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Resumo

A inoculagao de cultivares com bactérias diazotroéficas como Azospirillum
brasilense pode tornar a lavoura mais produtiva e sustentavel, visto que diminui a
necessidade de aplicagdo de fertilizantes quimicos nitrogenados. Entretanto, € necessario
o desenvolvimento de formulagdes bioinoculantes que mantenham a viabilidade celular
durante longos periodos e que fornecam protecao contra estresses bidticos e abioticos.
Estresses osmotico, salino, de radiagdo e temperatura representam desafios para a
sobrevivéncia das células de A. brasilense. Como alternativa ao problema, objetiva-se
encapsular as células de A. brasilense em matrizes biodegradaveis através do método de
gelificacdo ionotrdpica, caracterizar o material e acessar a viabilidade celular durante o
armazenamento. O método consiste na forma¢ao de macroesferas das matrizes contendo
0 microrganismo, através do gotejamento e reticulagdo de uma dispersao polimérica em
solucdo de FeCls;. O material escolhido foi a carboximetilcelulose (CMC) por ser um
material renovavel, abundante e comercial e a trealose por sua capacidade de protecao
osmotica e térmica. Foram produzidas esferas com A. brasilense na propor¢ao fixa de
2,5% (m/v) de CMC contendo 0, 1, 5 e 10% (m/v) de trealose e armazenadas imidas a
25 °C. As cépsulas com CMC sem trealose apresentaram maior eficiéncia de
encapsulamento e melhor viabilidade até o 15° dia armazenamento a 25 °C. A Analise de
FTIR evidenciou a formagdo da estrutura quimica da reticulagdio do CMC com Fe*" e a
analise de MEV evidenciou a superficie regular das esferas. Entretanto, a formulacao de
inoculantes de Azospirillum requer investigacdes adicionais, sobretudo quanto as
concentracoes ideais de CMC e trealose e sua influéncia sobre a estabilidade da matriz e

a sobrevivéncia celular em periodos prolongados de armazenamento.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense; inoculantes; encapsulamento;

carboximetilcelulose; trealose.



Abstract

Inoculation of cultivars with diazotrophic bacteria such as Azospirillum brasilense can
make crops more productive and sustainable, since it reduces the need for nitrogenous
chemical fertilizers. However, it is necessary to develop bioinoculant formulations that
maintain cell viability for long periods and provide protection against biotic and abiotic
stresses. Osmotic, saline, radiation and temperature stresses represent challenges for the
prevalence of 4. brasilense cells in soil. As an alternative to this problem, the aim is to
encapsulate 4. brasilense cells in biodegradable matrices through the ionotropic gelation
method, characterize the material and assess cell viability during storage. The method
consists of forming macrobeads of the matrices containing the microorganism, through
the dripping and crosslinking of a polymeric dispersion in a FeCls solution. The material
chosen was carboxymethyl cellulose (CMC) because it is a renewable, abundant and
commercial material and trehalose because of its thermal protection capacity. Beads with
a fixed amount of 2.5% CMC and 4 treatments containing 0%, 1%, 5% and 10% trehalose
were produced and stored moist at 4 °C and 25 °C; and after drying at 25 °C. The CMC
capsules without trehalose showed higher encapsulation efficiency and better viability up
to the 15th day of storage at 25 °C. FTIR analysis evidenced the formation of the chemical
structure of CMC crosslinking with Fe**, and SEM analysis revealed a regular surface of
the spheres. However, the formulation of Azospirillum inoculants requires further
investigation, particularly regarding the optimal concentrations of CMC and trehalose and

their influence on matrix stability and cell survival during prolonged storage.

Keywords: Azospirillum brasilense; inoculants; encapsulation; carboxymethylcellulose;

trehalose.
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1. INTRODUCAO

A fim de superar desafios e cumprir com a demanda mundial de alimentos, o setor
agricola vem apostando em inovagdes sustentdveis que proporcionam aumento de
produtividade e superacao de vulnerabilidades (Garcia et al., 2021). Dessa forma, a
utilizagdo de microrganismos na agricultura se insere como uma tecnologia capaz de
oferecer alternativas sustentdveis para problemas como dependéncia de fertilizantes
quimicos, empobrecimento e perda de biodiversidade do solo, uso de pesticidas e
estresses biodticos e abioticos (Alzate Zuluaga et al., 2024; Backer et al., 2018; Bhat et al.,
2022).

Algumas espécies das chamadas Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(BPCP) sdo capazes de capturar o nitrogénio da atmosfera e torna-lo disponivel as plantas,
através do mecanismo de fixagdo bioldgica de nitrogénio (Marinho Viana et al., 2024).
Além disso, as BPCP sdo conhecidas por produzirem uma gama de fitohormonios que
regulam positivamente o crescimento das plantas, induzem resisténcia sistémica e
tolerancia a estresses abioticos (Andreata et al., 2024). O Brasil possui um grande legado
de pesquisa, desenvolvimento e utilizacdo de microrganismos benéficos para agricultura
(de Paiva Rolla-Santos et al., 2024). Atualmente, a inoculacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio € o principal mecanismo de fornecimento de nitrogénio para a soja brasileira,
com o destaque para bactérias do género Bradyrhizobium, muitas vezes co-inoculadas
com Azospirillum (Hungria; Mendes, 2015; Shimoia ef al., 2023).

Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria de vida livre, diazotrofica, gram negativa,
nao esporulante, encontrada naturalmente em solos por todo planeta (Cassan et al., 2020).
Destaca-se pela producdao de fitohormdnios e outros compostos que estimulam o
crescimento e resiliéncia das plantas, sendo estes as auxinas, como o acido indol-3-acético
(AIA) (Spaepen; Vanderleyden, 2015), giberilinas (Cohen et al., 2009), citicininas
(Hussain; Hasnain, 2011), etileno (Elias et al., 2018) e acido salicilico (Sahoo et al.,
2014). Estes possuem acao através de uma gama de propriedades como absorcao de
nutrientes e dgua, desenvolvimento das raizes, germinagao das sementes, divisao celular,
entre outros (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018; Kudoyarova et al., 2019). A aplicagdo de
A. brasilense usualmente se da na inoculagdo das sementes, através do tratamento das
sementes antes do plantio, no sulco ou diretamente no solo. Os veiculos para entrega da
bactéria sdo geralmente liquidos, na forma de um pool de células, ou turfoso (Bashan;
De-Bashan, 2015).
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Entretanto, hd uma preocupacao com a viabilidade das células de inoculantes
formulados nestes veiculos tradicionais, porque estes nao fornecem uma protecdo
adequada as células, ainda mais tratando-se de uma espécie bacteriana ndo esporulante,
como o A. brasilense. As formulagdes devem se manter na concentracao ideal desde sua
fabricagdo, armazenamento, transporte até aplicagdo desses microrganismos no solo.
Fatores como a incerta compatibilidade dos indculos com as diversas classes de
agroquimicos utilizados e a exposicao as condi¢des ambientais, como a radiacao solar e
temperatura, representam desafios a formulacao de inoculantes e 8 maxima produtividade
da inoculagdo, e consequentemente da lavoura, como um todo (Bashan; De-Bashan, 2015;
Lima-Tenorio et al., 2023).

Dessa forma, o desenvolvimento de formulagdes que proporcionem prote¢ao
fisica as células contra estresses bidticos e abidticos mostra-se necessario para que 4.
brasilense prospere no solo (Lima-Tenério ef al., 2023). O encapsulamento, através da
imobilizacdo de células vidveis em matrizes poliméricas, fornece uma estrutura estavel
que protege contra fatores ambientais e estresses, potencialmente melhorando sua
viabilidade tanto no armazenamento quanto na aplicag@o, provendo uma melhor entrega
e adaptacdo do microrganismo ao ambiente (Brondi et al., 2022; Schoebitz; Lopez;
Roldan, 2013).

Polimeros naturais t€ém sido amplamente estudados como matrizes para
encapsulamento de inoculantes, devido as suas propriedades de biocompatibilidade,
biodegradabilidade, durabilidade e baixo custo (Saberi Riseh et al., 2023). Exemplos
notaveis incluem o amido (Lopes; Oliveira-Paiva; Farinas, 2023), a celulose (Brondi et
al., 2022), a quitosana (Bhuvanachandra et al., 2021), alginato (Pour; Riseh; Skorik,
2022; Szopa et al., 2022) e a gelatina (Gowthaman et al., 2021). Dentre eles, a
carboximetilcelulose (CMC), um derivado da celulose, se destaca por sua versatilidade,
abundancia, resisténcia mecanica, biocompatibilidade, hidrofilicidade ajustavel,
atoxicidade e capacidade de liberagdo controlada de substancias (Saberi Riseh et al.,
2023). Além disso, a carboximetilcelulose sal-sddica, ao entrar em contato com solugdes
de cations com valéncia maior ou igual a 2, pode formar esferas de gel através de ligagdes
de crosslinking, oferecendo uma solucdo eficaz para o encapsulamento de
microrganismos, garantindo sua prote¢do e gradual liberagdo no ambiente agricola
(Farhadnejad et al., 2018; Zare-Akbari et al., 2016).

Além da matriz principal, € possivel agregar aditivos para melhor as propriedades

da formula encapsulada. Um aditivo interessante ¢ a trealose, que vem sendo estudada
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devido a sua caracteristica de protecdo osmotica, que auxilia na manutengcdo de uma
membrana celular intacta em situagdes de dessecacdo. A adicao de trealose pode melhorar
a sobrevivéncia celular dos microrganismos, especialmente quando a matriz passa por
processo de secagem (Riseh et al., 2021; Zhang et al., 2023).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver macrocarregadores de
carboximetilcelulose com diferentes concentragdes de trealose para o encapsulamento de
A. brasilense, visando melhorar a viabilidade durante o armazenamento e protegé-lo
contra fatores ambientais e estresses. Para isso, foram avaliadas a eficiéncia e estabilidade
desses macrocarregadores buscando sua aplicacdo como um produto com potencial

tecnoldgico para uso como inoculante no setor agricola.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Inoculantes microbianos

Inoculantes microbianos sdao microrganismos benéficos que promovem o
crescimento das plantas e sdo aplicados na lavoura para aumento da produtividade
agricola. Compostos por bactérias e fungos, esses inoculantes estabelecem relagdes de
simbiose e outras interagdes com as plantas, contribuindo para seu crescimento ¢ a saude
vegetal, absor¢do de nutrientes e protecdo contra patdgenos (Santos; Nogueira; Hungria,
2019).

Os inoculantes mais comuns sdo as Bactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas (BPCP), que em dadas espécies, promovem o desenvolvimento vegetal por meio
de mecanismos indiretos, como controle biolégico de patdgenos e indugdo de resisténcia
sistémica, e mecanismos diretos, como a producdo de fitormonios, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, solubilizacdo de fosforo e outros nutrientes, além da produgdo de siderdforos
(Andreata et al., 2024). Entre as BPCP, destacam-se as bactérias fixadoras de nitrogénio
do género Rhizobium e Azospirillum, ¢ as solubilizadoras de nutrientes como as do género
Bacillus e Pseudomonas (Fadiji et al., 2022).

A aplicacdo de BPCP representa uma solucao a dependéncia da adubagdo quimica
nitrogenada, que ¢ um processo que necessita de altas quantidades de fertilizante e possui
consideravel impacto ambiental, quando utilizado de forma indiscriminada. Dado a
possibilidade de lixivia¢do, que no caso de fertilizantes nitrogenados causa eutrofizagao,
que ¢ o acimulo de nutrientes em rios e lagos, levando a reducdo do oxigénio da 4gua e,
consequentemente, a perda da biodiversidade. Além disso, a contaminagdo por nitratos
pode causar sérios riscos a saude dos seres vivos. Esses fertilizantes também representa
uma parcela significativa do custo de uma safra (Santos; Nogueira; Hungria, 2021).

Na soja brasileira, a co-inoculacdo de sementes ou no sulco do plantio por
Bradyhizobium japonicum e Azospirillum brasilense, que sdo bactérias fixadoras de
nitrogénio, apresentou excelentes resultados. Em um estudo de validacdo da aplicagdo da
co-inoculacdo em propriedades rurais, Prando e colaboradores (2024)confirmaram um
aumento de 35% de nodulagdo, 8% de produtividade em graos e retorno até U$ 111,5 ha-
! por colheita, ao longo de cinco anos. Isto reflete numa independéncia do uso de
fertilizantes nitrogenados, tornando a sojicultura mais sustentavel e econdomica (Hungria;
Nogueira; Araujo, 2015; Martin et al., 2023). Além disso, a inoculagao contribui dentro

do conceito da agricultura regenerativa, que visa preservar as condi¢cdes naturais do solo
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e promover a biodiversidade (Adjuik; Nokes; Montross, 2022).

Além da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), as BPCP contribuem para o
crescimento vegetal por meio da solubilizagdo de minerais como fosforo, da produgao de
hormonios de crescimento, como as auxinas, que promovem o desenvolvimento das
folhas, raizes e caule, € a citocinina que promovem a divisao celular, além da indugdo de
resisténcia sistémica (Hernandes Filho, 2021). Esses mecanismos resultam em aumento
da altura, biomassa da parte aérea, desenvolvimento de raizes e caule e na formagao de
pelos radiculares e foliares, que também auxiliando na redugao dos sintomas de doencgas
causadas por patoégenos (Kumar et al., 2022).

Um dos géneros de BPCP mais estudados e utilizados na agricultura brasileira ¢ o
Azospirillum. Esse microrganismo, descoberto no Brasil, tem grande potencial como
inoculante e ¢ naturalmente adaptada aos tipos de solo e as condigdes climaticas do pais,

o que facilita a sua aplica¢do regional (Duarte; Ruff; Santos, 2021; Hungria, 2016).
2.1.1 Azospirillum brasilense

Isolada na década de 1970, o Azospirillum brasilense compreende-se de
alphaproteobactérias gram-negativos, ndo esporulantes, de vida livre e fixadoras de
nitrogénio, com formato de vibrido ou hastes em forma de espirilo, que exercem grande
impacto positivo no crescimento e na produtividade de culturas de importancia comercial
(Cassan et al., 2020).

O Brasil desempenhou um papel pioneiro nos estudos sobre o Azospirillum,
inicialmente classificado como Spirillum. A nomenclatura foi alterada para incluir o
prefixo "Azo", relacionado ao nitrogénio, apos a pesquisadora da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Dra. Johanna Ddbereiner, isolar 4. brasilense e
descrever sua capacidade de fixar nitrogénio em associacdo com gramineas (Santos;
Nogueira; Hungria, 2021).

Ao contrario de Bradyrhizobium japonicum, que ¢ uma bactéria endofitica e
formadora de nodulos, A brasilense fixa nitrogénio de forma associativa as plantas. Ou
seja, coloniza as raizes e superficies radiculares e 14 encontra um ambiente
microaerofilico adequado para a produgdo da enzima dinitrogenase, que converte
nitrogénio atmosférico (N2) em amonia (NHs), que ¢ absorvido pelas plantas (Hungria,
2011).

A exploragao do processo de FBN do A. brasilense com o milho foi capaz de

demonstrar resultados de diminui¢do da dose de adubagdo nitrogenada. Em seu estudo,
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Hungria e colaboradores (2022a) demonstraram que através da inoculagdo do milho com
A. brasilense e aplicando somente 75% da dose usual de fertilizante nitrogenado ¢
possivel obter 100% de rendimento na adubacdo, o que equivale a uma diminui¢do de
25% no uso de adubo, o que aumenta a lucratividade da operagdo e diminui a pegada de
carbono.

Em adicdo a FBN, ha destaque para a capacidade de sintese de fitormonios por 4.
brasilense que promovem crescimento vegetal, sobretudo auxinas. Estas aumentam o
fluxo de agua e sais minerais no xilema, impulsionam o crescimento radicular, controlam
o crescimento vegetal e influenciam na geracdo de pigmentos e nos processos de
fotossintese e biossintese de metabdlitos, bem como na resisténcia a estresses abidticos e
bidticos (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018). A auxina mais produzida pelo género
Azospirillum ¢ o acido-indol-3-acético (Malhotra; Srivastava, 2009). Outros
fitohormdnios e compostos de importancia produzidos por Azospirillum spp. sdo
citocininas (Hussain; Hasnain, 2011), giberilinas (Cohen et al., 2009), etileno (Elias et
al., 2018) e acido abscisico (Cohen et al., 2009).

A capacidade que o A. brasilense possui de promover maior crescimento (ou
enlongacdo) das raizes através da producao de fitormonios implica em demais beneficios
a planta, como melhor absor¢ao de agua e nutrientes (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018).
Além disso, A. brasilense também pode auxiliar na atenuacdo de estresses abidticos,
como seca e salinidade, através do processo de inducdo de resisténcia sistémica (Fukami
et al., 2018; Fukami; Cerezini; Hungria, 2018; Yang; Kloepper; Ryu, 2009).

Bashan e de-Bashan (2010) propuseram a "Teoria dos Multiplos Mecanismos"
para explicar os beneficios que Azospirillum spp. proporciona as plantas. Segundo essa
teoria, o crescimento vegetal e outras vantagens oferecidas por esses microrganismos
resultam de uma combinagdo de mecanismos que podem ocorrer de forma simultanea ou
em sequéncia.

O mercado brasileiro comercializa as cepas naturais A. brasilense sp7,
denominadas Ab-V5 (CNPSo 2083) e Ab-V6 (CNPSo 2084), que sdo amplamente
utilizadas em culturas como soja, milho e trigo (Garcia; Nogueira; Hungria, 2021).
Estudos demonstram o aumento significativo da produtividade dessas culturas quando
inoculadas com A. brasilense. (Fukami et al., 2016; Hungria et al., 2010, Hungria et al.,
2010, 2022; Prando et al., 2024). O produtos a base de A. brasilense sdo comercializados

em formulag¢ao liquida ou turfosa.
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2.2 Formulac¢io de inoculantes microbianos

A formulagao de inoculantes envolve a imobiliza¢ao de microrganismos benéficos
ou seus metabolitos em materiais preferencialmente inertes, com o objetivo de proteger e
manter a viabilidade celular desde o transporte até a aplicagdo no campo. Uma formulagao
ideal deve ser atoxica, quimicamente estavel, de facil obtencdo, e capaz de garantir a
sobrevivéncia dos microrganismos. As formulagdes podem ser classificadas em solidas
ou liquidas (Balla et al., 2022; Chaudhary et al., 2020).

As formulagdes solidas geralmente consistem na combinag¢ao de microrganismos
com veiculos solidos porosos, como a turfa, sendo também utilizados materiais como
biochar, p6 molhavel e granulos dispersaveis em dgua (Balla et al., 2022). Por outro lado,
as formulagdes liquidas sdo suspensdes de células em agua ou o6leo, frequentemente
enriquecidas com aditivos como glicerol, 4cido hiimico ou surfactantes e dispersantes a
fim de melhorar a qualidade fisico-quimica (Balla et al., 2022). Essas formulagdes
permitem que os microrganismos cheguem rapidamente as plantas, oferecendo beneficios
imediatos. No entanto, em formulagdes liquidas, a falta de prote¢do adequada ao longo
do tempo ainda representa um grande desafio, especialmente no que diz respeito a
viabilidade durante o armazenamento e a sobrevivéncia prolongada no solo apds a
aplicagdo (Balla et al., 2022; Chaudhary et al., 2020).

Dada a crescente demanda por inoculantes de BPCP e o papel fundamental da
formulagao para o sucesso desses produtos, a pesquisa tem avangado no desenvolvimento
de novas formulagdes capazes de superar as limitagdes dos métodos tradicionais (Balla et
al., 2022; Lopes; Oliveira-Paiva; Farinas, 2023). Além de garantir a viabilidade dos
microrganismos durante o armazenamento e aplicacdo, essas formulacdes inovadoras
também devem ser eficazes em condi¢cdes adversas, como solos salinos, acidos ou
alcalinos, bem como em ambientes de altas temperaturas, seca e intensa exposi¢ao solar
(Balla et al., 2022; Cakmakgci, 2019). Nesse contexto, a encapsulagdo de microrganismos
em materiais adequados, como polimeros biodegradaveis, apresenta-se como uma
tecnologia promissora, em constante evolucdo, que pode oferecer maior protecdo,

eficiéncia no campo e produtos mais sustentaveis.

2.2.1 Encapsulamento

O encapsulamento ou imobilizagao ¢ fundamentado na capacidade de prover uma

estrutura protetiva que permita o aprisionamento, liberagdo e funcionalidade. Dessa
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forma, ¢ possivel reduzir a exposi¢ao dos microrganismos a condigdes ambientais, o que
tende a estabilizar células e aumentar a viabilidade celular durante armazenamento e
aplicagdo (Schoebitz; Lopez; Roldéan, 2013).

Diversas técnicas de encapsulamento sdo relatadas na literatura. Dentre elas
destacam-se emulsdo, spray drying e gelificagdo ionotrdpica (Balla ef al., 2022b). Dentre
elas, a gelificacdo ionotropica ¢ uma técnica muito apreciada e vantajosa nos estudos de
encapsulamento de microrganismos, devido ao seu baixo custo, metodologia simplificada
e condigdes brandas (Perez et al., 2018). Este método consiste basicamente na dispersao
ou gotejamento de uma solucdo aquosa contendo a matriz polimérica, adicionada de
microrganismos, em uma solug¢do reticulante, geralmente uma entidade i6nica. A
interagdo da cadeia polimérica negativamente carregada com a solug¢do reticulante
solidifica a gota, formando um hidrogel em forma de macroesfera. Esse processo quimico
¢ conhecido como crosslinking e € responsavel pela estabiliza¢do da particula, formando
uma estrutura tridimensional robusta (Lima-Tenorio et al., 2024). As macroesferas de
hidrogel formadas podem ser utilizadas em sua forma hidratada, ou podem passar por
processo de secagem.

Entre os materiais aplicados para sintese de macroesferas, destaca-se os polimeros
naturais devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, o que os torna mais
sustentaveis. Além disso, sdo materiais atoxicos, ou seja, seguros para a saude e
amplamente disponiveis, reduzindo seu custo. Materiais poliméricos que possibilitam a
reticulagdo em trés dimensdes, como os hidrogéis, sdo bastante promissores devido a sua
capacidade de retencao de dgua e fluidos bioldgicos (Lima-Tendrio ef al., 2023; Pella et
al., 2020). A estrutura reticulada tridimensional dos hidrogéis cria uma barreira
temporaria de protecdo para a bactéria e um microssistema capaz de suportar a viabilidade
celular. A degradagdo lenta do hidrogel possibilita a liberagdo controlada do
microrganismo no solo, facilitando a colonizacdo da planta e a permanéncia desta
microflora por mais tempo (Szopa et al., 2022b)

Pode-se citar como matrizes poliméricas utilizadas no encapsulamento de
inoculantes microbianos alginato de sodio (Zhang et al., 2023), amido (Lima-Tenério et
al., 2023) pectina (Lopes; Oliveira-Paiva; Farinas, 2023), quitosana (Beula Isabel et al.,
2024), alcool polivinilico (Lodi et al., 2024) e gelatina (Pour; Riseh; Skorik, 2022b).
Sendo o alginato de sodio seguramente o mais utilizado. Entretanto, formulagdes com
alginato de sodio geralmente necessitam de aditivos para refor¢ar a estrutura e

propriedades mecanicas e ¢ relatado também a desintegracdo de cépsulas em pH mais
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elevados, o que pode comprometer a durabilidade e eficiéncia das capsulas em solos
alcalinos (Cao et al., 2024). O alginato tende a formar géis menos resistentes, enquanto a
adi¢do de CMC pode contribuir para o refor¢o da matriz, conferindo maior estabilidade
estrutural (Morozkina et al., 2022). Dessa forma, sua combinagdo ou substituicao pode
resultar em capsulas potencialmente mais firmes e estaveis. Logo, o estudo de
carboximetilcelulose como matriz mostra-se como uma abordagem relevante para

promover a eficiéncia e a viabilidade dos inoculantes microbianos.
2.3 Carboximetilcelulose

Carboximetilcelulose (CMC), um dos mais importantes derivados da celulose, ¢
um éter de celulose soluvel em agua, obtido através da reagdo da celulose com acido
acético, na presenc¢a de um catalisador alcalino (Farhadnejad et al., 2018; Zare-Akbari et
al.,2016). A macromolécula de CMC possui muitos grupos funcionais carboxil e hidroxil,
sendo classificada como um polissacarideo linear, possui unidades de carboxil-glucose
que se repetem e sdo ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas (Akter et al., 2021; Saberi
Riseh et al., 2023b).

Por ser uma molécula solivel em 4dgua (ao contrario da celulose), possui
resisténcia moderada, biodegradabildade, biocompatibilidade, além de ser inodorora,
insipida, flexivel, transparente e resistente a 6leos e gorduras, o CMC é um material de
grande interesse para diversas aplicacdes. Dessa forma, ¢ amplamente estudada em
diversas 4areas, como desenvolvimento de produtos alimenticios, industrias téxteis,
industria farmacéutica, engenharia biomédica, tratamento de efluentes e também na
agricultura (Akter et al., 2021; Saberi Riseh et al., 2023b).

Sabe-se que uma solugdo de carboximetilcelulose sddica ao entrar em contato com
solucdes de cations trivalentes, como Fe** ou AI**, sofre uma reagdo de reticulagdo
(crosslinking) e forma um gel por meio do método de gelificagdo ionotrdpica, (Saberi
Riseh et al., 2023; Zare-Akbari et al., 2016). Essa rea¢do ¢ influenciada pelo grau de
substituicdo (DS) do CMC, que indica o nimero médio de grupos carboximetila
substituidos nas hidroxilas da cadeia de celulose. Quanto maior o DS, maior a quantidade
de grupos carboxilato disponiveis para interagir com cations multivalentes, favorecendo
a formacdo de uma rede mais densa e estavel. Dessa forma, o DS esta diretamente
relacionado a capacidade de reticulagdo e as propriedades mecanicas e de absor¢ao do gel
formado (Pant; Upadhyaya, 2022). Por ser capaz de formar um gel superabsorvente, o

CMC tem sido aplicado em diversas areas, e tem se tornado interessante para o
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desenvolvimento de solucdes para a agricultura, como agente de remediacdo de solos e
agua contaminados pesticidas (Devasia; John, 2021; Dolatabadi; Naidu; Ahmadzadeh,
2022) e revestimento para frutas (coating) devido a sua 6tima formagao de filmes (Li et
al., 2023; Saberi Riseh et al., 2023b).

Estudos recentes propde a utilizagdo de CMC para a liberagao controlada de
defensivos agricolas e fertilizantes. Dardeer; Gad; Mahgoub, (2024) desenvolveram um
hidrogel a base de CMC e acido poliacrilico (PAA) para encapsulamento de vinhaga como
um fertilizante organico de liberagdo controlada. Os resultados mostraram que o hidrogel
apresentou uma melhor retencao de nutrientes (até 50 dias de permanéncia de fosforo), a
diminui¢ao da condutividade elétrica em apenas 6 horas (menor acimulo de sais) e um
aumento em 15% na produtividade por feddan (1,038 acres) da cana-de-agucar, no
experimento de campo. Enquanto, Brondi e colaboradores (2022) propuseram o
encapsulamento dos esporos do fungo de controle bioldgico Trichoderma harzianum em
esferas reticuladas com ions Ca**, formadas por uma matriz de CMC associada a cristais
de nanocelulose. Os autores observaram que essa matriz favoreceu o crescimento do
fungo ap6s 10 dias de armazenamento em condi¢des secas, destacando o potencial das

matrizes a base de CMC para o encapsulamento de microrganismos.

Os materiais poliméricos empregados em encapsulamento podem ter suas
propriedades aprimoradas por meio da incorporacdo de cargas e compostos auxiliares.
Esses componentes podem englobar aglcares, proteinas e outros elementos que
proporcionam estabilidade e protecdo extra as biomoléculas encapsuladas. A trealose, em
particular, ¢ uma molécula destacada por sua capacidade de preservar as células em
situacdes de estresse, como desidratagdo. A incorporacdo dela em formulagdes de
encapsulamento aumenta a estabilidade das estruturas biologicas e intensifica as

caracteristicas de protecao e longevidade dos materiais.
2.4 Trealose

A trealose ¢ um dissacarideo ndo redutor formado por duas moléculas de glicose
unidas por uma ligacdo 1-1glicosidica, conforme apresentado na Figura 1. Dificilmente a
molécula de trealose ¢ quebrada em duas glucoses, com exce¢do na presenca da enzima
trealase, encontrada no citoplasma celular (Elbein , 2003; Iturriaga; Suarez; Nova-Franco,

2009).
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Figura 1 — Estrutura quimica da trealose

Trealose

o, 1-1-Glicosidica

Fonte: Autoria Propria

A trealose estd presente na natureza através de deu isomero a-o-trealose em
bactérias, fungos, leveduras e plantas. Microrganismos em anidrobiose (estado extremo
de dessecacdo) tém a sua capacidade de sobreviver longos periodos sem dgua relacionada
com niveis consideraveis de trealose encontrados em seu organismo (Elbein et al., 2003;
Iturriaga; Suérez; Nova-Franco, 2009). Alguns estudos sugerem a utilizacao de trealose
com veiculo na criopreservagao em laboratério de microrganismos (De Giulio et al.,
2005), células e tecidos (Murray; Kilbride; Gibson, 2024) dado o seu potencial de
protecdo sob condi¢cdes de estresse, como desidratagdo, congelamento e altas
temperaturas. Além disso, contribui para a preservacdo da integridade de proteinas e
membranas celulares.

De acordo com Iturriaga; Suarez; Nova-Franco, (2009), esta atuagdo da trealose
em biomoléculas pode ser explicada através de trés mecanismos principais, que nao se
excluem mutuamente. O primeiro € a substituicdo de dgua, onde a trealose substitui as
moléculas de agua na camada de hidratagdo das macromoléculas, estabilizando-as
durante a desidratacdo e o congelamento, prevenindo a desnaturacdo irreversivel. O
segundo mecanismo ¢ a formagdo vitrea, pela qual a trealose forma cristais amorfos
estaveis que preservam biomoléculas em um estado vitreo, permitindo sua recuperagao
completa apods reidratagdo. O terceiro envolve a interacdo quimica, em que a flexivel
ligacdo glicosidica da trealose permite sua interagdo com grupos polares de outras
macromoléculas, contribuindo para a estabilizacdo estrutural.

J4 em plantas, a trealose ocorre naturalmente em menor quantidade. Atua como
um metabolito sinalizador nas interacdes das plantas com microrganismos, tanto

patogenos quanto simbioticos. Além disso, em plantas vasculares, a trealose estd presente
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na resposta contra estresses salinos, de frio, na condutancia estomatica e eficiéncia de uso
de agua (Lunn et al., 2014). Estudos sugerem a aplicagdo exogena de trealose, a fim de
melhorar a respostas das plantas a estresses abidticos como seca, calor, metais pesados e
salinidade (Hassan ef al., 2023; Zulfigar et al., 2021).

Estudos apontam a possibilidade da incorporagao da trealose na formulagdo de
inoculantes devido aos seus efeitos benéficos. Os autores Focaroli et al., (2019)
demonstraram que a trealose amorfa obtida por spray drying protege o composto de
Lecitina contra degradacao e absor¢ao de umidade. Streeter (2003) mostrou que a adi¢ao
de trealose a cultura de B. japonicum durante o crescimento e, o subsequente acimulo
desta no citoplasma, favorece a sobrevivéncia celular e a prote¢cdo contra a dessecagao.
Ja Aukema et al., (2022) evidenciaram que matrizes contendo trealose como composto
central aumentam significativamente a estabilidade de Bradyrhizobium desidratado, ao
longo de 20 dias a 32°C e 50% de umidade relativa, em comparagdo com tampao sem
aditivos.

Desta forma, em uma matriz de CMC, espera-se que a adi¢ao de trealose pode
melhorar a estabilidade durante o armazenamento e aumentar a viabilidade celular dos
microrganismos encapsulados. Isto posto, serd desenvolvido um material a base de CMC

adicionado de trealose para encapsulamento de 4. brasilense.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi encapsular a bactéria de importancia agricola A.
brasilense em matrizes de carboximetilcelulose e trealose a fim de garantir a viabilidade

celular durante seu armazenamento.
3.2 Objetivos especificos
a) Encapsular a bactéria em matrizes de CMC e trealose formando esferas, pelo
método de gelificagdo ionotropica;
b) Caracterizar as esferas de CMC e trealose quanto as propriedades fisico-

quimicas e morfologicas;

c) Awvaliar a viabilidade do material no armazenamento;
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4. METODOLOGIA

4.1 Manutencio da cultura bacteriana

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a estirpe ab-V5 de Azospirillum
brasilense, cedida pela Embrapa Soja de Londrina — PR. A estirpe ¢ autorizada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e recomendada para uso
como inoculante nas culturas do milho, trigo e arroz. A estirpe foi mantida criopreservada

em 20% de glicerol ultrapuro em ultrafreezer a —80 °C.

4.1.1 Contagem de células viaveis no cultivo de A. brasilense

Todas as avaliagdes de viabilidade e concentracdo celular foram feitas por
plaqueamento pelo método da gota. Inicialmente, 100 pnL. de amostra foram transferidos
para 900 pL de solu¢do NacCl estéril a 0,85% (m/v) (diluicdo 107") e, em duplicata (séries
A e B), procedeu-se a diluigdes decimais sucessivas até 1077, com homogeneizagdo em
agitador de tubos ap6s cada transferéncia de 100 uL. Em seguida, cada placa contendo o
meio agar-RC (Rojo Congo)(Cassan et al., 2010) foi dividida em seis setores e 30 pL de
cada diluicao (1075, 10¢ e 107, séries A e B) foram depositados em dois setores
correspondentes, deixando as gotas secar por completo antes de inverter as placas para
incubagao.

Seis placas divididas em seis setores foram utilizadas (trés por série); para a
contagem, escolheu-se a placa com 10-30 coldnias e calculou-se a média das duas gotas,
descartando-se placas com varia¢do superior a 50% em relagdo a média da mesma série
e assegurando desvio inferior a 20% entre as médias das séries A ¢ B. A Equacao 1 foi
utilizada para determinar a concentra¢ao na medida de Unidade de Formagao de Coldnias

(UFC)/mL.

Concentra(;éo — (fator de diluicao)(média das duas séries) — UFC/mL (1)

volume pipetado para a placa

4.2 Encapsulamento
4.2.1 Ensaio de Toxicidade do agente reticulante

Para o ensaio visual de toxicidade do cloreto de ferro em A. brasilense, foram
preparadas solucdes de FeCls nas concentragdes de 0,0075 M, 0,005 M e 0,0025 M. Em
placas de Petri contendo meio DYGS solidificado, depositaram-se 100 pL de cada

22



solucdo sobre a superficie e realizou-se o espalhamento uniforme com alga bacteriologica
estéril. As placas foram incubadas a 28 °C por 48 horas e, ao final do periodo, o
crescimento das colonias foi avaliado visualmente, o que permite comparar o grau de

inibicao bacteriana em fun¢ao da concentragao de FeCls.

4.2.2 Preparo do indculo de A. brasilense

Um criotubo foi retirado do ultrafreezer e o seu contetido estriado em placas de
Meio agar-DYGS (Dextrose, Yeast, Glucose Sucrose) (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018),
que foram incubadas a 28 °C por 3 dias. Em seguida, uma coldnia isolada foi selecionada
com auxilio de al¢a descartdvel e inoculada em 10 mL de meio DYGS liquido (pré-
inéculo), permanecendo em agitador orbital a 28 °C ¢ 120 rpm por 3 dias. Por fim, 1 mL
desse pré-inoculo foi transferido para 100 mL de meio DYGS e incubado sob as mesmas
condig¢des por mais 3 dias. Esse procedimento foi realizado para cinco cultivos distintos,
sendo um correspondente ao controle € os demais aos quatro tratamentos.

Cada cultivo foi dividido em dois tubos falcons de 50 mL e centrifugado a 8000
rpm por 15 min a 4°C, como ilustrado na Figura 2. Apds a centrifugacdo, os sobrenadantes
foram descartados e os precipitados foram ressuspendidos em 10 mL de solugao salina
0,85%, um falcon foi vertido no outro, constituindo uma amostra de concentrado
bacteriano.

Para determinar a concentracdo bacteriana, foi realizada o plaqueamento através

do método da gota, em meio agar-RC.

Figura 2 - Preparo da bactéria anterior ao encapsulamento
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4.2.3 Producao das esferas

Para a produgdo das esferas, foram elaboradas solugdes poliméricas em 4
tratamentos diferentes. O teor de carboximetilcelulose sal sodico de média viscosidade
(1000/2000 CP) (Dinamica) foi fixado em 2,5% (m/v) e variou-se os teores de trealose
(Inlab) em 0, 1, 5 e 10% (m/v).

Dentro da camara de fluxo laminar e com o uso do agitador mecanico foram
preparadas 4 solugdes poliméricas com 100 mL de dgua, 2,5 g de CMC e a quantidade de
trealose correspondente ao tratamento. A solucdo permaneceu em agitacdo até total
dissolugao por até¢ 20 minutos, formando um gel. A este gel fora adicionado a
ressuspensao bacteriana, equivalente a 0,5 mL, permanecendo sob agitacdo por 5 min
para homogeneizagao da ressuspensao na matriz.

Com o auxilio de uma seringa de 3 mL e uma agulha de 1,20 x 40 mm, a solugdo
polimérica contendo microrganismo foi gotejada em uma solugdo de crosslinking de
FeCl; 0,0025M sob agitagdo, conforme Zare-Akbari et al. (2016). As esferas recém-
formadas de CMC-Trealose-Azospirillum permaneceram sob agitacdo na solugdo de
crosslinking por 30 min, para que houvesse uma reticulagdo adequada. Logo apds, as
esferas foram lavadas com agua destilada para remover o excesso de sal, peneiradas e
deixadas em contato com papel para absor¢do da agua excedente.

As esferas entdo foram armazenadas imidas em tubos de 5 mL e colocadas na
estufa a 25°C para o ensaio de viabilidade no armazenamento. O processo como um todo

pode ser visualizado na Figura 3.
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Figura 3 — Processo de encapsulamento via gelag@o ionotrdpica
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4.2.4 Teste de dissolucao

Devido a natureza insolivel em dgua que o CMC adquire quando reticulado com
ions Fe** em formas de esferas, foi necessario investigar uma forma de romper as esferas
de forma rapida e eficiente para que seja possivel realizar as analises de viabilidade
celular.

Neste teste foram colocadas esferas secas de 2,5% CMC e 1% de trealose em trés
solucdes diferentes, na concentragdo de 0,1g de esferas por 5 mL de solucao, sob rotagao
de 150 rpm e 25°C. As solugdes foram solugado salina 0,85% (padrao), tampao fosfato de
potassio monobasico e dibasico 0,25M de pH 6,4 (Zago et al., 2019) e solugdo tampado
Citrato de sodio e acido citrico 100 mM, de pH 4,8, a fim de avaliar o comportamento da

esfera em diferentes faixas de pH.
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4.3 Caracteristicas Estruturais e Funcionais

4.3.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR)

A estrutura quimica das esferas foi estudada através da analise de Espectroscopia
de absor¢do na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), com o
equipamento Burker Vertex 70 equipado com acessorio de reflectancia atenuada total

(ATR).
4.3.2 Determinacdo do diametro das esferas

Para cada tratamento, esferas imidas foram dispostas em uma placa, ao lado de
uma régua, fotografadas e subidas ao software ImageJ que através da analise digital dos

pixels retorna o didmetro médio das esferas.
4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para observar a morfologia das esferas encapsuladas com inoculante, foi realizada
a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com o microscopio JEOL JSM6510. O
equipamento operou com uma tensao acelerada de 5 kV e ampliacao de 1000x. As esferas
foram liofilizadas e colocadas em stubs de aluminio com fita de carbono dupla face e

revestidas com ouro.
4.3.4 Caracterizacdo térmica

A analise termogravimétrica (TGA) foi obtida com o analisador Q500 da 74
Instruments a fim de observar o comportamento térmico do material. O gas utilizado foi

nitrogénio na vazao de 50 mL/min.
4.3.5 Eficiéncia do encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento (EE) foi acessada comparando-se o valor de UFC
obtido da ressuspensdo bacteriana adicionada no processo e das esferas logo apds o
encapsulamento (viabilidade affer loading), multiplicando-se o resultado por 100.,

conforme equagao 2.

UFC ,
—— Apés o encapsulamento

EE (%) = (gre—* +100) 2)

Tda ressuspensao bacteriana adicionada

Conforme Zago et al., (2019), as esferas encapsuladas foram dissolvidas em 5 mL

solucao tampao fosfato de potassio monobasico e dibasico 0,25M (pH 6,4) sob agitagdao
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constante, para obten¢do da aliquota necessaria para analise de concentragao celular. E

entdo, foi realizada a contagem conforme descrito no item 4.1.1.
4.3.6 Viabilidade no Armazenamento

As esferas contendo o microrganismo encapsulado foram armazenadas em tubos
falcons de 15 mL na estufa a 25 °C.

Para determinar a sobrevivéncia das células ao longo do tempo foram retiradas
amostras nos tempos 1, 7 e 15 dias. Cada amostragem consiste em 5 esferas, que sdo
dissolvidas em tubos falcons contendo 5 mL de tampao fosfato (pH 6,4) sob agitacao.
Apos a dissolugdo das esferas, foi retirada uma aliquota de 100 pL para dilui¢ao seriada

e determinagdo da concentragdo celular conforme descrito no item 4.1.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1

Encapsulamento

5.1.1 Defini¢do da concentragdo de CMC

Para determinar a concentra¢ao ideal de CMC para encapsular o microrganismo,

foram realizados testes visuais com solugdes de CMC em diferentes concentragdes (1, 2,

2,5 e 3% m/v). Essas solucdes foram gotejadas em uma solugdo de FeCls 0,0025M, e as

esferas resultantes foram avaliadas visualmente quanto a uniformidade e integridade. A

Figura 4 apresenta as diferencas visuais observadas nas esferas formadas em cada

concentragao testada.

Figura 4 — Formacao de esferas de CMC em diferentes concentragdes.

Concentracao

Apos reticulacao em

FeCl,

Apos Secagem

Observacoes

1% de CMC

Esferas uniformes,
porém, ao secarem
diminuem
consideravelmente de
tamanho.

2% de CMC

Esferas uniformes, bem
reticuladas e formacgao
pontiaguda devido a
maior concentragao no
escoamento da agulha

2,5% de CMC

Esferas uniformes,
rigidas e com pequena
formagao pontiaguda.

3% de CMC

Esferas formadas nao
uniformes. Dificuldade
na formacdo da gota na
extrusdo com a agulha

devido a mistura
polimérica ser um gel
muito espesso.

Fonte: Autoria Propria
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Partindo de um pressuposto de que concentracdes mais elevadas de CMC podem
proporcionar uma matriz mais densa e protetora, essencial para manter a viabilidade do
microrganismo e de que, no entanto, uma alta viscosidade pode comprometer a formagao
uniforme das esferas, prejudicando a eficiéncia do encapsulamento (Singh et al., 2017).
Como resultado, foi estabelecida uma concentragdo maxima de CMC que oferecesse
equilibrio entre estabilidade e manipulagdo da solu¢do sem comprometer a morfologia
das esferas. Com base nessa avaliacdo preliminar, a concentracdo de CMC selecionada
para a continuagdo do trabalho na formacao de esferas de CMC com adi¢ao de trealose
para encapsulamento de A. brasilense foi de 2,5%. Esta concentragdo foi escolhida por se
tratar do ponto maximo em que o gel apresentou formacao de esferas uniformes e rigidas,
caracteristicas ideais para manter a estabilidade estrutural necessaria durante o processo

de encapsulamento.
5.1.2 Ensaio de toxicidade do agente reticulante

A partir das placas de cultivo em meio DYGS apresentadas na Figura 5, observa-
se que A. brasilense apresentou crescimento uniforme mesmo na presenga do agente
reticulante cloreto férrico (FeCls), indicando uma certa tolerancia a presenga do ion Fe**
nas concentragoes testadas. Nao foram observadas zonas de inibi¢cdo ou reducao
significativa no desenvolvimento bacteriano, o que sugere auséncia de efeito toxico
inicial grave. Ainda assim, considerando que concentragdes mais elevadas poderiam
afetar a viabilidade microbiana a longo prazo, optou-se por empregar a menor
concentragdo eficaz (0,0025 M) para a obtencdo das capsulas, de modo a garantir o

equilibrio entre eficiéncia de reticulagdo e a viabilidade do microrganismo.

Figura 5 — Teste de toxicidade do agente reticulante em A. brasilensis inoculado com a)
0,0025M, b) 0,005M e ¢) 0,0075M de FeCls

SR :

Fonte: Autoria Propria

29



5.1.3 Obtengdo das esferas

O aspecto das esferas recém-formadas e apos a secagem em estufa a 25 °C por 24
h ¢ apresentada na Figura 6. As esferas possuem aspecto rigido, sem perder dgua com

facilidade. A cor alaranjada ¢ adquirida devido a reticulagcdo com a solugdo de FeCls.

Figura 6 — Exemplo das esferas de 2,5% CMC/5% Trealose-Azospirillum (a) apds a extrusdo em
FeCl; (b) e apos secagem a 25°C.

>

Fonte: Autoria Propria

Devido a existéncia de muitos grupos carboxil, o CMC sal-sodica sofre
reticulagdo, ou cross-linking, na presenga de cations trivalentes como Fe* ou AI**.
Quando a dispersao de CMC-Na, contendo suspensdo de A. brasilense concentrado e
trealose foi gotejada na solucdo de FeCl;, formaram-se esferas gelificadas
instantaneamente. Isso ocorre devido  troca idnica entre os fons Na” do CMC e Fe** da
solucdo reticulante. Os fons de Fe*" deslocam os ions Na* e ligam-se a dois ou mais
grupos carboxilato (-COQ") de cadeias diferentes, promovendo uma reticulagdo i6nica e
a formagdo de uma cadeia tridimensional (Kumar et al., 2020). Consequentemente, as
cadeias de CMC soluveis individualmente em agua sdo transformadas em géis insoluveis
precipitados em forma de esferas, devido ao método de dispersdo de gotejamento (Zare-
Akbari et al., 2016a).

As esferas apresentam aspecto uniforme, com uma leve formagdo pontiaguda,
resultante da reologia de formagdo da gota na agulha e da concentragdo de CMC, fixada
em 2,5%. Entre os tratamentos contendo 0, 1, 5 e 10% (m/v) de trealose nao se observou
diferenca visual entre as esferas. Aquelas que foram deixadas em estufa a 25 °C por 24 h
para secagem apresentaram perda significativa da umidade, exibindo aspecto mais
rugoso.

Em suma, o processo de encapsulamento por gelagdo ionotropica foi eficiente na
formagdo de esferas uniformes, resistentes a manipulagdo e destaca-se por ser um

procedimento simples, reproduzivel e que requer condigdes brandas.
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5.1.4 Teste de dissolucdo

O comportamento de dissolugdo da mesma quantidade de esferas em diferentes

solugoes testadas, conforme o tempo de exposicao pode ser visualizado na Figura 7.

Figura 7 - Diferengas visuais entre as solugdes testadas para a dissolugdo das esferas
TESTE DE DISSOLUCAO DE ESFERAS SECAS DE CMC (2,5%) E TREALOSE (1%)

T=0h T=1h T=2h T=3h T=24h

Solugio
Salina
0,85%

Tampao

fosfato

de o “‘A
potassio

(pH 6,4)

Tampao
Citrato de
sodio-
acido
citrico
(ph4.8)

Fonte: Autoria Propria

A partir deste teste foi possivel observar que a solucdo salina ndo ¢ capaz de
dissolver esferas de CMC, e que, apesar de visivel formagdo de gel, os tampdes fosfato
de potassio e citrato de sodio e acido citrico atuam melhor na dissolugdo do CMC. Desta
forma, para prosseguimento do trabalho foi escolhido o tampao fosfato de potassio para
dissolucdo das esferas para andlises de viabilidade, devido a sua melhor dissolucao e por

apresentar pH de 6,4 que é proximo ao pH 6,8, ideal para bactéria A. brasilense.

5.2 Caracteristicas Estruturais e Funcionais

5.2.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR)

Para avaliar a composi¢ao quimica do material das esferas reticuladas, identificar
os grupos funcionais e verificar as interagdes entre os componentes, foi realizada analise
do espectro de FTIR para as esferas nos 4 tratamentos estudados, bem como, a fim de

comparagdo, os espectros dos reagentes CMC-Na (sal sodico) e trealose. Os espectros
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normalizados obtidos podem ser visualizados na Figura 8.

Figura 8 — Espectro de FTIR normalizado das esferas de 2,5%CMC-Trealose-Azospirillum em
tratamentos com diferentes quantidades de trealose e espectro de CMC e trealose completos
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Fonte: Autoria Propria

As bandas observadas na regido de 3200 - 3300 cm™!, tanto nas esferas quanto para
o CMC e a trealose, sdo caracteristicas de alongamento de grupos hidroxilas (-OH) e
interagdes intramoleculares e intermoleculares do hidrogénio. Por se tratar de um
derivado de celulose e um agucar, ¢ uma faixa bastante comum de ser observada (Zare-
Akbari et al., 2016a). A regido em torno de 2900 cm™! esta associada ao estiramento C-
H, enquanto, as bandas em 1420 e 1600 sdo atribuidas as vibragdes simétricas e
assimétricas dos grupos carboxilas (Farhadnejad et al., 2018a; Zare-Akbari et al., 2016a).
Além disso, as bandas entre 1000 - 1200 cm™' observa-se o estiramento de O-C-O-,
comum para polissacarideos como o CMC e a trealose (Zare-Akbari et al., 2016a).

A faixa entre 1400 e 1600 cm™ est4 relacionada a ligacdo de crosslinking entre o
CMC-Na e os ions metalicos da solug¢do reticulante (Zare-Akbari et al., 2016a). A
reticulagio do CMC ocorre pela incorporagio dos ligante carboxilato ao ion Fe**. Neste
composto de coordenagdo formado, hd uma variagdo (Av) entre as vibragdes de
estiramento simétrico e assimétrico de grupos COO- em relacdo ao sal de acido
carboxilico. Esta variacao indica qual a interacao do ferro com a estrutura polimérica.

Se Av do composto formado em relagdo ao polimero inicial é menor, estd
relacionada a uma coordenacdo quelante bi-dentado, se Av ¢ proxima, trata-se de
coordenagdo ponte bi-dentado, e se Av € maior que a coordenacao metal-carboxilato, a

coordenac¢do nao ¢ identificada (Nakamoto, 2006). Comparando-se os picos de CMC-Na
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(1588 cm™ e 1409 cm™) com a esfera reticulada OT (1577 cm™ e 1420 cm™), percebe-se
um Av menor (157 cm™) para as esferas reticuladas com Fe**, se comparada com o CMC
-Na (179 cm™) o que indica que a coordenagio metal-carboxil formada para a reticulagio
dos macrocarreadores ¢ de natureza quelante bi-dentado. Esta ligacdo ocorre quando o
ion de ferro se coordena com dois pontos da ligacdo, que sdo os grupos carboxila ou
hidroxila, de uma mesma cadeia de CMC ou de cadeias diferentes e proximas.

Os autores da Silva Bezerra; Franca; da Costa Marques (2021) obtiveram
resultados semelhantes no espectro FTIR de um catalisador a base de CMC, em que, para
as bandas assimétricas e simétricas dos grupos carboxilatos de CMC-Na encontraram
picos de 1588 cm™ e 1440 cm, respectivamente. J4 nas amostras de CMC-Fe a
frequéncia da banda assimétrica mudou de 1588 cm™! para 1577 cm™, j4 a de 1420 cm’!
permaneceu a mesma. Desta forma, os autores constataram a formagao de coordenacdo
quelante bi-dentado para CMC-Fe, porque a separagdo das bandas (Av) de CMC-Fe ¢
menor que a de CMC-Na.

5.2.2 Determina¢do do diametro das esferas

O tamanho das esferas de gel formadas depende do método utilizado para extrusao
dos aditivos e no caso da gelacdo ionotrdpica, do tamanho da abertura da agulha. A Figura
9 apresenta as esferas utilizadas na medi¢ao do diametro ¢ a distribui¢ao dos resultados,
obtidos pelo software Imagel. A Tabela 1 apresenta o didmetro médio das esferas imidas

de CMC com 0, 1, 5 e 10% de trealose.

Tabela 1 — Didmetro médio das esferas umidas de CMC-Trealose-Azospirillum

Tratamento Diametro (mm)
0T 5,15+0,83
IT 4,62 +0,91
5T 4,91 £0,80
10T 4,72 £0,73
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Figura 9 — Esferas imidas de CMC-Trealose-Azospirillum e a distribui¢do de particula por
diametro (mm)
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Fonte: Autoria Propria

Obteve-se um diametro médio do macrocarregador 0T de 5,15 mm, enquanto para
os macrocarregadores contendo trealose, obteve-se didmetros entre 4,62 ¢ 4,91 mm.
Trabalhos de encapsulamento com CMC que trazem o didmetro das esferas sdo escassos
na literatura. Zago e colaboradores (2019) encapsularam A. brasilense em esferas de
alginato de sddio com trealose com o método de gelacdo ionotropica e obtiveram, através
de analise morfométrica, diametros de 3,3, 4,4 ¢ 4,0 mm para tratamentos com 0,1M,
0,5M e 1M de trealose, utilizando-se de uma pipeta de Pasteur para gotejamento.
Tratando-se de esferas formadas por alginato de sédio, € frequente encontrar trabalhos
com resultados de diametro de particulas maiores de 1 mm, o que as conferem a

denominagdo de macrocarregadores (Szopa et al., 2022c¢).
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O tamanho dos macrocarregadores oferece vantagens na aplicagdo no sulco de
plantio, onde os macrocarregadores podem liberar os microrganismos nas proximidades
do sistema radicular, promovendo uma colonizagdo precoce ¢ eficaz a medida que a

planta se desenvolve (De Gregorio et al., 2017).
5.2.3  Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise de termogravimétrica ¢ uma ferramenta para se avaliar as caracteristicas
térmicas de um material sob aquecimento, bem como sua dindmica de degradagdo
térmica. Portanto, o instrumento mede a variacdo da massa do material em funcdo da
temperatura (Escalante et al., 2022). Os resultados da curva de TGA e DTG (Derivada

Termogravimétrica) sdo apresentados na Figura 10.

Figura 10 — a) Curva termogravimétrica (TGA) e b) curva da derivada termogravimétrica
(DTG) para amostras de esferas de CMC com diferentes tratamentos de trealose em (%) e
amostras de trealose e CMC puros.
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Fonte: Autoria Propria
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Na Tabela 2 observa-se os resultados para a Tonset (°C), tida como a temperatura
onde se inicia a degradagdo do material (considera-se 10% do material degradado) e a
Tmax (°C), Temperatura Méaxima de Decomposic¢do, ¢ onde ocorre a perda maxima de

massa de material em fung¢ao do calor.

Tabela 2 — Resultados da analise termogravimétrica para os diferentes tratamentos e materiais
puros trealose e CMC.

Tratamento  Tonset (°C)  Tmax (°C)
0T 210,78 281,44
1T 206,51 283,78
5T 214,03 284,24
10T 204,95 273,91
Trealose 164,26 311,72
CMC 67,14 287,96

Observa-se uma variagdo no parametro Tonset (°C) conforme a quantidade de
trealose na esfera. O Tratamento 5T obteve o maior valor de Tonset (214,03 °C) e o
tratamento 10T o menor (204,95 °C). Dessa forma, ¢ possivel inferir que o aumento
gradual de trealose na formulagdo ndo aumenta de forma consistente a estabilidade do
material. Entretanto, comparando-se a trealose pura (164,26 °C) e o CMC puro (67,14
°C), € possivel inferir que a produgao de um material reticulado baseado nestes dois
materiais, neste caso as esferas, pode oferecer uma maior resisténcia térmica.

Entre os tratamentos 0T e 5T houve um pequeno aumento de até 5% na T max
conforme a quantidade de trealose na matriz. Entretanto, no tratamento 10T houve queda
da temperatura maxima, o que pode indicar que altas concentragdes de trealose no
material pode prejudicar a resisténcia térmica na temperatura maxima de decomposi¢ao.
Entre tanto, ndo se trada de uma preocupagdo visando a aplicacao na agricultura, uma vez

que todo o processo se passa em temperatura ambiente (~25 °C)
5.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A morfologia das esferas liofilizadas foi avaliada por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura e podem ser observadas na Figura 11. As imagens do MEV
revelam que ndo ha separacao de fases no material, dentro dos limites de detec¢dao do
equipamento, o que indica que a mistura dos reagentes que compode a superficie externa
das esferas foi eficiente. Exceto para os tratamentos 5T e 10T em que podem ser
visualizados pequenos grumos na superficie, que podem ser oriundos dos cristais de

trealose, exibindo um excesso do agticar na formagao do material.
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Através da interpretagdo das imagens, € possivel notar que as esferas, em todos os
tratamentos, possuem camada de superficie regular e lisa. No entanto, o aumento da
concentragdo de trealose demonstra aumentar a rugosidade da camada superficial das

esferas.

Figura 11 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das esferas liofilizadas e secas nos
tratamentos OT (preto), 1T (azul), 5T (rosa) e 10T (vermelho)

Fonte: Autoria Propria
5.2.5 Eficiéncia no Encapsulamento e Viabilidade no armazenamento

A Tabela 3 apresenta os resultados da viabilidade celular (UFC/g de polimero)
apos o encapsulamento, 7 e 15 dias de armazenamento, bem como resultados de eficiéncia
de encapsulamento, que em caso de 100% significaria que todas as células adicionadas a
solucdo forma incorporadas a matriz. Esferas encapsuladas com 4. brasilense em 4
tratamentos a base de 2,5% CMC (0, 1, 5 e 10% de trealose) foram armazenados de forma
umida na estufa a 25 °C A escolha dessa temperatura de armazenamento se deu em fungao
da inviabilidade de sobrevivéncia da bactéria encapsulada a 4 °C, conforme verificado
em testes preliminares realizados em geladeira. Os resultados evidenciam que as esferas
mantiveram carga bacteriana somente até o 15° dia de experimento, apos isso ndo foi

detectado presenca do microrganismo alvo nas esferas.
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Tabela 3 - Viabilidade das esferas no encapsulamento (after loading) e apods 15

dias de armazenamento em diferentes tratamentos.

0 dias -after 7 dias de 15 dias de Eficiéncia de
Tratamento loading armazenament | armazenament | Encapsulamento
(UFC/g) o (UFC/g) o (UFC/g) (%)
9,19 x10"! 9,40 x 10'° 7,00 x 1010
Controle Liquido +1,09 x 107 +9,86 x 10° +1,10x10’ -
2,5% CMC + 0% 1,97 x 10" 2,26 x 10° 5,56 x 10*
Trealose +1,49 x 10° +1,32x10° +393x 10° 69,7
2,5% CMC + 1% 8,36 x 10°
Trealose +2.28 x 108 0,00 x 10° 0,00 x 10° 63,5
2,5% CMC + 5% 4,43 x 10° 2,46 x 107 £
Trealose +2.14 x 108 2,16 x10° 0,00 x 10° 47,9
2,5% CMC +10% 5,44 x 10°
Trealose +4,00 x 10® 0,00 x 10° 0,00 x 10° 62,5

A maior retengdo de células viaveis foi observada na formulagao de 2,5% CMC
sem adigo de trealose, além de apresentar maior eficiéncia de encapsulamento (69,7%)
e maior viabilidade, ainda que reduzida, entre os 7 e 15 dias de armazenamento
(2,26 x10° e 5,56 x10* UFC/g, respectivamente). Estes dados divergem daquelas
capsulas em que houve adigdo de trealose (1, 5 ¢ 10%), que apresentam declinio total da
viabilidade celular durante o armazenamento, o que sugere que a adi¢ao de trealose a
matriz, nas condic¢oes testadas, ndo proporcionou o efeito protetor esperado.

A trealose tem capacidade de proteger os microrganismos de estresses como
dessecacdo e congelamento, atuando para preservar a estrutura das membranas e
proteinas, entretanto € preciso observar as condi¢des em que € aplicada (Santivarangkna;
Kulozik; Foerst, 2007). E possivel que a adi¢io do dissacarideo tenha apresentado efeito
contrario ao esperado devido a propriedade de higroscopicidade, que nesse sistema a
temperatura ambiente, tenha favorecido a reten¢do de umidade (Tapia; Koshland, 2014).
O que pode ter ocasionado reacdo de degradacdo da matriz polimérica, bem como
aceleramento do metabolismo residual das células, resultando em perda precoce da
viabilidade. Além disso, a quantidade de trealose adicionada pode ter sido excessiva,
resultando em efeitos adversos na estabilidade da matriz e sobrevivéncia celular.

Pontualmente, o tratamento contendo 5% de trealose apresentou maior viabilidade
no 7° dia (2,46 x 10”7 UFC/g), que pode estar relacionado a uma liberagdo de células
viaveis. Adicionalmente, pode-se considerar que a concentragdo de trealose incorporada
aos tratamentos tenha sido muito alta.

Além disso, as esferas de CMC-trealose podem nao ter suportado viabilidade do

microrganismo durante mais tempo por fatores como a auséncia na matriz de nutrientes
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essenciais para o metabolismo de Azospirillum, dentre eles, vitaminas e aminoacidos.

Neste estudo, a adicdo de trealose deu-se durante a formagdo do gel de CMC e
agua, resultando em alta proporcao de trealose na relacdo de massa/massa do polimero, o
que pode ter prejudicado a sobrevivéncia da bactéria, visto que a matriz possuia mais
trealose que CMC.

Zago e colaboradores (2019) realizaram o encapsulamento de 4. brasilense em
alginato de sodio a 3% adicionado de trealose em solugdo a concentracdes de 0,1M, 0,3M
e 0,5M (m/v), na propor¢ao volumétrica de 2:2:1 (alginato/solucdo de trealose/bactéria),
ou seja, uma propor¢ao bem menor que o presente estudo. Os autores observaram que no
tratamento com maior quantidade de trealose (1M) houve um decréscimo de viabilidade
de 60% nas primeiras 24h de armazenamento.

Os granulos resultantes do estudo de Zago e colaboradores (2019) tiveram
viabilidade limitada a apenas 30 dias apds a gelificagdo e o armazenamento. Os autores
seguiram o método da gelificagdo ionotropica de encapsulamento em alginato de sédio,
com posterior armazenamento a 21°C. Konrad (2016) obteve viabilidade celular até o 45°
dia de armazenamento, observando queda na viabilidade de 1,32 x 10" UFC/mL no
momento do encapsulamento (dia 0) para cerca de 10° UFC/mL aos 15 dias, o que
representa uma queda de aproximadamente cinco ordens de magnitude. A autora
relaciona a queda viabilidade & uma fase de adaptagdo da célula pos-encapsulamento e a
falta de aditivos como acido htimico, lactose ou amido na formula.

Esse desempenho pode refletir uma dificuldade das bactérias do género
Azospirillum em permanecerem vidveis em matrizes solidas com baixa disponibilidade
de nutrientes. Em contraste, as PGBR do género Bacillus demonstram maior estabilidade.
No estudo de Lopes; Oliveira-Paiva; Farinas (2023), por exemplo, Bacillus subtilis
encapsulado em amido e pectina com CaClz 0,1 M manteve viabilidade de 10° UFC/g por
até 6 meses a 4°C.

A diferenca na viabilidade relatada entre bactérias do género Azospirillum e
Bacillus em formulacdes encapsuladas pode estar relacionada as distintas caracteristicas
fisiologicas e morfologicas que estes géneros possuem. Azospirillum, em suspensao,
possui estrutura celular bastonete curvo e nao forma esporos (Maroniche et al., 2024), o
que pode tornar mais sensivel a caréncia nutricional e ao estresse fisico-quimico em
matrizes soélidas, como esferas de alginato ou CMC sem suplementacdo adequada. Por
outro lado, Bacillus produzem endosporos resistentes, capazes de manter a viabilidade

celular em condi¢des adversas (Khimmakthong et al., 2020; Krastev et al., 2025). A
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robustez da parede celular, a menor exigéncia nutricional em estado esporulado e a alta
resisténcia a variagdes de umidade e temperatura permitem que Bacillus sobreviva por
periodos significativamente maiores (Bressuire-Isoard; Broussolle; Carlin, 2018;
Elisashvili; Kachlishvili; Chikindas, 2019). No mesmo sentido, trabalhos que
encapsularam fungos espurulantes como 7Trichoderma spp. em matrizes de CMC
obtiveram maiores resultados de viabilidade ao longo do tempo (Brondi et al., 2022a;
Ferreira, 2024).

Ademais, durante a reticulagdo, a solu¢ao de cloreto de ferro individualmente
representa um fator prejudicial ao microrganismo, por possuir alta acidez (pH entre 1 e
3). Durante o processo de encapsulamento, o contato direto com esse meio acido pode
comprometer a estabilidade da bicamada lipidica da membrana celular, interferindo no
transporte seletivo de ions (Guan; Liu, 2019). Adicionalmente, essa condi¢do pode
induzir a célula a um estresse 4cido, exigindo maior consumo energético para manter o
pH intracelular estavel, o que pode comprometer fungdes metabolicas essenciais. Como
consequéncia, pode ocorrer morte celular ou redugdo significativa na viabilidade do
microrganismo. No trabalho de isolamento de Azospirillum em solos com diferentes
faixas de pH, os autores New; Kennedy (1989) observaram a presencga da bactéria em
solos com pH entre 5,0 ¢ 6,0, mas relataram sua auséncia em ambientes com pH inferior
a 4,5, indicando uma limitagdo na sobrevivéncia e estabelecimento de Azospirillum em
condicoes de acidez elevada.

Por conseguinte, ¢ possivel que parte do cloreto férrico (FeCls) ndo tenha sido
completamente removida durante a etapa de lavagem das capsulas, resultando na retengao
de residuos na matriz polimérica. Com o tempo de armazenamento, esses residuos podem
liberar ions férricos (Fe**), que podem sofrer reacao de Fenton, liberando espécies reativas
de oxigénio, que podem danificar membranas, lipideos € DNA (Cornelis et al., 2011).
Este processo caracteriza um estresse oxidativo, que pode levar a reducao da viabilidade
celular e morte das bactérias encapsuladas.

Outro fator que pode ter contribuido para a perda de viabilidade celular ¢ a forga
de cisalhamento, que ocorre, no processo de encapsulamento, durante a agitagdo
mecanica do gel de CMC-trealose com a suspensdo bacteriana. Em seu estudo com
Bradyhizobium spp., Carrillo-Mora et al., (2024) demonstraram que fluxos de
cisalhamento elevados podem quebrar filamentos flagelares, reduzindo a motilidade,
ainda que ocorra recuperacao parcial apos algumas horas. Dessa forma, o estudo sugere

que cisalhamento mecanico intenso pode causar dano fisico a estruturas celulares
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delicadas, potencialmente prejudicando a motilidade da bactéria no meio adicionado, bem
como afetar a sobrevivéncia celular.

A formulagdo de inoculantes agricolas a base de Azospirillum brasilense que
mantenham elevada viabilidade celular durante o armazenamento ainda representa um
desafio significativo. Embora promissora, a tecnologia de encapsulamento desse
microrganismo em matrizes biodegraddveis demanda avangos e estudos em relagdo a
aditivos que fornecam protecdo celular, bem como nas condigdes ideais de

armazenamento.
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6. CONCLUSOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, foram desenvolvidas esferas de CMC
encapsuladas para protecdo e armazenamento o microrganismo inoculante agricola A.
brasilense. Na quantidade em que foi adicionada, a trealose nao mostrou o efeito esperado
de osmoprotegao.

As macroesferas formadas através da gelificacdo ionotropica do CMC com
solugdo de FeCls formou um composto de coordenacao metalica e as esferas mostratam-
se de morfologia uniforme, sem muita porosidade.

Dessa forma, o encapsulamento de A. brasilense com material biodegradavel
CMC e aditivo ainda precisa ser devidamente estudada em suas particularidades, para que
seja viavel para a formulagdo de inoculantes. Dentro do escopo que foi abordado nesse
trabalho, sugere-se para trabalhos futuros, a investigacao de outras estratégias de protecao
celular, como o uso combinado de crioprotetores, variagdes na concentragao de CMC e
trealose, métodos de secagem e armazenamento. Além disso, é importante a realizagao
de anélises do comportamento matriz polimérica ao longo do tempo, bem como avaliagdo

da umidade, da integridade estrutural das cépsulas e da presenca de ions Fe** residuais.
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