorias:
macronutrientes primarios (nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K)) e secundarios
(célcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S)), requeridos em guantidades expressas em
kg hal, e micronutrientes (boro (B), cloro (Cl), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn),
molibdénio (Mo), niquel (Ni) e zinco (Zn)), expressas em g ha't. Se o solo néo dispuser

de quantidade suficiente de qualquer dos nutrientes mencionados, mesmo aqueles



minimamente necessarios, ha prejuizo para as fases vegetativa e reprodutiva da
planta, com reducédo drastica da producéo (Dias e Fernandes, 2006; MeurerAbi, 2007).

Diversos tipos de fertilizantes, naturais e sintéticos, estdo disponiveis no
mercado para uso em grande escala na agricultura (Naz e Sulaiman, 2016). Para a
industria de fertilizantes, produtos contendo N, P20s e K20, na forma de matérias-
primas, de fertilizantes simples ou de fertilizantes mistos (mistura de granulos, mistura
granulada ou mistura complexa), sdo os prioritarios. O Brasil € um dos grandes
importadores mundiais de fertilizantes. De acordo com 0 mais recente anuario da
Associagao Brasileira das Industrias de Tecnologia em Nutricdo Vegetal (ABISOLO,
2018), o Brasil importou, em 2017, 8,7 milhdes de toneladas de fertilizantes
nitrogenados (ureia, sulfato de aménio e nitrato de aménio), 5,7 milhdes de toneladas
de fertilizantes fosfatados (superfosfato simples, superfosfato triplo, fosfato
monoamonico e fosfato diamdnico) e 9,7 milhdes de toneladas de fertilizantes
potéssicos (cloreto de potassio).

A necessidade do Brasil em adquirir matérias-primas ou fertilizantes para o
suprimento direto de macronutrientes secundarios (Ca, Mg e S) tem menor expressao
econbmica na industria de fertilizantes (Dias e Fernandes, 2006). O Brasil é
autossuficiente na producdo do calcéario agricola, insumo que representa a principal
fonte de Ca para a agricultura nacional. O uso do gesso agricola (sulfato de célcio),
subproduto da fabricacdo dos fertilizantes fosfatados, também representa fonte
importante de Ca para as culturas. Dessa forma, o pais ndo depende de importacdes
para o suprimento de Ca com finalidade agricola. A importacdo de 7,3 mil toneladas
de cloreto de célcio em 2017 foi para atender, principalmente, a industria do petréleo
e do géas. O calcario, principalmente o dolomitico, também é a fonte principal de Mg
para a agricultura no Brasil. Em 2017, o pais importou 5,2 mil toneladas de sulfato de
magnésio e 4,3 mil toneladas de nitrato de magnésio, das quais aproximadamente
75% foi utilizada com finalidade agricola. Dentre os macronutrientes secundarios, 0
Brasil possui maior dependéncia das importacdes de enxofre. Em 2017, foram
importadas 1,9 milh6es de toneladas do elemento. Apesar de serem requeridos em
menores proporcdes quando comparados aos macronutrientes, o adequado
suprimento de micronutrientes na agricultura brasileira também tem importante
dependéncia das importacdes. Em 2017, as principais fontes de micronutrientes

importadas pelo Brasil foram: B - 40 mil t de &cido borico e 12 mil t de bérax; Fe — 1,6



mil t de sulfato ferroso; Mn — 7,2 mil t de sulfato de manganés; Mo — 370 t de molibdato
de sodio e 11 t de molibdato de amonio.

Sabe-se que uma parte dos nutrientes adicionados ao solo néo é aproveitada
pelos vegetais devido a diversas rotas de perda, como lavagem do perfil do solo
através da agua da chuva ou da irrigacdo (lixiviacdo), por arraste de particulas
(eroséo), por imobilizacdo pelos organismos, por fixacdo (adsor¢cdo envolvendo
reacoes de alta energia) pelas particulas coloidais do solo e por volatilizacao. Estima-
se que o indice de aproveitamento do nitrogénio seja de 70 a 90%, do fésforo seja de
5a 20% e do potassio, de 50 a 70%. Um dos fatores que contribuem substancialmente
para essas perdas € a pronta solubilizacdo dos fertilizantes (Alcarde et al, 1998).
Atualmente, do total de fertilizantes aplicado na agricultura, em torno de 40% sé&o
perdidos de varias formas no solo por falta de uma tecnologia adequada. A
viabilizagdo de formas alternativas para a producéo e aplicacao de fertilizantes vem
sendo estudada visando superar esses entraves tecnoldgicos (Granda, 2014).

A Unido Europeia, ja ha alguns anos, vem incentivando os agricultores a reduzir
o uso de fertilizantes sintéticos através da otimizac&o da sua aplicacao e também pela
sua substituicdo, parcial ou completa, por biofertilizantes (lvanova et al., 2005).

O déficit estrutural na demanda por macronutrientes no mercado brasileiro é
decorrente da pujanca e competitividade do agronegocio e das restricdes estruturais
da industria de producéao de fertilizantes, uma vez que o pais carece de insumos dessa
indUstria. Entretanto, a abundante producdo de residuos por alguns setores do
agronegocio possibilita que 0s nutrientes presentes nesses rejeitos possam ser
reaproveitados, reduzindo, assim, a destinacdo ambientalmente incorreta e atribuindo
maior contorno de economia circular ao agronegoécio brasileiro. A producédo de
residuos dos setores sucroalcooleiro, bovino, suino e avicultor de corte poderia suprir,
aproximadamente, metade da demanda de macronutrientes brasileira em um cenario
hipotético de aproveitamento de todos os residuos gerados por esses segmentos.
Apenas a conversao dos nutrientes presentes nos segmentos que apresentam menos
desafios logisticos (sucroalcooleiro, suino e avicultor de corte) representaria um

mercado potencial superior a US$ 1 bilhdo anuais (Cruz et al, 2017).
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3.2 Vinhaca

A vinhaca ou vinhoto é o efluente liquido mais expressivo do setor
sucroenergético, proveniente da destilacdo da solucdo alcodlica obtida do processo
de fermentacdo do caldo de cana-de-acucar, do melaco ou da mistura de caldo e
melaco. Tem-se observado uma variagédo da taxa de producédo de vinhaca de 7 a 16
litros por litro de etanol produzido. Porém, ha tendéncia de diminuir a proporcao para
12 litros de vinhaca por litro de etanol, média bastante representativa da atual
tecnologia de producéo de etanol (Elia Neto et al., 2009). O potencial poluente da
vinhaca é cerca de cem vezes maior que o do esgoto doméstico, decorrente da alta
carga de matéria organica, baixo pH, elevadas DBO e DQO, além de cor escura e
odor caracteristico (Freire e Cortez, 2000; Sartori, 2011; Bonini, 2012).

N&o ha opcéao para o tratamento convencional da vinhaca que possibilite atingir
0s padroes de langamento em corpos d’agua exigidos pela legislagdo. Por isso, a
vinhaca é classificada como Residuo Soélido Classe II-A, ndo perigoso e nao inerte,
conforme a norma ABNT 10.004. Ainda que ndo exista solucdo definitiva para a
destinacao da vinhaca, o setor sucroenergético tem conseguido neutralizar o potencial
poluidor da sua altissima carga organica (Soares et al.,, 2014). A prética de
fertirrigacdo é apresentada como a solucao para o enorme problema da disposicédo
desse residuo desde que foi proibido o seu simples descarte no curso d’agua mais
préximo da usina, pratica comum durante a historia (Brasil,1980; Bonini, 2012).
Quando depositada no solo, a vinhaca pode promover uma melhoria na fertilidade, o
que beneficia as culturas agricolas. Entretanto, as taxas de aplicacdo, que dependem
ndo somente das caracteristicas da vinhaca, mas também das do solo e da cultura da
cana-de-acucar, ndo devem ultrapassar a capacidade de retencdo de ions até a
profundidade de 0,8 m no perfil do solo, considerada a zona de efetiva absorcao do
sistema radicular. A aplicacdo de vinhaca em proporcdes exageradas pode resultar
na lixiviacdo de ions, sobretudo de nitrato (NO3s) e de potassio (K*), que podem
alcancar areas adjacentes e aguas subterrdneas, causando impactos ambientais e
sanitarios (Corbi, 2006).

O método de calculo das dosagens de vinhaca a serem aplicadas no solo é
definido pela Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2015). O célculo envolve o teor de
potassio (K) e a capacidade de troca de cations (CTC) no solo (até 0,8 m) e o teor de
K20 da vinhaca. Apesar de ser considerada um marco regulatorio na legislacédo

ambiental, a NT P4.231 tem sido criticada por ndo considerar os teores de NOs’, no
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calculo das taxas de aplicagdo de vinhaca, o que representa risco iminente de
contaminacao de aguas subterraneas em virtude da grande mobilidade do ion no solo.

A composicdo quimica da vinhaca (Tabela 1) indica que a matéria organica é
seu principal componente. No entanto, varios elementos quimicos participam da sua
N-NHs* e,
principalmente, K*), secundarios (Ca?*, Mg?* e SO4%) e alguns micronutrientes (Cu?*,
Fe?*, Mn?* e Zn?*) (Soares et al., 2014).

composi¢do, o0 que inclui macronutrientes priméarios (N-NOs',

Tabela 1: Composicdo quimica média da vinhaca produzida a partir da fermentacao

de diferentes mostos a base de cana-de-agucar

Tipo de mosto

Parametro
Melaco Caldo Misto
pH 4,2-5,0 3,5-4,6 3,5-4,6
Temperatura (°C) 80-100 80-100 80-100
DBO (mg L O2) 25.000 6.000-16.500 19.800
DQO (mg L O2) 65.000 15.000-33.000 45.000
Sdlidos totais (mg L?) 81.500 23.700 52.700
Solidos volateis (mg L) 60.000 20.000 40.000
Solidos fixos (mg L) 21.500 3.700 12.700
Nitrogénio (mg L1 N) 450-1.610 150-700 330-710
Fosforo (mg L P2Os) 100-350 10-610 90-610
Potassio (mg L1 K20) 3.500-7.870 1.010-2.100 2.100-4.600
Célcio (mg Lt CaO) 450-5.180 130-1.540 570-4.570
Magnésio (mg Lt MgO) 420-1.520 200-490 330-700
Sulfato (mg L SO4?) 1.050-6.400 600-2.030 1.600-3.740
Carbono (mg Lt C) 11.200-22.900 5.700-13.400 8.700-12.100
Ferro (mg L1) 52-120 45-110 47-130
Cobre (mg L) 3-9 1-18 2-57
Zinco (mg L1) 3-4 2-3 3-50
Manganés (mg L) 6-11 5-6 5-10
Relagdo C/N 16,0 19,7-21,1 16,4
Matéria organica (mg L) 37.000-63.940 15.300-45.000 3.800-45.100

Fonte: (1) Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (1982), (2) Gléria e Orlando Filho (1983) e (3) Orlando Filho e
Leme (1984). Adaptado e compilado por Soares et al. (2014).

A composi¢do quimica da vinhaca € variavel e depende de fatores como a

composigdo e natureza da matéria prima, método de fermentacgé&o utilizado, sistema
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utilizado na preparagao do mosto, tipo de levedura utilizada, destilador e do tipo de
flegma separado (Helbel e Andrade, 2009)

A vinhaca possui um elevado teor de agua e sua aplicacdo em areas mais
distantes da destilaria sofre as limitacées resultantes do alto custo de transporte.
Existe uma distancia econb6mica para transporte e aplicacdo da vinhaca por
fertirrigacdo, acima da qual os custos sdo maiores do que a adubacdo mineral
convencional. Com a alta dos precos dos fertilizantes, estima-se que ainda compense
percorrer a distancia de 38 km utilizando o transporte rodoviario. Com isto, as areas
agricolas mais proximas das unidades produtoras ndo tém sido suficientes para
receber o crescente volume de vinhaga. A aplicacao reincidente de vinhacga nestas
areas, além de desrespeitar a legislacéo, amplia o risco de saturacéo do solo, podendo
desencadear impactos negativos do seu uso agricola, tais como a contaminacéo das
aguas subterraneas, o desequilibrio de nutrientes no solo, a intensificacdo dos odores
e a atracdo de vetores (mosca do estabulo em areas tradicionais da pecuéria) (Gomes
et al, 2011; Soares et al, 2014, Elia Neto, 2016).

A producao de etanol teve um crescimento médio de 6,91% a.a. no periodo de
1975 a 2009 (Da Cruz et al, 2012) e segundo dados da CONAB (2018) a producao
brasileira de etanol total (anidro e hidratado) a partir da safra 2017/18 de cana-de-
acucar esta estimada em 27,1 bilhdes de litros, o que devera gerar 325,2 bilhdes de
litros de vinhaca. Assim, a destinacdo adequada do volume de vinhaca gerado ainda
constituird um problema de dificil solucéo, com risco de trazer impactos negativos ao
meio ambiente por disposi¢cao inadequada (Bisinoti et al, 2017).

Soares et al (2014) e Lofrano et al (2016) relataram que 0s impasses para 0
uso da vinhaca na fertirrigacdo obrigam o setor sucroenergético a buscar novas
alternativas de destinacéo final adequada para o efluente. Os autores sugerem que
pesquisas voltadas a sanar ou a minimizar os efeitos e danos ambientais, bem como
o desenvolvimento de tecnologias de aplicagdo empregando-se esse efluente, séo
fundamentais. Devido ao alto custo normalmente envolvido na implementacéo seria
interessante que as estratégias inovadoras oferecam algum atrativo, como valor

agregado e geracao de novos subprodutos com valor econémico.
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3.3 Sistemas de liberacao lenta de nutrientes

Uma das maneiras mais promissoras e viaveis de se contornar os problemas
relacionados ao uso de fertilizantes baseia-se em tecnologias de sistemas de
liberacdo lenta e/ou controlada. A possibilidade de proteger e encapsular
agroquimicos, tais como fertilizantes, herbicidas, fungicidas e inseticidas em
matrizes/dispositivos de liberac&o lenta e/ou controlada, tem despertado interesse nas
areas de agricultura sustentavel e seguranca alimentar. Assim, o interesse pelo uso
de materiais alternativos na agricultura tem aumentado devido a necessidade de
melhorar os sistemas de producdo com aumento de produtividade e reducdo de
custos (Ghormade et al., 2011). Pesquisas demonstraram que a adi¢ao de fertilizantes
em matrizes poliméricas reduziu a lixiviacdo de N e de K em solos bem drenados,
assim como aumentou a recuperacao de N, P, Fe e Mn pelas plantas (Mikkelsen,
1994, Ibrahim et al., 2016). Azeem et al (2014) sugerem que o0s sistemas de
revestimento da ureia com polissacarideo devem ser melhorados a fim de evitar a
perda de nitrogénio através de lixiviacdo, volatilizacao e desnitrificacao.

Diversos tipos de dispositivos de liberacdo vém sendo testados para fornecer a
quantidade de nutrientes adequada em uma taxa controlada e o uso de polimeros
hidrofilicos como carregadores de nutrientes é uma das tendéncias mais difundidas.
Hidrogéis sdo exemplos de materiais alternativos que possuem a habilidade de
aumentar significativamente seu tamanho, através da absorcdo de agua, e de
gradualmente liberar principios ativos encapsulados no meio em que estéo inseridos
(Liang et al., 2007, Zhong et al., 2013). Os hidrogéis sdo definidos como redes
poliméricas tridimensionais que podem reter uma quantidade significativa de agua
dentro de sua propria estrutura e intumescer, sem a dissolucdo (Kaewpirom &
Boonsang, 2006; Rui et al., 2007). Alguns polimeros tém sido usados para preparar
hidrogéis que aumentam a retencdo de agua no solo, reduzindo a frequéncia de
irrigacao (Abedi-Koupaia et al., 2008; Mendonga et al., 2013).

Atualmente 0s materiais sdo compostos de polimeros sintéticos ou
semissintéticos ndo-biodegradaveis, tais como poliacrilamida, poliacrilamida-acrilato
e poliacrilonitrila poliestireno, podendo acumular residuos no solo devido ao seu uso
continuado (Mendoncga et al., 2013). Assim, ha tendéncia crescente no uso de
polimeros biodegradaveis derivados de recursos renovaveis. Estes materiais podem
ser utilizados como condicionadores do solo ou como fertilizante orgéanico, desde que

atendam a especificacOes legais. Para condicionadores, a Capacidade de Retencéo
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de Agua (CRA) minima deve ser de 60% e Capacidade de Troca Catiénica (CTC) de
200 mmol c/kg (IN35, Brasil, 2006), enquanto que para fertilizante organico devem
apresentar teores minimos de macronutrientes secundarios e micronutrientes, para
classificagdo como biofertilizante ndo ha especificacdes a serem atendidas, devendo
apenas relatar a composigao, conforme estabelecido na norma IN 25 (BRASIL, 2009).

Os sistemas de liberacdo lenta e/ou controlada podem ser produzidos por
diferentes métodos que incluem a cobertura ou imobilizacdo de agentes ativos,
garantindo a sua liberacdo lenta/gradual ou controlada a partir de variaveis
ambientais, como temperatura, umidade ou pH do solo (Bashan 1986; Kim et al. 2012).

Diversas técnicas sao utilizadas para obtencdo de matrizes poliméricas:
processos fisicos como atomizacdo (spray drying, spray chilling/cooling), extrusao,
leito fluidizado e co-cristalizacdo; processos quimicos como, inclusdo molecular e
polimerizacdo interfacial;, e processos fisico-quimicos como coacervagcdo simples e
complexa, envolvimento lipossOmico, separacdo por fase organica e
gelificacao/gelificacao inversa. A taxa de degradacéo da matriz polimérica tera relacéo
direta com a atividade biolégica dos micro-organismos do solo. As particulas secas
podem ser armazenadas a temperatura ambiente por longos periodos, garantindo a
manutencdo dos principios ativos imobilizados. Além disso, sdo faciimente

transportadas.

3.4 Biopolimeros naturais

Dentre os polimeros naturais que se apresentam como potenciais formadores
de hidrogéis, destacam-se a pectina e a quitosana (Fang et al., 2008).

O solvente normalmente utilizado para a formacéo de particulas de pectina e
de quitosana é a agua, sendo necessario reduzir o pH para solubilizacdo (quitosana)
e gelificacdo (pectina ATM) dos polimeros. Assim, algumas caracteristicas da vinhaca
como pH baixo, alto teor de sdlidos soluveis como glicerol e acucares residuais
(Navarro, 2000), a tornam um solvente interessante para estes biopolimeros. Este uso
para vinhacga, principal &gua residuaria do setor sucroalcooleiro, pode representar uma
alternativa para o aproveitamento deste residuo. Nao ha relatos em trabalhos na
literatura cientifica sobre a utilizacdo da vinhaca como solvente para producao de

particulas biodegradaveis.
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3.4.1 Pectina

Pectinas sdo polissacarideos anidnicos soluveis em agua que, junto com a
celulose e com a hemicelulose, formam a estrutura das paredes celulares dos vegetais
(Hiorth et al., 2003). As pectinas podem ser extraidas de diferentes fontes. As
principais fontes comerciais sdo o bagaco de frutas citricas (25% da matéria seca) e
0 bagaco seco de macé (15-18% da matéria seca), nos quais a extracao € conduzida
sob condicdes acidas ou basicas com posterior deslignificacdo pelo tratamento com
cloreto de sodio (Marudova et al., 2004). A producéo industrial brasileira teve inicio no
ano de 1954, na cidade de Limeira-SP, sendo a maior produtora mundial de pectina
citrica (Canteri et al, 2012).

A aplicacdo mais conhecida desta matéria-prima € como agente espessante e
gelificante na producdo de diversos alimentos como geléias, sucos de frutas e
produtos lacteos. Entretanto, caracteristicas como biocompatibilidade e a néo-
toxicidade também permitem que a pectina esteja sendo crescentemente utilizada nas
areas farmacéutica e biotecnoldgica, com destaque para 0 uso em sistemas de
liberacdo controlada de principios ativos (Liu et al., 2007, Murata et al., 2004,
Sriamornsak & Nunthanid, 1998).

Quimicamente, a pectina € um polissacarideo complexo composto de residuos
do acido D-galacturdnico unidos por ligagbes glicosidicas do tipo a (1,4) (Figura 1),
cujos grupos carboxilicos podem estar parcialmente esterificados por metoxilas.
Acucares neutros, principalmente D-glactose, L-arabinose e L-raminose e, em menor
quantidade, D-xilose, também podem estar ligados a cadeia da pectina (Walkenstrom
et al., 2003; Cardoso et al., 2003; Willats et al., 2006).

Figura 1: Estrutura quimica da cadeia da pectina (Hourdet e Muller, 1991)



16

O teor de metoxilacdo (TM) é utilizado como critério para a classificacdo
comercial das pectinas e corresponde a proporcéo dos grupos de acido galacturdnico
metilados presentes na molécula de pectina. O teor de metoxilacéo varia com a idade
e a localizacdo dentro do tecido da planta, com o método de extracdo e com o
contetido de agucares neutros e possui importante influéncia sobre as propriedades
da pectina, especialmente a solubilidade e as caracteristicas gelificantes e formadoras
de filme (Liu et al., 2007).

As pectinas sao classificadas como pectinas de alto teor de metoxilacédo (ATM),
quando possuem acima de 50% de seus grupos carboxilicos esterificados, e como
pectinas de baixo teor de metoxilagdo (BTM), quando 50% ou menos de seus grupos
estdo esterificados (Figura 2). A distribuicdo de cargas ao longo das cadeias de
pectinas pode ser modificada utilizando métodos quimicos e enzimaticos de
desesterificacdo, visando a obtencao de produtos com caracteristicas distintas (Hiorth
et al., 2003; Marudova et al., 2004). Quando o processo de desesterificacdo €
realizado com amonia, alguns grupos metil éster sdo substituidos por grupos amidas,

resultando em pectinas BTM com grau de amidacéo (May, 1997).

COOCH, COOCH; COOH COOCH; COOCH; COOCH;
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COOH COOCH;8 COOH COOH COOH COOH
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oo OH OH OH OH OH o
OH OH

(b)
Figura 2: Estruturas da pectina de alto teor de metoxilacéo (a) e de baixo teor de
metoxilacédo (b) (Tharanathan, 2003)

Os mecanismos de associacéo e gelificacado sao diferentes para os dois tipos
de pectinas. As pectinas ATM apresentam, predominantemente, interagbes
intermoleculares por ligacdes de hidrogénio e forcas hidrofobicas. A gelificacdo de
pectinas ATM é normalmente observada em pH acido (< 3,5) e na presenca de altas
concentracbes de aclUcares ou outros sélidos soluveis. O pH acido provoca a

protonacgdo dos grupos carboxilicos, diminui a repulsdo eletrostatica entre as cadeias
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e aumenta a formacao de ligacdes de hidrogénio (Walkenstrom et al., 2003). O agUcar
e outros solidos soluveis semelhantes tendem a desidratar as moléculas de pectina
em solucéo por reducéo da atividade de agua, favorecendo as interacdes hidrofébicas
entre as cadeias de pectina e consequentemente a gelificacdo e a forca do gel (Flutto,
2003) (Figura 3).

Moléculas de pectina em solucdo Estrutura do gel

( \_\1 Zona de juncéo

Ligag&o de hidrogénio

[ H

i | i s

O, o (o] 0. CH, Interagdo
c c ¢~ H o ) hidrofébica

Figura 3: Mecanismo de gelificacdo de pectinas ATM. (Adaptado de Flutto, 2003)
Nas pectinas BTM, ligacbes de hidrogénio e forcas eletrostaticas sao
predominantes nas associacdes intermoleculares. Pectinas BTM gelificam na
presenca de céations divalentes, principalmente célcio, em uma ampla faixa de pH (2,6-
8,0), e de conteudo de sdlidos soluveis (10 a 70%). Neste caso, o0 modelo “caixa de
ovos” descrito normalmente para o alginato (Figura 4) tem sido amplamente aceito

para géis de pectato de calcio.

Figura 4: Representagcao esquematica do modelo “caixa de ovos” (Braccini e Pérez,
2001)
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3.4.2 Quitosana

A guitosana é um polissacarideo derivado do processo de desacetilagéo parcial
da quitina. A quitina €, depois da celulose, o segundo biopolimero natural mais
abundante, encontrada em exoesqueletos de crustaceos (principalmente caranguejo,
camardo e lagosta), na parede celular de fungos e em outros materiais bioldgicos
(Krochta e De Mulder Johnston, 1997; Park et al., 2001; Garcia et al., 2004). As
principais fontes comerciais da quitina sdo os residuos de camaréo, siri e lagosta. O
camardo apresenta na sua composicao cerca de 5 a 7% de quitina, e o siri, de 15 a
20% (Moura et al., 2006).

Em termos moleculares, a quitosana (Figura 5a) é formada pela repeticao de
unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicose (ou D-glicosamina) unidas por ligacdes
glicossidicas do tipo a- (1,4), apresentando uma cadeia polimérica similar a da
celulose. Durante a desacetilagcéo, parte das ligacbes N-acetil da quitina (Figura 5b)
sdo rompidas com formacgdo de unidades que contém grupamentos aminicos livres,
conferindo a quitosana uma natureza catidnica. Entretanto, a quitosana ndo € um
composto uniforme e sim um grupo de polimeros parcialmente desacetilados, dos
quais os que apresentam grau de desacetilacdo acima de 30% ja podem ser
considerados como quitosana (Lazaridou e Biliaderis, 2002; Garcia et al., 2004;
Lépez-Caballero et al., 2005). A quitosana é insoluvel em &gua, mas pode ser

solubilizada em solucdes acidas.
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Figura 5: (a) Estrutura da quitosana; (b) estrutura da quitina (Einbu e Varum,
2004)

As aplicacdes e caracteristicas do polimero dependem fundamentalmente do
grau de desacetilacdo e do tamanho da cadeia do polimero. A quitosana € um
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polieletrdlito linear em pH &cido, com boa capacidade de formacdo de filmes e
hidrogéis, dentre outras aplica¢des (Shu et al., 2001).

Devido a sua nao-toxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade (Coma
et al., 2002), a quitosana vem sendo considerada ha décadas um composto de grande
interesse industrial (Shu et al., 2001). Dentre as diversas aplicacbes destacam-se:
biomateriais para medicina, membranas filtrantes para tratamento de efluentes, filmes
e esferas, fibra dietética e medicamento contra hipertensdo devido a sua acgao
guelante com ions cloreto. Na industria farmacéutica, a quitosana tem sido estudada
para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada (Yao et al., 1996).
Kashyap et al. (2015), descreveram os sistemas de liberacdo a base de quitosana
para aplicacbes na agricultura e apontaram alguns desafios que precisam ser
superados. Segundo os autores, embora a preparacdo de nanoparticulas como
dispositivos de liberacdo controlada possa ser mais dispendiosa do que a aplicacao
de fertilizantes convencionais, esses materiais colaboram com a sincronizagao de
liberacdo de fertilizantes para sua melhor absorcao pelas culturas, e também podem
prevenir perdas indesejaveis de nutrientes para o solo, 4gua e ar, com beneficios de
exigir menor quantidade de fertilizantes, com menor impacto ambiental indesejavel.

O uso de esferas de quitosana como sistema de liberacdo controlada é bem
estabelecido na literatura, sobretudo para as aplicacfes na area farmacéutica. Muitas
aplicacdes abordam o uso de esferas de quitosana reticuladas covalentemente
utilizando gluteraldeido ou etilenoglicol diglicil éter. Porém, estes agentes reticulantes
sdo toxicos e podem deixar residuos nas particulas formadas. A quitosana também
pode formar gel com anidbns multivalentes, como o tripolifosfato (TPP), por interacao
ibnica (Figura 6). Em comparacao aos géis covalentes, os géis ibnicos de quitosana
apresentam menor resisténcia mecanica e podem apresentar alto grau de
intumescimento dependendo do pH do meio (Mi et al., 2003; Rayment & Butler,
2008).
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Figura 6: Representacdo esquematica da reticulacdo i6nica da quitosana com ions
tripolifosfato (Fonte: Mi et al., 2003)

3.5 Biomassa microalgal

As microalgas sao organismos fotossintetizantes eucarioticos, como algas
cloroficeas (Chlorophyta), ou organismos procariotos, como cianobactérias
(Cyanophyceae) (Mata et al., 2010). A producdo de microalgas em escala comercial
tem apresentado crescente atencdo, principalmente no que diz respeito ao
aproveitamento das fracdes lipidicas e proteicas da biomassa microbiana. Os topicos
mais estudados referem-se a producdo de biomassa para alimentacdo animal e
humana e extracdo de compostos de elevado valor agregado, tais como acidos graxos
poli-insaturados, carotendides, ficofibilinas, polissacarideos, vitaminas, esterdis,
compostos bioativos naturais e toxinas com atividade biologica (Pulz; Gross, 2004;
Derner et al., 2006; Spolaore et al., 2006; Harun et al., 2010).

Estudos apontam aplicacdes das microalgas na agricultura como biofertilizante
de solo, principalmente pelo aproveitamento da biomassa residual desengordurada. A
biomassa € co-produto da producdo de biocombustivel em um sistema considerado
sustentavel (terceira geracdo), em que as microalgas sao cultivadas em aguas
residuais a fim de que estas utilizem potenciais contaminantes, tais como amonia,
nitratos e fosfatos (NH4*, NO3z", PO4%), como nutrientes. Desta maneira, as microalgas
viabilizam a reciclagem de compostos nitrogenados e fosfatados, incorporando-os e
acumulando-os em sua biomassa, como um fertilizante (Derner et al., 2006; Mata et
al., 2010; Renuka et al., 2016; Suganya et al. 2016).

Coppens et al. (2016) avaliaram experimentos de cultivo de tomate em estufa

e compararam o potencial de fertilizacdo de dois tipos de biomassa de microalgas,
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com os sistemas convencionais de fertilizantes inorganico e organico. Os autores
concluiram que os fertilizantes de microalgas melhoraram a qualidade dos frutos, pelo
aumento do teor de acucares e de carotendides, 0 que permite seu uso como
fertilizante organico para o cultivo de tomate.

Diferentes espécies da microalga cloroficea Desmodesmus (Scenedesmus)
vém sendo cultivadas como células livres e imobilizadas a partir de &guas residuéarias
industriais e domésticas, apresentando alta viabilidade celular, com tolerancia a
variacfes de temperatura e pH (Martinez et al., 2000; Voltolina et al., 2005; Zhang et
al., 2008; Li et al., 2010; Hodaifa et al., 2012; Prathima Devi et al., 2012, Jesus, 2018).

A microalga Scenedesmus pode ser vista como uma cepa representativa, com
potencial comercial relevante para oportunidades de combustivel ou coproduto, pois
estd intimamente relacionado ao Desmodesmus (Davis et al, 2016). O género
Desmodesmus foi diferenciado de Scenedesmus por An et al (1999), utilizando
analises do DNA ribossémico ITS-2 de estirpes de Scenedesmus. Estes autores
mostraram que esta molécula é adequada para a resolucéo de relaces evolutivas em
varios niveis taxondémicos, o que possibilitou a diferenciacdo em dois grupos com
géneros distintos, Desmodesmus e Scenedesmus. Embora os autores tenham
encontrado semelhancas na morfologia das células vegetativas para espécies de
Scenedesmus e Desmodesmus, estes foram considerados como membros de
géneros independentes, da familia Scenedesmaceae.

De Jesus Torres et al (2014) buscando verificar a capacidade de sobrevivéncia
de microalgas verdes e seu potencial para remocao de nitrogénio e fésforo em efluente
de esgoto sanitario, realizaram caracterizacdes fisico-quimicas da biomassa
microalgal seca. Dentre as espécies estudadas, a biomassa de Desmodesmus sp.
apresentou composicdo de 23,5% de proteina e 10,8% de carboidratos totais. Estes
dados corroboram com os encontrados por Rossi (2013) em estudo utilizando efluente
domeéstico como substrato alternativo a producdo de biodiesel, em que o teor de
proteina nas cepas de Desmodesmus foi de 21% e diferiu em relacdo ao teor de
carboidratos que foi de 60% em condi¢&o otimizada de efluente.

O uso de microalgas para o tratamento de efluentes e aguas residuarias traz
como vantagem, além da biorremediacdo e a possibilidade de producdo de
biocombustivel, o acimulo de elementos retirados e também de alguns metais de
interesse agronémico, na biomassa microalgal. Rossi (2013) observou, eficiéncia de

remocao de 99% do P-fosfato e de 50 a 83% do N-nitrato quando utilizou cepas de
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Desmodesmus cultivadas em condicdo otimizada de efluente. De Mattos e Bastos
(2016) também constataram a remoc¢éao de 52,1% de nitrogénio e 36,2% da demanda
quimica de oxigénio (DQO), cultivando a microalga Desmodesmus subpsicatus em
vinhaca. Os autores demonstram o aumento da biomassa em detrimento da DQO e
do Nitrogénio Total da vinhaga.

Estudos apontam o potencial de empregar microalgas para biorremediagdo em
aguas poluidas por metais, devido a capacidade de biosor¢cdo das microalgas e/ou a
neutralizacdo dos efeitos toxicos dos ions de metais pesados (Kumar et al, 2015;
Zeraatkac et al, 2016). Buscando avaliar o efeito dos metais cobre (Cu) e niquel (Ni)
sobre o crescimento de duas microalgas, Rugnini et al (2017) obtiveram resultados
promissores na remocao de metais em meio aquoso, onde 43% e 39% de Cu foi
removido por Desmodesmus sp. e C. vulgaris, respectivamente e Ni atingiu 32% para
C. vulgaris e 39% para Desmodesmus sp. Através de microscopia eletrénica de
varredura 0s autores verificam a bioacumulagcdo intracelular de metais em
Desmodesmus sp.

Portanto o uso da biomassa microalgal residual pode ser interessante como
fonte de nitrogénio, fésforo, carboidratos e por conter alguns micronutrientes metalicos
de interesse agronémico incorporados para aplicacdo em solos cultivaveis.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Matérias-primas e reagentes
Para a confeccédo das particulas, foram utilizadas pectina citrica de alto teor de
metoxilagao (ATM) (Genu tipo B Rapid Set-Z, CPKelco, Brasil) e quitosana de massa
molar média (Sigma-Aldrich, EUA). Cloreto de calcio dihidratado (Synth, Brasil) em
solucéo de etanol e tripolifosfato de sodio - TPP (Synth, Brasil) foram utilizados como
agentes reticulantes. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
A biomassa liofilizada desengordurada de Desmodesmus subspicatus foi
obtida no Laboratério de Microbiologia Aplicada e Controle (LABMAC) do
CCAJ/UFSCar.

4.2 Vinhaca

A vinhaca foi coletada em uma agroindlstria sucroalcooleira da regido de
Araras-SP, diretamente das colunas de destilacdo, a 95°C, e levada ao Laboratorio
de Fertilidade de Solo (UFSCar) para acondicionamento e caracterizagdo fisico-

quimica.
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A caracterizac@o fisico-quimica da vinhaga foi realizada conforme Rodella
(1983) e Da Gldria e Rodella (1972), quanto aos seguintes parametros: nitrogénio total
(mg L), célcio (CaO, mg L1), magnésio (MgO, mg L), fésforo (P20s, mg L) e teor
de 6xido de potassio (K20, mg L), além de microelementos, como ferro (mg L),
cobre (mg L), zinco (mg L) e manganés (mg L?), carbono orgéanico (mg L), sulfato
(SO4%, mg L) e pH por leitura direta em pHmetro.

4.3 Desenvolvimento do processo para obtencéo das particulas

Diversos testes preliminares foram realizados com o intuito de se estabelecer
0s niveis adequados dos parametros do processo de producdo de particulas de
pectina e de quitosana utilizando vinhaca como solvente. Neste primeiro momento
foram observados aspectos de formacdo de gel, solubilizacdo adequada dos
biopolimeros, formato das particulas obtidas e estabilidade das particulas em agua e
apos a secagem. As etapas do processo, bem como os parametros estudados estéo
resumidos na Figura 7 (os parametros estdo indicados na Figura 7 pela numeracao

de 1 a 6 e serdo descritos a seguir nos Itens 4.3.1 a 4.3.6).
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Figura 7: Fluxograma do processo de obtencéo de particulas de pectina-vinhaca e

quitosana-vinhaga
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Inicialmente, as solu¢des poliméricas foram preparadas através da adicao da
quantidade adequada dos biopolimeros (pectina ATM ou quitosana) em 100 mL do
solvente apropriado (vinhaga in natura ou agua destilada) com pH previamente
ajustado. Apos a adicdo dos biopolimeros, o sistema foi mantido sob agitacéo
constante até completa dissolucdo e homogeneizacdo do material. Para as
formulagbes contendo microalga, uma quantidade definida de biomassa liofilizada
desengordurada da microalga Desmodesmus subspicatus foi adicionada a solucéo

apos ajuste do pH.

A obtencdo das particulas foi realizada pela técnica de gotejamento da solugéo
de biopolimero (100 mL) em solugéo reticulante (100 mL) sob agitacdo, conforme
metodologia proposta por Liu et al (2002) e Sun et al (2011) com modifica¢cdes. Uma
agulha (BD Slomed, diametro: 0,70 x 30 mm) foi acoplada a uma mangueira de
silicone ligada a uma bomba peristéltica para controle da vaz&o de gotejamento da
solugdo. A altura de gotejamento foi mantida constante (padronizada nos testes
preliminares) desde a ponta da agulha até a superficie da solucéo reticulante. O

sistema experimental de gotejamento esta ilustrado na Figura 8.

Apébs a formacédo e estabilizacdo das particulas, estas foram secas em estufa
com circulacdo forcada de ar (Marconi, MA035, Brasil). As particulas foram
acondicionadas a temperatura ambiente e umidade relativa de 52% (controlada com
solucdo de nitrato de magnésio) por 3 dias, antes da realizacdo dos ensaios de
caracterizacao.
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Figura 8: Esquema do sistema experimental para producdo das particulas de
pectina, quitosana e vinhaca (Adaptado de DE-BASHAN; BASHAN, 2010)
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4.3.1 Ajuste do pH da vinhaca

No processo de producdo das particulas, € necesséario o ajuste do pH da
vinhaca para a formacdo adequada dos geéis de pectina e de quitosana. Foram
testados os valores de pH 3,0, 3,5 e 4,0, para os géis de pectina, e de pH 2,5, 3,0 e
3,5 para géis de quitosana, utilizando-se acido acético glacial para ajuste de pH.

Além do &cido acético, também foi testado o ajuste do pH da vinhaca utilizando-
se acido cloridrico (HCI) e acido fosforico (HsPOa), devido ao baixo custo do HCl e a

incorporacao do elemento fosforo, de interesse agronémico.

4.3.2 Concentracao dos biopolimeros na solugdo com vinhaca
Para a producao do gel de pectina ATM, as concentracdes testadas foram de
3, 5 e 7 g de pectina/ 100 mL de vinhaca in natura, enquanto que para o gel de

quitosana testaram-se 2, 3 e 5 g de quitosana/ 100 mL de vinhaca.

4.3.3 Agitacéao

Apos adicao do biopolimero (pectina ATM ou quitosana) ao solvente (vinhaca
ou agua), a solucdo necessita ser homogeneizada para garantir a completa
solubilizac&o. Para definir o tipo de homogeneizagdo mais adequada foram testadas
agitacdo em agitador magnético, agitador mecénico e agitador orbital, todas a
temperatura ambiente. O biopolimero foi adicionado ao meio liqguido sob agitacéo
constante.

Os tempos de agitacdo avaliados foram 1h e 24h em agitador magnético,
agitador mecanico e agitador orbital.

4.3.4 Adicdo de biomassa microalgal

Para avaliar o efeito da incorporacdo da biomassa microalgal liofilizada
desengordurada (Desmodesmus subspicatus) nas particulas de pectina-vinhaca e
quitosana-vinhacga, foram testadas concentracdes de 0,5 e 1 g de biomassa/ 100 mL
de solucdo polimérica, sendo adicionada a solugéo logo apds o biopolimero, ainda
sob agitacdo. O critério utilizado para estabelecer a concentracdo de microalga na
solucéo foi a suspensao da biomassa sem que houvesse corpo de fundo na solucao

polimérica.



27

4.3.5 Testes na etapa de reticulacao

4.3.5.1 Tipo e concentracao da solucao reticuladora

Para particulas de pectina, foram testadas as seguintes solucdes reticuladoras:

(a) etanol 98%;

(b) solucao de cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20) 1,5% mlv;

(c) etanol 98% + CaCl2.2H20 (1% m/v);

(d) etanol 98% + CaCl2.2H20 (1,5% m/v).

Para particulas de quitosana, as seguintes solu¢des reticuladoras foram
testadas:

(a) solucao de tripolifosfato de sédio (TPP), nas concentracfes de 2, 3, 4 e 5%

m/v;e

(b) solucéo de etanol 98% com TPP 1% m/v.

4.3.5.2 Altura de gotejamento
Para o gotejamento das solucfes poliméricas na solucéo reticuladora, foram
testadas as alturas de 10 e 30 cm (partindo da ponta da agulha de gotejamento até a

solugéo), para as formulagdes testadas.

4.3.5.3 Tempo de reticulacao

ApOs serem gotejadas nos seus respectivos reticulantes, as particulas foram
mantidas imersas por 10, 20 e 30 minutos na solucéo reticulante, para estabilizacédo e
em seguida separadas do reticulante por meio de uma peneira para posterior
secagem.

O critério utilizado para este teste foi 0 comportamento das particulas no
reticulante, principalmente a capacidade de manter o formato mais préximo de
esférico possivel sem se dissolver. Apds a secagem, as particulas foram imersas em
agua destilada para observacao do tempo necessario para o inicio da solubilizacao.

As observacdes foram realizadas no intervalo do tempo zero (ap0s imersao) até 4h.

4.3.6 Secagem

Duas condicoes de secagem das particulas foram avaliadas: secagem a
temperatura ambiente, por no minimo 48h, e secagem em estufa com circulacdo de
ar (Marconi, MA035), a 30°C por 24h.
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4.4 Caracterizacdo das particulas

Apébs formacao, estabilizacdo e secagem, as particulas foram acondicionadas
a temperatura ambiente e umidade relativa de 52% (controlada com solucéo
supersaturada de nitrato de magnésio) por 3 dias, antes da realizacédo dos ensaios de
caracterizagao. As caracterizacdes foram realizadas nas formulacdes selecionadas de

cada biopolimero.

4.4.1 Aspecto visual e diametro médio

A avaliagdo do aspecto visual foi realizada, considerando-se o formato, a
homogeneidade e a presenca de bolhas de ar. O didametro médio foi determinado pela
medicdo de 10 particulas de cada formulagcéo, sendo feitas duas medidas em cada

particula, utilizando-se o Software Image J®.

4.4.2 Intumescimento em agua

O intumescimento das particulas foi observado através da medida do aumento
do diametro apos imerséo das particulas em agua (em Placa de Petri) por 30 minutos.
As imagens do intumescimento, bem como as medidas de diametro foram adquiridas

através de Estereoscépio com camera acoplada Leica M 205 C.

4.4.3 Teor de umidade
O teor de umidade foi determinado em triplicata por método gravimétrico de

secagem em estufa a 105°C por 24 horas.

4.4.4 Determinacdo do pH em agua e em cloreto de céalcio 0,01 mol L

O pH das particulas de pectina e de quitosana foram determinados de acordo
com a metodologia proposta por Brasil (2007) para determinacédo de pH na andlise
dos fertilizantes orgénicos e organominerais destinados a aplicacdo via solo, com
modificacdes. Pesaram-se 2 g (+ 0,05 g) da amostra e adicionaram-se 20 mL de agua.
A suspensédo foi homogeneizada e agitada sob movimentos circulares a cada 10
minutos. Apds 30 minutos, o pH da suspenséo foi medido a temperatura de 25 °C. O
mesmo procedimento foi realizado substituindo a agua por cloreto de célcio 0,01 mol
L1. A solucdo de cloreto de célcio 0,01 mol L foi utilizada como forma de simular o
efeito da concentragcdo de sais presentes na solugdo de solo (Raij et al., 2001),

pensando em uma possivel aplicacao das particulas como biofertilizante.
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4.4.5 Massa solubilizavel (MS)

A massa solubilizavel das particulas foi quantificada segundo método proposto
por Irissin-Mangata et al. (2001), com modificacdes. Pesou-se 0,3000 g de amostra
(mo) (em triplicata) em béquer de 250 mL e adicionaram-se 100 mL de agua destilada.
A suspenséao foi mantida sob agitacdo de 100 rpm por 24 horas em mesa agitadora
orbital (Solab, SL-180/D, Brasil). Apos 24h, a amostra ndo solubilizada foi recolhida
por filtracdo em papel filtro previamente seco e de massa conhecida. A massa seca
final (mf) foi obtida ap6s secagem do papel filtro mais a massa néo solubilizada, em
estufa a 105°C por 24 h. A massa solubilizavel (MS) foi expressa em fun¢cdo da massa
seca inicial e apoOs solubilizacdo em agua, conforme Equacdo 1. O mesmo
procedimento foi realizado substituindo 100 mL de agua por 100 mL de cloreto de
calcio (CaClz) 0,01 mol L.

Ms = me-w)-mf 444 1)

mo (1-w)

onde: MS = massa solubilizavel em agua (g MS/ 100 g particula seca)

mo = massa total inicial da amostra (g)
mf = massa seca final ndo solavel (g)
w = fragdo de massa de umidade em base umida (g H20/g particula)

4.4.6 Resisténcia a compressao

A resisténcia & compressdo foi determinada utilizando-se um texturémetro
TA.XT2 (Stable Microsystems SMD, Inglaterra). A compressado foi realizada em
temperatura ambiente até 70% de deformacdo da amostra, a uma velocidade de
compressdo de 0,05 mm s, conforme proposto por Tomovi¢ et al. (2015) com
modificacdes. A distancia entre o probe (P/0.5, cilindrico, diametro 12,7 mm) e a placa
plana foi ajustada em 10 mm. Dez particulas de cada formulagcdo foram comprimidas

e a forca méxima média foi determinada em Newton (N).

4.4.7 Caracterizagcdo quimica das particulas e da biomassa microalgal
A caracterizagdo quimica das particulas foi realizada conforme Rodella (1983)
e Da Gldria e Rodella (1972), quanto aos seguintes parametros: nitrogénio total (%),

carbono organico (%), célcio (CaO, mg kg?), magnésio (MgO, mg kg?), fésforo (P20s,
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g kg?) e potéassio (K20, mg kgt), além de microelementos, como ferro (mg kg), cobre
(mg kg?), zinco (mg kg?) e manganés (mg kg?).

A biomassa microalgal liofilizada foi caracterizada conforme Rodella (1983) e
Gloria e Rodella (1972) quanto aos teores de nitrogénio total (%), calcio (CaO, mg kg
1), magnésio (MgO, mg kg?), fésforo (P20s, g kg?) e potassio (K20, mg kg'), além de
microelementos, como ferro (mg kg?), cobre (mg kg?), zinco (mg kg') e manganés
(mg kg™).

A porcentagem de retencéo de nutrientes nas particulas foi estimada pela razéo
entre a concentracdo real de nutrientes (Crear) € a concentracao tedrica de nutrientes
(Ctesrico) nas particulas (considerando a concentracdo inicial na vinhaca). A
concentracao tedrica de nutriente na particula e o percentual de retencao na particula,

foram estimados através das Equacfes 2 e 3, respectivamente.

1000 .g nutriente por L vinhaca

Ctesrico (9/kg) = (2)

g particulas por L vinhaga

Retencdo % = -2 100 (3)

teodrico
onde: 1000 = fator de conversao de g de particulas para kg de particulas.

4.4.8 Estrutura quimica

A estrutura quimica das particulas foi avaliada através da técnica de
espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR). Os espectros
de FTIR foram obtidos a temperatura ambiente, em modo ATR (reflexdo total
atenuada), utilizando um espectrémetro Brucker modelo Tensor Il. Os espectros foram
registrados na regido de 550 - 4000 cm™, durante 16 varreduras com resolucéo de 4
cm~'. As amostras foram trituradas e misturadas com brometo de potassio a uma
razdo de massa de 1:20 (amostra: KBr). Os discos de KBr foram preparados

comprimindo a mistura de pé com uma prensa hidraulica.

4.4.9 Morfologia
A morfologia da superficie das particulas foi observada através de um

microscopio eletrénico de varredura (MEV) de bancada, da Hitachi, modelo TM3030
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Plus. Amostras das particulas foram montadas em stubs e depois recobertas com

ouro.

4.5 Teste de Biodegradacao em solo

4.5.1 Coleta e analise fisica e quimica do solo

Para os ensaios de biodegradacéo, foi utilizada amostra de solo da camada 0-
20 cm, coletada em area agricola do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSCar, Campus
Araras-SP. A caracterizacdo quimica e fisica do solo, classificado como Latossolo
Vermelho distréfico (LVd), textura argilosa, foi realizada de acordo com Raij et al.,
(2001) e Claessen (1997).

4.5.2 Ensaio de biodegradacao

O teste de biodegradacdo foi realizado pelo método da respirometria
(Anderson, 1982; Moreira & Siqueira, 2006). A amostra de solo, previamente seca por
72 h a temperatura ambiente e peneirada em peneira com abertura de malha de 2,0
mm, teve o teor de umidade determinado por gravimetria. As particulas foram pesadas
em triplicata (0,2 g) e enterradas a 2 cm de profundidade em porgdes de 50 g de solo
(com altura total de 5 cm). O conjunto (solo + amostra) foi incubado a 25 °C em frascos
herméticos contendo um recipiente com 10 mL de NaOH 0,5N. A massa de CO:
liberada foi quantificada, em intervalos pré-determinados durante 36 dias, pela
titulacdo do excedente de NaOH com HCI 0,5N. Foi realizado o controle negativo
utilizando-se um frasco com solo sem particulas.

A cinética de biodegradacéao das particulas foi determinada pela massa de CO:2
liberada em funcdo do tempo e o percentual de mineralizacao foi calculado segundo
0 método padrdo ASTM D5988-03 (ASTM, 2003). A massa tedrica de CO2 (mCOy) foi
qguantificada por estequiometria (Equacao 4), por meio da massa de carbono (Y) da
amostra determinada em moédulo de soélidos SS5000A do analisador TOC/TN
Shimadzu®, nas particulas de pectina e por dicromatometria conforme proposto por
Raij et al. (2001) nas particulas de quitosana, devido as limitagdes do analisador TOC.
A massa real de CO2 (m:CO2) liberada foi calculada pela Equacéo 3, em que Vc € 0
volume de HCI 0,5 N utilizado na titulacdo do controle negativo, Vam € 0 volume de
HCI 0,5 N utilizado na titulagdo da amostra, 22 € o equivalente grama do COz2e 0,5 é

a normalidade do HCI. O percentual de mineralizagéo é dado pela Equacéo 6.
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mCOx(mg)=2 @)
m,CO,(mg)=(V -Vam) . 22.0,5 (5)
% mineralizagdo=(m CO,/m;CO,).100 (6)

4.6 Tratamento estatistico e forma de anélise dos resultados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticbes, as comparacdes foram realizadas entre as 6 formulagbes de
particulas, sendo 3 de pectina e 3 de quitosana. Para a andlise estatistica, os
resultados dos parametros foram submetidos a analise de variancia. Uma vez que o
teste F foi significativo, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Utilizou-se o Software RStudio 3.2.4

(The R Foundation for Statistical Computing Platform, 2016) para as analises.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao fisico-quimica da vinhaca

Os resultados da caracterizacao fisico-quimica da vinhaca in natura estédo
apresentados na Tabela 2.

Os valores observados da vinhaca in natura utilizada no estudo, estdo de
acordo com os encontrados na literatura para vinhaca de diferentes mostos (Freire e
Cortez, 2000; Da Silva et al., 2014).
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Tabela 2: Composicdo fisico-quimica média da vinhaca in natura utilizada na
elaboracao das particulas

Parametro Resultado
pH 4,5
Temperatura °C 95,0
Soélidos totais (mg L™?) 26800,0
Nitrogénio total (mg L™?) 543,3
Carbono organico (mg L™?) 7900,0
Fosforo (mg L P2Os) 85,0
Potassio (mg L1 K20) 3923,3
Célcio (mg L' CaO) 680,0
Magnésio (mg L' MgO) 270,0
Sulfato (mg Lt SOa4) 380,0
Matéria Organica (mg L) 13619,6
Fe (mg L?) 18,3
Cu (mg L?) 0,32
Zn (mg L) 0,47
Mn (mg L) 3,64

5.2 Desenvolvimento do processo para obtencado das particulas
Foram realizados testes preliminares a fim de definir os niveis adequados dos
parametros do processo de producdo de particulas de pectina ou de quitosana

utilizando vinhaga como solvente, conforme indicado na Figura 5.

5.2.1 Ajuste do pH da vinhaca

A concentracao dos biopolimeros para este teste foi mantida constante em 1,5
g biopolimeros/ 100 mL de vinhaca.

A quitosana € insoluvel em agua, em solventes organicos e em bases, sendo
soltvel na maioria das solu¢des de acidos organicos com pH inferior a 6,0. Os acidos
acético e formico sdo os mais usados na solubilizacdo do biopolimero. Solu¢cbes de
quitosana também podem ser preparadas por dissolucdo em acidos inorgéanicos
diluidos, tais como, nitrico, cloridrico, perclérico e fosforico (Gonsalves et al, 2011).
Na dissolucdo em meio &cido, os grupos amino livres da quitosana tornam-se
protonados (-NHs*), provocando repulsao eletrostatica entre as cadeias poliméricas o
que facilita sua solvatacdo em agua e da a quitosana caracteristica de um polieletrolito
cationico (Rinaudo et al. 1999). A literatura aponta que o acido acético € o acido mais
comumente utilizado para a solubilizagéo da quitosana e as concentragdes utilizadas

sdo 0,1 mol L* ou 1 mL &cido &cetico/ 100 mL (Rinaudo et al, 1999, Rutiaga et al.,
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2005). O pH da solugdo de 1 mL/100mL, em agua, é aproximadamente 3,0. Assim, 0s
testes de ajuste de pH da vinhagca se deram a partir deste valor, assim como a
elaboracéo da particula controle de quitosana (Qui-C).

A pectina de alto teor de metoxilagéo € soluvel em agua, no entanto necessita
de pH baixo (< 3,5) para formagé&o do gel. Neste caso, o abaixamento do pH provoca
uma menor repulsdo entre as moléculas de pectina, facilitando a interacdo (Flutto,
2003). Rutiaga et al. (2005), utilizaram solu¢éo aquosa de acido acético 1 mL 100 mL"
L (pH 3,0) para o preparo de solugées de pectina-amido visando a producéo de filmes
de amido-pectina.

Avaliou-se a solubilizacdo e gelificagcdo dos biopolimeros observando-se a
formacdo e homogeneidade do gel. No caso da pectina, observou-se que em pH 4,0
havia formacédo de gel, mas sem dissolu¢cdo completa do polimero, e nos pHs 3,5 e
3,0 obteve-se um gel homogéneo. Em pH 3,5 ndo houve formacgédo de gel da
quitosana. Contudo, em pHs 2,5 e 3,0, a quitosana dissolve totalmente e forma gel
homogéneo. Para continuidade da pesquisa, optou-se pelo pH 3,5 para pectina e pH
3,0 para quitosana, tendo em vista 0 menor consumo de acido acético.

Além do ajuste de pH da vinhaca com &cido &cetico, também foram testados
acido cloridrico (HCI) e acido fosforico (HsPO4) P.A. Observou-se que quando estes
acidos foram utilizados, ndo houve completa solubilizacdo dos polimeros,
apresentando heterogeneidade na solucdo. A baixa solubilidade observada esta em
concordancia com resultados encontrados por Janegitz et al. (2007) que avaliaram a
solubilidade da quitosana em diferentes acidos e afirmam que isso ocorre devido ao
grande aumento da for¢a idbnica acompanhada do decréscimo do pH.

5.2.2 Agitacao

Observou-se que a utilizacdo do agitador magnético foi mais adequada, uma
vez que resultou em géis com menor formacdo de espuma e incorporacao de ar,
evitando a necessidade de procedimentos adicionais de separagcdo da espuma e
degaseificacdo da solugcédo. A solucdo de pectina foi agitada por uma hora para
obtencdo de gel homogéneo. Para as solu¢cdes de quitosana, nédo foi possivel o
preparo do gel com agitador magnético devido a alta viscosidade. Optou-se pelo
agitador mecanico para adicdo do polimero ao solvente, mantendo agitacdo de 1000

rpm por uma hora. Apos este tempo, a solugédo foi colocada em mesa agitadora
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(agitacéo orbital) por 24 horas, para que houvesse a completa solubilizacdo do
polimero e formacao do gel.

5.2.3 Concentracdo dos biopolimeros na solugédo com vinhaca

Esta etapa teve como objetivo avaliar as concentragcbes de pectina e de
quitosana mais adequadas para formacdo das particulas. Nestes testes o0s
reticulantes utilizados foram solucao etandlica de CaClz 1% para a pectina e solucao
de TPP 5% para a quitosana.

Para os géis de pectina, as concentracoes testadas foram de 3,5 e 7 % m/v de
pectina em vinhaca in natura. Os resultados demonstraram gue os géis de pectina 3%
eram pouco Viscosos e as particulas apresentaram formato de disco na reticulacao,
caracteristica ndo desejada. Na concentracdo de 7%, o gel ficou extremamente
viscoso dificultando o processo de gotejamento na solucao reticuladora. As particulas
apresentaram tipico formato de “gota”. Assim, optou-se por utilizar a concentracéo de
5% de pectina, que apresentou particulas com formato esférico, para os testes
posteriores.

Para a producéo de particulas de quitosana, foram testadas as concentracdes
de 2, 3 e 5% m/v de polimero em vinhaca. O gel de 2% m/v, por ser pouco Viscoso,
no gotejamento na solucao reticuladora formou discos planos que se dissolveram, o
gel de 5% (m/v) dificultou o gotejamento por estar altamente viscoso, apresentando
formato de uma “virgula” (forma nao desejavel), como pode ser visto na Figura 9.
Observou-se que a concentracédo de 3% m/v foi a mais indicada para a producéo de
particulas de quitosana por formar particulas esféricas.

Sun et al. (2011) testaram diferentes concentracdes de quitosana (1,5, 2, 2,5 e
3%) para elaboracdo de esferas para liberacdo do farmaco glipizida. Os autores
constaram que com o0 aumento da concentracdo de quitosana, a quantidade de
farmaco livre diminuia, e que na concentracéo de 3,0% m/v de quitosana, a eficiéncia
de encapsulacdo aumentou, no entanto, a viscosidade da solug&o era muito alta para

se obter esferas de formato regular.
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Figura 9: Particulas de quitosana e vinhaga reticuladas em solucéo de TPP 5% por
20 minutos. Quitosana 2% (A), 3% (C) e 5% (E) antes da secagem, e quitosana 2%
(B), 3% (D) e 5% (F) ap6s a secagem
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5.2.4 Adicao de biomassa microalgal

Em relacdo a adicdo de biomassa microalgal liofilizada desengordurada
(Desmodesmus subspicatus) na solucdo polimérica, os testes com a adicao de 1%
m/v de microalga na solucdo, ndo foram satisfatorios, pois nesta concentracdo a
biomassa nao era totalmente incorporada ao gel. Na concentracéo de 0,5% m/v, nao
houve formacédo de corpo de fundo e obteve-se boa homogeneizacdo no gel.
Concentracdes menores nao foram testadas ja que era desejado a maior incorporacao

possivel da microalga nos géis.

5.2.5 Altura do gotejamento

Para o gotejamento das solucfes poliméricas na solucéo reticuladora, foram
testadas as alturas de 10 e 30 cm (partindo da ponta da agulha de gotejamento até a
solugéo), para as formulagdes estudadas no decorrer dos testes preliminares. Pelos
resultados das particulas formadas, baseando-se em atributos visuais como
esfericidade e tamanho, determinou-se que a altura de 10 cm foi mais adequada, pois
em 30 cm de altura as particulas apresentavam formato de disco (Figura 10).

Sun et al (2011) elaboraram esferas de quitosana pelo método de gotejamento
em solucdo reticulante e mantiveram uma distancia entre a ponta da agulha e a
superficie da solucao reticulante de 5 cm. Para o sistema experimental desenvolvido
no presente trabalho, observou-se que distancias inferiores a 10 cm levavam a

aglomeracao de gel no reticulante, o que nao era desejado.
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Figura 10: Particulas de pectina e vinhaga gotejadas a 10 e 30 cm do reticulante.
Pectina 3% (A), 5% (C) e 7% (E) gotejadas a 10 cm do reticulante e pectina 3% (B),
5% (D) e 7% (F) gotejadas a 30 cm do reticulante. Ambas antes da secagem
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5.2.6 Tipo e concentracao da solucao reticuladora

Dentre as solugdes testadas, a melhor condicéo foi a reticulacao da pectina em
alcool adicionado de cloreto de célcio (1%), visto que a as particulas formadas em
etanol 98% (sem adicao de cloreto de calcio) solubilizaram-se rapidamente em agua.
Em cloreto de célcio 1,5 % (m/v), ndo houve formacgéo de particulas. E em etanol 98%
+ CaCl2.2H20 (1,5% m/v) notou-se um excesso do sal, com formacéo de corpo de
fundo no reticulante.

Para as particulas de quitosana, a reticulagdo com alcool néo foi satisfatoria,
devido a baixa solubilidade do tripolifosfato de sédio (TPP) em etanol absoluto e a
dissolucéo do gel no reticulante. Foram testadas as concentracdes de TPP de 2, 3, 4
e 5% em solucdo aquosa. Nestas concentracdes, ndo foram observadas diferencas
no aspecto visual e formato das particulas. No entanto, observou-se que na relacao
volumétrica entre a solucao polimérica e a solucéo reticuladora usada (1:1), havia, ao
final do gotejamento, gel ndo reticulado nas solucdes de 2, 3 e 4% m/v de TPP, o que
pode ser explicado pelo esgotamento de TPP e a ndo formacéo de particulas. Assim,
a solucéo de TPP 5% m/v foi selecionada para a continuidade do trabalho.

Shu e Zhu (2002) observaram que em concentracédo de TPP 1% e tempo de
reticulacdo de 20 min, as esferas de quitosana secas apresentaram formato de disco
colapsado no centro.

Giri et al. (2012), utilizaram solu¢éo de TPP 10% por 30 min para reticulacéo
de particulas de quitosana para elaboracdo de sistemas de liberacao controlada de
farmacos. Sun et al. (2011) testaram concentracdes de TPP de 2 a 4% para formacéo
de particulas de quitosana (1,5 a 3%) e observaram que em todas as combinacdes a
eficiéncia de encapsulacao do principio ativo foi superior a 90%. Bodmeier et al (1989)
testaram concentracdes de TPP de 1 a 10% para a formacédo de particulas de
quitosana e observaram que a liberacdo do principio ativo era mais lenta quando

maiores concentracdes de TPP eram utilizadas.

5.2.7 Tempo de reticulagcao

O periodo de 20 minutos de reticulacdo foi 0 mais adequado para as particulas
de pectina. Nesta condicdo, as particulas se mantiveram integras e com formatos
esféricos na razdo volumétrica de solucéo polimérica e solugéo reticulante utilizada
(1:1), mantendo a integridade por mais tempo quando imersas em agua destilada.

Embora tenham adquirido formato desejavel aos 10 minutos de reticulagéo, as



41

particulas tenderam a se solubilizar rapidamente quando imersas em agua, indicando
menor grau de reticulacdo. As particulas solubilizaram-se na solugéo reticulante e
tornaram-se gelatinosas apés 30 minutos.

Estas observacoes se referem sobretudo as particulas de pectina, ja que as de
quitosana (ap0s secagem) ndo se solubilizaram em agua destilada no tempo de
observacéo (0 a 4h).

5.2.8 Secagem

A secagem das particulas em temperatura ambiente ndo foi satisfatoria, a alta
amplitude térmica ao longo do periodo de secagem (48h), pode gerar particulas com
diferentes caracteristicas. Portanto, a secagem adotada para os experimentos foi em
estufa com circulacéo de ar a 30°C por 24h, a fim de evitar fontes de variacfes que
ndo fossem as do estudo. Mi et al. (2003) obtiveram particulas esféricas e
homogéneas de quitosana reticuladas com TPP através da secagem em estufa a

vacuo em temperatura de 40°C por 24h.

5.2.9 Defini¢cao das formulacfes otimizadas para caracterizagcao

A partir dos testes preliminares, foram definidas as formula¢des padronizadas
descritas a seguir e resumidas na Tabela 3. Estas formulagdes foram submetidas a
ensaios de caracterizacdo complementar (Item 5.3).

a) Pectina-Agua (Pec-C): agua destilada, pH 3,5 (ajustado com &cido acético), pectina

ATM (5%), pré-reticulacdo com cloreto de célcio na solucéo de biopolimero (0,013%
m/v), agitagdo por 1 hora em agitador magnético, reticulagdo em etanol
absoluto/cloreto de célcio (1%) por 20 minutos e secagem em estufa a 30°C por 24h.

b) Pectina-Vinhaca (Pec-V): vinhaga in natura, pH 3,5 (ajustado com &cido acético),

pectina ATM (5%), pré-reticulacdo com cloreto de calcio na solucdo de biopolimero
(0,013% ml/v), agitacdo por 1 hora em agitador magnético, reticulacdo em etanol
absoluto/cloreto de célcio (1%) por 20 minutos, secagem em estufa a 30°C por 24h.

c) Pectina-Vinhaca-Microalga (Pec-V-M): vinhaca in natura, pH 3,5 (ajustado com

acido acético), pectina ATM (5%), pré-reticulacdo com cloreto de célcio na solucdo de
biopolimero (0,013% m/v), biomassa microalgal liofilizada (0,5%), agitacédo por 1 hora
em agitador magnético, reticulacdo em etanol absoluto/cloreto de calcio (1%) por 20

minutos e secagem em estufa a 30°C por 24h.
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d) Quitosana-Agua (Qui-C): agua destilada/acido acético 1%, pH 2,5 (ajustado com

acido acético, necessario para solubilizagdo da quitosana em agua), quitosana (3%
m/v), agitacdo por 1 hora em agitador mecanico e por mais 24 horas em agitacao
orbital, reticulacdo em TPP (5%) por 20 minutos e secagem em estufa a 30°C por 24h.

e) Quitosana-Vinhaca (Qui-V): vinhaca in natura, pH 3,0 (ajustado com acido acético),

quitosana (3%), agitacao por 1 hora em agitador mecéanico e por mais 24 horas em
agitacao orbital, reticulacdo em TPP (5%) por 20 minutos e secagem em estufa a 30°C
por 24h.

f) Quitosana-Vinhaca-Microalga (Qui-V-M): vinhaca in natura, pH 3,0 (ajustado com

acido aceético), quitosana (3%), biomassa microalgal liofilizada (0,5%), agitagédo por 1
hora em agitador mecéanico e mais 24 horas em agitacao orbital, reticulagdo em TPP

(5%) por 20 minutos e secagem em estufa a 30°C por 24h.

Tabela 3: Resumo das formula¢des das particulas selecionadas

[bi Ii 1 [mi sl Agitach Secagem
. iopolimero] [microalga gitacédo . Temb /tempo
Particula %) %) tipoltempo (h) [reticulante] p p
0, o
Pec-C 5 ) 35 Magnético/l EtOH/ 1% 30°C/24h
CaCl2
o) o
Pec-V 5 ) 35 Magnético/l EtOH/ 1% 30°C/24h
CaClz
0, o
Pec-V-M 5 0,5 3,5 Magnético/l EtOH/ 1%  30°C/24h
CaClz
. Mec/1 30°C/24h
- - ! 0,
Qui-C 3 3,0 Orb/24 TPP 5%
. Mec/1 30°C/24h
- - ! 0,
Qui-V 3 3,0 Orb/24 TPP 5%
. Mec/1 30°C/24h
-V- ! 0,
Qui-V-M 3 0,5 3,0 Orb/24 TPP 5%

Pec-C: pectina e 4gua, Pec-V: pectina e vinhaga, Pec-V-M: pectina, vinhagca e biomassa microalgal, Qui-C:
quitosana e agua, Qui-V: quitosana e vinhaga e Qui-V-M: quitosana, vinhaga e biomassa microalgal

5.3 Caracterizacdo das particulas

5.3.1 Aspecto visual

Em geral, as particulas apresentaram matriz polimérica homogénea e formatos
esféricos bem definidos, com exce¢do da particula de pectina ATM utilizando agua
destilada como solvente, que apresentou formato de disco achatado (discoidal ou

disciforme). Fotografias das particulas podem ser observadas na Figura 11. Imagens
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aproximadas das particulas foram obtidas através de EstereoscOpio com camera
acoplada Leica M 205 C (Figura 12).

Figura 11: Aspecto visual das particulas: (A) &gua e quitosana, (B) agua e pectina,
(C) vinhaca e quitosana, (D) vinhaca e pectina, (E) vinhaca, quitosana e microalga e
(F) vinhaca, pectina e microalga

Figura 12: Aspecto das particulas em imagem aproximadas obtidas em
estereoscopio com camera acoplada Leica M 205 C
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5.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia detalhada da superficie das particulas foi observada por
microscopia eletrénica de varredura e as micrografias das particulas de pectina e de
quitosana estao apresentadas nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

A adicdo da vinhaca tornou a superficie das particulas mais rugosa em
comparacdo aos controles (dgua). Notou-se com a incorporacdo da biomassa
microalgal, sobretudo na superficie da particula de pectina (Figura 13, P3b), que os
fragmentos celulares da microalga séo visiveis. A liofilizacdo rompe as células da
microalga e a transforma em um po fino. Este aspecto fragmentado observado na
superficie da particula de pectina com vinhaca e biomassa microalgal (Pec-V-M) é
reportado na literatura para microalgas liofilizadas ou secas em secador de bandeja
(Pasquet et al., 2011; Larossa et al. 2018). Paquet et al. (2011) também apontaram

gue pode haver precipitacdo de sais remanescentes do meio de cultura da microalga.
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217/6516 15116 A D67 x50

TM3000_3383 2mm TM3000_3388 201705116 1525 A D080 x30k  30um

511 A D065 x30k  30um

2017/05/16 1508 A D63 x50 2mm

TM3000_3382 2017005116 1

TM3000_3380

201700516 1538 A D72 x30k  30um

201705116 1535 A D71 x50 2mm

TM3000_3388 TM3000_3350

Figura 13: Micrografias das particulas de pectina com agua (particula inteira, Pla e
superficie, P1b), pectina com vinhaca (particula inteira, P2a e superficie, P2b) e
pectina com vinhaga e biomassa microalgal (particula inteira, P3a e superficie, P3b)
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TM30C0_3393

[ Q2b

201705116 1500 N 0S5 x60

TM3000_3377 1 mm

2017/05016 1448 A DSS5 X80 1mm

30 um

TM3000_3374 TM3000_3376 2017005116 1455 A D64 x3.0k

Figura 14: Micrografias das particulas de quitosana com agua (particula inteira, Qla
e superficie, Q1b), quitosana com vinhaca (particula inteira, Q2a e superficie, Q2b) e
guitosana com vinhacga e biomassa microalgal (particula inteira, Q3a e superficie, e

Q3b)
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5.3.3 Teor de umidade, pH e massa solubilizavel das particulas

Os resultados da caracterizacdo quanto ao teor de umidade e massa
solubilizavel (MS) e pH em agua e em CaClz 0,01 mol L* estdo apresentados nas
Tabelas 4. A umidade variou entre 13,82 e 18,86%, com menor valor para a particula

Pec-V-M e maior valor para a particula Pec-C.

Tabela 4: Resultados médios de umidade, pH e massa solubilizavel das particulas

Umidade
Massa Solubilizavel
(9 quloo g PH (g MS/100g massa seca)*
Particula particula)”
Agua CaClz Agua CaClz

0,01 mol L? 0,01 mol L?
Pec-C 18,86 (+0,32) 2 2,25 2,18 51,4 (+6,8) B> 22,5 (+2,6) A°
Pec-V 16,05 (£0,94) ¢ 3,06 3,01 64,1 (x1,3) B2 48,4 (x2,8) A2
Pec-V-M 13,82 (x0,39)¢ 3,13 3,12 61,8 (x2,6) B2 42,6 (+3,3) A2
Qui-C 14,87 (+0,48)¢ 7,56 7,53 35,4 (x0,7) B¢ 18,3 (#5,5) A°
Qui-V 15,27 (#1,55) ¢ 6,64 6,53 49,4 (+2,3) B> 33,8 (#3,0) A°
Qui-V-M 16,72 (x0,73)® 6,67 6,54 43,1 (¥5,1) A° 39,9 (+¥3,9) AP

Média + desvio padrao de *trés determinacgdes experimentais; letras mindsculas diferentes na mesma coluna indica
que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de Scott-Knott, Letras mailsculas diferentes na
mesma linha indica que ha diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de Scott-Knott

Pec-C: pectina e agua, Pec-V: pectina e vinhaga, Pec-V-M: pectina, vinhaca e biomassa microalgal, Qui-C:
quitosana e agua, Qui-V: quitosana e vinhaga e Qui-V-M: quitosana, vinhaca e biomassa microalgal.

O aumento da concentragdo de sais sollveis na solu¢cédo do solo pode conduzir
a erros na determinacao do pH em agua, este problema de sais solUveis é minimizado
pela determinagdo do pH do solo em CaClz. A solucdo de CaClz 0,01 mol L-1 foi
utilizada como forma de simular o efeito da concentracéo de sais presentes na solucao
de solo, principalmente o ion Ca, oriundo da pratica de calagem para correcdo da
acidez do solo (Raij et al., 2001), considerando a possivel aplicacdo das particulas
como biofertilizante. Para todas as formulacdes, a massa solubilizavel (MS) em CaClz
0,01 mol L* foi menor do que o valor observado para a MS em agua, indicando que
as particulas poderao apresentar mais estabilidade nas condi¢des do solo.

A adi¢do de vinhaga provocou um aumento na MS nos dois meios liquidos
testados. Isso pode ser devido a maior concentracao de solidos soluveis na vinhaca
que estariam sendo liberados para o meio. Em relagdo aos dois biopolimeros, as
particulas de pectina, em geral, apresentaram maior solubilidade. A reticulacdo da
quitosana com o TPP provavelmente foi mais efetiva do que a da pectina com CacCl2

em etanol. Isso era esperado, uma vez que as pectinas ATM tém baixa interacdo com
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ions célcio, comparado as pectinas de baixo teor de metoxilagdo (BTM) (Fang et al.,
2008).

A menor estabilizacdo das particulas de pectina ATM, em relacdo as de
quitosana, foi constatada no momento do contato com os meios liquidos. As particulas
de pectina apresentaram intumescimento instantdneo da matriz, enquanto as de
quitosana nao sofreram, visualmente, alteragdo de tamanho. Apesar da menor
estabilidade, este intumescimento das particulas de pectina e vinhaca pode ser
positivo para a aplicacdo pretendida, uma vez que estas estruturas conseguiriam reter
uma maior quantidade de agua no solo, mantendo a umidade por periodos mais
longos.

O pH das particulas de pectina, avaliado apés 30 minutos de contato das
particulas com a dgua ou com a solucédo de CaCl2 0,01 mol L1, foi menor do que o
das particulas de quitosana. A solucdo de TPP, utilizada para a formacdo das
particulas de quitosana tem pH bésico (~ 8,5) o que fez com o pH das particulas
suspensas nos meios liquidos fosse mais alto do que as particulas de pectina. Além
disso, o rapido intumescimento das particulas de pectina no meio liquido
provavelmente altera o pH do meio aquoso, 0 que nao acontece com as particulas de
quitosana. O meio liquido (dgua ou CaCl2 0,01 mol L1) néo influenciou o valor de pH.

5.3.4 Diametro e resisténcia mecanica das particulas
Os resultados do diametro médio e da forca de compresséo das particulas

estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Diametro médio e for¢ca na compressao das particulas

Tratamento Diametro médio (cm)* Forca na Compressao (N)**
Pec-C 0,429 (+0,002) 2 24,01 (x6,31) ¢
Pec-V 0,266 (+0,008) ¢ 35,31 (+9,08) ¢
Pec-V-M 0,301 (+0,016) P 31,37 (+18,88) ¢
Qui-C 0,228 (+0,002) ¢ 123,77 (£14,55) @
Qui-V 0,194 (+0,005) © 62,37 (+4,36) ©
Qui-V-M 0,226 (+0,005) ¢ 80,80 (+8,21) ©

Média + desvio padrdo de: *vinte determinacdes experimentais; **dez determinagfes experimentais. Letras
diferentes na mesma coluna indica que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de Scott-
Knott.

Pec-C: pectina e agua, Pec-V: pectina e vinhaga, Pec-V-M: pectina, vinhaca e biomassa microalgal, Qui-C:
quitosana e agua, Qui-V: quitosana e vinhaga e Qui-V-M: quitosana, vinhaca e biomassa microalgal.



49

As propriedades mecanicas sao caracteristicas importantes, pois elas podem
predizer a estabilidade e a funcionalidade dos materiais. Estas medidas podem
fornecer informagdes sobre a magnitude das forcas intermoleculares envolvidas na
estabilizacdo da matriz polimérica. Os resultados dos testes de resisténcia mecanica
a compressao (Tabela 5) indicaram que as particulas de quitosana necessitam de uma
maior for¢ca de compressao para deformarem e, portanto, sdo mais resistentes do que
particulas de pectina ATM.

Para a quitosana, a adicdo da vinhaga provocou uma diminui¢do na sua forca
de compresséo, indicando uma desestabilizacdo da matriz pelos componentes da
vinhaca. Por outro lado, as particulas de pectina ATM com vinhaca tiveram uma forca
maior em relacdo as particulas de pectina com agua. Esta maior fragilidade das
particulas de pectina ATM com agua pode ser notada em seu formato achatado ap6s
a secagem no processo de producdo. Acredita-se que o baixo pH e a presenca de
sélidos soluveis, como acucares e glicerol, na vinhaga, requisitos importantes no
mecanismo de gelificacdo das pectinas ATM, tenham contribuido para a formacéo e
estabilidade do gel. A reducdo da atividade de agua favorece as interacdes
hidrofébicas entre as cadeias de pectina e consequentemente a gelificacéo e a forca
do gel (Flutto, 2003).

A adicdo da biomassa microalgal ndo afetou significativamente a resisténcia
mecanica das particulas de pectina e provocou um ligeiro aumento na forca de
compressdo das particulas de gquitosana. Isso pode ser considerado um resultado
positivo, uma vez que o procedimento foi utilizado com intuito de melhorar a qualidade
nutricional das particulas como fonte, principalmente, de nitrogénio, sem impactar nas
propriedades estruturais das particulas.

O didametro médio das particulas de pectina foi maior em comparacéo as das
particulas formuladas com quitosana. Isso se deve a reticulacdo mais efetiva da
quitosana com o TPP, comparada a interagéo da pectina ATM com o ion célcio.

No estudo de Benucci et al. (2016), o diametro das particulas de quitosana
variou entre 0,30 e 0,35 cm, sendo maior que os valores encontrados no presente
estudo em que as particulas de quitosana apresentaram diametro na faixa de 0,19 a
0,23 cm apds secagem. No entanto o tamanho das particulas formadas depende de
varios fatores como massa molar e concentracdo de polimero, concentracdo do

reticulante e didametro da agulha usada no gotejamento.
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O didmetro médio das particulas garante a especificacdo estabelecidas pela
INSTRUCAO NORMATIVA N° 25 (Brasil, 2009) em relacdo a natureza fisica de

biofertilizante e as classifica como Farelo Grosso, quanto a granulometria.

5.3.5 Grau de intumescimento - variagcdo do diametro das particulas

A variacao no diametro das particulas apdés 30 minutos de imersdo em agua
estd ilustrada nas Figuras 15 e 16, para particulas de pectina e vinhaca
respectivamente. E possivel observar que as particulas de pectina aumentaram cerca
40% seu tamanho apdés 30 minutos de contato com a agua, enquanto que as de
quitosana aumentaram aproximadamente 20% seu tamanho, resultado esperado pelo
maior grau de reticulacdo das particulas de quitosana com TPP. A capacidade de
absorcdo de agua esta relacionada com as caracteristicas da estrutura polimérica e
com a densidade de reticulacdo das cadeias. A particula de pectina tem maior
potencial de retencdo de dgua quando comparada a particula de quitosana.
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Figura 15: Variacdo do diametro das particulas depectina controle (Pec-C) (A),
pectina com vinhaca (Pec-V) (B) e pectina com vinhaca e biomassa microalgal (Pec-
V-M) (C), onde A1, B1, C1 séo particulas secas e A2, B2, C2 séo particulas apos 30

minutos de imersao em agua
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Figura 16: Variacdo do diametro das particulas de quitosana controle (Qui-C) (D),
quitosana com vinhaca (Qui-V) (E) e quitosana com vinhaca e biomassa microalgal
(Qui-V-M) (F), onde D1, E1, F1 séo particulas secas e D2, E2, F2 s&o particulas
apos 30 minutos de imersdo em agua
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5.4 Caracterizagcdo quimica das particulas e da biomassa microalgal

Os resultados da composigdo quimica das particulas e da biomassa microalgal
estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Na Tabela 8 € apresentado
a percentagem de retencdo dos nutrientes oriundos da vinhaca e da biomassa
microalgal, nas respectivas formulacoes.

As variagfes dos teores de macro e micronutrientes das particulas estiveram
associadas com o biopolimero (pectina e quitosana), com o agente reticulante (CaClz
e TPP), com o solvente (agua e vinhaca) e com a biomassa microalgal.

Os teores de N da pectina sao originalmente menores do que os da quitosana.
Entretanto, a adicdo de vinhaca e da biomassa microalgal promoveram efeitos
contrarios nos teores de N das particulas, dependendo do biopolimero. Houve
aumento significativo do teor de N nas particulas de pectina apés a adicdo da vinhaca
(+74%) e da vinhaca + biomassa microalgal (+136%). A particula com pectina/vinhaca
e incorporagcdo de biomassa microalgal apresentou maiores teores de N em relagao
ao controle (Pec-C), o que o era esperado devido a sua contribuicdo oriunda de
proteinas e de acidos nucleicos, com um rendimento de 51% acima do que havia na
vinhaca. As particulas de quitosana formuladas com vinhaca (Qui-V) e vinhaca +
biomassa microalgal (Qui-V-M) apesentaram reducbes de 11,9% e de 6,6%,
respectivamente, nos teores finais de N. Considerando que as moléculas de quitosana
apresentam grupamentos aminicos era esperado que o teor de N fosse maior em
relacdo a pectina. A presenca de nitrogénio oriundo do biopolimero explica a retencéo
deste elemento acima de 400% em relacdo a vinhaga.

Nas particulas de pectina, ndo houveram resultados estatisticamente diferentes
para os teores de fésforo (P). A retencdo de P variou entre 64 e 67%, o que demonstra
a perda do nutriente durante o processo de reticulagédo. Os teores de fésforo também
ndo diferiram estatisticamente nas particulas de quitosana, mas diferiram
significativamente do tratamento de pectina. Isso se deve principalmente a etapa de
reticulacé@o, que no caso da quitosana é realizada em solucao de tripolifosfato de sodio
(TPP). Assim a retencédo de P, em relag&o a vinhaca, foi superior a 8000%. Os teores
de P20Os foram drasticamente influenciados pelo uso do TPP como agente reticulante.
As particulas de quitosana apresentaram teores 100 vezes maiores de P20s quando
comparadas com as de pectina. A adicao de vinhacga ou de biomassa microalgal ndo
alteraram as concentracdes de P20s, independentemente da natureza do biopolimero

formador da particula.
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Tabela 6: Caracterizacdo quimica das particulas

5 N P20s K20 CaO MgO Cu Fe Mn Zn
Particulas
g kgt mg kg

Pec-C 5,0 (£0,0)f 0,8 (£0,2)b 0,5 (£0,1)¢ 46,4 (*4,6)> 0,4 (£0,2)¢ 1,3(x0,5)" 37,4 (£3,0)¢ 1,7 (£0,4)d 12,5 (+1,5)°

Pec-V 8,7 (0,3)¢ 0,9 (0,3)> 44,5 (*1,72 53,6 (6,72 51 (+0,6)2 1,8(+0,3)° 2415 (+26,2)° 354 (+2,02 9,5 (*2,6)
Pec-V-M 11,8 (+0,3)¢ 0,8(+0,2> 358 (+2,7)> 51,9(¥4,52 4,7(+0,3)2 4,6 (+1,02 3868 (+4,9° 34,4 (+2,1)* 152 (+0,3)

Qui-C 37,7 (#0,3)2 110,8 (8,72 1,3 (*0,4¢ 0,6 (*0,2)¢ 0,3 (+0,1)° ND 41,8 (4,4)¢ 2,5(£0,2)0¢ 12,3 (+0,2)°

Qui-Vv 33,2 (0,8 107,2 (£5,9* 12,1 (*0,4)° 4,8 (£0,0)> 2,3(*£0,0)P 1,4 (%0,2)b 265,3 (£1,8)° 29,4 (£0,6)c 9,5 (0,3)°

Qui-V-M 35,2 (*0,3)> 103,2 (+0,8)2 12,2 (+0,4)¢ 52 (£0,1)> 2,7 (£0,1)» 4,0(0,8)2 431,4 (£9,8)2 32,4 (0,6)° 12,6 (+1,3)°
Média + desvio padréo de trés determinag8es experimentais. Letras diferentes na mesma coluna indica que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de
Scott-Knott. ND: ndo detectavel. Pec-C: pectina e 4gua, Pec-V: pectina e vinhaga, Pec-V-M: pectina, vinhaga e biomassa microalgal, Qui-C: quitosana e agua, Qui-V: quitosana
e vinhaga e Qui-V-M: quitosana, vinhaca e biomassa microalgal.

Tabela 7: Caracterizacdo quimica da biomassa microalgal

K>O P>0s CaO MgO Cu Fe Mn Zn
Amostra 5 )
g kg | mg kg
Biomassa
microalgal 65 (1) 15,5(x0,4) 24,9 (¥1,2) 3,3(x0,9) 6,9 (+1,0) 49,7 (x10,7) 3399,9 (+324,9) 84,0 (x1,4) 88,0 (x1,5)

Tabela 8: Porcentagem de retencao dos nutrientes oriundos da vinhaca e da biomassa microalgal, nas particulas de pectina e de
guitosana com vinhaca e biomassa microalgal.

Particulas N P20Os K20 CaO I\él/go Cu Fe Mn Zn
Pec-V 100 64 71 496 119 36 83 61 127
Pec-V-M 151 67 64 530 121 102 147 66 227
Qui-Vv 410 8246 21 48 58 30 98 54 136
Qui-V-M 476 8600 23 56 73 93 172 65 197

Pec-V: pectina e vinhaga, Pec-V-M: pectina, vinhaga e biomassa microalgal, Qui-V: quitosana e vinhaca e Qui-V-M: quitosana, vinhaca e biomassa microalgal. Célculo realizado
utilizando Equacéo 3.
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O uso da vinhaga como solvente acrescentou K20 as particulas, mas em
magnitude que dependeu do biopolimero. A adi¢cao da vinhaga ampliou em 90 vezes
o teor de K20 das particulas de pectina, enquanto a formulagdo com vinhaga +
biomassa microalgal (Pec-V-M) promoveu aumento de 72 vezes. Tanto a adicao de
vinhacga quanto a adi¢do de vinhaga + biomassa microalgal resultaram em aumentos
menos expressivos de K20 (cerca de 9 vezes) na constituicdo final das particulas de
quitosana. Entretanto houve baixa retencdo de K20 para ambos os polimeros, com
valores variando entre 64 a 71%, para particulas de pectina, e de 21 a 23% para
quitosana. Devido a alta mobilidade em meio aquoso, o ion K* se desprende do
polimero na etapa de reticulagdo, o que pode ser confirmado pela menor retencéo
deste nutriente nas particulas de quitosana. Por outro lado, como a reticulacdo das
particulas de pectina foi realizada em solucdo de etanol absoluto, houve maior
retencdo do K nas particulas devido a menor solubilidade do ion neste meio. Além
disso ha possibilidade de interacdo eletrostatica do potassio com grupos carboxilicos
das cadeias de pectina diminuindo a sua mobilidade.

O uso do CaCl2 como reticulante das particulas de pectina resultou em teores
de Ca acima de 10 vezes maiores do que os observados nas particulas de quitosana,
sem alteracdo significativa apés a adicdo de vinhaca ou de biomassa microalgal.
Assim como para o fésforo nas particulas de quitosana, uma alta retencao de calcio
foi observada para as particulas de pectina. Os teores de CaO nao diferiram nas
particulas de pectina, porém obteve-se uma retencédo de cerca de 500% explicado
pela adicdo de CaClz na formulacdo e também pelo reticulante que contem 1% de
CaClz. Apesar de a pectina ATM apresentar alto grau de esterificacdo dos grupos
carboxilicos por metoxilas (aproximadamente 70% segundo informacdo do
fabricante), ainda existe a possibilidade de formacéo de zonas de reticulacdo pela
interacdo eletrostatica entre os grupos carboxilicos livre e os ions Ca*?, como foi
verificado a partir dos resultados para a concentracdo de Ca e confirmado pela
melhoria da estabilidade do gel e das particulas com a adi¢cdo deste ion. As particulas
de quitosana apresentaram concentracoes de CaO estatisticamente menores
comparadas as das particulas de pectina. Foi possivel perceber um aumento
significativo de CaO com a adi¢cédo de vinhaca e de biomassa microalgal nas particulas
de quitosana.

Observaram-se aumentos significativos dos teores de magnésio (Mg) nos dois

tipos de polimeros avaliados, quando o solvente foi vinhaga ou vinhaca acrescida de
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biomassa microalgal. No tratamento com pectina, a retencao deste nutriente foi mais
expressiva e variou entre 119 e 121%, para as particulas sem e com adi¢do de
biomassa microalgal, respectivamente. A retencdo de Mg nas particulas de quitosana
foi de 58 e 73%, para as particulas sem e com adicdo de biomassa microalgal,
respectivamente. Esta diferenca entre os valores obtidos para as particulas de
quitosana e pectina se deve principalmente a interacdo do ion magnésio com 0s
reticulantes, etanol absoluto (pectina) e solucdo aquosa de TPP (quitosana), ou seja,
0 elemento possui baixa solubilidade em solvente apolar (etanol) e por isso aparece
em maior quantidade nas particulas de pectina. Por apresentar maior solubilidade em
agua, ha perda de Mg pelas particulas de quitosana, tal como foi observado nos
resultados de K2O.

Os elementos cobre, ferro e zinco (micronutrientes) apresentaram retencao
semelhante nas particulas de quitosana e pectina. Os teores aumentaram quando
utilizou-se vinhaca como solvente, com concentra¢cdes ainda maiores quando a
vinhaca acrescentou-se a biomassa microalgal. Houve, portanto, incorporagéo destes
elementos a partir da vinhaca e, principalmente, da biomassa microalgal, em que os
tratamentos apresentaram valores com aumento de 150 a 300%.

Os teores de manganés (Mn) foram estatisticamente superiores quando
vinhaca e biomassa microalgal estavam presentes, se comparado a concentragdo na
particula com agua (controle). Porém, a retencéao foi de 61 e 66%, para Pec-V e Pec-
V-M, respectivamente., devido a provavel perda do elemento para o reticulante.

De forma geral as particulas de pectina e de quitosana com vinhaca e biomassa
microalgal apresentam concentragdes de macro e de micronutrientes superiores em

relacdo ao controle (biopolimero e agua).

5.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das particulas de pectina controle (Pec-C),
pectina/vinhacga (Pec-V) e pectina/vinhaga/microalga (Pec-V-M) estao apresentados
na Figura 17. Para a particula de pectina controle (Pec-C) podem ser observadas trés
regides espectrais distintas, tipicas de polissacarideos (Coimbra et al., 2011, Assifaoui
et al., 2010). A primeira (3500 - 1800 cm™) apresenta duas bandas principais. A
primeira, em aproximadamente 3350 cm, correspondente a absorcdo devido ao
estiramento dos grupos OH das liga¢c6es de hidrogénio intra e intermoleculares nas

cadeias de acido galacturonico da pectina. A segunda, em 2933 cm?, corresponde ao
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estiramento e deformacéo angular das ligagdes C-H nos grupos CH, CH2 e CHs.
Ressalta-se, no entanto, que esta regido também €& associada a ligacbes de
hidrogénio nas moléculas de 4gua. A segunda regido (1800 — 1500 cm™) é de especial
interesse para a avaliacdo do grau de metoxilagdo da pectina, pois permite a
observacédo da absorcdo no infravermelho dos grupos &cidos carboxilicos livres e
esterificados das moléculas de pectina. A avaliagdo do espectro da amostra Pec-C
evidencia a existéncia de duas bandas de absor¢do: em 1733 cm%, relacionada ao
grupo metil éster (COOCHS3) e aos grupos carboxilicos ndo dissociados (COOH); em
1628 cm™, associada a vibracéo de estiramento dos ions carboxilato (COO") presentes
na pectina (Maciel et al., 2015, Coimbra et al., 2011). A maior intensidade da banda
em 1733 cm™ confirma o alto grau de metoxilacédo da pectina utilizada (Szymanska-
Chargot & Zdunek, 2013). Os grupos carboxilicos ionizados (COQO’) absorvem
tipicamente 1610 cm™ (Szymanska-Chargot & Zdunek, 2013). Estes grupos funcionais
podem interagir eletrostaticamente com ions Ca*?, conforme descrito pelo modelo
“caixa de ovos”, deslocando os ions monovalentes presentes como K* e Na*. Alguns
autores relatam o deslocamento desta banda de absor¢édo devido a essa interacao,
podendo sugerir a interacdo dos ions Ca do reticulante com as por¢des nao
metoxiladas da pectina (Assifaoui et al, 2010). Este efeito corrobora o aumento da
estabilidade das particulas com a presenca do ion Ca no reticulante. A terceira regido
(abaixo de 1500 cm?) corresponde as vibracées das ligacdes C-C, C-O-C e C-OH da
estrutura do carboidrato e das ligacdes glicosidicas. E chamada de regido de
“fingerprint”, sendo especifica de cada composto.

Os espectros das particulas de Pec-V e Pec-V-M (Figura 17) apresentaram as
bandas de absorcdo tipicas da pectina. As principais alteracfes, em relacdo a
particula controle (Pec-C), sdo descritas a seguir. As amostras de pectina com vinhaca
(PEC-V) e vinhaga e microalga (Pec-V-M) apresentaram duas bandas acentuadas em
3500 e 3400 cm, que podem ser atribuidas as vibracdes de estiramento axial das
ligagbes N-H em amidas primérias e O-H de grupos carboxilicos e alcoois, estando de
acordo com o observado por Doelsch et al. (2009) para amostras de vinhaca de cana-
de-acucar. As bandas caracteristicas dos grupos metil éster (COOCHS3), dos grupos
carboxilicos nao ionizados (COOH) e do ion carboxilato (COO’) também estédo
presentes nos espectros das particulas com vinhaca e vinhaga e biomassa microalgal.
Porém, observou-se uma acentuacdo na intensidade da banda em 1620 cm™ para

estas amostras devido a presenca de acidos carboxilicos provenientes da vinhaca e
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da biomassa microalgal. Doelsch et al. (2009) determinaram a composic¢ao da vinhaca
de cana-de-acUcar e observaram que os acidos predominantes sdo o aconitico,
malico, acético, citrico e o latico. Nas particulas com biomassa microalgal também é
observado uma banda em 1683 cm™ atribuida a vibracéo das ligacdes C=0 de amidas
primérias (Corradini et al, 2010). Sudhakar & Premalatha (2015) determinaram o
espectro FTIR da biomassa seca de Scenedesmus sp. revelando a presenca de
grupos -OH, -COOH, NHz e CO e esta de acordo com o observado no presente estudo.

Nos trés espectros da Figura 17 € possivel observar bandas caracteristicas de
ligacdes glicosidicas entre 1090 cm™ e 1010 cm™. As bandas em 1090 cm foram
intensificados na presenca de vinhaca e microalga. Esta banda € associada a ligaces
C-O de acucares, alcoois, acidos, ésteres e éteres (Doelsch et al., 2009) e a acidos
nucleicos e outros compostos fosfatados (Duygu et al., 2012). As bandas em 660-600
cm? presentes nos espectros das particulas PEC-V e PEC-V-M séo atribuidas a
presenca de sais inorganicos como cloretos e sulfatos oriundos da vinhaca (Doelsch
et al., 2009).
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Figura 17: Espectro de FTIR das particulas de pectina controle, Pec-C (A), pectina
com vinhaca, Pec-V (B) e pectina com vinhaca e biomassa microalgal, Pec-V-M (C)
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Os espectros de infravermelho das particulas de quitosana controle (Qui-C),
quitosanalvinhaca (Qui-V) e quitosana/vinhaga/biomassa microalgal (Qui-V-M) estéo
apresentados na Figura 18.

O espectro da particula de quitosana controle apresentou bandas de absorcao
caracteristicas do biopolimero e do reticulante TPP. Na regido 3500-1800 cm, as
bandas de absorcdo em 3352 e 3294 cm séo associadas ao estiramento das ligacées
O-H e N-H. A banda em 2871cm™ pode ser associada a vibracéo da ligagdo C=0 dos
grupos amidados da quitosana. Alguns autores constataram que a reticulacdo da
quitosana com TPP provocou o alargamento e achatamento destas bandas, em
relacdo ao espectro da quitosana pura, indicando que as ligacdes de hidrogénio se
intensificam na reticulacdo (Wu, Yang, Wang, Hu, & Fu, 2005). Na regido de 1800 a
1500 cm?, apareceram duas bandas caracteristicas. A primeira, em 1649 cm-?, foi
atribuida ao estiramento da ligacdo C=0O da amida | dos grupos acetilados da
quitosana. A segunda, em 1588 cm, foi relacionada a deformacéo angular da ligacdo
N-H e estiramento da ligacdo C-N dos grupamentos aminicos protonados (Mi et al.,
2003). Em comparacdo ao espectro da quitosana pura, varios autores (Luo et al.,
2010, Hu et al., 2008, Shah et al., 2009) relataram que as bandas da amida | e da
amida Il sdo deslocadas devido a interacéo eletrostatica entre os grupos fosfato do
TPP. Este deslocamento esta de acordo com o observado neste estudo. Também se
nota uma banda em 1150 cm correspondente a vibracédo da ligacdo P=O do TPP.
Outros estudos observaram espectro semelhante para particulas de quitosana e TPP
(Bhumkar & Pokharkar, 2006, Xu & Du, 2003). Nas frequéncias abaixo de 1500 cm,
observaram-se as bandas caracteristicas da regido de fingerprint. As bandas em 1419
e 1377 cmtforam associadas ao estiramento dos grupos OH e CHz, respectivamente.
As bandas de absorcdo em 1060 cm foram atribuidas ao estiramento das ligacées
C=0 dos grupos C-O-H, C-O-C e CH2CO. A banda em 891 cm™ foi associada a
deformacéo C-H dos anéis piranosidicos do polissacarideo.

Os espectros das particulas de quitosana com vinhaga (Qui-V) e vinhaca e
biomassa microalgal (Qui-V-M) apresentaram as bandas caracteristicas da quitosana.
A principal alteracéo percebida é uma intensificagéo e um pequeno deslocamento na
banda em 1649 cm* na amostra controle (Qui-V) para 1635 cm™ e 1638 cm™ na Quit-
V e Quit-V-M, respectivamente, que pode ser atribuido a presenca de acidos

carboxilicos provenientes da vinhacga e da microalga (Doelsch et al., 2009).
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Figura 18: Espectro de FTIR das particulas de quitosana controle, Qui-C (A),
quitosana com vinhaca, Qui-V (B) e quitosana com vinhaca e biomassa microalgal,
Qui-V-M (C)

5.6 Biodegradacéo

A umidade do solo utilizado nos experimentos foi mantida a 60% da capacidade
de campo, ideal para o crescimento microbiano (CETESB, 1990). O solo né&o foi
esterilizado, com a finalidade de manter os micro-organismos vivos para atuarem
sobre as particulas poliméricas (Campos et al, 2007). As caracterizagbes quimica e

fisica do solo séo apresentadas nas Tabelas 9 e 10.
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Tabela 9: Caracterizacdo quimica do Latossolo Vermelho distrofico utilizado na
avaliacdo da biodegradacao das particulas biopoliméricas

Solo  Presina MO pH K Ca Mg H+Al Al SB CTC V m
cm mgdm?3 mgdm3 CaCl, mmolc dm3 %
0-20 24 22 54 31 37 14 25 48 541 791 68 8

Pres: teor de fosforo extraido pelo método da resina trocadora de ions; MO: matéria organica; pHcaci2: pH do solo medido em
solugdo de CaCl2 0,01 mol L (relagdo solo:solugdo 1:2,5); H+Al: acidez potencial; SB: soma de bases = Ca+Mg+K; CTCx:
capacidade de troca de cétions total = SB + (H+Al); V%: percentual de saturacdo por bases = (SB/CTCt)x100; percentual de
saturacédo por aluminio = (AlI/CTC¢)x100, em que CTCe é a capacidade de troca de cétions efetiva = SB + Al.

Tabela 10: Composicdo granulométrica do Latossolo Vermelho distrofico utilizado na
avaliacdo biodegradacao de particulas biopoliméricas

Solo Argila Silte Areia Total

7 Textura
(cm) e g kgt ---mmmmmem e
0-20 567 279 154 Argilosa

A maior atividade microbiol6gica ocorre na camada 0-20 cm do solo, devido a
presenca de matéria organica e ao efeito rizosférico. A predominancia de
determinado(s) grupo(s) de micro-organismos € definida por um amplo conjunto de
fatores ambientais do solo. O LVd apresentou caracteristicas fisico-quimicas (Tabelas
9 e 10) favoraveis ao desenvolvimento de microbiota competente na biodegradacgéo
de materiais organicos (Moreira & Siqueira, 2006). O conteudo de matéria organica
total no solo (2,2 g dm) é composto por materiais que variam quanto a resisténcia a
biodegradacéo (desde recalcitrantes até moléculas simples). Particulas de pectina e
quitosana constituirdo substrato organico e sua distribuicdo em solos com baixos
teores de matéria organica deverd proporcionar efeitos que superam o simples
fornecimento de nutrientes. Por serem fonte de carbono prontamente assimilavel, de
nutrientes e, também, de energia, que resultard do rompimento das cadeias
carbbnicas dos componentes da vinhaca, as particulas Pec-V,Pec-V-M, Qui-V e Qui-
V-M tenderdo a aumentar a biomassa e a atividade microbiana no solo. S&o mais
atrativas porque sé@o de cadeias simples. Micro-organismos do solo sédo versateis
guanto a sobrevivéncia em amplas faixas de pH. Porém, o aparato enziméatico
microbiolégico € sensivel a condi¢des de acidez elevada, devido a desnaturacdo das
proteinas. O pH do LVd (Tabela 9) pode ser considerado adequado e estavel para
garantir funcbes vitais de células microbianas, grupos de micro-organismos
especializados na degradacdo da matéria organica, niveis baixos de toxidez por Al

(baixo m%) e disponibilidade de nutrientes, sobretudo de P (Moreira & Siqueira, 2006).
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Além disso, ha fornecimento equilibrado de Ca, Mg e K (Tabela 9). A analise
granulométrica indicou a presenca de 154 g kg de areia, 279 g kg™ de silte e 567 g
kgt argila, confirmando a textura argilosa do solo. Trata-se de atributo importante,
entre outras razdes, na manutencao da umidade do solo, essencial na biodegradacéo,
e no fornecimento de habitat para micro-organismos, devido a alta superficie
especifica da fracdo argila.

As Figuras 17 e 18 ilustram a marcha de desprendimento de CO2 das amostras
de solo contendo as particulas de pectina e quitosana, respectivamente, ao longo dos
36 dias de ensaio. Houve registro de liberacéo de CO2 nas primeiras 24 h, seguido de
perfil ascendente de intenso desprendimento de CO:2 até os 15 dias, indicando que a
velocidade de biodegradacéo foi proporcional a quantidade de substrato orgéanico

presente.
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Figura 19: Perfil de liberagdo de CO2 (mg) durante a biodegradagéo das particulas
de pectina controle (Pec-C, A), pectina com vinhaga (Pec-V, m) e pectina com
vinhaca e biomassa microalgal (Pec-V-M, e)
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Figura 20: Perfil de liberagdo de CO2 (mg) durante a biodegradacéo das particulas
de quitosana controle (Qui-C, A), quitosana com vinhaca (Qui-V, m) € quitosana com
vinhaca e biomassa microalgal (Qui-V-M, e)

O grau de mineralizagdo das particulas de pectina (Tabela 11), apés os 36 dias
de contato com o solo, foi de 76,6% para o controle (Pec-C), 90,6% para as particulas
de pectina com vinhaca (Pec-V) e 93,8% para as particulas de pectina com vinhaca e

biomassa microalgal (Pec-V-M).

Tabela 11: Percentual de mineralizacdo das particulas de pectina no solo

Particula C (%) M:CO2 (mg) MrCO2 (mg) Mineralizagcéo (%)
Pec-C 20,75 152,17 116,6 76,63
Pec-V 20,30 148,87 1349 90,62

Pec-V-M 18,61 136,47 128,0 93,79

Carbono (C), massa tedrica de CO2 (mCO2), massa real de CO2 (mCOz)
Pec-C: pectina e agua, Pec-V: pectina e vinhaca, Pec-V-M: pectina, vinhaca e biomassa microalgal, Qui-C:
quitosana e agua, Qui-V: quitosana e vinhaga e Qui-V-M: quitosana, vinhaca e biomassa microalgal.

Em estudo realizado por Rutiaga et al. (2005), flmes de pectina apresentaram
um grau de mineralizagcdo do carbono em torno de 90% no mesmo periodo. Esta
diferenca pode ser devido a reticulacdo parcial da matriz polimérica pela adicdo do
CaClz. A adicao da vinhaca e da biomassa microalgal aumentou a biodegradacao das
particulas. A matéria organica da vinhaca é coloidal, composta por glicerois e acidos
fracos facilmente decomponiveis, capazes de servir de substrato para o aumento

imediato da microbiota (Neves et al.,, 1983). Reis & Rodella (2002) avaliaram a
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velocidade de decomposicao de fontes distintas de matéria organica acrescentadas
ao solo e verificaram a seguinte ordem de desprendimento de CO2 ao longo de 71
dias de incubacéao: vinhaca > feijao de porco > esterco bovino > biossolido > turfa.

O grau de mineralizacédo das particulas de quitosana (Tabela 12), apos os 36
dias de contato com o solo, foi de 66,4% para o controle (Qui-C), 65,1% para as
particulas de quitosana com vinhaca (Qui-V) e 82,6% para as particulas de quitosana
com vinhaca e biomassa microalgal (Qui-V-M). Comparando-se a biodegradacéo das
particulas de pectina ho mesmo periodo (Tabela 11), observou-se que a quitosana
apresentou perfis de liberagdo de CO2 mais lentos, provavelmente devido a maior
densidade de reticulacdo da quitosana pelo TPP, dificultando a acdo dos micro-
organismos do solo. Além disso, a quitosana apresenta atividade antimicrobiana
intrinseca, que pode ocasionar a reducdo da populacdo microbiana envolvendo a
amostra e consequentemente reduzir a taxa de biodegradacdo do material. Perotti et
al. (2017) constataram que o grau de mineralizacdo de compoésitos de amido e amido
com quitosana e nanoargilas reduziu de 100% para 28%, respectivamente, apos 60
dias de contato dos materiais com o solo. Os autores atribuiram a reducéo na taxa de

biodegradacéo do material a atividade antimicrobiana da quitosana.

Tabela 12: Percentual de mineralizacéo das particulas de quitosana no solo

Particula C (%) M:CO2 (mg) MrCO2 (mg) Mineralizagéo (%)
Qui-C 23,94 175,56 116,6 66,42
Qui-V 28,24 207,09 1349 65,14

Qui-V-M 21,04 154,29 128,0 82,96

Carbono (C), massa tedrica de CO2 (m:CO2), massa real de CO2 (m:COz)
Pec-C: pectina e agua, Pec-V: pectina e vinhaca, Pec-V-M: pectina, vinhaca e biomassa microalgal, Qui-C:
quitosana e agua, Qui-V: quitosana e vinhaga e Qui-V-M: quitosana, vinhaca e biomassa microalgal.

A vinhaca na forma de particulas sélidas apresentou de 65 a 93% de
biodegradacao apds 36 dias do inicio do teste, constituindo uma forma inovadora de
aplicacao do efluente no solo, uma vez que todo o contetddo da vinhaca in natura
aplicada por fertirrigagédo esté disponivel a partir do momento que infiltra no solo. Isso
aumenta a probabilidade de lixiviagdo de ions, implicando baixo aproveitamento de
nutrientes pelas plantas de cana-de-agucar e no aumento dos riscos de contaminagao
das aguas subterraneas. A biodegradacédo gradual das particulas de vinhaca ao longo
de 36 dias pode ter sido consequéncia da presenca dos biopolimeros, que podem ter

incorporado as particulas a caracteristica de liberacéo lenta.
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5.7 Implica¢des préaticas do uso das particulas como fertilizante

A alteracdo do atual modo de aplicagcéo da vinhacga, ou seja, da fertirrigacdo em
area total para a aplicacao localizada no sulco de plantio, implica importante avanco
no uso quali e quantitativo do efluente em solos agricolas.

De acordo com a Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2015), a racionalizacdo da
dosagem para a boa pratica da disposicdo de vinhaga em solo agricola deve

fundamentar-se na equacéao 7:

(0,05 x CTC¢— Kgp10) X 3744+185]

Quantidade de vinhaca (m3 ha™1) = !

Kvinhaga O
em que:

0,05 = 5% da CTC:t, ou seja, proporcdo maxima da capacidade de troca de
cations total do solo que pode estar ocupada pelo potassio (K);

CTC: = capacidade de troca de cations total do solo, expressa em cmolc dm-3,
obtida pela andlise de solos para fins de fertilidade, realizada por laboratério de anélise
de solo que utiliza metodologia adotada pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC)
e devidamente assinada por responsavel técnico;

Ksolo = teor de potassio (K) do solo, expresso em cmolc dm3, a profundidade de
0 a 0,80 m, obtida pela andlise de solos para fins de fertilidade, realizada por
laboratério de andlise de solo que utiliza metodologia adotada pelo Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) devidamente assinada por responsavel técnico;

3144 = constante que converte os resultados da analise de solo para fins de
fertilidade, expressos em cmolc dm=3, para kg de potassio (K) por volume de solo
contido em 1 (um) hectare a 0,80 m de profundidade;

185 = quantidade de K20, em kg, extraida pela cultura da cana-de-ac¢ucar, por
corte;

Kvinhaca = teor de potassio (K) da vinhaca, expresso em kg de K20 m3,
apresentado em boletim analitico assinado por responsavel técnico.

Uma situacéo hipotética foi elaborada a partir da andlise da vinhaca da Tabela
2, cujo teor de K20 é de 3,9 kg m3, e de uma andlise de solo da camada 0-0,8 m de
um solo agricola cultivado com cana-de-acgucar, com as seguintes caracteristicas:
CTCt=4,0 cmolc dm3; teor de K na profundidade de 0-0,8 m = 0,05 cmolc dm-3. Nestas
condicOes, a taxa de aplicacdo de vinhaca, permitida pela P4.231, foi de 190 m?3 ha™.
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A dose de 190 m?® ha! de vinhaca in natura leva para o solo 741 kg de K20 ha
1. A quantidade é elevada porque considera o suprimento de K20 para a camada de
0-0,8 m do solo. Os 185 kg de K20 ha! exigidos para cada ciclo de cana-de-agucar
sao contabilizados para a oferta na camada aravel (0-0,2 m). Para dar destino final
para todo o volume de vinhaca produzido, é preciso considerar que o solo devera
funcionar como um armazém de K:20. Para isso, ndo se considera apenas o teor de
K20 que deveria existir na camada aravel (0-0,2 m) para a cana-de-agucar, mas sim
a capacidade total de armazenar K20 na camada 0-0,8 m de solo. Considera-se 0,8
m na equacao de calculo devido a profundidade média do sistema radicular da cana-
de-agucar em solos &cidos tropicais.

O protocolo experimental desenvolvido neste estudo indicou que o uso de 1 L
de vinhaca in natura produz cerca de 60 g de particulas de pectina (Pec-V). Dessa
forma, a dose recomendada de 190 m?3 ha' de vinhaca pode ser transformada em
11.400.000 g de particulas. Considerando o teor de K20 das particulas Pec-V igual a
44,5 g kgt, a quantidade de particulas (11,4 t) originadas de 190 m? de vinhaca
conteria 507 kg de K20.

Na fertirrigacdo com vinhaca in natura, o efluente é aplicado em éarea total,
considerando 0,8 m de profundidade. Com a conversédo da vinhaca para particulas, o
material passa a ser distribuido da mesma forma que um fertilizante convencional, ou
seja, na linha de cultivo. Admitindo o suprimento somente na camada aravel (0-0,2
m), pode-se considerar apenas o teor de K20 necessario para cada ha de cana-de-
acucar, ou seja, o valor de 185 kg de K20 por ha, tal como consta na formula da
CETESB (2015). Para acrescentar esta quantidade de K20 na forma de particulas de
pectina, seriam necessarios 4.160 kg do material. A partir do espacamento
convencional de 1,4 m entre linhas usado no cultivo de cana-de-agUcar, seriam
necessarios 580 g de particulas por metro linear, aplicadas no sulco de plantio, para
suprir a exigéncia tedrica de 185 kg ha! K20 pela cana-de-aglcar. A quantidade de
material aplicado passa a ser muito menor por que a vinhaca deixou de ser aplicada
por fertirrigacdo, em area total e para a camada 0,8 m, e passou a ser aplicada na
forma de adubacéao, localizada na linha de cultivo e para a camada 0,2 m. Entretanto,
a aplicacéo de 4,1 t ha! de Pec-V acrescenta 36 kg hatde N, 37 kg ha* de P20s, 225
kg ha! de Ca e 21 kg ha' de Mg. O célculo da aplicacédo de particulas baseado no
teor de K20, ou seja, da mesma forma que a utilizada para o célculo da aplicacdo de

vinhaca, resulta em oferta de N, no plantio, suficiente para a cultura da cana-de-
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aclcar, que necessita, aproximadamente, de 60-90 kg ha' de N por ciclo, com
aplicacédo de 30 kg ha na ocasido do plantio e de 30-60 kg ha! na adubacéo de
cobertura aos 30-60 dias apOs o plantio. As adubacbes fosfatada e potassica
dependem da produtividade esperada, do ambiente de producdo e dos teores
indicados pela andlise de solo. A adubacéo fosfatada pode variar de 40 a 180 kg ha™!
de P20s, enquanto a potassica varia de 40 a 200 kg ha* de K20.

O protocolo de producéo resultou em particulas com propor¢cées N-P20s-K20
distintas das de formulacdes de fertilizantes encontradas no mercado (Tabela 13).
Dentre as formulas de fertilizantes minerais mais encontradas no comeércio citam-se
(Trani & Trani, 2011): a) para semeadura/plantio das culturas: 04-14-08; 08-28-16; 05-
30-10; 05-30-15; 04-20-20 e 05-25-25; b) para aplicacdo em cobertura (adubacdes
realizadas durante o desenvolvimento das culturas): 20-05-20; 20-00-20; 20-05-15;
14-07-28; 12-06-12; 10-10-10 e 15-15-15.

Tabela 13: Proporcdo de macronutrientes em particulas de pectina e de quitosana

Particula Proporcao (%) Nutrientes adicionais
N-P20s5-K20

Pec-V 0,87-0,09-4,5 (01-00-04) 3,8% Ca + 0,3% Mg

Pec-V-M 1,18-0,08-3,6 (01-00-03) 3,7% Ca + 0,3% Mg

Qui-V 3,32-10,7-1,2 (03-10-01) 0,3% Ca + 0,1% Mg

Qui-V-M 3,52-10,3-1,2 (03-10-01) 0,4% Ca + 0,2% Mg

Pec-V: pectina e vinhaga, Pec-V-M: pectina, vinhaca e biomassa microalgal, Qui-V: quitosana e vinhaca e Qui-V-
M: quitosana, vinhaga e biomassa microalgal.

As particulas de Pec-V e Pec-V-M apresentaram baixos teores de P20s,
enquanto as de Qui-V e Qui-V-M exibiram baixos teores de K20. Notou-se que a
composicdo do agente reticulante foi importante na definicdo de teores de Ca, nas
particulas de pectina que sao reticuladas com CaClz, e de P20s, nas particulas de
quitosana que sao reticuladas com TPP. A natureza do biopolimero determinou a
concentracdo de N das particulas, com um acréscimo significativo de N observado
com a adicao de biomassa microalgal nas particulas Pec-V-M (Tabela 6). Foi evidente
0 aumento do teor de K20 com o uso da vinhaga como solvente.

Aportes signitifcativos de micronutrientes foram observados apos a inclusao da
biomassa microalgal as particulas. Entretanto, as quantidades de micronutrientes na

composicdo final das particulas sédo insuficientes para representar acréscimos
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significativos a partir de adubacdo com Pec-V. Com a aplicacdo de 4,1 t ha' de
particulas Pec-V, seriam acrescentados 7,1 g ha' de Cu, 986,4 g ha' de Fe, 142,6 ¢
ha'l de Mn e 39,2 g ha! de Zn. Quando necessérias, as recomendacdes de adubacéo
indicam a adicdo de 1 a 5 kg ha! de microelementos metélicos, sobretudo de Cu e
Zn, cujos relatos de deficiéncia no solo sdo mais frequentes.

Admitindo que houve 90,6% de biodegradacgédo das particulas Pec-V no periodo
de 36 dias (Figura 19), ha garantia do suprimento de N no periodo que antecede a
adubacdo de cobertura. Partindo-se do calculo inicial, a quantidade de vinhaca para
aplicacdo em conformidade com a P4.231 (190 m?) produz 11.400 kg de particulas
Pec-V, quantidade suficiente para ser utilizada na adubacédo de plantio de 2,8 ha de
cana-de-acUcar.

Dentre as vantagens do uso da vinhaca na elaboracdo de particulas com
biopolimeros, particularmente a Pec-V, incluem-se: a) aplicagdo da vinhaca no sulco
de plantio, utilizando a mesma tecnologia de aplicacao de fertilizantes convencionais
e dispensando a onerosa aplicacdo de vinhaca por fertirrigacdo em area total; b) a
vinhaca na forma de particulas possibilita o transporte para areas mais distantes da
unidades sucroenergéticas, ampliando a distancia minima econ6mica considerada
viavel para o uso da vinhaca; c) a producédo de particulas Pec-V amplia as alternativas
de uso da vinhaca como fertilizante em outras culturas agricolas além da cana-de-
acucar, o que pode contribuir decisivamente para o uso racionalizado e legalmente

correto do volume total de efluente.
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5.8 Classificacao das particulas de acordo com a legislagéo brasileira

A legislacéo brasileira de fertilizantes tem passado por alteragdes recentes, de
forma a aprimorar e a esclarecer as definicbes dos diversos produtos enquadrados
nesta categoria de insumos agricolas. A adequacao das particulas de pectina e de
quitosana, acrescentadas ou ndo de biomassa microalgal, a legislacdo vigente, ndo &
trivial.

De acordo com o Decreto n. 4954 de 2004, com as alteracdes promovidas pela
redacdo do Decreto n. 8384 de 2014, destacaram-se as seguintes definicbes para a
discusséo do enquadramento dos materiais obtidos neste estudo:

Il - fertilizante: substancia mineral ou organica, natural ou sintética, fornecedora
de um ou mais nutrientes de plantas, sendo:

b) fertilizante organico: produto de natureza fundamentalmente orgéanica, obtido por
processo fisico, quimico, fisico-quimico ou bioquimico, natural ou controlado, a partir
de matérias-primas de origem industrial, urbana ou rural, vegetal ou animal,
enriquecido ou ndo de nutrientes minerais;

d) fertilizante binario: produto que contém dois macronutrientes primarios;

e) fertilizante ternério: produto que contém os trés macronutrientes primarios;

f) fertilizante com outros macronutrientes: produto que contém os macronutrientes
secundarios, isoladamente ou em misturas destes, ou ainda com outros nutrientes;

[) fertilizante organico simples: produto natural de origem vegetal ou animal,
contendo um ou mais nutrientes de plantas;

m) fertilizante organico misto: produto de natureza organica, resultante da mistura
de dois ou mais fertilizantes organicos simples, contendo um ou mais nutrientes de
plantas;

n) fertilizante organico composto: produto obtido por processo fisico, quimico,
fisico-quimico ou bioquimico, natural ou controlado, a partir de matéria-prima de
origem industrial, urbana ou rural, animal ou vegetal, isoladas ou misturadas, podendo
ser enriquecido de nutrientes minerais, principio ativo ou agente capaz de melhorar
suas caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas;

VI - biofertilizante: produto que contém principio ativo ou agente organico,
isento de substancias agrotoxicas, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o
todo ou parte das plantas cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta

0 seu valor hormonal ou estimulante;
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Xl - produto - qualquer fertilizante, corretivo, inoculante, biofertilizante,
remineralizador e substrato para plantas;

XIl - produto novo: produto sem antecedentes de uso e eficiéncia agronémica
comprovada no Pais ou cujas especificacdes técnicas nao estejam contempladas nas
disposic¢des vigentes;

As particulas Pec-V, Pec-V-M, Qui-V e Qui-V-M atendem a definicdo de produto
e de fertilizante, na medida em que sdo substancias organicas, em sua maior
proporcao, de origem natural (pectina, quitosana, vinhaca, microalgas) ou sintética
(agentes reticulantes) e fornecem nutrientes (N, P, K, Ca e Mg), podendo ser binéarios
(Pec-V e Qui-V) ou ternérios (Pec-V-M e Qui-V-M), ou ainda fertilizantes com outros
macronutrientes, pois possuem concentracdes importantes de Ca e de Mg.

Adequam-se também ao conceito de fertilizante organico, uma vez que a
natureza dos seus componentes € fundamentalmente orgéanica (pectina, quitosana,
vinhaca, microalgas), que tem origem na agroinddstria e que é enriquecida de
nutrientes minerais (P20s e Ca) advindos dos agentes reticulantes.

Poderiam ser consideradas fertilizante organico misto, se 0s seus componentes
organicos (pectina, quitosana, vinhaga, microalgas) fossem reconhecidamente
classificados fertilizantes organicos simples. Na medida em que ndo ha
engquadramento reconhecido de todos os componentes organicos sob a denominacgao
de fertilizante organico simples, a especificacdo de fertilizante organico composto
pode ser mais adequada, pois o produto final é o resultado do uso de matéria-prima
de natureza compativel com as usadas neste estudo, submetidas a processos fisicos,
quimicos e fisico-quimicos, e enriquecidas com nutrientes minerais (P20s e Ca)
originados de substancias empregadas para melhorar suas caracteristicas fisicas
(reticulacdo) e quimicas.

As particulas podem ser classificadas como produto novo, ainda desprovido de
comprovacdo de eficacia quanto ao uso ou eficiéncia agrondmica e cujos
componentes, principalmente a biomassa microalgal e o tripolifosfato de sodio, nao
tém enquadramento nas disposi¢des vigentes.

A classificacdo das particulas como biofertilizantes parece ser a mais adequada
tendo em vista 0s biopolimeros que se comportam como agentes organicos e o
comprovado aumento de produtividade proporcionado pela adicdo da vinhaca através
da fertirrigag@o na cultura de cana-de-agucar (Da Silva, et al. 2014; De Souza, et al.,

2015). Apesar de néo € explicito pela legislacdo o significado de agente organico e a
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efetividade das particulas em atuar direta ou indiretamente nas plantas cultivadas, por

nao terem sido aplicadas em culturas.
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6 CONCLUSOES

A partir da padronizacao das formulacdes e ajuste dos parametros do processo
de producéo, foi possivel obter particulas biopoliméricas estaveis, utilizando a pectina
e a quitosana como fonte de N e como agentes retardadores da biodegradacao das
particulas, a vinhaca como fonte de K20 e solvente e a biomassa microalgal como
fonte complementar de micronutrientes, constituindo estratégia valida e alternativa
para a destinacgéo final da vinhaca. De acordo com a legislagéo brasileira em vigor, o
produto pode ser classificado como biofertilizante. As particulas de pectina, quitosana
e vinhaca apresentaram potencial para serem aplicadas como biofertilizante na
agricultura, possibilitando a reciclagem de nutrientes da vinhaca, dos biopolimeros e
da biomassa microalgal para o solo e, sobretudo, o aproveitamento deste importante
residuo da industria sucroalcooleira.

As particulas produzidas apresentaram matriz polimérica homogénea, formatos
esféricos bem definidos, diametro variando entre 2 e 3 mm. Houve aumento da
rugosidade superficial das particulas com a adicdo da vinhaca, intensificada apés o
acréscimo da biomassa microalgal. A adicdo da vinhaga provocou um aumento na
solubilidade das particulas, quando comparadas as formula¢gées com agua. A menor

solubilidade das particulas em solucdo de CaCl2 0,01 mol L, sugere uma maior
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estabilidade das particulas no meio simulante de solucdo de solo. As particulas de
quitosana com vinhaca apresentaram menor solubilidade, comparada as de pectina.
As particulas de pectina apresentaram o dobro de capacidade de intumescimento,
sendo capazes de ampliar em 40% o tamanho apos 30 minutos de contato com a
agua. A vinhaca diminuiu a resisténcia mecéanica das particulas de quitosana e
aumentou a resisténcia das particulas de pectina. A presenca da vinhaca conferiu
maior estabilidade ao gel de pectina ATM, comparado a formulacdo com agua,
provavelmente devido a presenca de solidos solUveis na vinhaga, caracteristica
importante no mecanismo de gelificacdo desta pectina.

Em relac@o a composicdo quimica, as particulas de pectina (Pec-V e Pec-V-M)
apresentaram quantidades equilibradas de N (1%), K20 (3-4%) e Ca (4%) e foram
desprovidas de quantidades importantes de P20s. As particulas de quitosana (Qui-V
e Qui-V-M) apresentaram maiores concentracdoes de N (3,3-3,5%) e de P20s5 (10-
11%), mas concentracbes mais baixas de K20 (1%) e, sobretudo, de Ca (0,3%). Os
agentes reticulantes foram fontes determinantes de P20s para as particulas de
quitosana (tripolifosfato de sddio) e de Ca para as particulas de pectina (cloreto de
calcio). A natureza do biopolimero definiu a concentracéo de N e a vinhacga respondeu
pelos aportes de K20. A biomassa microalgal causou aumento na concentracao de N
das particulas de pectina e na concentracdo de micronutrientes.

Apos 36 dias de contato com o solo, houve 91% e 65% de biodegradacédo das
particulas de Pec-V e de Qui-V, respectivamente. A adicdo da biomassa microalgal
aumentou a propor¢ao de biodegradacédo das particulas (Pec-V-M - 94%; Qui-V-M —
83%). A quitosana apresentou maior potencial para uso como biopolimero com fungéo
de retardar a disponibilizacdo de nutrientes, caracterizando um sistema de liberacéo
lenta. Essa propriedade foi particularmente importante para as particulas de

quitosana, que apresentaram altas concentragées de N em sua composicao.
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