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proveniente da produgéo de alcool de arroz. Para isso, o processo envolve a produgéo de um hidrolisado enziméatico (HV) tendo
como caracteristica a presenga de aminoécidos livres, valendo-se de imobilizacdo enzimatica (complexo enzimatico de
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com fitorménios (HVF). Adicionalmente, o hidrolisado enzimético pode ser associado sinergicamente a um rizo-inoculante,
composto por microrganismo promotor de crescimento vegetal (HVI). Os produtos resultantes do processo descrito nesta
tecnologia podem atuar como fertilizante foliar, enraizador ou auxiliar de germinacéo.
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PROCESSO DE OBTENGAO DE FERTILIZANTE ORGANICO COMPOSTO E USO
DO FERTILIZANTE OBTIDO

CAMPO DA INVENCAO

[1] A presente invencdo se insere no campo da agronomia,
mais precisamente na drea da engenharia agricola e descreve um
processo de obtencdo de ferfilizante orgdnico composto utilizando
tecnologia verde, que se caracteriza pela reacdo enzimdfica de
vinhaca oriunda de destilarias, especificamente aguelas que produzem
dlcool de arroz, para a producdo de um fertilizante orgénico composto.
Além disso, a presente invencdo trata da obtencdo de um hidrolisado
enzimdtico (HV) obtido a partir de vinhaca de arroz,tendo como
caracteristica a presenca de aminodcidos livres, valendo-se de
imobilizacdo enzimdtica (complexo enzimdatico de proteases) em matriz
de celulose, para emprego ou comercializacdo total ou parcial, com
finalidades de aplicacdo nas areas de agronomia, engenharia florestal
e biotecnologia.O hidrolisado enzimdtico pode também atuar como
substrato em processos fermentativos, incorporando & composicdo do
fertilizante, moléculas de interesse agrondmico, gerando um fertilizante
enriguecido com fitormdnios (HVF). Adicionalmente, o hidrolisado
enzimdtico pode ser associado sinergicamente G um rizo-inoculante,
composto por microrganismo promotor de crescimento vegetal (HVI).
Os produtos resultantes do processo descrito nesta tecnologia podem
atuar como fertilizante foliar, enraizador ou auxiliar de germinacdo.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[2] Dentre os principais custos envolvidos na producdo de
bioetanol e outras bio-commoditiesestd o substrato, ou seja, a fonte de
acUcares fermentesciveis. O uso de materiais mais econdmicos no
campo da energia, como residuos derivados do processamento de

alimentos, residuos agricolas ou florestais,agrega valor as cadeias
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produtivas envolvidas e reduz possiveis impactos ambientais
negativos(ALIBARDI et al., 2012).

[83] Anualmente, mihdes de toneladas de subprodutos,
derivados do processo de beneficiamento do arroz sdo desperdicados,
incluindo casca do arroz, farelo e grdos quebrados, imaturos ou
descolorados (ABBAS e ANSUMALI, 2010). Segundo a FAO (Organizacdo
das Nacoes Unidas para Alimentacdo e Agricultura) o mercado mundial
de arroz totalizou cerca de 745 milhdes de toneladas em 2014, gerando
cerca de 50 milhdes de toneladas de farelo de arroz, 45 milhdes de
toneladas de grdos quebrados, 30 milhdes de toneladasde grdos
imaturos e 7 milhdes de toneladas de grdos descoloridos. A fim de
diminuir a perda dessas fracdes que ndo chegam 4 mesa do
consumidor, esse substrato passou a ser utilizado na indUstria alcooleira,
para producdo de bioetanol, no entanto, um novo residuo ou
subproduto foi gerado, denominado vinhoto ou vinhaca.

[4] SegundoWILKIE et al. (2000), a producdo de etanol a partir
de plantacdes de acucar (beterraba, cana-de-acucar, melado, etc.),
amido (milho, trigo, arroz, mandioca, etc.) e/ou material celuldsico
(bagaco de cana, colheita e residuos de madeira) produz um volume
consideravel de vinhaca. Em média, 10 a 15 litros de vinhaca sdo
gerados por lifro de etanol produzido, dependendo do equipamento
da destilaria (CORTEZ et al., 1992).A composicdo e caracteristicas das
vinhacas sdo dependentes das matérias-primas utilizadas no processo
de producdo do dlcool. Num processo de obtencdo do dlcool, via
fermentacdo, o microrganismo converte os acucares presentes na
matéria prima ufilizada, em dlcool. Apds a destlacdo do mosto
fermentado, os acucares foram consumidos em sua grande parte, no
entanto, muitas outras moléculas, constituintes da matéria-prima,
permanecem presentes, enriquecendo a vinhaca resultante. O arroz

branco possui em média 8% de teor de proteinas, ao final do processo
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de producdo de dlcool de arroz, a vinhaca resultante possuird uma
maior concentracdo de matéria orgdnica do que a vinhaca
convencional de cana-de-agucar (pobre em proteinas).

[5] A vinhaca oriunda da producdo de etanol ou bebidas
fermentadas vem, por décadas, sendo usada como ferfilizante ou
adubo foliar no setor agricola.Entretanto, hd grandes problemas
ambientais envolvidos na aplicacdo de vinhaca bruta diretamente ao
solo. A vinhaca caracteriza-se por ser uma pasta marrom escura, de
baixo pH(entre 3,5 - 5,0), odor forte, e alto conteudo orgénico (COD: 50
a 150 g/L). Essas caracteristicas a fornam um material altamente
poluidor quando administrado de forma imprudente, podendo
comprometer a qualidade do solo ou levar & salinizagcdo dos lencdis
freaticos (DA SILVA.Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental-Agriombi, v. 18, n. 1, 2014; Espana-Gamboa et al,
201 1;WALISZEWSKI et al., 1997).

[6] Métodos alternativos vém, constantemente, sendo
estudados de forma a minimizar os impactos dos fertilizantes quimicos.
Com isso surgiram, como alternativas, os fertilizantes naturais, orgdnicos
ou organominerais (DE SOUZA. Adubacdo no sistema orgdnico de
producdo de hortalicas. Embrapa Hortalicas-Circular Técnica, 2008). A
vinhaca de arroz possui um alto teor protéico, e se fratada
adequadamente pode conter indices reduzidos de matéria orgdnica,
pH adequado, e incluir moléculas de interesses agricolas, como
aminodcidos e fitormdnios, podendo assim faciimente ser utilizada
como fertilizante organomineral.

[7] A incorporacdo de moléculas de interesse agrondmico na
vinhaca do arroz, como aminodcidos ou fitormonios, pode ser realizada
por meio de processos bioquimicos, tais como processos enzimdaticos e
fermentativos, fazendo uso de catalizadores bioquimicos ou

microrganismos, que resultem em modificacdes estratégicas no material
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de interesse.

[8] O uso de enzimas proteoliticas imobilizadas para a
obtencdo de aminodcidos pode reduzir os custos do processamento da
vinhaca. A imobilizacdo enzimdtica € uma técnica simples e permite o
manuseio conveniente de preparacoes enzimdaticas.

[?] Alguns microrganismos enddgenos tém apresentado
capacidade de estimular o crescimento de plantas por mecanismos
diretos (fixacdo de nifrogénio e/ou producdo de fitormdnios) e/ou
mecanismos indiretos (antagonismo versus patdgenos ou resisténcia a
drogas) (SOUZA, 2001). No Brasil, os estudos tém sido conduzidos com
linhagens de Azospirillum brasilense capazes de gerar dcido indol
acético (AlA), uma auxina que pode atuar promovendo o crescimento
de raizes e caules, através do alongamento das células recém-
formadas nos meristemas, no entanto, esse efeito € dependente da
concentracdo do hormdnio presente(MADHAIYAN, SARAVANAN, et al
2004).

ESTADO DA TECNICA

[10] SGo descritos no estado da arte alguns documentos de
invencdo que tratam da producdo de fertilizantes que derivam ou
contenham vinhaca em sua composicdo. Por exemplo:

[11] Os documentos Pl 1100736-2 eBR132014019425-7 descrevem
um melhoramento no sistema de fratamento de vinhaca com geracdo
de energia através do uso de reatores anaerdbios (biogds), geracdo de
dgua de reuso por evaporacdo e adubacdo orgénica ao final do
processo. O bioproduto obtido € um adubo orgdnico concentrado
aplicado via fertirigacdo. O sistema proposto envolve o uso de
ultrafilfracdo e osmose reversa para diminuicdo dos sais presentes. E
conhecido que membranas possuem alto custo e vida Util relativamente
pequena devido ao enfupimento dos poros, onerando

significativamente o processo, tornando-o invidvel em larga escala.
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[12] O documento Pl 1100645-5 se refere a transformacdo de
vinhaca de cana-de-acucar em adubo organomineral através de
destoxificacdo de fenol e secagem por micronizacdo da vinhaca para
a ufilizacdo como fertilizante agricola em geral. O processo engloba
multiplas etapas sequenciais, incluindo o uso de peneira molecular para
concentrar em sdlidos a vinhaca, seguida de secagem em
equipamento do tipo moinho-micronizador-secador transformando-se
em po seco que, depois de devidamente acondicionados, pode ser
utilizado como fertilizante agricola. O produto final, um ferfilizante
organomineral,consiste de vinhaca concentrada e isenta de fenol,
porém o processo ndo envolve nenhum tipo de melhoramento
nutricional da vinhaca bruta.

[13] O documento KR20020089002 reivindica um fertilizante
liguido contendo aceleradores de crescimento para plantas, constituido
pela mistura de dlcool de vinho de arroz (Makgeolli) adicionado de
nutrientes essenciais (C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, B e
Si), numa proporcdo de 80:20 m%, com aplicacdo via solo. A tecnologia
citada utiliza o préprio etanol de vinho de arroz como produto base e
ndo relata o uso de quaisquer reacoes bioquimicas para formulacdo do
produto final.

[14] O documento CN1107454 refere-se a um fertilizante
orgdnico de pulverizacdo, contendo enfre seus componentes exirato
de levedura, vinagre de arroz, dcido fitico, ambnia e dgua. Esse produto
tem acdo no funcionamento fisioldgico das células das plantas,
promovendo a divisdo celular e melhorando o fitometabolismo. O
mecanismo da invencdo inclui extrair ribonucleotideos a partir das
células de levedura seguido de uma degradacdo dos produtos e
posterior adicdo de vinagre de arroz, dcido fitico e amobnia para
fornecer nitrogénio, vitaminas, aminodcidos, minerais e nutrientes de

acucar para o crescimento e desenvolvimento das culturas.
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[15] O documento Pl 0401563-0 refere-se a um processo e
equipamento para fratamento de vinhaca, resultante da producdo de
dlcool e aguardente, visando a obtencdo de um fertilizante
organomineral sélido e a recuperacdo da dagua confida para
aplicacdo industrial ou agricola diretamente, ou potdvel apds
tratamento apropriado. Para tal, a invencdo relata o uso de uma
descarga elétfrica para degradacdo do material orgdnico da vinhaca
seguido por um processo de secagem envolvendo troca de calor,
gerando um produto concentrado contendo residuos de material
orgdnico, podendo ou ndo ser adicionado de fertilizantes minerais.

[16] O documento CN104230604 descreve a producdo de um
fertilizante orgdnico e inorgdnico, constituido da mistura de melaco de
cana e vinhaca de cana, fermentado de peixe, residuos de avicultura e
bovinocultura, bactérias  fixadoras de  nitrogénio,  bactérias
solubilizadoras de fosforo e potdssio, um agente complexante de metal
e sulfato ferroso. A tecnologia envolve multiplas fermentacdes de
melaco de cana, vinhaca de cana e residuos de bovinocultura, por
12-48 h, utilizando bactérias aerdbicas, seguido por adicdo de
fermentado de peixe e fermentacoes, por 12 — 36 h, utilizando bactérias
anaerodbicas, s entdo o mosto final € pulverizado e adicionado de
bactérias fixadoras de nitrogénio, bactérias solubilizadoras de fésforo e
potdssio. A utilizacdo de multiplas matérias-primas para a composicdo
do produto final aumenta significativamente a dificuldade do processo
em manter as caracteristicas e qualidade nutricional do produto final,
uma vez que o produto serd dependente de diversas matérias-primas
que, por sua vez, dependem de fatores externos, como € o caso do
fermentado de peixe, residuos de avicultura e bovinocultura.

[17] O documento JP2013112555, reivindica um processo para
obtencdo de um fertilizante, constituido de uma mistura de vinhaca de

saqué ndo refinada (Moromi) ou vinagre de cereais, residuos de
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alimentos com teores de umidade superiores a 20% e terra de
diatomdceas. O ferfilizante obtido €& misturado com o solo ou
pulverizado de maneira convencional em culturas agricolas. O uso de
residuos de alimentos caracteriza uma série de desvantagens o
processo, a composicdo nutricional do produto final é altamente
varidvel e dependente dos residuos disponiveis no momento,
dificultando a manutencdo da qualidade e caracteristicas do produto
final, além de um menor valor nutritivo, uma vez que o0s nutrientes
presentes ndo se enconfram em sua forma biodisponivel para as
plantas. Adicionalmente, metais pesados ou oufros possiveis
contaminantes quimicos ou bioldgicos podem estar presentes, uma vez
que processos adicionais de purificacdo/esterilizacdo ndo sdo
executados, podendo, a longo prazo, afetar adversamente o
crescimento das plantas e o solo.

[18] O documento BR 112014031530-2 visa a protecdo de um
processo para o beneficiamento de vinhaca oriunda da producdo de
cerveja de milho, e recuperacdo de uma fracdo de sdélidos com alto
teor de proteina, uma fracdo de dgua suspensa e uma fracdo de dleo.
A metodologia para o tratamento da vinhaca faz uso de um modo
hidrotérmico (93,33 — 176,66 °C), alterando-se as propriedades fisico-
guimicas da vinhaca. O pds-processamento dos produtos obtidos, com
a finalidade de aumentar a biodisponibilidade dos nutrientes, utilizando
enzimas & citado, porém ndo é previsto o uso de imobilizacdo
enzimdtica, o que encarece o processo e indica que catalisadores
ativos podem estar presentes no produto final.

[19] O estado da técnica, a respeito dos rejeitos derivados da
producdo de etanol ou biofermentados de arroz, € escasso. Embora os
documentos citados evidenciem processos similares, a tecnologia
processual coincide minimamente com o processo proposto na

presente invengdo, visto que ndo apresentam similaridade na matéria-
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prima utilizada, tampouco fazem uso de enzimas imobilizadas conforme
é reivindicado na presente invencado.

[20] A presente invencdo faz uso do subproduto derivado do
processo de producdo de dlcool de cereal, mais especificamente
dicool de arroz, que tem caracteristicas quimicas diferentes das
vinhacas derivadas do processo de producdo dos “vinhos de arroz”
tradicionais, ou vinhacas derivadas de outras matérias-primas. As
propriedades nutricionais e quimicas das vinhacas sdo dependentes da
matéria-prima que as origina, bem como sdo afetadas pelos processos
a qual sdo submetidas. De modo geral, as tecnologias descritas no
estado da técnica, utilizam vinhacas provenientes de culturas ricas em
carboidratos e pobres em termos de proteinas e aminodcidos, ndo
oferecendo assim, grandes vantagens nutricionais aos ferfilizantes
produzidos.Vinhacas oriundas da producdo de vinhos de arroz (saqué),
cuja producdo envolve fermentacdo paralela multipla (sacarificacdo
simulténea a fermentacdo) do arroz, apresentam caracteristicas
nutricionais diferentes a vinhaca de arroz tradicional, uma vez que em
sua composicdo estdo presentes ainda, além da massa de arroz
residual, fungos (Aspergillus oryzae) e leveduras, e outros constituintes do
vinho de arroz.

[21] Asinvencdes descritas no estado da técnica, embora citem
tecnologias que fazem uso de enzimas, ndo citam o uso de enzimas
imobilizadas. O uso de enzimas imobilizadas permite uma maior
eficiéncia do processo em razdo da melhor separacdo enzimdtica do
produto, além de permitir minimizar o processamento do produto a
jusante, tornando o processo rentdvel, vidvel e mais eficiente,
caracteristicas estas ndo abrangidas a partir de quaisquer outros tipos
de processos. A presenca de enzimas no produto final ndo é
ecologicamente correta, jd que catalizadores ativos serdo descartados

nos efluentes ou aplicados diretamente ao solo, gerando impactos
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indesejaveis aos mananciais e biosferas locais. Adicionalmente, as
tecnologias descritas no estado da técnica ndo mencionam a
utilizacdo de um complexo multienzimdatico que atue na mesma faixa
de pH e temperatura. Assim, menor variedade e quantidade de
aminodcidos serdo liberados, limitando os resultados de promogdo de
crescimento, uma vez que estas varidveis estdo diretamente
correlacionadas aos resultados obtidos por biofertilizantes. As invencoes
descritas citam ainda ftécnicas quimicas o que limita as acdes no
campo da agricultura orgdnica e de patentes verdes. Muitas destas
alternativas causam impactos nos solos e reservatorios hidricos.

[22] A grande maioria dos documentos listados no estado da
técnica envolvem apenas processos para concentracdo e secagem da
vinhaca, ndo citando quaisquer tfratamentos biogquimicos que envolvam
uma melhora nutricional do produto final. E conhecido o alto valor
nutfricional da vinhaca, no entanto na sua forma bruta seus
componentes ndo estdo biodisponiveis. E necessdrio que a vinhaca seja
submetida a diferentes tratamentos, de modo a gerar, converter e
liberar componentes bioativos, bem como aumentar sua
biodisponibilidade.

[23] Adicionalmente, os referidos documentos, apesar de
indicarem fertilizante orgdnico como produto final, ndo fazem mencdo
da utilizacdo de microrganismos associados para producdo de
fitormdnios, objeto da presente invencdo. Na auséncia de moléculas
promotoras de crescimento, as tecnologias atuais para a utilizacdo da
vinhaca acabam por ndo atingir resultados similares.

[24] Por fim, majoritariamente, as invencoes ndo
propdemfertilizacdo via foliar, o que diminui a capacidade absortiva
das plantas.

[25] Cabe ressaltar ainda que até o presente momento ndo hd

relatos, no estado da técnica, do uso de um fertilizante orgénico
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composto derivado de vinhaca de arroz. Os produtos compreendidos
pela presente invencdo sdo obtidos via hidrdlise enzimdtica, utilizando
um complexo enzimdtico de proteases imobilizadas em matriz de
celulose, e sua posterior associacdo & um rizo-inoculante ou via
fermentacdo, gerando produtos com capacidade bioestimulante que
podem atuar como fertilizante foliar, enraizador ou auxiliar de
germinacdo.

SUMARIO DA INVENCAO

[26] A presente invencdo tem por objeto propor um processo de
obtencdo de fertilizante orgdnico composto a partir de vinhaca de
arroz proveniente da producdo de dlcool de cereal, valendo-se de
proteases imobilizadas para a clivagem das proteinas e consequente
liberacdo de aminodcidos livres e peptideos.Uma subsequente
fermentacdo com um rizo-inoculantepara a formacdo de pelo menos
um fitorménio também é parte integrante e fundamental desta técnica,
na obtencdo de um produto alternativo ao obtido com a clivagem
enzimdtica. O processo e produtos propostos neste documento rednem
diferentes caracteristicas operacionais ndo reunidas anteriormente no
estado da técnica, permitindo, entre outras coisas, uma utilizacdo mais
eficiente e econdmica para a vinhaca de arroz, além da obtencdo de
um fertilizante organomineral rico em aminodcidos e peptideos,
podendo ainda conter fitormdnios.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[27] A seguir, faz-se referéncia aos desenhos em anexo ao texto
para melhor compreensdo dos exemplos e concretizacoes
apresentados:

[28] A FIG. 1 apresenta o fluxograma do processo de obtencdo
dos produtos fertilizantes org&nicos compostos oriundos de residuos de
dlcool de arroz (HV, HVF e HVI);

[29] A FIG. 2 apresenta o fluxograma de obtencdo do dlcool de
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arroz e geracdo dos subprodutos de vinhaca do arroz;

[30] A FIG. 3 apresenta um grdfico mostrando a comparacdo
das atividades da enzima livre com as da enzima imobilizada e mostra
seus respectivos percentuais de manutencdo das atividades;

[31] A FIG. 4 apresenta um grafico mostrando a cinética dos
ciclos e teores de proteinas remanescentes apds cada ciclo enzimdtico,
sendo o ponto 0 uma solucdo de caseina fresca;

[32] A FIG. 5 apresenta grdaficos mostrando os ganhos
agrondmicos de raizes de milho (Zea mays L.) quando tratadas com
hidrolisado de vinhaca de arroz (HV), em comparacdo ao confrole
positivo (produto comercial Aminosoil) e confrole negativo (dgua
purificada), onde a FIG. 5A mostra os ganhos no comprimento, a FIG. 5B
mostra os ganhos no volume, e a FIG. 5C mostra os ganhos no diémetro;

[833] A FIG. 6 apresenta grdaficos mostrando os ganhos
agronémicos de plantas de alface (Lactfuca satfiva Jguando tratadas
com hidrolisado de vinhaca de arroz (HV), hidrolisado de vinhaca de
arroz associada ao Azospirillum brasilense (HVI) e hidrolisado de vinhaca
de arroz fermentado (HVF),onde a FIG. 6A mostra os ganhos na drea
foliar, a FIG. 6B mostra os ganhos no peso ea FIG. 6C mostra os ganhos
no numero de folhas;

[34] A FIG. 7 apresenta os ganhos agronémicos diretos nas folhas
de alface (Lactuca sativa), expressos em drea foliar, quando tratadas
com hidrolisado de vinhaca de arroz (HV), hidrolisado de vinhaca de
arroz associada ao Azospirillum brasilense (HVI)e hidrolisado de vinhaca
de arroz fermentado (HVF);

[835] A FIG. 8 apresenta grdaficos mostrando os ganhos
agrondmicos de raizes de alface (Lactuca sativa) quando fratadas com
hidrolisado de vinhaca de arroz (HV) e hidrolisado de vinhaca de arroz
fermentado (HVF), onde a FIG. 8A mostra os ganhos no comprimento, a

FIG. 8B mostra os ganhos no volume e a FIG. 8C mosfra os ganhos no
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didmetro;

[86] A FIG. 9 apresenta grdaficos mostrando osganhos
agrondbmicos em sementes alface (Lactuca sativa) tratadas com
hidrolisado de vinhaca de arroz (HV), hidrolisado de vinhaca de arroz
fermentado (HVF) e hidrolisado de vinhaga de arroz associada ao
Azospirillum brasilense (HVI), onde a FIG. 2A mostra os ganhos
nocomprimento, a FIG. 9B mostra os ganhos em drea foliar e a FIG. 9C
mostra os ganhos em tamanho do hipocdtilo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[37] A presente invencdo refere-se a um processo de obtencdo
de fertilizante orgénico composto a partir de residuo de dlcool de arroz
oriundo da transformacdo bioguimica da vinhaca residual formada
durante a producdo do dlcool de arroz, enzimas imobilizadas e
fermentacdo com microrganismo produtor de fitormdnio. O referido
processo, conforme representado pela FIG. 1, compreende as seguintes
etapas:

(a)  Preparacdo da matéria-prima;

(b) Ajuste do pH da suspensdo de vinhaca de arroz;

(c) Imobilizacdo das proteases;

(d) Digestdo enzimdatica.

[38] Asreferidas etapas serdo melhor detalhadas a seguir.

(a) Preparacdo da matéria-prima

[39] A matéria-prima utilizada na presente invencdo é a vinhaca
de arroz, obtida apds fermentacdo dos grdos de arroz para producdo
de etanol (FIG. 2). As caracteristicas da matéria-prima utilizada sdo
fundamentais e podem interferir na geracdo do produto final. A
vinhaca de arroz deve possuir entre 20— 60% de peso seco em proteinas,
0 - 15% de carboidratos totais, 0 — 15% de matéria fibrosa, 0,5- 5g de
derivados de fésforo para cada 100g de peso seco de vinhacga.

Adequacdes G matéria-prima podem ser incluidas a critério do
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operador, como a substituicdo da vinhaca de arroz pela vinhaca de
outras culturas proteicas, como vinhaca de soja, vinhaca de feijdo ou
vinhacas de cereais diversos que apresentem as caracteristicas

descritas acima.

(b) Ajuste do pH da suspensdo de vinhaca de arroz

[40] A suspensdo de vinhaca de arroz sofre ajuste do pH para
uma faixa entre 5,5 — 8,5, preferencialmente entre 6,5 - 7,5. O qjuste do
pH € dado com a utilizacdo de agentes alcalinos, preferencialmente
hidroxido de soédio ou agentes dcidos, preferencialmente dcido
cloridrico. A utilizacdo de algum desses compostos quimicos pode ser
suficiente, no entanto pode-se usar a combinacdo de dois ou mais tipos
de compostos para o ajuste do pH.

(c) Imobilizacdo das proteases

[41] A imobilizacdo ocorre por meio de imersdo da matriz porosa
constituida de celulose tratada por até 24 h (sob agitacdo branda de
20 a 90 rom, e pH na mesma faixa de estabilidade do complexo
enzimdatico) em uma solugcdo contendo um complexo enzimdtico de
proteases do tipo endo- e exopeptidases, sendo preferencialmente
uma protease de Aspergillus oryzae, Bromelina (EC 3.4.22.32) e Corolase
H-PH (EC 3.4.21.61), com concentracdes entre 0,01 — 0,2% m/v de modo
a aumentar a eficiéncia do processo de hidrdlise e consequentemente
a producdo de aminodcidos e peptideos no meio (fraduzido em teor de
N para as plantas). Apds a adsorcdo das enzimas na matriz porosa, a
matriz porosa contendo enzimas é revestida por um biopolimero como
quitosana, alginato ou carragenana, sendo preferencialmente
quitosana, em concentracdo entre 0,5 - 3% m/v. A matriz porosa
utilizada, preferencialmente € uma matriz celuldsica, macroporosa, mas
também pode-se incluir materiais poliméricos porosos, como quitina ou
borracha, materiais naturais como madeira, carvdo ativado, rochas,

cer@micas, desde de que sejam inertes. A matriz porosa é recuperada
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por meio de uma peneira com aberturas de 8 a 18 mesh, podendo ser
ufilizadas até um mdaximo de 25 ciclos consecutivos.

(d) Digestdo enzimdtica

[42] A suspensdo de vinhaca de arroz € aquecidaa uma faixa
de temperatura entre 35 - 65°C, preferencialmente entre 45 — 55°C,
para a digestdo enzimdatica (hidrolise enzimdatica), por 1 a 24 horas, sob
agitacdo mecdnica de 50 - 300 rpm. Essa digestdo enzimdatica é
realizada por um conjunto de proteases que incluem endo- e
exopeptidases, imobilizadas previamente em suporte poroso constituido
de celulose tratada.

[43] Apds as referidas etapas, a mistura é processada usando
meios adequados de separacdo, tais como, coador de pano, papel
filtro, sistema de filtracdo 4 vdacuo, tela metdlica, centrifugacdo ou
decantacdo. Apds a separacdo utiliza-se o sobrenadante (hidrolisado
de vinhaca de arroz — HV) para o destino final que € a producdo do
fertilizante.

[44] O produto obtido ao final dos processos € composto dos
produtos da hidrdlise enzimdtica, tais como aminodcidos livres,
oligopeptideos e peptideos.Esta matéria de origem protéica contém
enfre 10 - 25% do peso seco do material.AcUcares solUveis de 0 a 10%
do peso seco do material. Fosfatos em geral e ions potdssio,
compreendem até 5% do peso seco final. Este produto de hidrdlisepode
ser utilizado em forma diluida,numa faixa de diluicdo entre 1 — 25% v/v
do hidrolisado de vinhaca de arroz (HV) em dgua.

[45] A determinacdo do potencial uso como fertilizante foi
realizado por meio de diferentes bioensaios in vivo e in vitro. Nos
bioensaios, os produtos resultantes do processo foram diluidos, na
proporcdo adequada para se chegar a concentracdo final
estabelecida. Os resultados mostram que esse produto final deve ser

diluido entre 2,5 - 10% v/v, tanto como uso para enraizador, fertilizante
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foliar e auxiliar de germinacdo.

[46] Com o objetivo de aumentaras propriedades que resultam
em ganhos agrondmicos do hidrolisadoda vinhaca(HV),em peso e drea
foliar, comprimento e didmetro de raizes, este foi associado a um rizo-
inoculante, preferencialmente uma rizobactéria, compreendendo os
géneros  Azospirillum, Allorhizobium,  Azorhizobium,  Bradyrhizobium,
Mesorhizobium,  Methylobacterium,  Rhizobium e  Sinorhizobium,
preferencialmente do género Azospirillum, preferencialmente a espécie
Azospirillum brasilense. Esta associacdo pode também ocorrer através
de um produto que contenha fitormdnios oriundos de uma fermentacdo
do hidrolisado com osmicrorganismos em questdo. Para adequar o
meio para as fermentacdes, é realizada dilvicdo do hidrolisado de
vinhaca de arroz (HV) em dgua, entre 1 a 50% v/v, preferencialmente
20% v/v.Adiciona-se uma fonte de carbono exdégena, como melaco de
cana, glucose, sacarose, lactose ou maltose, entre 1,6 mg/L a 3g/L,
preferencialmente 60 mg/L.Fontes adicionais de cloreto de amonio e
fosfato de potdssio podem ser adicionadas, podendo ser utilizado de
0,001 a 0,2M para o cloreto de amodnio e TmM a 0,1M para o fosfato de
potdssio. Inocula-se de 0,1 a 10% de indculo, preferencialmente entre
0,5 e 2,5%, contendo 1.0x108 células de rizobactéria,e realiza-se a
fermentacdo por 10 a 36 h, preferencialmente entre 20 e 28 h, a uma
temperatura de 25 a 35°C. Este fermentado deve ser diluido de 4 a 20
vezes, e aplicados na parte aérea das plantas, dando origem a um
novo produto, o hidrolisado de vinhaca de arroz fermentado(HVF).

[47] O microrganismo em questdo também pode ser aplicado
de forma exdgena as raizes das plantas como inoculante, agindo
sinergicamente ao produto HV na parte aérea das plantas.Testes
realizados nesta invencd@o comprovaram que o sinergismo entre os dois
materiais propulsiona o melhor desenvolvimento das plantas.

[48] A presente invencdo é explicada em mais detalhes pelos
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exemplos a seguir, porém ndo € limitada pelos mesmos, pois servem
apenas para comprovar que o produto resultante da hidrdlise
enzimdtica e seus subprodutos sdo efetivos como fertilizante orgénico
composto com capacidade de aumentar enraizamento (volume e
comprimento de raizes), drea foliar, peso seco de plantas, bem como
atuar como auxiliar de germinacdo.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Processo de imobilizacdo do complexo enzimdtico

de proteases

[49] Esferas amorfas de celulose fratada constifuem o suporte
poroso Uutilizado na imobilizacdo das enzimas.Diferentes complexos
enzimdaticos de proteases, como (a) Complexo HBTP: protease de
Aspergillus oryzae (Prozyn BioSolutions, EC 3.4.21.63), Bromelina (Prozyn
BioSolutions, EC 3.4.22.32), Corolase-H-pH (AB Enzymes, EC 3.4.21.61);(b)
Complexo HP: Corolase-H-pH (AB Enzymes, EC 3.4.21.61), Papaina
(Prozyn  BioSolutions, EC 3.4.22.2);(c) Complexo S7P: Savinase
(Novozymes, EC 3.4.21.62), Corolase 7089 (AB Enzymes, EC 3.4.24.28),
Papaina (Prozyn BioSolutions, EC 3.4.22.2) e (d) Complexo PE: Pronase E
(Sigma Aldrich, EC 3.4.24.31), foram suspendidos em tampdo fosfato 0,1
M, numa concentracdo de 0,1 g/L de cada enzima (para Corolase-H-
pH adicionou-se 100uL/L)e permaneceu em contato com 100g de
suporte de imobilizacdo para cada lifro de solucdo, sob agitacdo
branda, em temperatura de 15°C por 20 h. Seguidamente, as esferas
foram secas em estufa com circulacdo de ar,sob temperatura branda
de 30°C, para ndo ocorrer desnaturacdo, e revestidas com uma
camada de quitosana 1% m/v. Testes laboratoriqis confirmaram a
eficdcia do suporte. O suporte apresentou uma eficdcia na
manutencdo da atividade enzimdtica de 61,4% (£15%), em relacdo a
eficiéncia das enzimas livres (FIG. 3), além de apresentar bom

rendimento de imobilizacdo enzimdtica (70mg/g de suporte). Ensaios de
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ciclos enzimdticos mostram que o suporte ndo apresentou queda
significativa da atividade, mesmo apos 10 ciclos consecutivos (FIG.4).

Exemplo 2: Obtencdo do hidrolisado de vinhaca de arroz (HV)

[50] A vinhaca de arroz, apds ajuste do pH para 7,0, utilizando
NaOH 0,5M (aproximadamente 20 mL para cada lifro de vinhaca) foi
aqguecida a 50°C para posterior etapa de hidrdlise enzimdatica e
possibilitar o uso das enzimas imobilizadas. Apds, 10 gramas de suporte
imobilizado com o complexo enzimdtico de proteases (Exemplo 1) por
litro de vinhaca foi adicionado, permanecendo sob agitacdo de
120rom, a 50°C por 24 h. Seguidamente, as esferas foram separadas da
suspensdo utilizando uma peneira mesh 12 e a vinhaca hidrolisada foi
decantada. O sobrenadante foi separado, origihnando os produtos
hidrolisados de vinhaca de arroz (HV).

[51] A quantificacdo de aminodcidos foi realizada em
analisador automdatico de aminodcidos, modelo SYKAM S433D (Sykam
GmbH) e a quantificacdo de friptofano foi realizada por HPLC-UV-Vis a
283 nm com coluna CI18, adaptando metodologia descrita por
Sheikhian, et al. (2010). Foi possivel observar a partir da Tabela 1, que o
complexo enzimdtico HBTP gerou uma maior quanfidade de
aminodcidos ao final do processo de hidrdlise enzimdtica, atingindo
uma quantidade total de 388,4 umol por grama de vinhaca hidrolisada.

Tabela 1: Quantificacdo de aminodcidos (Aas) com hidrolisados
de vinhaca de arroz (HV), hidrolisados com diferentes complexos
multienzimdatico (HBTP, HP, S7P e PE)

Aminodcid HV-HBTP HV-HP HV-S7P HV-PE

o umol % umol % umol % umol %

Andlisado /9 AQs /9 AQs /9 AQs /9 Aas

ASP 8.3 1,6 - - - - - -
THR 24,5 4,7 17,2 5.1 - - 3.7 4,7
SER+GLU+P | 44,9 8.6 6.3 1,9 - - 7.8 2.9
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RO

GLY 34,4 6,6 . - 5.4 5,5 5,1 6,5
ALA+CYS | 41,1 79 30,0 9.0 8.9 9.0 7,2 9.3

VAL 44,5 8.6 29,9 9.0 108 | 10,9 | 124 | 158
MET 16,4 3.2 21,0 6,3 4,6 4,6 - -
ILE 27,0 5.2 19,2 5.8 8.3 8.4 4,8 6,1
LEU 38,1 7,3 21,9 6,6 108 | 11,0 6,6 8.5
TYR 24,1 4,6 25,9 7.8 6,0 6,0 4,8 6,1
PHE 23,5 4,5 19,1 5.7 12,6 | 12,8 3.7 4,7
HIS 37.3 7,2 368 | 10,7 6,4 6,5 5,0 6,4
LYS 24,3 4,7 15,1 4,5 6,3 6,3 5,0 6,4

z 388,4* | 100,0 | 2242* | 100,0 | 80,1* | 100,0 | 66,0* | 100,0

* Arginina, Glutamina, Asparagina e Triptofano ndo foram
quantificados

[52] O valor obfido pelo complexo enzimdtico HBTP & 42,2%,
79.4% e 83% superior aos obtidos pelos complexos HP, S7P e PE,
respectivamente, além de apresentar maior niUmero de aminodcidos.
Adicionalmente, foi possivel observar que o complexo enzimdtico HBTP,
gerou quantidade de ftriptofano superior aos obtidos pelos demais
complexos, atingindo 117,3 ug/g de vinhaca, como pode ser observado
na Tabela 2 a seguir, valor este pelo menos 23,6% maior que 0s
resultados obtidos com os demais complexos. Por essas razdes o
hidrolisado de vinhaca de arroz (HV) obtido utilizando o complexo
enzimdatico HBTP foi escolhido para realizacdo dos testes bioldgicos
descritos hesse documento.

Exemplo 3: Obtencdo do hidrolisado de vinhaca de arroz

fermentado com Azospirillum brasilense (HVF)

[53] Objetivando a producdo do fitormdnio dcido indol acético
(AlA), estirpes de Azospirillum brasilense (FP2) foram inoculadas em meio

de crescimento composto contendo hidrolisado da vinhaca de arroz

Petica0 870190044605, de 13/05/2019, pag. 27/59



19/27

(HV). Uma diluicdo de 20% v/v do hidrolisado da vinhaca de arroz em
dgua purificada foi determinada para o crescimento da bactéria,
adicionadas de fontes de nitrogénio 2,5% v/v (cloreto de amdnio 0,02M)
e fosforo 5% v/v (fosfato de potdssio 5SmM), e melaco de cana como
fonte de carbono (300mg/mL). Azospirillum brasilense foi inoculado em
concenfracdo de 1% v/v (10x108 células/mL), e a fermentacdo
permaneceu por 24 h, agitacdo de 120 rpom, e temperatura de 30°C. O
meio fermentado foi entdo decantado e o sobrenadante foi separado,
originando o hidrolisado de vinhaca de arroz fermentado (HVF).

[54] A quantificacdo de triptofano e acido indol acético (AlA)
foi realizada por HPLC-UV-Vis a 283 nm com coluna CI18, pela
metodologia de SHEIKHIAN, et al. (2010), e mostrada na Tabela 2.

Tabela 2: Quantificacdo de triptofano e AIA dos produtos HV
obtidos com diferentes complexos multienzimaticos e do produto
hidrolisado de vinhaca de arroz fermentado (HVF) obtido com o

complexo enzimdtico HBTP

Tratamentos Triptofano (ug/g) AlA (ug/g)
HV-HBTP 117,28 (+ 15,07) -
HV-HP 70,33 (+ 0,05) -
HV-S7P 63,24 (+ 0,005) -
HV-PE 89.57 (+ 0,009) -
HVF 7,88 (+0,012) 1,46 (+0,015)

[55] A partir da Tabela acima, foi possivel observar baixas
quantidades de triptofano (7,88 ug/g de vinhaca) e a presenca de 1,46
ug de AlA por grama de vinhaca no produto hidrolisado de vinhaca de
arroz fermentado (HVF). Por outro lado ndo foi detectada presenca de
AlA nos diferentes hidrolisados de vinhaca de arroz sem fermentacdo.
Esses dados indicam que parte do triptofano originalmente presente no
hidrolisado de arroz (HV) foi ufilizado como precursor do fitormonio AlA

pelo microrganismo no produto HVF. O hidrolisado de vinhaca de arroz
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fermentado (HVF) foi utilizado para realizacdo dos testes bioldgicos
descritos nesse documento.

Exemplo 4: Obtencdo do hidrolisado de vinhaca de arroz em

associacdo com o inoculante de Azospirillum brasilense (HVI)

[56] O produto hidrolisado da vinhaca de arroz (HV) pode ser
utilizado com um inoculante em paralelo com o fertilizantefoliar. Para
tanto, foi adicionado20uL de uma solucdo contendo 1,0x108 ou 2,5x108
células/mLde Azospirillum brasilense, previamente crescidasem meio
NFB (padrdo) por 24h (tempo necessdrio para atingir densidade o6tica
de 1,0 a 600nm) e injetadas 5cm abaixo do hipocdtiio das plantas
recém brotadas.

Exemplo 5: Avdadliacdo da capacidade de enrgizamento de

plantas de milho(Zea mays L.Jem contato com os produtos HV e HVI

[67] Este experimento baseia-se na metodologia descrita por
EGENER, T.; HUREK, T. (1999) de andlise de enraizamento de sementes do
arroz, adaptado para o milhoSementes de miho (Zea mays
L.).previamente lavadas e esterilizadas com hipoclorito de sodio (0,1%
v/v),foram pré-germinadas em placas de Agar-dgar (0,8%m/v) por 48 h
a 30 °C. Seguidamente, as sementes de milho pré-germinadas foram
transferidas para tubos contendo aproximadamente 25 g de esferas de
polipropileno, e permaneceram por 7 dias em estufa incubadora, com
fotoperiodo de 12 h, umidade e temperatura controladas. Neste
experimento, as sementes foraman coradas nas esferas de polipropileno
para a simulacdo de um solo inerte, no interior de um tubo de ensaio e
adicionados 10mL da solucdo de interesse, com potencial para
estimular o enraizamento do milho.

[68] Foram testados o hidrolisado de vinhaca de arroz(HV)e o
hidrolisado de vinhaca de arroz utlilizado em associacdo com ©
inoculante de Azospirillum brasilense (HVI).O hidrolisado de vinhaca de

arroz, HV.foi diluido para as concentracdes 2,5% v/v e 10% v/v em dgua
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purificada.Para obtencdo do hidrolisado de vinhaca de arroz em
associacdo com o microrganismo Azospirillum brasilense (HVI), as células
vidveis do microrganismo, foram inoculadas a uma concenfracdo de
2,5x108 células por tratamento, aplicando-as em cima das sementes de
milho.Agua purificada foi utilizada como confrole negativo, e um
produto comercialmente disponivel (Aminosoil®, Agrivalle) foi uftilizado
como controle positivo. Para cada experimento individualizado, foram
realizadas 15 réplicas por tratamento, e 3 réplicas experimentais, de
modo que os valores obtidos sdo uma média dos experimentos.

[59] A FIG. 5 mostra os resultados obtidos em relacdo ao
comprimento (FIG. 5A), volume (FIG. 5B) e diGmetro (FIG.5C) das raizes
de milho quando utilizado o hidrolisado de vinhaca de arroz
(HV).Observa-seque HV, obteve resultados superiores aos obtidos para o
controle positivo, demonstrado melhores rendimentos de comprimento,
volume e dimetro das raizes de milho na concentracdo de 2,5% v/v,
apresentando diferenca estafistica, com p<0,001, para o confrole
negativo, em todos os parémetros analisados.A aplicacdo do produto
HVI, hidrolisado de vinhaca de arroz ufilizado em associacdo com o
inoculante de Azospirillum brasilense ndo mostrou bons resultados nas
plantas de milho, nas concentracdes analisadas.

Exemplo é:Teste de crescimento de plantas de alface (Lactuca

sativa) utilizando os produtos HV, HVF, HVI como fertilizantes foliares

[60] Para avaliar o potencial dos produtos derivados da vinhaca
de arroz, como fertilizante foliar,foram realizados bioensaios com plantas
de alface (Lactuca sativa). Para tanto, foram utilizados vasos de 1 L
com volume equivalente de solo previamente autoclavado, para
garantira esterilizacdo da microbiota natural e permitir a avaliacdo dos
ganhos agrondmicos quando realizado com inoculacdo de Azospirillum
brasilense. As plantas de alface foram fertilizadas, por meio de

aplicacdo foliar, a cada 12 dias, a partir do 15° dia, com 1,5 mL/planta
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dos produtos, assim como foram realizados os controles. O experimento
foi realizado por 50 dias em casa de vegetacdo, com 5 réplicas para
cada produto testado. Este teste objetivou avaliar o tamanho de drea
foliar das plantas, e o ganho em peso seco com a aplicacdo foliar.

[61] Para as plantas inoculadas com HVF e HVI, foi aplicado no
solo 20uL de uma solucdo contendo Azospirillum brasilense a uma
concentfracdo de 10x108 células/mL. Para os produtos HV e HVI foram
testadas as concentracdes de 1%, 2,5% e 5% v/v. O produto HVF foi
diluido, primeiramente a 20% v/v, seguido por novas diluicdes para 4, 8 e
12 vezes em d&gua purificada. Agua purificada foi utilizada como
confrole negativo (TN),fambém foi avaliado um controle de inoculagcdo
sem adicdo de fertilizante (sigla TlI). Como conftrole positivo, utilizou-se
um produto comercialmente disponivel (Liqui-Plex Bonder®, Alltech), em
concentracdes baixas (sigla TP) e altas (sigla TPH), conforme
recomendacdo do fabricante. Adicionalmente, foram testados os
efeitos da inoculacdo em ambos controles positivos (TPl e TPHI para as
respectivas concentracoes).

[62] Os resultados dos festes s&o mostrados nas FIGs.6 e 7.E
possivel observar um ganho em drea foliar e peso seco para as
formulacdes que utlilizaram inoculacdo de Azospirilum brasilense
(HVI)em relacdo ao hidrolisado de vinhaca de arroz (HV). Esses ganhos
podem ser correlacionados aos ganhos, descritos na literatura,
derivados pelo sinergismo entfre o microrganismo e a rizosfera da planta
de alface, como fixacdo de nitrogénio e producdo de fitormonio. No
entanto, este beneficio, ndo pode ser creditado exclusivamente pela
inoculacdo, visto que a testemunha inoculada (Tl), tfratada somente
com dAgua pos a inoculacdo, obtfeve resultados menos expressivos do
que HV. Conclui-se entdo, que no produto HVI, as propriedades de
composicdo do hidrolisado da vinhaca de arroz e da inoculacdo com o

microrganismo, atuam em conjunto para o ganho de drea foliar e peso
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seco. No que diz respeito ao produto HVF, obteve-se resultados positivos
utilizando uma fermentacdo prévia do hidrolisado de vinhaca de arroz e
aplicando-a como fertilizante foliar, obtendo alguns ganhos superiores
aos do HVI, como em peso seco de HVF 1:4 e HVF 1.8, confirmando
assim, que a fermentacdo libera biomoléculas estimulantes para o
crescimento vegetal (como comprovado no Exemplo 3). Para o HV,
obteve-se uma melhor resposta com a concentracdo de 5%;para o
produto HVI, a melhor resposta foi atingida com a concentfracdo de 1%;
e para o produto HVF, o melhor resultado foi atingido com a diluicGo
1:8.Assim, conclui-se com esse experimento, que os produtos HV, HVF e
HVI, sdo eficazes na proposta de utilizd-los como fertilizantes foliares.

Exemplo 7: Teste de enraizamento de plantas de alface (Lactuca

sativa) utilizando os produtos HV eHVF

[63] Este fteste foi realizado para avalizar o potencial dos
produtos HV e HVF como enraizadores para alface (Lactfuca sativa).
Para tanto, ufilizou-se HV nas concentracdes 5 e 10% v/v, e HVF foi
diluido 4 e 8 vezes. Como controle negativo foi utilizado dgua, e como
controle positivo um produto comercialmente disponivel (Aminosail,
Agrivalle®). Os testes foram realizados em casa de vegetacdo, em
plantadeiras com volume de 50mL cada poco, preenchidas com terra
preta inerte. As plantulas foram tratadas com 0.5mL de cada
tratamento apds o quinto dia, onde houve o brotamento das sementes,
até o frigésimo dia, com aplicagdes a cada 5 dias. As leituras de
volume, comprimento e drea das raizes, foram feitas em quintuplicatas
para cada tratamento.

[64] A FIG. 8 mostra os resultados obtidos de volume (FIG. 8A),
comprimento (FIG. 8B) e drea (FIG. 8C) das raizes de alface quando
utilizado o hidrolisado de vinhaca de arroz (HV) e hidrolisado de vinhaca
de arroz fermentado (HVF). Observa-se que HV, obteve resultados

superiores aos obtidos para o produto HVI e para o confrole positivo,
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demonstrado melhores ganhos de comprimento, volume e di@metro
das raizes de alface em ambas as concentracdes analisadas,
apresentando diferenca estafistica, com p<0,001, para o confrole
negativo, em todos os par@metros analisados. Os resultados mostram
que HV também apresenta potencial como produto enraizador.

Exemplo 8: Testes de brotamento de sementes de alface

(Lactuca sativa) com os produto sHV,HVI e HVF

[65] Para avaliar a capacidade dos produtos obfidos na
presente invencdo como auxiliar de brotamento, foi realizado um
experimento testando os produtos HV, HVF e HVI (em quintuplicata) em
sementes de alface (Lactfuca safiva). Para tanto, utilizou-se placas de
Petri de 5cm, com seu interior recoberto por um disco de papel filtro.
Para cada replicata/placa, foram acomodadas 10 sementes de
alfacee 3 mL de cada produto.O experimento foi conduzido em
cdmara de germinacdo com fotoperiodo de 12 h e temperatura de 30
°C. Apds 7 dias, as sementes foram analisadas em scanner especifico
WinRhizo, medindo-se o comprimento das raizes, o tamanho dos
hipocdtilos (primeira parte aérea das pléntulas) e a porcdo de drea
foliar.

[66] A partir dos resultados mostrados na FIG. 9, foram
observados ganhos agrondmicos no que diz respeito a germinacdo de
sementes de alface. Neste experimento, observa-se que o produto HV
estimulou crescimento de pldntulas de alface com resposta para
comprimento da raiz e comprimento do hipocdtilo (parte aérea da
planta nos primeiros dias apods o brotamento). HVF e HFV estimularam o
tamanho dos hipocdtilos e a porcdo de drea foliar. No estagio inicial do
crescimento vegetativo, as sementes utilizam a reserva energética para
o crescimento do vegetal, no entanto, as condicdes de crescimento
neste primeiro estdgio podem contribuir para o melhor desempenho em

produtividade. Desde modo, € possivel concluir que produtos HV, HVI e

Petica0 870190044605, de 13/05/2019, pag. 33/59



25/27

HVF também apresentam potencial como auxiliares de germinagdo.

[67] Assim, conforme observado, o alto teor de matéria orgdnica
total encontrada na vinhaca de arroz, contribui de forma direta no
beneficio da lavoura ou de forma indireta na microbiota do solo. No
caso da vinhaca do dlcool de arroz, esse teor de matéria orgdnica total
€ enriquecido pela alta concentracdo de proteina da amostra, visto
que o arroz possui umas das maiores cargas protéicas dentre todos os
vegetais (7% no grdo polido e entre 8 — 9% no grdo integral). Essas
proteinas sdo também de alto valor nutricional, contendo dezoito dos
vinte aminodcidos. Portanto, quando se trata de proteinas do arroz
presentes na vinhaca, € possivel atriouir um cardter nutricional mais
elevado ao fertilizante foliar, levando em consideracdo as vinhacas
mais produzidas no mundo, principalmente as derivadas do dlcool de
cana-de-acucar, milho e beterraba. As matérias primas utilizadas nestas
fontes mais convencionais, além de ndo possuirem teor protéico
elevado (exceto o milho), ndo possuem perfil de aminodcidos tdo rico.

[68] Adicionalmente, a uflilizacdo da vinhaca oriunda do arroz
apresenta outras vantagens em relacdo a vinhaca de cana de agucar
e a grande maioria das outras vinhacas. No que diz respeito ao teor de
potdssio, sua caracterizacdo mostra teores significativamente menores
aos da cana de acgucar. A presente invencdo impde uma diluicdo de
todos os sais e ions presentes na vinhaca convencional, resulfando assim
em um impacto menos deletério ao meio ambiente (solo e lencol
fredtico). A vinhaca de arroz contém mais de 60% m/m em proteinas
que, quando hidrolisado com o objetivo de liberar aminodcidos,
contém quantidades em excesso de matéria orgdnica para a
fertilizacdo, sendo, dessa forma, necessdrias diluicdes para atingir os
efeitos desejaveis sem agredir o meio ambiente.

[69] A presente invencdo faz uso de enzimas imobilizadas, com

suportes de imobilizacdo biodegraddveis, possibilitando a recuperacdo
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destas enzimas. O processo de recuperacdo dessas enzimas confere
uma caracteristica ecologicamente responsdvel ao processo, uma vez
qgue ndo produzir efluentes com catalizadores livres no meio, e também
por se apresentar como uma alternativa econémica mais vidvel, ja que
estes biocatalizadores sGo onerosos ao processo.

[70] Duas técnicas, ndo descritas em associacdo no estado da
arte, sdo utilizadas na presente invencdo para obtencdo das enzimas
imobilizadas utilizadas no processo: técnica de aprisionamento em
maltriz porosa, onde o suporte de imobilizacdo é constituido de celulose
tratada, altamente poroso, com a capacidade de adsorver enzimas
sem alteragdes significativas em sua atividade; e técnica de
envolvimento por membrana, onde apds a adsorcdo das enzimas na
matriz porosa, pela técnica anterior, a matriz € revestida por uma
camada de polimero biodegraddvel. Esse revestimento confere
estabilidade e longevidade a matriz, preservando sua integridade e
com isso, aumentando o tempo de uso do suporte. Essas técnicas em
associacdo conferem mais longevidade ao reuso enzimdatico e também
pouco ou nenhum impacto bioldgico gerado pelo processo.
Complementarmente, a utilizacdo de um complexo enzimdtico de
proteases, ndo descrito no estado da arte, permite hidrolisar mais
eficientemente as proteinas presentes na vinhaca.

[71] O processo proposto faz também uso de um microrganismo
(uma rizobactéria) para ser cultivado em fermentacdo no proprio
hidrolisado de vinhaca (substrato), ou como inoculante paralelo ao
produto formulado. SGo notérias as vantagens de se utilizar um
inoculante, a literatura descreve vantagens como fixacdo de
nitrogénio, melhoramento da resposta imune da planta, producdo de
fitormbnios absorvidos na rizosfera do vegetal. J&G a proposta de
utilizacdo destes microrganismos para fermentar o hidrolisado de

vinhaca de arroz possibilita producdo de fitormonios ex-situ, o que
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garante que essas biomoléculas de interesse estejam presentes na
aplicacdo. As atuais tecnologias ndo contemplam esse fipo de
beneficiamento. Os fitormdnios sGdo moléculas podem atuar de maneira
a melhorar as funcdes imunes da planta, alongar as células vegetais
promovendo crescimento do vegetal e também ativar sitios genéticos
de fixacdo de nitrogénio.

[72] Assim, o processo da presente invencdo € capaz de gerar
produtos distintos no campo da nutricdo vegetal, j& que podem servir
como enraizador, auxiliar de germinacdo e fertilizante foliar, enquanto
as demais invencoes ndo fornecem ao aplicador essas possibilidades.

[73] Embora a invencdo tenha sido amplamente descrita, é
Obvio para aqgueles versados na técnica que vdarias alteracdes e
modificacdes podem ser feitas visando aprimoramento do projeto sem
que as referidas alteracdes ndo estejam cobertas pelo escopo da

invencdo.
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REIVINDICACOES

1. Processo de obtencdo de fertilizante orgdnico composto,

caracterizado pelo fato de compreender as seguintes etapas:

(a)  Preparacdo da matéria-prima;

(b)  Ajuste do pH da suspensdo de vinhaca de arroz;
(c) Imobilizagcdo das proteases; e

(d)  Digestdo enzimdtica.

2. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o fertilizante ser obtido principalmente a partir da vinhaca
de cereais, como vinhaca de arroz, vinhaca de soja, vinhaca de feijdo,
preferencialmente a partir de residuo de dlcool de arroz oriundo da
transformacdo bioquimica da vinhaca residual formada durante a
producdo do dlcool de arroz, enzimas imobilizadas e fermentacdo com
microrganismo produtor de fitormdnio.

3. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de a vinhaca de arroz possuir entre 20 — 60% de peso seco em
proteinas, 0 — 15% de carboidratos totais, 0 — 15% de matéria fibrosa, 0,5
- 5 g de derivados de fésforo para cada 100 g de peso seco de
vinhaca.

4. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de o pH da suspensdo de vinhaca de arroz ser ajustado para
uma faixa entre 5,5 — 8,5, preferencialmente entre 6,5 — 7,5 utilizando
agentes alcalinos, preferencialmente hidroxido de sédio ou agentes
dcidos, preferencialmente dcido cloridrico.

5.  Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de a imobilizacdo das proteases ocorrer por meio de imersdo
da matriz porosa em uma solugcdo contendo um complexo enzimatico
de proteases do tipo endo- e exopeptidases, sendo preferencialmente

uma protease de Aspergillus oryzae, Bromelina e Corolase H-PH, com

Peticao 870190059012, de 26/06/2019, pég. 2/14



2/3

concentracoes entre 0,01 — 0,2% m/v.

6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de apds a adsorcdo das enzimas na matriz porosa, a matriz
porosa contendo enzimas, & revestida por um biopolimero como
quitosana, alginato ou carragenana, sendo preferencialmente
quitosana, em concentracdo entre 0,5 - 3% m/v.

7. Processo, de acordo com a reivindicacdo 5 ou 6,

caracterizado pelo fato de a matriz porosa ser preferencialmente uma

maltriz celuldsica, e incluir adicionalmente materiais poliméricos porosos
inertes, como quitina ou borracha, materiais naturais como madeira,
carvao ativado, rochas, cer&micas.

8. Processo, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado
pelo fato de a matriz porosa ser recuperada por meio de uma peneira
com aberturas de 8 a 18 mesh, e ser utilizada até um madximo de 25
ciclos consecutivos.

9. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de a digestdo enzimdtica ser realizada agquecendo a
suspensdo de vinhaca de arroz a uma faixa de temperatura entre 35 —
65°C, preferencialmente entre 45 — 55°C, por 1 a 24 horas, sob agitacdo
mecdanica de 50 — 300 rom, com a utilizacdo das proteases previomente
imobilizadas.

10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado
pelo fato de a mistura proveniente da digestGo enzimdatica ser
processada através de meios de separacdo, como coador de pano,
papel filtro, sistema de filtracdo a vdcuo, tela metdlica, centrifugacdo
ou decantacdo, em que o hidrolisado de vinhaca € utilizado para a
producdo do fertilizante.

11. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes

1 a 10, caracterizado pelo fato de o fertilizante compreender de 10 a

Petica0 870190059012, de 26/06/2019, pég. 3/14



3/3

25% do peso seco do material de aminodcidos livres, oligopeptideos e
peptideos, de 0 a 10% do peso seco do material de acucares solUveis,
até 5% do peso seco final de fosfatos em geral e ions potdssio.

12. Processo, de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado

pelo fato de opcionalmente o hidrolisado da vinhaca ser associado a
um rizo-inoculante, preferencialmente uma rizobactéria,
compreendendo os géneros Azospirillum, Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium,  Mesorhizobium,  Methylobacterium, Rhizobium e
Sinorhizobium, preferencialmente do género Azospirillum,
preferencialmente a espécie Azospirillum brasilense.

13. Processo, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pelo fato de a associacdo ocorrer opcionalmente através de um
produto que contenha fitormdnios oriundos de uma fermentacdo do
hidrolisado com os referidos microrganismos.

14. Uso do fertilizante obtido pelo processo conforme definido

em qualquer uma das reivindicacoes 1 a 13, caracterizado pelo fato de

ser como enraizador, auxiliar de germinacado e fertilizante foliar.
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RESUMO
PROCESSO DE OBTENGAO DE FERTILIZANTE ORGANICO COMPOSTO E USO
DO FERTILIZANTE OBTIDO

A presente invencdo refere-se a um processo de obtencdo de
fertilizante org&nico composto a partir de vinhaca de arroz proveniente
da producdo de dlcool de arroz. Para isso, o processo envolve a
producdo de um hidrolisado enzimdatico (HV) tendo como caracteristica
a presenca de aminodcidos livres, valendo-se de imobilizacdo
enzimdtica (complexo enzimdatico de proteases) em matriz de celulose,
para emprego ou comercializacdo total ou parcial, com finalidades de
aplicacdo nas dreas de agronomia, engenharia florestal e
biotecnologia. O hidrolisado enzimdtico pode também atuar como
substrato em processos fermentativos, incorporando d composicdo do
fertilizante, moléculas de interesse agronémico, gerando um fertilizante
enriguecido com fitormdnios (HVF). Adicionalmente, o hidrolisado
enzimdtico pode ser associado sinergicamente a um rizo-inoculante,
composto por microrganismo promotor de crescimento vegetal (HVI).
Os produtos resultantes do processo descrito nesta tecnologia podem

atuar como fertilizante foliar, enraizador ou auxiliar de germinacdo.
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