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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE ROTAS DE VEICULACAO DE MICRORGANISMOS DE
USO AGRICOLA. Azospirillum brasilense, uma das espécies mais empregadas em
inoculantes mundialmente, € uma rizobactéria versatil que aumenta a eficiéncia de
uso de nutrientes, principalmente nitrogénio, além de promover o crescimento vegetal.
Embora os beneficios do Azospirillum na agricultura sejam bem estabelecidos, seu
desempenho ¢é frequentemente limitado pela inadequagcdo das formulagdes
convencionais. O aprimoramento da sua eficiéncia no campo pode ser alcangado pelo
desenvolvimento de formulagdes projetadas para fornecer protegado robusta contra
fatores estressantes a célula, como o encapsulamento da bactéria em polimeros.
Neste estudo, buscou-se o desenvolvimento de uma nova formulagéo de inoculante
em po baseada em matriz de poliglicerol citrato (PGCit), um polimero biocompativel e
sintetizado de forma sustentavel, com adi¢ao de trealose, um osmoprotetor. A primeira
etapa consistiu na padronizacdo de uma metodologia de produgdao do PGCit,
buscando estabelecer condi¢des de sintese que otimizassem o equilibrio entre o
rendimento do polimero e solubilidade em agua. Foram comparadas inicialmente duas
razdes molares (equimolar e com excesso de acido citrico), e tempos de reacdo de
30 a 105 minutos. A partir dos resultados das caracterizagdes estruturais e térmicas,
o material obtido utilizando razdo monomérica equimolar e 75 minutos de sintese foi
selecionado. As formulag¢des foram produzidas a partir do tratamento do polimero com
carbonato de calcio, visando o ajuste de pH e a formagéao de um p6. Para o processo
de secagem do material contendo trealose e Azospirillum, trés metodologias
(conveccao em estufa, liofilizacao e spray-drying) foram testadas. A viabilidade celular
foi avaliada no tempo zero e ao longo de até 180 dias de armazenamento. Logo apos
a secagem, independentemente do método utilizado, as formulagbes apresentaram
viabilidade na ordem de 108 UFC/g, enquanto a formulacio liofilizada manteve esse
nivel durante 180 dias, demonstrando excelente estabilidade. Além disso, a
formulacéo liofilizada foi testada em um ensaio de recuperagao de Azospirillum em
sementes de milho, apresentando desempenho superior ao do inoculante liquido
utilizado como controle. Em resumo, os resultados demonstram o papel protetor
celular da matriz a base de PGCit, estabelecendo um potencial novo veiculo para

inoculantes com aplicagao via semente.



Abstract

DEVELOPMENT OF FORMULATION DELIVERY ROUTES FOR AGRICULTURAL
MICROORGANISMS. Azospirillum brasilense, one of the most widely used species in
inoculants worldwide, is a versatile rhizobacterium that enhances nitrogen availability
and nutrient uptake, as well as promotes plant growth. Although the benefits of
Azospirillum in agriculture are well established, its performance is often limited by the
inadequacy of conventional formulations. Improving its field efficiency can be achieved
through the development of formulations designed to provide robust protection against
such challenges, such as those based on bacterial encapsulation in polymers. In this
study, a novel powder formulation based on a poly(glycerol citrate) (PGCit) matrix, a
biocompatible and sustainably synthesized polymer, was developed. The first stage
consisted of standardizing a PGCit production methodology, aiming to establish
synthesis conditions that optimize the balance between polymer yield and water
solubility. Two molar ratios (equimolar and with excess citric acid) and reaction times
ranging from 30 to 105 minutes were initially compared. Based on the structural and
thermal characterization results, the material obtained under equimolar monomeric
ratio and 75-minute synthesis time was selected. Formulations were produced by
treating the polymer with calcium carbonate to adjust the pH and form powder. For
drying the material containing trehalose and Azospirillum, three methods were tested
(oven convection, freeze-drying, and spray-drying). Cell viability was assessed at time
zero and up to 180 days of storage. Initially, regardless of the drying process, the
formulations showed viability on the order of 102 CFU/g, and the freeze-dried
formulation maintained this level throughout the evaluation period, demonstrating
excellent stability. Moreover, the freeze-dried formulation was tested in an Azospirillum
recovery assay on maize seeds, showing superior performance compared to the liquid
inoculant used as a control. In summary, the results demonstrate the protective role of
the PGCit-based matrix, establishing it as a promising new carrier for seed-applied

inoculants.



Xi

Sumario

L [ ) e To [ o= Vo TR PSPPSR 1
2 - ReVis80 BibliografiCa.........ccoooo i 3
2.1 = INOCUIBNTES......eeiiiiiiiieie e 3
2.2 - GENEIrO AZOSPINIIIUM ...t e e e e e e eeaaaes 5
2.3 - Desafios de COIONIZAGAOD ........oeeeiiiee e 6
2.4 - Formulagdes de INOCUIANTES ........cccoiiiiiiiiiiiee e e e e 7
2.5 - Tecnologias de encapsulamentO..............uuuuiiiiiiiiiiiiiie 8
2.5.1 - Encapsulamento de AZoSPIrillum ................oouuuueeiiiiiiiiiiiiiieee e 10

2.6 - PoligliCerol CitratO ............uuuuueiiiiiiiiiiiiii e 11

3 = ODBJELIVOS ... 14
4 - MateriaiS € MEtOUOS .........eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 15
4.1 - Sintese dOS POIIMEIOS .......uuuiiiieiieeeeece e e e eeaaaes 15
4.2 - Caracterizac@o do POIIMErO .........cooiviiiiiiie e e e 16
4.3 - Cultivo de Azospirillum brasilense ..................oooeeueeiiiieiiiiiiiieee e, 17
4.3.1 - ESTOQUE. ..o aaa 17
4.3.2 - Prepar0 dO iNOCUIO..........iiieiiie et e e 17

4.4 - Preparo dos inoculantes SOlIdOS ..........uviiiiiiiiiicie e 18
4.5 - Caracterizacdo morfolOgiCa ..........ooevviiuiiiii e 19
4.6 - Determinagao da viabilidade celular ..o, 20
4.7 - Recuperagao de Azospirillum em sementes de milho ..........ccccoooveiiiiinneennn. 20
4.8 - Analise EStatistiCa..... ... 21

5 - ReSUadOS € DISCUSSOES .......coiiiiiiiiiiiiiiie ettt e 22
5.1 - Caracterizagao dOS POIIMEIOS .......ccceeeiiiiiiiiiiie e 22
5.2 - Caracterizagao dO COMPOSITO.......uiiiiieiiiiiiiiiie e 30
5.3 - Producédo do inoculante seco e estabilidade............cc.ccoooviiiiiiiii e, 33

5.4 - Recuperagao de Azospirillum em sementes de milno ..............ceeiiiiinnnnnnn. 38



Xii

B = CONCIUSOES ...ttt ettt e e e e e et e e e e e e e e nnneees 41
7 - Referéncias BibliografiCas..........cooviiiiiiiiiii i 42
AN o727 o [ To7 > Nt PP 51
AN o 7= o [ o7 >0 PP 52

AN o7= o o [ o7 =T PP 53



1 - Introdugao

O uso de inoculantes microbianos, também classificados como
biofertilizantes em muitos paises, representa uma estratégia sustentavel para
enfrentar o duplo desafio de alimentar uma populagéo global crescente e reduzir a
pegada ambiental da agricultura.”? Dentre esses microrganismos benéficos, destaca-
se 0 Azospirillum spp., uma versatil rizobactéria promotora de crescimento vegetal
(PGPR) que apresenta consideravel potencial na redugdo da dependéncia de
fertilizantes quimicos na produgéo agricola.?

Este género bacteriano atua no crescimento vegetal através de
diferentes mecanismos, incluindo o aumento da disponibilidade de nitrogénio e da
absorgao de nutrientes pelas plantas, ao mesmo tempo que promove a sintese de
fitormonios.*® Esses compostos, por sua vez, fazem com que o Azospirillum
desempenhe um papel cada vez mais relevante no contexto das mudancgas climaticas
e da crescente incidéncia de secas, pois favorecem a absorgéo de agua e aumentam
a tolerancia das plantas a estresses abibticos, como salinidade e seca.’-

O Azospirillum é comumente fornecido como inoculante em formulagoes
liguidas ou a base de turfa, sendo a inoculacdo de sementes por recobrimento o
método mais amplamente adotado em escala comercial. No entanto, o uso rotineiro
de tratamentos quimicos de sementes, como fungicidas e inseticidas, representa um
desafio significativo para a aplicagdo bem-sucedida de inoculantes microbianos, uma
vez que esses agroquimicos podem reduzir a viabilidade microbiana mesmo antes de
sua introducgdo no solo.'®" Além disso, esses veiculos oferecem protegdo limitada as
células bacterianas contra os efeitos tdxicos dos pesticidas, a competicdo com
microrganismos nativos do solo, a predacao pela microfauna e as flutuagcbes
ambientais.'?13

Portanto, o desenvolvimento de sistemas de liberagcdo protetores
compativeis com as praticas de tratamento de sementes é essencial para garantir a
sobrevivéncia e a eficacia do Azospirillum. Dentre esses sistemas, os veiculos
poliméricos tém despertado interesse crescente devido a sua compatibilidade com
células microbianas, sua capacidade de promover liberacdo controlada no solo e a
possibilidade de produzir formulagdes personalizaveis, adaptadas a necessidades

agricolas especificas.#-18



O polimero de condensagao poliglicerol citrato (PGCit) atende bem a
esses requisitos, com a vantagem adicional de ser composto por glicerol e acido
citrico, componentes de origem natural.'®2° Sua aplicagdo em uma formulagéo liquida
contendo Bradyrhizobium japonicum em inoculagéo de sementes foi demonstrada por
GIROTO et. al. (2024)%°, reforgando seu papel promissor como veiculo e agente
protetor para outros microrganismos sensiveis a condigdes ambientais adversas.

Assim, propomos o uso do PGCit no desenvolvimento de uma
formulagcdo em pd contendo a estirpe Ab-V5 de A. brasilense, estirpe amplamente
utilizada em inoculantes comerciais no Brasil, adequada para aplicacdes de
recobrimento de sementes. Foi investigado como o processo de secagem da
formulacéao inoculada afeta a viabilidade celular ao longo do tempo, comparando trés
métodos distintos: secagem por atomizagao (spray drying), liofilizagdo e convecgao
em estufa. Além disso, foi avaliado também o efeito protetor da formulagcdo quando

aplicada na superficie de sementes de milho nao tratadas e tratadas quimicamente.



2 - Revisao Bibliografica

2.1 - Inoculantes

Inoculantes s&o produtos que possuem em sua CoOmposicao
microrganismos vivos capazes de beneficiar o desenvolvimento das plantas.'?' Esses
microrganismos podem atuar de forma direta, por mecanismos como fixagao de
nitrogénio, solubilizagdo de nutrientes, como foésforo e potassio, ou producédo de
fitormonios e sideroforos, e também indiretamente como no caso da supressao de
patdgenos.?’-24

Em termos funcionais, € usual a classificagdo de microrganismos
benéficos em quatro grupos: (i) fixadores de nitrogénio (FBN), em que microrganismos
podem ser simbibticos, de vida livre ou associativos em relagdo a planta; (ii)
solubilizadores/mobilizadores de nutrientes; (iii) bactérias promotoras de crescimento
vegetal, atuando pela da produgao de auxinas, citocininas, giberelinas e sideréforos;
e (iv) agentes de biocontrole. No entanto, muitas cepas apresentam sobreposicao de
funcdo, combinando diferentes mecanismos de ag&o."? A tabela 2.1 inclui exemplos
de inoculantes e por quais mecanismos atuam.

O uso de inoculantes tem adquirido papel estratégico na agricultura
moderna, pois representa uma alternativa biotecnoldgica de baixo impacto ambiental
e alta eficiéncia agronémica. A aplicagdo de microrganismos promotores de
crescimento contribui para a reducdo do consumo de fertilizantes minerais,
especialmente nitrogenados, cuja producgao e uso sao fontes significativas de emissao
de gases de efeito estufa, como o N,0.?° Além disso, os inoculantes aumentam a
resiliéncia de plantas frente a estresses abioticos e favorecem o uso mais eficiente
dos recursos do solo.%'®

Os inoculantes podem ser aplicados por diferentes métodos, incluindo o
revestimento de sementes, a aplicagao via sulco de semeadura na forma liquida ou
granular, a imersao de raizes de mudas e, em alguns casos, via foliar. Cada método
apresenta vantagens e limitagdes quanto a dose efetiva de microrganismos na
rizosfera, a exposicdo a estresses abidticos e a compatibilidade com tratamentos
quimicos de sementes.’®2126 A escolha da via ideal deve considerar o tipo de
microrganismo, a cultura e as condigdes climaticas, buscando maximizar a

sobrevivéncia e o estabelecimento do microrganismo contido inoculante.’-1°



TABELA 2.1 - Exemplos de microrganismos, culturas de uso e mecanismo de agao.

Microrganismo Principais Culturas Mecanismo
Bradyrhizobium japonicum / Soia FBN simbidtica (nodulagao
B. diazoefficiens / B. elkanii J em leguminosas)
Rhizobium leguminosarum/ Feijao FBN simbitica

R. tropici
FBN associativa; PGPR
Azospirillum brasilense Milho e trigo (auxinas, ACC
desaminase, sideréforos)
FBN
Herbaspirillum seropedicae Milho, arroz e cana endofitica/associativa;
PGPR
Bacillus subtilis Diversas SOMb”.'ZaQaO de P/K;
biocontrole
Pseudomonas fluorescens Diversas Solupmza'gao de P;
sideréforos
Azotobacter chroococcum Cereais e hortalicas FBN de vida livre; PGPR

Fontes: SANTOS et. al (2019)!, THOMAS E SINGH (2019)2' e CASSAN E DIAZ-
ZORITA (2016)27 MAPA (2011)28

Independentemente da espécie ou da formulagao utilizada, a avaliacéao
de qualidade de inoculantes costuma considerar: (i) concentragao de células viaveis
reportada como UFC/mL (liquidos) ou UFC/g (sdlidos), ja que a viabilidade celular e a
densidade inicial elevada sao fatores criticos para o sucesso da inoculagdo e a
previsibilidade do desempenho agrondmico;'®2? (ii) pureza microbioldgica (auséncia
de contaminantes relevantes), essencial para seguranga e credibilidade de
inoculantes;'%28 e (iii) estabilidade ao longo da vida-de-prateleira nas condigbes
recomendadas: a qual determina a manutencao da viabilidade e da funcionalidade do
microrganismo durante o armazenamento e transporte. 528

No Brasil, a Instrugdo Normativa MAPA n° 13/2011 estabelece
especificacoes, garantias, registro, embalagem e rotulagem, incluindo a declaragao
de concentragdo minima de microrganismos viaveis, um prazo de validade minimo de
6 meses, e uma lista de microrganismos autorizados/recomendados.?2 Em paralelo,
o Decreto n® 10.375/2020%° (alterado pelo Decreto n° 11.940/2024)%° instituiu o

Programa Nacional de Bioinsumos (PNB), orientando politicas publicas para ampliar



e qualificar o uso de insumos bioldgicos no pais, em convergéncia com as exigéncias
técnicas e de qualidade ja previstas nas normas setoriais.

O mercado brasileiro de inoculantes tem apresentado um crescimento
continuo nos ultimos anos. Segundo a ANPII Bio (2024)3', o setor de insumos
biolégicos tem média de crescimento de 16 % ao ano, com a entrega de 206 milhdes
de doses de inoculantes em 2024, numero bem superior aos 148 milhdes entregues
em 2023. Quanto aos microrganismos, o Bradyrhizobium (57 %) é o mais utilizado,

seguido pelo Azospirillum (29 %), segundo o mesmo levantamento.?’

2.2 - Género Azospirillum

O género Azospirillum, isolado de solos e raizes de diversas plantas, foi
descrito pela primeira vez em 1978, por Tarrand, Krieg e Ddbereiner, que identificaram
duas espécies: Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense. Este estudo também
destacou o potencial fixador de nitrogénio dessas espécies, evidenciando seu papel
promotor do crescimento vegetal.3> No Brasil, inoculantes contendo as estirpes de
Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6 sao largamente comercializados para
gramineas, e para uso em coinoculagdo com Bradyrhizobium spp. em leguminosas.’

O Azospirillum é uma bactéria Gram-negativa, microaerdfila e que nao
forma enddsporos, classificada como rizobactéria promotora de crescimento de
plantas (PGPR). Essas bactérias se associam a rizosfera das plantas, oferecendo
diversos beneficios agrondmicos, por meio de mecanismos como fixagao bioldgica de
nitrogénio, sintese de fitormdnios e aumento da atividade da membrana.® Esses
beneficios agronémicos a tornam uma grande aliada para o aumento da absorg¢ao de
nutrientes e agua, a mitigacdo de estresses abiodticos, como salinidade e seca, e a
inducgao de resisténcia sistémica a patdgenos. 78

Por esse motivo, o Azospirillum pode ser usado como uma estratégia
para reducao do uso de fertilizantes quimicos fontes nitrogenadas. Estudos mostraram
que a inoculagdo desse microrganismo, associada a doses significativamente
reduzidas de fertilizantes nitrogenados, permite obter mesma eficiéncia em
parametros como produtividade, massa de planta e tamanho de raiz em culturas como
milho, trigo e arroz.33-36 Qutros estudos mostraram a melhora da tolerancia de plantas
a estresses abioticos, como a seca e salinidade, tendo efeito significativo do aumento

da sobrevivéncia das plantas.?%7



Os efeitos advindos do uso de bactérias do género Azospirillum vao além
da fixagao bioldgica de nitrogénio. Estudos verificaram que apenas entre 5 e 20% do
nitrogénio total presente em plantas inoculadas era advindo dessa associagao,
indicando que outros fatores seriam responsaveis pelo seu efeito observado no
crescimento vegetal.?”-38 Sabe-se que essas bactérias também atuam por meio da
producao de fitormdnios, como auxinas, giberelinas e citocininas. Cepas como
Azospirillum brasilense produzem acido indolacético (AlA), principal auxina envolvida
no alongamento e diferenciagédo celular. Esses efeitos hormonais estdo diretamente
relacionados a maior formacao e aumento do comprimento radicular, o que melhora a

absorgdo de agua e nutrientes pelas plantas.®3°

2.3 - Desafios de posicionamento de inoculantes

Apesar dos avangos tecnologicos e do aumento expressivo no uso de
inoculantes microbianos nas ultimas décadas, ainda persiste uma significativa janela
de aprimoramento em sua eficacia agronémica. A sobrevivéncia e o desempenho dos
microrganismos inoculados estdo diretamente condicionados a manutencdo da
viabilidade celular desde a formulagdo do produto até o momento da colonizagao
efetiva da rizosfera.’40

Entre os fatores que afetam a viabilidade de bactérias ndo esporulantes,
como o Azospirillum, destaca-se a desidratagao apds o recobrimento das sementes e
armazenamento. Esse processo impde estresse osmotico severo, capaz de
desestabilizar membranas, proteinas e outras macromoléculas essenciais a
sobrevivéncia.*® RENOUD et al. (2022)*, por exemplo, reportaram que sementes de
milho inoculadas em formulagao turfosa com A. lipoferum CRT1 apresentaram queda
da viabilidade celular, da ordem de 108 para 102 UFC/semente entre a inoculagao e a
semeadura.

Outro desafio amplamente documentado envolve a compatibilidade
entre os microrganismos inoculados e os tratamentos quimicos de sementes, pratica
rotineira na agricultura moderna.*? Fungicidas e inseticidas, utilizados para proteger
as sementes contra patdégenos, podem exercer efeito téxico direto sobre as células
bacterianas, reduzindo drasticamente sua viabilidade em poucas horas de contato.

Estudos conduzidos com A. brasilense evidenciam que fungicidas sao
mais deletérios que inseticidas e que o efeito negativo € intensificado pelo tempo de



exposi¢cdo. SANTOS et al. (2020)*? verificaram redugdes significativas na viabilidade
de Ab-V5 e Ab-V6 apods 24 h em sementes de milho tratadas, enquanto TAKAHASHI
et al. (2021)*3 observaram queda acentuada na eficiéncia da bactéria em trigo quando
a semeadura ocorria mais de quatro horas apds a inoculacdo. Esses trabalhos
reforcam que o tempo entre a inoculagdo e a semeadura € um fator critico para o
sucesso do inoculante.

Além dos efeitos abidticos e quimicos, a competicdo biolégica na
rizosfera € um fator determinante na eficiéncia final da inoculacdo. O solo é um
ecossistema altamente complexo e dindmico, no qual a microbiota nativa ocupa
nichos ecolégicos especificos e apresenta forte capacidade competitiva por recursos
e sitios de colonizag&o.4"44

A taxa de estabelecimento do microrganismo introduzido depende,
portanto, de sua capacidade de quimiotaxia, adesao a superficie radicular e formacao
de biofilmes, mecanismos que conferem vantagem nas primeiras horas apods a
germinacdo de sementes inoculadas.*! PEDRINHO et al. (2023)* demonstraram que
o desempenho de A. brasilense esta diretamente relacionado ao tamanho da
populagao inoculada e a janela inicial de colonizagéo na cultura do milho, sendo que
doses mais elevadas favorecem o estabelecimento competitivo frente a microbiota
nativa.

Por fim, o desempenho da inoculacdo é modulado também por
condicbes edafoclimaticas, como pH, salinidade, temperatura, teor de matéria
organica e umidade, que influenciam simultaneamente a persisténcia microbiana e as
respostas fisioldgicas da planta hospedeira.’*% ROZIER et al. (2017)*, detectaram A.
lipoferum somente até 57 dias apés a semeadura, reforcando o carater transitério da
sobrevivéncia do microrganismo no ambiente do solo. Com isso, compreende-se que
€ necessario buscar estratégias que garantam a sobrevivéncia e a colonizagao do

Azospirillum diante desses fatores.

2.4 - Formulagoes de inoculantes

A formulagdo de inoculantes microbianos é um dos fatores
determinantes para garantir a viabilidade celular durante o armazenamento e a
eficiéncia agronémica apds a aplicagdo em campo.*6-4° Esse aspecto torna-se ainda

mais relevante quando se trata de bactérias ndo esporulantes, como o Azospirillum



sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., entre outras, que sdo mantidas na forma de
células vegetativas, mais sensiveis que enddsporos, por exemplo.*°

De forma geral, os inoculantes podem ser encontrados em formulagdes
liquidas ou solidas. As formulagdes liquidas compreendem suspensodes a base de 6leo
ou agua de concentrados celulares, emulsdes ou pastas contendo particulas sélidas,
que podem conter aditivos protetores, substancias nutritivas, estabilizantes ou
adesivas.6:40.50.51 Ag formulagdes liquidas sdo adequados para uma ampla gama de
tecnologias de aplicagdo, incluindo pulverizagéo, que pode ser feita em partes aéreas
ou no solo, método vantajoso para uso em culturas perenes com plantagdes ja
estabelecidas, e também via semente ou sulco de semeadura.?640:52 Entretanto,
formulacbes liquidas sdo mais suscetiveis a contaminagcdo por microrganismos
indesejados, demandando rigorosos processos de produgéo asséptica e embalagens
apropriadas. Outro fator limitante é a sensibilidade a variagdes ambientais, como
temperatura, pH e oxigenacgado, além de, em sua maioria, apresentarem vida de
prateleira menor que outros tipos de formulag&o.'4°

As formulagdes sélidas, por sua vez, podem ser subdivididas em pés e
granulos, dependendo do tamanho de suas particulas, e em geral, sdo aplicadas como
revestimento de sementes ou como condicionadores de solo.'54053 Além da turfa
como material carreador padrao para formulagdes secas, diversas outras opgoes tém
sido investigadas. Estas incluem carreadores ndo organicos (p. ex., carvao vegetal,
argilas, turfa), carreadores organicos (p. ex., serragem, farelo de trigo/soja/aveia,
bagaco de uva, esterco animal, lodo de esgoto, composto de cortica) e materiais
inertes (p. ex., perlita, vermiculita, bentonita, caulim, silicatos, talco, polimeros).40.54.55

Inoculantes contendo Azospirillum sdo comumente aplicados ao solo via
sementes, em carreadores liquidos ou solidos a base de turfa. No entanto, como
discutido acima, os inoculantes liquidos apresentam diversas desvantagens, € no
geral ndo oferecem protecao adequada aos microrganismos. Ja a turfa € um recurso
natural limitado, associado a impactos ambientais, e sua composicao fisico-quimica
apresenta grande variabilidade depdsitos, o que afeta a consisténcia dos resultados

apresentados pelos inoculantes produzidos.%®

2.5 - Tecnologias de encapsulamento



O encapsulamento em matrizes poliméricas tem despertado interesse
crescente devido a sua compatibilidade com células microbianas, sua capacidade de
proporcionar liberagdo controlada no solo do microrganismo de interesse e pelo seu
potencial de desenvolvimento de formulacbes personalizaveis, adaptadas as
necessidades agricolas especificas.'+'657.58 No processo de encapsulamento, o
microrganismo € aprisionado dentro de uma matriz, a qual forma uma camada
protetora ao redor da célula.>® Esta tecnologia permite proteger células vivas dentro
de uma matriz sélida ou semissolida, criando uma barreira fisica contra estresses
bidticos e abidticos, o que garante maior estabilidade durante o armazenamento,
transporte e aplicagdo.60

O processo pode ser classificado em microencapsulamento (1-1000
pMm) e macroencapsulamento (>1000 um), de acordo com o tamanho da particula
resultante.®’ Além da classificagdo por tamanho, o encapsulamento pode ser
classificado de acordo com as diferentes arquiteturas das particulas, como os tipos
matriz e reservatério. Na arquitetura do tipo matriz, o ativo, no caso, as células
microbianas, ficam dispersas no material carreador, enquanto no tipo reservatorio, o
material carreador forma uma camada envolvendo o ativo.®' O encapsulamento do
tipo matriz pode ser obtido pela secagem de solugdes ou dispersdes poliméricas
contendo as células ou compostos ativos. O principio basico envolve preparar uma
mistura homogénea entre o polimero e o bioativo, seguido da remogéao controlada de
agua por diferentes rotas de secagem, como o spray drying, liofilizagdo ou secagem
em estufa, até formar um material s6lido.69:62

No método de secagem por spray drying, a suspensao polimérica
contendo o microrganismo € atomizada em goticulas finas, que entram em contato
com um fluxo de ar quente, promovendo evaporagao instantanea da agua e formagao
de microesferas solidas.®® Entre as vantagens, destacam-se o baixo custo
operacional, a escalabilidade e o controle de morfologia e tamanho, o que faz com
que o método seja aplicado em escala industrial.®®®® No entanto, para o
encapsulamento de células, o método apresenta limitacdes, visto que a exposigao
térmica pode ocasionar danos celulares. Assim, € necessario ajustar as temperaturas
nos parametros operacionais, como temperatura de entrada e saida, assim como
selecionar corretamente o material carreador usado para esse processo.6%.63

Ja a liofilizagdo € um método de secagem por sublimacéo, realizado em

temperaturas abaixo de zero e sob vacuo, sendo ideal para compostos e
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microrganismos termossensiveis. O processo compreende trés etapas: congelamento
da amostra, sublimagao do gelo (secagem primaria) e remog¢ao da agua residual
(secagem secundaria).®%%4 A principal vantagem da liofilizacdo ¢ a alta taxa de
sobrevivéncia microbiana e a preservacao da estrutura tridimensional da matriz. No
entanto, trata-se de um processo caro, demorado e de dificil escalonamento industrial,
com produtos geralmente porosos e higroscopicos.b* Além disso, o uso de
crioprotetores como trealose, sacarose e glicerol € essencial para evitar danos
celulares durante o congelamento.®®

Na secagem em estufa, a solugdo polimérica contendo a bactéria é
vertida em camada fina sobre uma superficie (placa ou bandeja) e mantida em estufa
ventilada em temperaturas mais baixas se comparada a técnica de spray-dryer (30—
60 °C) até a completa remocgao de agua. O produto obtido é um filme continuo, que
pode ser fragmentado apds a secagem para formar flocos ou pds encapsulados.526°
Essa técnica baseia-se na conveccado forcada de ar quente, que promove a
evaporacgdo lenta do solvente.®® A secagem por estufa tem se mostrado uma
alternativa promissora por ser menos custosa operacionalmente e permitir uma
reducdo volumétrica maior, em comparagdo com outros métodos, como a

liofilizaga0.6

2.5.1 - Encapsulamento de Azospirillum

O encapsulamento de Azospirilum tem demonstrado potencial
promissor como alternativa as formulacbes de inoculantes convencionalmente
utilizadas. No trabalho de BASHAN et al. (1986)%, Azospirillum brasilense Cd foi
encapsulado por extrusdo em matriz de alginato, formando macrocapsulas, que
posteriormente foram secas por liofilizagdo ou convecgcao em estufa. Os resultados
mostraram que o Azospirillum possui elevada sensibilidade a dessecacéao, e que o
uso de aditivos, como leite em po, pode auxiliar em sua sobrevivéncia. O método
resultou em niveis de colonizacdo de raizes de plantas de trigo similares ao
observados com o inoculante controle em matriz turfosa.

Desde entdo, outros trabalhos empregaram o uso de alginato como
matriz no encapsulamento de Azospirillum. ZAGO et al. (2019)%8, estudaram a adigéo
de trealose e acido humico como aditivos protetores em capsulas de alginato. A
presenca desses aditivos prolongou a viabilidade celular por até 90 dias em
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comparacgao a turfa e ao alginato puros, demonstrando o efeito protetor de agucares
e substancias humicas durante a secagem e o armazenamento. BASHAN et. al.
(2002)%° e GONZALEZ et al. (2018)'" também utilizaram alginato para produzir
microcapsulas contendo A. brasilense. Bashan et al. (2002)%° produziram
microesferas pela da aspersdo de uma solugdo de alginato contendo a suspensao
bacteriana em uma solucgéao gelificante, as quais foram posteriormente aplicadas sobre
as sementes. J4 GONZALEZ et al. (2018)' obteveram microcapsulas por quebra
mecanica de capsulas secas previamente carregadas com Azospirillum brasilense Cd,
aplicadas diretamente em raizes de mudas. Ambos os estudos apresentaram
manutencgao da viabilidade bacteriana satisfatoria durante o armazenamento.

Outras matrizes poliméricas, como amido, poli(acrilato) de sédio, alcool
polivinilico (PVA) e goma arabica, também vém sendo utilizadas para o
encapsulamento de Azospirillum sp.1213587073 | IMA-TENORIO et al. (2023)3,
desenvolveram um sistema de encapsulamento em macrocapsulas de amido
catibnico e quitosana para encapsular A. brasilense AbV-5, alcangando viabilidade
préxima a 108 UFC/g apos 60 dias de armazenamento em temperatura ambiente. Em
estudo subsequente,’ os autores encapsularam, pelo método de difusdo, A.
brasilense AbV-5 em hidrogéis porosos milimétricos de goma arabica modificada. As
formulacdes apresentaram populagdes em torno de 107 UFC/g durante sete meses a
18 °C.

De maneira geral, esses trabalhos reforgam a sensibilidade de Azospirillum sp.
a dessecacgao, evidenciada pela redugdo da viabilidade apds os processos de
secagem empregados. Além disso, destacam o papel fundamental de aditivos
osmoprotetores na preservacado celular, também demonstram a aplicacdo de
diferentes técnicas de encapsulamento, como macro e microencapsulamento por
gelificacao ibnica, difusdo em hidrogel, e cobertura por filmes poliméricos, assim como
o potencial dessas matrizes poliméricas em prolongar a vida de prateleira dos

inoculantes.
2.6 - Poliglicerol citrato
Poliésteres a base de glicerol, obtidos por policondensag¢éao do trialcool

com acidos dicarboxilicos e tricarboxilicos (p.ex., os acidos succinico, sebacico,

adipico e citrico), formam uma familia de polimeros promissora voltada para a reducao
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da dependéncia de plasticos de origem fossil. Sua arquitetura molecular pode ser
modulada pela composi¢cao dos monémeros e pelo processo de sintese, e 0s grupos
hidroxila remanescentes viabilizam a funcionalizagéo pos-polimerizagédo. 7476

O poliglicerol citrato é resultado da policondensagéo entre acido citrico
(2-hidroxi-propano-1,2,3-tricarboxilico) e glicerol (propano-1,2,3-triol), reagao
apresentada na FIGURA 2.1.77 O acido citrico, um triacido alifatico nao toxico de ampla
disponibilidade, € amplamente obtido pela fermentacdo de certos microrganismos,
sendo usado como bloco de construgdo em biomateriais.”®7°® Na policondensag&o com
glicerol, sua maior acidez favorece a autocatalise da esterificagdo, permitindo a
sintese em rota bulk sem catalisador e com agua como Unico subproduto.”® O glicerol,
por sua vez, € um trialcool renovavel, biologicamente seguro e abundante,
frequentemente obtido como coproduto da produgdo do biodiesel.®8" Além disso, é
valido destacar que ambos os mondmeros estao presentes em sistemas bioldgicos e
que a funcionalidade tripla de ambos favorece a ramificagdo e a reticulacdo das
cadeias poliméricas.”®81:82 A presenga de ligagbes éster e a origem natural dos
mondmeros conferem ao material carater biodegradavel e biocompativel. Além disso,
estudos indicam que é possivel modular as caracteristicas fisico-quimicas desse
polimero alterando as condi¢cdes de sintese como estequiometria, tempo de reacao e
temperatura.’’:83

As aplicagdes do poliglicerol citrato abrangem areas diversas, incluindo
embalagens, engenharia de tecidos, liberagao de farmacos e agricultura.'®20.77.79,84-86
LIU et. al. (2011)", HALPERN et al. (2014)"° e PRAMANICK e RAY (1988)%4,
demonstraram o potencial promissor do poliglicerol citrato para aplicacdo em liberagao
controlada de medicamentos, utilizando teofilina, gentamicina e metildopa,
confirmando a biocompatibilidade deste material. Na area agricola, GIROTO et. al.
(2023)’” demonstraram o potencial do poliglicerol citrato como revestimento de
sementes de soja, observando boa adesao, e néo interferindo na germinacao de
sementes e crescimento da soja. Em um segundo estudo?, os autores utilizaram
poliglicerol citrato como carreador para Bradyrhizobium japonicum, obtendo

resultados em casa de vegetagao similares ao do inoculante a base de turfa.
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FIGURA 2.1 - Estruturas dos mondémeros: glicerol e acido citrico e do poliglicerol
citrato (PGCit). Em vermelho: hidroxilas primarias do glicerol; em verde: hidroxila

secundaria do glicerol; em rosa: carboxilas terminais; em azul: carboxila central do

acido citrico.
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3 - Objetivos

O objetivo principal do trabalho foi desenvolver uma formulagédo em po
contendo Azospirillum brasilense, estirpe Ab-V5, largamente utilizada em inoculantes
no Brasil, utilizando como matriz para encapsulamento o poliglicerol citrato (PGCit),
aplicavel em recobrimento de sementes. A hipotese central € que o processo de
dessecacao do A. brasilense, critico para sua viabilidade no armazenamento em
formulacdes secas, pode ser retardado por uma barreira polimérica compativel com
células, sendo assim o PGCit um modelo para este sistema. Para isso, as seguintes
etapas foram realizadas:

a. Definicao das condicoes de sintese do PGCit favoraveis a aplicagdo proposta;

b. Avaliacdo de diferentes métodos de secagem quanto a preservagcdo da
viabilidade celular: estufa de conveccgao, liofilizagdo e spray-drying e a
interferéncias destes na viabilidade celular;

c. Estudo da eficacia de protecio pela matriz desenvolvida para bactéria aplicada

a superficie de sementes de milho com e sem tratamento com agroquimicos.
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4 - Materiais e Métodos

4.1 - Sintese dos polimeros

Os polimeros foram sintetizados utilizando glicerina (P.A., 99,5 %,
Dinamica Quimica contemporanea Ltda, Indaiatuba - SP, Brasil) e acido citrico (anidro,
99,5 %, Exodo Cientifica, Sumaré-SP, Brasil). A sintese ocorreu via reacdo de
policondensacgao, em um copo de aluminio de 500 mL imerso em banho de glicerol. A
temperatura foi mantida em aproximadamente 140 + 2 °C controlada por um termopar
acoplado a uma chapa de aquecimento (IKA C-MAG HS 7, Campinas — SP). Durante
toda a sintese, a mistura foi agitada a 300 - 310 rpm em agitador mecanico (Fisatom
713DS, Sao Paulo-SP, Brazil), como mostrado na Figura 4.1.

Primeiro, foram realizadas sinteses com duas propor¢cdées molares
diferentes dos monémeros, sendo elas 1:2 (glicerol : acido citrico) e 1:1 (glicerol : acido
citrico) por 30 minutos. Para a sintese 1:1, 8,10 g de glicerol (Gli) e 16,90 g de acido
citrico (AC) foram adicionados no copo e deixados sob temperatura e agitacao. Ja
para a sintese 1:2, 4,83 g de glicerol e 20,17 g de acido citrico foram adicionados. A
condicéo 1:1 foi selecionada, devido ao alto residual de acido citrico apresentado pela

condicdo 1:2, e entao testaram-se os tempos de sintese de 60, 75, 90 e 105 minutos.

FIGURA 4.1 - Sistema utilizado para a sintese das amostras poliméricas (A) e aspecto

do polimero durante a sintese (B).
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4.2 - Caracterizagao do polimero

Para confirmar a formagéao da ligagao éster foram realizadas analises de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia
magnética nuclear (RMN). As medidas de FTIR foram realizadas no espectrdmetro
Vertex 70 (Bruker, Bremen, Alemanha), utilizando a técnica de reflecténcia total
atenuada (ATR). Os resultados correspondem a média obtida a partir de 32 varreduras
na faixa de 400 a 4000 cm-".

Para a analise RMN, aproximadamente 200 mg de cada amostra de
PGCit foram dissolvidos em DMSO deuterado (0,7 mL) em um microtubo de 2 mL com
agitacdo em vortex até dissolugdo completa. Em seguida, a solugao foi transferida
para um tubo de RMN de 5 mm. A analise foi procedida com sequéncias de pulso
padrao dos espectros de RMN de '3C utilizando um espectrdmetro Bruker Avance [II™
HD de 600 MHz (Bruker, Bremen, Alemanha). O espectro de RMN de "*C também foi
utilizado para calcular o grau de conversao (GC) dos grupos de acido carboxilico em
grupos éster, pela equacao 1, conforme descrito por WRZECIONEK e colaboradores
(2021).87

[E
[E+[A

GC = x100% (1)

A analise termogravimétrica (TGA) foi conduzida com o objetivo de
avaliar a estabilidade térmica dos polimeros e dos monémeros residuais apds o
processo de policondensagdo, empregando um analisador térmico simultaneo (TA
Instruments, modelo SDT 650), na faixa de 50 a 550 °C, sob atmosfera de N, e taxa
de aquecimento de 10 °C/min. Adicionalmente, a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) foi realizada para a determinagcdo das temperaturas de transigdo vitrea,
utilizando o equipamento DSC Q100 (TA Instruments). As amostras foram submetidas
a dois ciclos de aquecimento, segundo o0 seguinte programa térmico: aquecimento
inicial de 30 a 120 °C, a 10 °C/min, seguido de resfriamento até -50 °C, a 10 °C/min,
e subsequente aquecimento de —50 a 120 °C, também a 10 °C/min. Todos os ensaios
foram efetuados sob fluxo continuo de N, de 50 mL/min.

A Cromatografia por Exclusao de Tamanho (SEC) foi conduzida com o
objetivo de avaliar a variagdo no comprimento médio das cadeias poliméricas em

funcao do tempo de reacgéo e da razdo molar entre monémeros. Para tal, solu¢des de
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diferentes amostras de PGCit (0,04 g/mL) foram preparadas em tetrahidrofurano
(THF). As curvas de eluicdo foram obtidas a 50 °C, sob vazdo de 1 mL/min,
empregando-se um sistema Viscotek HT-GPC (Malvern), equipado com trés colunas

H-806 M (mistas) e detector de indice de refragao.

4.3 - Cultivo de Azospirillum brasilense

4.3.1 - Estoque

O estoque de Azospirillum brasilense foi preparado a partir de uma
ampola liofilizada de Azospirillum brasilense Ab-V5 (= CNPSo 2083) cedida pela
“Colecao de Culturas de Bactérias Diazotroficas e Promotoras de Crescimento de
Plantas da Embrapa Soja” (Colegdo WFCC n° 1213, Colecado WDCM n°® 1054),
Londrina, Estado do Parana, Brasil. O material da ampola foi recuperado utilizando
meio DYGS' (Apéndice 1) e estriado em placa de petri de mesmo meio modificado
com agar e incubado em estufa bacteriolégica a 28 °C por 72 h. As colbnias de A.
brasilense foram suspensas em meio DYGS suplementado com glicerol (30%), e a

suspensao bacteriana concentrada obtida foi armazenada em ultra freezer, a -80 °C.

4.3.2 - Preparo do indéculo

O estoque criopreservado foi estriado em placas contendo meio DYGS
solificado com agar e incubado em estufa bacteriolégica a 28 °C por 48 a 72 h.
Colbnias obtidas dessas placas foram transferidas para frascos de 50 mL contendo
10 mL de meio DYGS liquido, para preparo do pré-indculo. Os frascos foram entao
incubados em agitador orbital por 72 h, a 120 rpm e 28 °C. Apds esse periodo, 1 mL
da suspenséo bacteriana foi transferida para um frasco de 250 mL contendo 100 mL
de meio DYGS liquido e incubado em agitador orbital por 72 a 96 h, sob as mesmas
condi¢gbes de agitagao e temperatura, resultando em indculos de concentragdo média

de 5,10 x 108 + 1,69 x 108 UFC/mL. utilizados nos experimentos subsequentes.
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4.4 - Preparo dos inoculantes sélidos

O PGCit sintetizado na razdo equimolar por 75 minutos apresentou
melhor balango entre solubilidade e monémeros residuais, sendo selecionado para a
fabricacao do biofertilizante. Esse polimero foi solubilizado em agua a 25 % (m/m) e
mantido sob agitacdo a 120 rpm e 28 °C durante 12 horas. A solugdo resultante
apresentou pH em torno de 3. Em seguida, adicionou-se lentamente carbonato de
calcio, correspondente a 30 % da massa do polimero, a solugédo obtida, o que resultou
em evolucao de gas e alteragdo da opacidade da solugao, proveniente da formacgéao
de COg2, passando de transparente para branco opaco, devido a formacgao de
precipitados. A mistura foi centrifugada a 8000 rpm por 15 min a 20 °C, e o
sobrenadante, contendo o PGCit parcialmente neutralizado (pH = 5,3), foi seco em
estufa de convecgao a 60 °C por 48 h. O filme resultante foi moido até obtencao de
po fino e armazenado em temperatura ambiente.

O material obtido foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) e analises de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), como descrito na segcdo 4.2. para as amostras poliméricas. A analise
termogravimétrica (TGA) também foi realizada como descrito na secdo 4.2,
estendendo-se a faixa de temperatura de até 1000 °C.

O pé de PGCit foi esterilizado em autoclave de bancada a 121 °C por 15
min, a fim de garantir auséncia de contaminagao durante o processamento em camara
de fluxo. Apds a esterilizagdo, o polimero foi misturado a trealose, que confere
osmoprotecdo a matriz, na proporcao de 3:1 (polimero: trealose) e solubilizado em
meio DYGS a 25 % (m/v). O pH da solugao foi ajustado para 6,87,0 utilizando solugao
de hidréxido de sédio 8 mol/L. Em seguida, o concentrado de A. brasilense, obtido
pela centrifugacédo de indculo a 6000 rpm por 15 minutos a 15 °C e suspendido em
pequeno volume de meio DYGS, na propor¢ao de 100 mL de in6culo para cada 5 g
da mistura polimero-trealose, foi incorporado a solugao polimérica, resultando em uma
concentragdo média inicial de 1,13 x 10" + 1,49 x 10® UFC/g da mistura PGCit-
trealose.

A suspenséo final contendo A. brasilense foi submetida a trés métodos
distintos de secagem: estufa de convecgao, liofilizagdo e spray drying. No método de
secagem em estufa (OD), a solugado contendo 5,25 g de PGCit, 1,75 g de trealose,
suspensao de células concentradas de Azospirillum (equivalente a 140 mL de indculo)
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e 28 mL de meio DYGS foi transferida para uma bandeja de polipropileno (17 cm x
6,5 cm x 25 cm) e mantida em estufa com circulagao de ar a 30 °C por 26 h. Apés
esse periodo, o filme resultante foi removido da bandeja e moido em p¢é utilizando
pistilo e almofariz.

No processo de liofilizagao (FD), uma solugdo de mesma composicéo foi
preparada e distribuida em aliquotas de 10 mL em tubos de 50 mL. Os tubos foram
congelados e submetidos a liofilizagéo, no liofilizador Liobras LioTop L101 (Brasil) por
48 h. O material solido obtido foi desaglomerado em po fino utilizando pistilo e
almofariz.

Para o método de spray drying (SD), preparou-se um volume maior da
mesma solugdo, contendo 15 g de PGCit, 5 g de trealose, 400 mL de indculo
concentrado em pequeno volume e 80 mL de meio DYGS. Essa solugao foi bombeada
a 3 bar por um bico de 2 mm de didmetro em um spray dryer LabPlant SD-06AG (UK),
com temperatura de entrada ajustada para 90 °C e bomba regulada a 10 rpm (485
mL/h). A temperatura de saida manteve-se entre 41 °C e 52 °C durante o processo.
Esse método demandou maior volume de solugido em razdo do menor rendimento, se
comparado aos demais métodos, correspondendo a 40 % em relagdo a massa dos
soélidos adicionados (PGCit e trealose).

Cada método de secagem foi realizado em ftriplicata, de forma
independente, a fim de assegurar reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados. As
amostras foram armazenadas em sacos a vacuo, sob refrigeracdo a 4 °C. A
estabilidade foi monitorada por meio da recuperacgao celular ao longo de 180 dias em
replicata, sendo os resultados expressos como unidades formadoras de colénia por

massa de po6 (UFC/g).

4.5 - Caracterizagao morfolégica

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) (JEOL JSM6510, Japéao)
foi empregada para a analise da morfologia superficial dos materiais em p6 obtidos
pelos trés métodos de secagem em estufa de convecgéo, liofilizagao e spray drying.
As amostras foram fixadas sobre fita de carbono na superficie de um disco metalico
(stub), o qual foi recoberto com uma fina camada de ouro em cédmara de ionizagéo
(BalTec, Med. 020, Suiga). As imagens foram obtidas no modo de elétrons

secundarios.



20

4.6 - Determinacgao da viabilidade celular

A contagem de células bacterianas recuperadas do inoculante sélido
submetido aos trés métodos de secagem foi realizada pelo método de diluicdo seriada
e gotas em placa (drop plate), a fim de avaliar a viabilidade celular representada como
unidades formadoras de colénia (UFC) na massa do inoculante (UFC/g), ao longo do
tempo de armazenamento. Inicialmente, os inoculantes obtidos pelos 3 métodos de
secagem foram diluidos em solugao estéril de cloreto de sédio 0,85 % (m/v) (solugao
salina), na proporgéao de 0,5 g de p6 para 4,5 mL de solugéo salina, resultando em
uma diluicdo 107", Diluicbes seriadas subsequentes foram preparadas, e uma aliquota
de 30 pL das diluicbes de interesse foram cuidadosamente dispensadas em placas de
Petri contendo meio de cultura Red Congo (RC)' (Apéndice 1). Nesse meio, o
Azospirillum apresenta colénias vermelhas caracteristicas, permitindo a diferenciagao
da bactéria frente a eventuais contaminantes.

Cada placa de Petri foi dividida em seis se¢des, sendo plagueadas duas
gotas para cada diluicdo, uma por segado. Foram utilizadas trés placas por diluicao.
Duas amostras de cada repeticdo foram avaliadas. Apds trés a quatro dias de
incubagao procedeu-se a contagem das colbnias, determinando-se a viabilidade
bacteriana nos inoculantes sélidos. Processo semelhante foi realizado para o inéculo,

utilizando-se a solucéo inicial como diluicdo 10°.

4.7 - Recuperacgao de células viaveis de Azospirillum em sementes

de milho com e sem tratamento com agroquimicos

O inoculante sélido obtido por liofilizagdo, com base em seu melhor
desempenho quanto a manutenc¢ao da viabilidade celular durante o periodo testado,
foi selecionado para os experimentos de recuperagao celular em sementes de milho.
Um total de 250 g de sementes de milho n&o tratadas e sementes comerciais pré-
tratadas com os fungicidas Metaxil-M (2% m/v), Tiofanato-metilico (15% m/v) e
Fludioxonil (2,5% m/v) (nome comercial MAXIM ADVANCED®, Syngenta) e inseticida
Clotianidina (60% m/v) (nome comercial Poncho®, BASF), na proporgdao 1:5
(FS615PWU / FORSEED), foram expostas a luz UV por 60 minutos em camara de

fluxo.
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As sementes foram acondicionadas em sacos plasticos, aos quais se
adicionou 0,5 mL de solugdo de sacarose a 10 % (m/v), para assegurar adequada
adesao do pé. Os sacos foram manualmente agitados para garantir a distribuicao
homogénea da solugédo sobre as sementes. Em seguida, adicionou-se 1,0 g de po
liofilizado contendo 3,4 x 108 UFC/g, com nova agitacédo até recobrimento uniforme.
As sementes inoculadas foram deixadas secar por 2 ou 24 h, em temperatura
ambiente. Adicionalmente, sementes de milho foram inoculadas com inéculo liquido
preparado conforme descrito na se¢ao “Preparo do Indculo”. Nesse caso, a mesma
quantidade de sementes foi inoculada com 1,0 mL de suspensao de A. brasilense a
uma concentracao de 6,0 x 108 UFC/mL.

ApOs a secagem, a recuperagao celular foi avaliada segundo a
metodologia descrita por ARAUJO et al. (2017)88, substituindo-se o meio YM pelo meio
RC especifico para Azospirillum. Foram coletadas trés aliquotas de 100 sementes
apo6s 2 e 24 horas de cada tratamento. Cada aliquota foi transferida para frasco de
250 mL contendo 100 mL de solugao estéril de NaCl 0,85 % (m/v) + Tween 80 a 0,01
% (m/v). Os frascos foram submetidos a agitagao orbital a 150 rpm por 15 min a fim
de extrair as células bacterianas. Em seguida, procederam-se as dilui¢gdes seriadas e

a metodologia de determinacao de viabilidade celular descrita na se¢ao 4.6.

4.8 - Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio de analise de variancia
(ANOVA) de fator unico, seguida do teste de comparacdes multiplas de Tukey, para
avaliar diferencas significativas entre as médias, considerando-se nivel de confianca
de 95 % (p < 0,05). Todas as analises foram conduzidas no software GraphPad Prism
10 (GraphPad Software, California, EUA).
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5 - Resultados e Discussao

5.1 - Caracterizagao dos polimeros

Os parametros de polimerizagdo investigados neste estudo (razdes
molares entre monémeros e os tempos de reagao) foram testados com o objetivo de
produzir um polimero com elevado rendimento e boa solubilidade em agua,
necessario para o processamento, ao mesmo tempo em que se buscou minimizar o
tempo de reacdo. Variagdes nas condi¢gdes de sintese, como tempo de reacio e
proporcdées molares dos monémeros, resultam em produtos com propriedades de
desempenho distintas, incluindo comprimento de cadeia, propriedades térmicas e
grau de esterificagdo.83

A sintese do poliglicerol citrato (PGCit) foi confirmada por analises de
FTIR e RMN. A Figura 5.1A apresenta os espectros de infravermelho dos monémeros
(acido citrico e glicerol) e das amostras de PGCit sintetizadas por 30 minutos a 140 °C,
utilizando razées molares GIli:AC de 1:2 e 1:1 (PGCit 1:2 e PGCit 1:1,
respectivamente). Bandas caracteristicas previamente reportadas para PGCit foram
observadas em ambas as amostras, incluindo o deslocamento da banda de
estiramento do C=0, inicialmente observada em torno de 1695 cm™ no acido citrico,
para 1701 cm™ no PGCit 1:2 e 1713 cm™ no PGCit 1:1. Esse deslocamento para
maiores numeros de onda (blueshift) indica a formacéo de ligagbdes éster, conforme
reportado por Berube et al. (2018)82, e uma nova banda, ausente nos mondmeros, foi
observada em 1174 cm™, correspondente ao estiramento C—-O de éster, reforcando a
ocorréncia da esterificacao.

Os espectros também revelaram outras bandas tipicas de poliésteres,
como o estiramento C—H em cadeias alifaticas, em aproximadamente 2950 cm™. Além
disso, observou-se uma banda larga em torno de 3443 cm™, associada
especificamente ao estiramento de grupos O-H. Esse sinal pode ser atribuido a
grupos terminais hidroxila e carboxila, bem como a presenga de mondémeros néo
reagidos, uma vez que nao foi realizado nenhum passo de purificacdo.828 Os
espectros de FTIR correspondentes a outros tempos de sintese com proporgdes
equimolares foram muito semelhantes aos obtidos em 30 minutos, como apresentado

na Figura 5.1B. Um resumo das bandas observadas é apresentado na TABELA 5.1.
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FIGURA 5.1 - Espectros normalizados de FTIR dos mondmeros (AC e Gli) e das
amostras de PGCit sintetizadas a 140 °C por 30 min usando razdes molares Gli:AC
de 1:2 e 1:1 (A) e das amostras de PGCit sintetizadas por 30 min, 60 min, 75 min, 90

min e 105 min em razdo equimolar (B).

TABELA 5.1 — Principais bandas observadas nos espectros de FTIR do PGCit, glicerol

e acido citrico.

Nume(ycr:cr)nci?)onda Atribuicao Composto
3441 - 3443 O-H PGCit, Glie AC
2950 - 2955 C-H PGCit e Gli
1713-1715 Cc=0 PGCit

1742 C=0 AC
1695 C=0 AC
1171-1176 C-0 PGCit

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *C (*C RMN)
também foi utilizada para determinar a formacdo de ligagdes éster entre os
monodémeros. A regido espectral selecionada, apresentada na Figura 5.2, corresponde
aos sinais esperados para carbonos de grupos carboxilicos e carbonilicos, permitindo
avaliar a formacéao da ligacéo éster. Em todos os espectros, os sinais dos carbonos

das carboxilas em 174,50 ppm no acido citrico e em 174,35 ppm nas amostras
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poliméricas, correspondem ao carbono carboxilico A1, indicado na estrutura de PGCit
na Figura 5.3. Adicionalmente, os sinais em 171,26 ppm no acido citrico e em 171,09
ppm nos polimeros estdo associados aos carbonos carboxilicos A2. Esses picos
podem ser atribuidos ao acido citrico ndo reagido e aos grupos carboxila presentes
nas cadeias poliméricas.

Além desses sinais, as amostras de PGCit exibiram picos adicionais em
172,66 ppm e 169,29 ppm. O primeiro pico foi previamente atribuido por
WRZECIONEK et al. (2021)2" ao carbono do éster formado a partir da reagéo do grupo
carbonila A1 com o glicerol, indicado como E1 na Figura 5.3, enquanto o segundo pico
corresponde ao carbono do éster resultante da esterificagcdo do grupo carbonila A2,
indicado como E2. Assim, tanto o PGCit 1:1 quanto o PGCit 1:2 apresentaram picos
de carbonilas de éster, além dos grupos carboxilicos presentes no monémero acido
citrico, corroborando os achados da analise de infravermelho e confirmando a sintese
bem-sucedida do poliglicerol citrato. Ressalta-se que o glicerol ndo apresentou picos
na regiao entre 177-169 ppm (Figura A3.1, Apéndice 3), confirmando que os
deslocamentos observados s&o atribuidos exclusivamente ao polimero formado. Um
resumo dos picos de RMN discutidos e suas atribuicbes podem ser encontrados na
TABELA 5.2.

A % B
2 AZ
A E
A PGCit 105 min E
Acido Citri J A;
Acido Citrico A ﬂ Ef
Ay _PGCit 90 min M B I Y, A
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PGCit 75 mi 1
PGCit 1:2 L 3 E L L2 min I BT L
VS A;
A; A, Es
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FIGURA 5.2 - Espectros de RMN de **C (177-168 ppm) em DMSO deuterado dos
mondmeros AC e das amostras de PGCit sintetizadas por 30 min nas razées molares
1:2 e 1:1 (Gli:AC) (A), e das amostras de PGCit sintetizadas por 30, 60, 75, 90 e 105

min na razao equimolar (B).

Comparando-se os espectros de PGCit 1:2 e 1:1 (Figura 5.2A), ambos
sintetizados por 30 minutos, observa-se diferencga significativa na intensidade relativa

dos picos E2 e E1. O sinal de E2 na amostra PGCit 1:2 é aproximadamente quatro
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vezes mais intenso do que o pico correspondente a E1, ao passo que, no PGCit 1:1,
E2 é cerca de trés vezes mais intenso do que E1. Esse resultado sugere que a reagao
equimolar (1:1) favorece a esterificagdo nos grupos carbonila A1, enquanto o excesso

de acido citrico promove em maior grau a esterificagdo do grupo carbonila central A2.

0
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OH O, OH
0 0 O, O,

FIGURA 5.3 - Estrutura proposta do PGCit, com os tipos de carbono marcados em

vermelho.

TABELA 5.2 — Picos de '3C RMN na regi&o entre 169 — 177 e suas atribuigoes.

Deslocamento G Tipo de carbono /
.. Atribuicao . Composto
quimico (8, ppm) Grupo funcional
174 C=0 (A1) Carbonos de &eido AC e PGCit
terminais
173 C=0 (E1) Carbonos de ester PGCit
terminais
171 C=0 (A2) Carbonos de acido AC e PGCit
centrais
169 C=0 (E2) Carbonos dg éster PGCit
centrais

A evolugcao da sintese de PGCit 1:1 ao longo do tempo também foi
avaliada (Figura 5.2B). Todas as amostras apresentaram 0s mesmos picos
caracteristicos de '*C RMN, confirmando a ocorréncia da esterificacdo. Contudo,
variacbes nas intensidades relativas desses picos indicaram diferentes graus de
esterificacdo a medida que o tempo de reacdo aumentou. O grau de conversao de
cada grupo carboxilico (A1 e A2) em carbonilas de éster (E1 e E2), mostrado na Tabela
5.3, esta de acordo com os valores previamente reportados por WRZECIONEK et al.
(2021)®". A conversao de ambos os grupos A1 e A2 em ésteres, apos 1 h de sintese,
apresentou apenas pequena variagao, sugerindo que a maior parte do consumo de
mondmeros ocorre nos estagios iniciais da reagao, seguida pela formagao mais lenta
de cadeias poliméricas mais longas por esterificacdo adicional. Foi observada

diferenga pronunciada na conversao dos grupos A1 e A2 em ésteres ao se comparar



26

PGCit 1:2 e PGCit 1:1. A amostra PGCit 1:1 apresentou grau de esterificacdo quase
duas vezes maior que a formulagdo 1:2. Uma vez que o calculo considera a
quantidade de acido citrico residual, essa diferenca pode ser atribuida ao excesso de

acido citrico presente na reagéo 1:2.

TABELA 5.3 - Resumo dos dados de grau de conversao (GC) dos grupos acido
carboxilico em ésteres, das temperaturas dos picos dos eventos térmicos, das
temperaturas de transigéo vitrea (Tg) e das perdas de massa até 260 °C, das amostras
de PGCit.

Razao molar
: 1:1
(Gli:AC) 1:2
Tempo de reagao 30 30 60 75 90 105
(min)
GC A1 (%) 10 23 27 34 42 39
GC A2 (%) 23 42 51 55 60 61
216 227 236 245 247 254
Picos dos eventos
termogravimétricos - 306 317 321 319 327
(dw / dT (°C))
376 379 385 385 393 393
Perda de massa até
260 °C (%) 52 26 20 17 18 16
Temperatura de
transicao vitrea -11 -4 6 7 11 17
(°C)

Para uma compreensao abrangente da estrutura e das propriedades dos
polimeros sintetizados, foram realizadas analises térmicas, incluindo analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC). A TGA mostrou-
se particularmente elucidativa na avaliacdo da estabilidade térmica. Como ilustrado
na Figura 5.4A e B, tanto PGCit 1:2 quanto PGCit 1:1 apresentaram maior estabilidade
térmica em comparagdo aos monémeros individuais, independentemente do tempo
reacional. A perda de massa inicial mais pronunciada nas amostras poliméricas pode
ser atribuida a uma fracdo de monémeros residuais, uma vez que parte da faixa de
temperatura desse primeiro evento se sobrepde as temperaturas de degradagéo do
acido citrico e do glicerol, os quais degradam completamente em um unico evento de

perda de massa.
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Além disso, a amostra PGCit 1:1 exibiu maior estabilidade térmica
quando comparada ao material sintetizado com excesso de acido citrico. O primeiro
evento, considerando temperatura maxima de 260 °C, correspondeu a 26 % de perda
de massa para a amostra PGCit 1:1, enquanto para PGCit 1:2, essa perda de massa
correspondeu a 52 %. Essa diferenga sugere a presenga de cadeias mais curtas na
amostra 1:2, indicando maior grau de esterificagdo na reagdo equimolar e,

consequentemente, maior estabilidade térmica.
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FIGURA 5.4 - Curvas de termogravimetria (TGA) e sua primeira derivada (DTG) dos
mondémeros (AC e Gli) e das amostras de PGCit sintetizadas por 30 min utilizando
razbes molares Gli:CAde 1:2 e 1:1 (A e B, respectivamente), e das amostras de PGCit

sintetizadas por 30, 60, 75, 90 e 105 min na razao equimolar (C e D, respectivamente).

Esses achados estdo em consonancia com os resultados reportados por
GIROTO et al. (2023)"" para poliglicerol citrato sintetizado com as mesmas razoes.

Ademais, os perfis de degradacgao distintos entre as duas formulagées sugerem que
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o crescimento das cadeias poliméricas ocorreu por mecanismos diferentes,
dependendo da razdo monomerica empregada na sintese, o que esta alinhado com
as diferengas observadas na razdo de conversdo A1/A2 (Figura 5.2A).77

Ainfluéncia do tempo de reagao na estabilidade térmica do material final
também foi avaliada. Os perfis de degradacdo observados para os poliésteres
sintetizados por maiores intervalos de tempo foram semelhantes ao da amostra
sintetizada em 30 minutos, com os valores maximos dos picos de degradagao
aumentando de forma mais sutii a partir de 60 minutos de reacdo. Esse
comportamento é consistente com o maior grau de conversao dos grupos carboxila
em grupos carbonila. Da mesma forma, a perda de massa até 260 °C diminuiu com o
aumento do tempo de reacao, conforme mostrado na Tabela 5.3. Apdés 75 minutos de

reacdo, a perda de massa apresentou pequenas variagdes, cerca de 1% entre as

amostras.
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FIGURA 5.5 - Curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) das amostras de
PGCit sintetizadas por 30 min utilizando razées molares Gli:AC de 1:2 e 1:1 (A), e das

amostras de PGCit sintetizadas por 30, 60, 75, 90 e 105 min com razdo equimolar (B).

As andlises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) também foram
realizadas para determinagdo da temperatura de transicdo vitrea (Tg), conforme
apresentado na Tabela 5.3. As curvas de DSC exibiram apenas o deslocamento da
linha de base caracteristico da transigao vitrea (Figura 5.5A e B), sem ocorréncia de
eventos primarios. Ao comparar PGCit 1:2 e PGCit 1:1, este ultimo apresentou Tg

aproximadamente 7 °C superior ao da amostra sintetizada com excesso de acido
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citrico. Essa diferenca pode ser atribuida a maior concentracdo de monémeros
residuais, que atuam como plastificantes, bem como a presenca de cadeias
poliméricas mais curtas, ambos fatores que aumentam a mobilidade das cadeias e
reduzem o Tg. Essa observacdo estd em concordancia com a analise
termogravimétrica apresentada na Figura 5.4A, uma vez que ambas sugerem que 0
PGCit produzido com a estequiometria 1:2 (Gli : AC) resulta em maior quantidade de
mondémeros nao reagidos no material coletado, ocasionando a diminui¢cdo da Tg4. A
maior estabilidade térmica do PGCit 1:1 indica maior grau de polimerizagéo, reduzindo
a mobilidade das cadeias e elevando a Ty.

Além disso, os dados de transi¢cao vitrea expressos na Tabela 5.1
evidencia uma tendéncia clara de aumento da temperatura de transigao vitrea a
medida que o tempo de polimerizagao foi prolongado, o que pode estar relacionado
ao aumento no comprimento das cadeias, corroborando a elevagdo do grau de
esterificacdo. Como cadeias mais longas promovem maior entrelagamento e reduzem
a mobilidade, essa tendéncia € esperada.

A analise por SEC confirmou o aumento do comprimento das cadeias ao
longo do tempo, conforme ilustrado na Figura 5.6. Nessa técnica, cadeias menores
tendem a apresentar maior tempo de eluicdo, pois conseguem penetrar mais
facilmente nos poros da fase estacionaria. Em contraste, cadeias mais longas séo
excluidas dos poros e eluem mais rapidamente. As curvas obtidas evidenciam um
aumento no indice de refracdo em volumes de eluicdo mais baixos a medida que o
tempo de reacdo aumenta, indicando a formagao de cadeias poliméricas mais longas.
Essa tendéncia € ainda corroborada pela diminuigao da intensidade do segundo pico,
que corresponde a amostras menos reagidas e de menor tempo de sintese.

Portanto, o aumento observado na temperatura de transigao vitrea (Tg)
correlaciona-se com esse crescimento de cadeia, uma vez que cadeias mais longas
reduzem a mobilidade devido ao maior entrelacamento, em consonancia com maior
grau de esterificagdo. Contudo, n&o foi possivel determinar a massa molar média de
cada amostra nessa analise de SEC, pois parte da curva de eluicado ficou abaixo do
limite inferior da calibragcdo de massa molar utilizada.

Cabe destacar também que o padrdao empregado na calibragdo era um
polimero linear, enquanto os mondémeros provavelmente formam estruturas
ramificadas em virtude de sua reatividade. Isso indica que a reagao pode ocorrer tanto

nos grupos carboxila terminais quanto nos centrais do acido citrico, como
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demonstrado pelo RMN. Essas moléculas ramificadas possuem raios hidrodindmicos
menores (mais compactos) em comparagao aos polimeros lineares com mesma
quantidade de unidades repetitivas, o que resulta em maior volume de retengao e,

consequentemente, subestimagdo de suas massas molares.86

—— PGCit 30 min PGCit 80 min
—— PGCit 90 min PGCit 105 min

i |
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FIGURA 5.6 - Curvas de volume de retencdo de cromatografia de exclusdo de
tamanho (CET) de amostras de PGCit sintetizadas por 30 min, 60 min, 75 min, 90 min

e 105 min em raz&o equimolar.

Para formulagdo do inoculante, o polimero sintetizado com razéao
equimolar e tempo de sintese de 75 minutos foi selecionado, considerando que a
quantidade de monémeros residuais ndo apresentou variagao significativa apds esse
periodo de sintese e que a solubilidade em agua era essencial para o processamento

subsequente.
5.2 - Caracterizagdao do compoésito

Apos o processo de neutralizagdo, foi investigada a modificacéo
estrutural no material obtido pela andlise de FTIR. AFigura 5.7 apresenta os espectros
das amostras de PGCit sintetizado por 75 min e do material recuperado apods a
neutralizacdo do polimero, centrifugagdo da solugcdo polimérica para remogao de

precipitado e secagem do sobrenadante (compdsito).
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Como discutido anteriormente, o espectro do PGCit (75 min) apresenta
uma banda intensa em 1713 cm™, atribuida ao estiramento C=0 de grupos éster,??
que, apods a reagao com CaCOg3, se desloca para 1724 cm™. O deslocamento dessa
banda para numero de onda maior, se comparado a amostra de polimero pds-sintese,
esta provavelmente relacionado a reagédo do acido citrico residual da polimerizagao
com o CaCOs e a posterior retirada de material precipitado (citrato de calcio) pela

centrifugacéo.
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FIGURA 5.7 - Espectros de FTIR normalizados de amostras de PGCit sintetizado por

75 minutos e do compdsito produzido a partir do polimero pds reagdo com CaCOes.

No compdsito surgem duas novas bandas em 1578 cm™ e 1398 cm™,
correspondentes aos estiramentos dos modos vibracionais assimétrico e simétrico do
grupo carboxilato (-COO~) coordenado ao calcio, respectivamente.®®9! Por outro
lado, a presenca de bandas em 837 cm™, referente a flexao no plano C-O, e 727 cm™,
referente a flexdo fora do plano da ligagéo C-O, sdo caracteristicas de carbonato de
calcio, indicando sua presencga no material mesmo apds descarte da parte insoluvel.

Além disso, o alargamento da regido em torno de 1400 cm™, sugere que
ha sobreposigcdo do modo vibracional dos estiramentos do grupo carboxilato e do
carbonato, cuja banda intensa ocorre tipicamente entre 1400 - 1480 cm™. 929 Embora
parte da banda em ~1400 cm™ provenha do carbonato, a detecgao simultanea do par
1578/1398 cm™ confirma a formacao de carboxilatos de calcio (-COO~Ca*) na matriz

polimérica. Assim, a coexisténcia das bandas de carboxilato e CaCO3s evidencia que
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o processo de neutralizacdo entre o PGCit e o CaCO; resulta em um compésito
hibrido, composto pelo carbonato de calcio e o polimero.

A formacgéo do compadsito foi confirmada pela analise termogravimétrica.
A Figura 5.8. apresenta as curvas termogravimétricas do polimero escolhido e do
material obtido apds a reagdo com CaCOs, assim como suas derivadas. E possivel
identificar um aumento na estabilidade térmica do material, enquanto o PGCit a 500
°C apresenta um residual massico de aproximadamente 10 %, o compésito tem cerca
de 40 % ainda, sugerindo a presenca de carbonato de calcio, cuja decomposi¢ao tem

inicio proximo a 600 °C nas condigdes testadas (Figura A3-2).
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FIGURA 5.8 - Curvas de termogravimetria (TGA) e sua primeira derivada (DTG) do
composito (A) e do PGCit sintetizado por 75 min (B).

Outra caracteristica evidente € o estreitamento da faixa de temperatura
da primeira degradacao, a qual tem seu inicio deslocado para temperaturas mais altas
no composito, em comparagdao ao polimero. Esse comportamento pode estar
relacionado a remocgao de acido citrico residual no processo de neutralizacdo e
descarte do precipitado. Além disso, é possivel observar uma perda de massa 10 %
maior até 260 °C no compdsito do que no polimero.

CAl et al. (2015)% relataram uma diminuigdo da energia de ativagdo de
poli (L- &cido latico) pela adigdo de CaCOs3, enquanto KUMAR, DEV e GUPTA (2014)%
mostraram que a adicdo de CaCOs, também em poli(L-acido latico), reduziu a
temperatura de degradacao do polimero, inferindo que a natureza basica do CaCOs3
pode ter catalisado a despolimerizacao das ligagdes éster do polimero. Considerando

que o PGCit também é um poliéster, € possivel que o mesmo fenbmeno ou algo
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semelhante tenha ocorrido. Ainda assim, a estabilidade térmica apresentada pelo
composito, com temperatura inicial de degradacéao proxima de 200 °C, é suficiente
para a aplicagao proposta.

A analise de DSC, nas temperaturas testadas, nao revelou eventos
térmicos, incluindo a transig¢ao vitrea previamente observada na amostra de PGCit. A
auséncia de Tg no compdsito PGCit—CaCO; indica uma restricdo da mobilidade
segmentar das cadeias poliméricas, possivelmente relacionadas com a formacgao de
ligacbes idbnicas —COO-Ca*-O0C- e da interagdo da matriz com a fase
inorganica.%

Portanto, do ponto de vista de aplicagdo, o compdsito obtido apresenta
0s requisitos necessarios, incluindo a formagao de um pé em temperatura ambiente,
temperatura de degradagéo acima da temperatura de esterilizagdo (121 °C), e pH mais

elevado se comparado ao polimero puro.

5.3 - Producao do inoculante seco e estabilidade

Um fator critico na produgao de biofertilizantes é a capacidade de manter
a viabilidade microbiana ao longo de periodos prolongados de armazenamento.% Isso
€ particularmente relevante para A. brasilense, uma bactéria Gram negativa promotora
de crescimento de plantas que, portanto, ndo forma enddsporos, tornando-a mais
suscetivel a estresses ambientais e a perda de viabilidade.*%% Assim, a estirpe Ab-V5
foi encapsulada em uma matriz de PGCit, com intuito de proteger as células
bacterianas durante o armazenamento e a aplicagdo, além de atuar como substrato
nutricional, uma vez que é composta por acido citrico e glicerol, componentes comuns
em sistemas bioldgicos.”880

O encapsulamento foi realizado por trés rotas distintas: (i) secagem em
estufa a 30 °C de um filme composto por uma mistura de PGCit e solugdes
concentradas de Ab-V5, em concentragdes em torno 1 x 10" UFC/gmistura, S€guida de
moagem manual; (i) liofilizacdo da mesma suspenséao, produzindo um material sélido,
posteriormente desaglomerado manualmente; e (iii) spray drying, em que a suspensao
foi atomizada a 90 °C para formacao de um p¢ fino, sem processamento adicional.

Ressalta-se que, no processo de liofilizagao, o uso de um crioprotetor é
essencial para preservar a viabilidade celular, uma vez que a formacéao de cristais de

gelo durante o congelamento pode romper membranas celulares e levar a morte
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celular.®® A liofilizagéo de Azospirillum sem trealose resultou em uma redugao de duas
ordens de magnitude em sua viabilidade inicial, se comparado ao material contendo o

osmoprotetor (Figura A3.3).

50 x | 500 x | 2000 x

____5000x |

FIGURA 5.9 - Imagens de MEV em ampliagdes de 50x, 500x%, 2000% e 5000x% dos
inoculantes sélidos contendo A. brasilense, produzidos por diferentes métodos de
secagem: spray drying (SD), liofilizacdo (FD) e secagem em estufa de convecgéo
(OD). As variagdes na morfologia e no tamanho das particulas refletem as distintas
técnicas de processamento empregadas — moagem manual nos casos de FD e OD,

e atomizacgao no caso de SD.

Para garantir condigdes equivalentes e permitir comparacédo entre os
trés métodos, todas as suspensodes foram formuladas com trealose na proporcao de
3:1 (PGCit:itrealose), assegurando que as diferengas observadas na viabilidade
durante o armazenamento fossem atribuidas especificamente ao processo de
encapsulamento, e ndo a variagdes de formulacao.

A morfologia e o tamanho médio das particulas contendo as bactérias
foram analisados por microscopia eletrénica de varredura. Conforme ilustrado nas
Figuras 5.9E-L, os pds obtidos por moagem manual (ou seja, materiais secos em
estufa e liofilizados) apresentaram particulas heterogéneas, de formato irregular, com
dimensdes em torno de 300 um e bordas serrilhadas ou fraturadas. Em contraste, os

pos obtidos por spray drying, mostrados nas Figuras 5.A-D, exibiram morfologia
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subesférica, tipica de materiais obtidos por atomizagao, e superficies com depressoes
caracteristica frequentemente associada a secagem de particulas de menor
densidade.00.101

A falta de uniformidade nas amostras obtidas por moagem manual &
esperada, considerando que ela nao permite controle preciso do tempo, da pressao
ou da energia aplicada.’%%1%3 Por outro lado, as particulas produzidas por spray drying
apresentaram distribuicdo de tamanho relativamente uniforme, conforme
demonstrado no histograma (Figura 5.10), com didmetro médio de aproximadamente
4,60 uym.

100

@
=1
~— 80 —
)]
o
3
B 604
@©
o
]
T 40
o
)
£ L
3 20
=z
0 T T T 1
2 4 6 8 10 12

Tamanho / pm

FIGURA 5.10 - Histograma de distribuigdo do tamanho de particulas obtido por spray

drying de solucao de PGCit com trealose.

A contagem de UFC recuperado nos materiais logo apos o preparo foi
realizada para confirmar se o Azospirillum estava contido no material e estabelecer o
ponto zero do ensaio de estabilidade (shelf-life).

Todos os inéculos exibiram alta viabilidade inicial de A. brasilense,
proxima de 10® UFC/g, sem diferengas significativas entre os trés métodos de
secagem. Além disso, todas as metodologias resultaram em uma perda de viabilidade
de cerca de duas ordens de magnitude (102 UFC/g) durante o processo de secagem,
em todas as formulagdes. LIMA-TENORIO et al. (2023)" observaram redugdo
semelhante na viabilidade de A. brasilense encapsulado em microesferas secas de
amido catiénico com dupla reticulagdo. Essa redugao pode ser atribuida a presenca

de bactérias ndo encapsuladas e a protecédo incompleta conferida pela matriz.
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FIGURA 5.11 - Viabilidade de Azospirillum brasilense em particulas obtidas por spray
drying (SD), liofiizagdo (FD) e secagem em estufa de convecgdo (OD), apds
armazenamento a 4 °C por 70 dias. A viabilidade bacteriana foi avaliada por meio da
comparacgao entre os métodos de secagem em cada ponto de tempo (A) e pela analise
das variagdes ao longo do tempo dentro de cada método (B). Os valores médios
representam a média de trés repeticdes técnicas. Os dados foram analisados por
ANOVA unifatorial, seguida do teste de Tukey (a = 0,05). * p < 0,05 e ** p <0,01.

O comportamento de queda significativa, no primeiro periodo analisado,
pode ser atribuido aos efeitos combinados da desidratacao, da inativagcao térmica e
do estresse causado pelo processo de secagem.'%* A eficiéncia de encapsulamento
também pode ter contribuido para esse resultado, visto que o spray drying produziu
particulas com didmetro em torno de 3-5 ym, comparavel ao tamanho esperado das
bactérias, possivelmente oferecendo cobertura protetora insuficiente. Em conjunto,
essas observagdes sugerem que a otimizagdo do processo de spray drying, para
geragao de particulas maiores e com camadas de matriz mais espessas, poderia

melhorar a protecao bacteriana. Além disso, € plausivel que algumas células tenham
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sobrevivido ao processo de spray drying, mas tenham sido comprometidas,
impactando nos resultados ao longo do tempo. Importante informar que o dado
referente ao 180° dia é resultado da média de apenas 2 replicatas, devido a presenga
de contaminacao na terceira amostra.

Ainda assim, os resultados obtidos sdo expressivos, considerando que
trabalhos prévios relatam niveis de recuperacéao celular muito inferiores para bactérias
semelhantes. KAPISHON et al. (2023)'% alcangaram viabilidade de 7 x 10* UFC/g
para Pseudomonas fluorescens apds encapsulamento por spray drying utilizando
poli(acido itacénico). P. fluorescens € uma bactéria Gram-negativa, sensivel e ndo
formadora de esporos, assim como o Azospirillum. O fato de a formulagédo proposta
nesse trabalho possibilitar a manutencéo de viabilidade quatro ordens de magnitude
superior em uma bactéria de sensibilidade comparavel, aliado a auséncia de estudos
prévios sobre spray drying de Azospirillum, evidencia a relevancia dos resultados
apresentados. Portanto, esses resultados em conjunto demonstram que a matriz
PGCit-trealose representa um sistema de encapsulamento promissor para a produgao
de inoculantes sélidos por spray drying, particularmente adequado para aplicagdes
imediatas ou para armazenamento de curto prazo.

O método de encapsulamento em filme nao apresentou diferengas
estatisticas significativas na viabilidade entre 0 e 28 dias. Isso provavelmente se deve
a menor reprodutibilidade do método de secagem em estufa, que resultou em pds com
concentragbes muito distintas de A. brasilense, ocasionando valores de viabilidade
estatisticamente equivalentes ao longo dessas quatro semanas. Comparado aos
resultados do spray drying, sugere-se que o encapsulamento em filme foi superior,
ainda que deva ser visto com cautela pela representatividade estatistica. Apds 70 dias,
a reducao de viabilidade foi mais evidente, mas ainda assim os valores se mostraram
superiores aos observados para os pos obtidos por spray drying no mesmo periodo.
Embora o processo possa gerar maior heterogeneidade, as particulas de maior
dimensédo formadas pela secagem em estufa proporcionam melhor protegédo as
células encapsuladas, sugerindo que a barreira fisica desempenha papel relevante na
manutencao da viabilidade bacteriana.

Por outro lado, o material liofilizado apresentou viabilidade celular
significativamente superior em relacdo aos demais métodos de secagem nos tempos
entre 7 e 180 dias. Isso indica que o processo de liofilizagdo impde menor estresse as

células bacterianas, provavelmente devido a inativagdo celular ocorrer apds o
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congelamento da solugdo para a remogéo da agua em temperatura extremamente
baixa. Ademais, a maior homogeneidade da mistura durante a secagem, reflete na
maior probabilidade de obter-se um encapsulamento mais uniforme, fatores que
contribuem para a protecdo celular. Dessa forma, a liofilizagdo mostra-se
particularmente eficaz na preservagéao de elevadas concentragdes de células viaveis
de bactérias ndo formadoras de esporos, evidenciado pela incapacidade dos outros
dois métodos em manter niveis de viabilidade acima de 108 UFC/g.

BASHAN et al. (1986)%7 encapsularam Azospirillum brasilense Cd em
macrocapsulas de matriz de alginato contendo leite em p6 como aditivo. Os autores
reportaram uma redug¢ao na viabilidade proxima de trés ordens de grandeza apos a
secagem por liofilizagdo das macrocapsulas obtidas. Além disso, observaram uma
viabilidade entre 107 e 108 apos 3 meses de armazenamento das capsulas secas a 4
°C. No mesmo estudo, os autores também utilizaram o método de secagem em estufa
de convecgdo, obtendo viabilidades iniciais na ordem de 102 valores
significativamente inferiores aos observados para as capsulas umidas, cuja viabilidade
ultrapassava 100 Esses resultados reforcam a sensibilidade do Azospirillum a
dessecacao, assim como o papel fundamental da matriz protetora para a manutengao
da viabilidade bacteriana tanto nos processos de liofilizagcdo quanto de secagem em
estufa.

Considerando sua alta reprodutibilidade, elevado rendimento,
capacidade de preservar a viabilidade celular e os niveis finais de viabilidade obtidos,
os pos liofilizados inoculados foram selecionados para os testes de aplicagao

subsequentes.

5.4 - Recuperacgao de Azospirillum em sementes de milho

Alguns estudos produziram formulag¢des sdlidas capazes de permitir o
armazenamento e a protecao de A. brasilense apds sua aplicacio, incluindo capsulas
de hidrogel Umidas e secas.'?1358106 No entanto, essas metodologias resultam em
um produto final que s6é pode ser aplicado diretamente ao solo. Nosso objetivo foi
desenvolver um inoculante em p6 seco que possibilitasse o uso dessa bactéria em
etapas distintas do processo de semeadura, como o recobrimento de sementes. O
sucesso dessa abordagem depende criticamente da manuteng¢ao da viabilidade tanto
do inoculante quanto das préprias sementes. Isso € particularmente crucial para
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bactérias sensiveis, como Azospirilum, que apresentam baixas taxas de
sobrevivéncia em sementes de milho, mesmo na auséncia de pesticidas, conforme
relatado por SANTOS et al. (2020).#2 Além disso, a viabilidade de Azospirillum é
severamente afetada pelo contato com fungicidas e inseticidas, incluindo aqueles
previamente aplicados as sementes.*243

Tendo isso em vista, foi avaliada a recuperacéo celular em sementes de
milho tanto ndo tratadas quanto pré-tratadas com produto comercial contendo
fungicida e inseticida. Dois tipos de inoculantes foram testados: a formulagcdo
liofilizada e uma formulagao liquida (controle). Os inoculantes foram aplicados com
base na massa, resultando em 4,58 x 10° e 8,39 x 10° UFC/semente para os
inoculantes liofilizado e liquido, respectivamente, em sementes tratadas; e 4,04 x 10°
e 7,40 x 10° UFC/semente em sementes ndo tratadas (Tabela 5.4).

A recuperacao de células viaveis a partir de sementes de milho
inoculadas com a formulacao liquida falhou em todas as condigbes testadas. As
contagens de col6nias ficaram abaixo do limite de detecgdo (<102 UFC/semente), e
apenas col6nias contaminantes foram observadas nas placas (Figura 5.12A). A
contaminagao possivelmente € advinda das sementes, ja que o indculo utilizado ndo
apresentava contaminagdo. Resultados semelhantes foram obtidos por SANTOS et
al. (2020)", que empregaram a mesma metodologia de recuperagdo e relataram
baixas contagens de A. brasilense. Esses autores atribuiram tal resultado a agregagao
celular sob condi¢des de estresse, particularmente em superficies de sementes secas
e nutricionalmente pobres, o que pode levar a subestimacgao da viabilidade.

Em contraste, as sementes inoculadas com a formulagao liofilizada
permitiram a recuperacdo de células viaveis de A. brasilense, com reducao de
aproximadamente uma ordem de magnitude na viabilidade apds 2 h de secagem,
conforme apresentado na Tabela 5.4. Esse resultado sugere que o material liofilizado
ofereceu protegao frente aos estresses ambientais encontrados na superficie das
sementes. Contudo, a redugédo observada na contagem celular pode ainda estar
relacionada a agregacgao celular ou a perda parcial de viabilidade em tais condigbes

adversas, ou até mesmo limitacdo da técnica.
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FIGURA 5.12 - Placas contendo meio de cultura RC inoculado com material extraido

das sementes tratadas com indculo liquido (A) e material liofilizado (B)

Importante destacar que a secagem prolongada e a exposigdo a
tratamentos quimicos nao afetaram significativamente a recuperagao bacteriana
quando comparadas a condi¢ao basal (2 h de secagem sem tratamento quimico) e
que houve a supressao dos contaminantes (Figura 5.12B). Ademais, o baixo desvio-
padrao observado na recuperagao de viabilidade entre as amostras indica que o
método de aplicacdo proporcionou dispersdo uniforme do inoculante sobre as
sementes.

Portanto, esses resultados sugerem que o aumento do tempo de
secagem e os tratamentos quimicos avaliados ndo comprometeram substancialmente
a viabilidade celular. Isso reforca o potencial do PGCit em proteger A. brasilense
nessas condi¢des e evidencia seu potencial como estratégia viavel para a inoculagao

de sementes com bactérias sensiveis e nao formadoras de esporos.

TABELA 5.4 - Viabilidade de A. brasilense recuperado de sementes de milho, ndo
tratadas e previamente -tratadas com fungicida e inseticida, inoculadas com

inoculante liquido ou sdlido liofilizado.

Inoculante liquido Inoculante liofilizado
(UFC/semente) (UFC/semente)
Tempo
Semente Semente
(horas)
Semente previamente Semente previamente
tratada tratada
2 <10? <10? 5,19x10%% 1,70x10* | 4,76x10%= 1,80 x10*
24 <10? <10? 2,31x10%+ 1,11x10% | 3,01 x10%+ 2,95 x10*
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6 - Conclusoes

Em resumo, o0 A. brasilense foi encapsulado com sucesso em uma matriz
de poliglicerol citrato (PGCit) sintetizada em condi¢cées equimolares por 75 minutos,
resultando em materiais com baixo teor de mondémeros residuais e boa
processabilidade. O material obtido foi submetido a trés diferentes métodos de
secagem, o que permitiu a recuperagao de materiais em pd com alta concentragéo de
células viaveis apds a secagem. Dentre os métodos, a liofilizagdo demonstrou ser a
forma mais eficaz de prote¢do, mantendo a viabilidade celular ao longo de 180 dias
de armazenamento a 4 °C, sugerindo que o método de secagem influencia de maneira
significativa a manutencgéo da viabilidade bacteriana, principalmente a longo prazo.

Embora o spray drying tenha apresentado um declinio gradual da
viabilidade celular ao longo do tempo, a elevada contagem inicial representa um
resultado positivo, especialmente diante da auséncia de estudos prévios sobre spray
drying de Azospirillum e da viabilidade significativamente menor relatada para outras
bactérias sensiveis em condi¢gdes semelhantes.

Adicionalmente, os ensaios de inoculagao de sementes indicaram que o
material produzido utilizando como método de secagem a liofilizagdo, protegeu de
forma eficaz as células de Azospirillum contra as condicbes adversas da superficie
das sementes e dos tratamentos quimicos aplicados, reforcando a aplicabilidade
pratica desse meétodo na agricultura.

De forma geral, os resultados evidenciam o potencial da tecnologia seca
desenvolvida para a entrega de A. brasilense em aplicagbes agricolas utilizando a
matriz de PGCit. Pesquisas futuras devem concentrar-se na avaliacdo da resposta de
plantas de milho a inoculagcdo com esse material encapsulado e em melhorias nos

outros métodos de secagem em estufa por convecgao e spray drying.
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Apéndice 1

Composicao meio DYGS (g/L):

Glicose: 2

Acido malico: 2

Peptona bacteriologica: 1,5

Extrato de levedura: 2

Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,): 0,5

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4-7H20): 0,5

Acido glutamico: 1,5

O pH ¢ ajustado para 6,7 - 6,9 com solucao de hidréxido de sédio 3M.

Composi¢ao meio RC (g/L)

Acido malico: 5

Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,): 0,5

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4-7H20): 0,2
Cloreto de sédio (NaCl): 0,1

Extrato de levedura: 0,5

Cloreto férrico hexahidratado (FeCl;-6H,0): 0,015
Hidréxido de potassio (KOH): 4,8

Solugao de vermelho congo (0,25 % m/v): 15 mL

O pH ¢ ajustado para 6,9 — 7,0 com solucao de hidroxido de sédio 3M.

*Para meios soélidos adiciona-se agar numa proporcdo de 15g/L
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Apéndice 2

FIGURAAZ2.1 - Placa contendo estriamento de Azospirillum brasilense Ab-V5 em meio
DYGS (A) e colbnias de Azospirillum brasilense Ab-V5 em meio RC plaqueadas pelo
método de espalhamento (B) e pelo método da gota (C).
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Apéndice 3

Glicerol
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FIGURA A3.1 - Espectro de RMN de *C do glicerol em DMSO deuterado
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FIGURA A3.2 - Curvas de termogravimetria (TGA) e sua primeira derivada (DTG) de
carbonato de calcio.
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FIGURA A3.3 - Viabilidade de A. brasilense em particulas obtidas por liofilizacdo sem
osmoprotetor (FD*) e com adigao de trealose (FD). O inoculante sélido foi armazenado

a4 °C por 7 dias.



