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DA COSTA, Matheus Antonio. M.Sc., Universidade Estadual do Oeste
do Parana, Fevereiro de 2015. Avaliacdo do potencial do extrato da macroalga
marinha K. alvarezii como fertilizante organico, para uso via tratamento de semente
e pulverizacéao foliar na cultura de soja. Helton José Alves. Brener Magnabosco Matrra.

RESUMO

Dentre as macroalgas cultivadas em escala comercial hoje, a alga
vermelha Kappaphychus alvarezii merece destague devido a sua facilidade de cultivo
e importancia como fonte de extracdo de carragenana, um ficocoldide utilizado em
diversos setores industriais devido as suas propriedades emulsificante e estabilizante.
No processo de obtencdo deste composto, obtém-se um extrato liquido como
subproduto, o qual vem sendo empregado na agricultura. Todavia considerando a
potencial atividade biologica de oligossacarideos e derivados, que podem ser obtidos
a partir da fracdo sélida da alga fonte de carragenana, o uso em conjunto dessas
biomassas, extrato liquido e biomassa soélida, pode maximizar a eficiéncia dos
beneficios associados ao uso do extrato desta alga na agricultura. Além disso, o alto
contetdo de carbono organico total dessa mistura de biomassas pode colaborar no
reconhecimento legal deste potencial produto como fertilizante organico liquido. O
processo para obtencéo dos oligassacarideos a partir da biomassa sélida da alga e,
entdo diluicdo no extrato liquido, foi a hidrolise acida. Os tratamentos hidroliticos
dispostos em arranjo fatorial 23, variaram a solu¢édo de acido sulfurico em 0,2 e 0,4
molar, a temperatura em 100 e 127°C e tempo de reacdo em 15 e 30 minutos. As
duas amostras de biomassa hidrolisada que tiveram o maior percentual de carbono
organico, sendo 11,6 % e 12,6%, foram selecionadas para experimentacdo agricola
na cultura de soja, onde cada amostra foi diluida no extrato liquido em concentracdes
de 25% e 75%. Diferentes doses destas duas bases amostrais e do extrato liquido
puro foram testadas no tratamento de semente e pulverizagéo foliar na cultura de soja.
Para esta primeira tecnologia de aplicacdo a menor dose avaliada (2,5 mL kg de
semente!) apresentou-se com maior eficiéncia para incremento de parametros de
crescimento. E, para a tecnologia via foliar a maior dose avaliada (500 mL hectare 1)
demonstrou-se, aparentemente, mais interessante para incremento de produtividade

de graos.

PALAVRAS-CHAVE: bioestimulantes; kappaphycus alvarezii; agricultura
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DA COSTA, Matheus Antonio. M.Sc., University of West Parana,
February 2015. Marine seaweed extract potential evaluation Kappaphycus alvarezii
as organic fertilizer, parapara use via seed treatment and foliar spray in soybean.
Helton José Alves. Brener Magnabosco Marra.

ABSTRACT

Among the macroalgae grown on a commercial scale today, the red alga
Kappaphychus alvarezii noteworthy due to its ease of cultivation and importance as a
source of carrageenan extraction, one ficocoldide used in various industrial sectors
because of its emulsifying and stabilizing properties. In the process of obtaining this
compound, obtained as a byproduct a liquid extract, which has been employed in
agriculture. However considering the potential biological activity of oligosaccharides
and derivatives, which can be obtained from the solid fraction of seaweed source of
carrageenan, the use together of these biomasses, solid and liquid extract biomass,
can maximize the efficiency benefits associated with the use of the extract this alga in
agriculture. In addition, the high total organic carbon content of that biomass mixture
can collaborate in the legal recognition of this potential product as liquid organic
fertilizer. The process for obtaining the oligassacarideos from solid biomass and
seaweed, then diluting the liquid extract was acidic hydrolysis. The hydrolytic arranged
23 factorial arrangement of treatments ranged sulfuric acid solution in 0.2 and 0.4
molar, the temperature at 100 to 127 ° C and reaction time 15 and 30 minutes. The
two samples of biomass hydrolyzate that had the highest percentage of organic
carbon, and 11.6% and 12.6%, were selected for field trials in soybean, where each
sample was diluted in liquid extract at 25% concentrations and 75%. Different doses
of these two sample bases and pure liquid extract were tested in seed treatment and
foliar spray in soybean. For this first application technology the lowest dose evaluated
(2.5 ml kg seed) presented with greater efficiency to increase of growth parameters.
And for foliar technology the highest dose evaluated (500 mL ha?) showed up,

apparently more interesting for grain yield increase.

KEYWORDS: biostimulants; Kappaphycus alvarezii; agriculture
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1. INTRODUCAO

Ha séculos as algas marinhas sdo empregadas por agricultores como
fertilizantes, fonte de matéria organica e condicionadores de solo. Atribui-se a eficicia
do uso de extratos de algas marinhas na agricultura a presenca de macro e
micronutrientes, aminoacidos, hormonios e reguladores de crescimento, entre outros
compostos organicos, que apesar de ndo possuirem modos de acbes ainda muito
conhecidos, em concentra¢gfes variadas funcionam de maneira sinérgica e agem
beneficamente nos vegetais, tais efeitos ja comprovados em gramineas, cereais,
flores e demais espécies vegetais (KHAN et al., 2009).

Atualmente esses organismos marinhos sao utilizados mais especificadamente
na agricultura como bioestimulantes, capazes de agir sobre a fisiologia das plantas,
empregados principalmente via tratamento de semente e pulverizagdo foliar. Estes
compostos podem influenciar na respiracdo, na fotossintese, na sintese de acido
nucleico, na absorcdo de ions e, consequentemente, aumentar a disponibildiade de
nutrientes, a capacidade de retencdo de agua, a producéo de antioxidantes e clorofila,
entre outros eventos metabdlicos (RAYORATH et al., 2008; KHAN et al., 2009;
CRAIGIE, 2011).

Dentre as algas marinhas com potencial uso na agricultura, a classe mais
estudada e empregada em escala comercial € das algas marrons, com destaque para
macroalga Ascophyllum nodosum. Todavia vale ressaltar o potencial que outras
macroalgas possuem, levando principalmente em consideracdo a facilidade e a
sustentabilidade do seu cultivo e, o conteddo de moléculas biologicamente ativas que
sintetizam.

Assim, pode-se destacar a alga vermelha Kappaphychus alvarezii, uma
macroalga conhecida por ser amplamente empregada como fonte de ficocoloide e sua
facilidade de cultivo (KHAMBHATY et al., 2012). No processo para obtencdo deste
composto, existe a formacéo de uma biomassa solida rica em polissisacarideos usada
como matéria-prima para producdo da carragenana e, a formacado de um extrato
liquido, que vem sendo avaliado na agricultura (ESWARAN et al., 2005).

Alguns pesquisadores ja relataram a eficiéncia agricola desse extrato liquido

de K.alvarezii, como exemplo: Rathore et al. (2009), que concluiram a sua eficacia em


http://link.springer.com/article/10.1007/s10811-013-0101-9/fulltext.html#CR146
http://link.springer.com/article/10.1007/s10811-013-0101-9/fulltext.html#CR61

aumentar parametros de crescimento e rendimento na cultura de soja; Zodape et al.,
(2009), comprovaram o aumento de rendimento e da qualidade nutricional de gréos
na cultura de trigo; e Prasad et al., (2010), que verificaram a resposta positiva na
cultura de cana-de-acucar. Acredita-se que as respostas fisiologicas benéficas obtidas
nas plantas tratadas com extrato liquido de K. alvarezii estdo relacionadas,
principalmente, com o conteudo de fitohormonios presentes no extrato.

A nivel nacional, o 6rgdo responsavel pelo reconhecimento e registro de
fertilizantes, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA, reconhece
e autoriza o uso do extrato de algas, que ndo atingem 0s requisitos minimos para
registro como fertilizante mineral, como agentes quelantes e complexantes organicos.
Por isso, uma possivel alternativa para o reconhecimento do extrato liquido de K.
alvarezii junto ao MAPA € o enquadramento desse composto como fertilizante
organico.

Dentre as garantias minimas exigidas pelo MAPA para reconhecimento de
fertilizantes organicos fluidos, de acordo com a Instru¢do Normativa n° 25 de Julho de
2009, esta o contetudo de carbono organico. Para atingir a exigéncia minima deste
parametro e, considerando a disponibilidade e as caracteristicas quimicas e fisicas da
biomassa sélida de K. alvarezii rica em polissacarideos, uma alternativa seria a
hidrélise acida deste composto para entdo diluicdo no extrato de liquido da alga.
Assim, a mistura desses compostos da alga (extrato liquido + biomassa hidrolisada)
formaria um potencial fertilizante organico e/ou bioestimulante agricola.

Existem relatos na literatura de que, polissacarideos e/ou oligossacarideos,
desempenham atividades biolégicas importantissimas, principalmente em funcbes
relacionadas com o sistema imunolégico (DUCATTI, 2009). Por isso, 0 uso em
conjunto das duas biomassas pode potencializar o uso apenas do extrato liquido, cujo
beneficios vem sendo relatados na literatura cientifica quando usados na agricultura.

Desta forma, o presente trabalho busca avaliar o potencial do uso agricola da
biomassa sdlida hidrolisada de K. alvarezii em mistura com o extrato liquido desta
alga. Diferentes doses e diluigbes entre essas biomassas foram avaliadas no uso via

tratamento de semente e pulverizagao foliar na cultura de soja.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso da macroalga marinha Kappaphychus Alvarezii como fertilizante
organico, com aplicagéo via tratamento de semente e aplicagéo foliar nas cultura de

soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o uso do extrato liquido de Kappaphycus alvarezii no tratamento de
semente de soja, para incremento de parametros de crescimento (comprimento da
parte aérea, raiz primaria e biomasssa seca) e do percentual de germinacéo.

Avaliar o uso do extrato liquido e da biomassa hidrolisada de Kappaphycus
alvarezii no tratamento de semente de soja, para incrementacdo de parametros de
crescimento (comprimento da parte aérea, raiz primaria e biomasssa seca) e do
percentual de germinagéao.

Avaliar o uso do extrato liqguido de Kappaphycus alvarezii na pulverizacéo
foliar na cultura de soja, para incremento de parametros de producéo (peso de mil
graos e produtividade).

Avaliar 0 uso do extrato liquido e da biomassa hidrolisada de Kappaphycus
alvarezii na pulverizacédo foliar na cultura de soja, para incrementacdo de parametros
producao (peso de mil gréos e produtividade).

Avaliar eficiéncia agricola do extrato de Kappaphycus alvarezii cultivada no

litoral brasileiro.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA DAS MACROALGAS MARINHAS

As algas constituem em “grupo” de organismos com ampla diversidade de
formas, funcbes e estratégias de sobrevivéncia (BICUDO e MENEZES, 2010). Sao
organismos que anteriormente eram incluidos no Reino Plantae, porém atualmente
pertencem ao Reino Protista, sendo a Ficologia o ramo da biologia que estuda esses
seres: unicelular ou multicelular (flamentosas), eucariontes, fotossintetizantese
autorotrofitos.

De maneira geral as algas podem ser segregadas pelo tamanho em dois
grandes grupos: as algas microscoépicas e as algas macroscopicas, com dimensfes
que variam de milimetros a algumas dezenas de metros (PANORAMA DA
AQUICULTURA, 2014). Encontram-se distribuidas por diferentes habitats: oceanos,
corpos de agua doce, solos, rochas, sobre a neve e superficie de vegetais; para isto
devem dispor de luz e umidade suficientes (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).
Geralmente classificadas de acordo com a estrutura fisica, funcéo e ciclo reprodutivo
em: Chlorophyta, algas verdes, Phaeophyta, algas pardas e Rhodophyta, algas
vermelhas (RAVEN, 1996; PADUA; FONTOURA; MATHIAS, 2004).

As algas vermelhas - Rhodophytas, sdo preominantemente marinhas e
produtoras de compostos halogenados, que variam a partir de péptideos, policetideos,
indois, terpenos, acetogeninas e fendis, aos hidrocarbonetos halogenados volateis
(CABRITA, VALE e RAULER, 2010; FUJII et al., 2011). Além disso, as algas
vermelhas sdo capazes de sintetizar grandes quantidades de polissacarideos
sulfatados, constituintes da sua parede celular (WIJESEKARA e KIM, 2010; GUVEN,
PERCOT e SEZIK, 2010). Diversas atividades biologicas estdo associadas com
metabolitos de algas marinhas vermelhas, como antibacteriano, antifungico, antiviral,
anti-inflamatoria, antiproliferativa, anti-deposi¢do, antialimentar, citotoxica e
propriedades insecticidas (OLIVEIRA, FELICIO e DEBONSI, 2012).

O filo das algas marrons - Phaeophytas, também é quase exclusivamente
marinho e é conhecida principalmente por produzir grandes metabalitos derivados de
isopreno  (MCCLINTOCK e BAKER, 2001). Além dos diterpenos complexos

sintetizados por essas algas, compostos volateis, fucoidanos, florotaninos e



fucoxantinas também s&o produzidos, os quais j& foram relatados como antioxidantes,
antbidéticos, antifungicos, antiviral e atividades anticancer (FOLMER et al., 2010).

As principais substancias do filo das algas verdes — Chlorophytas séo
derivados de isoprendides. Acetogeninas, derivados de aminoacidos, carboidratos e
derivados de chiquimato também foram isoladas a partir destas algas (MCCLINTOCK
e BAKER, 2001). Apenas 13% deste filo pertence ao ambiente marinho, sendo
considerado a divisdo de macroalgas marinhas menos representativa em produtos de
quimica natural (FELICIO, OLIVEIRA e DEBONSI, 2012).

Indiscutivelmente, as algas marinhas representam um dos maiores
biorrecursos, existindo aproximadamente 150.000 espécies, dentre as quais mais de
30.000 se encontram taxonomicamente classificadas (HARVEY, 1988). Ha milhares
de anos as macroalgas marinhas sao utilizadas como recurso importante pelos seres
humanos, relatos revelam que estes organismos aquaticos ja eram utilizados na dieta
alimentar em tempos pré-historicos, devido principalmente a seus efeitos medicinais
(CRAIGIE, 2011). Estes organismos também séo de grande importancia ecoldgica e,
além de servirem como base de diversas cadeias tréficas, podem desempenhar
funcdes de abrigo, bercario e refugio para varias espécies de invertebrados e
pequenos vertebrados.

De acordo com o relatério da FAO (2012), que trata sobre o panorama mundial
de aquicultura, em 2010 o mercado de algas movimentou cerca de 6 bilhdes de
dolares, devido principalmente ao seu uso diretamente na alimentacdo e como
matéria-prima para obtencéo de ficocoléides. A producdo mundial de algas neste
mesmo ano foi cerca de 19 milhdes de toneladas fresca, onde apenas cerca de 5%
foi extraido de bancos naturais, tendo a China, a india e as Filipinas como maiores
produtores mundiais, respectivamente (FAO, 2012).

Apesar do imenso potencial de cultivo e extragdo das macroalgas, isto ainda
nao acontece de maneira expressiva a nivel mundial. Contudo o interesse sobre esses
organismos marinhos, principalmente para obtencdo de compostos biologicamente
ativos com interesse comercial, esta crescendo. Conforme ilustra a Figura 1, nas
tltimas décadas houve um aumento significativo no numero de trabalhos

internacionais publicados realacionados com algas.
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Figura 1 - NOmero de publicagcdes internacionais com algas por décadas entre 1900-2000.
Fonte: Craigie, 2011.

Dentre as tendéncias atuais das aplicacbes das macroalgas marinhas, a
sintese de produtos com atividade antibidtica, anti-inflamatorio, citotoxica,
antioxidante e nutricional merecem destaque. Isto deve-se pelas algas serem
organismos promissores na sintese de bioativos, pois vivem em ambientes com varias
interacdes biolégicas e condicbes abidticas extremas e, para a sua sobrevivéncia,
desenvolveram estratégias de defesa, resultando na producédo de um grande nimero
de compostos quimicos a partir de diferentes rotas metabdlicas, como os carboidratos,
aminodacidos, hormdnios vegetais, acidos graxos, entre outros polimeros e compostos
organicos. (YOKOYA, 2010). De maneira geral, atualmente pode-se destacar o uso
desses vegetais marinhos nas industrias: alimenticia; nutracéutica, farmacéutica e na
agricultura.



3.2 AS MACROALGAS MARINHAS COMO BIOESTIMULANTES AGRICOLAS

As algas séo utilizadas na agricultura desde a antiguidade, seja diretamente
no solo como adubo ou em forma de composto organico, como condicionador de solo.
A utilizacdo mais especifica de extratos derivados desses vegetais marinhos teve
inicio apenas no final de 1940, onde estes compostos passaram a ser comercializados
como bioestimulantes e biofertilizantes em seu estado liquido (CRAIGIE, 2011). O
primeiro produto comercial derivado do extrato liquido de alga marinha, chamado de
Maxicrop, baseado num processo de extracdo alcalina pressurizado a quente,
aconteceu paralelamente com o advento da pulverizacdo foliar para oferta de
nutrientes a plantas. De acordo com Milton (1964), inventor do processo Maxicrop, 0
uso do extrato liquido proporcionou uma resposta imediata da planta, semelhante a
aplicacao de algas compostadas, com isto iniciou o uso destes na agricultura.

De maneira geral, os extratos de algas disponiveis hoje no mercado agricola
sao sintetizados por processos que utilizam solu¢des acidas ou alcalinas, ou entéo
processos fisicos, que rompem a parede celular e liberam uma espécie de seiva e,
apos filtracdo, obtem-se a fragéo liquida (HERVE e ROUILLIER, 1977; HERVE e
PERCEHAIS 1983; STIRK e VAN STADEN 2006). Atualmente a classe de alga mais
comumente usada na agricultura é a marrom, com destaque para a macroalga
Ascophyllum nodosum, considerada a alga mais pesquisada deste género (UGARTE,
SHARP e MOORE, 2006). No entanto, outras algas marrons como
Laminaria spp, Ecklonia maxima, Sargassum spp, e Durvillaea spp. E, de outras
classes como Fucus serratus, Enteromorpha intestinalis , Ulva
lactuca e Kappaphycus alvarezii também vém sendo estudadas e avaliadas para
potencial uso na agricultura (HONG et al., 2007). Atualmente o portfolio de produtos
agricolas derivados de extratos de algas marinhas é relativamente amplo, onde no
minimo 20 empresas no mundo atuam neste mercado, com produtos voltados ao
tratamento de semente e pulverizagao foliar para uso na agricultura e horticultura
(KHAN et al., 2009).

Os extratos de algas podem provocar uma série de respostas benéficas em
vegetais, como: melhora no vigor das plantas, desenvolvimento radicular, sintese de

clorofila; promoc¢ao de florescimento precoce, frutificagdo e uniformidade dos frutos;



retarda a senescéncia, prolonga a vida Gtil do produto; melhora a qualidade nutricional;
cria tolerancia ao estresse hidrico, salinidade e geada; alivia doencas criando
resisténcia a bactérias e fungos; auxilia no controle de pragas de insetos, nematoides
do solo; e possui acdo adjuvante em misturas de pesticidas (METTING et al., 1990;
KHAN et al., 2009; CRAIGIE, 2011).

No inicio do uso das macroalgas marinhas na agricultura, atribuiam-se as
respostas fisiologicas benéficas principalmente a oferta de macro e micronutrientes
essenciais. Subsequentemente, a partir da década de 60 com o desenvolvimento de
métodos e técnicas analiticas e, a identificacdo de horménios e reguladores de
crescimento vegetal em extratos de algas marinhas, cientistas e estudiosos
levantaram a hipotese de que estas moléculas eram 0s principais responsaveis pelas
bioatividades desses extratos. Geralmente, as classes de horménios vegetais
classicos e o reguladores de crescimento encontradas em algas marinhas, sédo: acido
abscisico; auxinas; citocininas; giberelinas, brassinosterodides; poliaminas, entre
outros (CRAIGIE, 2011).

A periodicidade e extenséo do crescimento vegetal sdo controladas por acées
ordenadas por hormoénios e reguladores positivos e negativos. Por exemplo, As
auxinas participam de efeitos fisioldgicos no alongamento celular, dominancia apical,
além de promoverem a formacéo de raizes laterais e adventiceas, retardar o inicio da
abscisao foliar e regular o desenvolvimento das gemas florais, sendo geralmente
sintetizados nos meristemas, folhas jovens, frutos e sementes em desenvolvimento
(VIEIRA e MONTEIRO, 2002). As citocininas fazem parte da regulacéo da sintese
proteica, podem induzir a divisdo celular, retardam a senescéncia foliar, promovem a
expansdo de cotilédones em dicotiledbneas, entre outros processos fisioldégicos
(VIEIRA e MONTEIRO, 2002; RAVEN et al., 2007). As giberelinas também estéo
relacionadas com a divisao celular, iniciacao floral e estabelecimento do fruto, com a
determinacao do sexo e a germinagao de sementes, além de outras atividades (TAIZ
e ZEIGER, 2004; RAVEN et al., 2007). Os brassinosteréides, considerados por
alguns pesquisadores como semelhantes as auxinas, ttm como sua principal a¢éo o
alongamento de caules, em funcéo disso promoverem uma espécie de flexibilidade a
parede celular. Por fim, as poliaminas, encontradas comumente em células vegetais
e animais, possuem funcdes no desenvolvimento vegetal no alongamento celular,

enraizamento e na formacéo de tubérculos, influenciam na formagéo de flores, na



embriogénese, retardam a senescéncia foliar, induzem a formag&o de raizes e ramos
adventicias e, a diferenciagdo vascular, no entanto, sua ac¢ao principal esta ligada a
maturacado de frutos e graos de pélen (VIEIRA e MONTEIRO, 2002).

Além do interesse dos fitohormonios, existe uma tendéncia ao aproveitamento
de alguns polimeros sintetizados por algas como 0s polissacarideos, taninos,
proteinas, que podem apresentar atividades bioldgicas em sistemas vegetais. Em
meio a estas moléculas estdo os agares, alginatos, carragenanas, fucanas,
florotoninos, bem como seus derivados, que chamam a atencdo para uso na
agricultura devido seus respectivos potencias de atividades biologicas relacionados
com respostas de defesa vegetal na protecdo contra patégenos ou injlrias causadas
por insetos (IDEO et al., 2009; LI et al., 2008; MYERS et al., 2010; NAKAYASU et al.,
2009; WANG et al., 2008).

Diversos trabalhos revelam o uso de extrato de algas marinhas no tratamento
de semente de cereais, como o estudo de Carvalho (2013), que avaliou o efeito de
doses crescentes (0,25, 0,5, 1, 2 e 5 mL; kg de semente!) do extrato comercial de
Ascophyllum nodosum, na cultura de soja, sobre parédmetros biométricos e de
producdo. A pesquisadora concluiu que o tratamento de semente de soja com o
extrato de alga promoveu o desenvolvimento vegetal, onde dentre as doses testadas
a de 1 mL kg de semente! apresentou maior eficiéncia, promovendo altas taxas de
crescimento radicular e acréscimos em todos os parametros de producao avaliados.

Santos et al. (2014), também avaliaram a eficiéncia do extrato comercial de
Ascophyllum nodosum, composto de fitohormdnios naturais como auxinas, citocininas
e giberelinas e, minerais como molibdénio e acido fosforoso. O produto foi usado no
tratamento de semente de soja (2 mL; kg de semente!) e aplicacéo foliar no estadio
V3 e no inicio do florescimento das plantas (200 mL; hectare). Os pesquisadores
concluiram que, em condi¢cdes de adubacéao fosfatada, o bioestimulante proporcionou
incrementos na massa seca da folha, massa seca do caule, massa seca da vagem e

area foliar, para aplicacdes via tratamento de semente e pulverizagéo foliar.
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3.3 KAPPAPHYCUS ALVAREZII

O género Kappaphycus pertence a divisdo das Rhodophytas (algas
vermelhas), classe Florideophyceae, ordem Gigartinales e familia Solieriaceae. Foi
segregado do género Eucheuma por Doty (1987) devido principalmente a presenca
do polissacarideo kappa carragenana e algumas caracteristicas morfologicas. Assim,
a Kappaphychus alvarezii € uma alga vermelha, espécie perene que ocorre
naturalmente em areas de recife de coral da regido do Indo-Pacifico, do Leste da
Africa até Guam, China, Jap&o e ilhas do Sudeste Asiatico (DOTY, 1987; ARECES et
al., 1995).

Diante das macroalgas marinhas cultivadas atualmente em escala comercial,
a Kappaphycus alvarezii apresenta-se como potencial fonte de biomassa para
obtencao de diversos compostos de expressivo interesse industrial. A producéo desta
alga surgiu desde que a demanda por kappa carragena, um hidrocoloide utilizado em
diversas industrias como agente espessante e estabilizante, foi maior do que a oferta
de matéria-prima pelos bancos naturais (PICKERING, SKELTON e SULU, 2007;
BIXLER e PORSE, 2011). Desta forma, a partir da década de 40 juntamente com o
cultivo de Kappaphycus striatum e a Eucheuma denticulatum, iniciou-se a produgao
comercial desta macroalga (ARECES et al., 1995). Em meados da década de 70, mais
de 90% do volume de alga seca exportada das Fiilipinas era de K. alvarezzi, K.
striatum e de E. denticulatum. Atualmente esta alga é cultivada comercialmente em
paises como as Filipinas, Indonésia, Malasia, Tanzania e China, sendo considerada
a principal matéria-prima para industria de kappa carragena. De acordo com a FAO,
em 2010 a producao mundial de Kappaphycus alvarezii, somado a producao das algas
do género Eucheuma, chegou a cerca de 6 milhdes de toneladas de alga fresca
(Figura 2).
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Figura 2 - Produg&o mundial de algas vermelhas cultivadas em fazendas marinhas.
Fonte: FAO (2010).

O expressivo aumento da producdo de Kappaphycus alvarezii, com destaque
para os ultimos 20 anos aconteceu gracas ao dominio de técnicas de cultivo comercial
deste organismo, realizado geralmente em sistemas conhecidos como tie-tie. Esta
forma de cultivo € um processo baseado no principio de propagacao vegetativa, onde
porcdes do talo sdo amarradas em cabos de cultivo e esses sdo mantidos fixos em
sistemas flutuantes, como balsas (Figura 3). Assim a propagacao de Kappaphycus
alvarezii, € um processo continuo, com multiplicacdo vegetativa através de ciclos
sucessivos de cultivo de 40 a 60 dias, podendo variar de acordo com fatores biéticos
e abiodticos especificos de cada microrregido (GOES e REIS, 2011).

Neste contexto, devido o relativo sucesso do cultivo comercial desta
macroalga e a necessidade mundial de ampliar a oferta da matéria-prima para
producdo de carragena, esta macroalga foi inserida em diversos paises inclusive no
Brasil. A espécie foi introduzida no pais em 1995, no Instituto de Pesca da Secretaria
de Agricultura e Abastecimento de Ubatuba, SP, para estudos béasicos do cultivo do
vegetal marinho, sendo aprovado pelo IBAMA. A maricultura comercial de
Kappaphycus alvarezii iniciou em 1998 na baia de Ilha Grande e em 2003 na Baia de
Sepetiba, localizadas no sul do Rio de Janeiro. Houve uma pequena modificacdo na
técnica de cultivo tie-tie (Figura 4), onde ao invés de usar linhas de plantio e as mudas
serem amarradas, sao utilizadas redes tubulares (RT) de polietileno com entre nos

capazes de prender as mudas (Figura 4), no entanto o principio de cultivo € o mesmo.
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Atualmente esta macroalga é a Unica carragendfita cultivada comercialmente em todo
territorio brasileiro (GOES e REIS, 2011; HAYASHY e REIS, 2012).

Figura 3 — A: Esquema de uma balsa flutuante de cultivo de Kappaphycus alvarezii. B: Balsas
flutuantes instaladas no litoral brasileiro.
Fonte: GOES (2009).

Figura 4 - Cultivo de Kappaphycus alvarezii em balsa flutuante utilizando a técnica rede
tubular - RT (A) e com técnica tietie — TT (B).
Fonte: GOES (2009).

Além do uso como matéria-prima para a industria de carragenana,
recentemente a K. alvarezii vem demonstrando potencial para diversas aplicacdes
biotecnolédgicas gracas ao amplo espectro de compostos biologicamente ativos que
possui. Nas industrias de produtos cosméticos, nutracéuticos e farmacéuticos, as
seguintes aplicacbes merecem destaque: uso em misturas com hidrogéis para
aplicagcdo alimentar, com capacidade de inchamento, resisténcia térmica e a
degradacao; fibra dietética com atividade anti-viral e anti-cancro; redutor de colesterol
e antioxidante; anticoagulante; entre outros. No ambito do agronegdcio, o extrato de
alga vendo sendo testado como matéria-prima para producéo de bioetanol e para uso
na agricultura, como biestimulante (MEENA, PRASAD e SIDDHANT, 2009; HOLDT e
KRAAN, 2011; MATANJUN et al., 2010; NISIZAWA, 2006).
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No caso especifico do emprego desta alga na agricultura, relatos cientificos
comprovam o potencial bioestimulante do extrato liquido derivado da biomassa algal.
Este extrato liquido € obtido conforme processo descrito por Eswaran et al., (2005),
onde a alga fresca € esmagada e filtrada, segregando uma fragéo de granulos imidos,
rica em polissacarideos utilizada para extragdo de k-carragena e, uma fracao liquida
que pode ser usada como fertilizante liquido. A composi¢cado quimica deste extrato
liguido de K. alvarezii foi caracterizada por Zodape et al., (2009) conforme Tabela 1:

Tabela 1: Constituintes quimicos do extrato de Kappaphycus alvarezii

Consituintes da seiva Valores
Nitrogénio (%) 0,45 - 0,70
Fésforo (%) 0,007- 0,01
Potassio (%) 1,60 - 2,10
Matéria organica (%) 1,05 - 1,40
Sédio (%) 0,45 - 0,70
Calcio (%) 0,04 - 0,06
Magnesio (%) 0,06 - 0,07
Manganés (ppm) 6-9
Ferro (ppm) 100 — 160
Cobre (ppm) 7-11
Zinco (ppm) 19 -25
Cobalto (ppm) 2-5
Molibidénio (ppm) 2
Sulfato (%) 1,06 - 1,20
Cloreto (%) 2,36 - 2,70
IAA (ppm) 25,14
Cinetina (ppm) 8,50
Zeatina (ppm) 20,10
Giberelinas (ppm) 27,11

Fonte: Zodape (2009).

A composi¢do quimica da fracdo de granulos umidos, de acordo com
Khambhaty et al., (2012), continha em percentual peso peso®: sal sollvel,
21,39; fibra, 12,66; sulfato organico, 11,75; carragenana, 51.02; a matéria insoluvel
em acido, 0,33 e outras impurezas, 0,33. Por fim se analisarmos em conjuntos a
composicao quimica da Kappaphychus alvarezii, as seguintes classes de compostos
podem ser encontradas: sais soluveis; fibras; sulfatados organicos; hormoénios (AIA,
giberelinas, zeatinas, citocininas); vitaminas; minerais (nitrogénio, fésforo, potassio,
magneésio, calcio, cinco, manganés, molibdénio, sédio e ferro; e os polisscarideos

como carragenana.
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O uso do extrato liquido de Kappaphycus. alvarezii na agricultura em
pulverizacao foliar, j& foi relatado por Rathore et al., (2009), quando realizaram um
teste a campo para avaliacdo do efeito do extrato de alga no crescimento, producéo
e consumo de nutrientes na cultura de soja. Foram realizados sete tratamentos
diferentes de pulverizagéo foliar (0; 2.5; 5; 7.5; 10; 12.5 e 15% v/v) de extrato em duas
aplicacbes, uma no estagio vegetativo (30 dias apdés semeadura) e a segunda no
estadio de florescimento (60 dias apdés semeadura), com um volume total de
pulverizacdo de 650 L/hectare em cada aplicacdo. Conclui-se que, naquelas
condicdes do experimento, a aplicacdo do extrato liquido aumentou o rendimento de
graos e também melhorou a absorcédo de nutrientes (N, P, K e S) das plantas, com as
maiores concentracdes do extrato aplicado.

Zodape et al., (2009) também trabalharam com o mesmo extrato liquido em
pulverizacdo foliar, para avaliacdo do efeito na qualidade de grdo e em alguns
pardmetros de produg&do na cultura de trigo. Foram realizadas trés tratamentos
diferentes do extrato (0,25%, 0,50% e 1,0%) em trés aplicacfes, no estagio vegetativo,
no perfilhamento e no inicio do enchimento de graos. O tratamento com 1% de extrato
liguido aumentou o rendimento de graos e melhorou a qualidade nutricional dos gréos,
em relacdo ao tratamento controle.

Neste contexto, considerando o potencial jA comprovado do extrato liquido
de K. alvarezii na agricultura e a possivel atividade biolégica dos polimeros presentes
na fracdo sdlida da alga, bem como seus derivados, o uso em conjunto dessas
biomassas podem ampliar as respostas fisiologicas positivas ja obtidas no tratamento
de vegetais apenas com o extrato liquido. Para além disso, com base na legislacéo
nacional de fertilizantes, esta mistura poderia enquadrar-se como fertilizante organico,
baseado principalmente no conteudo de cargono organico total.

Contudo devido a propriedade geleificante do polissacarideo kappa-
carragena, principal componente da fracdo solida da alga, uma alternativa para
garantir a solubilizacéo e fluidez da misutra com o extrato liquido, € a hidrolise acida

deste material.
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3.4 HIDROLISE ACIDA DE ALGAS MARINHAS

A hidrélise de algas marinhas é uma ferramenta importante em diversas
aplicacdes biotecnoldgicas atuais, como: para obtencdo de matéria-prima para
fabricacdo de bioetanol; extracdo de aminodcidos para alimentagdo humana;
producdo de biogas e do subproduto fertilizante solido com baixo teor de metais
pesados; extracdo de proteinas com propriedades corantes; entre outras. Este
processo caracteriza-se por dar origem aos oligassacarideos denominados
secundarios, sintetizados in vitro a partir de oligassacarideos maiores,
polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos. Os oligassacarideos sao definidos
como compostos que, através de hidrolise, apresentam-se com um numero reduzido
de unidades monossacaridicas (STANEK, CERNY e PACAK, 1965). Assim, de acordo
com o numero de unidades presentes estes compostos sao classificados em:
dissacarideo, trissacarideo, tetrassacarideo, e assim por diante. Estes compostos
podem ser obtidos através da extracdo direta de fontes naturais, a partir de sintese
guimica e/ou enzimatica e através de hidrélise quimica ou enzimatica (DUCATTI,
2005).

O processo de hidrolise quimica pode ser vantajoso pelo seu baixo custo,
entretanto, uma maior producédo de monossacarideos pode ser conseguida utilizando
hidrolise enzimatica. Existem varios parametros que afetam a produtividade de agucar
por hidrélise &cida, como qual € o acido utilizado como catalisador, a concentracao do
acido, razdo do substrato com a solucéo &cida, a temperatura e o tempo de reacao,
entre outros. A hidrélise com acido diluido € muito complexa, principalmente porque o
substrato esta na fase sélida e o catalisador estd em fase liquida. Porém, um processo
de hidrolise acida em condicbes muito bem controladas, pode ser considerado um
importante método para obentacéo de oligossacarideos. Dependendo das condicdes
reacionais e da distribuicdo das liga¢gdes glicosidicas do composto empregado como
matéria-prima, a despolimerizacdo parcial pode gerar complexas misturas de
oligassacarideos com massa molecular relativamente baixa e, possivelmente,
polissacarideos parcialmente degradados (fragmentos resistentes) (DUCATTI, 2005).

O pré-tratamento e hidrélise de biomassa de algas vermelhas com o uso de
catalisadores acidos diluidos, em altas temperaturas, tem sido amplamente utilizado

devido a capacidade de separar polimeros como a carragenana de estruturas
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celulésicas e, de reduzir galactanas a monémeros de galactose. O acido sulfarico tem
demonstrado maior eficiéncia de hidrolise quando comparado com outros &cidos,
como o acido cloridrico (KIM et al.,, 2011; DAROCH; GENG e WANG, 2013;
SCHELIGA, 2013).

Diversos trabalhos cientificos demonstram a hidrélise é&cida de kappa-
carragenana de algas vermelhas. A estrutura primaria de k-carragenano € constituida
por unidades repetidas de dissacéarido de a (1-3) - D -galactose-4-sulfato e 8 (1,4) -
3,6-anidro de galactose ligadas por ligac6es glicosidicas. As temperaturas elevadas e
0 meio &cido sdo relatados para promover a hidrélise na ligacdo (1 — 3)
glicosidica. Também sabe-se que o sistema de anel de 3,6-anidrogalactose facilita a
hidrolise, ao passo que a porcdo de sulfato impede isso. Devido a k-carragenana
possuir apenas uma unidade sulfatada, este polimero vem sendo objeto de estudo
para obtencao de oligossacarideos via hidrolise 4cida (KHAMBHATY et al., 2012). No
entanto, com base na relativa dificuldade de controlar a hidrolise &cida parcial de
galactanas sulfatadas, um modo de reduzir a perda do derivado anidro de galactose
€ combinar a hidrélise acida parcial com reacfes de oxidacdo ou reducdo. As
unidades formadas neste processo podem ser entdo subsquentemente reduzidas e
oxidadas, para a obtencéo de oligossacarideos na forma de aldit6is. Ao final de ambos
os processos de hidrélise e reducao sédo gerados oligossacarideos com unidades de
3,6-anidrogalactitol na sua extremidade, enquanto o0s grupos sulfato sao
substancialmente retidos, como ilustra a figura 5 (GONCALVES, 2001; DUCATTI,
2005 e 2009).

=3 \//
\/ o
A _ NS&::;,M

H-SO, 025N Br., 60°C. 16 h
& (PENMAN e REES_ 1973)

Figura 5 - Hidrdlise acida parcial (b) de kappa-carragenana.
Fonte: PENMAN e REES (1973) Apud Ducatti (2005).



17

Em relagéo as condigfes e estratégias mais adotadas no processo de hidrélise
acida de Kappaphycus alvarezii, merece destaque a exposicdo da biomassa seca a
uma solucdo de acido sulfurico em concentracbes de 0,1% a 3 % v/v, com
temperaturas que variam de 100 a 130 °C, por 15 a 120 minutos (LEE et al., 2011;
MEINITA, HONG e JEONG, 2012; DAROCH; GENG; WANG, 2013; SCHELIGA,
2013).

Entre os diferentes trabalhos publicados recentemente, estd a pesquisa
realizada por Meinita, Hong e Jeong (2012), onde a biomassa da alga marinha, apos
ser seca e triturada, foi submetida ao processo de hidrélise acida para obtencéo de
acucares fermenteciveis e producdo de bioetanol. O processo foi realizado em
autoclave, utilizando acido sulfurico e acido cloridrico como catalisador em diferentes
concentracfes (0,1-1,0 M), diferentes concentracdes de substratos (1,0-13,5%), com
diferentes tempos de hidrélise (10-90 min) e temperaturas de reacao (100-130° C). Foi
observado alteracdo no contetdo de galactose, glucose, aclucar redutor e aclcar total
sob as diferentes condicbes de hidrolise. As condicdes ideais de hidrélise neste
experimento, para uma contetdo de 30 g L de substrato, foram alcangcadas a uma
concentracéo do acido sulfarico de 0,2 M, temperatura de 130°C e tempo de reacao
15 minutos, onde obteve-se uma maior producdo de acgulcares totais, na ordem de
aproximidademente 14g L.

Scheliga (2013), também avaliou o processo de hidrélise acida da carragenana
bruta com o uso de acido sulfarico, onde os seguintes parametros reacionais foram
avaliados: concentracdo da solucao acida (0,2, 0,5 e 0,8 %); concetracdo de substrato
carragenana bruta (20, 60 e100 g LY); temperatura (100, 110 e 121 °C); e tempo (20,
40 e 60 minutos). Os ensaios também foram conduzidos em autoclave. A maior
eficiéncia de hidrolise acida (76,39%), obtendo um contetdo de galactose de 22,92 g
L1, foi alcancada com o uso dos seguintes parametros: temperatura, 121°C; tempo,
60 minutos; acido sulfdrico, 0,8%; e carragenana bruta, 100 g L.

Além da Kappaphycus alvarezii, outra alga vermelha avaliada no processo de
hidrolise acida para obtencdo de acucares e sintese de bioetanol, é a Gelidium
amansii. Segundo Park et al., (2012), em um processo continuo de hidrdlise acida com
proporcdo de 15% de solido/liquido, uma solugcdo 2% (v/v) de acido sulfurico,
temperatura de 170 °C e tempo de reacdo de 240 minutos, obteve-se um conteudo

maximo de 25 g L de galactose.
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Apesar da principal aplicacdo para a hidrélise &cida de galactanas ser a
producdo de matéria-prima para producé@o de bioetanol, existem diversas atividades
biologicas relacionas aos oligassacarideos sulfatados e seus derivados, sintetizados
neste processo que podem figurar como outras aplicacfes para estes compostos,
como: antiviral (KATSURAYA et al.,, 1999), antitumoral (YUAN et al., 2006),
antiinflamatéria (SANDERS et al., 1999), anticoagulante (WALL et al.,, 2001) e
antiangiogénica (KASBAUER; PAPER; FRANZ, 2001). Estas propriedades no est&o
apenas relacionadas com o grau de sulfatacdo da porcéo glicidica, mas também, com
a regioguimica e estereoquimica dos grupos sulfatos presentes. As galactanas podem
ser degradadas a oligossacarideos naturalmente sulfatados, contendo um padréo de
sulfatacdo conhecido e derivado do polissacarideo de origem (DUCATTI, 2009).

Por fim além dessas caracteristicas, outro beneficio associado a hidrolise de
kappa carragenana é a possivel solubilizacdo dessa biomassa no extrato liquido, ja
que apo6s tal processo o0 material perde significativamente sua propriedade
geleificante, o que permite a sua solubilizacdo em meio aquoso, como por exemplo o
proprio extrato liquido da macroalga K. alvarezii, garantindo fluidez e homogenizacgéo

guando forem aplicados em vegetais, seja via semente ou pulverizacao foliar.

3.5 LEGISLACAO BRASILEIRA DE FERTILIZANTES

De acordo com a legislacdo brasileira de fertilizantes, regida pela Instrucéo
Normativa n° 23 de 2007 e a n° 25 de 2009, o uso de extratos de algas marinhas que
nao atingem as exigéncias minimas para registro como fertilizante mineral, organico
ou organomineral, é reconhecido e autorizado pelo MAPA apenas como aditivos
estabilizantes e complexantes para esses proprios produtos.

Com base nisso, existe uma significativa probabilidade do extrato liquido puro
de K. alvarezii ndo ser reconhecido como um fertilizante no Brasil. Entretanto, devido
o alto conteudo de polissacarideo da biomassa solida de Kappaphycus alvarezii e, a
possivel mistura deste material com o extrato liquido da alga, este composto obtido
pode atender os requisitos minimos no que diz respeito a exigéncia legals de
fertilizante orgéanico.

Em meio aos parametros solicitados pelo MAPA, para registro dessa classe

de produto, esta o contetdo de carbono organico, que é a soma do conteudo de todos
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os derivados de carbono presentes no meio. Para registro de fertilizante foliar orga
nico, quando fluido, o conteddo minimo de carbono orgénico é de 8 % (oito por cento).

Dentre outras exigéncias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A matéria-prima avaliada trata-se da biomassa de Kappaphycus alvarezii,
produzida no litoral brasileiro, com a tecnologia de producdo comumente conhecida
como rede tubular, em um ciclo vegetativo de aproximadamente 47 dias.
Imediatamente apds sua colheita, com base nas descri¢cdes realizadas por Eswaram
et al., (2005), a alga fresca foi submetida aos seguintes processos, respectivamente:
lavagem em &agua corrente, com o objetivo de retirar qualquer tipo de residuo ou
impureza marinha; trituracdo mecanica com triturador industrial, para romper a parede
da célula e libertar a seiva; filtracdo da biomassa aquosa através de um pano de
algodao, obtendo entdo duas biomassas, o0 extrato liquido e uma fase sélida umida. A
fase solida umida foi exposta ao sol por um periodo de aproximadamente 72 horas,
até que o conteudo de umidade atingisse um percentual (%) abaixo de 25 e, foi
armazenada em embalagem e local adequado para sua conservacgao. E, ao extrato
liquido foi adicionado um composto de benzoato de sédio, como conservante.

As duas fragbes da biomassa de K. alvarezii, o extrato liquido e a fase sélida

(figura 6) sao objetos de estudo do trabalho.

CA L AT N
Figura 6 — Foto com o extrato liquido (A) e a biomassa sélida (B) de K. Alvarezii.
Fonte: Arquivo pessoal.
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O extrato liquido utilizado no desenvolvimento do trabalho foi exatamente o
mesmo descrito anteriormente, no entanto, a biomassa soélida seca foi submetida a
trituracdo em moinho de jarros, obtendo-se duas granulometrias de acordo com a
malha das peneiras usadas, sendo malhas 45 e 25 mesh. A fracdo utilizada para os
ensaios foi a com a menor granulometria, obtida ap6s a moagem e passagem pela

peneira com malha de 25 mesh (Figura 7).

Figura 7 — Foto com a biomassa sélida bruta (A) e biomassa peneirada com malha 45(B) e 25(C) mesh.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.1.1 Hidrélise acida redutiva parcial da biomassa sdlida

A biomassa solida apds o processo de moagem e passagem pela peneira, foi
submetida a hidrdlise acida. O processo foi realizado utilizando uma autoclave e
frascos de vidros com capacidades de 500 mL. O volume de trabalho foi de
aproximadamente 200 mL, empregando uma concentracao de substrato de alga de

12g/ 100 mL de solucéo de acido sulfurico.
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O delineamento experimental empregado neste experimento foi inteiramente
casualizado e os tratamentos foram dispostos em arranjo fatorial 23, com 3 variaveis
(concentracéo da solucéo acida; temperatura; e tempo de reacédo) em 2 niveis (Tabela
2), para verificacdo de um modelo linear. Os ensaios foram realizados de forma
aleatéria e em duplicata. Por fim, analisou-se como resposta o contetdo de carbono

organico das amostras.

Tabela 2. Ensaios de hidrolise acida da biomassa sélida de Kappahycus alvarezii

Ensaios Solucéo acida (M) Temperatura (°C) Tempo (M)
1 0,2 100 15
2 0,4 100 15
3 0,2 127 15
4 0,4 127 15
5 0,2 100 30
6 0,4 100 30
7 0,2 127 30
8 0,4 127 30

4.1.2 Analise de carbono organico

ApoOs a reacao de hidrolise foi avaliado o conteudo de carbono organico das
amostras, conforme a metodologia indicada para andlise de carbono organico em
fertilizantes organicos (Manual de Métodos Analiticos Oficiais para Fertilizantes,
2006). O método baseia-se na oxidacao, por via umida, do carbono organico contido
na amostra com dicromato de potassio (0,2 M) em excesso e acido sulfurico
concentrado, promovendo-se aquecimento externo. A determinacdo do dicromato
remanescente por titulagdo com solugéo de sulfato ferroso amoniacal (0,5 M).

De modo geral o procedimento consistiu em: pesar uma massa da amostra,
contendo entre 40 e 150 mg de carbono organico provavel e transferir para erlenmeyer
de 300 mL. Conduzir, em paralelo, duas replicatas de uma prova em branco que
devem passar por todo o procedimento, omitindo-se a presenca da amostra.
Adicionar, em seguida, 50 mL da solugcdo de K2Cr207, medidos com exatidao e,
acrescentar vagarosamente, 50 mL de H2SOs4 concentrado, movimentando
suavemente o contetdo do erlenmeyer, que deve ser tampado com vidro de relégio e
deixado em repouso até esfriar. Transferir o erlenmeyer tampado com o vidro de
relégio para uma chapa aquecedora e ferver por 30 minutos, levando a temperatura a

cerca de 140°C (evitar que ultrapasse 160 °C). Terminado o tempo de reacéo, retirar
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o erlenmeyer da chapa e deixar esfriar, sempre coberto com o vidro de relogio. Lavar
o vidro de relégio com agua destilada, utilizando-se de uma pisseta, recolhendo a
agua no erlenmeyer e transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 250 mL.
Completar o volume com agua destilada, deixando esfriar antes de cada adicao de
adgua. Para determinacao transfere-se uma aliquota de 50 mL do extrato da amostra
e das provas em branco (duas) para erlenmeyer de 250 mL, fazer um volume de
aproximadamente 100 mL com agua destilada e acrescentar 10 mL de H3POa. Titula-
se com a solucao de sulfato ferroso amoniacal, empregando 0,5 a 1 mL da solucéo
de difenilamina como indicador, até a viragem para a coloracdo verde. Anotar 0s
volumes gastos, em mL. Enfim, calcula-se o teor de Carbono Organico (C.O.) pela
expressdo da Figura 8, onde: C = concentracdo da solucdo de sulfato ferroso
amoniacal; Va = volume, em mL, da solucéo de sulfato ferroso amoniacal gasto na
amostra; Vb = volume médio, em mL, da solucdo de sulfato ferroso amoniacal gasto
nas replicatas da prova em branco; e G = massa inicial da amostra, em grama. O
calculo de teor de carbono organico € efetuado com base na premissa de que cada

mol de K2Cr207 consumido reagiu com 1,5 mol de carbono organico.

% C.0. - 9C(Vb-Va)
G

Figura 8 — Expresséo utilizada para célculo da percentagem de cargono organico total das amostras.
Fonte: Manual de Métodos Analiticos Oficiais para fertilizantes (2006).

Com os valores das meédias, realizou-se analise de variancia (ANOVA) com o

software Action, como suplemento estatistico no Microsoft Excell 2013.
4.1.3 Solubilizagdo da biomassa hidrolisada no extrato liquido

As bases amostrais avaliadas no trabalho englobam o extrato liquido puro e o
extrato liquido com adicdo da biomassa hidrolisada. Tao logo, as duas amostras de
biomassa solida hidrolisada com o maior conteudo de carbono organico foram
utilizadas nos experimentos, as quais receberam os nomes de hidrolisado 1 e 2,
respectivamente. Assim foram realizadas duas solubilizagdes para cada biomassa
sélida hidrolisada, considerando a porcentagem da biomassa hidrolisada no extrato

liguido em relag&o ao volume final da amostra, definidas entdo como 25% e 75%.
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A Figura 9 ilustra as principais etapas do trabalho na obtencéo e preparacéo da

matéria-prima e, o desencadeamento dos experimentos agricolas adotado.

Alga in natura

Trituracdo mecanica

Filtracdo

Algaseca |3 [ >|Extrato liquido

Moagem

Hidrolise
acida

Biomassa hidrolisada | 4 | Extrato liquido

Experimentacdo agricola
(Cultura de soja)

Tratamento Pulverizacédo
de semente foliar

Figura 9 — Esquema com o resumo das etapas de obtencéo e preparagdo das amostras da biomassa
algal para experimentagéo agricola.

4.2 DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS AGRICOLAS REALIZADOS

De maneira geral, as biomassas derivadas de Kappaphycus alvarezii foram
submetidas a duas classes de experimentos agricolas com base em sua tecnologia
de aplicacao, o tratamento de semente e a pulverizagao foliar, ambas na cultura da
soja.

Foram conduzidos dois experimentos de tratamento de semente em
laboratorio, na Universidade Federal do Parana — Setor Palotina. Os experimentos

foram denominados experimento | e Il, onde avaliou-se em cada um a qualidade
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fisiolégica das plantulas através dos seguintes testes e determinacgfes: teste de
percentagem de germinacdo; avaliacdo do comprimento das plantulas; e peso da
biomassa massa seca das plantulas. O experimento | e Il diferem exclusivamente na
dosagem empregada, todavia os tratamentos utilizados sdo exatamente 0s mesmos.

Os experimentos de pulverizagao foliar foram conduzidos a campo em duas
areas de producao agricola distintas, localizadas no Municipio de Palotina, situado na
Regido Oeste do Parana (Experimento Il e 1IV), na safra de 2014/15. Nestes
experimentos foram avaliados parametros de producdo, como: produtividade (kg
hectare!) e peso de mil grédos. A dosagem empregada dos tratamentos em ambos os
experimentos foi a mesma.

Os tratamentos utilizados em todos os experimentos englobam a testemunha
negativa (nenhuma aplicacéo), a testemunha positiva, neste caso o produto comercial
Stimulante®, um bioregulador sintético connstituido de cinetina (0,009%), &cido
giberélico (0,005%) e &cido indol-butirico (0,005%), além do extrato liquido puro e
misturas entre o extrato liquido e as duas biomassas hidrolisadas selecionadas
(hidrolisado 1 e 2). Estas misturas das biomassas aconteceram em duas
concentracbes (25 e 75%) e, para cada experimento, foram avaliadas sempre em
duas dosagens (dose cheia e meia dose). Conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Tratamentos realizados em todos 0s experimentos agricolas
Tratamentos Dilui¢do (% hidrolisado)
TO - testemunha negativa -
T1 — testemunha positiva (dose cheia) -
T2 - extrato liquido puro (meia dose) -
T3 - extrato liquido puro (dose cheia) -

T4 - hidrolisado 1 + extrato liquido (meia doise) 25
T5 - hidrolisado 1 + extrato liquido (dose cheia) 25
T6 - hidrolisado 1 + extrato liquido (meia doise) 75
T7 - hidrolisado 1 + extrato liquido (dose cheia) 75
T8 - hidrolisado 2 + extrato liquido (meia doise) 25
T9 - hidrolisado 2 + extrato liquido (dose cheia) 25
T10 - hidrolisado 2 + extrato liquido (meia doise) 75
T11 - hidrolisado 2 + extrato liquido (dose cheia) 75

4.2.1 Tratamento de semente

O teste de percentagem de germinacao foi realizado com quatro sub amostras

(repeticOes) de 50 sementes cada, com substrato de papel, conforme indicagdes feitas
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pelo MAPA, no Regras para Analise de Semente - RAS (BRASIL, 2009). Os rolos
confeccionados foram colocados em germinador do tipo Mangelsdorf, a temperatura
constante de 25 * 2°C.

Na avaliacdo do comprimento das plantulas, foram utilizadas 20 sementes para
cada tratamento, colocadas para germinar nas mesmas condigcbes do teste de
germinacao. As sementes foram distribuidas no sentido longitudinal das folhas, com
o hilo voltado para a extremidade inferior do substrato. Os rolos confeccionados foram
colocados em pé, no germinador, a temperatura de 25 + 2°C. Com o auxilio de régua
milimetrada foram obtidas as medidas do comprimento da parte aerea (cm) e do
comprimento da raiz priméria (cm) das plantulas normais (Nakagawa, 1999).

Enfim, ap6s a avaliacdo de comprimento, as plantulas normais foram colocadas
em sacos de papel devidamente identificadas e secas, em estufa com circulacédo de
ar forcada, ajustada a 80 + 2°C, por periodo de 24 h e, entdo, realizada a pesagem
em balanca analitica (0,0001 g) para determinacdo do peso da biomassa seca das
plantulas (g plantula?) (Nakagawa, 1999).

No experimento | as dosagens utilizadas foram: 2,5 mL kilo de semente* como
meia dose e, 5 mL kilo de semente! como dose cheia. J4, no experimento Il as doses
foram: 4 mL kilo de semente* como meia dose e, 8 mL kilo de semente* como dose
cheia. Para aqueles tratamentos que tiveram um volume de calda menor que 8 mL
kilo de semente™, foi adicionado dgua para complementacéo deste volume de calda
e entdo realizado o tratamento.

Os tratamentos foram realizados com auxilio de pipetas e sacos plasticos com
capacidade de 1 kg, que foram inflados com ar e agitados por 1 minuto para
homogeneiza¢éo. Cada tratamento foi conduzido com amostras de 120 g de semente

do cultiva Monsoy - 5917.

4.2.2 Pulverizacao foliar

As areas onde foram conduzidos os testes a campo de pulverizag&o foliar, o
experimento Ill e IV, apresentam altitude de aproximadamente 330 m, tendo o solo
classificado como Latossolo Vermelho eutroférrico tipico (EMBRAPA, 2006).

Apesar de ndo ter sido realizado analise quimica e fisica do solo antes da

instalacdo dos experimentos, obteve-se com os proprietarios dos imoveis rurais a
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dltima analise de solo que executaram, sendo em 01/03/2014 para o experimento Il
e 02/09/2014 para o experimento V.

A andlise de solo do experimento Il apresentou os seguintes resultados: pH
(CaCl2) = 5,00; Al = 0,02 cmol dm3; H+Al = 5,76 cmol dm3; C = 16,53 g dm3; P
(Mehlich) = 20,77 mg dm3; K = 0,34 cmolc dm3; Ca = 5,64 cmolc dm3; Mg = 1,70 cmolc
dm3; CTC = 13,44 cmolc.dm3 e V = 57,14%.

Ja a andlise de solo do experimento IV apresentou o0s seguintes resultados: pH
(CaCr) =4,9; Al=0,0 cmol dm3; H+Al = 5,76 cmol dm3; C = 22,65 g dm3; P (Mehlich)
= 33,36 mg dm3; K = 0,90 cmolc dm; Ca = 5,73 cmolc dm3; Mg = 1,68 cmolc dm3; S
= 7,04 mg dm=3; CTC = 14,07 cmolcdm3 e V = 59,06%.

Todavia, vale ressaltar que em ambas as areas sao cultivadas, principalmente,
soja e milho a mais de 20 anos (informacao verbal dos proprietarios).

De acordo com a classificacdo de Koppen, o tipo climatico predominante nas
areas desses experimentos é a Cfa — subtropical umido mesotérmico. Caracterizado
pela predominancia de verdes quentes, com tendéncia a concentracdo de chuvas
neste periodo e, baixa frequéncia de geadas severas. (IAPAR, 1987).

Os dados de amplitude térmica e precipitacdo pluvial durante o periodo de
condugédo dos experimentos em Palotina/PR, foram registrados diariamente pelo
IAPAR de Palotina. Com estas informacdes, fornecidas pelo SIMEPAR, foi elaborado

a Figura 10, que se refere aos dois experimentos conduzidos a campo.
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Figura 10 — Representacdo da precipitacdo e temperaturas (min. e méax.) para o periodo referente ao
ciclo da cultura de soja, no Municipio de Palotina, na safra 2014/15.
Fonte: SIMEPAR (2015).
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O experimento Ill foi conduzido em uma propriedade rural situada nas
proximidades da rodovia PR 364, km 22, com localizacao exata nos graus de latitudes
e longitude, 24°22'22.2"S 53°41'35.8"W, respectivamente. A data de semeadura e
colheita deste experimento foram: safra 2014/15, 05/10/2014 e 06/02/2015,
respectivamente. O cultivar utilizado trata-se do SYN 1059 RR, com adubacdo no
sulco de plantio de 300 kg hectare! de 02-20-18. As sementes foram tratadas com
Standak Top (5 mL kg semente™). Durante o desenvolvimento da cultura, 0 manejo
fitossanitario foi conduzido pelos administradores da fazenda.

Ja o experimento IV foi realizado na fazenda Santa Rosa situada proxima
também a rodovia PR 364x, km 30, com localizacdo exata nos graus de latitudes e
longitude, 24°26'07.2"S 53°42'29.8"W respectivamente. A data de semeadura e
colheita foram: safra 2014/15, 23/09/2014 e 05/02/2015, respectivamente; O cultivar
utilizado trata-se do BMX Poténcia RR, com adubagé&o no sulco de plantio de 250 kg
hectare! de 02-20-18. As sementes foram tratadas com Standak Top (5 mL kg
semente!). Durante o desenvolvimento da cultura, o manejo fitossanitario foi
conduzido pelos administradores da fazenda.

As parcelas empregadas em ambos experimentos foram constituidas de seis
linhas de cinco metros de comprimento, com espacamento entre linhas de 0,45 cm. A
area considerada util em cada parcela possui 5,4 m?, sendo as quatro fileiras centrais,
descartando 1 metro para cada extremidade das fileiras.

Todas aplicactes foliares dos tratamentos foram realizadas com pulverizador
costal propelido a CO? a presséo constante de 2 BAR e vazdo de 0,65 litro minuto™,
equipado com barra contendo 6 ponta do tipo leque. Em velocidade de 1 metro
segundo e com uma altura de aplicacéo de 50 centimetros do alvo, podedendo atingir
uma faixa aplicada de 50 centimetros de largura, propiciando um volume de calda de
200 litros ha™.

Em relacdo ao manejo das aplicacdes foliares dos tratamentos, foram
conduzidas duas aplicacdes, sendo a primeira entre os estadios V5 e V6 e, a segunda
em R3. Para os dois experimentos a meia dose foi considerada 250 mL hectaree, a
dose cheia 500 mL hectare™.

As condi¢cGes ambientais e datas das aplicacbes dos tratamentos, foram:

No experimento lll, a primeira aplicacéo foi realizada dia 31/10/2014 (umidade
relativa (UR) = 48%; velocidade do vento (vv) = 3 km h-1; temperatura (T) = 25°C) e,
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a segunda aplicacéo foi conduzida dia 26/11/2014 (umidade relativa (UR) = 63%;
velocidade do vento (vv) = 4 km h-1; temperatura (T) = 27°C).

No experimento 1V, a primeira aplicacéo foi realizada dia 28/10/2014 (umidade
relativa (UR) = 78%; velocidade do vento (vv) = 4 km h-1; temperatura (T) = 24°C) e,
a segunda aplicacéo foi conduzida dia 29/11/2014 (umidade relativa (UR) = 63%;
velocidade do vento (vv) = 4 km h-1; temperatura (T) = 28°C).

Por fim, foram avaliadas nos dois experimentos a produtividade, em kg hectare

1 e, o peso de 1.000 (mil) grdos (Regras para Analise de Semente, 2009).

4.2.3 Delineamento e estatistica

O delineamento experimental para estes experimentos foi em blocos
casualizados, com quatro repeticdes. O objetivo do uso deste delineamento € eliminar
a variacdo residual e variacbes de natureza de heterogeneidade do material
experimental, isto é realizado subdividindo o material ou a area experimental em
fracbes mais uniformes e aplicando em cada uma delas todos os tratamentos, que
sao conhecidas por controle local ou por blocos. Em todos os blocos os tratamentos
sao aleatorizados, onde cada bloco corresponde a uma repeticdo dos tratamentos
(FERREIRA, 2000).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (Teste F) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, no programa
computacional Sisvar (UFLA, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 HIDROLISE ACIDA E ANALISE DE CARBONO ORGANICO

O efeito da concentracdo da solucao &cida, da temperatura e do tempo de
reacdo foram investigados na hidrélise da biomassa soélida de Kappaphycus alvarezii,
em uma concetracdo do substrato de 120 g L e, de acordo com a andlise de
regressao linear observou-se que os trés fatores influenciaram signficativamente na

obtencéo de carbono organico total (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de regressao linear, tabela anova e desvio padrdo dos residuos para os ensaios de
hidrélise

Fatores GL SQ QM Estat. F Pr>Fe
Conc. Sol. 4cida 1 12,075625 12,075625 16,69922213 0,00151
Temperatura 1 101,505625 101,505625 140,3707865 0.00056
Tempo 1 3,705625 3,705625 5,12445981 0,04292
Residuos 12 8,6775 0,723125

Desvio Padréo 0,850367568
dos Residuos
R2 0,931111475 R? Ajustado 0,913889344

O maior valor médio de carbono organico obtido foi de 12,6% média, observado
no ensaio 3 (denominado hidrolisado 1) com a concentracdo de solucdo de &cido
sulfirico, temperatura e tempo de reacdo, 0,2 M, 127°C e 15 minutos,
respectivamente. E, o segundo maior contetudo de carbono orgéanico, 11,6% em média
foi alcangado no ensaio 7 (denominado hidrolisado 2) com a concentracdo de solugéo
de &cido sulfarico, temperatura e tempo de reacao, 0,2 M, 127°C e 30 minutos,

respectivamente. Estes valores podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5. Médias dos contelidos de carbono organico total dos ensaios de hidrolise 4cida da biomassa
sélida de Kappaphycus alvarezii

Ensaios Solucéo acida (M) Temperatura (°C) Tempo (m) Carb. Org. (%)
1 0,2 100 15 6,95
2 0,4 100 15 5,8
3 0,2 127 15 12,6
4 0,4 127 15 10,25
5 0,2 100 30 6
6 0,4 100 30 4,85
7 0,2 127 30 11,6
8 0,4 127 30 9,3
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A variavel que mais influenciou foi a temperatura. Os ensaios realizados com o
maior nivel de temperatura (127 °C), apresentaram os maiores resultados no contetdo
de carbono organico. As outras duas variaveis demonstraram efeito contrario em
relacdo a média, onde nos menores nivel os resultados de carbono organico foram
maiores. O efeito da variavel concentragcdo da solucdo acida teve mais influencia que
a tempo de reacdo, todavia ambos né&o foram tdo expressivo quanto o fator
temperatura.

Possivelmente os resultados obtidos no trabalho coincidem com o relato de
Meinita et al., (2012), onde em hidrdlise da biomassa de Kappaphycus alvarezii o fator
tempetura em gradiente ascendente, influenciou diretamente proporcional a obtencéo
de galactose e de aclcares totais, que em ponto maximo foram superiora6,0 gL e
13,5 g L%, respectivamente. Ainda para Meinita, o efeito da concentracédo da solucéo
de acido sulfurico apresentou-se superior na avaliagdo da quantidade de galactose e
acucares totais, quando utilizados em menores valores. E, a variavel tempo de reacéo
nao demonstrou significativa direnca na identificacdo destes compostos, entre 0s
niveis testeados nos experimentos. Vale ressaltar que Meinita et al., (2012)
alcancaram estes resultados utilizando 30 g L* de substrato (biomassa sélida da
alga).

Outro relato cientifico que também pode estar a favor dos resultados obtidos
no trabalho € o de Scheliga (2013), que verificou uma maior influéncia do parametro
temperatura na eficiéncia da hidrélise e na obtencdo de galactose, em comparacéo
com as variaveis tempo de reacdo, concentracdo de &cido sulfdrico e concentracédo
do substrato (carragenana brutra). Os maiores efeitos foram observados nos ensaios
realizados nas maiores temperaturas e, o ensaio 6timo foi observado em uma
temperatura de 120 °C, tempo de 60 minuto, concencetracdo de &cido sulfarico de
0,8%, carragenana bruta em 100 g L, que proporcionaram uma obtencéo de 22,92 g
Lt de galactose.

Apesar das temperaturas mais elevadas serem favoraveis, o planejamento
deste estudo tem como nivel maximo o valor de 127°C, devido aos relatos dos
trabalhos prévios de Meinita, Hong e Jeong (2012), Menita et al., (2012) e Tan, Lam
e Lee, (2013), que realizaram a hidrdlise acida de carragenana de Kappaphycus
alvarezii a 130°C por 15 minutos. Todavia devido limite fisico da autoclave utilizada, a

temperatura maxima dos experimentos foi de 127,5 °C.
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Ainda que néo tenha sido realizado a identificagdo das quantidades de
oligossacarideos e/ou monossacarideos das biomassas hidrolisadas do presente
trabalho, ao identificar o contetdo de carbono orgéanico total, sugere-se que um maior
conteudo de acucares solaveis, como a galactose, estejam presentes. Isto pode
acontecer devido a facilidade da coleta destes compostos, considerando que a fracao
soluvel esteja em maior proporcao em relagéo a fragdo solida ndo soluvel. Assim, os
resultados obtidos apresentam relativa similaridade com os relatos de hidrdlise acida
da biomassa de K. alvarezii disponiveis na literatura.

No contexto da presente pesquisa, existe a interpretacdo da tendéncia ao
atendimento das exigéncias técnicas do MAPA para reconhecimento destes
compostos como fertilizante organico, principalmente no que diz respeito ao contetudo
de carbono organico. Com base nos resultados obtidos, utilizando uma biomassa
hidrolisada com aproximadamente 12% de carbono organico, em mistura com o
extrato liquido com cerca de 1% de carbono orgénico, com 1/4 de biomassa
hidrolisada (25% da mistura), pode-se obter um composto com 4% de carbono
organico. E, com 3/4 da biomassa hidrolisada (75% da mistura) pode-se obter um
composto com mais de 9% de carbono orgéanico, o que pode supostamente poderia
atender a legislacédo neste requisito.

Para além disso, outra questao em andlise no trabalho e, que também auxiliou
na determinacao das porcentagens de duluicdes da biomassa hidrolisa com o extrato
liquido, € a possivel atividade biolégica em sistemas vegetais de compostos gerados

neste processo, que podem apresentar-se em efeitos positivos e/ou negativos.

5.2 TRATAMENTO DE SEMENTE

Os tratamentos realizados nao influénciaram significativamente (P < 0,05) a
percentagem de germinacdo no experimento | e Il (Tabela 6 e 7). Contudo, vale
ressaltar que existem varios fatores que podem afetar a absorcéo de bioativos pelas
sementes. Tratando-se de horménios e reguladores vegetais, os resultados
dependem fundamentalmente da concetracdo dos fitohormdnios, a relacdo entre
esses compostos, a superficie de contato da semente, a quantidade de agua e a

concetragdo da solucdo, além de fatores abioticos que podem influenciar nos efeitos
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e eventos fisiolégicos nas sementes (BUCHANAN et al., 2001; MOTERLE et al.,

2011).
Tabela 6. Andlise de variancia para a variavel percentagem de germinacdo, sob os tratmentos do
experimento |
FV GL SQ QM F Pr>Fe
Blocos 3 769.5833 256.5277 0.0397
Trat 11 266.2500 24.2045 0.293 0.9827
Erro 33 2725.4166 82.5838
Total 47 3761.25
Média 76.625
CV (%) 11.86
Tabela 7. Andlise de variancia para a variavel percentagem de germinagéo, sob os tratmentos do
experimento Il
FV GL SQ QM F Pr>Fe
Blocos 3 536.9166 178.9722 0.0400
Trat 11 204.9166 18.6287 0.323 0.9751
Erro 33 1906.0833 57.7601
Total 47 2647.9166
Média 76.2916
CV (%) 9.96

Os resultados do comprimento da parte aérea das plantulas no experimento |,

de acordo com andlise de variancia, apresenta efeito positivo em algum dos

tratamentos realizados (Tabela 8).

Tabela 8. Analise de variancia para a variavel comprimento da parte aérea do experimento |

FV GL SQ QM F Pr>Fe

Blocos 3 4.5585 1.5195 0.029
Trat 11 18.3943 1.6722 6.295 0.000
Erro 33 8.7659 0.2656
Total 47 31.7188
Média 9.4864
CV (%) 5.43

Apoés a analise de comparacao das médias no teste de Tukey, em relacéo ao
tratamento controle TO observa-se que, com excessao dos tratamento T1, T2 e T3,
todos os tratamentos apresentaram diferenca estatistica, onde o tratamento T10
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apresentou maior diferenga numérica. Contudo, quando os tratamentos derivados de
Kappaphycus alvarezii sdo comparados entre si, com excessao do tratamento T3 que
difere do tratamento T10, todos os tratamentos ndo apresentam difenca estatistica.
Este resultado pode sugerir que as menores doses de extrato liquido desempenham
melhores func¢des para esta variavel, ja que o tratamento T3 que possui a maior dose
de extrato liquido apresentou o menor efeito e, o tratamento T10 que possui a menor
dosagem real de extrato liquido, apresentou o maior efeito observado no experimento.
A testemunha positiva, o tratamento T1 (Stimulate® - 5 mL kg?'), ndo apresentou
diferenca estatistica em relagcdo a testemunha negativa e nenhum outro tratamento.

Conforme pode-se observar na Figura 11, abaixo.
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Figura 11 - Valores médios do comprimento de parte aérea (cm) de plantulas de soja, sob aplicacfes
dos tratamentos do experimento |I.

No experimento Il os resultados dos comprimentos das partes aéreas das
plantulas, de acordo com andlise de variancia, também demonstrou efeito positivo em

algum dos tratamentos realizados, como pode ser observado na Tabela 9.
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Tabela 9. Andlise de variancia para a variavel comprimento da parte aérea do experimento |l

FV GL SQ QM F Pr>Fe
Blocos 3 1.7456 0.5818 0.2539
Trat 11 24.4314 2.2210 5.427 0.0001
Erro 33 13.5066 0.4092
Total 47 39.6837
Média 13.8120
CV (%) 4.63

Em andlise de comparacgédo entre as médias, no teste de tukey, o tratamento
controle TO apresenta-se diferente estatisticamente de todos os outros tratamentos,
com excecdo T1, T2 ,T3 e T7. Porém, quando os tratamentos derivados de
Kappaphycus alvarezii sdo comparados entre si, nenhum dos tratamentos
apresentam difenca estatistica. Este resultado também pode sugerir que as menores
doses de extrato liquido desempenham melhores incrementos para esta variavel, ja
que o tratamento T3 que possui a maior dose de extrato liquido apresentou 0 menor
efeito numérico quando comparados com outros tratamentos com menores doses de
extrato e, ndo difere estatisticamente da testemunha negativa. A testemunha positiva,
o tratamento T1 (Stimulate® - 8 mL kg?), ndo apresentou diferenca estatistica em
relacdo a testemunha negativa e nenhum outro tratamento. Conforme pode-se

observar na Figura 12, abaixo.
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Figura 12 - Valores médios do comprimento de parte aérea (cm) de plantulas de soja, sob aplicacbes
dos tratamentos do experimento Il
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No que se refere aos resultados das avaliacbes do comprimento da raiz
primaria no experimento |, de acordo com anélise de variancia, algum dos tratamentos

realizados apresentou diferenca estatistica, conforme detalhado na Tabela 10.

Tabela 10. Andlise de varidncia para a variavel comprimento de raiz primaria do experimento |

FVv GL SQ QM F Pr>Fe
Blocos 3 1.6853 0.5617 0.1522
Trat 11 14.9016 1.3546 4,532 0.0004
Erro 33 9.8637 0.2989
Total 47 26.4506
Média 17.7746
CV (%) 3.08

ApoOs a andlise de comparacao das médias no teste de Tukey, com excecao
dos tratamento T6 e T10, todos os outros tratamentos ndo diferiram estatisticamente
do tratamento testemunha negativa TO. Este resultado sugere que as menores doses
de extrato liquido apresentam os melhores resultados para esta variavel, ja que o
tratamento T6 e T10 s&o os dois tratamentos com menor dose real do extrato. O
tratamento T1 (Stimulate® - 5 mL kg?') ndo apresentou diferenca estatistica com

nenhum dos outros tratamentos. Conforme pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13 - Valores médios do comprimento da raiz priméaria (cm) de plantulas de soja, sob
aplicacbes dos tratamentos do experimento .
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No experimento Il, tratando-se da variavel comprimento de raiz priméria, de
acordo com analise de variancia, os tratamentos apresentam-se diferentes

estatisticamente, conforme ilustrado na Tabela 11.

Tabela 11. Andlise de variancia para a variavel comprimento de raiz primaria do experimento |l

FV GL SQ QM F Pr>Fe
Blocos 3 7.01648 2.338829 0.1413
Trat 11 47.4212 4311019 3.588 0.0021
Erro 33 39.64779 1.201448
Total 47 94.0854
Média 20.1793
CV (%) 5.43

Em analise de comparacdo das médias no teste de Tukey, com excecdo dos
tratamento T1 e T2, todos os outros tratamentos ndo diferiram estatisticamente do
tratamento testemunha negativa TO. Entre os tratamentos derivados de alga, os
anicos tratamentso que diferem estatisticamente entre estes é o T3 que € o tratamento
com maior dose de extrato liquido puro e, 0 T2 que € o tratamento com a menor dose
de extrato liquido puro. Este resultado sugere que as menores doses de extrato liquido
apresentam os melhores resultados para esta variavel, ja que o tratamento T2
apresentan-se numericamente maior que 0s outros tratamentos. O tratamento T1
(Stimulate® - 8 mL kg') apresentou diferenca estatistica apenas em relacdo ao

tratamento testemunha negativa TO. Conforme pode ser observado na Figura 13.
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Figura 14 - Valores médios do comprimento da raiz priméaria (cm) de plantulas de soja, sob

aplicacfes dos tratamentos do experimento 1.
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De maneira geral, ndo foi possivel mensurar a influéncia dos tratamentos
derivados misutra do extrato liquido com a biomassa hidrolisada nos parametros de
crescimentos avalidados. Isto deve-se, principalmente, pela baixa variacdo dos
resultados obtidos. Porém, foi possivel observar que, em geral, os melhores
resultados obtidos nestas variaveis, foram com os tratamentos que possuiam as
menores doses de extrato liquido.

Considerando o conteudo de giberelina e citocinina do extrato liquido, estes
resultados vém de encontro com o relato de Moterle et al., (2011) que verificaram 0
aumento do comprimento da parte derea de plantulas de soja tratadas com Stimulate,
nas doses de 291,1 e 355,2 mL/ kg de semente. Outro relato cientifico favoravel é de
Santos (2009), onde este mesmo biorregulador vegetal foi capaz de promover o
crescimento inicial de plantas de soja, aumentando a altura média. E também de
Wang et al.,, (2008), que observaram o retardamento da emergéncia e no
desenvolvimento inicial de plantulas de soja quando tratadas em doses elevadas de
giberelina e citocinina, o que pode estar relacionado com os melhores resultados em
menores doses e contetdo do extrato liquido.

Ja de acordo com Leite, Roselem e Rodrigues (2003), a emergéncia das
plantas de soja e o comprimento das raizes foram reduzidos com o tratamento de
sementes com giberelina e citocinina, contudo com o decorrer do experimento a
diferenca no crescimento radicular desapareceu. E, Klahold (2005) relata que o
bioregulador a base de citocinina, auxina e giberelina via semente ndo promoveu
alteracBes nas variaveis de crescimento iniciais na cultura de soja.

Tratando-se do contetdo de auxina do extrato liquido, Taiz e Zeiger (2004)
citaram que esta classe de hormbnio pode aumentar na taxa de crescimento celular.
Isso acontece pela biossintese e agdo da auxina em enzimas sobre a presséo de
turgor e afrouxamento bioquimico da parede celular, 0 que pode gerar uma maior
expansao celular. Porém, eventualmente ao chegar o maximo comprimento de
expansao celular possivel, os biorreguladores contendo auxina podem provocar efeito
toxico, devido modulacao positiva ha biossintese de etileno pela sua alta concentracéo
na planta (MOTERLE et al., 2011).

Segundo Vieira (2005), existe relativamente pouca evidéncia de que tais
substéancias reguladoras do crescimento funcionem como uma chave regulatdria na

emergéncia da raiz primaria. Castro e colaboradores (2008) relatam que o tratamento
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de sementes com bioestimulante ndo proporciona maior crescimento das raizes das
plantas de soja.

No entanto, Mortele (2011) relatou que o bioregulador Stimulate® pode ter
influenciado positivamente nas reacdes metabdlicas e, de certa forma, estimulou o
crescimento das radiculas, principalmente nas doses mais elevadas, o que vem de
encontro com o resultado do experimento Il, para esta variavel. De acordo com Coll e
colaboradores (1992), a radicula geralmente, € o primeiro ponto de crescimento
formado pela semente, além de ser sitio de sintese e de liberagcdo de horménios
vegetais, como a auxina, a qual € muito sensivel em baixas concentracdes, e,
segundo Vieira (2005), o crescimento e o desenvolvimento mais rapido do que o do
hipocotilo, por isso pode apresentar mais facilidade em interagir com esta classe de
produtos.

Uma possivel resposta para a contradicao desses resultados é a diferenca na
sensibilidade de cada cultivar, onde a auxina presente no biorregulador utilizado pode
ter influenciado na formacao das raizes secundarias, em detrimento do crescimento
da raiz primaria. (MORTELE et al., 2011). Desta forma, Hartmann e Kester (1983)
também afirmaram que o uso de reguladores de crescimento para induzir o
enraizamento difere em sua acéo de acordo com a espécie e com o cultivar, enquanto
algumas espécies enraizam muito melhor com a sua aplicagdo, outras respondem
fracamente ou ainda adversamente.

Por fim, em relacdo a variavel producédo de biomassa seca néao foi verificado
diferenca estatistica em nenhum dos dois experimentos, conforme pode-se observar
na Tabela 12 e 13, respectivamente.

Tabela 12. Andlise de variancia para a variavel biomassa seca (g plantulal), sob os tratamentos do
experimento |

FV GL SQ QM F Pr>Fe

Blocos 3 0.000167 0.000056 0.1372
Trat 11 0.000319 0.000029 1.028 0.4449
Erro 33 0.000932 0.000028

Total 47 0.001418

Média 0.1489

CV (%) 3.57
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Tabela 13. Andlise de variancia para a variavel biomassa seca (g plantula), sob os tratamentos do
experimento Il

FV GL SQ QM F Pr>Fe

Blocos 3 0.000082 0.000027 0.2466
Trat 11 0.000201 0.000018 0.964 0.4959
Erro 33 0.000625 0.000019

Total 47 0.000908

Média 0.144577

CV (%) 3.01

Leite, Roselem e Rodrigues (2003), observaram que a adi¢cdo via semente de
giberelinas e citocininas exdgenas em diferentes cultivares de soja, ndo contribuiu
para o0 aumento da matéria seca da raiz e que a associacao de giberelina e citocinina
tendeu a diminuir os efeitos da giberelina. Da mesma forma, Valio e Schwabe (1978)
observaram interagdo ndo harmoniosa entre a acido giberélico e cinetina em
tratamento de semente de soja para incrementacdo da massa seca.

Contudo, resultados obtidos por Santos (2009) relatam o fato contrario, onde o
biorregulador aplicado diremente na semente de soja proporciona incrementos
significativos na massa seca de raiz das plantulas de soja. Para além disso resultados
obtidos por Vieira e Castro (2001) demonstram que a dosagem de 4,1mL/ kg semente
do biorregulador Stimulate em soja incrementou os valores de massa da matéria seca
de plantulas.

O fato dos tratamentos com extrato de alga marinhas e do tratamento
testemunha postiva (T1) ndo afetarem, neste caso, a percentagem de germinacao e
a biomassa seca, mas afetarem as variaveis de crescimento por exemplo, pode ser
explicado pela sensibilidade dos tecidos e também pelo efeito cumulativo dos
fitormonios. Também vale destacar que , em compara¢ao com a germinacao no solo,
a planta aumenta sua superficie de contato e pode absorver, com maior eficiéncia, as
substancias diluidas na solug¢éo do solo (MORTELE et al., 2011).

Outra questao associada a desigualdade dos resultados em relacdo a outros
trabalho, principalmente em comparacao com o bioregulador Stimulate®, € a diferenca
na origem, no conteudo e nas propor¢cdes de hormonios vegetais. Apesar de
possuirem basicamente as mesmas classes de horménios vegetais (citocininas,

giberelinas e auxinas), o bioregulador utilizado como testemunha positiva nos ensaios
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é de origem sintética e, o extrato de alga de origem organica. Para além disso, as

quantidades e propor¢des entre esses compostos também sao diferentes.

5.3 PULVERIZACAO FOLIAR

Os resultados da variavel peso de mil gréos (g) obtidos nos experimentos de

pulverizacdo foliar a campo (lll e 1IV), de acordo com analise de variancia, nao

apresentaram diferenca estatistica (P<0,05), conforme detalhado nas Tabelas 14 e

15.

Tabela 14. Andlise de variancia para a variavel peso de mil graos (g), sob os tratamentos do

experimento Ill

FV GL SQ QM F Pr>Fe

Blocos 3 38.703465 12.901155 0.0119
Trat 11 12.510675 1.137334 0.376 0.9564
Erro 33 99.782406 3.023709

Total 47 150.996546

Média 150.6712

CV (%) 1.15

Tabela 15. Andlise de variancia para a variavel peso de mil graos (g), sob os tratamentos do

experimento 1V

FV GL SQ QM F Pr>Fe

Blocos 3 67.366386 22.455462 0.1386
Trat 11 58.114122 5.283102 0.462 0.9133
Erro 33 377.317940 11.433877
Total 47 502.798448

Média 139.2199

CV (%) 2.43

Em andlise da variavel produtividade (kg hectare) no experimento Ill, alguns

dos tratamentos realizados apresentaram diferenga estatistica (P<0,05), como

observado na Tabela 16.
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Tabela 16. Andlise de variancia para a variavel produtividade (kg hectare), sob os tratamentos do
experimento Il

FV GL SQ QM F Pr>Fe
Blocos 3 18269.041506  6089.680502 0.1661
Trat 11 233671.869323 21242.897211 6.284 0.0000
Erro 33 111554.217919  3380.430846
Total 47 363495.128748
Média 4300.9227083
CV (%) 1.35

ApOs a andlise de comparacao das médias no teste de Tukey, verificou-se que
apenas o tratamento T1, testemunha positiva (Stimulate® - 500 mL hectare™)
apresentou diferenca estatistica quando comparado com o tratamento TO, testemunha
negativa. Porém, os tratamentos T2, T3 e T9 ndo apresentaram diferenca estatistica
gquando comparado com o tratamento T1. Este resultado pode sugerir que 0s
tratamentos com maiores, possuem maior potencial para incremento de
produtividade, no contexto deste experimento, ja que T3 é o tratamento com maior
dose de extrato liquido e o T9 dentre os tratamentos com mistura da biomassa
hidroliasda, € um dos tratamentos com maior dose real de extrato liquido. Conforme

pode-se observar na figura 15.
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Figura 15 - Valores médios de produtividade (kg/hectare), sob aplica¢des dos tratamentos do
experimento Il
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No experimento IV, de acordo com a andlise de variancia, alguns dos
tratamentos realizados apresentram efeito na variavel produtividade (kg hectare™),

conforme apresentado na Tabela 17.

Tabela 17. Andlise de variancia para a variavel produtividade (kg hectare?), sob os tratamentos do
experimento IV

FV GL SQ QM F Pr>Fe

Blocos 3 4605.4792 1535.1597 0.6733
Trat 11 178378.9434  16216.2675 5.464 0.0001
Erro 33 97946.03 2968.0615

Total 47 280930.4526

Média 3760.2827

CV (%) 1.45

Apbs a analise de comparacgéo das médias no teste de Tukey, assim como no
experimento anterior, verificou-se que apenas o tratamento T1, testemunha positiva
(Stimulate® - 500 mL hectare!) apresentou diferenca estatistica quando comparado
com o tratamento TO, testemunha negativa. Porém, os tratamentos T2, T3, T5 eT9
nao apresentaram diferenca estatistica quando comparado com o tratamento T1. Este
resultado também pode sugerir que os tratamentos com maiores, possuem maior
potencial para incremento de produtividade, no contexto deste experimento, ja que T3
€ o tratamento com maior dose de extrato liquido e os tratamentos T5 e T9 séo 0s
tratamentos com mistura da biomassa hidroliasda com maior dose real de extrato

liquido.

Valores médios de produtividade (kg hectare?)
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Figura 16 - Valores médios de produtividade (kg hectare), sob aplicacGes dos tratamentos do
experimento V.
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Em relacdo aos tratamentos derivados da misutra do extrato liquido com a
biomassa hidrolisada, n&o foi possivel mensurar a influéncia desses nos parametros
de producédo avaliados nos experimento Ill e IV. Todavia, foi possivel observar que,
em geral, os melhores resultados obtidos nestas variaveis, foram com os tratamentos
que possuiam as maiores doses de extrato liquido.

Diante dos resultados previamente discutidos, existe relativa similaridade em
relacdo ao relato de Rathore e colaboradores (2009), onde estudaram o efeito da
pulverizacdo do extrato liquido de Kappaphycus alvarezii na cultura de soja em teste
a campo e, o maior resultado no rendimento de graos foi alcangado com o tratamento
que possuia 0 maior conteudo desta biomassa, sendo 15 % (v/v).

Outro trabalho compativel com os resultados obtidos nestes experimentos de
pulverizacao foliar, é o elaborado por Zodape et al., (2009) quando avaliaram o extrato
liquido da alga na cultura de trigo e, observaram um incremento do rendimento de
graos para aquele tratamento, também, com maior conteldo desta biomassa liquida.

Além desses relatos, ainda mais recenmente, Pramanick et al., (2014)
obtiveram um aumento do crescimento, produtividade e absor¢édo de nutrientes pelas
culturas de arroz, batata e grama verde, em sequéncia, também com o uso do
tramamento com maior contetdo de extrato liquido avaliado no estudo (15% v/v).

Comparando os resultados de incremento de produtividade obtidos no
presente trabalho, com os relatos na literatura do uso via aplicacdo foliar do
Stimulate®, pode-se encontrar relativa similaride. Isto pode ser observado no trabalho
de Bortolin et al., (2010), que avaliaram a eficiéncia deste bioregulador na cultura de
soja via foliar em trés estadios de desenvolvimento, sedo um estégio vegetativo (V5)
e, dois reprodutivos (R1 e R5) e, verificaram um incremento no nimero de vagens por
planta e produtividade de grdos numa dosagem de 250 mL hectare do produto. E,
segundo Carvalho, Viecelli e Almeida (2013), em avaliacdo da produtividade e o
desenvolvimento da cultura da soja, atraves da aplicacao do regulador de crescimento
vegetal Stimulate® via foliar, nos mesmos estadios de desenvolvimento do trabalho
citado anteriormente, a dosagem de 1,0 L hectare resultou na maior massa de 1000

graos e produtividade (kg hectare™).
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o extrato de Kappaphycus
alvarezii pode auxiliar no incremento de parametros de crescimento quando usado via
tratamento de semente na cultura de soja, onde aparentemente menores doses
apresentam melhor eficiéncia. Dentre os tratamentos realizados no expermento |, 0s
melhores incrementos de comprimento de parte aérea e raiz primaria podem ser
atribuidos aos tratamentos T6 e T10 (2,5 mL mL kg de semente™), que possuem dose
real do extrato liquido de 0,625 mL kg de semente. E, no experimento Il para os
mesmos parametros de crescimento, também destaca-se as menores doses como
mais efetivas, pois apesar da maiora dos tratamentos com alga ndo apresentaram
diferenca estatistica quando comparados com a testemunha negativa, numericamente
o tratamento que apresentou menor incremento foi o T3, com maior dose de extrato
liquido, sendo de 8 mL kg de semente™.

Na tecnologia de aplicacao via pulverizacao foliar, o extrato de Kappaphycus
alvarezii pode auxiliar no incremento de parametros de producao na cultura de soja,
onde aparentemente maiores doses aprensetam melhor eficiéncia. De acordo com os
resultados obtidos nos experimentos Il e IV na avalicdo de produtividade, apesar dos
tratamentos com biomassa de alga ndo apresentarem diferenca estatistica quando
comparados com a testemunha negativa, numericamente os melhores resultados
foram obtidos com o tratamento T3, com maior dose de extrato liquido, sendo de 500
mL hectarel. E, além disso, este tratamento ndo apresentou diferenca estatistica
guando comparo com a testemunha positiva, tratamento T1, que foi o melhor resultado
obtido no incremento de produtividade em ambos experimentos.

De maneira geral, ndo foi possivel verificar a influéncia real da biomassa
hidrolisada em mistura com o extrato liquido de Kappaphycus alvarezii.

Por fim, o uso do extrato liquido de puro de Kappahychus alvarezii, cultivada
no litoral brasileiro, apresentou-se interessante para um possivel incremento no
comprimento de plantulas de soja em seu desenvolvimento inicial. Contudo, faz-se
necessario mais estudos para determinacao da melhor posicionamento agricola a ser
adotado.

Espera-se que os dados obtidos neste trabalho sirvam como suporte para

futuras pesquisas que objetivem a hidrélise acida da biomassa de Kappahycus
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alvarezii e o uso agricola deste material e do extrato liquido. Sobretudo, também é
esperado que os resutaldos colaborem para o possivel uso desta macroalga na

agricultura brasileira, tornando-a mais sustentavel ambiental e economicamente.
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