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RESUMO 

A utilização de microrganismos promotores do crescimento de plantas vem sendo bastante 

citada como uma alternativa sustentável e promissora aos fertilizantes químicos.O 

encapsulamento de microrganismos oferece vantagens notáveis, pois, as células ficam 

protegidas contra estresses e se estabelece um ambiente propício para um aumento de sua 

viabilidade e consequentemente para a sua melhor atuação na planta e no solo. A Proteína 

de Soja Isolada (SPI) é um produto de baixo custo, de origem biodegradável e está 

disponível globalmente. Dessa forma, formulações de inoculantes microbianos que utilizam 

a Proteína Isolada de Soja na matriz têm grande potencial comercial. Este projeto visa 

desenvolver e caracterizar filmes biodegradáveis usando Proteína Isolada de Soja como 

matriz para encapsulação da bactéria B. megaterium B119, a fim de criar uma plataforma 

de liberação controlada de biofertilizantes. Além disso avaliar a viabilidade celular e o 

tempo de armazenamento e também mudanças nas caracterizações físico-químicas, 

ocasionadas por pH diferentes. A abordagem se baseia na necessidade de alternativas 

sustentáveis aos fertilizantes convencionais, buscando mitigar impactos ambientais. Os 

filmes foram produzidos através da técnica de casting e caracterizados por FTIR, MEV, 

ângulo de contato, permeabilidade, intumescimento e solubilidade. O objetivo do trabalho 

foi avaliar a eficácia do encapsulamento, perfil de liberação e viabilidade pós-

armazenamento. Os resultados demonstraram que o filme com pH 7,0 possuí uma coloração 

mais escura e uma taxa de intumescimento maior, o que favorece a sua liberação. Porém, 

na análise da viabilidade acelerada os melhores valores foram para o filme com pH 5,0. Em 

resumo, os resultados apontam que o pH exerce uma influência significativa em várias 

propriedades dos filmes feitos com Proteína Isolada de Soja (PIS), destacando-se o filme 

com pH 5,0 por sua capacidade de liberação controlada, viabilidade e o filme com pH 6,0 

e pH 7,0 por sua resistência a condições ambientais adversas, como radiação U.V. Esses 

achados sugerem um potencial promissor de aplicação nos campos dos biofertilizantes e 

liberação controlada de microrganismos. 

Palavras-chave: biofertilizantes; soja; microrganismos; encapsulamento.  

  



ABSTRACT 

The use of plant growth-promoting microorganisms has been widely cited as a sustainable 

and promising alternative to chemical fertilizers. Microorganism encapsulation offers 

notable advantages, as the cells are protected against stresses and a conducive environment 

for increased viability is established, leading to enhanced performance in both plants and 

soil. Isolated Soy Protein (ISP) is a low-cost, biodegradable product available globally. 

Thus, microbial inoculant formulations utilizing Isolated Soy Protein as a matrix hold 

significant commercial potential. This project aims to develop and characterize 

biodegradable films using Isolated Soy Protein as a matrix for encapsulating the bacterium 

B. megaterium B119, to create a platform for controlled release of biofertilizers. 

Additionally, it evaluates cell viability, storage time, and changes in physicochemical 

characteristics induced by different pH levels. The approach is based on the need for 

sustainable alternatives to conventional fertilizers, aiming to mitigate environmental 

impacts. Films were produced using the casting technique and characterized by FTIR, SEM, 

contact angle, permeability, swelling, and solubility. The objective was to assess 

encapsulation efficacy, release profile, and post-storage viability. Results showed that the 

pH 7.0 film had a darker coloration and higher swelling rate, favoring its release. However, 

in accelerated viability analysis, the best values were observed for the pH 5.0 film. In 

summary, the results indicate that pH significantly influences various properties of films 

made with Isolated Soy Protein (ISP), with the pH 5.0 film standing out for its controlled 

release capability and viability, and the pH 6.0 and 7.0 films for their resistance to adverse 

environmental conditions such as UV radiation. These findings suggest promising potential 

for application in the fields of biofertilizers and controlled release of microorganisms. 

Keywords: biofertilizers; soy; microorganisms; encapsulation. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

 

1.1. BIOFERTILIZANTES 

Diversos estudos demonstram que as pesquisas na área alimentícia estão depositando 

esforços para aumentar cada vez mais a produção de alimentos no mundo (Lapiccirella, 2021). 

Algo essencial para um maior aumento de produção é a saúde da planta. Nesse ponto os 

fertilizantes podem ser grandes aliados, auxiliando no seu crescimento e desenvolvimento, 

entregando os nutrientes necessários (Correa, 2020).  

Apesar de atribuir vantagens para as plantações, a utilização de fertilizantes químicos 

convencionais em excesso pode contribuir para a degradação dos solos, poluição das águas e 

do ar. Esses impactos negativos não se limitam apenas ao meio ambiente, pois também 

apresentam desvantagens significativas para a saúde humana (Batista, 2021; Singh, 2022). 

Devido a esses problemas que são causados pelo uso excessivo de fertilizantes convencionais, 

a comunidade científica busca desenvolver soluções que possam contribuir para o aumento da 

produtividade agrícola e que sejam sustentáveis (Batista; Singh; Lapiccirella, 2021).  

Uma abordagem notável para enfrentar esse desafio é a aplicação de biofertilizantes. 

Essa estratégia se destaca por sua capacidade de impulsionar o crescimento e desenvolvimento 

das plantas por meio de diversos mecanismos, enquanto simultaneamente aprimora a fertilidade 

do solo (Kour et al., 2020).  

O termo "biofertilizante" pode ser interpretado de várias maneiras, frequentemente 

levando a definições que abrangem desde extratos de algas marinhas, compostos de resíduos 

urbanos, misturas microbianas com componentes não identificados, até produtos de 

fertilizantes minerais enriquecidos com compostos orgânicos. É interessante notar que artigos 

científicos frequentemente adotam uma interpretação abrangente desse termo, abarcando desde 

fertilizantes derivados de origem animal até extratos de plantas (Mącik, 2020). De acordo com 

Silva et al. (2012), a utilização de biofertilizantes na agricultura é aconselhada com o propósito 

de mitigar a poluição ambiental, além de aprimorar as características físico-químicas do solo. 

Isso resulta em uma diminuição na demanda por fertilizantes sintéticos.  

Os biofertilizantes com misturas microbianas atuam formando relação de simbiose 

com a planta, onde um fornece benefícios ao outro (El-Hawary et al., 2002). Microrganismos 

do gênero Bacillus se configuram como o principal gênero capaz de solucionar elementos como 

potássio e fosfato (Santos; Nogueira; Hungria, 2019). Eles também são capazes de realizar 

atividades relacionadas ao biocontrole, como por exemplo a antibiose, em que os 

microrganismos secretam metabólitos como antibióticos, compostos orgânicos voláteis, 
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toxinas e enzimas degradadoras de parede celular para combater os patógenos. Desse modo, os 

biofertilizantes com formulações que incluam espécies de Bacillus, possuem destaque por sua 

capacidade de solubilização do fosfato e fósforo e também pela sua ação no biocontrole (Fasusi; 

Cruz; Babalola, 2021). 

 

1.2. INOCULANTES MICROBIANOS  

Os inoculantes microbianos podem ser definidos como produtos que contêm 

microrganismos e acarretam benefícios para as plantas. Eles podem ser aplicados nas sementes, 

no solo ou nas folhas das culturas, promovendo o aprimoramento do crescimento e 

desenvolvimento da vegetação. Um inoculante microbiano para ser eficaz deve assegurar a 

proteção tanto física quanto química do microrganismo, desse modo evitando uma redução 

rápida da viabilidade das células durante o armazenamento e aplicação em campo (Soumare et 

al., 2020).  

Para desenvolver um inoculante que seja eficiente várias etapas precisam ser 

concluídas, tais como isolar e selecionar o microrganismo; fazer uma triagem de seu potencial 

em promover o crescimento de plantas ou atuar no biocontrole; buscar a otimização dos 

parâmetros de cultivo microbiano; desenvolver uma formulação capaz de garantir a persistência 

microbiana no solo, entre outras etapas. Ademais, as formulações devem atender à necessidade 

dos agricultores, possuir baixo custo, ser de fácil manipulação e aplicação, e também ter prazo 

de validade maior que uma safra (Bashan et al., 2014; Mahanty et al., 2017; Oliveira et al., 

2021).  

Em relação à comercialização no Brasil, o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento) estipula que o inoculante deve obter uma concentração mínima de 109 células 

viáveis por cada g ou mL de produto até a data de validade, que deve ser de no mínimo 6 meses 

(Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, 2021).  

Os inoculantes microbianos podem ser obtidos de diversas formas, sendo uma delas 

por meio do encapsulamento, que envolve a imobilização do microrganismo no interior de uma 

estrutura, e apresenta uma vantagem de proporcionar um microambiente favorável para o 

crescimento, desenvolvimento e sobrevivência do microrganismo. Essas características 

permitem uma maior viabilidade nas etapas de aplicação, adaptação e permanência no 

ambiente, fazendo com que a ação dos biofertilizantes aumente como um todo (John et el., 

2011; Sahu; Brahmaprakash, 2016).  

Dentre os métodos de encapsulamento, a técnica de casting é utilizada para a 

fabricação de filmes. O próximo tópico descreve os procedimentos que são utilizados nessa 
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técnica. 

1.3. CASTING  

A técnica de casting é utilizada para produzir filmes. Geralmente se inicia com a 

preparação de uma solução polimérica aquecida em excesso de água, em seguida a solução é 

resfriada e é feita a adição da suspensão com microrganismos. Depois o filme é espalhado sobre 

uma superfície lisa e espera-se evaporar o solvente (geralmente água), em condições ambiente 

ou em umidade relativa controlada (Dangaran, Tomasula e Qi, 2009; Krochta, 2009).  

Durante a evaporação espera-se que o filme seja formado através do rearranjo de suas 

macromoléculas (Otoni et al., 2017). Filmes com umidade final de 5-8% facilitam a sua retirada 

do suporte (THARANATHAN, 2003).  

Além de escolher com qual inoculante e com qual técnica de encapsulamento se irá 

trabalhar, outra decisão importante que deve ser tomada é em relação a qual carreador que será 

utilizado na formação dos filmes. 

Lodi (2023) utiliza dessa técnica para produzir uma plataforma de encapsulamento de 

microrganismos em matriz pva, também sendo aplicada na agricultura. Outro estudo realizado 

com matrizes de amido, utilizou da técnica de casting para a formação de filmes (Lopes, 2022). 

 

1.4. PROTEÍNA ISOLADA DE SOJA  

A Proteína Isolada de Soja (PIS) representa a forma mais refinada dentre os principais 

derivados proteicos obtidos da soja, que incluem a farinha de soja, a proteína texturizada e a 

proteína concentrada. Com uma concentração superior a 90% de proteína, a Proteína Isolada 

de Soja se apresenta como um pó de tonalidade creme. Esse pó é produzido a partir da fração 

proteica dos grãos de soja, que é separada das demais substâncias não-proteicas por meio de 

um processo de purificação realizado em etapas. Esse processo é fundamentado na reatividade 

química e solubilidade das diferentes substâncias, visando isolar de maneira eficiente a proteína 

(Kumar et al., 2002; Lodha; Netravali, 2005).  
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A Figura 1 ilustra o processo empregado para a obtenção da PIS utilizada no presente estudo. 

Fonte: Adaptado de Chua; Liu (2019). 

A Proteína Isolada de Soja (PIS) é composta pelas proteínas de reserva da soja, que 

formam uma variedade de macromoléculas com tamanhos variados, e estruturas distintas 

derivadas de 18 diferentes resíduos de aminoácidos. Quando soluções aquosas de PIS são 

submetidas à ultra-centrifugação, geralmente revelam cerca de 15 frações distintas. No entanto, 

quatro frações dominantes são identificadas como 2S (20-22%), 7S (37%), 11S (31-40%) e 

15S (10-11%), que são responsáveis pelas características da PIS. 

Alguns atributos funcionais das proteínas podem ser aprimorados por meio da 

modificação de sua estrutura tridimensional, conhecida como desnaturação, que pode ser 

alcançada por agentes físicos, químicos ou enzimáticos. Por exemplo, o aquecimento da 

proteína nativa leva à quebra das ligações não-covalentes. Da mesma forma, valores de pH 

Figura 1 - Fluxograma da produção da Proteína de Soja Isolada (PIS) e seus resíduos. 
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muito baixos ou muito altos influenciam na ionização de grupos na proteína, resultando em 

uma carga elevada positiva ou negativa na molécula, o que causa repulsão intramolecular e 

expõe regiões hidrofóbicas internas. 

O interesse pela PIS tem crescido significativamente devido à sua aplicação 

abrangente em várias indústrias. Isso se deve à sua capacidade de gerar produtos e bioprodutos 

que promovem a sustentabilidade e se alinham a uma visão econômica baseada em ciclos (Arfat 

et al., 2014; Muller et al., 2011; Ortega-Toro et al., 2014; Menezes Filho et al., 2021). Diversos 

estudos relatam que a PIS pode ter influencia na floração, aumento de peso, maturação, 

podendo ser até mesmo ser comparada com alguns hormônios. Ela vem sendo utilizada como 

bioestimulante de várias espécies com fator relevante na agricultura, como o tomate e o brócolis 

(Colla et al., 2017; Barrada et al., 2022). 

A PIS é usada como matriz de filmes biodegradáveis devido às suas propriedades 

estruturais e funcionais que permitem a formação de estruturas com características adequadas 

para sua utilização. As propriedades inerentes das proteínas as tornam excelentes materiais para 

formação de filmes e revestimentos biodegradáveis (CHO et al., 2007; DENAVI et al., 2009; 

HOPKINS et al., 2015). Além disso, a grande diversidade de grupos funcionais derivados dos 

aminoácidos resulta em forças interativas capazes de melhorar a estabilidade dos filmes 

(HAMMANN e SCHMID 2014; DANGARAN, TOMASULA e QI, 2009). 

 

2. OBJETIVOS  

 

2.1. GERAL  

O objetivo deste trabalho é desenvolver um filme à base de Proteína Isolada de Soja 

(PIS) que sirva para produção de inoculantes microbianos encapsulados com bactéria (Bacillus 

megaterium). Além disso, avaliar a viabilidade celular e o tempo de armazenamento e também 

mudanças nas caracterizações físico-químicas, ocasionadas por pH diferentes. 

 

2.2. ESPECÍFICOS  

• Preparar filmes com a Proteína Isolada de Soja (PIS) e descrever suas características;  

• Avaliar a eficiência do filme no encapsulamento de microrganismos;  

• Caracterizar o filme através da espectroscopia de infravermelho (FTIR), da microscopia 

eletrônica de varredura (MEV), ângulo de contato, permeabilidade do vapor de água e 

a sua viscosidade;  
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• Determinar o grau de solubilidade e o grau de intumescimento do filme; 

• Avaliar o perfil de liberação do microrganismo encapsulado;  

• Avaliar a viabilidade do B. megaterium B119 encapsulado após o armazenamento por 

alguns meses;  

• Avaliar o efeito da matriz na proteção a exposição à radiação UV.  

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1. MATERIAIS  

Para a produção dos filmes foi utilizada uma Proteína Isolada de Soja 90% em pó 

(90% de proteína, Bremil, Brasil), como plastificante utilizado foi o glicerol líquido (LS 

Chemicals). O microrganismo utilizado foi uma cultura de B. megaterium (CNPMS B119) 

obtida na Coleção de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo (SOUZA et 

al., 2020) e água destilada. Para as avaliações microbiológicas utilizou-se o Ágar (CHEM-

GOLD), caldo TSB (Caldo Triptona Soja - Biolog) e água destilada. 

 

3.2. MÉTODOS  

 

3.2.1. Obtenção do concentrado com microrganismos  

A bactéria utilizada foi obtida a partir da Coleção de Microrganismos Multifuncionais 

da Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS) (Minas Gerais, Brasil).  

Para reativar o microrganismo, um criotubo contendo 5,0 ml de suspensão de células 

(~4,2 UFC/mL) armazenados a -80ºC foi descongelado à temperatura ambiente e transferido 

para 50 mL de meio de cultura líquido TSB (Caldo Triptona Soja - Biolog) em erlenmeyers de 

500 mL. Os erlenmeyers foram então incubados em um shaker por 16 horas a 250 rpm a 30ºC 

para permitir o crescimento das células. 

Seguindo uma metodologia adaptada de Velloso (2023) para obter esporos, 10% deste 

inóculo foi adicionado a 50 mL de meio TSB (Caldo Triptona Soja - Biolog) fresco em 

erlenmeyers de 500 mL e incubado por 72 horas a 250 rpm a 30ºC. 

Após 72 horas, o meio de cultivo foi centrifugado a 8000 rpm a 4ºC por 20 minutos para 

precipitar completamente as células, e o sobrenadante foi descartado. As células foram então 

ressuspendidas em volume igual de solução estéril de NaCl 0,85%, e novamente centrifugadas 
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a 8000 rpm a 4ºC por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e por fim as células foram 

ressuspendidas em volume igual de solução estéril de NaCl 0,85%.  

 

3.2.2. Preparo do filme com o microrganismo  

A produção dos filmes foi feita pela técnica de casting conforme Carpiné et al., (2015), 

com modificações. Foram produzidas quatro formulações com variações no pH, sendo eles 5,0; 

6,0 e 7,0. A formulação dos filmes consistiu em 5,0 g de PIS e 1,5 g de glicerol, para cada 100 

g de formulação. Para a produção dos filmes a PIS mais o glicerol foi pesado para 

posteriormente se completar o volume com 97,5 ml de água destilada. Após a pesagem a 

formulação foi homogeneizada por 20 minutos em agitador magnético e em seguida aquecida 

até 40 °C. Através de um pHmetro, o pH foi ajustado para 10,5 com solução de NaOH 1 M e 

após esse procedimento aqueceu-se a solução a 70 °C por 20 minutos. Passados os 20 minutos 

a solução foi resfriada até 35°C para que em seguida ela possa ser separada em 4 béqueres 

diferentes e terem o pH ajustados em 5,0; 5,5; 6,0 e 7,0 utilizando HCl 1 M. Logo em seguida 

as diferentes soluções foram homogeneizadas novamente por mais 15 minutos em agitação 

mecânica.  

Nesse momento em que as quatro formulações finais estavam prontas, elas receberam 

2,5 ml do microrganismo concentrado. Por fim foram vertidas aproximadamente 20 g da 

solução filmogênica em placas de acrílico e a secagem foi realizada em estufas a 30°C por 24h.  

 

3.2.3. Caracterizações 

 

 Aspecto visual  

O registro do aspecto visual dos filmes produzidos foi realizado por meio da captura 

de imagens em câmera de celular Samsung M30, com nível de aumento 1x. Os filmes foram 

avaliados levando em consideração parâmetros como homogeneidade (ausência de partículas 

insolúveis e coloração uniforme), continuidade (ausência de rupturas ou fraturas após a 

secagem), flexibilidade, facilidade de desprendimento do suporte e facilidade de manuseio 

(TURBIANI, 2007). 

 

 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

A morfologia da superfície e fratura dos filmes foi avaliada por meio da Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) (JSM-6510, JEOL). Os materiais foram colocados em stubs de 

alumínio com fita de carbono dupla face e revestidos com ouro. As micrografias foram tiradas 
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em diferentes magnificações.  

 

 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) 

A análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC) foi feita em equipamento 

Q200 (TA Instruments, New Castle, DE, USA). As amostras de aproximadamente 6,0 mg foram 

submetidas às rampas de aquecimento/resfriamento/aquecimento entre 25 ºC e 200 ºC, a uma 

taxa de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogênio. Foi determinada temperatura de transição vítrea 

(Tg). 

 

 Termogravimetria (TG) 

A Análise Termogravimétrica foi realizada utilizando um equipamento - TGA - TA 

Instruments, modelo TGA Q500 - para avaliar o comportamento térmico e a estabilidade dos 

filmes. As amostras foram aquecidas em uma atmosfera de nitrogênio a uma taxa de 

aquecimento de 10°C por minuto, no intervalo de 25 a 600°C. 

 

 Espectroscopia na região de infravermelho (FTIR)  

Para estudar a estrutura molecular do filme, uma amostra foi analisada por meio da 

espectroscopia na região de infravermelho (FTIR) usando um Bruker Vertex 70. O FTIR foi 

equipado com acessório de reflectância atenuada total (ATR). O espectro obtido foi de 4000 

a 400 cm -1, com 32 varreduras por amostra e resolução de 4 cm-1. 

 

 Grau de Intumescimento e Grau de Solubilidade  

A análise do grau de intumescimento e solubilidade foi conduzida em um único 

experimento, seguindo a metodologia estabelecida por Bigi et al. (2004) e Gontard et al. 

(1992). Os filmes foram cortados em dimensões de 2 x 2 cm e submetidos a um período de 

secagem em um forno a 100°C durante 24 horas. O peso inicial dos filmes foi registrado como 

(𝑚0). Amostras em triplicata foram inseridas em tubos Falcon contendo 50 mL de água 

destilada estéril e colocadas dentro de um incubador orbital a 25°C, com agitação suave. 

Durante 1, 2, 4 e 24 horas, as amostras foram monitoradas para ambas as análises.  

Após cada período de imersão, os filmes foram retirados da água utilizando pinças, e 

a superfície foi delicadamente seca com papel absorvente para eliminar o excesso de água. Em 

seguida, os filmes foram pesados novamente, registrando-se o peso após imersão como (𝑚1). 

O grau de intumescimento dos materiais foi calculado por meio da relação entre o peso úmido 

e o peso inicial, levando em consideração o tempo de imersão (Equação 1).  
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Grau de Intumescimento (%) = 
𝑚1 − 𝑚0 

𝑚0
 * 100                  Equação 1 

Posteriormente, as amostras foram submetidas a uma nova etapa de secagem em um 

forno a 100°C por 24 horas, a fim de obter o peso seco (𝑚2). A solubilidade dos materiais foi 

determinada calculando-se a diferença entre os pesos inicial e final (Equação 2).  

Grau de Solubilidade (%) = 
𝑚0 − 𝑚2 

𝑚0
 * 100                     Equação 2 

 

 Permeabilidade do vapor de água  

Uma amostra circular do filme (diâmetro de 10 cm) foi colocada em uma garrafa de 

vidro da cor âmbar contendo uma solução de NaCl concentrada (75 ± 3% umidade relativa) a 

25 ± 2°C. O sistema foi pesado e monitorado por 24h durante 7 dias, analisando o peso ganho 

de por meio da transferência de vapor de água no filme. Os resultados foram expressos por 

meio de duas fórmulas. A Taxa de Permeabilidade do vapor de água, foi determinada pela 

relação entre o coeficiente do ângulo da reta traçada (∆m/∆t) e a área de contato (A) (Equação 

3).  

WVPR - Water Vapor Permeability Rate (g . m−2 . h −1) = 
∆𝑚

∆𝑡∗𝐴
                                   Equação 3 

A Permeabilidade do vapor de água foi calculada pela equação 4, onde x é a espessura 

do filme, S é a pressão de saturação de solução salina a 25°C (3.16 kPa), HR1 é a umidade 

relativa dentro do dessecador, e HR2 é a umidade relativa dentro da garrafa de vidro.  

WVP - Water Vapor Permeability (g. mm. kPa−1. m−2. h−1) = 
𝑊𝑉𝑃𝑅 ∗ 𝑥

𝑆(𝐻𝑅1−𝐻𝑅2)
             Equação 4 

 

3.2.4. Perfil de liberação do microrganismo  

O perfil de liberação do material foi adquirido ao colocar uma quantidade conhecida 

de cada material em uma solução salina a 0,85% e agitá-los a 150 rpm, a 25 °C. Foram coletadas 

amostras nos intervalos de tempo de 2, 6 e 24 horas. Após a coleta foi realizada a diluição 

seriada e essas amostras foram então inoculadas em placas de Petri, e a contagem de unidades 

formadoras de colônias (UFC) por grama de material foi determinada para cada intervalo de 

tempo. Esse valor refletirá a quantidade de microrganismos presentes em relação à massa do 

material ao longo desses períodos de tempo específicos.  
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3.2.5. Viabilidade acelerada 

Os filmes encapsulados com B. megaterium B119 foram armazenados em três 

temperaturas diferentes, 15°C, 30°C e 45°C durante um mês, com a umidade controlada. 

Durante as 4 semanas, uma amostra de cada filme com as bactérias encapsuladas, foram 

liberados por 2 horas a 30ºC. Para as análises foi feito uma diluição seriada, inoculando o 

material em meio TSB (Caldo Triptona Soja - Biolog) e ágar bacteriológico por 24 horas a 

25ºC, a fim de contar as colônias formadas. Essa etapa permitirá avaliar a viabilidade acelerada 

das bactérias após a liberação e fornecerá informações sobre a capacidade de crescimento e 

proliferação.  

Os cálculos para a determinação do valor de UFC g-1 pelo método da contagem em 

placa foram realizados pela equação abaixo: 

UFC g-1 = 
𝑛° 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎𝑠∗𝐹𝐷∗𝐷𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑆𝑒𝑟𝑖𝑎𝑑𝑎∗𝐿í 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎çã𝑜

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎 𝑑𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎çã𝑜
                   Equação 5 

A viabilidade buscar determinar um tempo de degradação para os filmes, que se 

relaciona com o tempo que o microrganismo pode ficar armazenado e ainda estar viável. Após 

a obtenção de todos os valores de UFC g-1 dos três filmes, durante 28 dias, é possível se obter 

o tempo de viabilidade através da seguinte equação:  

t (dias) = 
𝑙𝑛[𝐴0] − 𝑙𝑛 [𝐴]

𝑘
                                        Equação 6 

Onde, A0 é o UFC g-1 inicial, A é o UFC g-1 final e k é a constante da velocidade de 

reação (kJ / mol. K), obtido por meio da reação de Arrhenius (Choosuk et al., 2022 & Ferron 

et al., 2021). 

 

3.2.6. Viabilidade frente a estresse U.V. 

Para o ensaio de resistência à luz UV, 0,01 g das bactérias livres e 0,1 g das 

formulações foram colocadas em câmara com 6 luzes UV-C e deixadas por 20, 60 e 180 

minutos. As lâmpadas utilizadas foram da marca PhilPIS 15W G15T8 que são conhecidas por 

sua ação germicida, com emissão de comprimentos de onda entre 200 e 280 nm, com pico em 

253.7 nm. Este pico em torno de 254 nm, é relatado como o mais eficiente para matar esporos 

de Bacillus (SETLOW, 2006).  

Os filmes foram retirados da câmara de radiação e deixados sob agitação 150 rpm, 25 

°C por 2 h, com solução NaCl 0,85%. Alíquotas foram retiradas e plaqueadas para obtenção 

dos valores de UFC g-1 (Equação 5). 
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3.2.7. Análise estatística  

Os experimentos que necessitarem de dados quantitativos, foram realizados em 

triplicata e os valores obtidos foram expressos em termos de média ± desvio padrão. Os 

resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para 

comparação das médias.  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. ASPECTO VISUAL  

A produção de filmes à base de PSI, glicerol e com o microrganismo B. megaterium 

B119, foi realizada com sucesso, os filmes obtidos a partir de diferentes composições estão 

apresentados na Figura 2. Analisando visualmente os filmes foi possível perceber que a 

mudança do pH durante o preparo da solução precursora promoveu alteração de cor nos filmes, 

conforme o pH aumenta mais escura era a solução final. Os filmes estavam homogêneos, sem 

a presença de partículas insolúveis. O filme com pH 7,0 apresentou algumas rupturas e foi o 

filme que mais apresentou dificuldade na hora de ser retirado da placa de petri de acrílico.  

 

Fonte:  Autoria própria. 

 

4.2. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

A Figura 3 exibe a estrutura superficial dos filmes, conforme revelado por MEV 

(microscopia eletrônica de varredura) dos filmes de PIS elaborados no pH 5,0 (A e B), pH 6,0 

(C e D) e pH 7,0 (E e F) em aumentos de 250 e 5000 ×, respectivamente.  

Figura 2 - Aspecto visual dos filmes antes da secagem. 
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Nota-se mudança na superfície dos filmes à medida que se altera o pH. Nas imagens 

de 250 × é evidente que o filme com pH 7,0 possui uma estrutura com mais rachaduras, menos 

compacta e lisa quando comparadas àquelas observadas em filmes com pH 5,0 e 6,0. 

 

Fonte:  Autoria própria. 

Outra mudança que pode ser observada é em relação aos microrganismos, que podem 

ser observados nas imagens de 5000 ×. Nos filmes com pH 5,0 e 6,0 foi encontrado uma grande 

quantidade de B. megaterium B119 na forma vegetativa, fato esse que é possível afirmar por 

conta do formato de bastonete encontrado em várias regiões dos filmes. Porém na análise do 

filme com pH 7,0 foi encontrado muito mais B. megaterium B119 na sua forma de esporo 

(Figura 3 – C1).  

 

4.3. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC) 

Pressupondo que as características das soluções que formam filmes, incluindo sua 

estrutura e a interação entre os componentes, devem se manifestar no comportamento dos 

filmes sólidos, foi realizada uma análise da temperatura de transição vítrea (Tg). No que diz 

Figura 3 - MEV dos filmes com diferentes pHs. Em A1, B1 e C1 são imagens dos filmes com vista superior com 

aumento de 250x. Em A2, B2 e C2 são imagens dos filmes com vista superior com aumento de 5000x. 

5 μm 

5 μm 

5 μm 100 μm 

100 μm 

100 μm 
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respeito aos estudos dedicados à proteína de soja, a calorimetria diferencial de varredura tem 

sido largamente empregada, pois ela responde sobre as possíveis mudanças estruturais que o 

produto apresenta em função, por exemplo, quando ocorre uma alteração no pH do meio. Essa 

temperatura pode ser interpretada como a faixa na qual o movimento das macromoléculas se 

torna termicamente ativado (Schmidt; Giacomelli; Soldi, 2005).  

Além da temperatura de transição vítrea (Tg) é possível extrair dados sobre a entalpia 

de desnaturação (∆Hd) ao longo da análise térmica. A entalpia de desnaturação (∆Hd) descreve 

a energia requerida para desnaturar a estrutura da proteína (Oliveira, 2019). Esse dado pode ser 

obtido através da integral da área sob o pico de desnaturação, que no caso do estudo reflete a 

quantidade de estrutura secundária que está sendo degradada na proteína (Studentnumber, 

2009).  

Tabela 1- Comportamento térmico dos filmes com diferentes pH’s 

Formulação Tg1 (°C) Tg2 (°C) ∆Hd (J∙g-1) 

pH 5,0 - 113,9 75,25 

pH 6,0 - 104,6 68,12 

pH 7,0 66,8 152,8 28,30 

* Tg – temperatura de transição vítrea; ∆Hd – entalpia de desnaturação. Fonte:  Autoria própria. 

No caso da PIS, a temperatura de transição vítrea (Tg) é comumente mencionada como 

a temperatura de desnaturação das duas principais frações componentes da proteína de soja, a 

glicinina (11S) e a β-conglicinina (7S) (Mauri; Añón, 2006; Keerati-U-Rai; Corredig, 2009). 

Em solução, a Tg dessas frações geralmente varia entre 60-80 °C para a 7S e 80-95 °C para a 

11S. A Tg de uma proteína normalmente não é afetada pela concentração quando em solução, 

onde essa temperatura geralmente é inferior a 100 °C. No entanto, em baixos teores de água, a 

Tg aumenta, e os picos endotérmicos são deslocados para temperaturas maiores (Kitabatake; 

Tahara; Doi, 1989). Como no presente estudo os filmes foram secos a uma temperatura de 30°C 

por 24h, quase toda a água presente foi evaporada, desse modo elevando os valores da Tg, 

ficando entre 113-152°C como mostra a Tabela 1 e também a Figura 4 (A, B, C e D). 

A influência do pH na temperatura de transição vítrea pode ser observada na Figura 4. 

O filme com o pH 7 apresenta um valor de Tg2 maior que os outros dois filmes. Em um estudo 

com géis formados por PIS, onde os autores separaram as formulações em dois pHs 3,8 e 7,6, 

o gel com maior pH também apresentou uma Tg maior, corroborando com o resultado dessa 

pesquisa. Isso se deve devido ao fato de quem em pHs mais baixos a distribuição de carga difere 
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daquela com pH 7,0 e aparentemente leva a diferenças na estrutura quaternária e estabilidade 

da proteína (Renkema, 2000). 

Outra diferença que pode ser observada na Tabela 1 e na Figura 4 é que somente o pH 

7,0 foi notado um valor de Tg1. Esse pico está relacionado com a desnaturação da β-conglicinina 

(7S). É possível que os outros filmes não tenham apresentado esse pico pelo fato que eles estão 

mais próximos do ponto isoelétrico da proteína (pH 4,8) e essa desnaturação posso não ter 

ocorrido na temperatura prevista, uma vez que as proteínas são mais estáveis à desnaturação 

em seus pontos isoelétricos do que em qualquer outro pH (Fennema, Parkin, & Damodaran, 

2010). 

O valor da entalpia de desnaturação (∆Hd) também foi afetado com a diferença de pH 

entre os filmes, diminuindo conforme o pH aumenta. Guo (2020), em um estudo sobre a 

estabilidade de agregados de proteína isolada de soja formados em diferentes valores de pH, 

também obteve valores mais baixos de ∆H nas amostras com pH 5,0 e 6,0 quando em 

comparação com as amostras de pH 7,0 e 8,0. A perda de ∆H geralmente está relacionada com 

uma alteração na conformação da proteína (por exemplo, desdobramento) e uma redução na 

estabilidade, o que vai de encontro com o resultado desse estudo, uma vez que os filmes com 

pH 7,0 se mostravam menos resistentes e estáveis.  
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Figura 4 - Termograma de DSC dos três filmes com PIS com pH 5,0 (A), pH 6,0 (B) e pH 7,0 (C). Na última 

imagem está representado os três termogramas juntos (D). 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.4. TERMOGRAVIMETRIA (TG) 

A compreensão da degradação térmica de filmes poliméricos é essencial para 

determinar suas aplicabilidades. Isso se deve ao fato de que os biopolímeros frequentemente 

são expostos a temperaturas elevadas durante seu processamento.  

Na análise termogravimétrica, o parâmetro mensurado é a variação de massa, 

representando o ganho ou perda de massa que ocorre na amostra em relação à temperatura ou 

ao tempo (Schmidt; Giacomelli; Soldi, 2005). O resultado da análise é comumente apresentado 

por meio de um gráfico de Termogravimetria (TG), em que o eixo X exibe os registros de 

temperatura, enquanto a ordenada representa o percentual de perda de massa. Calculando a 

derivada dessa curva TG, obtém-se a curva de Derivada Termogravimétrica (DTG). Essa curva 

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

−5,0

−4,5

−4,0

−3,5

−3,0

−2,5

−2,0

H
e
a
t 
F

lo
w

 (
W

/g
)

Temperature (°C)

A

Tg2 = 113,9 °C

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

−5,0

−4,5

−4,0

−3,5

−3,0

−2,5

−2,0

H
e
a
t 
F

lo
w

 (
W

/g
)

Temperature (°C)

B

Tg2 = 104,6 °C

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

−6,0

−5,5

−5,0

−4,5

−4,0

−3,5

−3,0

−2,5

−2,0

H
e
a
t 
F

lo
w

 (
W

/g
)

Temperature (°C)

C

Tg2 = 152,8 °C

Tg1 = 66,8 °C



24 

 

é usada para identificar a temperatura na qual a taxa de degradação é máxima, evidenciada pelos 

picos na curva de DTG (Schmidt; Giacomelli; Soldi, 2005). 

Figura 5 - Curva de decomposição térmica. Termogramas (A) derivada da perda de peso (DTG), (B) perda de 

peso (TGA). 
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Fonte: Autoria própria. 

A análise gráfica de Termogravimetria (TG) e curvas de Derivada Termogravimétrica 

(DTG) dos filmes à base de isolado proteico de soja estão ilustradas na Figura 5. Na imagem 

(A) podemos notar que a primeira degradação térmica, ocorrida na faixa de 25 a 218 °C. 

Guerrero et al., (2011) e Su et al., (2010) observaram que a perda de peso na primeira etapa 

está relacionada à perda de água dos filmes, por meio de quebras de ligações de hidrogênio 
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entre os grupamentos presentes. Neste estágio os filmes obtiveram uma perda de massa de 

aproximadamente 15% em todas as amostras.  

A segunda degradação térmica, observada na faixa de 220 a 480 °C, está relacionada 

à degradação e alteração das cadeias poliméricas. De maneira geral, a segunda etapa, é atribuída 

à decomposição térmica dos componentes nos filmes analisados. Conforme estudos anteriores, 

a decomposição da proteína tem início por volta da temperatura de 225 °C (Muñoz et al., 2012). 

Nesse estágio todas as amostras apresentaram uma perda significativa de massa sendo 78%, 

76% e 72% para os filmes com pH 5,0, 6,0 e 7,0 respectivamente. Kumar et al., (2010) também 

atribuíram a decomposição da proteína de soja e a perda de glicerol na faixa de 300 a 400 °C. 

A temperatura máxima de 318° C foi encontrada no filme com o pH 7,0, no segundo 

estágio de degradação. Esse dado sugere que a estabilidade térmica desse filme é maior do que 

as outras, resultando em um eficaz atraso na perda de massa durante a decomposição térmica 

(Liu et al., 2017). 

 

4.5. ESPECTROSCOPIA NA REGIÃO DE INFRAVERMELHO (FTIR) 

A espectroscopia por FTIR fornece informação estrutural sobre a natureza e a 

conformação dos grupos funcionais presentes nos materiais lignocelulósicos. Isso é obtido por 

meio da correlação entre as bandas espectrais obtidas e as absorções específicas de cada grupo 

funcional presente no material (hidroxilas, cetonas, anéis aromáticos, alcenos, ésteres e álcoois 

(Rodríguez-Zúñiga et al., 2014). 

A figura 6 apresenta espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier 

dos três filmes com PIS. Na imagem é possível notar que os três filmes apresentaram curvas 

praticamente iguais, porém com intensidades diferentes. Uma banda ampla de estiramento N-

H e estiramento O-H foi observada entre 3277 cm-1 nos três filmes. Essa banda foi atribuída à 

amida A dos filmes de proteína de soja (Xu et al., 2015). O espectro de FTIR para a PIS também 

indica a presença de bandas vibracionais em 1637 cm-1 que correspondem ao alongamento da 

ligação C ═ O indicando a presença da amida I. Em 1549 cm-1 está relacionada a flexão N - H 

referente a amida II. Essas bandas são conhecidas por serem afetadas pela hidratação e pelas 

interações proteína-solvente (Wellner, Belton & Tatham, 1996). Outras bandas encontradas 

próximas a 1040 cm-1 e 1409 cm-1 estão relacionadas ao estiramento C – O e vibração de flexão 

do CH2, respectivamente (Chen et al., 2013). 
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Figura 6 - Espectros de FTIR dos três filmes. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

4.6. GRAU DE INTUMESCIMENTO E GRAU DE SOLUBILIDADE 

 

A análise do grau de intumescimento e solubilidade em água são fatores cruciais a 

serem explorados ao lidar com filmes. Elas são usadas como indicadores determinantes para a 

escolha ideal de sua aplicação. Em pHs mais baixos, como 3 e 4, as globulinas (11S e 7S) são 

praticamente insolúveis, sendo o ponto máximo de solubilidade quando o pH se encontra 

próximo de 6,5 (Pearson, 1983).  

A solubilidade da PIS em meio aquoso depende do resultado do equilíbrio entre as 

interações proteína-proteína e proteína-solvente, e também por fatores como temperatura, pH e 

força iônica. Conforme proposto por Mohamed e Xu (2003) que estudaram a influência do pH 

nas propriedades térmicas e reológicas de blendas à base de PIS e amilopectina, a solubilidade 

da proteína em pHs alcalinos é significativamente maior do que em pH ácido. Porém, nesse 

estudo a diferença de solubilidade entre os filmes não possuí diferença significativa, como é 

possível observar na Figura 7. 

Já em relação ao grau de intumescimento os valores possuem diferença significativa 

entre si (p <0,05) e foram maiores para o filme com pH 7,0, como pode ser observado na Figura 

7. O grau de intumescimento é a medida da capacidade de absorver água de um polímero, 

podendo ser definido como a razão entre massa do filme intumescido e a massa do filme seco 

(Bortolin et al., 2013). O intumescimento ocorre a partir do relaxamento das cadeias poliméricas 

que formam o polímero propiciando o acúmulo do meio no espaço não preenchido (Aouada, 
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2009). Os maiores valores de intumescimento foram encontrados para os três filmes após um 

período de 6 horas sendo 84,7 ± 0,5; 170,5 ± 0,2 e 239,0 ± 2,0 para os filmes com pH 5,0; 6,0 

e 7,0 respectivamente. Esses valores podem estar relacionados com a porosidades dos filmes e 

ao fato da PIS ter o ponto isoelétrico próximo de pH 5,0.  

No ponto isoelétrico a soma total das cargas elétricas é igual a zero e não há migração 

do composto quando colocado em campo elétrico. Nesse ponto, a solubilidade em água, a 

viscosidade e a capacidade de intumescimento das proteínas atingem o mínimo. Como o ponto 

isoelétrico da PIS é igual a 4,8 é possível que esse seja o motivo para o filme com pH 5,0 

apresentar os menores resultados.  

Figura 7 - As imagens apresentam os valores de intumescimento (A) e solubilidade (B) para os três filmes. 
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*Tratamentos seguidos pela mesma letra, não diferem significativamente a 5 % pelo teste de Tukey. Fonte: 

Autoria própria. 

 

4.7. PERMEABILIDADE DO VAPOR DE ÁGUA 

A permeabilidade do vapor de água dos filmes depende de fatores como solubilidade 

e difusão das moléculas na matriz do filme, os quais, por sua vez, dependem das condições de 

umidade relativa do ambiente em que os filmes interagem. 

Tabela 2 - Valores médios da análise de permeabilidade ao vapor de água dos três filmes. 

Formulação PVA (g.mm/h.m². KPa) 

pH 5,0 0,6585 ± 0,05 a 

pH 6,0 0,5144 ± 0,09 a 

pH 7,0 0,4635 ± 0,02 a 

*Tratamentos seguidos pela mesma letra, na mesma coluna, não diferem significativamente a 5 % pelo teste de 

Tukey. Fonte: Autoria própria.  

A tabela 3 expõem os resultados da PVA para os três filmes, e foi possível analisar que 

conforme o pH aumenta, a PVA diminui.  

A interação entre o pH e os filmes de PIS mostrou que o pH 7,0 favoreceu a redução 

da PVA, possivelmente devido ao distanciamento do ponto isoelétrico da proteína e, sendo 

assim, reduzindo a taxa de difusão de água dentro do filme (Swain, 2004). 

 

4.8. PERFIL DE LIBERAÇÃO DO MICRORGANISMO  

O perfil de liberação de todos os materiais foi obtido colocando uma massa conhecida 

dos mesmos em 5 ml de solução salina 0.85%, e agitados 150 rpm, 25 °C. Logo ápos, foi 

realizada a diluição seriada e o plaqueamento para a contagem de UFC/g conforme a equação 

5. A Figura 8 (A e B) demonstra que o filme com pH 7,0 apresentou uma liberação mais rápido 

do que os outros filmes, principalmente de 6h a 24h.  

Essa formulação passou de 119% para 241%, em 6 horas. Essa porcentagem aumentou 

significativamente em comparação as outras formulações, que apresentaram um 

comportamento diferente. Os filmes com o pH 7,0 apresentaram maior porosidade no MEV e 

também um maior grau de intumescimento.  

Ademais, o filme com pH 7,0, após 6h de liberação apresentou uma taxa maior que 

100%, o que significa provavelmente, que a bactéria estaria se replicando e aumentando o 

número de células viáveis. Essa reprodução demostra que o substrato do filme é capaz de suprir 

as necessidades que os microrganismos encontram para se multiplicar.  
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Figura 8 - Perfil de liberação dos três filmes. (A) Células viáveis em UFC g-1. (B) liberação relativa aos valores 

de viabilidade no encapsulamento. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

4.9. VIABILIDADE ACELERADA 

Considerando que os filmes foram satisfatoriamente formados, com suas diferentes 

características, o próximo passo foi avaliar se o encapsulamento da bactéria foi eficiente durante 

o processo, e se a viabilidade pode ser mantida nas condições utilizadas. A Tabela 4 mostra os 
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resultados de viabilidade de B. megaterium B119 no encapsulamento. Os dados foram obtidos 

seguindo a equação (5). 

Tabela 3 - Resultados da primeira e última semana da viabilidade acelerada expressos em UFC g-1 

Temperatura Formulação 0 dias (UFC g-1) 28 dias (UFC g-1) 

15°C 

pH 5,0 1,1 * 108 3,1 * 106 

pH 6,0 1,5 * 109 1,1 * 107 

pH 7,0 3,6 * 109 2,3 * 107 

30°C 

pH 5,0 1,1 * 108 1,6 * 107 

pH 6,0 1,5 * 109 2,1 * 107 

pH 7,0 3,6 * 109 3,6 * 107 

45°C 

pH 5,0 1,1 * 108 2,2 * 105 

pH 6,0 1,5 * 109 2,2 * 105 

pH 7,0 3,6 * 109 6,0 * 105 

Fonte:  Autoria própria. 

Analisando a tabela 4 é possível notar que o filme com pH 5,0 foi o que obteve os 

melhores resultados em relação a manutenção de sua viabilidade durante o armazenamento, 

pois em algumas temperaturas ele reduziu somente 3 ordens de grandeza, sendo o maior o valor 

o de 1,6 * 107 UFC g -1 após 28 dias mantido a 30°C.  

Porém é essencial executar um novo estudo de viabilidade para avaliar o número de 

microrganismos presentes no material após seis meses de armazenamento, especialmente 

considerando que o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) exige uma 

concentração mínima de 109 células viáveis por grama ou mL do produto até a data de validade 

de seis meses (Hungria e Nogueira, 2020). Também foram analisados o tempo de viabilidade 

dos filmes, seguindo a equação (6). Esses dados podem ser visualizados na Tabela 5. 

Tabela 4 - Tempo de viabilidade dos filmes 

Temperatura Formulação 
t (dias) até acabar o 

inóculo 

t (dias) até reduzir 

duas ordens de 

grandeza 

15°C 

pH 5,0 210,5 53,3 

pH 6,0 130,1 30,8 

pH 7,0 117,6 31,5 

30°C 

pH 5,0 152,2 38,5 

pH 6,0 96,7 22,9 

pH 7,0 89,9 24,1 

45°C 

pH 5,0 113,4 28,7 

pH 6,0 74,0 17,5 

pH 7,0 70,5 18,9 
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Fonte:  Autoria própria. 

Como pode ser observado na Tabela 5, o filme com o pH 5,0 possuí um tempo de 

viabilidade maior, quando analisado a liberação até a morte do último inóculo. Isso 

provavelmente ocorre porque sua liberação acontece de forma mais lenta e os filmes com esse 

pH são mais homogêneos e com um menor intumescimento, como foi possível observar em 

testes anteriores.  

O filme com o pH 5,0 também possui o melhor resultado quando analisado o tempo 

que se leva para reduzir duas ordens de grandeza, o que pode se estar relacionado com o fato 

desses filmes contarem com uma maior quantidade de microrganismos (observados nas 

imagens do MEV).  

 

4.10. VIABILIDADE FRENTE A ESTRESSE U.V. 

Além da análise da viabilidade celular pós-processo de encapsulamento e da 

investigação dos perfis de liberação, juntamente com sua relação com as taxas de inchamento, 

é crucial avaliar se as formulações podem conferir proteção à bactéria diante das condições de 

estresse pertinentes à fase de aplicação no campo. O encapsulamento deve ser capaz de separar 

as células do ambiente que as rodeiam, assim protegendo-as de fatores externos (Yao et al., 

2020) como exposição à radiação UV.  

Com o intuito de proteger as células contra os raios UV, além do encapsulamento, é 

dada uma atenção especial às matrizes empregadas no processo. Relatos indicam que materiais 

capazes de absorver luz UV são mais eficazes na preservação da viabilidade dos 

microrganismos diante desse estresse. Porém é importante assegurar que tais materiais não 

causem danos ao crescimento microbiano, que sejam estáveis em condições de campo e que 

não sejam de alto custo (Griego; Spence, 1978; Zhou et al., 2018; Zogo et al., 2019). 

A Figura 9 mostra os resultados de sobrevivência das células frente a radiação UV 

foram significativamente diferentes. Os valores foram inferiores para o filme com pH 5,0 e pH. 

Porém o valor da sobrevivência do filme com pH 6,0 e pH 7,0 foram maiores e próximos dos 

valores obtidos para o microrganismo livre. Fato esse que pode estar relacionado com a 

coloração mais escura desses filmes.  
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Figura 9 - Sobrevivência em UFC/g das células frente a exposição a luz UV durante três tempos diferentes. 
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Fonte:  Autoria própria. 

5. CONCLUSÕES  

Os resultados obtidos na pesquisa sobre filmes à base de Proteína Isolada de Soja (PIS) 

revelam que a variação de pH durante a produção influencia significativamente as propriedades 

dos filmes. Visualmente, a mudança de pH afeta a cor dos filmes, tornando-os mais escuros 

com o aumento do pH. A análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostra 

diferenças na estrutura superficial dos filmes, com filmes de pH mais ácidos apresentando maior 

homogeneidade. 

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) revela que a temperatura de transição 

vítrea (Tg) e a entalpia de desnaturação (∆Hd) dos filmes diminuem à medida que o pH 

aumenta, indicando alterações na estrutura das proteínas. A solubilidade dos filmes não é 

afetada pelo pH. O grau de intumescimento e a permeabilidade ao vapor de água também variam 

com o pH, com filmes de pH mais alto apresentando maior intumescimento e menor 

permeabilidade. 

A liberação controlada de B. megaterium B119 a partir dos filmes mostra uma 

correlação com as características dos filmes, sendo o filme de pH 7,0 mais eficiente na 

liberação. A viabilidade acelerada demonstra que o filme de pH 5,0 mantém a viabilidade por 
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um período mais longo em diferentes temperaturas. Além disso, os filmes com pH 6,0 e pH 7,0 

mostram capacidade de proteção contra a radiação UV, com o filme de pH 7,0 apresentando 

melhor sobrevivência das células frente a esse estresse. 

Em conclusão, os resultados indicam que o pH influencia diversas propriedades dos 

filmes à base de PIS, e o filme com pH 5,0 se destaca em termos de liberação controlada, 

viabilidade e resistência a estresses ambientais, sugerindo seu potencial aplicativo em diversas 

áreas, como embalagens e liberação controlada de microrganismos. 

Mesmo com as dificuldades encontradas durante a produção do filme, sendo necessário 

a realização de diversos testes até que se chegasse na formulação ideal, podemos concluir que, 

com base na experiência adquirida ao longo do trabalho, que os filmes a base de Proteína Isolada 

de Soja são eficientes para o encapsulamento de microrganismo.  

Os próximos passos serão realizar o recobrimento de sementes com as formulações e 

estudar os possíveis efeitos na germinação.  
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