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Resumo

COMPREENDENDO O PAPEL DA MELAMINA (CsHeNs) NO CAMINHO DE
DEGRADAC}AO DE COMPOSITOS FERTILIZANTES CONTENDO UREIA. Este
trabalho propbés um estudo de novos compdsitos fertilizantes que possuem melamina
em sua composi¢ao, uma molécula de alto teor de nitrogénio (66% massa total) porém
recalcitrante, observando fatores que possam influenciar na liberacao efetiva de seu
N como nutriente. Foram estudados compdsitos com matriz de amido termoplastico
(TPS) de ureia e melamina, para aplicacdo de fertilizantes. Os compdsitos
(TPS:Ur:Mel 1:2 e TPS:Ur:Mel 2:1) produzidos foram caracterizados por difratometria
de raios X, absorcéo na regidao do infravermelho e microscopia eletrénica de varredura
e testados com presenca de micro-organismos para estudar o comportamento frente
a presenca da melamina. Todas as caracterizagbes indicaram a sinergia entre 0s
precursores no processo de extrusdo. Os testes de liberacdo de ureia mostraram
resultados superiores para os compdésitos comparativamente com a ureia pura. Além
destes, testes com adicdo dos micro-organismos Trichoderma Harzianum e
Acidovorax Citrulli levaram a um melhor entendimento no processo de biodegradacéo
da melamina. Assim como esperado 0 uso dos micro-organismos acelerou as
liberagBes, mas desempenhou um papel importante a termo de comparacdo com o
uso em solos sem condi¢cdes controladas. Os micro-organismos se adaptaram a
presenca da melamina e os resultados quantitativos de liberacéo de gases de amonia,
amoOnio e nitrato indicaram que provavelmente o processo de degradacdo da
melamina foi iniciado. Tais ensaios ressaltaram a eficiéncia do uso de micro-
organismos para que o N presente na melamina seja acessivel, e corroboraram a
capacidade de liberacdo controlada dos compdsitos poliméricos sintetizados com

matriz de amido.

Palavras chaves: Nitrogénio, Melamina, Compésito nitrogenado, Degradacéao

biologica.
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Abstract

UNDERSTANDING THE ROLE OF MELAMIN (C3H6N6) IN THE PATH OF
DEGRADATION OF FERTILIZER COMPOUNDS CONTAINING UREA. This work
proposed a study of new fertilizer composites that have melamine in their composition,
a molecule with high nitrogen content (66% total mass) but recalcitrant, observing
factors that may influence the effective release of its N as a nutrient. Composites with
thermoplastic starch matrix (TPS) of urea and melamine were studied for fertilizer
application. The composites (TPS:Ur:Mel 1:2 and TPS:Ur:Mel 2:1) produced were
characterized by X-ray diffraction, infrared absorption and scanning electron
microscopy. All characterizations indicated the synergy between the precursors in the
extrusion process. Urea release tests showed superior results for composites
compared to pure urea. In addition to these, tests with the addition of the
microorganisms Trichoderma Harzianum and Acidovorax Citrulli led to a better
understanding of the melamine biodegradation process. As expected, the use of
microorganisms accelerated releases, but played an important role in terms of
comparison with the use in soils without controlled conditions. The microorganisms
adapted to the presence of melamine and the quantitative results of the release of
ammonia, ammonium and nitrate gases indicated that the melamine degradation
process was probably initiated. These tests highlighted the efficiency of using
microorganisms so that the N present in melamine is accessible, and corroborated the

controlled release capacity of polymeric composites synthesized with a starch matrix.

Key words: Nitrogen, Melamine, Nitrogen composite, Biological degradation.
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1. Introducéo

O crescimento populacional desenfreado tem sido motivo de
preocupacao mundial. Estima-se que o aumento da populacéo é de 1,05% ao ano, ou
seja 81 milhdes de pessoas por ano. (Worldometers, 2021). Tal fato leva a
preocupacdo de que a cada dia fica mais dificil produzir alimento suficiente. A
producdo alimenticia enfrenta desafios diversos, como por exemplo, condi¢cdes
meteoroldgicas extremas, reducdo de recursos hidricos, limitacdo e esgotamento do
solo, entre outras.[1,2] Por isso, € necessario que se busque alternativas para

aumentar a producao alimenticia sem gerar impactos posteriores.

Os fertilizantes e suas subclasses (biofertilizantes, fertilizantes
inteligentes, fertilizantes de liberac&o lenta e prolongada) sao fundamentais para que
seja possivel produzir mais alimentos. No entanto quando esses fertilizantes séo
aplicados eles sofrem volatilizacdo e perdas que geram prejuizos.[3] Entre os
nutrientes incluidos em fertilizantes, o nitrogénio (N) é de suma importancia devido a
sua atuacao diretamente na clorofila e crescimento das plantas.[4] Uma vez utilizados,
esses fertilizantes sdo mineralizados por agdo de micro-organismos presentes no
solo. Com advento na atividade biolégica, a acdo dos micro-organismos pode ser
distinta, dependendo da fonte de nitrogénio presente no fertilizante. Em estudos
recentes, foi demonstrado que fertilizantes nanocompdsitos utilizando a melamina
apresentam perfil de liberacéo lenta de N diminuindo as perdas por volatilizagdo.[5] A
melamina possui alto teor de N, porém é reconhecida por sua baixa mineralizacéo.
Devido a isso, € necessario entender a integracdo dos micro-organismos com a

melamina, pois estes sdo responsaveis pela degradacao desse composto.

Este estudo avaliou preliminarmente a acdo de dois micro-organismos,
o fungo Trichoderma harzianum, que ja € conhecido por sua eficiéncia biologica e
portanto deve estar presente na microbiota do solo, e a bactéria Acidovorax citrulli
presente em doenca de meloeiro e que ja vem sido estudada na degradacdo da
melamina. Através de ensaios avaliando o N presente, buscou-se entender como
esses micro-organismos deslocam as condi¢cGes quimicas de equilibrio das formas de

N disponiveis para as plantas.



Desta forma espera-se que uma melhor compreensdo do papel da
melamina torne possivel o uso desse composto em fertilizantes com alto teor de N

disponivel.



2. Referencial Tedrico

2.1 Fertilizantes nitrogenados

Os fertilizantes sdo compostos por nutrientes essenciais para melhoria
do solo e da planta. Os nutrientes presentes sao classificados em macronutrientes;
nitrogénio (N), potassio (K), fosforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S), e

micronutrientes: boro, zinco, cobre, manganés, ferro, molibdénio, niquel e cloro.[6]

O nitrogénio é essencial, sendo necessario em grandes proporcées e
perdendo apenas para o0 consumo de oxigénio, carbono e hidrogénio. Quando
associado na agricultura ele pode ser um fator limitante para a producdo. Embora o
nitrogénio seja um elemento comum e esteja presente em 78% da atmosfera, como
N2, ele ndo pode ser assimilado devido a presenca de um tripla ligacdo estavel. H4
diferentes formas de assimilacéo de nitrogénio, conhecido como ciclo do nitrogénio.
Entre essas € importante citar a fixacdo biolégica através de micro-organismos e a
fixacdo de N atmosférico que ocorre pelas chuvas e relampagos.[7] Esses e outros

processos da assimilacdo do N podem ser vistos na Figura 2.1.



Atmosfera
N5, N,0,NO,., NH3

Fixacio simbi6ti Alimentagdo
IXag¢ao simplotica o ~
T mutos origem \Volatilizagdo NH;
P & animal
eposi¢ao
De N
Absorga Gases NH,
P animal i,
. _
’oé, Fezes N- proveniente de

OJ‘Gases NH3 agriculuras

Solo
Residuos

C Vegetal Animal
a\ ] A
© Matéria organica
—o

o

©

Microrganismos N'tr'f'cétfao ‘3
Imobilizagdo Mineralizagéa desnitrificagao

Nitrogénio mineral .
NH; ,NO;,NOZ

Ny

Nitrificacdo n

Intemperismo Fixacdo

i

<

Nitrogénio indisponivel

FIGURA 2.1: Ciclo do nitrogénio. Adaptado por FOLLETT 2008[8]

Devido a processos lentos que ocorrem naturalmente, e também a
perdas por lixiviacdes, € de suma importancia a complementacdo desse nutriente
através de aplicacdo de fertilizantes nitrogenados. Segundo dados da Secretaria de
Assuntos Estratégicos da Presidéncia da Republica, a importacéo de fertilizantes em
2018 aumentou 4% em relacdo a 2017, sendo 35% relativo a fertilizantes

nitrogenados, o que é equivalente a 8,77 milhdes de toneladas.[9]

O uso mais comum de adubacéo incluindo o nitrogénio é a amonia e
seus derivados, como a ureia ((NH3)2CO), sais de amonio e seus nitratos. A ureia tem
consideravel teor de N e facilidade na aplicagéo, e devido a isto se tornou a fonte mais
comum de nitrogénio atendendo uma enorme demanda mundial.[10] A ureia é obtida

através de uma reagao entre o gas carbonico (CO2) e a amonia (NHz), sob presséo e



temperatura controladas (Equacéo 1). Quando a ureia é adicionada no solo, ela é
hidrolisada pela acdo das enzimas urease (Equacdo 1.1). Em uma segunda etapa,
apos a hidrolise em NH4*, essa passa por um processo de nitrificagédo. (Equacdes 1.2
e 1.3):[11]

CO, + 2NHy S (NH3),CO + H,0 (1)

(NH,),CO + 3H,0 ——5 2NH} + HCO; + OH~ (1.1)
NH{ +30, » NO; + 2H* + H,0 (1.2)
NO; +30, » NO3 (1.3)

Analisando a absorcdo de N pela planta, calcula-se que & absorvido
apenas 50 a 70%, o que pode gerar baixa produtividade e prejuizos econdmicos. Uma
das perdas que geram maiores impactos é pela volatilizagdo de nitrogénio na forma
de amonia ou oxidos nitrosos (principalmente N2O). Tais perdas podem variar de 40%
até 80% no caso de situacOes drasticas, apos a aplicacédo da ureia, o que reduz sua
eficiéncia.[12] Além de afetar drasticamente a producdo e a economia, perdas de N
podem gerar danos ambientais. Tais impactos negativos, como a poluicdo da
atmosfera e a contaminacdo dos sistemas aquaticos deve-se ao excesso desse
nutriente no solo. Por isso, fica a constante busca por aprimoramento dos fertilizantes
e controle da aplicacdo, buscando minimizar os maleficios e tentando atingir a
capacidade méaxima de producdo sem danos ambientais. Muitas sdo as estratégias
gue podem ser aplicadas para reducdo de perdas. Ressalta-se entre estas 0 uso
correto dos recursos hidricos, a incorporacdo adequada dos fertilizantes ao solo, o
parcelamento da adubacao, uso de aditivos de estimuladores bioldgicos e estercos, a
adicdo de outros nutrientes como fertilizantes nitrogenados sollveis, sequéncias de

culturas e uso de fertilizantes de liberag&o controlada e/ou prolongada. [13]



Como j&4 mencionado anteriormente, as perdas geradas tanto pela
lixiviagdo e volatilizacdo destacam a importancia em controlar a quantidade aplicada
de nitrogénio visando maior produtividade, menor impacto ambiental e prejuizos
econdmicos. Logo, € importante a busca de fertilizantes de liberagédo prolongada que
contribuem diretamente para o uso de forma eficiente desses suplementos essenciais.
Shaviv e Mikkelsen (1993), classificaram os fertilizantes de liberacao lenta em 4 tipos:
(1) materiais inorganicos de baixa solubilidade; (2) materiais de baixa solubilidade
guimicamente ou biologicamente degradaveis; (3) materiais relativamente sollveis
gue decompdem no solo gradualmente; e (4) fertilizantes sollveis, mas controlados
por barreira fisica.[14] Os fertilizantes de liberacdo lenta ou controlada, quando
comparados com fertilizantes convencionais apresentam muitas vantagens. Uma vez
gue, o excesso de nutrientes resulta em desenvolvimento indesejado da planta, é
desejavel que estes fertilizantes sejam “inteligentes”, ou seja, sejam liberados
conforme a planta demanda mantendo a sua disponibilidade em concentracdes
ideais.[15]

Pensando em avaliar os efeitos dos fertilizantes de liberac&do controlada,
Zhao et al. (2013) realizaram um estudo quantitativo de volatilizacdo de amonia,
eficiéncia de uso e taxa fotossintética. Os tratamento com uso dos fertilizantes de
liberagdo controlada mostraram resultados significativos, como por exemplo, menor
volatilizacdo de ambnia e maior taxa de fotossintese. Os fertilizantes recobertos com
resina ou com enxofre mostraram resultados superiores aos fertilizantes de uso
comum. [16] Wu Wenzhu et al. (2021) produziram fertilizante de liberagdo controlada
de N usando esterco de yak (herbivoro da regido do Himalaia) através de
carbonizacgéo hidrotérmica (HTC). Os resultados obtidos mostraram bom desempenho
de liberacdo controlada de N. Tal desempenho deve-se ao fato do processo de
producdo melhorar a porosidade e aumentar o conteldo de grupos funcionais
contendo oxigénio &cido, especialmente os grupos hidroxila fendlicos. A pesquisa
mostrou-se promissora, principalmente porque os fertilizantes produzidos de liberagao
controlada de N forneceram resultados superiores aos fertilizantes convencionais,

além da busca por uma agricultura verde sustentavel.

De modo geral, muitos tém sido os esforcos de pesquisas visando

reduzir os impactos ambientais e o melhor aproveitamento dos fertilizantes.



Madusanka et al. (2017) sintetizaram um material nanohibrido com nanoparticulas de
hidroxiapatita modificada com ureia encapsulada em montmorilonita. O material
sustentavel mostrou liberacéo controlada de N mesmo com a variagéo de pH. Quando
testado no plantio de arroz indicou ter um potencial para o melhor aproveitamento da

colheita e uma economia no consumo de ureia. [17]

Os fertilizantes revestidos, ou seja com presenca de barreira fisica,
representam a maior porcentagem em todas as classes de fertilizantes.[14] Porém é
necessario que busque revestimentos que ndo gerem residuos remanescentes.
Pensando nisso, Pereira et al. (2017) estudaram a polimerizacdo entre ureia e
paraformaldeido processados com montmorilonita. Os experimentos mostraram
resultados positivos: 0s nanocompg@sitos tiveram baixa volatilizacdo de aménia e
melhor qualidade nutricional do latossolo amarelo, um solo pouco fértil. [18] Ni et al.
(2009) avaliaram o uso de etilcelulose em associacdo com superabsorventes, como
matriz biodegradavel para ureia multifuncional de liberacdo lenta. Os estudos atraves
de analises como Calorimetria Diferencial de Varredura avaliou que a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) diminuiu em tempo prolongado, indicando que um produto com
boas propriedades de liberacdo lenta e retencdo de agua, sendo ecologicamente

correto, sdo um boa alternativa para a aplicacdo na agricultura e horticultura.[19]

Giroto et al. (2020) também avaliaram uma matriz biodegradavel para
fonte de N. O amido quando adicionado com a ureia e a melamina, materiais
plastificantes, e submetidos a um processo de extrusdo com variagcao de temperatura
e um maximo de 105°C, formando um material termoplastico (TPS). O material obtido
mostrou caracteristicas desejaveis, como mobilidade da cadeia, alto teor de N e uma

matriz que é totalmente biodegradavel.[20]

A alta eficiéncia de matriz biodegradaveis consequentemente leva ao
uso combinado de micro-organismos e fertilizantes. A presenc¢a de micro-organismos,
como Aspergillus Niger, controla o pH do solo quando exposto a aditivos. A
acidificacdo da presenca microbioldgica controla a basicidade causada pela hidrolise
do N, e consequentemente leva a um controle da liberacdo de N. [21] Tais matrizes
podem atuar como barreiras fisicas e simultaneamente como fontes de energia para

esses micro-organismos.



Um micro-organismo que ja é de eficiéncia conhecida é o fungo
Trichoderma Harzianum. Estudos indicaram que mesmo a altas taxas de aplicacédo de
N, a sobrevivéncia do fungo néo foi afetada. Ao contrario, os fertilizantes estimularam
0 crescimento e a producdo de conidios, podendo ter um efeito sinérgico com a
capacidade de biocontrole. [22]

E de grande interesse agrondmico buscar fontes com alto teor de N,

biofertilizantes, controle bioldgico e fertilizantes inteligentes.

2.2 Melamina

A melamina (1,3,5-Triazina-2,4,6-triamina) € um trimero da cianamida
com média de 66% de N em sua composi¢cao que apresenta baixa solubilidade. Foi
sintetizada pela primeira vez em 1834 pelo quimico alemao Justus Von Liebig, trata-
se de um po branco cristalino com solubilidade mediana em agua. E produzida em
todo o mundo em grandes quantidades (cerca de 600.000 t por ano), devido ser
matéria-prima basica para a producdo de varias resinas de melamina (laminados,

colas, adesivos, repelentes a agua, retardantes de fogo, etc.).[12]

Aplicada em diferentes areas, a melamina tem atraido atencdo também
para aplicacdo na construcdo de redes supramoleculares. A presenca de trés atomos
de N no anel e trés aminas, permite que seja o doador e aceitador de hidrogénio para
formar uma extensa rede de ligacGes de hidrogénio. Porém sua alta rigidez, deixa
disponivel apenas um &tomo de N do N-heterociclico. A forte capacidade de
coordenacdo da melamina também torna as estruturas altamente estaveis

termicamente. [23]

A melamina ficou conhecida do publico em geral em 2008 por ser
encontrada como adulterante em produtos lacteos. A melamina e seus subprodutos
alteram o teor aparente de proteina presente em leites e derivados pela sua menor
relacdo C/N. SupBe-se que a melamina e seus metabolitos sédo absorvidos no trato
gastrointestinal e precipitam no rim formando cristais. Isso associou a melamina com
doencas graves e a morte em bebés na China. [24] Diante tais relatos, a Nature

Medicine® publicou em seu artigo “ News in brief” a decisdo de especialistas em uma



reunido da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), foi estipulado uma ingestédo

toleravel diaria de 0,2 mg/Kg de peso corporal.[25]

Em seu processo de degradacédo, a melamina, composto da classe dos
triazinicos passa por um processo de desaminacdo. Em uma rota hidrolitica, o

composto libera amonia (NH3) e forma subprodutos como mostrado na Figura 2.2.

NH. NH; OH NH; OH NH, OH _H;0
A H, ij H O,’/ ] /\ H. 0;'. <,
NTUNTE . C NN RO Ny 3C0, + 3NH;

> N/J\'N 2 |
H,N’RNJ\NHZ HIN"QN/lLNH HOJ\N)\NH2 HO’I\NJ‘OH

FIGURA 2.2: Degradacao da melamina e seus subprodutos. Fonte: Adaptado de
JUTZI et al. (1982)

Por apresentar propriedades desejaveis como alto teor de N, baixa
solubilidade e baixo potencial de lixiviacdo, a melamina vem sendo investigada como
matéria prima para uso em fertilizantes. Tennessee Valley Authority (TVA) nos EUA,
testou o uso da melamina como fertilizante de liberacao lenta. Os resultados ndo foram
conclusivos, mas abriu 0os horizontes quanto ao uso desse composto para fins
agrondémicos. [12] Scholl et al., (1937) testaram a melamina em casa de vegetacéo,
usando capim Bermuda. Quando usada isoladamente, a melamina ndo apresentou a
maior taxa de absorcdo de N pelo capim comparada com outros tratamentos. Mas
apresentou vantagens como aumento da taxa de transpiracdo e um maior

desenvolvimento radicular. [26]

No inicio dos anos 80, a antiga Melamine Chemicals Inc. (Louisiana,
EUA) tentou desenvolver um fertilizante ureia-melamina (Super 60)[27] e realizou
diferentes testes de liberagdo retardada de nitrogénio (sistema de fertilizacéo:
"liberacdo do tempo"). Embora ndo houve uma conclusdo sobre os resultados e o
produto nunca tenha sido comercializado, testes isolados mostraram bons resultados.
Quando essa patente Super 60 foi testada no cultivo de arroz, houve um aumento
substancial na extensdo do perfilhamento, ou surgimento de brotos a partir da base
das cabecas originais.[27] No cultivo de milho, o uso isolado da melamina aumentou

ligeiramente as folhas e o peso médio das espigas também aumentaram um pouco.
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Quando utilizada a patente do aglomerado ureia-melamina no cultivo de trigo, houve
um aumento de espigas de trigo a partir do nitrogénio melaminico, o que mostrou que

a insercao de melamina foi eficaz no aumento das unidades produtivas no trigo.[12]

Hauck e Stephenson (1964) investigaram a nitrificacéo de N proveniente
de compostos triazinicos, comparando ensaios de incubacédo e de perfusdo. Mesmo
gue a melamina ndo tenha mostrado os resultados esperados, o acido cianurico, um
dos seus subprodutos mostrou taxas consideraveis de presenca de nitrato. Eles
concluiram que, tais materiais quando usados como fontes de nitrogénio, devem ser
aplicados em colheitas que se espera quantidades menores de N adicionado em

intervalos frequentes durante o processo.[28]

Giroto et al. (2019) ao avaliarem a sintese de um composito composto
de amido, ureia e melamina, perceberam um comportamento de liberag&o controlada
de N e bons resultados em testes de casa de vegetacdo. A presenca da melamina,
aumentou o teor de N e teve papel importante quanto a estrutura do composito
formado. Houve uma interacdo entre a melamina e a ureia através de ligacbes de
hidrogénio com grupos amina e também com o amido, o que levou a uma compdsito

homogéneo e que retardou a hidrélise da ureia. [5]

2.3 Degradacédo da melamina

A melamina, como ja mencionado anteriormente, € um composto com
alta estabilidade ou recalcitrante. Essa estabilidade deve-se a estrutura ressonante
simétrica da molécula, o que acaba deixando o N presente ndo disponivel.[28] Por
isso a busca por rotas alternativas para a degradacdo desse composto nitrogenado
vem sido estudadas. No processo de degradacao seja quimica, fisica ou biolégica a
melamina sofre desaminacao levando aos subprodutos ammeline, ammelide e &cido

cianurico.[29]

Cook e Hutter (1981) buscaram isolar cepas capazes de degradar s-
triazinas, categoria de compostos que inclui a melamina. Foram isoladas cepas de
Pseudomonas sp. e Klebsiella Pneumoniae capazes de usar s-triazinicos como Unica

fonte de N para o crescimento. Testes de cepas isoladas mostraram rendimentos



11

guantitativos de ion aménio de s-triazinas e atomos de carbono do anel foram
liberados como didxido de carbono. Embora ja existissem pesquisas de degradacao
por rota microbiologica da melamina, os autores abriram o leque para 0 uso das
Pseudomonas e da Klebsiella Pneumoniae. O acesso ao carbono presente no anel
dos subprodutos da melamina também foi um dos primeiros relatados na literatura e

levaram a maior atencéo para esse composto. [30]

Jutzi et al. (1982) estudaram a rota de degradacdo da melamina através
da atividade microbiologica. Os pesquisadores utilizaram a melamina e seus
subprodutos durante o crescimento da bactéria Pseudomonas sp e a Klebsiella
Pneumoniae, e obtiveram o mesmo resultado. A partir do processo de biodegradacao
foi possivel converter 0,4mM de melamina em 2,3mM de NH4*. Eles concluiram que
a via de degradacdo pode ser hidrolitica e que prossegue por consecutivos processos

de desaminacao até o acido cianurico, que finalmente é metabolizado.[29]

Takagi et al. (2012) também estudaram a degradacao microbioldgica da
melamina. Foi utilizado um consorcio bacteriano incluindo uma nova espécie de
bactéria da classe Nocardioides, visando a aplicagdo como descontaminante. Apés 7
dias a degradacédo do acido cianurico, penultimo subproduto, ndo estava completa,
sendo essencial 0 uso de associacao das bactérias. Foi possivel gerar mais de 3 mols
de amonio a partir de 1 mol de melamina, indicando a eficiéncia do uso do consorcio

bacteriano na degradagao da melamina. [31]

Ainda avaliando o potencial da bactéria Nocardioides sp., Takashi e
Takagi (2016) avaliaram o uso dessa bactéria e da espécie Arthrobacter sp. em solos
enriquecidos previamente com melamina. Inicialmente, foi feito a aplicacdo das
bactérias diretamente no solo e foi observado uma taxa de 50% de degradacdo da
melamina. Para fins de comparacéo, esses autores realizaram o crescimento das
cepas em meio com melamina presente para que depois fossem feitas as aplicacoes.
As taxas de degradacdo, para as bactérias que ja estavam em contato com a
melamina, aumentaram para um teor aproximado de 72%. Todos 0s ensaios foram

realizados com as mesmas condicdes fisicas e no mesmo periodo de 30 dias. [32]

Shelton et al. (1997) avaliou o metabolismo da melamina pela bactéria

Klebsiella terragena. Visando que a atividade biolégica desta bactéria ja mostrava
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eficiéncia na degradacdo da melamina, os autores investigaram o processo de
metabolizacdo. O uso da Kebsiella terragena estimulou o crescimento das plantas
guando associado a uma mistura inoculante com presenca da melamina. Os estudos
indicaram que a bactéria ndo degradou totalmente a melamina, e que a adi¢cdo de
NH4" n&o atingiu sua sobrevivéncia. Os autores sugeriram que as desaminacdes da
melamina e amelina, e possivelmente de outros intermediarios, ocorreram fora da
membrana citoplasmatica. Tais observacfes desempenham um papel importante no

entendimento mais profundo da degradacao da melamina. [33]

Muitos dos estudos presentes na literatura, relataram uma eficiéncia da
degradac¢do da melamina com uso de micro-organismos. Porém na maioria dos casos
a degradacao nao ocorre efetivamente até NHz, o produto final, encerrando no acido
cianurico. O acido cianurico mostrou em alguns casos ser toxico na fase inicial de
plantio e pode causar maleficios para o desenvolvimento e crescimento da
planta.[12,26]

Em virtude da degradac&o do acido ciandrico, tém sido buscada rotas
biol6gicas a partir desse subproduto. Cook et al. (1985) usaram Pseudomonas sp. e
obtiveram 3 mols de CO2 e 3 mols de NH4", resultados que corroboraram trabalhos
anteriores dos mesmos autores. Eles também identificaram outros subprodutos a
partir do &cido cianurico, formando intermediarios organicos identificados

conclusivamente como biureto e ureia, formado por reacdes hidroliticas.[34]

Uma vasta gama de micro-organismos foram testados e investigados
para compostos do tipo s-triazinas. O uso de cepas da Pseudomonas sp. sdo citadas
frequentemente devido a boa eficiéncia dessa bactéria frente a melamina. A cepa
utilizada da classe das Pseudomonas Avenae, foi reclassificada como Acidovorax
Citrulli.[35] A Acidovorax Citrulli € uma bactéria encontrada em regides de plantacdes
de meldo, devido ser a causadora da doenca mancha-aquosa.[36] Por possuir uma
eficiéncia em degradar composto triazinicos, é de grande interesse agrondmico para

a aplicacao em fertilizantes nitrogenados.

Desta forma € de grande interesse entender como 0S micro-organismos
irdo comportar frente a melamina isolada e a compdsitos com presenca desse

composto. Como ja mencionado, o Trichoderma harzianum e a Acidovorax Citrulli
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apresentam bons resultados frente a fontes de N, sendo assim avalia-los em

condicdes conhecidas pode levar a uma melhor compreensao do papel da melamina.
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3 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo estudar o comportamento da
melamina, quando associada em um compdsito de matriz biodegradavel e ureia. De
forma a verificar, como a presenca da melamina pode influenciar na degradacéao

biol6gica dos compdsitos sintetizados. Especificados:

i.  Caracterizacdo dos compadsitos armazenados.
ii. Comportamento da difusdo de N com variacéo de pH
iii. Quantificacdo das formas de N (NHs, NHs* e NOg3)

liberados na presenta dos micro-organismos Acidovorax

Citrulli e Trichoderma Harzianum
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4 Materiais e métodos

4.1 Materiais

Os compdésitos TPS:Ur:Mel 1:2 e 2:1 foram sintetizados conforme no
trabalho de Giroto et al. (2019) e usados em forma de pellets.[5] A composi¢do quimica
dos materiais e de seus precursores foram melamina (99%) e ureia (98%)(Sigma-
Aldrich®), amido de milho (30% amilose e 70% de amilopectina) (National Starch and
Chemical Company). A ureia foi moida em moinho de facas do tipo Willey (Solab®)

equipado com tela de 1mm.

4.2 Procedimentos

4.2.1 Preparacao dos polimeros

O amido, a ureia e a melamina foram misturados manualmente em sacos
plasticos por 10 minutos, nas proporc¢des de 67% de amido 11% de melamina e 22%
de ureia para TPS:Ur:Mel 2:1 e 67% de amido, 11% de ureia e 22% de melamina para
TPS:Ur:Mel 1:2. A mistura foi adicionada em extrusora de parafuso duplo co-rotativa,
Figura 4.1 (model Micro 18 Leistritz, Alemanha) e foi operada a 120 rpm. A extrusora
barril possuia 6 zonas de aquecimento (70,80,90,105, 105 e 105°C). A taxa de
alimentacéo foi de 23-25 g min. A 4gua foi adicionada diretamente na extrusora a 4g
min-te o produto da extrusao coletado foi resfriado em temperatura ambiente e depois
adicionado em micropeletizador (Model 1, Wayne Machine and Die Co., Totowa, NJ).
ApGs o processo de extrusao foram se obtidos pellets, como mostrado na Figura 4.2
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FIGURA 4.1: Extrusora usada para preparacdo dos compoésitos (model Micro 18
Leistritz)



17

FIGURA 4.2: Compésito (a)TPS:Ur:Mel 2:1 e (b) TPS:Ur:Mel 1:2.

4.3 CaracterizacOes

As caracteriza¢des foram realizadas com o intuito de entender melhor as
propriedades quimicas, fisicas e morfoldgicas dos materiais. Ao comparar as analises
dos precursores com 0s compaositos € possivel avaliar as reacdes de polimerizacao e

o grau alcancado.

4.3.1 Difratometria de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X foram obtidos através de um difratbmetro
SHIMADZU XRD 600. Usou-se uma dispersado (206) de 3 a 70°, radiagdo Cu-Ka
(A=0,1546 nm) com velocidade de 2°min. A voltagem foi de 30kV e a corrente dos

tubos de raios X foram de 30mA.

4.3.2 Espectroscopia de absorcdo na regiao do

infravermelho (FT-IR)

As analises espectroscopicas dos compoésitos foram realizadas com

acessorio de total reflectancia total atenuada (ATR) na faixa de 4000-400 cm™. Os
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dados de espectroscopia de FTIR aforam obtidos utilizando equipamento Shimadzu
FTIR-8300.

4.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram espalhadas em fita de carbono que estava sob um
disco metalico (stub). Para as andlises, os stubs foram recobertos com ouro em uma
camara de ionizacdo (BALTEC Med. 020). A microscopia eletrénica de varredura foi
realizada em microscépio JEOL, modelo JSM 6510 a 2,5kV.

4.4 Avaliacdo da ureia

4.4.1 Testes de solubilidade de ureia em meio aguoso

com varredura de pH

Os testes de solubilidade foram realizados em varredura de pH com
agitacao constante e temperatura controlada como mostrado na Figura 4.3. Afim de
guantificar a ureia soluvel no ensaio de 7 dias, aliquotas nas primeiras horas (1, 3 e 6
horas) e consequentemente a cada 24 horas foram retiradas e analisadas em
espectrofotometro de UV-visivel (SHIMADZU - modelo UV-1601 PC). A metodologia
para determinar a concentracao de ureia foi adaptada do método para quantificar ureia
em ensaios biologicos.[37] Usou-se um reagente nomeado de Ehrlich (solucdo de 4-
dimetilaminobenzaldeido 0,36 mol-L) em HCI 2,4 mol-L'') e uma solucdo 10% de
acido tricloroacético. Para realizacdo da leitura no espectrofotdmetro de UV-visivel (A
= 435 nm) adicionou-se 1 mL da amostra a ser analisada (aliquotas retiradas em
diferentes intervalos de tempo) com 4 mL da solucao acida e 1 mL do reagente de
Ehrlich. A concentracéo pesada previamente foi de 2000 ppm de ureia presente nos
compoésitos e 2000 ppm de melamina pura, a faixa de pH foi de 3-8, temperatura de

25°C e a agitacao teve como objetivo garantir a difusdo para o meio e ndo a acao do
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agitador. Desta forma, curvas de concentracdo de nitrogénio em solucao versus tempo

de liberacédo foram obtidas.

Os ensaios de dissolucdo da ureia em diferentes pH e com solucéo
tampéo, teve como propésito avaliar como os compdsitos iriam reagir em pH mais
acido (pH:3) e mais béasico (pH:8) sendo que estes ja haviam sido testados em pH
neutro. A varredura de pH: 3-8 teve como objetivo avaliar mudancas de

comportamento e liberagcao desses materiais frente a variagao de pH.

< s A Tampao

B: Compdsito /
C: Agitacao mecanica

A D: Temperatura: 25°C

E: Aliquotas 24h
osens)

® @

FIGURA 4.3: Ensaio de solubilidade de ureia com varredura de pH

4.5 Ensaio de biodegradacéo

Foram realizados incubacdes de solo pobre em matéria organica (areia)
e baixa ou quase nenhuma atividade microbiolégica afim de estabelecer condi¢bes
adversas para o crescimentos dos micro-organismos. A areia utilizada é areia comum
comercial. Utilizou-se isolados do fungo Trichoderma Harzianum e da bactéria
Acidovorax Citrulli, ambos ja estudados anteriormente para degradacao de compostos
nitrogenados. Vale ressaltar também que os testes com atividade microbiolégica

controlada foram realizados também para comparacdo com resultados obtidos
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anteriormente com 0s mesmo materiais porém usando solo de jardim (Vivatto Plus®,

classe F, Technes), um solo com alta atividade microbiologica e alta matéria organica.

45.1 Crescimento e inoculagao dos micro-organismos

45.1.a Trichoderma harzianum

Pertencente ao Reino Fungi, da classe Hypocreaceae, Género
Trichoderma, Espécie Trichoderma harzianum. Esse fungo é amplamente estudado
devido a complexidade de compostos capazes de ser gerados e também a facilidade

de resistir e adaptar em condi¢des adversas.

Foram utilizados fungos da colecdo da Embrapa Instrumentacao de Séo
Carlos que possui um banco de micro-organismos, estes foram cultivados em meio
Batata Dextrose Agar (BDA) a 28°C até sua esporulacéo e depois suspendidas em

microtubos com agua e glicerol 1:1 e congeladas em freezer -80°C.

Para utilizacdo nos ensaios, os isolados congelados foram reativados
em BDA (marca Kasvi®), ap6s o periodo de crescimento foi feita a raspagem das
placas com solugédo 1% de Tween 80 (Dindmica®) e os esporos foram contados em
placas de Neubauer (marca Precision® modelo C1010) utilizando microscoépio
eletrénico (Labor import® modelo: L2000). Os esporos foram adicionados ao ensaio
com presenca do meio de cultivo de 10g/L Sacarose purissima (Neon), 8g/L caseina
hidrolisada (KASVI), 4g/L extrato de levedura (Kasvi®), 2g/L K:HPO. (Exodo
cientifica®) e 0,3g/L MgSOs (Sigma-Aldrich®). Os micro-organismos foram
previamentes inoculados em ambiente estérii usados em concentracao
1.107células/mL.

45.2.b Acidovorax Citrulli

Pertencente a classe Betaproteobacteria, familia Comamonadaceae e

espécie Acidovorax avenue subsp Citrulli, € uma bactéria Gram-negativa que foi
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reclassificada, por antes pertencer a espécie Pseudomonas avenae. [35] Ela é

conhecida comumente como mancha-aquosa que ataca meloeiros.

Os isolados foram obtidos por doacéo do estoque genético da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia de Brasilia e nomeada como Emb.A11-19. Tais
isolados foram mantidos em freezer -80°C.

Para inoculacdo da bactéria em ensaio de biodegradacao, os isolados
foram suspendidos no meio de cultivo de 10g/L Sacarose purissima (Neon®), 8g/L
caseina hidrolisada (Kasvi®), 4g/L extrato de levedura (Kasvi®), 2g/L K2HPO4 (Exodo
cientifica®) e 0,3g/L MgSOa4 (Sigma-Aldrich®) e 20g/L agar (Kasvi®) e avaliados por
método de quantificacdo indireta de bactérias em suspensédo utilizando a escala
McFarland. O método de quantificacdo da Acidovorax Citrulli consiste em leitura em
espectrofotometro UV-Vis (SHIMADZU - modelo UV-1601 PC) de um padrao
composto por 1% de H2SO4 e 0,5 mL de solucdo 10g/L de BaCl. (Exodo®) e
comparacao com a leitura do meio de cultivo com a bactéria. Através do relacao de
densidade celular da amostra (células/ml) = (absorbancia da amostra x 1.108)/
absorbancia do padrdo.[38] A bactéria foi previamente inoculada em ambiente estéril

e usada em concentracdo 1.107células/mL.

4.6 Determinacao de nitrogénio mineralizado em solo

incubado com micro-organismos

Foram conduzidas incubacdes para investigar a transformacdo do
nitrogénio orgénico presente em volatilizagdo de gases de amoénia e nas formas
inorganicas NH4* e NOs". Os compdsitos e os precursores foram incubados em 50g
de areia livre de atividade microbiol6gica e sem matéria organica presente. A areia foi
peneirada em peneira de 5mm afim de manter a uniformidade da granulometria, a
umidade foi ajustada em 60% com o0 meio de cultivo previamente estipulados para a
sobrevivéncia da bactéria Acidovorax Citrulli e do fungo Trichoderma Harzianum.

Os tratamentos foram realizados em triplicadas e divididos em Branco
(areia com Trichoderma Harzianum); Ureia (areia, ureia e Trichoderma Harzianum);

Melamina (areia, melamina e Trichoderma Harzianum); TPS:Ur:Mel 1:2 (areia,
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composito TPS:Ur:Mel 1:2 e Trichoderma Harzianum); TPS:Ur: Mel 2:1( areia,
compoésito TPS:Ur:Mel 2:1 e Trichoderma Harzianum), e da mesma forma para a
bactéria, adicionando Acidovorax Citrulli. Estes foram pesados segundo a
recomendacdo de nitrogénio para o solo de 100kgn.ha?. Todas as amostras foram
incubadas em triplicatas por 3,7,14,28 e 42 dias. Foi adaptado um sistema com
presenca de 5mL de 4cido bérico (HsBO3) 4% que era recolhido e titulado com solugéo

de acido cloridrico (HCI) (0,01 mol.L) afim de quantificar a volatilizagcdo de NHs,

O N mineral foi extraido com solucédo de KCI (1,0 mol.LY) e acetato de
fenilmercurio (5 mg.L') como inibidor da urease. O extrato foi filtrado em filtro de
filtragem lenta (diametro de 12,5 cm) e armazenados em frasco de poliestireno a 5°C
e analisados por método colorimétrico adaptado de Kempers & Zwers (1986). Para
quantificacdo de NH4* foram adicionados 0,18mL de solugdo nomeada RT; solucéo
de salicilato de sédio e nitroprusiato de sédio e solucdo tampéao de citrato de sodio
tribasico, e 0,20mL mL de hipoclorito comercial nos extratos e analisados em
espectrofotometro de UV-visivel (A=647nm) (SHIMADZU - modelo UV-1601 PC) . [39]

Para andlise de NOs™ foi adaptado o método de Yang et al. (1998), foram
adicionados ao extrato 0,05 mL de solucdo TRI ( salicilato de sédio, NaCl, sulfamato
de ambnio e NaOH) e as amostras foram secas em estufas a 80°C apés 24 horas na
estufa foram adicionados 0,1mL de H2SO4 concentrado e 0,5 mL de NaOH (10mol.L"
1) e analisados em Espectrofotdmetro de UV-visivel (A=410 nm) (SHIMADZU - modelo
UV-1601 PC). [40] Como mostrado no esquema na Figura 4.4.
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FIGURA 4.4: Esquema de etapas realizados no ensaio de quantificacao de nitrogénio

4.7 Tratamento estatistico dos dados

Todos os dados da quantificagdo do nitrogénio presente foram
submetidos a testes estatisticos, a fim de avaliar diferenca significativa entre as
médias amostrais. Os testes foram realizados no software Origin Pro.8® e avaliados
pelo teste ANOVA usando o Teste de Tukey (nivel de significancia p<0,05) para

comparar as medias.
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5 Resultados e Discussoes

5.1 CaracterizacOes

Para identificar e caracterizar a estrutura cristalografica dos materiais
foram feitas analises por DRX, como mostrado na Figura 5.1. Foram comparados os
materiais precursores dos compdsitos; amido, melamina e ureia e 0os compdsitos
TPS:Ur:Mel 1:2 e TPS:Ur:Mel 2:1. O difratograma do amido (a) apresenta
caracteristicas tipicas para esse material, tais estruturas séo identificadas como
helicoidais simples de cristais de amilose, que € desordenada.[41] O amido € um
polissacarideo formado por uma cadeia de amilose que sdo varias estruturas de
glicose ligadas entre si e ramificagdes nomeadas de amilopectina que apresentam
picos cristalinos. [42,43]. Comparando os difratogramas dos compésitos (d) e (e) com
0 amido, precursor com maior teor nos materiais; percebe-se uma sobreposicédo dos
picos da ureia e melamina, mascarando o amido que sofre uma ruptura da estrutura
durante o processo de extrusdo que causa a quebra das ligacdes de hidrogénio
presente.[43] Para o compdésito TPS:Ur:Mel 2:1 (d) a presenga de pico intenso em 6:
22,48° é caracteristico da presenca de ureia. Essa intensidade é enfatizada devido ao
maior teor de ureia quando comparado com o composito TPS:Ur:Mel 1:2 (e) que
apresenta o pico na mesma regiao 8: 21,92°, com intensidade inferior. Nos compadsitos
TPS:Ur:Mel 2:1 e TPS:Ur:Mel 1:2 os picos caracteristicos da presenga da melamina
se encontram em 0: 26,44° e 26,38°. Da mesma forma o maior teor de melamina é
corroborado pela maior intensidade desse pico no composito TPS:Ur:Mel 1:2 que
apresenta 22% e TPS:Ur:Mel 2:1 11% de melamina.
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FIGURA 5.1: DRX dos precursores (amido (a), melamina (b) e ureia (c)) e dos
compoésitos TPS:Ur:Mel 2:1 (d) e TPS:Ur:Mel 1:2 (e)) *fases melamina *fases ureia

Os espectros de absorc¢des de infravermelho para os compadsitos e seus
precursores sdo apresentados na Figura 5.2. O FT-IR foi indicado como uma técnica
para verificar o amido presente nas estruturas .[44,45]. As bandas de absorgéo
presentes no amido (a) sdo caracteristicas desse precursor em 2931 cm, referente
ao alongamento C-H, em 1155 cm™ ao alongamento C-O, C-C e CO-H, e em 1079 e
1022 cm? a flexdo C-O-H.[46] A melamina (b) apresenta bandas caracteristicas em
3441 cm ao alongamento de —NH2 e 3345 cm, atribuidos a alongamentos simétricos
e assimétricos de absorcdo de —NH.[47] No espectro da ureia (c) as bandas sao
observados em 3469 e 3414 cm e em 1632 cm™ da C=0. Os compoésitos TPS:Ur:Mel
2:1 (d) e TPS:Ur:Mel 1:2 (e) apresentam bandas mais intensas, caracteristicas dos
precursores na regido de 3400 cm* referentes a alongamento da ligacédo -NH2 e N-H,
na regido 1600 cm para vibragdes de C=0, e as bandas na regido 1100-900 cm
referentes a flexdo da ligacdo C-O-H. Sendo assim, foi possivel caracterizar o amido
presente e observar os picos esperados dos compostos presentes indicando também

a auséncia de contaminantes nos compagsitos.
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FIGURA 5.2: FT-IR dos precursores (amido (a), melamina (b) e ureia (c)) e dos
compositos TPS:Ur:Mel 2:1 (d) e TPS:Ur:Mel 1:2 (e).

A microscopia eletronica de varredura foi realizada para os materiais
precursores ureia e melamina, Figura 5.3. Para os compdsitos as micrografias séo
apresentadas na Figura 5.4 para TPS:Ur:Mel 1:2 e Figura 5.5 para TPS:Ur:Mel 2:1.
Os compésitos TPS:Ur:Mel 1:2, Figura 5.4 e TPS:Ur:Mel 2:1, Figura 5.5 foram
analisados em secao transversal. Comparando as micrografias dos precursores
melamina e ureia com os compdsitos pode-se observar a alteracdo morfolégica nos
materiais durante o processo de extrusdo e de polimerizacdo. Os compdsitos
apresentam homogeneidade e estabilidade mantendo suas condi¢cbes originais
mesmo com o armazenamento. Na Figura 5.4 a) o compésito TPS:Ur:Mel 1:2
apresenta poros que podem estar relacionados a evaporacdo de agua durante o
processo de extrusdo. Na Fig. 5.4 a.1 e a.2 nota-se que o0 material apresenta desniveis
em sua superficie e aproximando nesse desnivel na Fig. 5.4 a.3 ndo € presente
segregacao de fase. Nos compositos TPS:Ur:Mel 2:1, Figura 5.5, o material nédo
apresentou poros. Na Figura 5.5 a.2 € possivel perceber uma recristalizacdo da ureia

na superficie, isso se deve primeiramente a maior quantidade de ureia nesse
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composito na proporcédo de 2:1, e também ao tempo de armazenamento do material.
Vale ressaltar que essa recristalizacao foi bem sutil e na Figura 5.5 a.3 € possivel
notar a polimerizacdo da matriz (amido), indicando assim que nao houve

comprometimento do material e que ele manteve sua estabilidade.

SEl  5kV WD21mm  SS20 200pm  e— SEl  5kV WD20mm  S$S20 %300 S0um  e—
EMBRAPA INSTRUMENTACAO 10 Sep 2021 EMBRAPA INSTRUMENTACAO 10 Sep 2021

b.1)

4

—— 3
SElI  5kV WD42mm  SS20 x500 50pym - —  SEl 5kV WD42mm  SS20 x500 SOUmM ——
EMBRAPA INSTRUMENTACAO 0000 10 Dec 2013 EMBRAPA INSTRUMENTACAO 0000 10 Dec 2013

FIGURA 5.3: Imagens de microscopia eletrbnica de varredura dos precursores a)
melamina e b) ureia, em duas magnificacoes.
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FIGURA 5.4: Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos compdésitos
estudados TPS:Ur:Mel 1:2, em quatro magnificacdes a) secdo transversal a.l)
superficie a.2) e a.3) aproximagdo nos desniveis presentes na superficie
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FIGURA 5.5: Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos compdsitos
estudados TPS:Ur:Mel 2:1, em quatro magnificagbes, a) seg¢do transversal a.l)
superficie a.2) e a.3) aproximagdo nos desniveis presentes na superficie.

5.2 Avaliacao da ureia frente a variacao de pH

A dissolucdo da ureia para os dois compdsitos estudados,
comparativamente com a melamina pura e a ureia pura, precursores desses materiais
€ apresentada nas Figuras 5.6 a Figura 5.11. No pH 3, a ureia foi liberada no seu teor
maximo em 3 horas, o compdsito TPS:Ur:Mel 2:1 teve uma liberacéo gradual atingindo
seu maximo em 48 horas, e o compdésito TPS:Ur:Mel 1:2 teve 60% de liberacdo em
3h e atingiu seu méximo de liberacdo em 80% em 48 horas. No pH 4, assim como em
todos os outros valores de pH a ureia teve um liberacédo rapida e comportamento igual
liberando seu maximo em 3 horas, os compositos TPS:Ur:Mel 2:1 teve sua liberacao
maxima em 3 horas devido sua composi¢cdo maior de ureia e o TPS:Ur:Mel 1:2 teve
liberacdo méaxima em 48 horas. Em pH 5 para o TPS:Ur:Mel 2:1 em 24h houve uma
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liberagdo de 80% e liberagdo de 100% em 48 horas, o TPS:Ur:Mel 1:2 apresentou
uma liberacdo gradual atingindo 70% em 48 horas e 0 maximo teor em 4 dias (96
horas). Em pH 6 o TPS:Ur:Mel 2:1 teve um liberacdo de 80% em 24 horas e
TPS:Ur:Mel 1:2 liberagdo maxima de 72 horas. Para pH 7 0 méximo de TPS:Ur:Mel
2:1 em 24 horas e TPS:Ur:Mel 1:2 em 48 horas. No pH mais alto, pH 8 o compdsito
TPS:Ur:Mel 2:1 teve um liberacéo rapida em 3 horas e para TPS:Ur:Mel 1:2 liberacéo
maxima 48 horas. A presenca de alto teor de N nos compdsitos TPS:Ur:Mel 2:1 e
TPS:Ur:Mel 1:2 levou a maior solubilidade da ureia principalmente em pH:7, Fig.4.10,
e pH:8 apresentado na Fig.5.11. Isso se deve ao pH influenciar diretamente na
atividade da enzima urease. Pettit et al. (1976) definiram como o pH 6timo para a
dissolucéo da ureia valores entre 6,5 a 7,0 [48], 0 que corrobora com a maior teor de
solubilizacdo desses compdsitos em pH mais alto.[48] Para o compésito TPS:Ur:Mel
1:2 a solubilizagdo maxima foi um pouco mais lenta em pH:5, Fig.5.8, e em pH:6 na
Fig.5.9, atingindo seu maximo depois de 72 horas. Para esse mesmo compdsito, em
proporcao 1:2 (ureia: melamina), apos 24 horas em todas as condi¢cdes de pH ele foi
0 que apresentou a maior disponibilidade de ureia. Isso se deve ao fato de que nesse
material existe maior teor de melamina, a qual durante o processo de extrusdo levou
a uma maior plasticidade e interagdo mais intensa dos grupos amina presentes com
o amido.[20] A melamina usada isoladamente ndo houve solubilizacdo de ureia
mesmo com a variacdo de pH, o que era esperado devido a alta estabilidade da
molécula e baixa solubilidade.[49]
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FIGURA 5.6: Teor de ureia presente nos materiais em pH:3

Teor de ureia pH:4
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FIGURA 5.7: Teor de ureia presente nos materiais em pH:4
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Teor de ureia pH:6
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FIGURA 5.9: Teor de ureia presente nos materiais em pH:6
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Teor de ureia pH:7
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FIGURA 5.10: Teor de ureia presente nos materiais em pH:7
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FIGURA 5.11: Teor de ureia presente nos materiais em pH:8

No entanto, ressalta-se que o ensaio de dissolucao de ureia é realizado
por imersao completa dos materiais que passam por uma moagem dos compositos,
ou seja, trata-se de um ensaio muito agressivo, sendo assim nao pode ser comparado
com o comportamento real em campo, onde o teor de agua seria menor, levando a

uma maior retencao da ureia.

Avaliando os resultados de dissolucdo da ureia em solugédo tampéo com
variacdes de pH, é importante comparar com outros resultados obtidos para esses
materiais em agua e pH neutro. Giroto e colaboradores (2019) avaliaram uma
liberacdo de apenas 40% de ureia para o compésito TPS:Ur:Mel 1:2 enquanto neste
presente estudo houve o dobro da liberacao, isso pode ser suposto ao efeito do tempo
de estocagem do material. Mesmo ndo apresentando mudancas quimicas em sua

estrutura, pode ter sido iniciado um processo de recristalizacdo da ureia, mesmo néo
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tdo aparente como foi visualizado no MEV no compdsito TPS:Ur:Mel 2:1 mostrado na
Fig.5.5. Mas, como observado na Fig.5.4, esse processo pode ter sido iniciado e
consequentemente aumentado a ureia presente na superficie dos defeitos desse
material. Para o compdésito TPS:Ur:Mel 2:1, em Giroto et al. (2019) os teores de
liberagéo total foram de 70% em 120 horas enquanto nesses experimentos foram de
100% em 24 horas. Nesse caso, também pode ser ao efeito da recristalizacdo da ureia

na superficie dos defeitos como mostrado na Fig.5.5. [5]

Entre outros efeitos é necessario citar que 0s equipamentos de testes
foram diferentes, e mesmo que tenham sido seguidas rigorosamente as mesmas
condicgdes, isso pode acarretar diferencas nos resultados. Além de ressaltar o tempo
de estoque dos compdsitos, é importante observar que mesmo com temperatura
controlada de 25°C o uso de solucdo tampdo é um grande atrativo para a acdo de
micro-organismos, principalmente fungos, e isso foi notavel durante a realizacao dos
ensaios. Todos os testes foram realizados em triplicadas e com leituras diarias de pH,
gue ndo variou significativamente. Porém, mesmo com a ndo variagdo de pH nos
ensaios de varredura, a acao inesperada de micro-organismos pode ter acarretado
uma aceleracao na liberacéo de ureia. Isso pode ser devido a biodegradacédo da matriz
polimérica (amido), levando a maior liberagdo em menor tempo dos compostos

presentes.

5.3 Ensaios de biodegradacéo

Os ensaios foram realizados com adicdo de micro-organismos sendo
conhecida a concentracdo/densidade de células de micro-organismos por mL. Para
fins comparativos foram utilizados isolados do fungo da Trichoderma Harzianum e da

bactéria Acidovorax Citrulli, como ja mencionado.

5.3.1 Crescimento dos micro-organismos

Os isolados contidos em estoque da Embrapa Instrumentacao, antes de

serem inoculados nos ensaios de biodegradacao foram crescidos em meio 4gar como
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mostrado na Figura 5.12 e Figura 5.13. O crescimento prévio dos isolados é
importante para avaliar a viabilidade dos esporos estocados em freezer com
temperatura de — 80°C. Sendo assim, antes da inoculacéo dos testes, os isolados séo
adicionados na superficie de placa de Petri, previamente esterilizados com alca
microbiolégica em ambiente estéril e capela de fluxo laminar e avaliados em seu

devido tempo de crescimento.

FIGURA 5.12: Crescimento de isolado Acidovorax Citrulli em meio com
agar
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FIGURA 5.13: Crescimento do fungo Trichoderma Harzianum em meio
BDA

Apoés o crescimento dos isolados estes foram retirados e quantificados
para inoculacdo nos ensaios. O ensaio com diferentes tratamentos foram realizados
com areia e a umidade foi ajustada com meio de cultivo pré-estabelecidos para os
micro-organismos. O fungo e a bactéria se adaptaram ao ensaio mostrando
crescimento ao longo dos dias. Na Figura 5.14 é possivel perceber que houve

crescimento.
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FIGURA 5.14: Crescimento dos micro-organismos em 3 dias de
incubacdo a) TPS:Ur:Mel 2:1 com Trichoderma harzianum b) TPS:Ur:Mel 1:2
Acidovorax Citrulli

Os tratamentos foram retirados em 3, 7, 14, 28 e 42 dias e avaliados
para gases de amdnia, aménio e nitrato. Para o sétimo dia os tratamentos com a
melamina mostraram um crescimento perceptivel a olho nu, como pode ser observado
na Figura 5.15.
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FIGURA 4.15: Crescimento com micro-organismos em 7 dias no
tratamento com melamina a) Trichoderma Harzianum b) Acidovorax Citrulli

As fotos foram tiradas nos dias estabelecidos para retirar o ensaio, e hdo
houve o aparecimento visivel ao olho nu de crescimento em todos os tratamentos,
sendo assim representados apenas alguns ensaios. Mas vale ressaltar que em todos
os tratamentos houve crescimento, que pdde ser corroborado pelas quantificacdes
realizadas. Logo, 0s micro-organismos se mostraram adaptaveis as condicfes

estabelecidas.

5.3.2 Quantificacdo de N mineralizado com presenca de

micro-organismos

A Fig. 5.16 (a) mostra o teor de volatilizacdo dos gases da aménia (NH3)
realizado com a presenca do fungo Trichoderma Harzianum e (b) da bactéria
Acidovorax Citrulli. A ureia volatilizou aproximadamente 90% em apenas 7 dias,
processo que foi acelerado devido a presenca de micro-organismos no ensaio. O pico

observado nos ensaios com T. harzianum em 7 dias indica que outros processos de
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remineralizacdo podem estar ocorrendo, fazendo com que o equilibrio entre o NHs
emitido e o liquido varie ao longo do tempo (ou seja, parte da emissdo seja
recapturada pela acao continuada do micro-organismo). Ainda que nao esteja clara a
razdo desta variacdo, € importante notar que os micro-organismos podem emitir
outros volateis que, interagindo na solucao trap (H2BOs3), podem deslocar o equilibrio
levando a liberacdo do NHs3 anteriormente capturado. J& no A. citruli, a quantidade
emitida apos 7 dias permanece aproximadamente constante, como esperado. A ureia
possui alta solubilidade e consequentemente rapida hidrélise. Quando testada em
sistemas com solo, sem a adi¢cdo de outros micro-organismos, ela atinge cerca de

50% em 14 dias de incubacao [5].
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FIGURA 5.16: Teor de volatilizacdo de gases de amonia para presenca do fungo a)
Trichoderma Harzianum, e da bactéria b) Acidovorax Citrulli
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O TPS:Ur:Mel 2:1 volatilizou 48% em 14 dias Fig. 5.16(a) e 38% em 7
dias Fig. 5.16(b). O tratamento com a bactéria Acidovorax Citrulli atingiu sua maior
porcentagem em menos tempo que o fungo Trichoderma Harzianum. O TPS:Ur:Mel
1:2 apresentou o mesmo teor de volatilizacdo para ao fungo e para a bactéria,
atingindo aproximadamente 20% em 14 dias. A maior volatilizagdo do compdsito
TPS:Ur:Mel 2:1 pode ser atribuido a maior quantidade de ureia na sua composicao.
Vale ressaltar que esse ensaio foi realizado em um sistema de alto estresse com a
presenca de micro-organismos com concentracéo de 1.107 células/mL o que acelerou

0 processo de volatilizago.

Os teores de N mineral disponiveis no solo como aménio (NH4) séo

apresentados na Figura 5.17.
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FIGURA 5.17: Teor de amobnio presente no solo a) Trichoderma Harzianum b)
Acidovorax Citrulli

Ao avaliar o amonio presente, vale ressaltar que por ter se utilizado um
solo sem nenhuma atividade biolégica, ou seja, sem nenhuma atividade da urease
proveniente do solo, todo o amonio presente é devido a atividade do Trichoderma

Harzianum e da Acidovorax Citrulli.
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Sao comparadas as porcentagens presentes de NHs dos materiais
precursores; ureia e melamina e dos compositos; TPS:Ur:Mel 1:2 e TPS:Ur:Mel 2:1
frente a presenca do fungo Trichoderma Harzianum (a) e da bactéria Acidovorax
Cittruli (b). Novamente a ureia mostrou teores maiores devido a sua alta solubilizagéo,
atingindo 16% Fig.5.17(a) e 26% em 3 dias Fig.5.17(b). Ap6és os 3 primeiros dias
houve uma diminuicdo no valor devido ao aumento de NH3 como ja observado na
Fig.5.16. Para o compdésito TPS:Ur:Mel 1:2 o maximo teor de amdnio também foi em
3 dias, aproximadamente 11% para os dois tratamentos. Para o composito
TPS:Ur:Mel 2:1 os valores variam devido a mudanca da atividade microbioldgica na
presenca da Acidovorax Citrulli o teor de aménio foi de 20% enquanto no tratamento
com Trichoderma Harzianum foi de 9%. A bactéria Acidovorax Citrulli foi anteriormente
estudada em associacdo com outras bactérias para degradar a melamina, e mostrou
ser resistente e efetiva na atividade de degradagdo com compostos nitrogenados o

gue explica a maior degradacao dos compdésitos frente a bactéria.[31,32]

Os extratos também foram analisados para quantificacdo de nitrato

(NO3) e estédo apresentados na Figura 5.18.
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FIGURA 5.18: Teor de nitrato presente no substrato com a) Trichoderma Harzianum
b) Acidovorax Citrulli.
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A ureia com a presenca do Trichoderma harzianum teve seu teor maximo
em 14 dias com 12% de nitrato presente, comparativamente na Fig.5.16, o teor de
amonio atingiu 0 maximo em 3 dias. A conversao em nitrato apresentou 10% enquanto
gue em 14 dias para ambnio ainda na Fig.5.16 houve um decréscimo e
consequentemente um maior teor de nitrato. Para o tratamento com a Acidovorax
Citrulli seu maximo foi de 20% em 7 dias, mostrando uma melhor atividade
microbiologica dessa bactéria para producao de nitrato. O compésito TPS:Ur:Mel 2:1
apresentou 13% de teor de nitrato em 3 dias, Fig.5.18a e cerca de 15% frente a
Acidovorax Citrulli, Fig. 5.18b. J& o compdsito TPS:Ur:Mel 1:2 mostrou teores
elevados frente a Acidovorax Citrulli atingindo 30% em 7 dias e frente o Trichoderma
harzianum 12% no mesmo periodo de tempo. A melamina usada isolamente teve teor
de 11% em 3 dias para Trichoderma Harzianum, enquanto para a presenca da
Acidovorax Citrulli teve teor de 35% em 7 dias. O alto teor de nitrato presente no
tratamento da melamina com a presenca da bactéria deve-se ao fato de que o
composito TPS:Ur:Mel 1:2 apresenta maior concentracdo de melamina em sua
composicdo. Vale ressaltar também que a producdo de amonio alcaliniza o meio o

gue € uma condicao favoravel para a bactéria Acidovorax Citrulli.
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0. Conclusodes

Os compositos armazenados mostraram estabilidade em suas
estruturas. O processo de extrusdo para sintese dos compdsitos foi eficiente para a

polimerizagao, que levou a uma interacéo forte entre a melamina, a ureia e o amido.

Quando avaliada a dissolucdo de ureia em variagbes de pH, os
compdésitos mostraram menor teor de solubilidade quando comparados com a ureia
pura, o que indica que estes compasitos fertilizantes mostraram um comportamento

de liberacéo prolongada.

Ao analisar o comportamento com adicdo de micro-organismos, foi
possivel notar que a volatilizacdo dos gases de amonia tiveram altos teores devido as
condicdes extremas do ensaio. A atividade microbioldgica aqui analisada é um
potencial fator para a melhor compreensao da biodegradacdo da melamina presente
nesses compositos. A melamina usada isoladamente, embora ndo tenha mostrado
altos teores de volatilizacdo, ndo causou nenhum efeito quanto ao crescimento desses

micro-organismos.

Para o teor de ambnio presente na incuba¢do dos materiais, foi notavel
a diferenca entre a atividade do fungo Trichoderma Harzianum e da bactéria
Acidovorax Citrulli. A bactéria apresentou maior porcentagem de aménio para a ureia
pura e 0 compaosito com maior teor de ureia, TPS:Ur:Mel 2:1, possivelmente devido a

maior atividade da enzima urease.

A quantificacdo de nitrato presente indicou a maior diferenca entre o
fungo e a bactéria. O tratamento com a melamina e presenca da Acidovorax Citrulli
teve maior teor de nitrato presente do que todos os outros tratamentos. Essa bactéria
ja havia sido estudada em um consércio de micro-organismos para biodegradacédo da
melamina, porém nao tinham sido identificados até o momento estudos usando-a
isolamente frente a melamina. Sendo assim, tais ensaios mostram um potencial para

gue se explore a Acidovorax Citrulli em meio com a melamina, para a compreenséo.
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Todos os ensaios conduzidos foram comparados com outros estudos
realizados para os mesmos compositos. Essa comparacédo foi de suma importancia
devido ao fato de neste presente estudo a presenca de micro-organismos foi

controlada, conhecida e quantificada previamente.

A melamina presente no composito TPS:Ur:Mel 1:2 levou a uma menor
porcentagem de liberacdo de ureia. Tais valores mostram uma forte interagcéo nesses
compaositos indicando beneficios na adicdo da melamina. Quando avaliado o teor de
nitrato nos ensaios, a Acidovorax Citrulli mostrou um maior atividade para a melamina

e 0 composito TPS:Ur:Mel 1:2.

Todos os resultados ajudaram a avaliar o comportamento dos micro-
organismos em relacdo a melamina. Destaca-se que a bactéria Acidovorax Citrulli
mostrou resultados promissores que devem ainda ser mais explorados para melhor

entendimento.
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7. Sugestdes para trabalhos futuros

Com base nos resultados obtidos e com o intuito de avaliar melhor o

papel da melamina, estudos posteriores sugeridos sao:

a) Explorar diferentes teores de melamina presente em compdsitos e usada
iIsoladamente a fim de entender o comportamento dos micro-organismos em
diferentes concentracoes.

b) Avaliar mais a fundo os mecanismos e atividades dos micro-organismos como
por exemplo:

e Fazer um ensaio de viabilidade de células apds o periodo de incubacéo
analisando tempos diferentes.

e Caracterizar a biomassa produzida pelos micro-organismos

e Realizar um mapeamento das secrecdes produzidos devido a atividade
microbioldgica.

c) Estudo aprofundado da bactéria Acidovorax Citrulli, que mostrou um
comportamento promissor frente a melamina usada isoladamente.

d) Testes em campos para comparar resultados obtidos experimentalmente.
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