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Sistemas de producdo sustentavel
Resumo

O uso excessivo de fertilizantes quimicos na agricultura tem causado impactos negativos no meio ambiente, de
modo que os bioinoculantes surgiram como alternativas sustentaveis para promover o crescimento das plantas e
reduzir os danos ao solo. Para prolongar a vida util dos microrganismos, realiza-se a técnica de encapsulamento,
uma vez que esse método as protegem de fatores bidticos e abidticos que podem comprometer sua sobrevivéncia.
Neste estudo, foi realizado o encapsulamento da bactéria AG15 em alginato. As solugdes extrusadas foram
preparadas em uma proporcao de 2:1: solugdo de alginato de sodio (3% e 4%) com suspensao bacteriana. As taxas
de sobrevivéncia foram determinadas em oito periodos de armazenamento (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias), e os
aspectos morfométricos foram medidos. Os resultados mostraram uma diminui¢do na quantidade de UFC-g de
granulo™ ao longo do tempo, contudo os valores encontrados apds trinta dias de estocagem foram superiores aos
encontrados em produtos comerciais, de 4x10°.

Palavras-chave: Promotor de crescimento vegetal; Imobilizacao de bactérias; Biofertilizantes; Shelf-life.
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INTRODU(:AO

A busca incessante por alternativas aos adubos quimicos na agricultura ¢ de extrema
importancia para garantir a produtividade agricola e minimizar os impactos ambientais. Deste modo,
os bioinoculantes surgem como uma solug¢do promissora, oferecendo beneficios como: promocgao do
crescimento das plantas, nutricdo aprimorada e melhoria da saude do solo (Glick, 2020). Esses
microrganismos estabelecem relagdes simbiodticas com as plantas, fornecendo nutrientes essenciais e
auxiliando na absor¢ao de agua e minerais (Florencio et al., 2022).

Apesar do grande potencial dos bioinoculantes, sua aplicacdo eficaz ¢ frequentemente limitada
pela curta vida util. Fatores como condi¢des ambientais adversas, armazenamento inadequado e
lixiviagcdo rapida no solo podem comprometer a viabilidade e a atividade dos microrganismos. O
encapsulamento surge, nesse contexto, como uma estratégia promissora para superar esses desafios,
protegendo os bioinoculantes e prolongando sua viabilidade comercial (Saberi-Riseh ef al, 2021).

O alginato de sodio, polimero biodegradavel derivado de algas marinhas, destaca-se como um
material de encapsulamento ideal para bioinoculantes devido as suas propriedades promissoras, como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de formar géis. Essas o tornam um material
versatil para a protecdo e liberacdo controlada de microrganismos (Zago et al., 2019). A eficacia e a
estabilidade dessa técnica ao longo do tempo de armazenamento variam de acordo com o
microrganismo encapsulado, e avaliar viabilidade e estabilidade desses ¢ crucial para o
desenvolvimento de formulagdes eficazes e condigdes de armazenamento otimizadas, contribuindo no
avanco da agricultura sustentdvel, promovendo a utilizagdo de biofertilizantes mais eficientes e
ambientalmente responsaveis. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o shelf-life dos
bioinoculantes AG15 encapsulados em alginato com o intuito de se desenvolver um meio so6lido com

viabilidade comercial.

METODOLOGIA

Para o encapsulamento, foi utilizada uma cepa isolada de agave (AG) colhido em Sumé -
Paraiba, armazenado no banco de culturas microbiologicas do Nucleo de Processos Biotecnologicos
(NUCBIO) da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. A cepa

AG]15, caracterizada como um bacilo Gram- negativo, foi escolhida por apresentar capacidade de
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fixacdo de nitrogénio.

Para a obtencao de células de AG15 (Figura 01), o pré-indculo foi preparado com NaCl (0,9%)
em uma concentracio de 0,5 g de biomassa seca-L™!. Apos 12 horas de incubagio (120 rpm, temperatura
ambiente), 5 mL do pré-inéculo foi transferido para um erlenmeyer de 500 mL contendo 150 mL de
meio de cultivo, e mantido por 24 horas a 120 rpm e 32 °C. O crescimento celular foi quantificado por
turbidimetria a 600 nm usando espectrofotometro UV-VIS. A cultura de células foi centrifugada por 10
minutos a 8.000 rpm. O pellet de células foi cuidadosamente lavado com solucdo de NaCl (0,9%) e

ressuspendido em solucdo de peptona (1%) em uma concentragio de 34 g de biomassa seca-L!.
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Figura 01: Equema processo de obtengao de células AGIS5.

O encapsulamento das células do isolado AG15 foi realizado de acordo com Reetha ez al. (2014)
com modificagdes (Figura 02). Foram preparadas duas solugdes variando a concentragao de alginato
de so6dio (3% e 4%), ambas com a suspensdo bacteriana com 34 g de biomassa seca-L™! na proporcio
de 2:1. As misturas foram homogeneizadas por 30 minutos e, em seguida, extrusadas por meio de uma
bomba peristaltica em placas contendo solu¢ao de CaCl, (0,1 M). As esferas foram mantidas na solugdo
por 2 horas e depois lavadas com agua. As esferas foram incubadas em meio de cultivo por 24 horas a

120 rpm e 32 °C. Em seguida, elas foram lavadas, coletadas e deixadas sob fluxo de ar por 30 minutos.
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Aliquotas de, aproximadamente, 5 g de esferas foram embaladas para cada tratamento. A solucao de

alginato foi extrusada e utilizada como controle. As embalagens contendo as diferentes formulagdes

(controle 3%, alginato 3%; controle 4% e alginato 4%) foram armazenadas a 7 &+ 2 °C.

Cepa AGIS
34¢g biomassa seca/L

Estocagem

Figura 02: Equema de producdo de granulos de alginato de sodio, contendo de células AG15.

Para cada tratamento, a sobrevivéncia (UFC-g™!) das células da cepa AG15 foi avaliada em oito
periodos diferentes de armazenamento (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias), conforme indicado por
Cappucino e Sherman (2019). As contagens de colonias bacterianas visiveis em placas com agar
nutriente foram realizadas apos 12 horas. Os didmetros foram medidos com um micrémetro eletronico
e pesados em balanca analitica em triplicata. As superficies externas e internas das esferas foram
escaneadas usando microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras em forma de esfera foram
fixadas com tampao de fosfato de sodio 0,1 M (pH = 7,2), seguido de desidratagdo em forno a 36 °C
por trés horas. As amostras foram colocadas no suporte de amostras, que continha fita adesiva de
carbono dupla face, e posteriormente secas ¢ metalizadas com fina camada de ouro na superficie para
permitir a captura da fotografia. Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e as

médias foram comparadas com o teste de Tukey (P < 0,05) usando o software Statistic 7. Os dados
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foram expressos como média = SD (n=3). Utilizou-se o software Origin 2018 para a constru¢ao do

grafico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, verificou-se a estabilidade dos granulos nos primeiros dias de estocagem para
ambos os tratamentos. A Figura 03 mostra a variagado de células de AG15 dentro do granulo no decorrer
de 30 dias. A quantidade de microrganismo na céapsula atingiu 2,1-10'3 UFC-g! de granulo para o
tratamento de 4% e atingiu 1,0-10'® para o tratamento com 3% de alginato. Ao comparar os resultados
obtidos com os resultados encontrados por Zago e colaboradores (2019) que produziram granulos com
Azospirillum brasilense usando varias formulagdes contendo alginato, verificamos que os valores
obtidos foram correspondetes, visto que os autores obtiveram resultados de 7.86-10'% no trigésimo dia
para o tratamento com alginato apenas. Apesar da esfera de 4% ser mais rigida, observou-se que o
AG15 cresceu no interior dos granulos ao longo dos dias, os autores citados, também relataram
variagoes de UFC no interior dos granulos no decorrer dos dias. Ambos os tratamentos apresentaram
maior perda nos ultimos cinco dias avaliados, contudo, ainda apresentaram valores acima dos valores
encontratos em fertilizantes comerciais, como o BiomaPhos® (Oliveira-Paiva et al, 20220) que possui

4-10° UFC-mL™"! (células viaveis). Assim, ressalta-se a promissora aplicabilidade comercial da cepa

prospectada.
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Figura 03: Varia¢ao de UFC (unidade formadora de colonia) por tempo. Os pontos seguidos por um
asterisco (*) ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 5% de
significancia.
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Os dados morfométricos obtidos sdo apresentados na Tabela 01. As dimensdes da esfera

exibiram tamanhos uniformes com baixo desvio padrdo, confirmando que o protocolo gerou
eficientemente esferas padronizadas. As dimensdes dos granulos foram menores na condigdo de
alginato 3% quando comparado ao tratamento de 4%. O rendimento médio foi de 16,82+0,02 esferas
por mL de solugado extrusada, com perdas durante o processo de producao devido a formacao de esferas
nao conformes. Zago e colaboradores (2019) produziram granulos por meio de uma pipeta Pasteur, o

peso obtido variou de 17 a 38 mg e os diametros entre 3,30 e 4,30 mm.

Tabela 01: Dados morfométricos e rendimento de extrusao

Tratamento Peso(g) Didmetro (mm) Rendimento (un-mL")
Alginato 3% 0,037+0,011% 4,06+0,20* 16,8+0,5%
Controle 3% 0,038+0,0041? 4,42+0,17% 16,9+0,6%
Alginato 4% 0,042+0,003? 4,4440,15° 16,8+0,2%
Controle 4% 0,043+0,003? 4,28+0,26% 16,8+0,3%

Os valores seguidos por letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente, a um nivel de significancia de 5%.

A andlise realizada no MEV apresentada na Figura 04, evidéncia o formato de gota do granulo,

isto ocorreu devido ao processo de extrusao lenta, resultando em gotas de alginato na solug¢ao de CICa2.

Figura 04: Aspectos morfoldgicos dos granulos. 1. Alginato 3%; 2. Alginato 4%. A. Esfera de
controle; B. Esfera de teste; C. Superficie externa do controle; D. Superficie externa do teste, aumento
de 100x; E. Superficie interna do controle; F. Superficie interna do teste, aumento de 5000x.
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Ao avaliar a conformagao estrutural por MEV, observamos que a desidratagdo compromenteu

a estrutura das esferas. No entanto ¢ notério a presenca de células nas Figuras 04 (F) enquanto, as
Figuras 04 (E) ndo apresentam células, visto que sdo amostras controle. As células do isolado AG15

ndo foram encontradas em nenhuma das superficies das esferas.

CONCLUS()ES

Os resultados deste estudo demonstram que os bioinoculantes encapsulados em alginato tiveram
estabilidade inicial durante os primeiros dias de armazenamento. A quantidade de células do isolado
AGI15 dentro dos granulos variou ao longo dos 30 dias, para ambos os tratamentos, e, apesar de haver
uma perda significativa nos tltimos cinco dias, os valores permaneceram superiores aos encontrados
em fertilizantes comerciais. Morfometricamente, as esferas mantiveram uniformidade com baixos
desvios padrao, comprovando a eficiéncia do protocolo. A presenga de células de AG15 foi confirmada
por meio de MEV. Logo, podemos concluir que a encapsulagdo com alginato ¢ eficiente na protecao as

células de AG15, garantindo um numero elevado de células vidveis, mesmo apos 30 dias.
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