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RESUMO

O uso de microrganismos como biofertilizantes € uma alternativa promissora em
relacdo aos métodos tradicionais de fertilizacdo. Diversas cepas de bactérias do
género Bacillus séo reconhecidas por promover o crescimento vegetal, impactando
positivamente no desenvolvimento de culturas. A producdo de inoculantes
microbianos viabiliza o uso de microrganismos nas areas agricolas, sendo vantajoso
0 encapsulamento dos mesmos para aumentar a viabilidade do produto. Entre os
materiais para compor a matriz, o amido se destaca por ser biodisponivel,
biodegradavel e ter baixo custo. O carvao ativado pode ser utilizado como aditivo nas
composicdes de inoculantes, pois ele aumenta a capacidade de retencédo de agua no
solo e fixagdo de nutrientes e fertilizantes. O objetivo deste projeto foi desenvolver e
caracterizar um inoculante microbiano em pé tendo como matriz amido e carvao
ativado, visando aumentar a protecéo e o shelf-life dos esporos das bactérias Bacillus
megaterium (CNPMS B119) e Bacillus thuringiensis (CNPMS B116). Os resultados
alcancados evidenciam a eficacia do inoculante microbiano composto por amido e
carvao no processo de encapsulamento de Bacillus. Micrografias MEV evidenciaram
a presenca de esporos de Bacillus nas matrizes de encapsulamento. O inoculante
microbiano liberou uma alta concentracdo de células, e a formulacdo manteve a
viabilidade dos microrganismos durante os seis meses de armazenamento. O uso dos
biocompdsitos no tratamento de sementes ndo interferiu na germinacéo da soja, e 0
revestimento das sementes com a formulacdo manteve concentracdes superiores de
esporos viaveis em comparacdo com sementes revestidas apenas com 0S esporos
livres ao longo do periodo avaliado. Esses resultados ressaltam a eficiéncia da

formulacdo como estratégia para o tratamento de sementes.

Palavras-chave: Inoculantes, encapsulamento, amido, carvao ativado.



ABSTRACT

The use of microorganisms as biofertilizers represents a promising alternative to
traditional fertilization methods. Several strains of bacteria belonging to the Bacillus
genus are acknowledged for their ability to promote plant growth, positively impacting
crop development. The production of microbial inoculants makes it viable to apply
microorganisms in agricultural areas, and encapsulating these microorganisms proves
advantageous in enhancing product viability. Starch emerges as a prominent material
for composing the matrix. due to its bioavailability, biodegradability, and low cost.
Activated Charcoal can be used as an additive in inoculant compositions, as it
increases soil water retention capacity and facilitates nutrient and fertilizer fixation. This
project aims to develop and characterize a powdered microbial inoculant with a matrix
of starch and activated charcoal, using spores from Bacillus megaterium (CNPMS
B119) and Bacillus thuringiensis (CNPMS B116). The primary objective is aiming to
increase the protection of microorganisms and shelf-life, ultimately promoting positive
results in seed coating. The obtained results indicate the efficiency of the starch and
charcoal-based microbial inoculant for encapsulating Bacillus. SEM micrographs
revealed the presence of Bacillus spores in the encapsulation matrices. The
bioinoculant release a high concentration of cells, and the formulation maintains the
viability of microorganisms over the six-months storage period. The use of
biocomposites in seed treatment did not interfere with soybean germination, and seed
coating with the formulation maintained higher concentrations of viable cells compared
to seeds coated only with free microorganisms throughout the evaluated period. These

results highlight the effectiveness of the formulation as a strategy for seed treatment.

Keywords: Inoculants, encapsulation, starch, activated charcoal.
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1. Introducéo

1.1. Biofertilizantes

A intensificacdo da produtividade alimenticia é um dos maiores desafios
enfrentados pela agricultura na atualidade. No entanto, essa grande demanda néo é
acompanhada por um aumento na disponibilidade de terras agricultaveis, levando a
necessidade de utilizar fertilizantes quimicos para atingir maiores niveis de
produtividade (Pirtilla et al., 2021). A aplicagdo de fertilizantes quimicos na agricultura
causa prejuizos a saude humana e aos ecossistemas. Devido a sua alta solubilidade,
a absorcao insuficiente dos fertilizantes pelas plantas leva a contaminag¢do da agua
por lixiviagcdo e a efeitos degradantes sobre os solos, gerando um esgotamento da
capacidade de reter agua e um desequilibrio em sua fertilidade. Nesse cenario,
desenvolver tecnologias e produtos mais sustentaveis, e que possam aumentar a
produtividade agricola torna-se uma necessidade (Luo et al., 2019).

Uma alternativa em relacdo aos métodos tradicionais de fertilizacéo é o uso de
microrganismos, conhecidos como biofertilizantes (Pirtilla et al., 2021). Algumas
bactérias comumente utilizadas na agricultura sdo as dos géneros Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Rhizobium spp., e também fungos, como o Trichoderma,
encontrados na rizosfera e considerados essenciais para o microbioma. Estes sao
considerados Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas (PGPM, em
inglés, Plant-Growth Promoting Microorganisms) e possuem mecanismos capazes de
intensificar o crescimento e desenvolvimento das plantas, através da solubilizacdo de
nutrientes, fixacao de nitrogénio (N), producéo de reguladores do crescimento vegetal
(fitohormdnios) e protecao contra patdgenos (Fasusi, Cruz, Babalola, 2021).

As bactérias do género Bacillus sp. como as cepas B. subtilis (CNPMS B2084),
B.megaterium (CNPMS B119), B.thuringiensis (CNPMS B116), entre outras,
enquadram-se como principal género capaz de solubilizar fosfato e potassio. Os
Bacillus produzem auxinas (IAA), um fitohorménio que estimula o crescimento vegetal,
trazendo beneficios para as plantas. Eles também apresentam esporos resistentes a
condi¢cBes abidticas, aumentando a possibilidade de adaptacdo as aplicagcbes no
campo (Wu et al., 2015; Souza et al., 2015).
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Embora muitos microrganismos possam influenciar positivamente o
crescimento e o desenvolvimento vegetal, ainda ha limitacdes em sua utilizacao para
aumentar a produtividade agricola. Isso ocorre devido a sobrevivéncia insatisfatoria
destes quando aplicados livremente no campo, uma vez que muitas células perdem a
viabilidade devido a condi¢des bidticas e abibticas adversas do ambiente (Berninger
et al., 2018).

1.2. Inoculantes Microbianos

A utilizacdo de microrganismos na agricultura ocorre através de inoculantes,
produtos com altas cargas microbianas que melhoram o desenvolvimento de culturas
guando aplicados no solo, nas sementes ou nas folhas das plantas. A composicao da
formulacgéo utilizada é imprescindivel para o desenvolvimento eficaz de um inoculante,
gue normalmente € composta pelo microrganismo, por um agente carreador e
aditivos. Os carreadores sao o0s substratos utilizados no preparo das formula¢des que
promovem a associacao dos organismos com as plantas. Os aditivos atuam facilitando
a estabilidade da formulacdo, a protecdo aos microrganismos durante o
armazenamento e transporte, além de proporcionarem um melhor desempenho do
produto na aplicacao (Alori e Babalola, 2017; John et al., 2011).

Os inoculantes se apresentam em formulacbes sdlidas, liquidas ou
encapsuladas. Nas formulacdes sélidas, o microrganismo € incorporado
superficialmente a carreadores organicos ou inorganicos e se apresentam em
formulacdes granulares ou em poé. Este método apresenta baixa taxa de sobrevivéncia
do microrganismo durante o armazenamento e na aplicacdo devido a dessecacéo. Os
inoculantes liquidos requerem a adicdo de altas concentra¢cdes de microrganismos,
porém a viabilidade celular necesséria para eficacia das formulacdes liquidas exige
um maior numero de aplica¢cdes no campo (Bashan et al., 2013; John et al., 2011).

Outro tipo de formulagc&o consiste no encapsulamento do microrganismo em
uma matriz. Essa técnica apresenta vantagens em relacdo as outras, porque 0
encapsulamento cria um microambiente propicio ao crescimento e desenvolvimento
do organismo e apresentam maior viabilidade durante e apos aplicacdo. A principal
questdo relacionada a esse método € o custo de produgcdo mais elevado em
comparacao aos demais, 0 que requer maiores estudos para definir possiveis formas

de baratear sua producéo (John et al., 2011; Bashan et al., 2013).
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1.3. Métodos de Encapsulamento

Existem diferentes técnicas de encapsulamento disponiveis, cada uma com
caracteristicas distintas. A secagem por spray dryer, por exemplo, envolve a
pulverizacdo de uma suspensao contendo microrganismos em uma corrente de ar
guente formando pequenas particulas secas com revestimento protetor. A extrusao
consiste na incorporacdo do microrganismo em uma matriz solida através de um
processo de extrusdo. Na emulséo, goticulas sédo formadas pela mistura de duas fases
ndo misciveis que encapsulam o microrganismo em uma camada lipidica ou proteica
(Bashan et al., 2013; Oliveira et al., 2021).

Entre as técnicas, a escolha da matriz e dos aditivos, bem como o custo de
desenvolvimento e a aplicabilidade desejada, variam. As caracteristicas e
necessidades fisiologicas do microrganismo vao influenciar diretamente nessas
escolhas. E necessario buscar métodos relativamente simples, de baixo custo e que
possam ser processados em condicdes que mantenham a viabilidade das células no
produto final.

A técnica de encapsulamento utilizada neste trabalho foi o casting, no qual uma
solucdo polimérica é preparada sob aquecimento e agitacdo, e em seguida €
espalhada sob uma superficie para a formacao de uma fina camada que passara pelo
processo de secagem, permitindo a evaporacéo do solvente e a formacao do filme,
gue serve como revestimento protetor. Cargas microbianas podem ser adicionadas
durante o resfriamento. A mistura homogénea da solugéo e o tempo sé&o parametros
importantes nessa técnica (Bashan et al., 2013; Fitch-Vargas et al., 2016; Oliveira et
al., 2021).

1.4. Matrizes

A escolha dos materiais que vao compor a matriz deve considerar as
propriedades quimicas, fisicas e nutricionais desejadas no produto para manter um
namero consideravel de células vidveis. E interessante que os materiais sejam
acessiveis, biodegradaveis e ndo apresentem toxicidade (Mahanty et al., 2017). Um
material que atende essas caracteristicas € o amido, polimero natural encontrado em

abundancia, biodegradavel e biocompativel. Ele é constituido por granulos e pode ser
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obtido de diversas fontes, como tubérculos, leguminosas e cereais (Mali, Grossmann
e Yamashita, 2010).

O amido € um co-polimero, formado por duas macromoléculas, a amilose e
amilopectina, com estruturas quimicas diferentes. A amilose € um polissacarideo
formado por unidades de glicose ligados por ligagdes glicosidicas a-1,4, formando
uma cadeia linear. A amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em a-1,4
e a-1,6, originando uma estrutura ramificada. O amido possui regides amorfas
relacionadas as cadeias lineares da amilose e regides cristalinas, relacionadas as
cadeias paralelas da amilopectina. Variagcdes entre as propor¢cbes de amilose e
amilopectina resultam em granulos de amido com padrbées de difracdo de raio X
especificos, com base na intensidade relativa dos picos (Mali, Grossmann e
Yamashita, 2010).

Um processo fisico-quimico importante do amido € a gelatinizacdo, que
acontece pelo aquecimento dos granulos em agua. Com o aumento da temperatura,
os granulos de amido comecam a absorver agua e expandir. Esse processo leva a
quebra das ligacbes de hidrogénio e a liberacdo da amilose e da amilopectina, que
comecam a interagir com a agua. Como resultado, forma-se um gel viscoso. Apés o
resfriamento, a amilose e a amilopectina comecam a recristalizar, formando
novamente pontes de hidrogénio, no processo de retrogradacao, diminuindo
propriedades como a elasticidade. Entretanto, o processo de gelatinizacdo do amido
aumenta a eficacia na retencdo de células, atuando positivamente no processo de
encapsulamento e o amido também pode atuar como fonte de carbono para os
microrganismos (Ratnayake e Jackson, 2009; Hoyos-Leyva et al., 2018, Guo et al.,
2021; Vassilev et al., 2020).

Durante a producao de filmes por casting, o amido passa pelo processo de
gelatinizacdo. O amido normalmente ndo é o Unico componente da matriz. Para a
formacao de filmes com maior elasticidade, plastificantes como glicerol ou sorbitol
podem evitar a retrogradacdo dos granulos de amido. Além disso, podem ser
utilizados também aditivos, que podem incluir polimeros naturais ou sintéticos,
minerais ou argilas como carvéo, zeolita, bentonita, considerados uma boa alternativa
para explorar novas matrizes mais ecolégicas (Bashan et al., 2013; Berninger et al.,
2018; Lateef et al., 2016).

O carvdao mineral, composto principalmente por carbono, aumenta a

capacidade de retencdo de agua no solo e fixacdo de nutrientes e fertilizantes,
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reduzindo sua perda por lixiviagdo. A distribuicdo de poros em toda superficie do
carvao fornece um ambiente propicio para a sobrevivéncia das bactérias. Do ponto de
vista agricola, o carvao atua na melhoria das propriedades fisicas e bioldgicas do solo
(Vlajkov et al., 2023). Nas formulagbes com amido, o carvéo auxilia no crescimento
das plantas, na resisténcia a patégenos, na estimulacdo da germinacdo de sementes

e melhorando a qualidade do solo (Egamberdieva et al., 2018; Soudek et al., 2017).

1.5. Aplicagao do Microrganismo Encapsulado

Uma vez que 0s microrganismos encapsulados sdo comprovadamente viaveis,
eles podem ser aplicados diretamente no solo através de diferentes métodos, como
aplicacdo no sulco de plantio, tratamento de sementes, aplicacao foliar, ou através de
sistemas de irrigagéo (Oliveira et al., 2021).

O microrganismo encapsulado pode ser aplicado no revestimento da semente
durante o processo de Tratamento de Sementes Indutrial (TSI). O TSI é processo no
qgual as sementes sao tratadas com diferentes produtos quimicos para melhorar sua
qualidade, proteger contra pragas e patdbgenos, e promover um melhor
estabelecimento das plantas, o qual pode incluir a aplicacédo de fungicidas, inseticidas,
micronutrientes e outros agentes benéficos para proteger as sementes e promover o
crescimento saudavel das plantas desde o inicio do ciclo de vida. Essa pratica tem
como objetivo aumentar a eficiéncia agricola, proteger as sementes de doencas e
pragas, e melhorar o rendimento das culturas. A aplicacdo desses componentes
ocorre pela deposicédo de uma fina camada dos materiais na superficie das sementes,
sem alterar seu tamanho ou formato (Ma, 2019; Camargo et al., 2022; Carderelli et al.,
2022).

2. Justificativa

Frente a crescente demanda por alternativas aos fertilizantes quimicos e a
necessidade de alta produtividade agricola e resisténcia das plantas a condi¢des
bidticas e abibticas, os inoculantes microbianos destacam-se como uma alternativa
vantajosa. Dentre os microrganismos PGPM, as bactérias do género Bacillus,

especialmente as cepas B. megaterium e B. thuringiensis, podem ser utilizadas
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individualmente ou combinadas para obter os melhores resultados em relagdo a
eficacia do produto. Além disso, ao considerar as vantagens descritas acima sobre o
uso de polimeros naturais em relacdo aos sintéticos, as formulacdes contendo
esporos de Bacillus encapsulados em uma matriz com amido e carvao surgem como

um bioinoculante promissor no cenario atual.

3. Objetivos

3.1. Geral

Este projeto teve como propdsito desenvolver um inoculante microbiano em po
capaz de manter a viabilidade celular e prolongar o tempo de armazenamento (shelf-
life) dos esporos de Bacillus. O objetivo foi comparar a liberagéo e a viabilidade de um
bioinoculante utilizando Bacillus megaterium (CNPMS B119); Bacillus thuringiensis
(CNPMS B116); e a combinacao das duas cepas. Todos foram produzidos em uma

matriz & base de amido e carvao e utilizados no revestimento de sementes de soja.

3.2. Especificos

e Desenvolver uma matriz a base de amido de milho e carvao ativado comercial
e incorporar 0os microrganismos: Bacillus megaterium (CNPMS B119), Bacillus
thuringiensis (CNPMS B116) e a combinacéo das duas cepas em uma mesma
matriz;

e Teste de viabilidade dos microrganismos encapsulados;

e Avaliar o shelf-life dos bioinoculantes ao longo de 6 meses;

e Revestir sementes de soja com 0s materiais e com microrganismo livre;

e Avaliar a germinagdo das sementes no tempo zero e apo0s 3 meses de
estocagem.

e Avaliar a viabilidade dos microrganismos nas sementes revestidas com o

microrganismo livre e encapsulado.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

A producéo das matrizes desse trabalho utilizou amido de milho (Amidex 3001,
Ingredion), carvdo ativado po6 (C1012.06.AH, Synth) sementes de soja
(COOPAGRICOLA Ce t. de Soja C1, safra 2021/2022, lote: 302022-313), polimero e
pé secante comerciais fornecidos pela empresa Laborsan, inseticida Cropstar®
(Bayer), fungicida Maxim® (Syngenta), Caldo Triptona de Soja (TSB, KASVI) e
esporos de Bacillus megaterium (CNPMS B119) e Bacillus thuringiensis (CNPMS
B116).

4.2. Obtencéo dos Esporos

As bactérias utilizadas foram obtidas a partir da Cole¢cdo de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo (CNPMS) (Minas Gerais, Brasil). Para cada
microrganismo, um criotubo contendo 2,5 ml de suspensdo de células (~2,108
UFC/mL) armazenados a -80°C, descongelado a temperatura ambiente, foi reativado
em 50 mL de meio de cultura liquido de caldo de triptona de soja (TSB) em
erlenmeyers de 500 mL, o qual foi incubado no shaker por 16h a 250 rpm a 30°C. Para
a obtencéo dos esporos, 10% deste inéculo foi adicionado em 50 mL de um meio TSB
novo em erlenmeyers de 500 mL, por 72 horas a 250 rpm a 30°C (metodologia
adaptada de VELLOSO, 2023).

Apbs 72h, o meio de cultivo foi centrifugado a 8000 rpm, 4°C por 10 minutos,
para a completa precipitagdo das células, e o sobrenadante foi descartado. As células
foram ressuspendidas com o mesmo volume em solucdo NaCl 0,85% estéril. Para
eliminar as células viaveis restantes, as suspensodes foram colocadas por 15 minutos
em banho maria a 80 °C. Apds isso, as suspensdes de esporos das duas cepas
estavam prontas para serem incorporadas ao material. Parte da suspensao das
bactérias produzidas foram secas em estufa a 30-35°C por 24h e, apdés secagem
completa, armazenadas como microrganismo livre para posterior utilizagdo no

recobrimento de sementes.



18

4.3. Preparagao dos Inoculante Microbiano

A preparacéo do inoculante microbiano, para todas as amostras, constituiu na
preparacdo do gel compdsito de amido, em banho maria a 90°C, sob agitacédo
constante. Apés a gelatinizacédo, foi adicionado o carvao ativado, e a suspensao de
esporos foi ajustada com solucdo salina 0,85%, para a concentracdo final de
aproximadamente 1,7 x 10° UFC/ g de solido. Por fim, o gel inoculante precursor foi
seco em estufa com circulacdo de ar a 35°C por 24h. Apos a secagem, o filme
formado foi moido para formacdo de um po6 fino (p6 secante). O bioinoculante em po6
produzido foi armazenado em falcons de 50 mL a temperatura ambiente. Ele foi
posteriormente utilizado em substituicdo ao pd secante durante a etapa final do
Tratamento de Sementes Industrial (TSI).

s" &;

Adicao do carvao Adicdo da suspensdo 2

sob agitagao

amido ativado de esporos
constante

b
&
i
ER T AR L
Moagem Secagem Espalhamento em Espalhamento em
superficie superficie

Figura 1 - Preparo do inoculante microbiano.

4.4. Viabilidade dos Bacillus nos Bioinoculantes em P6

Os ensaios de viabilidade foram avaliados em intervalos de dois meses, com

duracéo de seis meses. O protocolo de avaliacdo de viabilidade utilizado foi: 0,1 g de
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bioinoculante em pé adicionado em 5 mL de solugdo NaCl 0,85% estéril em tubos
vedados de 5 mL. O sistema foi mantido sob agitacdo constante com giros de 360° a
30 rpm, por 2 horas a 50°C. Os ensaios foram realizados em triplicata. Em seguida,
uma aliquota dessa suspensao foi submetida ao procedimento de diluicdo seriada, e
diferentes diluicbes foram plaqueadas em meio TSB agar (spread-plate). As placas
foram mantidas em camara BOD por 24h a 30°C, e entdo foi realizado a contagem
das Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

O célculo para determinacdo de UFC/g do pd secante pelo método de
contagem em placa de Petri foi realizado pela seguinte equagao 1:

UFC N xFD xdiluicdo X volume de extragdo
g massa seca extragao

€Y)
Sendo:

N = numero médio de colbnias das trés placas na diluicdo selecionada;

FD = fator de diluigcéo;

Diluicdo = diluicdo seriada em que a contagem das colénias em placa é obtida;
Volume de extracdo =5 mL,;

Massa seca extragéo = 0,19.

Neste trabalho, visando maior aproveitamento do material, as placas de Petri
foram divididas em quatro partes, nas quais o volume pipetado foi de 20 pl. Por essa

razdo, o FD é uma constante obtida através da equacao 2:

volume total 1000ul
FD = = =50 )

"~ volume pipetado 20 pl

4.5. Liberagdo Convencional e Via Hidrélise Enzimatica

Para avaliar a liberagdo dos Bacillus encapsulados na matriz de amido e
carvao, o protocolo utilizado foi similar ao utilizado no item 4.4, no qual 0,1g de
bioinoculante em po foi adicionado em 5 mL de solugdo NaCl 0,85% estéril. Para
avaliar a liberacdo convencional foi utilizada somente a solugéo salina. Ja para a
analise via hidrolise enzimética foi utilizado as enzimas doadas pela Novozymes,
BAN® 480 LS (alfa-amilase que hidrolisa rapidamente o amido gelatinizado) e

GlucoGo 2x (glucoamilase (AMG) que tem capacidade de quebrar as ligagdes a-1,4 e
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a-1,6 das cadeias de amilopectina). As enzimas foram adicionadas na solugao salina
na concentracdo de 1pL de cada enzima/mL de solucdo salina. Para ambas as
analises, o sistema foi mantido sob agitacdo constante com giros de 360° a 30 rpm,
por 2 horas a 50°C. Os ensaios foram realizados em triplicata. Em seguida, uma
aliquota de cada amostra passou pelo procedimento de diluicdo seriada, e diferentes
diluicbes foram plagueadas em meio TSB-agar (técnica spread-plate). As placas
foram mantidas em camara BOD por 24h a 30°C para entdo proceder a contagem das
UFC.

4.6. Caracterizacdes

A caracterizacdo morfolégica superficial dos materiais foi realizada por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) (JSM-6510, JEOL). Os materiais foram
colocados em stubs de aluminio, fixados em fitas de carbono e revestidos com uma
fina camada de ouro em uma camara de ionizacdo (BALTEC Med. 020). A imagem
por MEV foi realizada usando o modo elétron secundario e as micrografias foram
tiradas em diferentes magnificacées.

A caracterizacdo quimica dos materiais foi obtida por Espectroscopia
Infravermelha de Transformada de Fourier (FTIR), usando um espectrofotdmetro
Bruker RAM II, modelo Vertex 70 equipado com acessorio de reflectancia atenuada
total (ART) (Bruker Scientific Instruments, EUA). O espectro foi obtido no intervalo
entre 4000 e 400 cm™ para um total de 32 varreduras por amostra e com uma
resolucdo de 2 cm™.

Além disso, os materiais foram caracterizados por difracdo de raios-X (DRX)
usando um difratbmetro XRD-6000 (Shimadzu) operando com radiagao de Cu Ka (A
= 0,1546 nm), na tenséo de 30 kV e corrente 40 mA. A intensidade relativa dos picos
de difragdo foi registrada na faixa angular 206 de 4-70°, usando uma velocidade de
varredura continua de 2° min,

O comportamento térmico dos materiais foi avaliado por Andlise
Termogravimétrica (TGA), utilizando o equipamento TA, modelo SDT650, seguindo
as condi¢des de 10°C/min de 25 - 600°C sob fluxo de ar 50 mL/min em um cadinho

de alumina.
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4.7. Recobrimento das Sementes (TSI)

Para o recobrimento das sementes foi utilizado o Tratamento de Sementes
Industrial (TSI). Inicialmente, para producdo do TSI tradicional, 1 kg de sementes foi
adicionado a drageadeira. Com as sementes sob agitacdo constante, 3 mL do
inseticida Cropstar foi adicionado até a secagem (~1 min), seguido da adi¢cdo de 1 mL
do fungicida Maxin também até secagem (~1 min) e 2 mL do polimero comercial
(Laborsan) e, por fim, 1 g do p6 secante foi adicionado, para garantir que as semente
nao figuem com umidade residual atrapalhando o seu processo de germinacdo. Nas
amostras dos TSI produzidos com o inoculantes microbianos foram realizadas as
mesmas etapas de recobrimento, porém o p6 secante foi substituido pelo pé do
inoculante microbiano.

Para avaliar o potencial de protecdo que o encapsulamento pode proporcionar
ao microrganismo, foi testado também o TSI contendo esporos livres. Nessas
amostras, o p6 secante foi substituido pela suspensdo em p6 de B. megaterium (B119)
e B. thuringiensis (B116) puros. Ap0s estes procedimentos, parte das sementes foram
pesadas de acordo com a massa de 100 sementes (previamente estabelecida, ~14Q)
e armazenadas a temperatura ambiente, em tubos falcons de 50 mL para serem
utilizadas nos ensaios de viabilidade. A outra parte das sementes foi armazenada em
sacos de papel kraft, para utilizacdo nos ensaios de germinacdo. O protocolo de
revestimento das sementes foi baseado em diretrizes comerciais e adaptado para

simular processos industriais (Accinelli et al., 2016; Brasil, 2009).

4.8. Viabilidade dos Bacillus nas Sementes Revestidas.

Os ensaios de viabilidade das sementes foram avaliados a cada dois meses,
em tempo “zero” (1 dia apds a preparagao do pd), dois, quatro e seis meses. O
protocolo para avaliagao da viabilidade utilizado foi: aproximadamente 100 sementes
adicionadas em 100 mL de solucéo salina NaCl 0,85% estéril em erlenmeyers de 500
mL. O sistema foi mantido sob agitacdo constante em Shaker a 250 rpm, por 30
minutos a 25°C. Os ensaios foram realizados em triplicata. Em seguida, a amostra

passou pelo protocolo de diluicdo seriada e plaqueamento em meio TSB agar. As
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placas foram mantidas em camara BOD por 24h a 30°C para entdo proceder a

contagem das células (metodologia adaptada Brasil, 2009).

O calculo para determinacédo de UFC/semente é descrito na equacao 3:

UFC N xdiluigdo X FD X volume de extragao

= (3)

semente n? de sementes

Sendo:

N = numero médio de colbnias das trés placas na diluicdo selecionada;
Diluicdo = diluicdo seriada em que a contagem das colénias em placa € obtida;
FD = fator de diluicéo;

Volume de extracdo = volume da solucéo extratora de células (100ml);

N° de sementes = 100 sementes.

4.9. Ensaios de Germinacéao

No teste de germinacéo foram utilizadas as sementes de soja revestidas com
0 p6 secante comercial e as revestidas com os bioinoculantes produzidos. O teste foi
realizado logo apds o revestimento (tempo zero) e apds trés meses de
armazenamento das sementes. Os testes foram instalados com dez repeticdes de 15
sementes por rolo de papel de germinacdo, umedecidos com agua deionizada, a
temperatura de 25°C por sete dias. Durante o experimento, foi adicionada agua
deionizada estéril diariamente para manter a umidade e com fotoperiodo de 7h de luz
por dia. Na contagem final foi contabilizado o percentual de sementes germinadas

(SG), através da equacéo 4:

numero de sementes germinadas
SG = x 100 4)
total de sementes
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4.10. Anédlise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os valores obtidos foram
expressos em termos de média + desvio padrédo. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (5% de significancia) para

comparacao das meédias.

5. Resultados e Discusséao

5.1. Liberacdo Convencional e Via Hidrolise Enzimatica

As formulagcbes encapsuladas para o revestimento de sementes devem
fornecer condi¢cbes para manter o microrganismo vivo por mais tempo, e que em
contato com o solo, permita a liberacdo e seu desenvolvimento. Os resultados
referentes a liberacdo das diferentes cepas dos Bacillus encapsulados sédo
apresentados na Tabela 1. A concentracdo de células viaveis na liberacao
convencional atinge 108 UFC g%, em todas as amostras, aproximando-se dos
resultados obtidos por meio da hidrélise enzimatica e da quantidade total de
microrganismo inicial (aproximadamente 10° UFC/g de soélido). Esses dados sugerem
qgue a liberacdo dos microrganismos encapsulados € eficiente, ou seja, a matriz ndo
encapsula irreversivelmente o esporo, eliminando a necessidade de aplicacdo
adicional de enzimas para degradar o material, permitindo a liberacdo e posterior

crescimento do microrganismo.

Tabela 1 — Liberacdo do microrganismo encapsulado em condi¢cdes convencionais e
por hidrdlise enzimatica

Concentracado (UFC g?)

Microrganismo

Liberac&o convencional Liberacéo hidrolisada
B119 4,6 x 108D 3,8 x 10°2
B116 3,1 x 108b 1,7 x 10%ab
B119 + B116 7.1 % 108ab 1,0 x 109ab

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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5.2. Shelf-life dos Biocompdsitos em poé

Além de avaliar a liberacdo dos microrganismos encapsulados, um aspecto
importante é avaliar a manutencdo da viabilidade durante o armazenamento. Os
resultados apresentados na Tabela 2 demonstram que todos os biocompdésitos,
armazenados na forma de pd, ao longo dos seis meses de estocagem, descairam
apenas uma ordem de grandeza do valor inicial, atingindo pelo menos a concentracéo
de 108 UFC g

Tabela 2 — Tempo de prateleira dos biocompdésitos em p6
Concentragdo (UFC g?)

Microrganismo

0 2 meses 4 meses 6 meses

B119 2,7 x10%2 2,1 x10°2 4,5 x 108b 2,5 x 108"
B116 2,7 x10%2 7,9 x10°2 3,2 x 108b 1,8 x 108b
B119 + B116 49x10%2 1,2 x 10%2 6,6 x 108° 1,7 x 108°P

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados mostram que nao houve diferencas significativas entre os
tratamentos. O desempenho dos biocompdsitos pode estar relacionado tanto a
presenca do amido quanto do carvao, uma vez que ambos podem ser utilizados como
fonte de carbono pelas bactérias (Hoyos-Leyva et al., 2018). Esses resultados indicam
gue as formulacdes propiciam a sobrevivéncia dos microrganismos, sem perdas
consideraveis na viabilidade das células durante o processo. Os trabalhos de Rohman
et al. (2020) e Khlibsuwan et al. (2018) apontam que o grande potencial do amido em

reter células auxilia o encapsulamento e sobrevivéncia dos microrganismos.

5.3. Caracterizacbes

A Microscopia Eletrébnica de Varredura foi realizada para caracterizar 0s
materiais em relacdo a morfologia superficial. A Figura 1 apresenta a caracterizacao
do po6 de amido e carvao e da formulacédo contendo amido, carvédo e esporos de B.
thuringiensis (B116) e B. megaterium (B119).
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Figura 2 — Imagens obtidas por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

em diferentes magnificacoes.

Na imagem: A) Formula¢do Amido + Carvao. B) Formulagcdo Amido + Carvao +
B119/B116. C) Formulagdo Amido + Carvdo + B119/B116, evidenciando 0s esporos
dos microrganismos na formulacdo. Nas imagens é possivel observar estruturas mais
lisas do carvdo misturadas com grumos provenientes do amido. Devido ao processo
de moagem aplicado no filme, também foi possivel observar tamanhos bem
irregulares em relagdo as particulas que formam o po. As células vegetativas de
Bacillus apresentam forma de bastonetes com tamanho aproximado entre 2a 6 um e
1 um de diametro (Errington; Aart, 2020), levando em consideragdo o tamanho
reduzido do esporo em relacdo a células vegetativas, nas imagens MEV obtidas na
maior magnificacdo, foi possivel observar alguns provaveis esporos aderidos a
superficie dos filmes, indicados pelas flechas. Para confirmar a presenca desses
esporos, tanto na superficie quanto no interior do filme (esporos encapsulados),
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sugere-se que as imagens de MEV sejam refeitas com técnicas de otimizacdo de
parametros adequadas, como 0 aumento de contraste e maior brilho utilizando metais
pesados, o vapor de 6xido de ésmio, por exemplo, serve de agente de contraste para
localizar células, pois fornecem ligacdes diferenciais em lipidios, que geralmente estéo
localizados nas membranas e compartimentos celulares, além de imagens
provenientes do filme fraturado (Joubert et al., 2016; Fedorenko et al.,2019).

A Figura 3 apresenta os resultados de FTIR dos materiais puros e dos poés

inoculantes com e sem microrganismos. Essa andlise indica as vibragdes moleculares

gue permitem a identificacdo de grupos funcionais e as interacbes moleculares.
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Figura 3 — Espectros de FTIR dos materiais puros e dos pos dos inoculantes.

Para o amido, existe uma correlagao entre os picos do FTIR, a proporcéo de
amilopectina e a quantidade de duplas hélices dos granulos de amido. A regido entre
3500 - 3000 cm™? esta relacionada as vibracdes de estiramento das ligagdes de
hidroxila (OH). As bandas que aparecem em 2920-2930 cm™ estdo relacionadas a
vibragao do CHz, e diminuem a intensidade no material que teve o carvao adicionado.
As bandas referentes a ligacbes de C-H estdo em torno de 1300 - 1200 cm™. A

presenca de ligacdes C-O resulta em bandas entre 1500 - 1000 cm™. Os picos em
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1156 e 1020 cm-1 sdo caracteristicos da ligacdo C-O do anel de glicose anidra. As
bandas em 930 cm-1 estdo associadas a ligacdo a (1-4) glicosidica (Govindaraju et
al., 2019). Um pico isolado em torno de ~1600 cm! esta relacionado a forte ligacédo a
agua presente no amido, devido a sua natureza higroscopica (Pozo et al., 2018). Para
o0 carvdo, as bandas em torno de 1800 - 1600 cm™ indicam ligacGes duplas C=0 e
ligacdes duplas C=C sédo observadas nas bandas entre 1600 - 1400 cm. As bandas
em 2900 — 2800 cm™ sdo referentes ao estiramento das ligacdes C-H (Pavia,
Lampman e Kriz, 2001). Comparando os materiais de carvdo e amido sem e com 0
microrganismo, € possivel notar o aparecimento do pico em 1235 cmY,
correspondente as vibragdes no plano da amida lll, devido ao estiramento C-N e a
deformacdo N-H o grupamento amida pode estar presente nos aminoacidos que
constituem os microrganismos (Bet, Goissis e Lacerda, 2001). Os p6s contendo amido
e carvao apresentam picos menos intensos se comparados ao filme de amido puro,
indicando a influéncia do carvdo na composicao.

A Figura 4 indica os padrdes de difracdo de raios-X (DRX) para os materiais.
Essa andlise estuda a cristalina dos materiais. Materiais cristalinos apresentam picos
com alta intensidade, enquanto estruturas amorfas geram bandas (Silva et al., 2019).
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Figura 4 — Espectros de DRX dos materiais puros e dos inoculantes em pé.

No geral, todos os materiais analisados sdo mais amorfos. No difratograma é

possivel analisar os picos caracteristicos do amido de milho nos angulos de difracéo
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20 em aproximadamente 15° e 20° (Pozo et al., 2018). Os padrdes de cristalinidade
do amido variam conforme o comprimento das cadeias de amilopectina e a presenca
de agua. As farinhas de milho e trigo apresentam padrdes de cristalinidade tipo A
(Lima et al., 2012). Esses picos desapareceram nos filmes com a adi¢ao de carvao e
com a adicdo do carvao e da bactéria, indicando que o processo de gelatinizagdo do
amido foi mais eficaz, provavelmente o controle de temperatura e a homogeneizacao
naguelas bateladas foram melhores no preparo dos géis, os granulos absorveram
melhor &gua, as moléculas de amilose sairam dos granulos inchados, desestruturando
ainda mais as cadeias cristalinas, deixando o material mais amorfo.

Em relacdo ao carvao, os resultados estdo de acordo com Silva et al. (2019),
gue indica o carvdo como um material com base amorfa, porém com incidéncia de
alguns picos de cristalinidade. A formulacdo de amido e carvdo, com e sem
microrganismo, apresenta uma estrutura amorfa, mantendo os picos de cristalinidade
provenientes do carvao.

A Andlise Termogravimétrica (TGA) indica a perda de massa em funcao da
temperatura e a estabilidade térmica das amostras. A Figura 5 mostra os resultados
da analise do amido, do carvao e dos pés produzidos com e sem microrganismos. A
partir dos dados de perda de massa (Figura 4A) foi possivel determinar a temperatura
média de degradacdo e o porcentual de materiais inorganicos das amostras, e da
curva derivada do termograma (Figura 4B) foi possivel determinar as temperaturas
nas quais a velocidade de degradacdo € maxima para cada uma das amostras.

O amido de milho presente nas amostras apresenta dois principais estagio de
perda de massa. O primeiro relaciona-se com a evaporacao/desidratacdo do amido e
ocorre entre 50°C até 150°C. O segundo estagio relaciona-se com a degradacéo
térmica e desidratacdo quimica do amido, iniciando-se por volta dos 240°C, com
temperatura de degradacdo maxima de 260°C, finalizando por volta dos 490°C (Lima
et al., 2012). E possivel observar duas temperaturas de decomposi¢cdo no DTG, a
temperatura mais baixa relacionada a cisdao de cadeias longas, e a segunda em
temperatura mais alta envolvendo a decomposicéao dos anéis de glicose. Além disso,
no po6 contendo apenas amido ha o aparecimento de picos adicionais na DTG por volta
dos 480°C, provavelmente relacionado as estruturas mais cristalinas, corroborando
com os dados encontrados no espectro de raio-X. Regibes mais cristalinas possuem
maior teor de amilopectina, que requerem temperaturas mais altas para degradacéo,

devido ao seu maior peso molecular e as microestruturas mais estaveis, que
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necessitam de mais energia para as quebras das cadeias moleculares. O Ultimo
estagio de carbonizacdo ocorre na temperatura acima de 500°C (Liu et al., 2013).

E possivel observar que a temperatura de degradacéo méaxima do amido ocorre
por volta de 260°C, enquanto a perda de massa que ocorre com 0 carvao inicia-se
apenas acima de 450°C. De acordo com Li e Chen (2018), o niUmero de picos, a
temperatura de combustdo e a intensidade dos picos obtidos com DTG variam
conforme a composicao do carvao utilizado.

O percentual de cinzas finais obtido na amostra de amido e carvao, condiz com
a porcentagem encontrada para o amido e para o carvao, pois o pé inoculante tem a
proporcdo de 1:1. Entretanto, o mesmo ndo ocorre com a amostra contendo o
microrganismo. Apesar do perfil de degradacdo das amostras condizerem com o
encontrado na literatura, para elucidar o teor de cinzas o ideal seria a repeticao da

analise para o p6 do inoculante microbiano.
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Figura 5 — Termogramas dos materiais puros e dos pés inoculantes. A) Perfil de
perda de massa e B) DTG.

5.4. Viabilidade das Sementes Revestidas

Considerando a possibilidade de aplicacdo dos biocompdsitos no revestimento
das sementes de soja, outro ponto importante € avaliar a manutencéo da viabilidade
dos microrganismos nas sementes ao longo do tempo, uma vez que séo aplicadas
camadas de outros quimicos que podem apresentar certo grau de toxicidade para o

microrganismo.

Figura 6 - Sementes de Soja (A: sem revestimento; B: revestimento TSI tradicional,
C revestimento de Amido/Carvao).
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A Tabela 3 apresenta os dados de viabilidade dos esporos das cepas de
Bacillus encapsulados na matriz de amido/carvao e dos esporos livres aplicados
diretamente na semente. Como a mesma quantidade de gramas de esporos foi
adicionada nos dois tratamentos, a concentracao de esporos nas sementes contendo
de microrganismos livres apresenta uma concentracao inicial de UFC/semente maior
porque contém apenas esporos, enquanto o po inoculante contém carga de amido e

carvao.

Tabela 3 — Viabilidade (UFC/semente) das sementes revestidas no armazenamento

Revestimento  Microrganismo 0 meses 2 meses 4 meses 6 meses
B119 1,7 x 10%° 2,8 x 1052 1,2 x 105b 1,8 x 105b

Amido/
. B116 1,8 x10°2 2,0 x 1052 9,7 x 104ab 5,8 x 104b

Carvao/Bac

B119 + B116 1,4 x 10°° 2.8 x 1052 1,3 x 105 1,4 x 1050
_ B119 2,8 x 1064 1,0 x 1088 1,8 x 1088 1,2 x 104¢

MO livre
B116 7,3 x 1064 2,1 x 1088 3,3 x 1068 7,9 x 103¢

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Letras

minusculas e mailsculas indicam grupos diferentes de analise.

As sementes nas quais o0 pO secante adicionado continha 0s esporos
encapsulados na matriz de amido e carvdo mantiveram as concentragdes iniciais de
UFC/semente ao longo dos seis meses de armazenamento. A maior estabilidade da
viabilidade no armazenamento ocorreu com 0s esporos de B. megaterium (B119) e
com a mistura das duas cepas, mantendo a concentracdo de 10° ao longo dos seis
meses de armazenamento. Ja as bactérias livres acabaram morrendo ao longo dos 6
meses de armazenamento, reduzindo 2 e 3 ordens de grandeza para a cepa B119 e
B116, respectivamente. Indicando que os insumos utilizados no TSI ao longo do tempo
séo prejudiciais ao microrganismo, e o revestimento a base de amido e carvao protege
0s esporos, mantendo a viabilidade do microrganismo.

Os esporos das cepas de Bacillus encapsulados nas matrizes de amido e
carvdo apresentam uma viabilidade estendida, tanto no armazenamento dos
biocompadsitos em p6 quanto no armazenamento das sementes com revestimento. O

amido e o carvao, além de favorecerem o encapsulamento dos esporos, podem atuar
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como uma barreira protetora para 0 microrganismo durante a aplicacdo no

revestimento das sementes (Hoyos-Leyva et al., 2016; Vassilev et al., 2020).

5.5. Germinacao

Considerando a germinacdo como um fator que impacta diretamente o
rendimento das culturas, € importante determinar se os recobrimentos realizados nas
sementes influenciam na capacidade de germinacao das sementes de soja. A Tabela
4 mostra a porcentagem de germinagéo das sementes com os tratamentos no tempo

0 e apos trés meses de armazenamento.

Tabela 4 — Porcentagem germinacéo no tempo 0 e 3 meses

Revestimento 0 3 meses
TSI Tradicional 92,12 81,4%
Amido/Carvéo/B119 91,42 86,5°
Amido/Carvéo/B116 93,22 84,3°
Amido/Carvao/B119 + B116 94,52 86,0°

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Independente do revestimento aplicado, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na germinacao inicial das sementes. Isso indica que a
aplicacdo do inoculante microbiano nao influenciou negativamente o processo da
germinacdo. Também ndo houve prejuizos na germinacdo das sementes apos 3
meses de estocagem, indicando que o inoculante microbiano ndo impediu o processo
de respiracdo da semente e ndo aumentou a umidade, fatores que contribuiriam

negativamente para a germinacdo da semente.
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Figura 7 - Germinacao Soja (A: logo apds o revestimento; B: apos trés meses de
armazenamento).

Esses resultados preliminares da germinagao indicam que os componentes do
inoculante tem caracteristicas adequadas para ser usado no revestimento nas
sementes. Conforme indica Cardarelli et al. (2022) a aplicacdo do revestimento nas
sementes permite o contato entre 0s microrganismos e as raizes logo no momento da

germinacao e seu beneficio as plantas surge nos estagios iniciais de desenvolvimento.
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TSI tradicional (tempo 0) TSI tradicional (3 meses)

Amido/Carvao/B116 (tempo 0)  Amido/Carvao/ B116 (3 meses)

Amido/Carvao/B119 (tempo 0) Amido/Carvao/B119 (3 meses)

Amido/Carvao/B116 + B119  Amido/Carvdo/ B116 + B119
(tempo 0) (3 meses)

Figura 8 - Germinacdo das sementes revestidas no tempo "zero" e apos trés meses
de armazenamento.

6. Conclusao

Os resultados apresentados destacam a eficadcia no desenvolvimento de um
inoculante microbiano a base de amido e carvao para o encapsulamento dos Bacillus.
Os filmes produzidos apresentaram capacidade de liberar grande concentracdo de
células durante o ensaio de liberacdo, em comparacdo com a concentracdo de
esporos inicialmente adicionada. No que se refere as analises fisico-quimicas, as
micrografias de MEV em ampliagéo de 10.000 vezes revelaram a presenca de esporos
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de Bacillus nas matrizes de encapsulamento. Adicionalmente, os resultados obtidos
por DRX sugerem que o processo de gelatinizacdo do amido nos inoculantes
produzidos foi eficaz, visto que os picos de cristalinidade caracteristicos da
amilopectina do amido de milho desapareceram nas amostras dos inoculantes.

Ao longo dos seis meses de armazenamento dos biocompdsitos em po, a
formulacdo que continha a mistura das duas cepas de Bacillus demonstrou o maior
namero de células viaveis. No entanto, todas as amostras alcancaram, pelo menos, a
concentracdo de 10%8 UFC/g, indicando que a formulagdo foi eficaz em manter a
viabilidade dos microrganismos ao longo do tempo. A aplicagcdo do filme para o
tratamento de sementes também ndo influenciou negativamente a germinacao da
soja. Além disso, a formulacdo aplicada no revestimento das sementes manteve
concentragfes superiores de células vidveis em comparagdo com as sementes
revestidas apenas com esporos livres, ao longo dos seis meses avaliados. Esses
resultados ressaltam a aplicabilidade da formulacdo como uma estratégia eficiente

para o tratamento de sementes.
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