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RESUMO

ROCHA, Jéssica Feitoza da. Estudo da mistura carboximetilcelulose/Lithothamnium
como veiculo para inoculantes rizobianos. 2018. 50p. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Inoculantes podem ser definidos como sendo formulagfes compostas por uma ou mais estirpes
bacterianas que promovem o crescimento das plantas. O veiculo de inoculagdo mais utilizado é
o turfoso, entretanto, a turfa é um recurso natural ndo renovavel, sendo necessario investir em
novas formulacdes de veiculos de inoculacdo. Formulacdes contendo misturas poliméricas vem
ganhando destaque, pois € possivel reunir propriedades especificas de cada componente em um
Unico material. Dessa forma, o estudo do efeito da alga Lithothamnium calcareum em conjunto
com polimeros naturais como veiculos de inoculacdo se mostrou relevante. O Lithothamnium é
uma alga marinha, onde sua principal caracteristica é a deposicao de carbonato de calcio em sua
parede celular, além de possuir mais de 20 microelementos em sua composicdo. Assim, esta
dissertacdo teve como objetivo investigar a acdo da alga Lithothamnium calcareum, na
preparacdo da mistura a base de Carboximetilcelulose/Lithothamnium (CMC/Litho) e seu
potencial uso na agricultura como veiculo de inoculacdo bacteriano. Foram preparadas
diferentes composi¢des da mistura CMC/Lithothamnium, com e sem a adi¢do de fosforo, e
avaliadas quanto a capacidade de manutencdo de células vidveis. Essas amostras foram
submetidas também ao estudo do comportamento reolégico e a caracterizagdo por
Espectroscopia na Regido do Infravermelho. Resultados obtidos nos ensaios reoldgicos
mostraram que na regido de baixas frequéncias a presenca de Lithothamnium confere um
carater viscoso a mistura. Entretanto, observou-se uma predominancia da componente elastica
na regido de maiores frequéncias, tendendo ao valor apresentado pela CMC pura. Através dos
resultados obtidos por Espectroscopia na Regido do Infravermelho foi possivel constatar a
presenca de carbonato de célcio presente na alga. Os resultados de viabilidade celular indicaram
gue o ponto 6timo de teor de Lithothamnium a ser utilizado foi o de 50ppm, revelando valores
de sobrevivéncia préximos ao veiculo de inoculagdo turfoso, em torno de 107 ucf/mL.
Verificou-se que a mistura CMC/Litho mantém a viabilidade celular de células rizobianas e a
alga proporciona maior estabilidade dimensional a mistura. Desse modo, a mistura CMC/Litho
possui potencial como veiculo de inoculacéo.

Palavras-chave: inoculantes, Lithothamnium, carboximetilcelulose, viabilidade celular.



ABSTRACT

ROCHA, Jessica Feitoza da. Study of carboxymethylcellulose/Lithothamnium blends as a
vehicle for rhizobium inoculants. 2018. 50p. Dissertation (Master in Chemical Engineering,
Chemical Technology). Technology Institute, Chemical Engineering Department, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Inoculants can be defined as formulations composed of one or more bacterial strains that
promote the plant growth. The inoculation vehicle most used is peat, however, peat is a
non-renewable natural resource and it is necessary to invest in new formulations of
inoculation vehicles. Formulations containing polymer blends have been gaining notoriety
because it is possible to assemble specific properties of each component in a single material.
Thus, the study of the effect of Lithothamnium calcareum algae with natural polymers as
inoculation vehicles proved to be relevant. Lithothamnium is a seaweed, where its main
characteristic is the deposition of calcium carbonate in its cell wall and has more than 20
microelements in its composition. The aim of this dissertation was investigating the action of
the Lithothamnium calcareum algae in the preparation of
Carboxymethylcellulose/Lithothamnium (CMC/Litho) blends and its potential use in
agriculture as a bacterial inoculating vehicle. Different compositions of CMC/Lithothamnium
blend containing phosphorus or not were prepared and evaluated for the ability to maintain
viable cells. These samples were also submitted to the study of the rheological behavior and
the characterization by Spectroscopy in the Infrared Region. Results obtained in the
rheological tests showed that in the region of low frequencies Lithothamnium confers a viscous
character to the blend. However, a predominance of the elastic component was observed in the
region of higher frequencies, tending to the value presented by the pure CMC. Through the
results obtained by Spectroscopy in the Infrared Region it was possible to verify the presence
of calcium carbonate present in the algae. The cell viability results indicated that the great
point of Lithothamnium content to be used was 50ppm, revealing survival values close to the
peat, around 107 ucf/mL. It was verified that The CMC / Litho blend maintain the cell viability
of rhizobial cells and the algae provides greater dimensional stability to the blend. Thus, the
CMC/Litho blend has potential as an inoculating vehicle.

Key words: inoculants, Lithothamnium, carboxymethylcellulose, cell viability.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial vem gerando uma maior demanda por produtos de
origem vegetal, aumentando a produgdo agricola. No entanto, suprir esta demanda é um
desafio, devido a alguns fatores como alteracdes climaticas e pragas em culturas, podendo gerar
perdas de rendimento significativas na producdo. Para contornar esses problemas adversos e
aumentar a produtividade agricola, é comum a aplicacao de fertilizantes sintéticos nas culturas.
Porém, esses produtos trazem riscos para a saude dos trabalhadores agricolas e para o
consumidor, além de causar graves danos ao meio ambiente. Devido a esses fatores, ha a
necessidade da utilizacdo de produtos que sejam sustentaveis, como por exemplo o uso de
microrganismos.

A associacao de plantas com microrganismos benéficos tem sido um grande objeto de
estudo. Um exemplo de sua eficacia é a crescente producdo e utilizacdo de inoculantes.
Inoculantes sdo formulagbes compostas por uma ou mais estirpes bacterianas que
proporcionam o crescimento vegetal, promovendo o crescimento das plantas. No Brasil, 0s
inoculantes sdo formulacdes a base de estirpes selecionadas que sdo posteriormente aprovadas
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Por muitos anos o tipo de inoculante mais utilizado foi o turfoso, pois esta formulacéo é
rica em matéria organica, sendo uma importante fonte de nutrientes que favorecem o
crescimento de células bacterianas, quando inoculadas na semente. Entretanto, a turfa é um
recurso natural ndo renovavel, podendo se tornar escasso futuramente. Devido a esse fato, a
necessidade de investir em novas formulag6es de inoculantes é crescente atualmente.

Pesquisas cientificas tém sido realizadas, a fim de investigar a eficiéncia de diferentes
materiais como veiculo de inoculacdo. Diversas substancias tém sido analisadas como suporte
para a inoculagdo como: carvéo vegetal, argila, fosfato de rocha, gomas naturais, entre outras.
Entretanto, dos materiais ja testados, poucos apresentaram resultados favoraveis para uma
futura aplicacdo tecnoldgica. Este fato se deu devido a impossibilidade de um Unico material
apresentar todas as propriedades quimicas e fisicas encontradas na turfa.

Nos ultimos anos, formulagdes contendo misturas de polimeros naturais ou sintéticos,
vem apresentando maior destaque, devido as suas propriedades fisico-mecéanicas, térmicas e
reoldgicas, fornecendo caracteristicas desejaveis para a inoculagao.

As aplicacdes tecnologicas dos polimeros sdo vastas, abrangendo diversas areas de
estudo, como a farmacéutica, agrondmica, medicina, entre outras. A literatura evidencia que, na
agricultura, a utilizacdo de polimeros tem auxiliado na produtividade, tornando-a mais eficaz.
Os polimeros de origem natural possuem ampla aplicabilidade devido sua biocompatibilidade,
além de ndo causar danos tanto ao meio ambiente como ao homem e serem de facil obtencao,
tornando sua utilizacdo como veiculo de inoculagdo promissora.

A elaboracdo de novos materiais a partir de misturas poliméricas € um método
importante para de reunir as propriedades especificas de cada componente em um Unico
material, com despesas reduzidas. O grupo de pesquisa da Embrapa Agrobiologia/UFRRJ
vem investigando a estabilidade dimensional de diferentes misturas poliméricas, além de sua
eficiéncia como veiculos de inoculacéo alternativos a turfa.

Nesse contexto o estudo do efeito da alga Lithothamnium em conjunto com polimeros
naturais como suporte para inoculacdo, pois a literatura mostra que esta alga € rica em
nutrientes se mostrou promissor.

O Lithothamnium calcareum é uma espécie de alga vermelha ndo articulada
pertencente a familia Corallinacea. Uma caracteristica dessa familia é a deposicdo de
carbonato de calcio em sua parede celular. Estas algas sdo compostas principalmente por
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carbonato de célcio e de magnésio, contendo também mais de 20 microelementos, dos quais
destacam-se: ferro, cobre, zinco, manganés, boro, niquel, molibdénio, selénio e estroncio.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar a estabilidade e as
propriedades das misturas polimericas contendo Carboximetilcelulose/Lithothamnium
(CMC/LITHO) e seu potencial como veiculo de inoculacéo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Veiculo de Inoculagdo e Inoculantes

2.1.1 Breve historico

Ha& mais de um século, os estudos voltados para utilizagdo de inoculantes com a
finalidade de favorecer o crescimento das plantas tém recebido destaque especial dos centros
de pesquisa e industrias em todo o mundo. Seu inicio data de 1895 quando Nobbe e Hiltner
implantaram uma cultura de rizébio denominada “Nitragin” em crescimento laboratorial,
dando inicio a industria de inoculantes para leguminosas. A producao dessa bactéria para uso
em escala se deu em 1896 e a sua comercializagdo em 1898 (SILVA, 2009).

No final do século XIX, os primeiros inoculantes comerciais eram produzidos em
agar, na forma liquida, solo esterilizado ou em culturas secas em algodao. Entretanto, no final
da década de 1920 houve progresso na utilizacdo de inoculantes, com a utilizacdo da turfa
como veiculo de inoculagdo (BRANDAO JUNIOR; HUNGRIA, 2000).

No Brasil, a inddstria de inoculantes comecou na década de 1950, no Rio Grande do
Sul, na Secretaria de Agricultura do estado, onde foi realizada pela primeira vez a selecédo de
estirpes de Rhizobium para aplicagdo em leguminosas de clima temperado, onde eram
utilizadas culturas liquidas e sobre agar. Entretanto, o veiculo turfoso (turfa) foi utilizado pela
primeira vez no ano de 1954, sendo o Unico inoculante disponivel e importado dos Estados
Unidos em pequenas quantidades. Em 1956 foi fundada a primeira industria privada de
inoculantes no Brasil, no estado do Rio Grande do Sul, com apoio do grupo FEPAGRO —
Fundacdo Estadual de Pesquisa e Agropecuéria (FREIRE; VERNETTI, 1997). Na década de
60 iniciou-se a selecdo de estirpes para a soja, devido ao crescimento da cultura no estado do
Rio Grande do Sul. Na década seguinte, a producédo de soja avancava para a regiao central do
Brasil onde foram criadas novas fabricas. Entretanto, as estirpes que eram utilizadas no Sul do
Brasil ndo foram eficazes no Cerrado, sendo necessarios novos processos de selecdo de
estirpes microbianas (ARAUJO, 2013).

Com o impulso dos investimentos agricolas no Brasil, em 1980 ja haviam seis
industrias que produziam cerca de 6 milhdes de doses de inoculante (FREIRE; VERNETTI,
1997). Até esse ano, 0s inoculantes ainda eram produzidos sem uma regulamentacdo ou
fiscalizacdo, o que muitas vezes contribuia para a perda de qualidade e eficacia dos produtos
(ARAUJO, 2013). Para contornar esse problema, um marco importante na regulamentacédo
desse setor se deu no ano de 1985 com a criacdo da RELARE — Rede de Laboratdrios para a
Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de
Interesse Agricola. A partir desse momento os inoculantes passaram a ser registrados somente
quando produzidos com estirpes recomendadas por instituicbes publicas de pesquisa, como
estabelecido anteriormente pelo Artigo 23 do Decreto n° 75583, de 9 de abril de 1975
(Estatuto Social da RELARE, 2012).

Nos ultimos anos a industria nacional de inoculantes ndo tem medido esforcos para
melhorar a qualidade dos produtos comercializados. Através das rigorosas fiscalizacdes
realizadas pelo MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, a qualidade
dos inoculantes obteve uma melhora significativa a partir de 1996 e falhas na inoculagéo,
decorrentes do numero insuficiente de células de rizobio exigidas no inoculante, tornaram-se
incomuns (SCHUH, 2005).

2.1.2 Legislacdo e comercializacéo



Na literatura podemos encontrar varias definigdes para os inoculantes, Bashan (1998),
por exemplo, define inoculantes como formulagbes compostas por uma ou mais estirpes
bacterianas benéficas que proporcionam o crescimento vegetal, podendo incluir a fixacdo
bioldgica de nitrogénio (FBN) em leguminosas, biocontrole de patologias transmitidas pelo
solo, promocao de crescimento através da producdo de fitorménios, aumento da absorcéo de
nutrientes e minerais, entre outros beneficios. Além disso, os inoculantes devem ser
econémicos e de facil aplicacdo, podendo ser organico, inorganico ou sintético (SILVA,
2009).

No Brasil, os inoculantes sdo formulacfes a base de estirpes selecionadas que séo
posteriormente aprovadas pelo MAPA. Existem estirpes selecionadas e aprovadas para a
producdo de inoculantes para aproximadamente 100 espécies de leguminosas, incluindo o
feijdo-caupi (SOUSA, 2011).

A Embrapa Agrobiologia esta entre os responsaveis pela manutencdo e controle das
estirpes usadas nos inoculantes, produzindo principalmente inoculantes para leguminosas, que
sdo posteriormente comercializados em todo o pais. Anualmente, representantes dessa area de
pesquisa realizam a RELARE visando o controle e estabelecimento de normas para a
producdo de inoculantes no pais (BITTENCOURT; SANTOS, 2010).

O Ministério da Agricultura e Reforma Agraria (DOU 10/08/2004, Anexo 1)
determina que os inoculantes que serdo comercializados necessitam de uma viabilidade
celular minima, de 10° células por mililitro ou grama do produto final. Esta viabilidade celular
deve se manter estavel até o final do seu prazo de validade determinado pelo fabricante. O
inoculante deve proporcionar a semente uma quantidade de células rizobianas em torno de
6x10° células/semente, sendo permitida a presenca de células ndo rizobianas desde que ndo
seja observada a presenca dessas células a partir da diluicio 10°em contagem em placa. Na
producdo de soja, esta concentracdo de células equivale a quantidade de inoculante adicionado
a 50kg de semente, proporcionando, no minimo, 600 mil células bacterianas vidveis por
semente (SCHUH, 2005; FERNANDES JUNIOR, 2006).

A validade para os inoculantes a base de turfa contendo células de rizbio é de 180
dias apos a inoculacdo na turfa, como recomendado pelo MAPA, no qual o decreto n® 4.954,
de 14 de janeiro de 2004 aprova o Regulamento da Lei n°® 6.894, de 16 de dezembro de 1980,
que dispde sobre a inspecdo e fiscalizagdo da producdo e do comércio de fertilizantes,
corretivos, inoculantes ou biofertilizantes destinados a agricultura (SILVA, 2009).

A elaboracdo dos inoculantes deve ser com suporte estéril, estes devem ser livres de
microrganismos ndo especificados, possuindo um prazo de validade minimo de seis meses a
contar da data de fabricacdo (BITTENCOURT; SANTQOS, 2010).

2.1.3 Veiculos de inoculagao

As formas de veiculos de inoculacdo disponiveis atualmente no mercado brasileiro séo
bem variadas, podendo ser encontrados inoculantes liquidos, turfosos, p6 molhavel e gel
(BITTENCOURT; SANTOS, 2010; CORREIA, 2015). Os quais:

a) Liquido — composto de um substrato aquoso estéril onde as bactérias séo veiculadas;

b) P6 molhavel — composto de um substrato sélido contendo bactérias liofilizadas que
devem ser hidratadas antes de sua aplicagdo nas sementes;

c) Turfoso — se apresenta na forma solida, sendo proveniente de solos aluviais organicos

e acidos que sdo corrigidos, elevando o pH para proximo da neutralidade (6,5 — 7,0);

d) Gel — composto de um substrato na forma gel, estéril, onde as bactérias sdo veiculadas.

O veiculo de inoculacdo mais utilizado tem sido o turfoso, pois esta formulacdo

apresenta uma capacidade maior de retencdo de &gua, além de proteger e promover o
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crescimento do rizébio, quando inoculado na semente (SOUSA, 2011). A turfa é rica em
matéria organica, sendo uma importante fonte de nutrientes para as bactérias (HUNGRIA,
CAMPO; MENDES, 2007). A Argentina e o Canada sao os paises com as melhores fontes de
turfa, a turfa proveniente desses territorios possui contetido de matéria organica variando entre
40-50%. (HUNGRIA et al 2005). Porém para outras fontes de turfa é possivel realizar a
adicdo de humus para melhorar a sua qualidade (SILVA, 2009).

Embora a turfa apresente elevado desempenho como veiculo de inoculagdo, é
importante destacar que a turfa € um recurso natural ndo renovavel. A producédo de turfas
requer longo periodo geoldgico de formagdo, o que aponta para sua escassez no futuro
(SILVA, 2009). Devido a essa limitacdo, a utilizacdo da turfa ja estd proibida na Europa,
gerando assim demandas por novos materiais e formulacdes de inoculantes (HUNGRIA,;
CAMPO; MENDES, 2007). Na tabela 1 estdo apresentados os principais materiais ja testados
na literatura como veiculos de inoculacao alternativos a turfa.

Tabela 1 - Principais materiais testados na literatura como veiculos de inoculagdo
alternativos a turfa.

Referéncia

Veiculo de inoculacéo

Estirpe

Dommergues, Diem e
Divies (1979)

Jung et al (1982)
Sparrow e Ham (1983)

Jawson et al (1989)
Figueiredo et al (1992)

Daza et al (2000)

Ferreira et al (2003)

Santos (2010)

Poliacrilamida

Alginato e a goma xantana

Poliacrilamida, espiga de
milho, casca de amendoim,
carvao e vermiculita

Hidroxietilcelulose

Vinhaca seca, p6 de coco,
diatomita, vermiculita e
composto urbano

Perlita

Glicerol e caldo bacteriano

Exopolissacarideo e xantana

Rhizobium japonicum

Rhizobium japonicum

Rhizobium phaseoli

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium sp

Bradyrhizobium sp. e
Rhizobium spp.

Herbaspirillum
seropedicae e
Burkholderia brasilensis

Bradyrhizobium
yuanmingense

No ano de 1979, Dommergues, Diem e Divies, realizaram testes pioneiros na

utilizacdo de polimeros como veiculos de inoculagdo alternativos a turfa. Foi utilizada a
poliacrilamida como veiculo de inoculacéo para a estirpe rizobiana Rhizobium japonicum. A
analise da sobrevivéncia dessa estirpe foi avaliada em duas temperaturas: 4°C e 30°C, para
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avaliar a melhor temperatura para armazenamento durante um periodo de 75 dias. Os resultados
mostraram que a sobrevivéncia de Rhizobium japonicum inoculado em poliacrilamida foi de
83%, sendo comparavel ao inoculante turfoso preparado em laboratério que proporcionou a
sobrevivéncia de 62% das estirpes rizobianas, a 4 °C durante 75 dias. Jung et al (1982),
realizaram um estudo onde além da poliacrilamida, foram estudados outros dois polimeros: o
alginato e a goma xantana, como veiculos de inoculacdo para trés estirpes de rizobio. Os
autores observaram que a sobrevivéncia foi igual para os inoculantes a base de goma xantana
e turfa, aos 100 dias de incubacéo.

Sparrow e Ham (1983) avaliaram diferentes materiais: turfa, poliacrilamida, espiga de
milho moida, casca de amendoim moida, carvao e vermiculita, como veiculos de inoculacéo
para trés estirpes de Rhizobium phaseoli (3644, CIAT 75 e 650R), em trés temperaturas: 4, 25
e 45°C, por um periodo de 30 semanas de incubacdo. O estudo apontou que a casca de
amendoim e a espiga de milho ndo possuem potencial como veiculo de inoculagdo de R.
phaseoli, devido a contaminacdo por fungos, especialmente quando armazenados a 25°C. O
gel de poliacrilamida apresentou melhores resultados de sobrevivéncia a 25°C, apresentando
nimero de células viaveis proximas a 108 células/g. A turfa, o carvdo e a vermiculita
apresentaram nimero de células viaveis iguais ou superiores a 102 células/g a 4 °C e 10’
células/g a 25 °C, para a estirpe 3644.

Jawson e colaboradores (1989) investigaram a utilizacdo de hidroxietilcelulose como
veiculo de Bradyrhizobium japonicum para inoculacdo de soja (Glycinemax (L.) Merr.). Os
autores observaram que as populacdes das estirpes de rizobio, em géis de celulose,
apresentaram sobrevivéncia entre 107 e 10® células/semente, durante pelo menos 70 dias,
ocorrendo maior crescimento a 25 °C.

Figueiredo et al (1992) avaliaram o desempenho de composto urbano, vinhaca seca, p6
de coco, diatomita e vermiculita como veiculo de inoculagdo para a estirpe de
Bradyrhizobium sp. por um periodo de 240 dias. Com excecdo do po-de-coco, 0s materiais
testados podem ser considerados de boa qualidade para uso como inoculante, pois mantiveram
a viabilidade celular proxima a 108 células/g. Além disso, a estirpe rizobiana apresentou
melhor sobrevivéncia em diatomita, atingindo uma populacido de 3,6x10° células/g de
inoculante aos seis meses de incubacédo, sendo comparada com a turfa.

Daza et al (2000) avaliaram inoculantes a base de perlita e turfa na sobrevivéncia de
estirpes de Bradyrhizobium sp. e Rhizobium spp. A sobrevivéncia das estirpes foi semelhante
para a turfa e para a perlita quando sacarose foi usada como agente adesivo, fornecendo mais do
que 10* células/semente apds 3 semanas de inoculagio.

Ferreira et al (2003) avaliaram o desempenho dos veiculos turfoso, glicerol e caldo
bacteriano, com o objetivo de selecionar o melhor veiculo para a inoculagéo de cultura de arroz
inundado, utilizando-se estirpes de Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia brasilensis. Os
resultados mostraram que nao houve diferenca no nimero de células viaveis quando utilizado
inoculante turfoso e o glicerol, nos testes de sobrevivéncia realizados por 110 dias, ficando em
torno de 108 células/g ou mL. No que se refere ao caldo bacteriano, este manteve a viabilidade em
torno de 108 células/g das células bacterianas apenas durante 30 dias de armazenamento, ap0s
esse periodo houve uma queda na viabilidade celular.

Santos (2010), verificou a sobrevivéncia da estirpe Bradyrhizobium sp. (BR3267) em
biopolimeros (exopolissacarideo e xantana) como veiculos de inoculagdo microbianos
alternativos a turfa para inoculagdo de feijao-caupi. Os resultados dos testes de inoculagdo
mostraram que os veiculos testados, incubados em diferentes tempos mantiveram a maior
densidade populacional na faixa de 1,12x107 a 0,25x10° bactérias viaveis e a menor densidade
populacional na faixa de 0,39x107 a 0,09x10° bactérias viveis, sendo comparaveis ao veiculo
de inoculacdo turfoso.



A busca por novas formulag@es e veiculos de inoculacdo alternativos a turfa tem sido
uma demanda atual. Nesse contexto, a utilizacdo de formulacbes a base de misturas
poliméricas tem se mostrado bastante promissora, uma vez que permite reunir as propriedades
fisico-mecénicas e de biocompatibilidade necessarias para um veiculo a custos reduzidos
(SOARES; OLIVEIRA, 2003, ROHR, 2007).

Nos ultimos anos, a Embrapa Agrobiologia e o Laboratério de Tecnologia de
Polimeros da UFRRJ vém desenvolvendo pesquisas voltadas para busca de materiais
alternativos e formulacgdes para veiculos de inoculacdo em substituicdo a turfa. A seguir serdo
apresentados os trabalhos de relevancia obtidos nessas pesquisas.

Fernandes Junior (2006) avaliou a sobrevivéncia da estirpe Bradyrhizobium
yuanmingense (BR3267) em inoculantes poliméricos a base de carboximetilcelulose e amido.
Os resultados mostraram que as composi¢es contendo MgO (50/50 1% MgO e 60/40 1%
MgO) apresentaram resultados de sobrevivéncia superiores aos obtidos pela turfa (Tabela 2).

Tabela 2 — Sobrevivéncia de células de Bradyrhizobium japonicum apds 12 semanas de
incubacdo, inoculadas em misturas poliméricas a base de CMC e amido.

Composicdo polimérica Log n° células/mL
(CMC/Amido)

50/50 ndo compatibilizado 8,64
50/50 1% ZnO 7,23
50/50 1% MgO 9,23

60/40 ndo compatibilizado 8,21
60/40 1% ZnO 5,85
60/40 1% MgO 9,41

Turfa 8,96

Fonte: Adaptado de FERNANDES JUNIOR (2006)

Silva (2009) realizou um estudo sobre a sobrevivéncia de bactérias diazotréficas em
misturas poliméricas compostas por CMC/amido na inoculacao de cana-de-aglcar. Resultados
de testes de sobrevivéncia mostraram que estirpes de Azospirillum amazonense e
Gluconacetobacter diazotrophicus apresentou concentragdo de células em torno de 10°
células/mL, por 120 dias de incubacdo, mostrando que este veiculo possui uma
compatibilidade com células de bactérias diazotréficas. Além disso, em experimentos em casa
de vegetacdo as plantulas de cana-de-aclcar, quando inoculadas com o0s polimeros,
apresentaram aumentos medios de até 181% na producéo de fitomassa seca e aumento médio
de 122% no nitrogénio total, quando comparado ao controle ndo inoculado.

Estudos envolvendo a preparagdo de veiculos de inoculacdo a base de
exopolissacarideos (EPS), produzidos por diferentes estirpes de rizdbio, mostram que estas
misturas possuem boa biocompatibilidade com Bradyrhizobium sp. (BR3267), manifestando
sobrevivéncia semelhante a observada na utilizacdo de inoculante turfoso (SANTOS, 2010;
COUTINHO, 2013).

Coutinho (2013), realizou estudos sobre o efeito do uso da carboximetilcelulose

(CMC) de média e de alta viscosidade em composicdo CMC/Amido, com e sem 1% de ZnO,
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na inoculagdo de Bradyhizobium sp. (BR 3262). Os resultados mostraram que ambos CMC
apresentaram desempenho semelhante; entretanto o decaimento da viabilidade celular ao
longo das semanas de incubacdo é mais lento na composicdo que contém CMC de alta
viscosidade. Misturas ndo compatibilizadas, contendo CMC de alta viscosidade apresentaram
nimero de células viaveis superiores ao da CMC de média viscosidade. No mesmo estudo,
misturas produzidas com exopolissacarideos (EPS) apresentaram resultados de sobrevivéncia
compativeis ao observado pelo inoculante turfoso (Tabela 3).

Tabela 3 — Sobrevivéncia de Bradyhizobium sp. BR 3262 nas misturas poliméricas
CMC/amido e EPS/amido em comparativo com a turfa.

Semanas de Incubacédo (Log n° células/mL)

. .
OmposIcao 1Sl 2S4Sl &SI 8 sl 10°SI 12|
polimérica
CMC/amido 935 919 833 840 781 8,25 8,64
(50/50)°
CMC/amido 997 831 772 524 848 5,21 723
(50/50)°°
CMClamido 999 989 875 840 851 8,57 8,65
(50/50)C
CMC/amido 998 990 892 901 891 8,90 8,88
(50/50)
EPS/Amido? 946 935 889 876 867 8,72 8,70
EPS/Amido® 974 936 895 88 878 8,81 8,79
EPS/Amido’ 979 938 891 890 879 8,80 8,75
Turfa 993 101 946 999 893 8,43 8,06

S CMC de média viscosidade, S CMC de média viscosidade sem 1%Zn0O, ¢ CMC de alta viscosidade, © CMC de
alta viscosidade sem 1%Zn0, ¢ EPS-BR3262, ¢ EPS-BR322, TEPS-BR29.

Fonte: Adaptado de COUTINHO, 2013.

Freitas et al (2014), investigaram o desempenho de composi¢fes Espirulina/CMC
contendo 2,5%, 10% e 40% em massa de Espirulina, como suporte para inoculagao da estirpe
Bradyrhizobium pachyrhizi (BR3262), por um periodo de 30 dias. Os resultados obtidos
mostraram um aumento do numero de células viaveis a partir do 14° dia de incubacé&o,
passando de 108 para 10! no 28° dia. Os autores concluiram que a Espirulina favorece a
sobrevivéncia da estirpe rizobiana utilizada, podendo promover o crescimento devido aos
nutrientes fornecidos. Testes de estabilidade dimensional das composicGes mostraram que a
obtencdo de misturas homogéneas ap6s autoclavagem das mesmas € possivel. Isto contribui para



uma rbnaior sobrevivéncia de células rizobianas no preparo do inoculante (FREITAS et al, 2014% e
2014°).

Sousa (2017) avaliou a sobrevivéncia de Bradyrhizobium yuanmingense (BR3267) em
veiculos de inocula¢do poliméricos compostos por CMC/Exopolissacarideo. Os resultados do
estudo da viabilidade celular mostraram que a mistura CMC/EPS foi capaz de manter a
viabilidade celular na faixa de 108 a 10° UFC ml?, durante um periodo de até 120 dias de
incubacdo, a temperatura de 25°C (Figura 1).
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Figura 1 — Avaliacdo da viabilidade de células da estirpe BR3267 em misturas CMC/EPS contendo 0%, 0,5%,
1,0%, 2,0%, 4% e 8,0% de EPS extraidos de meio de cultura com volumes de 250 mL, a temperatura ambiente.
UFC mlt: Unidades Formadoras de Colonias. *** As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo Teste de Scott-Knott a um nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Sousa, 2017.

A partir da cooperacdo cientifica com o grupo de pesquisa de Engenharia Agricola e
Ambiental da UFRRJ, foi identificado o potencial do uso de uma alga denominada
Lithothamnium calcareum para aplicagdes em remocdo de céations e anions de material
lixiviado para tratamento de residuos. Suas as caracteristicas morfoldgicas, estabilidade
térmica, capacidade de retencdo de cations e &nions e boa interagdo com materiais
poliméricos, despertou nossa atencdo para o potencial desse material (Lithothamnium
calcareum) também como veiculo de inoculagdo. Sendo assim, a seguir sera realizada uma
abordagem mais detalhada sobre a alga Lithothamnium calcareum.

2.2 A Alga Lithothamnium

O Lithothamnium calcareum é uma espécie de alga vermelha ndo articulada
pertencente a familia Corallinacea, a ordem das Corallinales e ao filo das Rhodophytas
(GRAHAM; WILCOX, 2000). Uma caracteristica da familia Corallinacea € a deposic¢éo de
carbonato de céalcio em sua parede celular. A nomenclatura Lithothamnium possui origem
grega, onde litho significa pedra e thamnion, arvore pequena (LOPES, 2012).



Figura 2 — Alga marinha Lithothamnium calcareum (matéria-prima natural e em po).

Fonte: Sitio Instituigdes Gangloff

As algas vermelhas apresentam-se nas formas ramificadas, macicas ou condensadas
(CAVALCANTI, 2011). A familia Corallinaceae possui duas classificacbes: a forma
articulada que representa a subfamilia Corallinoideae e a forma nodular e crustosa, que
constitui a Melobesioideae. A subfamilia Melobesioideae possui talo simples de coloracdo
rosa ou vermelha, sendo amplamente distribuida, vivendo sobre outras algas ou sobre
rochedos, podendo ocorrer a formacao de crostas densas e fragmentos podem se desprender.
Esses fragmentos podem crescer envolvendo pedras, fragmentos de rochas, entre outras
formas livres. A forma livre que se desenvolve ndo aderida a um substrato € conhecida como
rodolito (LOPES, 2012).

As algas calcarias sdo muito estudadas com relacdo aos seus constituintes
inorgénicos e aspectos geoldgicos, porém sdo pouco estudadas quanto aos seus constituintes
organicos. A composi¢do quimica organica da espécie é praticamente desconhecida, no
entanto, diversas classes de produtos naturais, como polissacarideos sulfatados, ja foram
isoladas de algas da ordem Corallinales (SOARES, 2009).

As algas vermelhas possuem parede celular constituida principalmente por galactanas
sulfatadas, ou seja, a cadeia principal dos polissacarideos apresenta a galactose como
monossacarideo majoritario. No filo das Rhodophytas a ocorréncia de polissacarideos do tipo
homogalactanas, polimeros formados majoritariamente por galactose, e heterogalactanas,
constituidas por diferentes monossacarideos (xilose, glicose, manose e arabinose), é elevada
(SOARES, 2009; ROCHA, 2013).

Algas da ordem Corallinales possuem polissacarideos usualmente constituidos por
polimeros de xilogalactanas sulfatadas (Figura 3) (SOARES, 2009).
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Figura 3 — Xilogalactanas sulfatadas.
Fonte: SOARES, 2009
Na familia Corallinaceae ja foi relatada a presenca de polimeros do acido alginico

(Figura 4), constituidos por ligaces entre os acidos gulurdnico e manurbnico em variadas
propor¢6es molares (SOARES, 2009)

EEREE

G = acido gulurénico
M = 4cido manurdnico

Figura 4 — Polimero do &cido alginico.
Fonte: SOARES, 2009

As algas do género Lithothamnium séo compostas principalmente por carbonato de
calcio e de magnésio, contendo também mais de 20 microelementos, dos quais destacam-se:
ferro, cobre, zinco, manganés, boro, niquel, molibdénio, selénio e estroncio. Estas algas
possuem aspecto calcario, pois absorvem o carbonato de célcio e de magneésio na forma de
cristais de calcita, o que representa aproximadamente 80% a 90% de sua biomassa (SA,
2014). A farinha de algas calcarias comercializada pode possuir uma pequena variagdo em sua
composigdo em minerais (Tabela 4).
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Tabela 4 — Composicdo de nutrientes de dois produtos comerciais de farinha de algas

calcarias (Lithothamnium sp.).

Superal* AcidBuf®?
%

Matéria seca 97 95
Cinzas 99 95
Célcio 32 30

Magnésio 2 55
Potassio 0,02 0,7

mg/kg

Fosforo 110 500
Boro 20 10
Ferro 710 800
Cobalto 0,8 0,1
Zinco 11 10
Manganés 46 50

Molibdénio 5 0,2
Selénio 1 1,8

lodo 12 30

Superal. Algarea Mineragdo Ltda., Rio de Janeiro, RJ. 2Acid Buf®. Celtic SeaMinerals, Carrigaline, Irlanda.

Fonte: LOPES, 2012.

Em analise semi-quantitativa dos elementos que compdem a alga Lithothamnium,
através de espectrometria por fluorescéncia de raio-x, Caletti (2017) constatou que dentre 0s
teores de oOxidos obtidos, 46,5% refere-se ao 6xido de calcio e 3,5% refere-se ao Oxido de
magnésio (Tabela 5). O Lithothamnium é composto majoritariamente por carbonado de célcio,

que sob altas temperaturas se decompde em CaO e CO,.
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Tabela 5 — Teor de 6xidos do Lithothamnium obtidos em espectrometria por fluorescéncia de

raio-X.

Oxidos Teor
P-0Os <0,1
K20 <0,1
TiO, <0,1
SrO 0,39

Fe20s 0,48
CIO 0,52
Al>O3 0,56
SO3 0,58
Na.O 0,72
SiO; 1,6
MgO 3,5
CaO 46,5
PPC 449

Fonte: CALETTI, 2017.

A calcificacdo das algas pode ser vista como uma adaptacdo que permite a
sobrevivéncia em aguas alcalinas e a obtencdo de carbono inorganico suficiente para a
fotossintese. A deposicdo de calcio entre as paredes celulares, na forma de cristal hexagonal
romboédrico, resulta na estrutura microscopica do tipo “favos de mel”, possuindo alta

capacidade de absorcédo (Figura 5) (LOPES, 2012).

Figura 5 — Microscopia eletrdnica de Lithothamnium sp. apresentando estrutura do tipo “favos de mel”.

Fonte: Sitio Litho Life

A atuacdo do Lithothamnium é atribuida tanto pela sua maior biodisponibilidade de
micronutrientes que sao adsorvidos pelas paredes celulares, sendo assimilaveis pelos animais
e plantas com maior facilidade, como também pela sua elevada porosidade, o que proporciona

uma superficie de atuagdo maior (SOUZA, 2012).
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Na agricultura as algas sdo utilizadas para a correcdo do pH de solos &cidos devido a
essa elevada concentracdo de carbonatos. Além disso, o calcio e 0 magnésio otimizam o
balanco fisico-quimico do solo, tornando-o mais fértil (DIAS, 2000).

O maior produtor de granulados para uso industrial é a Franca. As algas coralinas de
principal extragdo sdo as espécies Lithothamnium calcareum e Lithothamnium coraloides
(DIAS, 2000). No Brasil, a ocorréncia de depdsitos de algas vermelhas calcarias na
plataforma continental se deu na década de 60, nas regifes Norte e Nordeste. Posteriormente
foram confirmadas ocorréncias na regido Sudeste (SOUZA, 2012). Atualmente, o
Lithothamnium sp. pode ser encontrado na plataforma continental brasileira partindo do rio
Pard estendendo-se ao Rio grande do Sul (CAVALCANTI, 2011). As algas séo
predominantes nas regides norte, nordeste e leste, mais precisamente na reGiao do rio Para até
os arredores de Cabo Frio (SA, 2014).

Estima-se que na plataforma continental brasileira os depoésitos formados por algas
calcarias chegam a 2x10!! toneladas de sedimentos, onde mais de 75% correspondem a
CaCOs. Além disso, a composicdo e as concentracdes dos elementos presentes nos granulados
marinhos podem sofrer variacdo de acordo com o local e a profundidade em que séo
coletados. Em um estudo realizado pela Universidade Federal do Ceard, a granulometria do
material coletado ao longo da costa brasileira, na profundidade de 20 a 80 m, variou de acordo
com a proximidade da costa e aumentando com a distancia, onde o teor de carbonatos do
material coletado sofreu variacdo de 77% a 96% (LOPES, 2012).

A extracdo pode ocorrer de forma manual, por meio de mergulhadores ou redes de
pesca, podendo também de forma mecéanica, por meio de suc¢do da alga em p6 acumulada em
“ilhas de areia biodentritica”, utilizando navio aspirador. O material coletado ¢ utilizado em
seu estado natural, apds passar pelos processos de lavagem, desidratacdo e moagem
(CARLOS et al, 2011).

Na literatura é possivel encontrar diversos estudos envolvendo a aplicacdo da alga
Lithothamnium. As principais aplicacdes sdo na agricultura e pecuaria. Além disso, podemos
destacar o uso no tratamento de agua, agricultura, industria cosmética, nutricdo humana e
medicina.

Na agricultura, o Lithothamnium contribui para a recuperacdo e melhoramento do solo
nos aspectos: fisico, quimico e bioldgico. A alga atua na correcdo da acidez dos solos,
aumenta a eficiéncia de adubos fosfatados, favorece a retencdo de cétions, auxilia no
desenvolvimento de bactérias fixadoras de nitrogénio, proporciona nutrientes para as culturas
e aumenta a tolerancia a condicdes hidricas desfavoraveis (SA, 2014).

Melo e Furtini Neto (2003) realizaram a avaliagdo do Lithothamnium como corretivo
da acidez do solo e fonte de nutrientes para o feijoeiro. Nesse estudo, foi possivel obter
resultados satisfatorios na correcdo da acidez do solo como também no crescimento e
producdo do feijoeiro. Aradjo (2005) também realizou estudos de nutricdo e corre¢do do pH
do solo, constatando que fertilizantes a base de Lithothamnium apresentam-se como uma
alternativa de incremento nutricional para a adubagdo de mudas de citrumeleiro Swingle,
quando o substrato possui baixo pH e pouca disponibilidade de calcio e magnésio.

Para Cruz et al. (2008) a utilizacdo do Lithothamnium no desenvolvimento de porta
enxerto de tangerina Cledpatra aumentou a disponibilidade dos nutrientes no substrato,
antecipando o tempo de formacdo das mudas. Sa (2014) observou os efeitos do
Lithothamnium cultivo de pimentdo e obteve resultados significativos no uso da alga como
condicionador do solo e fertilizador deste tipo de cultura.

Na pecuaria o Lithothamnium ¢é amplamente utilizado como fonte de calcio,
principalmente. Na alimentacdo do gado, o célcio, magnésio e fosforo constituem % dos
minerais necessarios as vacas leiteiras. A utilizacdo da alga no alimento otimiza o rendimento
econdmico da producdo de leite (DIAS, 2000).
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Na criagdo de aves, os alimentos de origem vegetal, como milho e soja, constituem a
base da alimentacdo. Estes alimentos possuem teores de calcio em niveis insuficientes, assim
a utilizacéo do Lithothamnium como fonte alternativa de minerais realiza a suplementacéo de
calcio necessaria na dieta dos animais (MELO; MOURA, 2009).

Carlos et al. (2011) realizou o estudo do uso de Lithothamnium como fonte alternativa
de calcio nas ragdes de frangos de corte, em substituicdo a fonte de tradicional de calcio
(calcério calcitico), alcancando resultados satisfatorios. A utilizacdo da alga nao prejudicou o
desempenho zootécnico, principalmente quando utilizada na fase de crescimento e/ou no
periodo de total criacdo das aves. Para Melo (2006) a utilizacdo de farinha de algas marinhas
em racgdes para codornas japonesas em postura criadas sob condi¢6es de calor mostrou sinais
de melhora no desempenho e na qualidade do ovo.

Na nutricdo humana cépsulas contendo Lithothamnium sdo utilizadas como
suplemento alimentar no Brasil e em outros paises, sendo recomendadas como fontes de
calcio para a prevencdo de osteoporose. Os produtos derivados da alga sdo indicados para
inimeras finalidades como energéticos e redutores de peso. Porém essas indicagdes ndo
apresentam fundamentacao cientifica, indicando caréncia de dados sobre a atividade biol6gica
do Lithothamnium em humanos (SOARES, 2009).

No tratamento de agua de dgua o Lithothamnium é utilizado na neutralizacdo de agua
com excesso de acido carbdnico. A alga neutraliza a 4gua sem provocar incrustacdes e
elimina o excesso de &cido causador de corrosdo nas tubulacdes, além de incorporar o Cae 0
Mg. A alta porosidade aumenta as trocas entre a 4gua e seus elementos. O Lithothamnium
também provoca a precipitacdo de matéria organica em putrefacdo, reestabelecendo as
condigdes aerdbias favoraveis a atividade bioldgica (DIAS, 2000).

Na medicina o Lithothamnium é muito utilizado em cirurgias 6sseas (DIAS, 2000).
Em experimentos com cdes, Teixeira (2008) avaliou a influéncia da farinha de algas marinhas
como suplemento mineral na cicatrizacdo de falha Gssea de cortical reconstituida com auto
enxerto. Através de avaliacBes clinicas, radiograficas e histopatologicas da evolucdo da
cicatrizacdo 0Ossea, a autora concluiu que a suplementacdo a base de Lithothamnium
calcareum aparentemente contribuiu para uma melhor cicatrizacdo, dado que o grau de
radiopacidade e o nimero de osteclastos foram maiores nos animais tratados.

De acordo com os estudos bibliografico realizados, foram encontrados poucos
trabalhos que abordassem o estudo de misturas poliméricas envolvendo a alga marinha
Lithothamnium.

Em seu estudo no desenvolvimento de porta-enxerto de tangerina Cledpatra, Cruz et
al. (2008) utilizou polimero hidroabsorvente juntamente com a alga Lithothamnium. O
trabalho avaliou o efeito do polimero hidroabsorvente e do Lithothamnium sobre o
desenvolvimento das plantas até a repicagem. A incorporacdo do polimero hidroabsorvente ao
substrato favoreceu o desenvolvimento dos porta-enxertos na fase inicial de producéo, devido
a retencdo de agua no substrato, reduzindo a quantidade de agua a ser aplicada. A adi¢do do
Lithothamnium ao substrato de cultivo aumentou a disponibilidade de nutrientes,
proporcionando um melhor desenvolvimento das mudas.

2.3 Carboximetilcelulose (CMC)

Obtida atraves da reacdo da celulose com o monocloroacetato de sodio, a
carboximetilcelulose (CMC) é um tipico hidrocoléide que apresenta propriedades de
polieletrélito (KAISTNER et al, 1997).

A estrutura quimica da carboximetilcelulose baseia-se no  polimero
B-(1,4)-D-glucopiranose da celulose, como apresentado na Figura 6. A CMC pode apresentar
diferentes graus de substituicdo, em virtude de diferentes metodologias de preparacdo. A
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Estrutura da celulose permite que em cada molécula de glucose ocorra a substituicdo de até
trés grupos hidroxilas (ROHR, 2007). O grau de substituicdo médio dos grupamentos
hidroxila apresenta valor acima de 0,5 OH/glucose, podendo chegar ao grau de substituicdo de
0,9 OH/glucose (COUTINHO, 2013). Com a substituicdo dos hidrogénios das hidroxilas por
grupamentos carboximetil é possivel obter a carboximetilcelulose sédica, forma na qual é
normalmente é comercializada (SCHUH, 2005).

HQC%

Figura 6 - Estrutura quimica da Carboximetilcelulose (B-(1,4)-D-glucopiranose).
Fonte: KAINSTER et al., 1997.

A presenca de grupos carboximetil (—-CH2-COOH) provoca o afastamento das cadeias
poliméricas, permitindo uma maior penetracdo de &gua, proporcionando solubilidade da
carboximetilcelulose sodica em agua a frio (ROHR, 2007).

As moléculas de carboximetilcelulose, quando estdo presentes em solugbes diluidas,
em geral, sdo encontradas com a estrutura na forma estendida. Este fato ocorre devido a
repulsédo eletrostatica existente na cadeia principal do polimero. J& em solu¢des concentradas,
ocorre 0 enovelamento das moléculas, formando um gel termo reversivel (ROHR, 2007;
COUTINHO, 2013).

Devido as suas propriedades, como a solubilidade em agua fria e quente, retencdo de
agua, baixa a alta viscosidade em solucdo, capacidade de formar filme, resisténcia a 6leos e
solventes organicos, a carboximetilcelulose é amplamente utilizada tanto na formulagéo de
produtos alimenticios, como também no desenvolvimento e processamento de produtos
(CANCELA; ALVAREZ; MACEIRAS, 2005).

2.4 Aspectos Reoldgicos de Misturas Poliméricas

No século XVII, a reologia foi definida por Newton e Hooke, porém somente no ano
de 1920 que a reologia passou a ter importancia industrial. 1sso se deu devido a descoberta e
criacdo de materiais como as borrachas sintéticas, cerdmicas, tintas, plasticos e fluidos
bioldgicos. Dessa forma, surgiu a necessidade do estudo mais aprofundado da reologia, sendo
de interesse de areas como a Quimica, Fisica e Matemética (TANNER, 1988).

O termo reologia possui origem grega e origina-se da unido das palavras rhein que
significa “escorrer ou deformagdo” e logya que significa “ciéncia ou estudo”, sendo entéo, a
ciéncia dos fluidos ou estudo da deformacdo (CARDOSO, 2014; FREITAS, 2015).

Assim, a reologia € a ciéncia que estuda a deformacdo ou escoamento da matéria,
guando submetida a forcas externas (MACHADO, 2002). Além disso, essa deformacédo pode
ser reversivel ou irreversivel. A reologia foi sugerida por Binghan e Crawford (1929) para
descrever a deformacéo dos solidos e o fluxo de liquidos (FREITAS, 2015).

Em teoria, a reologia possui grande importancia na compreensdo da relacdo entre a
estrutura e as propriedades dos materiais, de forma que a variacdo das propriedades reoldgicas
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esta relacionada diretamente as mudancas na estrutura, quando mantidas as condi¢cfes de teste
(CARDOSO, 2014). As propriedades reoldgicas das substancias podem ser dependentes da
taxa de cisalhamento e do tempo, podendo ainda variar com a continuidade da deformacao
(BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989).

Na pratica, a reologia é direcionada principalmente ao estudo de fluidos cujas
propriedades de escoamento sdo mais complexas do que as de fluidos, que possuem
comportamento simples (liquidos ou gases), ou as de um solido elastico ideal. Entretanto,
sabe-se que sob condicOes restritas de ensaios podem existir materiais de comportamento
tipicamente simples que podem apresentar um comportamento diferente e complexo, quando
submetidos a outras condi¢es (TATTERSALL; BANFILL, 1983).

No que tange as solucbes de polimeros e polimeros fundidos, o comportamento
reoldgico é diferente do observado em fluidos newtonianos, devido a presenca de cadeias
poliméricas de elevada massa molar e diferentes graus internos de liberdade. Além de possuir
um carater pseudoplastico, os polimeros sdo também viscoelésticos, possuindo
comportamento reoldgico intermediario ao Hookeano e Newtoniano (VASQUEZ, 2007). Para
a caracterizacdo de fluidos ndo newtonianos, deve-se medir, alem da viscosidade, as tensdes
normais e as respostas viscoelasticas (BIRD; STEWART; LIGHTFOOD, 2004).

Através do estudo reoldgico de sistemas poliméricos é possivel compreender a
estrutura molecular de diferentes polimeros e a forma como a conformacéo estrutural afeta o
comportamento reologico, tanto em condi¢bes permanentes quanto em condi¢fes adversas
(ROHR, 2007).

Rohr (2007) realizou um estudo da estabilidade de composicfes contendo
CMC/Amido compatibilizadas ou ndo com MgO e ZnO. A seguir sdo apresentados 0s
resultados dos testes reoldgicos das composi¢bes contendo 60/40 (Figura 7) e 50/50 (Figura
8), de CMC/amido. Ele observou em seu estudo que para ambas as composic¢Ges, quando
compatibilizadas com MgO, apresentaram maior estabilidade. Quando o0 MgO ¢ adicionado as
misturas ocorre o cruzamento dos modulos elastico e viscoso em menores frequéncias, de
maneira que o modulo elastico se mantém maior do que o mddulo viscoso em maiores
frequéncias. Esse comportamento reoldgico confere maior estabilidade & mistura e maior
resisténcia a tenséo utilizada nos testes.
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Figura 7 - Variacdo do modulo elastico (G”) e viscoso (G””) em funcdo da frequéncia, da composicao
CMC/amido (60/40). (A) ndo compatibilizado, (B) compatibilizado com 1% MgO e (C) compatibilizado com
1% de ZnO.

Fonte: ROHR, 2007
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1% de ZnO.

Fonte: ROHR, 2007
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3 OBJETIVO

Esta dissertacao teve como objetivo avaliar a acdo da alga Lithothamnium calcareum,
na mistura a base de Carboximetilcelulose/Lithothamnium (CMC/Litho) e seu potencial uso
na agricultura como veiculo de inoculacdo bacteriano para feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp) em substituicdo a turfa. Foram investigados também o potencial de
algas Lithothamnium calcareum oriundas de processo de lixiviacdo contendo fésforo em
substituicdo a turfa.

Para melhor entendimento das interacGes existentes entre os diferentes tipos de
estruturas macromoleculares, formadas nas diferentes composi¢cdes CMC/Litho, adotou-se o
estudo do comportamento reoldgico das misturas, a caracterizacdo desses materias atraves de
espectroscopia na regido do infravermelho e o estudo da biocompatibilidade dessas misturas
com microrganismos rizobianos, a fim de alcancar o objetivo proposto.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Com base na experiéncia adquirida pelo grupo de pesquisa da Embrapa
Agrobiologia/lUFRRJ, no que tange a trabalhos envolvendo a aplicacdo de misturas
CMC/amido e CMC/Espirulina como como veiculo de inoculacdo rizobianos, foi proposto o
uso de um novo material a ser testado: a alga Lithothamnium calcareum.

A escolha da alga Lithothamnium calcareum baseia-se na sua composicdo quimica e
propriedades fisicas identificadas, tais como: biocompatibilidade, biodisponibilidade, elevada
porosidade e fonte de macro e micronutrientes como calcio, magnésio e molibdénio;
entretanto, da alga Lithothamnium calcareum apresenta baixa resisténcia mecanica e térmica.
Sendo assim, projetou-se a ideia de combinar esse material com um polimero conhecido e de
boas propriedades viscoelasticas, boa resisténcia térmica, boa solubilidade em &gua e
biodegradavel, neste caso, a carboximetilcelulose.

Espera-se que a combinacdo desses dois materiais resulte numa mistura com boas
propriedades fisico-mecanicas, térmicas, com bom processamento e com boa
biocompatibilidade com o microrganismo. Tendo como resultado um novo veiculo de
inoculacdo em substituicdo a turfa na inoculacdo de feijado-caupi.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Reagentes

Carboximetilcelulose (CMC) de média viscosidade (2000-3000 cP) — Quimesp
Quimica LTDA,;

Alga Lithothamnium calcareum — Algarea Mineragéo S/A,

Alga Lithothamnium calcareum enriquecida com fosforo gentilmente cedida pelo
Laboratério de Monitoramento Ambiental |, do Instituto de Tecnologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro;

Estirpe bacteriana BR 3262 de Bradyrhizobium pachyrhizi fornecida pela Centro de
Recursos Bioldgicos Johanna Débereiner da Embrapa Agrobiologia;

e Agua destilada;

Capilares tipo Cannon-Fenske-Routing;
Manitol (crescimento lento);

KoHPOy;

KH2POy;

MgSOyg;

NaCl;

Extrato de Levedura;

e Vermelho Congo;
e Agar bacterioldgico;

KOH.

5.2 Equipamentos

Mixer de alimentos — Philips Walita (300W);

Shaker rotatorio Tecnal, Modelo TE — 420;

Espectrofotdmetro de UV-VIS Shimadzu, Modelo UV — 1201;
Redmetro de disco oscilatério Haake RheoStress 1

Unidade de banho Fenix P1 com termdmetro

Viscosimetro capilar do tipo Cannon-Fenske — Schott
Unidade de medida de viscosidade AV'S 350 com sensor AVS/SHT
Banho termostatico CT 53 HT/ Termostato CT 52;
Espectrémetro de infravermelho Bruker, modelo VERTEX 70, com detector DLaTGS;
Centrifuga — Beckman (Modelo J2-2);

Balanca analitica (4 casas decimais);

Balanca de precisédo (3 casas decimais);

Medidor de pH de bancada — Biovera;

Capela de fluxo laminar;

Seladora — Selaplast;

Pipetas automaticas;

Cronbémetro;

Autoclave;

Incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand);

Vortex;

Geladeira;
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e Freezer;
e Micro-ondas.

5.3 Materiais de Consumo

e Tubos de centrifuga (200 mL);

e Tubos tipo Falcon (50mL);

e Microtubos tipo Eppendorf (1,5 mL);

e Ponteiras para pipeta automatica;

e Seringa descartavel (3 mL);

e Agulhas para seringa (0,80mm x 25mm);

e Sacos autoclavaveis de polipropileno (12cm x 20cm x 0,20mm);
e Placas de Petri;

e Erlenmeyer;

e Becher.

5.4 Diagrama de Blocos das Atividades

[ Preparo das amostras ]
|

{ b
CMC/Litho
+ CMC/Litho
Fésforo
Viabilidade pH FTIR Viscosimetria Ensaios Viabilidade pH FTIR

celular reolégicos celular

Figura 9 — Diagrama de blocos das atividades realizadas.

5.5. Preparacéo das Misturas CMC/Lithothamnium

Foram preparadas misturas poliméricas CMC/Lithothamnium contendo 0,5%, 1%,
2%, 4%, 8% e 16% em massa de Lithothamnium na mistura (Tabela 6). A preparacdo e
escolha da concentracdo massica da mistura CMC/Lithothamnium foi baseada no trabalho de
ROHR (2007), para preparacdo de veiculo de inoculagdo com base na mistura CMC/amido. A
concentragdo massica usada na mistura CMC/Litho foi de 64 gramas de massa seca de
mistura polimérica para 1000 mL de agua destilada.
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Tabela 6 — Composicao das misturas CMC/Litho utilizando concentragdo méassica de 64g/L.

CMC Lithothamnium ~ Teorde
(9) ©) thhom%rgjrlgjm na

(%0)

64,00 0,00 0%

63,68 0,32 0.5%

63,36 0,64 1%

62,72 1,28 2%

61,44 2,56 4%

58,88 5,12 8%

53,76 10,24 16%

Para o preparo das misturas, teremos como exemplo a mistura contendo 0,5% de
Lithothamnium na mistura:

Em um bécher de 2000 mL de capacidade, foram adicionados 1000 mL de &agua
destilada e 0,32 g da alga Lithothamnium calcareum, passando por uma rapida agitacdo, com
0 auxilio de um mixer, durante 30 segundos. Em seguida, 63,68 g de carboximetilcelulose
foram adicionadas ao bécher e a mistura foi entdo processada novamente, a 21°C.

Apo6s o preparo, 10 g da mistura CMC/Litho foram transferidos para sacos de
polipropileno autoclavéaveis, posteriormente identificados e selados. As amostras foram
esterilizadas por autoclave a 121 atm e 100°C durante 30 minutos.

5.6 Preparacao das Misturas CMC/Lithothamnium diluidas

Foram preparadas misturas diluidas a partir das misturas CMC/Lithothamnium
anteriormente preparadas no item 5.5. As misturas diluidas foram preparadas diluindo-se 0,2 g
de amostra previamente preparada em 20 ml de agua destilada.

5.7 Preparacéao das Misturas CMC/Lithothamnium contendo fosforo

O preparo das misturas contendo CMC/Litho contendo fosforo seguiu a metodologia
utilizada no preparo das misturas no item 5.5.

Foram realizados testes com a alga Lithothamnium calcareum previamente utilizada
para remocdo de fosforo em teste de lixiviamento realizados no Laboratorio de
Monitoramento Ambiental I, do Instituto de Tecnologia/UFRRJ. Foram recebidas 3 (trés)
amostras de Lithothamnium contendo os seguintes teores de fésforo: 5 ppm, 50 ppm e 500
ppm.

Foram preparadas misturas contendo 2%, 4%, 8% e 16% em massa de Lithothamnium
na mistura, para a alga enriquecida contendo 5 e 50ppm de fésforo. E para a alga contendo
500 ppm de fosforo foram preparadas misturas contendo 2% e 4%, em massa de
Lithothamnium na mistura.
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5.8 Ensaio de Viscosimetria

A anélise de viscosidade da mistura CMC/Litho foi realizada a temperatura constante
de 25°C, controlada por um banho térmico, utilizando-se viscosimetro capilar do tipo
Cannon-Fenske, nimero 200, tipo 20. Foram investigadas as associa¢fes entre o sistema
CMCI/Litho, assim como, a miscibilidade polimero-polimero através da andlise de
viscosimetria das misturas diluidas em fungdo da composicao.

O viscosimetro capilar Cannon-Fenske € um equipamento de vidro que possui volume
constante. A andlise consiste em medir o tempo de escoamento do liquido da marca de tempo
superior (secdo C) até a marca de tempo inferior (se¢do D), como apresentado na Figura 10.

O capilar foi imerso em banho termostatico, de modo que todo o bulbo superior (se¢do
B) estivesse imergido no banho, a uma temperatura constante de 25°C. Para a realizacao dos
ensaios, foram adicionados 13mL de agua destilada ao capilar, através do tubo de alimentacao
(secdo G), onde o volume de liquido preencheu metade do reservatorio de fluido (secéo F). A
agua destilada foi utilizada como solvente e solugdo controle. O mesmo procedimento foi
realizado posteriormente para as solu¢des das misturas CMC/Litho.

Para medir o tempo de escoamento, o fluido foi aspirado por uma borracha flexivel
conectada no topo do terminal para acoplamento da bomba de succdo (secdo A), até que o
liquido atingisse a secdo B. Apos esse momento é cessada a aspiracdo, para que o liquido flua
livremente através do capilar (secdo E). A contagem do tempo iniciou-se quando o fluido
passou pela marca da se¢do C e a contagem foi finalizada quando o fluido atingiu a marca da
secdo D. Todo o processo de medida de tempo foi realizado de forma automatica através da
unidade de medida de viscosidade do equipamento.

Figura 10 — Viscosimetro capilar do tipo Cannon-Fenske.
Fonte: Adaptado de Labs do Brasil
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Posteriormente a viscosidade cinematica foi calculada, utilizando-se os tempos de
escoamento aferidos na analise, atraves da formula a seguir:

v=k({t—-vV) Equacdo (1)

Onde:

v = viscosidade cinematica (mm?%5)

k = constante do capilar

t = tempo de escoamento da amostra (s)

v = correcdo da energia cinética para o valor t
5.9 Ensaios Reoldgicos

As analises foram realizadas em redmetro de disco oscilatério Haake - sensor
placa-placa PP35 Ti, acoplado a uma unidade de banho Fenix P1, a temperatura de 30° C com
precisdo de 0,1°C.

a) Ensaio de varredura de frequéncia

Foram realizados ensaios de varredura de frequéncia na faixa de 0,6 a 150 rad/s, a uma
tensdo fixa de 10 Pa a temperatura de 30°C com precisédo de 0,1°C.

b) Teste de fluéncia e recuperacao (creep/recovery)

Foi realizado teste de fluéncia e recuperacdo sob as seguintes condicdes de analise: a
fase de deformacéo foi determinada sob uma tensao de 10 Pa por um periodo de 100s e apds a
remocao tensdo aplicada, a recuperagéo foi determinada por periodo de 180s.

5.10 Andlise por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A anélise por Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier, foi realizada com varreduras na faixa de 400 — 4000 cm-t, em espectrémetro a vacuo
FT-IR VERTEX 70, do Laboratério de Quimica Orgéanica, do Instituto de Ciéncias Exatas
(ICE), da UFRRJ. Foram adicionados 2 mg de mistura no PLATINUM ATR acoplado a um
detector do tipo sulfato de trigliceno dopado com L-alanina deuterada (DLaTGS).

5.11 Andlise da Manutencéo Rizobiana
A parte experimental de analise da manutencéo rizobiana nas misturas poliméricas
foram realizados em parceria com a Embrapa Agrobiologia. Esta analise foi dividida em duas

etapas:

Etapa 1 - Preparacao de inoculo bacteriano e inoculacao;
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Etapa 2 - Avaliacdo de sobrevivéncia da estirpe BR3262 no veiculo de inoculagdo
CMCI/Litho e CMC/Litho/Fosforo.

5.11.1 Preparacao de inoculo bacteriano e inoculacao

A estirpe BR3262 (Bradyrhizobium pachyrhizi), recomendada para a nodulacdo de
feijdo-caupi no nordeste brasileiro (MARTINS et al., 2003), foi cedida pelo Centro de
Recursos Biologicos Johanna Dobereiner da Embrapa Agrobiologia, Seropédica / RJ.

A estirpe adquirida foi repicada (uma pequena quantidade de uma cultura antiga foi
transferida para um meio novo) em duas placas contendo meio de cultura sélido especifico
YMA (Yeast Manitol Agar) (FRED; WAKSMAN, 1928), com composi¢do apresentado na
Tabela 7, permanecendo sob temperatura controlada de 28°C em incubadora tipo BOD
(Biochemical Oxygen Demand). O periodo de crescimento da estirpe foi de aproximadamente
cinco dias (Figura 11).

Incubacao
durante b dias

Estirpe
BR3262

Repique em
2 placas

Contendo

meio YMA

Figura 11 — Obtencédo de col6nias para inoculacéo.
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Tabela 7 - Composigdo do meio YMA Sélido.

Reagentes

Quantidade para 1000mL de solucédo

Manitol (crescimento lento)
K2HPOQO4 - Solugédo 10%
KH2POys - Solugdo10%

MgS0s.7H-0 - Solugdo 10%

NaCl - Solugédo 10%
Extrato de Levedura
Vermelho Congo - Solugédo 0,25%
Agua destilada g.s.p.

Agar bacterioldgico

KOH g.s.p. - Solugdo 10%

10g
1mL
4 mL
2mL
1mL
049
10 mL
1000 mL
15g

Ajustar pH 6,8 - 7,0

Fonte: FRED; WAKSMAN, 1928.

O indculo foi preparado adicionando-se duas al¢adas de cultura de BR3262 crescida
em um erlenmeyer de 250mL de capacidade, contendo 150mL de meio liquido YM (Yeast
Manitol). O erlenmeyer permaneceu sob agitacdo a 150 rpm, por 4 dias, a 28°C. Ap0s esse
periodo, 0 meio de cultura contendo a estirpe de rizobio crescida foi centrifugado a uma
rotacdo de 5000 rpm, por 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a biomassa
(pellet) foi ressuspensa, com agua destilada estéril (Figura 12). Em seguida, foi realizada a
técnica de plagueamento em placas de Petri utilizando meio de cultura s6lido YMA com
diluicio seriada de 102 a 108 As andlises foram realizadas em triplicata pelo método do

espalhamento antes da inoculagéo.

2 alcadas

de cultura
BR3262

Pellet obtido é
, | Agitacao: Centrifuga; ressuspenso
5 dias 10 min

com agua
destilada

150 mL
Meio YM

Figura 12 — Obtencdo da suspensdo bacteriana para inoculagdo
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Os veiculos de inoculagcdo poliméricos, previamente preparados contendo 2%, 4%, 8%
e 16% de massa de Lithothamnium, com e sem fdsforo foram inoculados com suspensao
bacteriana contendo a estirpe BR3262 na densidade de 10° células g. Para isso, 1mL de
suspensdo bacteriana foi adicionado a 10g de mistura CMC/Litho. A mistura foi agitada
manualmente e o inoculante foi entdo incubado a temperatura de 21 °C, acondicionados em
caixas de isopor, durante um periodo de até 56 dias (Figura 13).

Inocular Agitacdo
— Vefculo
manual

Suspensao

. Armazenamento
bacteriana

l

Andlise de

10g

manutengao
rizobiana

Figura 13 — Processo de inoculagdo

5.11.2 Avaliacdo de sobrevivéncia da estirpe BR3262 no veiculo de inoculagdo
CMC/Litho e CMC/Litho/F6sforo

Para verificar a sobrevivéncia da estirpe rizobiana BR3262 no veiculo de inoculagéo
polimérico a base de CMC/Litho com e sem fdsforo, durante o periodo de incubacdo, foram
realizadas contagens ap6s o 7°, 14°, 28° e 56° dias de inoculacdo, através de dilui¢Bes
seriadas de 10 a 10®em placas de Petri contendo o meio de cultura sélido YMA, utilizando
0 método de espalhamento.

5.12 Diluicéo Seriada

A diluicdo seriada é um método que consiste em pesar cerca de 5g de inoculante em
um tubo Falcon, seguido da adi¢do de 25 ml de &gua destilada estéril e agitacdo da suspenséo
em vortex até atingir uma mistura homogénea. Apos esse processo, uma aliquota de 0,1 mL
da mistura contida no tubo Falcon é coletada e transferida para um microtubo tipo Eppendorf
contendo 0,9 mL de solucdo salina estéril (NaCl 8,5 g L), essa € a primeira diluicdo (102). O
processo de diluicio seriada é entdo repetido sucessivamente até a diluicio 108 (Figura 14).
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0,1 mL
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\

Figura 14 - Procedimento para realizacdo de diluicdo seriada.

Para o plaqueamento, foram utilizadas as dilui¢des 10 a 108, onde 10 pl de cada uma
dessas diluicdes foram aplicados por espalhamento em placas de Petri divididas em seis
setores (Figura 15), contendo meio sélido YMA, em duplicata.

-5

/

-7
@
Figura 15 - Modelo de placa dividida em seis setores.

As placas foram posteriormente incubadas a uma temperatura de 28°C em incubadora
tipo BOD, durante um periodo de 5 a 6 dias, para posterior contagem das unidades
formadoras de coldnia (ufc) (VINCENT, 1970).

5.13 Avaliacéo do pH das Misturas CMC/Lithothamnium
O pH dos veiculos de inoculacdo poliméricos inoculados foi determinado na faixa de

pH 0 - 14, utilizando-se um medidor de pH de bancada, nos mesmos periodos em que foram
realizadas as avaliacGes de sobrevivéncia da estirpe BR3262 em meio solido YMA.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 16 apresenta o espectro de FTIR da CMC pura. Observou-se bandas de
absorcdo na regido de 3309 cm™ referente ao estiramento do grupo hidroxila (OH) associado
em ligacGes de hidrogénio, que pode ser atribuida as ligacbes intramoleculares ou
intermoleculares (TONG; XIAO; LIM, 2008). A banda de absor¢do na regido de 1635 cm™
foi associada aos grupos carbonila de ion carboxilato, confirmando a presenga de &cido
carboxilico (SOARES, 2009; SOUSA, 2017).

As bandas de absor¢do na regido de 1420 e 1324 cm™ sdo referentes ao estiramento do
grupo carbonila (C=0) em fons COO- (YUEN et al., 2009). A regido proxima a 1420 cm* foi
associada ainda a deformacdo angular do grupamento CH, adjacente a carbonila (PAVIA et
al, 2015). A banda de absorcdo presente na regido de 1112 cm™ correspondeu ao
estiramento de ligacdes de alcool secundario (PAVIA et al, 2015) e a banda de absor¢édo
presente na regido de 1060 cm™, correspondeu ao estiramento e deformacéo de ligagGes de
alcoois primérios (C-OH) (BURGARDT, 2012).
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Figura 16 — Espectro de FTIR da CMC pura.

A Figura 17 apresenta as bandas de absor¢cdo do Lithothamnium puro. As bandas de
absorgdo proximas a 1400 cm™ e 870 cm™, sdo caracteristicas de grupo carbonato (BAETA,
2007). A banda de absorcdo em 1404 cm™1 € atribuida ao estiramento assimétrico (CO), as
bandas menos intensas observadas em 871 cm™ e 712 cm™ referem-se, respectivamente, as
deformac®es angulares fora do plano (COs) e no plano (OCO) (SILVA et al, 2010; CALETTI,
2017). Essas bandas de infravermelho obtidas para o Lithothamnium correspondem ao CaCOs3
na forma de calcita (SILVA et al, 2010). A literatura mostra que a alga Lithothamnium
calcareum é composta majoritariamente por carbonado de célcio (CaCO3).
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Figura 17 — Espectro de FTIR da alga Lithothamnium pura.

A figura 18 apresenta um comparativo dos espectros de infravermelho obtidos para as
composicdes poliméricas contendo a alga Lithothamnium em teores de 0%, 2%, 4%, 8% e 16%.

De modo geral, os espectros obtidos apresentaram sinais de vibragdo e rotacdo que
manifestaram frequéncias e intensidades semelhantes. E possivel observar ainda, que em
maiores concentrac@es de Lithothamnium (composigio 16%) a banda proxima a 3300 cm™,
de estiramento do grupo hidroxila, apresenta uma pequena reducdo. Deste modo, é possivel
supor que em menores concentragdes a influéncia da alga Lithothamnium, na estrutura da
molécula da carboximetilcelulose, € baixa. A medida que a concentracdo de Lithothamnium
na mistura aumenta, sua atuag&o sob as moléculas de CMC é ampliada.
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Figura 18 — Espectro de FTIR do comparativo das composi¢Ges poliméricas contendo a alga Lithothamnium.

O resultado comparativo entre o espectro de infravermelho do Lithothamnium puro e o
Lithothamnium contendo 50 ppm de fosforo é apresentado na Figura 19. Notou-se que nédo
ocorreram mudancas significativas nos sinais de vibracao e rotacdo quando o Lithothamnium
foi enriquecido com fosforo. A intensidade e frequéncia dos sinais de vibracdo obtidos foram
semelhantes nas duas amostras analisadas.

Litho contendo Fasforo - T T T T T Ty

Litho Puro —————— e e T T .""‘-“ '/

\ [ =
N/ =
=
[# 2]
< =
'S
= —
= N
= <)
=2 =
g
i
[_1
\|II\\|IIII‘\III|I\\I|IIII\\\II|I\\\\III\‘\\II|\\\\|III\|\III|\I\\|I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm™)
Figura 19 — Espectro de FTIR do comparativo entre o Lithothamnium puro e o Lithothamnium contendo
fésforo.
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6.2 Ensaio de Viscosidade das Misturas Diluidas

Para avaliar as possiveis interacfes entre a carboximetilcelulose e o Lithothamnium,
foram realizados ensaios de viscosimetria. A Figura 20 mostra o efeito da quantidade de
Lithothamnium na viscosidade cinemaética de misturas CMC/Lithothamnium (CMC/Litho)
diluidas.

Observou-se que a viscosidade cinematica diminuiu acentuadamente quando 0,5% em
massa de Lithothamnium estdo presentes na CMC, alcangando um valor minimo na
composicdo contendo 4% de Lithothamnium. A partir desse valor, a viscosidade da mistura
permanece praticamente inalterada, dentro da faixa de concentragéo estudada.

8.0 1
7.5 4
7,0

6.5 1

v (mm?/s)

6.0 - ™ ®

5.5 A

)

5.0 T T
0 5 10 15 20

Porcentagem de Lithothamnium (% p/p)

Figura 20 - Variacao da viscosidade cinemética em funcéo da porcentagem de Lithothamnium em massa.

As ligacBes de hidrogénio sdo as principais interacdes presentes em sistemas que
contenham polimeros em solucdo aquosa (LIU et al, 1997). Acredita-se que no momento que
o Lithothamnium é adicionado a carboximetilcelulose, ocorre a quebra das ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas de agua e a CMC, modificando a estrutura das cadeias
poliméricas em solucdo. O Lithothamnium é rico em célcio, dessa forma, os ions presentes
nessa alga poderdo competir com as moléculas de agua.

A carboximetilcelulose € um hidrocoldide de cadeia longa composto por grupos
hidroxilas, possuindo caracteristicas de polieletrélitos, que ao entrar em contato com &gua,
sofrem dissociacdo e geram uma molécula polimérica altamente carregada (ROHR, 2007). A
adicdo de ions Ca®* presentes no Lithothamnium podem alterar a conformacdo do polimero,
tornando as cadeias da CMC mais flexiveis. Segundo Padmanabhan et al (2003), a adicao de
fons célcio, na cadeia do polimero contendo cargas negativas, reduz as repulsdes
intramoleculares, contribuindo para formacdo de pontes i6nicas entre as cargas positivas e
negativas presentes no meio, favorecendo as interagdes intermoleculares.

Rohr (2007), em estudos sobre os efeitos da adicdo de ions Zn?* e Mg? em
composi¢cdes CMC/amido diluidas, constatou que a adigdo desses ions reduziu a viscosidade
das solugfes aquosas analisadas. A interacdo da agua com os ions através do processo de
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solvatagdo, possibilita uma maior atuacdo das associa¢Bes hidrofébicas intramoleculares,
reduzindo a atuacdo de outras interacbes existentes na mistura, contribuindo para a
diminuicdo da viscosidade.

A vista disso, a reducdo da viscosidade cinematica das misturas CMC/Lithothamnium
pode ser atribuida a diminuicdo da capacidade de solvatacdo da carboximetilcelulose pela
agua quando na presenca de fons Ca?".

6.3 Analise Reoldgica das Misturas CMC/Lithothamnium
6.3.1 Ensaio de varredura de frequéncia

O teste de varredura de frequéncia foi realizado para verificar as interacOes
intermoleculares dos sistemas poliméricos, a fim de obter-se informagbes sobre o
comportamento viscoso e elastico das amostras, em diferentes frequéncias.

A Figura 21 mostra a variagao dos modulos elasticos (G”) e viscoso (G’”) em funcéo
da frequéncia para a CMC pura. Foi possivel observar o comportamento viscoelastico da
carboximetilcelulose através das curvas de G’ e G”’, onde o comportamento elastico foi
superior ao comportamento viscoso em toda a faixa de frequéncia estudada. Segundo Rohr
(2007), a carboximetilcelulose, quando em solucdo aquosa, apresenta fortes interacdes
intermoleculares devido as pontes de hidrogénio entre as estruturas da CMC e as moléculas de
agua, possuindo capacidade de formar gel. Ademais, a carboximetilcelulose apresenta
comportamento reologico semelhante ao de polieletrdlitos, possuindo caracteristicas
predominantemente elasticas, com estruturas do tipo mais rigidas. Dessa forma, pode-se
afirmar que a carboximetilcelulose apresenta comportamento elastico predominante,
configurando maior estabilidade dimensional.
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Figura 21 — Comportamento de G’ ¢ G”’ em fun¢ao da frequéncia para a CMC pura.

Conforme proposto por Winter e Chambom (1986), o médulo elastico e 0 mddulo
viscoso sdo dependentes da variacdo da frequéncia, de acordo com o modelo da Lei das
Poténcias (power-low), onde, G’=Ki1.@" ¢ G”’= Ko.@" em que n corresponde ao tempo de
relaxacdo das cadeias dos polimeros. Quando n=0 o polimero é puramente elastico, n=1 o
polimero é puramente viscoso e n = 0,5 sugere a ocorréncia de um comportamento
intermediario entre o viscoso e elastico, indicando o ponto gel. Portanto, n=0,5 sugere que 0s
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valores dos modulos eléstico e viscoso apresentam o0 mesmo comportamento em funcgéo da
frequéncia, G’(w) x G”’(w) x w".

Na Figura 22 (a-f), foi possivel observar o comportamento de G’ ¢ G’’ em fung¢ao da
frequéncia para as misturas CMC/Lithothamnium contendo diferentes concentragfes em
massa de Lithothamnium: 0,5%, 1%, 2%, 4%, 8% e 16%.

Para todas as misturas de CMC/Lithothamnium estudadas, na regido de baixas
frequéncias, os valores dos modulos de perda (G’’) sdo superiores aos valores dos modulos de
armazenamento (G’). Em determinada regido da frequéncia ocorre a inversao dos valores dos
modulos, onde G’ passa a predominar sobre G*’. A posi¢do na qual ocorre o cruzamento entre
0s modulos € conhecida na literatura como crossover (G* = G’’). Este cruzamento ndo é
observado em materiais com caracteristicas totalmente elasticas, materiais completamente
viscosos e géis compostos por fortes ligagcdes quimicas e fisicas (ROHR, 2007).

O Lithothamnium possui alguns polimeros, por exemplo, do acido alginico em sua
parede celular (SOARES, 2009), quando esses polimeros sdo combinados ao célcio
absorvido, formam sais insollveis tanto em agua quente quanto a frio (QUIROGA, 2013),
conferindo a alga um caréater viscoso. Na Figura 22 foi possivel observar a agdo desse carater
viscoso do Lithothamnium sobre o comportamento viscoelastico da CMC. Em baixas taxas de
cisalhamento, as cadeias poliméricas da CMC interagem com o Lithothamnium, reduzindo as
interacOes intramoleculares das cadeias da carboximetilcelulose, favorecendo a diminuicgdo do
carater elastico, apresentando um comportamento mais viscoso. Na regido de altas
frequéncias, os movimentos moleculares tornam-se mais restritos, reduzindo as interagoes
intermoleculares, de forma que as caracteristicas da carboximetilcelulose predomina frente as
caracteristicas da mistura. Assim, o sistema se comporta como um sélido, fazendo com que
G’ predomine sobre G”.

Na Figura 22, foi possivel observar ainda que com o aumento da quantidade de
Lithothamnium na mistura, ocorre um deslocamento do crossover para frequéncias mais
elevadas. Nas concentragdes contendo 0,5%, 1% e 2% de alga o crossover ocorreu na regido
de frequéncia de 1Hz, ja para as concentracfes contendo 4%, 8% e 16% de alga na mistura o
crossover ocorreu em frequéncia acima de 1Hz. Este comportamento também foi observado
em estudos realizados por Rohr (2007), Freitas (2015) e Sousa (2017). Este resultado sugere
que com o0 aumento da quantidade de Lithothamnium na mistura, as interacdes
intermoleculares (CMC-Lithothamnium) sdo favorecidas em relacdo as interacOes
intramoleculares.
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Figura 22 — Gréfico das curvas do mddulo elastico (G”) e médulo viscoso (G””) em fungdo da frequéncia da
mistura CMC/Litho contendo: (a) 0,5%, (b) 1%, (c) 2%, (d) 4%, (e) 8% e (f) 16% em massa de Lithothamnium.
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A figura 23, mostra de forma comparativa o comportamento do modulo elastico (G’)
para as diferentes composi¢des de CMC/Lithothamnium.

O mddulo elastico fornece a componente elastica da mistura apdés um determinado
periodo de cisalhamento. Observou-se na Figura 23 que a adi¢cdo de Lithothamnium afetou a
forca elastica da mistura, principalmente em baixas frequéncias, onde o aumento da
quantidade de Lithothamnium na mistura promoveu uma redugdo no valor de G’. Esse
comportamento sugere que as amostras contendo maiores teores de carboximetilcelulose,
apresentam uma forca e resisténcia ao escoamento maior, devido as estruturas que formam
gel.

Por outro lado, observou-se que 0 mddulo elastico aumentou com o0 aumento da taxa
de cisalhamento, isto €, as misturas contendo Lithothamnium tendem ao comportamento
elastico da CMC em taxas de cisalhamento elevadas. Este resultado permite sugerir que o
aumento da taxa de cisalhamento diminui as interacdes entre a CMC e o Lithothamnium,
indicando que as misturas sofrem um enovelamento de suas estruturas.
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Figura 23 — Varia¢dao do médulo elastico (G’) em funcdo da frequéncia, variando a composi¢do da mistura
CMC/Lithothamnium.

6.3.2 Teste de fluéncia e recuperagéo (creep/recovery)

Os ensaios de fluéncia e recuperacdo a tensdo constante permitem diferenciar as
respostas elasticas e viscosas das misturas e incorpora uma medida adicional de ‘tempo de
relaxagdo’ para a dependéncia dos comportamentos elastico e viscoso na tensdo
(SCHRAMM, 1994). Esses testes sdo muito utilizados na engenharia de alimentos para
simular a vida util de materiais, controlar a tensao e a sedimentacdo (ROHR, 2007).

Na Figura 24 estdo apresentadas as curvas do ensaio de fluéncia e recuperacdo em
funcdo do tempo para a carboximetilcelulose pura e para as composicoes
CMC/Lithothamnium contendo diferentes concentragcdes em massa de Lithothamnium: 0,5%,
1%, 2%, 4%, 8% e 16%.
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Analisando as curvas de fluéncia e recuperacdo apresentadas nas Figuras 24,
verificou-se que os valores de deformacdo (ou complianga) aumentam com o0 aumento da
quantidade de Lithothamnium na mistura. E possivel notar que quando a alga Lithothamnium
¢ adicionado na mistura, hd& um aumento do comportamento viscoso, indicando que as
composigdes sofrem mais deformacGes irreversiveis. Foi possivel observar ainda que a
amostra contendo 16% de Lithothamnium em sua composicdo, apresenta valores de
complianga quase 6 vezes maiores que a amostra contendo CMC puro.

Rohr (2007), em seu estudo da estabilidade de misturas contendo CMC/Amido, obteve
resultados de fluéncia e recuperacdo semelhantes aos obtidos no presente trabalho. Da mesma
maneira, Freitas (2015) obteve resultados semelhantes em seu estudo com composicdes
contendo CMC/Espirulina. Esse comportamento de fluéncia e recuperagdo das misturas
contendo CMC/amido e CMC/Espirulina ¢ atribuido ao fato de que a CMC quando associada
a estes componentes passa a apresentar estruturas menos rigidas. 1sso se da devido as poucas
interacOes hidrofilicas entre as cadeias da CMC e do amido (ou espirulina) com a agua.

Assim, 0 mesmo pode ser atribuido ao que ocorre com a mistura contendo
CMC/Lithothamnium, ou seja, a medida que o teor de Lithothamnium na composicdo
aumenta, as cadeias da CMC tornam-se mais dispersas, 0 que leva a uma diminui¢do de suas
interacOes intermoleculares.
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Figura 24 — Grafico do comparativo da fluéncia e recuperagdo em fungdo do tempo para a CMC pura e para as
misturas CMC/L.itho contendo: 0,5%, 1%, 2%, 4%, 8% e 16% em massa de Lithothamnium.

6.4 Sobrevivéncia da Estirpe BR3262 nos Veiculos de Inoculagdo CMC/Litho

6.4.1 Efeito do teor de Lithothamnium na sobrevivéncia da estirpe BR3262
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A sobrevivéncia da estirpe rizobiana BR3262 de Bradyrhizobium pachyrhizi no
veiculo de inoculacdo polimérico CMC/Lithothamnium foi determinada apos o 7°, 14°, 28°
56° dia de incubacdo a temperatura de 21°C.

Analisando os resultados de viabilidade celular da estirpe BR3262, apresentados na
Tabela 8, os resultados mostraram que o efeito da adi¢do de Lithothamnium diminuiu a
sobrevivéncia das células para todas as amostras com o passar dos dias de armazenamento,
apresentando maior reducdo no 56° dia de experimento quando comparado com a CMC pura.
Os valores de sobrevivéncia obtidos para as amostras contendo Lithothamnium, mostraram
gue o0 aumento da quantidade de Lithothamnium afeta pouco a sobrevivéncia da estirpe,
porém, quando 16% de Lithothamnium estdo presentes na mistura a reducao da viabilidade
celular ap6s 56 dias de armazenamento € menor, quando comparado com 0s outros teores de
Lithothamnium utilizados, podendo considerar a quantidade de 16% como uma condi¢édo a ser
utilizada.

Tabela 8 - Viabilidade de células da estirpe BR 3262 de Bradyrhizobium pachyrhizi em
veiculo CMC/Lithothamnium apds 7, 14, 28 e 56 dias de armazenamento a 21°C.

Viabilidade Celular (log UFC mi™?)

Lithothamnium Periodo de armazenamento (dias) Média

(%)
7 14 28 56
0 8,535 8,273 8,150 8,060 8,254
2 8,351 8,216 7,637 6,658 7,715
4 8,144 8,130 7,253 6,844 7,593
8 8,088 7,890 7,629 6,558 7,541
16 8,115 8,141 7,422 7,297 7,743

6.4.2 Efeito do teor de Fosforo na sobrevivéncia da estirpe BR3262

Os resultados de sobrevivéncia das células obtidos para as misturas
CMC/Lithothamnium pura e contendo fosforo sdo apresentados na Tabela 9. Neste caso,
mesmo para as amostras contendo teores de fosforo, 5 ppm e 50 ppm, verificou-se uma
diminuic&o da viabilidade celular, com o tempo de armazenamento. E possivel observar que
para as misturas CMC/Litho contendo 50 ppm de fosforo a reducdo foi menor ap6s 56 dias de
armazenamento.

39



Tabela 9 - Viabilidade de células da estirpe BR 3262 de Bradyrhizobium pachyrhizi em
veiculo CMC/Lithothamnium contendo teores de 5 e 50 ppm de fdésforo apos 7, 14, 28 e 56
dias de armazenamento a 21°C.

Viabilidade Celular (log UFC ml?)

Fosforo Lithothamnium Periodo de armazenamento (dias) Media

(ppm) (%)
7 14 28 56

0 8,535 8,273 8,150 8,060 8,254

2 8,351 8,216 7,637 6,658 7,715

0 4 8,144 8,130 7,253 6,844 7,593

8 8,088 7,890 7,629 6,558 7,541

16 8,115 8,141 7,422 7,297 7,743

2 8,323 8,075 7,181 7,145 7,681

4 8,302 7,789 7,411 6,825 7,581

S 8 8,383 8,102 7,315 7,014 7,703

16 8,426 7,764 7,334 6,268 7,448

2 8,145 82105 79379 7,393 7.922

4 8,178 8,1118 7,749 7,672 7,927

S0 8 8,078 7,835 7,515 7,629 7,764

16 8,354 7,8846 7,3395 7,079 7,664

Na Tabela 10 é apresentado um estudo comparativo contendo os resultados do teste
para a viabilidade celular em menores concentracfes de Lithothamnium (2 e 4%), contendo
fosforo também na concentragdo de 500 ppm. Ao analisarmos o periodo de armazenamento das
misturas foi possivel observar que também ocorreu uma diminuicdo da viabilidade celular ao
longo de dois meses para as misturas de mesma concentracdo de fosforo. Comparando 0s
valores das médias obtidas entre as amostras contendo 5, 50 e 500 ppm, notou-se que a
mistura contendo 50 ppm foi a que apresentou valores de sobrevivéncia mais elevados, mais
proximos ao esperado pela Turfa.

Apesar de ocorrer essa queda na viabilidade celular nas composi¢fes contendo
Lithothamnium, a vantagem do veiculo é a possibilidade de disponibilizar micronutrientes
como o molibdénio, o ferro e o zinco para as células bacterianas e vegetais.
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Tabela 10 - Viabilidade de células da estirpe BR 3262 de Bradyrhizobium pachyrhizi em
veiculo CMC/Lithothamnium 2% e 4% contendo teores de 5, 50 e 500 ppm de fosforo apos 7,
14, 28 e 56 dias de armazenamento a 21°C.

Viabilidade Celular (log UFC ml?)

Fosforo Lithothamnium ] i Media
Periodo de armazenamento (dias)
(ppm) (%)
7 14 28 56
0 8,535 8,273 8,150 8,060 8,254
2 8,351 8,216 7,637 6,658 7,715
0
4 8,144 8,130 7,253 6,844 7,593
2 8,323 8,075 7,181 7,1453 7,681
5
4 8,302 7,789 7,411 6,8251 7,581
2 8,145 8,210 7,938  7,3932 7.922
50
4 8,178 8,112 7,749 7,6722 7,927
2 7,844 7,780 7,555 7,139 7,579
500
4 7,976 7,848 6619 6,944 7,346

6.5 Valores de pH das Misturas CMC/Litho e CMC/Litho/Fésforo

Os valores de pH das misturas poliméricas CMC/Lithothamnium inoculadas com a
estirpe BR3262 foram determinados ap0s o 7°, 14°, 28°e 56° dia de incubagdo. Os resultados
sdo apresentados na Tabela 11.

Os resultados da Tabela 11 mostram que os valores de pH das amostras encontrados
foram na faixa de 7,0 a 9,0. Analisando os resultados de pH foi possivel observar que o pH
aumentou com a adi¢do de Lithothamnium na mistura. Esse comportamento ocorreu para
misturas contendo fésforo ou ndo. Ao analisarmos os valores obtidos de pH, em funcdo do
tempo de armazenamento, observou-se um aumento nos valores de pH para as misturas
contendo Lithothamnium. Esse comportamento ndo foi observado para a CMC sem
Lithothamnium (pH = 7,14), situacdo em que 0 pH se manteve neutro.

Os resultados apresentados na caracterizacdo do Lithothamnium, conforme
apresentados nos resultados de Espectroscopia na Regido do Infravermelho, apontaram que
esta alga possui, em sua estrutura, carbonato de célcio o que pode justificar o aumento da
alcalinidade do meio. Pelo exposto, a reducdo da viabilidade celular, conforme apresentadas
na andlise de sobrevivéncia da estirpe BR3262, pode ser atribuida ao aumento da alcalinidade
do meio, uma vez que essa estirpe € bem sensivel a pH alcalino.

Apesar de ocorrer 0 aumento da alcalinidade, a faixa de pH entre 7,0 e 9,0 indica um
comportamento aceitavel para o crescimento de algumas estirpes rizobianas. De acordo com
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Hungria e Vargas (2000), o pH ideal para o crescimento de estirpes rizobianas esta
compreendido ente 6,0 e 7,0. Poucas estirpes crescem em pH inferiores a 5,0, pois a maioria
das espécies sdo sensiveis ao meio acido. Além disso, Favero et al (2015), observaram,
através de analises preliminares de inoculantes a base de CMC/Amido, que valores de pH na
faixa de 10-11 reduzem a eficiéncia do inoculante e consequentemente a reducdo da
viabilidade celular.

Tabela 11 — Avaliacdo do pH das composi¢cdes CMC/Lithothamnium inoculadas com células
da estirpe BR 3262 de Bradyrhizobium pachyrhizi.

pH
Fosforo  Lithothamnium
7 dias 14 dias 28 dias 56 dias
(ppm) (%)
0 0 7,25 6,99 7,02 7,14
0 2 8,17 8,20 8,48 8,50
0 4 8,39 8,43 8,60 8,75
0 8 8,67 8,65 8,80 8,72
0 16 8,71 8,70 8,78 8,82
5 2 8,20 8,30 8,54 8,62
5 4 8,60 8,51 8,78 8,68
5 8 8,72 8,67 8,81 8,89
5 16 8,82 8,77 8,86 8,92
50 2 8,15 8,18 8,36 8,36
50 4 8,56 8,50 8,70 8,58
50 8 8,65 8,67 8,80 8,79
50 16 8,77 8,77 8,79 8,86
500 2 8,07 8,04 8,16 8,21
500 4 8,52 8,45 8,48 8,46
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nessa dissertacdo permitiram extrair importantes observacoes e
conclusdes a respeito da utilizagdo da alga Lithothamnium calcareum como veiculo de
inoculacao.

Resultados obtidos nos ensaios reoldgicos mostraram que em regides de baixas
frequéncias a presenca de Lithothamnium confere um carater viscoso a mistura. Entretanto,
observou-se uma predominancia da componente elastica em regides de maiores frequéncias,
tendendo ao valor apresentado pela CMC pura. Esse resultado indica a presenca de interacdes
intermoleculares entre fases da mistura CMC/Lithothamnium, indicando também que ndo
ocorrera separacdo de fase na mistura. Esse resultado & desejado para essas aplicacGes
tecnoldgicas, principalmente para preparacfes de inoculantes que requerem longos periodos
de armazenamento.

Através dos resultados obtidos por Espectroscopia na Regido do Infravermelho foi
possivel constatar a presenca predominante de carbonato de calcio presente na alga, além de
outros ions.

O estudo da viabilidade celular mostrou que a CMC foi o material que manteve
elevado nivel de sobrevivéncia de célula; entretanto, esse material é de dificil manipulacéo e
aplicacdo devida sua elevada elasticidade. Além disso, a CMC quando pura é mais sucessivel
a contaminacdao, o que reduz o seu potencial para sua aplicagdo tecnoldgica.

Os resultados contendo Lithothamnium sugerem existir um ponto 6timo de teor de
Lithothamnium a ser usado, nesse caso 16%, e quando enriquecido com fdsforo o teor étimo a
ser usado € o de 50 ppm de fosforo. Os valores obtidos para sobrevivéncia sdo proximos aos
esperados para os inoculantes turfosos (107 ucf/mL), que sdo os materiais tradicionalmente
usados. Observou-se que desse material concentra-se na sua alcalinidade que, embora ndo seja
muito elevada, em torno de pH = 8,5, pode ser um problema quando tratamento de
inoculantes envolvendo estirpes bacterianas mais sensiveis a pH alcalinos. Fato que nédo
impede que esse material possa ser utilizado para outras estirpes. As pesquisas mostraram que
além de conferir uma boa estabilidade dimensional a mistura, a presenca do Lithothamnium
contribui para disponibilizar micronutrientes importantes para as células bacterianas e
vegetais, como € o caso do molibdénio.

Por fim, as pesquisas realizadas nessa dissertacdo mostraram que a alga
Lithothamnium apresenta potencial para ser utilizado em conjunto com a carboximetilcelulose
como veiculo de inoculago.
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8 SUGESTOES

A realizacdo de novos testes em periodos mais longos de incubacéo para verificar a
viabilidade celular e estabilidade das misturas poliméricas.

Realizar testes com outras composi¢cBes e concentracdes contendo a alga
Lithothamnium.

Realizar analises de Microscopia Optica (MO) e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) das misturas CMC/Lithothamnium.

Investigar a viabilidade celular de outras estirpes rizobianas, como a BR3267, muito
utilizada na literatura. Essa analise seria conveniente pois cada estirpe possui caracteristicas
Unicas, podendo apresentar resultados melhores do que os obtidos com a estirpe utilizada
nesse trabalho.

Realizar testes em casa de vegetacdo e em campo para verificar a eficiéncia do
inoculante em condicdes de plantio.
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