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RESUMO

A unido de micro-organismos benéficos e plantas, vem crescendo e sendo grandes fontes
de estudos ao decorrer dos anos, principalmente visando a agricultura sustentavel sem
comprometer a qualidade ambiental. A inoculagdo de micro-organismos na agricultura,
como tratamento do solo ou de sementes, tem demonstrado beneficios comprovados para
as plantas cultivadas e também para os solos, tornando-os mais saudaveis, seguros e
sustentaveis. Os inoculantes sao formulagées que necessitam de um transportador de
qualidade que garanta a concentracao de células ativas, além de tolerar variagdes de
temperatura, umidade, aeracdo e tempo de armazenamento. Misturas poliméricas sido
usados como veiculos de inoculacdo. Dentro desse contexto, objetivou-se avaliar a eficiéncia
da mistura polimérica carboximetilcelulose/amido como veiculo para inoculante das estirpes
de Bacillus subtillis e Bacillus pumilus. A mistura de CMC e amido foi preparada na proporg¢ao
de 60/40 em base seca em agua destilada, compatibilizado com 6xido de magnésio (MgO)
2% transferidas para em frascos tipo Babbyfood e esterilizada por autoclavagem a 1atm
por 20 minutos. Apds esterilizacdo, a cada frasco foi adicionado uma aliquota de 5,0
mL de suspenséao bacteriana ajustada pela da Escala de McFarland, correspondente a
1,5 x 10 UFC/mL. As preparacdes foram conservados em temperatura ambiente e no
escuro. A sobrevivéncia dos micro-organismos foi avaliada aos 15, 30, 45, 60, dias ap6s a
inoculacéo, em triplicata no meio agar nutriente e contagem depois de 24 h de incubacgao.
Foram detectadas diferengas significativa na viabilidade celular com relagao ao tempo de
armazenamento. Verificou-se que para ambas estirpes a viabilidade se manteve até 60
dias. Verificou-se diferencas entre as duas estirpes com relagdo ao aumento do niamero
de UFC, para B. pumilus foi observado a manutencao da concentracao de células até 30
dias de armazenamento, para B. subtillis aos 15 dias ja se verificou diferenca significativa
em relacdo ao tempo inicial. O modelo de regressao polinomial quadratico fez-se como
0 mais apropriado para oestudo das diferengas significativas relacionadas com a relagao
existente entre o nimero de UFC e tempo de armazenamento, para as duas estirpes. Para
B. pumillus todos os coeficientes do modelo quadratico foram significativos, enquanto que
para B. subtillis o quadratico ndo foi significativo. O coeficiente linear significativo indica
que existe correlacao entre a viabilidade celular, expresse pelo niumero de UFC e o tempo
de armazenamento.A mistura polimérica manteve a viabilidade celular de 10°UFCmL~! por
60 dias a temperatura ambiente.

Palavras-chave: bactéria solubilizadora de fosfato, mistura polimérica, veiculos de
inoculacao



ABSTRACT

The combination of beneficial microorganisms and plants has been growing and becoming a
major source of research over the years, primarily aimed at sustainable agriculture without
compromising environmental quality. Microorganism inoculation in agriculture, as a soil or
seed treatment, has demonstrated proven benefits for cultivated plants and soils, making
them healthier, safer, and more sustainable. Inoculants are formulations that require a high-
quality carrier that guarantees the concentration of active cells and tolerates variations in
temperature, humidity, aeration, and storage time. Polymeric blends have been used as
inoculation vehicles. Within this context, the objective was to evaluate the efficiency of the
carboxymethylcellulose/starch polymeric blend as an inoculant vehicle for Bacillus subtillis
and Bacillus pumilus strains. Significant differences in cell viability were detected in relation
to storage time. It was found that for both strains, viability was maintained for up to 60 days.
Differences were observed between the two strains in relation to the increase in the number
of CFU. For B. pumilus, maintenance of cell concentration was observed for up to 30 days of
storage, and for B. subtillis, at 15 days, a significant difference was observed in relation to the
initial time. The quadratic polynomial regression model was found to be the most appropriate
for studying the significant differences related to the relationship between the number of
CFU and storage time for the two strains. For B. pumillus all coefficients of the quadratic
model were significant, while for B. subtillis the quadratic was not significant. The significant
linear coefficient indicates that there is a correlation between cell viability, expressed by the
number of CFU and storage time. The polymeric mixture maintained cell viability of 10° CFU
mL~! for 60 days at room temperature.

Keywords: phosphate-solubilizing bacteria, polymer mixture, inoculation vehicles
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1 INTRODUCAO

O fésforo (P) é um nutriente essencial para o desenvolvimento vegetal,
desempenhando um papel importante em processos como armazenamento e transferéncia
de energia, formacao de estruturas vitais e metabolismo. Sua deficiéncia, comum em solos
brasileiros, pode comprometer o crescimento da planta e a produtividade da cultura. A
utilizagdo de micro-organismos solubilizadores de fésforo (MSP) tem se mostrado uma
estratégia promissora para aumentar a disponibilidade desse nutriente no solo e melhorar o
desenvolvimento das plantas, especialmente em solos com baixa disponibilidade de fosforo.

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSP), isolados ou em conjunto
com outros microrganismos benéficos, podem aumentar a taxa de crescimento das plantas
ao solubilizar o fosfato presente no solo ou adicionado como fertilizante, além de liberarem
hormdénios e outros nutrientes. No entanto, a quantidade de MSP no solo pode néo ser
suficiente para um impacto significativo no crescimento vegetal. Produtos comerciais
contendo esses micro-organismos, como inoculantes ou biofertilizantes, s&o aplicados em
sementes, solo ou plantas para promover a colonizagao e ativagcdo dos mecanismos de
promog¢ao do crescimento.

Inoculantes contendo micro-organismos promotores do crescimento vegetal séo
utilizados para colonizar as plantas e ativar mecanismos microbianos que auxiliam no
desenvolvimento vegetal, tais como: na mobilizagdo e transporte de nutrientes ligando e
dissolvendo o nitrogénio na planta, mineralizagdo do fésforo, aumento da superficie de
absorcgao raizes, producao de horménios vegetais e compostos organicos substancias
volateis que estimulam o desenvolvimento das plantas e protegem plantas contra
patdgenos. Estes produtos sdo cada vez mais utilizados na agricultura comercial, com
diversas formulagdes disponiveis no mercado. O Ministério da Agricultura define inoculante,
como um material que contém micro-organismos benéficos para as plantas, incluindo um
suporte (material excipiente que acompanha e nutre 0s microrganismos) e com pureza,
garantindo a auséncia de micro-organismos nao especificados.

Misturas poliméricas, como a combinacdo de CMC e amido, sdo estratégias eficazes
para criar suportes de inoculagdo que combinam as propriedades de diferentes polimeros a
baixo custo. Estas misturas, especialmente CMC/amido (60/40), tém se mostrado adequadas
para formulacdes liquidas e em gel, mantendo a viabilidade de bactérias por periodos
prolongados. Esta caracteristica as torna ideais para produgcado em larga escala e para
pequenas unidades agricolas, facilitando o armazenamento e transporte sem refrigeragao.
Diante do exposto, objetivou-se avaliar a composicao polimérica carboximetilcelulose e
amido como veiculo para inoculantes de Bacillus subtillis i20 e Bacillus pumilus i24.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Elemento Fosforo

O fésforo (P) € um dos elementos essenciais ao crescimento e desenvolvimento
das plantas representando cerca de 0,2% do peso seco. O fésforo elementar é essencial
na constituicdo dos componentes vitais da célula, a exemplo das membranas celulares
fosfolipidicas, da ferramenta de transferéncia energética intracelular que é a ATP, e do DNA
e RNA pela ligacao de fosfodiéster entre nucleotideos .(Moura, 2007).

O fosforo ndo é encontrado na natureza na forma livre, € instavel como gas devido a
sua reatividade e é um elemento essencial a vida. Na atmosfera, ele é detectado somente
adsorvido em particulas de matéria, com remogéao rapida por processos de precipitacao,
de maneira que sua existéncia nesse meio é diminuta e ndo relevante enquanto via de
transporte (Sasabuchi et al., 2023). A transferéncia fisica do elemento entre ecossistemas é
reduzida, em contraste aos ciclos do carbono e do nitrogénio, que sao auxiliados fortemente
pela biota.

Nos solos, o fosforo esta presente em diferentes formas: soltvel, mineral, adsorvido
e organico. A fracao soluvel representa uma porcentagem muito baixa do P total, mas
é a Unica forma (ions ortofosfato livres PO,3) que plantas e culturas podem usar para o
crescimento. O P insoluvel, que consiste em P organico e mineral, €, em vez disso, a forma
dominante de P nos solos: a dominéncia de fosfatos de aluminio/ferro e formas de fosfato
de calcio limita sua solubilidade em solos &cidos e alcalinos, respectivamente (Figura 1). As
formas de fosfato excretadas por organismos vivos sao liberadas nos solos como fosfatos
organicos(Daneshgar et al., 2018; Rawat et al., 2021).
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Figura 1 — Formas de fosforo e sua dinamica no solo. P fésforo, Pi fésforo inorganico, Po
fosforo orgénico, Fe ferro, Fe-P fosfato de ferro, Al-P fosfato de aluminio, Ca-P

fosfato de calcio

¥

~,
SR Soll P masital P
¢+ Fa-P Phosphonales
* AP Crthophosphates
Available + Phospholipids
- Ca-p Pi Pool | ¢ Mucleic acids
= Apatite * Phosphosugars
A

Fonte: Rawat et al. (2020)

Em ambientes aquaticos, para concentragdes relativamente baixas de ions Al/Fe/Ca,
os ions P estdo muito mais disponiveis do que em solos. Residuos industriais, detergentes
e esgoto doméstico sao fontes consideraveis de ions fosfato para aguas, portanto, altas
quantidades disponiveis de ions fosfato podem estimular o crescimento de plantas e
fitoplancton em corpos d’agua (Daneshgar et al., 2018).

O P orgéanico, menos biodisponivel nos solos, é identificado por grupos de
ortofosfato ligados a moléculas orgénicas, muitos oriundos da matéria organica, podendo
ser parcialmente solubilizado por micro-organismos no decorrer do processo de
mineralizacao (Pantano et al., 2016). Ao passo que, na forma adsorvida possui os ions de
ortofosfato fixados em particulas como os éxi-hidréxidos de ferro, Em relagdo ao fésforo
mineral, a maioria esta presente em rochas do tipo sedimentar (Daneshgar et al., 2018).

Os solos tropicais, geralmente apresentam baixa disponibilidade do elemento devido
a alta reatividade de formas soluveis com ferro e aluminio, formandos compostos de baixa
solubilidade (Klaic et al., 2018) sendo necessario, portanto, a fertilizacao periédica com
fosfato para alcancgar alta produtividade das culturas.

Contudo, fertilizantes convencionais com fosforo sao geralmente compostos de alta
solubilidade, como mono-aménio de fosfato (MAP), mas seus processos de producao
causam danos ao ambiente, pois, o tratamento quimico da rocha fosfatica exige altas
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concentracdes de acido sulfurico e acido fosforico (Alori; Glick; Babalola, 2017; Klaic et al.,
2018).

A alta solubilidade dos fertilizantes frequentemente leva a impactos ambientais,
resultando na eutrofizagdo de massas de agua nas areas préximas de zonas agricolas
(Klaic et al., 2018). A concentragéo de apenas 0,02 mgL~! de fosfato em aguas resulta na
multiplicacdo de algas, que podem produzir toxinas prejudiciais a saude animal e humana.
Ao ultrapassar a concentragéo de 0,1 mgL~!, ocorre proliferagdo das algas formando uma
camada que além de bloquear a luz solar no corpo hidrico, aumenta a taxa de consumo do
oxigénio dissolvido (Bacelo et al., 2020).

As principais consequéncias da eutrofizagcao, sdo alteracdo de sabor e odor na agua
e a possibilidade de inviabilizagdo de seu uso em fungcédo da presenga de cianotoxinas
(Sasabuchi et al., 2023) Também sdo observados aumento na mortandade de peixes e
moluscos cultivaveis, reducao da diversidade de espécies, limitacao da transparéncia da
agua, instauracao de condi¢des anaerdbicas para o corpo d’agua e outros fendbmenos que
comprometem a qualidade dos ecossistemas e da vida aquatica (Bacelo et al., 2020).

O uso direto de rocha fosfatica moida (RF) € uma alternativa atrativa para fertilizagao,
uma vez que a auséncia de tratamento quimico prévio resulta em impactos ambientais
reduzidos e custos mais baixos, com a vantagem adicional de que a menor solubilidade da
RF) permite maior controle da liberagéo de fosfato .(Klaic et al., 2018)

No entanto, a alta estabilidade quimica das rochas fosfaticas, devido a presenca da
fase apatita e efeitos de cristalizagao relacionados a apatita, significa que a solubilidade
€ muito menor do que o0 necessario em aplicagdes praticas A solubilidade desse material
€ bastante baixa, mesmo em solos 4cidos, limitando seu uso direto como fertilizantes,
especialmente para culturas de ciclo curto (Fayiga; Nwoke, 2016; Pavinato et al., 2017; Klaic
et al., 2021).

Para aumentar a eficiéncia da fertilizacdo com o fésforo, melhorar a produtividade
das culturas e reduzir a poluicdo ambiental, é necessario identificar e aplicar estratégias
que otimizem a absorcao pelas plantas e minimizem as perdas para o ambiente. Varios
micro-organismos quando associados a planta podem promover o seu crescimento e
proporcionar uma série de outros beneficios no seu desenvolvimento sendo denominados
micro-organismos promotores do crescimento de plantas (MPCP) (Abhilash et al., 2016).
Esses micro-organismos tem sido utilizados para formulagéo de biofertilizantes e inoculantes
microbianos (Brigido; Glick; Oliveira, 2016; Cely et al., 2016; Velez et al., 2016; Fukami
et al., 2017; Lubna et al., 2018; Rizvi; Khan, 2018; Wang; Li; Li, 2018; Bilal et al., 2019;
Nascimento et al., 2019; Pastor-Bueis et al., 2020; Florencio et al., 2022)
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2.2 Inoculantes Microbianos

A agricultura sustentavel, que busca produzir alimentos sem comprometer a
qualidade ambiental, é uma preocupacao global, especialmente devido ao uso massivo de
insumos quimicos na agricultura convencional. Essa pratica tem gerado impactos negativos
como redugao da produtividade, declinio da fertilidade do solo, resisténcia a pragas e
contaminacdo do agroecossistema. Alternativas bioldgicas, baseadas na sustentabilidade
ecologica e protecao ambiental, tém sido estudadas para minimizar esses impactos (Singh;
Singh; Prabha, 2016) .

A utilizacdo de micro-organismos para promover o crescimento das plantas, através
da inoculacdo, é uma biotecnologia em ascensdo. A inoculacdo de diversas cepas
microbianas na agricultura, como tratamento de solo ou sementes, tem demostrado
beneficios comprovados para as plantas cultivadas, bem como para os solos, tornando-os
mais saudaveis, seguros e sustentaveis. Os micro-organismos promotores de crescimento
de plantas, podem ser uma ferramenta importante para solucionar problemas ambientais e
promover a sustentabilidade em agroecossistemas (Lopes et al., 2021). Ao atuarem como
bioinoculantes, eles modificam o metabolismo vegetal, resultando em melhorias na
morfologia, anatomia, bioquimica e fisiologia das plantas, o que leva a um aumento na
producao e qualidade dos alimentos com menor impacto ambienta (Suyal et al., 2016)I.

Estima-se que em 2024 o mercado global de biofertilizantes movimentou 1,38
bilndes de doélares e esta projetado para atingir US$ 2,83 bilhdes até 2030, crescendo a
uma taxa de crescimento anual composta (CAGR) de 12,8% de 2025 a 2030 (GRAND
VIEW RESEARCH, 2024). Inoculantes de micro-organismos promotores de crescimento de
plantas podem ser definidos como formula¢des contendo uma ou mais cepas (ou espécies)
de micro-organismos benéficos preparadas com um material carreador econémico e de facil
utilizacao (Malusa; Sas-Paszt; Ciesielska, 2012) que, quando aplicados ao solo, sementes
ou folhas, conseguem aumentar o crescimento e o desenvolvimento de plantas (Santos;
Nogueira; Hungria, 2019; Florencio et al., 2022).

Esses micro-organismos podem viver livres no solo ou em relagdo simbidtica com as
plantas, além de poderem ser aplicados separadamente ou co-inoculados (quando mais de
um microrganismo esta presente na formulagdo)(Emmanuel; Babalola, 2020). Sua aplicagao
na agricultura tem se mostrado efetiva para o aumento da produtividade agricola e redugao
dos impactos ambientais causados pela aplicacdo exacerbada de herbicidas, pesticidas e
fertilizantes quimicos. Os inoculantes microbianos possuem diversas formas de agéo, tais
como:
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* liberagdao de compostos quimicos que podem estimular o crescimento de plantas
ou aumentar sua resisténcia em situacdes de estresse (Egamberdieva et al., 2017;
Santos; Nogueira; Hungria, 2019);

» agentes de biocontrole, reduzindo a incidéncia de doencas causadas por
fitopatégenos nas plantas (Ramirez-Carifo et al., 2020)

* biofertilizantes, por meio da solubilizacdo e aumentando a disponibilidade de
nutrientes vitais para as plantas, como nitrogénio, fésforo, potassio, enxofre, entre
outros (Seenivasagan; Babalola, 2021).

Os inoculantes devem apresentar caracteristicas desejaveis a fim de garantir que
o produto promova o crescimento microbiano, e ainda permitir que as células continuem
viaveis durante todo o periodo de armazenamento, garantindo que a populagao de micro-
organismos presentes no produto esteja disponivel para serem associados as plantas
e desempenhem sua funcao (Bashan et al., 2014). Além disso nao apresentar impactos
negativos no ambiente, ser compativel com fertilizantes ou defensivos agricolas (CARDOSO;
ESTRADA-BONILLA, 2019).

Esses micro-organismos podem viver livres no solo ou em relagdo simbidtica com as
plantas, além de poderem ser aplicados separadamente ou co-inoculados (quando mais de
um microrganismo esta presente na formulagéo)(Emmanuel; Babalola, 2020)

No Brasil, os inoculantes sao formulagdes a base de estirpes selecionadas que sao
posteriormente aprovadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastacimento (Mapa),
cuja legislacdo é abrangente e envolve diversas leis, decretos e instrugdes normativas
que regulamentam a producéo, fiscalizacdo e comercializagdo desses produtos (BRASIL,
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, 2024) (Tabela 1).
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A principal questéo para permitir o uso amplo de inoculantes é o desenvolvimento de
técnicas para a producéo de grandes quantidades de inéculos puros, com alto potencial de
infectividade, o que exige da tecnologia de inoculagdo: uso de uma formulagcao adequada,
selecao de um veiculo adequado e desenvolvimento de métodos de administracdo corretos
(Malus@; Sas-Paszt; Ciesielska, 2012).

2.3 Tipos de formulacoes

Varios materiais sdo utilizados como veiculos para inoculantes por apresentarem
maior eficacia bioldgica, resisténcia e protecao contra bactérias contra estresses abidticos
e bidticos. Os elementos constituintes dos veiculos podem ser orgéanicos, inorganicos ou
sintéticos. Um veiculo apropriado depende de propriedades como: disponibilidade, baixo
custo, facil utilizagao, empacotabilidade e miscibilidade. Além disso, a troca gasosa deve ser
permitida pelo veiculo, especialmente o oxigénio, que deve ter alta capacidade de retencao
de agua e alto teor de matéria organica (Rebah; Tyagi; Prévost, 2002).

Outro ponto importante na produg¢ao dos inoculantes é o veiculo que sera utilizado,
se sera um produto liquido ou em pd, e qual a melhor maneira de aplicagdo. Algumas
substancias bastante utilizadas como veiculos nos inoculantes sdo: turfa, 6leo mineral,
alginatos, carboximetilcelulose 0,15%, glicerina 1%, colageno 1%, extrato de solo 1:1
(CARDOSO; ESTRADA-BONILLA, 2019).

Nas formulagdes liquidas, os micro-organismos sao frequentemente incorporados
em um meio transportador, geralmente composto por meio de cultura, agua ou 06leo,
podendo conter aditivos. Nas formulacgdes sélidas, os microrganismos sao integrados a
transportadores em po, tais como turfa, argilas, solo inorganico ou substratos inertes, como
perlita e vermiculita. Enquanto, o encapsulamento envolve a imobilizacdo dos
microrganismos em matrizes poliméricas ((Bashan et al., 2014; FERREIRA, 2024)).

Estudos recentes tém sido voltados a utilizagdo de polimeros biodegradaveis como
possiveis veiculos de inoculagao por serem ecologicamente seguros, degradaveis pela acao
de micro-organismos sem causar danos ao meio ambiente (Bashan et al., 2014; Oliveira et
al., 2014; Silva Junior et al., 2016; Stephan; Silva; Bisutti, 2016; Perez et al., 2018; Reis et
al., 2021; Gomes et al., 2021; Souza et al., 2022; Lopes et al., 2021; Brondi et al., 2022;
Macarena Fernandez et al., 2022; Macarena Fernandez et al., 2024; Velloso et al., 2024;
Almeida et al., 2025).

A carboximetil celulose (CMC), um derivado do polissacarideo celulose, tem se
destacado como um material proeminente na producédo de filmes biodegradaveis e
comestiveis, sendo reconhecida por suas propriedades nao toxicas, biocompatibilidade,
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solubilidade em agua, origem renovavel e baixo custo (FERREIRA, 2024).

A CMC é um éter de celulose, sua estrutura estd fundamentada no polimero de
B (1—4) -D-glucopiranose da celulose (Figura 2). As propriedades da CMC, incluindo a
formacgao de filmes, géis e hidrogeéis (por reticulagdo com cations bi e trivalentes), conferem-
lhe relevancia em vérias aplicagdes, como a liberacao controlada de pesticidas e nutrientes
na agricultura, além de sua utilizagcao na industria alimenticia para filmes comestiveis
protetores(Lopez et al., 2015; Santos et al., 2021)

Figura 2 — Estrutura monomérica carboximetilcelulose sédica, onde R pode ser H ou
CH2COONa

RO OR

CH,OR

Fonte: Lopez et al, 2015

Entre os biopolimeros naturais, 0 amido, conhecido por sua capacidade de formacéo
de filme e biocompatibilidade, é altamente versatil devido as suas propriedades fisico-
quimicas, que permitem seu uso em uma ampla gama de produtos. O amido consiste em
dois polimeros de glucana: amilopectina, uma molécula altamente ramificada, e amilose
predominantemente linear (Figura 3) (VISAKH et al., 2014)

Figura 3 — Legenda

CH,OH CH,OH CH,OH CH.,OH

0, o] 0, o]
Amilose
OH -0-1N OH -0- OH -0- OH
' \ f i
oH |\ OH oH OH
A In

ligagdo « -{1-4)

OH |lCi
%77;,/ Iig_‘_s_géo a-{1-6)

OH 0=

CH,OH CH,0H CH,OH

r -
CH,
(=] -0 s} £ 0
—-—< CH >ﬂor OH o0-1\ oH >-0
1
OH OH OoH

Amilopectina

Fonte: Visakh et al, 2014
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Esses polimeros se organizam dentro do granulo de amido em camadas concéntricas
semicristalinas e amorfas(Moreira et al., 2013). A ligacao de hidrogénio da amilopectina
facilita a absorcao de agua, levando ao aumento da viscosidade e as propriedades de
gelatinizagdo aprimoradas. Em contraste, a amilose contribui para a hidrofobicidade do
amido. As proporgdes relativas desses componentes definem as propriedades Unicas de
diferentes amidos, adaptando-os para aplica¢des especificas (Cornejo-Ramirez et al., 2018).

Carreadores a base de amido combinados com outros polimeros tém ganhado
interesse em projetos de formulagdes. Diversas aplicacbes foram relatadas, como a
capacidade de esferas otimizadas de alginato-amido de manter uma concentracao estavel
de células de B. pumilus superior a 109 UFC mL! e uma capacidade de retencéo de agua
de aproximadamente 37% (Riseh et al., 2021).

A co-imobilizacdo de Azospirillum argentinense e Pseudomonas rhodesiae em
esferas de quitosana/amido demonstrou ser uma estratégia eficaz para aplicacdo em
sementes de milho (Macarena Fernandez et al., 2024) Esta formulag&o proporciona maior
estabilidade e garante maior produtividade da cultura em comparagdo com inoculantes
liquidos. A liberacdo controlada de microrganismos benéficos € uma vantagem fundamental
do encapsulamento usando matrizes biopoliméricas. Um sistema a base de amido
modificado foi projetado para proteger e liberar Priestia megaterium; no entanto, para
alcancar a eficacia, € necessaria uma modulagdo cuidadosa da microestrutura e
composicao do filme (Velloso et al., 2024).

As misturas poliméricas atuam com suportes de inoculagdo sendo considerada
estratégia para reunir em um unico material, propriedades de polimeros diferentes a custo
muito baixo (Almeida et al., 2025). Misturas de CMC/amido selecionadas como carreadores
para formulagdes liquidas e em gel foram capazes de manter a viabilidade de uma mistura
de cinco cepas de bactérias diazotréficas (Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia
tropica) (Fernandes Junior et al., 2009). Um experimento de curta duragcdo em casa de
vegetacdo mostrou que a cana-de-agUcar inoculada respondeu positivamente a
colonizagao pelas cepas diazotroficas (Silva et al., 2009).

Misturas de CMC/amido preparados na proporcdo de 60/40 em base seca
(compatibilizado com 6xido de magnésio (MgQO), proporcionaram viabilidade celular de
Bradyrhizobium pachyrhizi BR 3262, por até quatro meses em temperatura ambiente
(Almeida et al., 2025). Segundo os autores, essa caracteristica as torna ideais para
producéo em biofabricas que atendem unidades agricolas localizadas proximas ao local de
producéo do inoculante, reduzindo assim a necessidade de armazenamento refrigerado e
os custos de transporte. Essas formulagdes também sdo adequadas para areas de
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agricultura familiar que requerem pequenas quantidades de uma ampla variedade de
inoculantes para atender as diversas necessidades de praticas agricolas baseadas em
calendario. A mistura de CMC/amido fornece uma solugdo conveniente para
armazenamento de curto prazo.

Outro ponto importante salientado por Almeida et al (2025) é a diferenga nos custos
de autoclave ao comparar formulagcdes baseadas na mistura de CMC/amido com outros
inoculantes, como “aqueles a base de turfa. Devido a sua microbiota diversificada e rica,
a turfa requer um tempo de autoclave mais longo e um rigoroso controle de qualidade
para garantir que quaisquer micro-organismos contaminantes residuais estejam dentro dos
limites aceitaveis, conforme exigido pela legislagéo brasileira.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de investigacao

Os ensaios foram conduzidos no laboratério de Microbiologia Agricola do Campus
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, na cidade de Rio Largo — AL,
situada a 9° e 29’45 de latitude sul, 35° e 49’54,” de longitude oeste e 165 m de altitude.

As estirpes de Bactérias Solubilizadoras de Fosfato (BSF) utilizadas neste estudo
pertencem ao repositério do Laboratério de Microbiologia do Campus de Engenharias e
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas e depositados no Gen Bank: B.
subtillis (Gen Bank KTKT998655.1) e B. pumilus (Gen Bank KTKT998656.1), isolados da
rizosfera de cana-de-acgucar, inicialmente identificadas testadas e selecionadas.

3.2 Material Biolégico

A suspensédo de células das estirpes BSF foi preparada em meio de extrato de
levedura-glicerol (glicerol 10,0 mL, K2 HPO4 (solugéo a 5%) 10,0 mL, MgS0O4.7H20 (solucédo
a2 %) 10,0 mL, NaCl (solucdo a 1%) 10,0 mL,CaCl2 (solug¢édo a 2%) 10,0 mL, FeCI2 (solucao
a 0,1%) 10,0 mL, extrato de levedura 0,40 g, agua destilada ou 1000 mL, agar 15g. pH
6,80 sob agitacdo a 120RPM em temperatura ambiente. As suspensodes celulares foram
ajustadas para turbidez equivalente ao padrao 0,5 da Escala de McFarland, correspondente
a aproximadamente 1,5 x 10 UFC mL~1.

3.3 Preparacao do veiculo de inoculacao

A mistura de CMC e amido foi preparada na propor¢éao de 60/40 em base seca (64 g
L!) em agua destilada, compatibilizado com 6xido de magnésio (MgO) 2% transferidas para
em frascos tipo Babbyfood e esterilizada por autoclavagem a 1atm por 20 minutos. A
compatibilizagdo de misturas poliméricas é necessaria para obter sinergismo de
propriedades, pois a maioria das misturas de polimeros s&o imisciveis. Agentes
compatibilizantes atuam como ponte, promovendo maior interagdo entre os polimeros ,
melhorando as propriedades finais do material resultante.

Apdés esterilizacéo, a cada frasco foi adicionado uma aliquota de 5,0 mL de suspenséo
bacteriana ajustada pela da Escala de McFarland, correspondente a aproximadamente 1,5
x 10 UFC.mL~1. Apds a inoculagéo os frascos foram fechadas e o contetido agitado, manual
e vigorosamente, para homogeneizar as formulagdes. Os frascos foram conservados em
temperatura ambiente e no escuro, no laboratério. A sobrevivéncia dos micro-organismos
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foi avaliada aos 15, 30, 45, 60, dias apds a inoculacao, e determinada por diluicbes em
série de plaqueadas em triplicata no meio agar nutriente e contagem depois de 24 h de
incubagéo ( UFC.mL~1).

3.4 Analise estatistica

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes, em esquema fatorial com dois fatores . Os residuos do delineamento foram
submetidos aos testes de Lilliefors, Cochran e Bartelett para verificagcao da normalidade e
homogeneidade das variancias dos dados. Para analise das variancias aplicou-se o teste F
(P<=0,05)) e as médias comparadas pelo teste Scott Knott (P<=0,05). Além disso, modelos
de regressao foram ajustados aos fatores quantitativos. O coeficiente de correlagdo de
Spearman (p) e o valor de p de significancia também foram determinados. Foi utilizado o
software Sisvar (v5.7) (Ferreira, 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectadas diferencas significativa na viabilidade celular com relagcdo ao
tempo de armazenamento. Verificou-se que para ambas estirpes a viabilidade se manteve
até 60 dias. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Viabilidade celular das estirpes (log UFC mL') na mistura composta de CMC e
amido compatibilizada com MgO 2% em varios tempos de armazenamento

Estirpes Tempo de armazenamento (dias) Log UFC(gmL™})
0 8,44b
15 9,07a
Bacillus subtilis
30 9,08a
45 9,04a
60 9,03a
0 8,38b
15 8,48b
Bacillus pumilus
30 9,43a
45 9,15a
60 9,09a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Scott-Knott (P<=0,05)

Fonte: Autora, 2025

Verificou-se diferencas entre as duas estirpes com relacdo ao aumento do numero
de UFC, para B. pumilus foi observado a manutengao da concentragao de células até o 30
dias de armazenamento, para B. subtillis aos 15 dias ja se verificou diferenga significativa
em relagdo ao tempo inicial. Esse periodo corresponde ao estadio de adaptacao da cultura
ao veiculo, que apresenta caracteristicas diversas das observadas nos meios de cultura.

O modelo de regressao polinomial quadratico fez-se como o mais apropriado para o
estudo das diferencas significativas relacionadas com a relacao existente entre o nimero de
UFC e tempo de armazenamento, para as duas estirpes. Para B. pumillus (Figura 4) todos
os coeficientes do modelo quadratico foram significativos, enquanto que para B. subtillis
(Figura 5) o quadratico nao foi significativo. O coeficiente linear significativo indica que
existe correlagao entre a viabilidade celular, expresse pelo numero de UFC e o tempo de
armazenamento.
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Figura 4 — Viabilidade celular significAncia dos coeficientes do modelo de regressao
polinomial quadratica para sobrevivéncia de células B. pumilis na forrmula¢ao
CMC/amido em funcéo do tempo de armazenamento.

y=8.4910"+0,0580x™"-0,0098K"

9,6 R*=83,18

Log UFCmL"

0 15 30 45 60

Tempo de armazenamento (dias)

** significativo pelo teste t (p=0,01)

Fonte: Autora, 2025

Figura 5 — Viabilidade celular e significaAncia dos coeficientes do modelo de regressao
polinomial quadratica para sobrevivéncia de células B. subtillis na forrmulagao
CMC/amido em funcéo do tempo de armazenamento.
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** gignificativo pelotestet (p=0,01)

Fonte: Autora, 2025

O tempo de prateleira e a qualidade dos inoculantes usa a determinagao do nimero
de células viaveis, a manutengao de células com as suas caracteristicas de interesse devem
ser mantidas durante mais do que uma estacado de crescimento, que para a legislacéao
Brasileira € de seis meses (IN 13, MAPA 2011).
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A sobrevivéncia das bactérias em inoculantes, esta relacionada ao veiculo utilizado
para a producao do inoculante, sendo necessario que o veiculo proporcione alta retencéao de
umidade, auséncia de toxidez, boa adesao as sementes e baixa custo. A formulagao precisa
fornecer um ambiente adequado, protecéao fisico-quimica para um periodo prolongado de
armazenamento e um ndmero critico de células de aproximadamente 10°—107. Formulacdes
de biofertilizantes baseadas em biopolimeros naturais estdo atraindo interesse crescente
devido a sua biodegradabilidade e potencial para promover 0 uso de recursos renovaveis e
econdmicos (Pereira et al., 2023).

Entre os biopolimeros naturais, 0 amido, conhecido por sua capacidade de formacao
de filme e biocompatibilidade, é altamente versatil devido as suas propriedades
fisico-quimicas, que permitem seu uso em uma ampla gama de produtos (Almeida et al.,
2025). No entanto, apesar de suas caracteristicas vantajosas para diversas aplicacoes, 0s
materiais biodegradaveis frequentemente apresentam propriedades mecanicas inferiores
em comparagao aos polimeros derivados do petrdleo (Ray; Bousmina, 2005). Essa
limitacao pode ser resolvida utilizando-se a mistura de amido com outro biopolimero com
resisténcia mecanica superior, como a carboximetilcelulose (CMC)

A CMC tem sido amplamente utilizada como veiculo para inoculantes devido as suas
propriedades de solubilidade em agua fria e quente, retencao de agua e capacidade de
formar filme. Essas propriedades podem proporcionar um alto indice de sobrevivéncia as
células. Os agentes compatibilizantes podem ser polimeros funcionalizados ou substancias
de baixo peso molecular que proporcionam maior interagao entre os polimeros, reduzindo a
separagao de fases e melhorando as propriedades finais da mistura (Almeida et al., 2025).

Misturas de CMC/amido demonstram potencial como carreadoras de bactérias
promotoras de crescimento de plantas, incluindo bactérias, como Bradyrhizobium, que
podem promover a nodulagdo de leguminosas e aumentar a fixagcao bioldgica de nitrogénio.
Essas misturas, particularmente aquelas contendo 50-60% de CMC, mantém eficazmente
a viabilidade celular por aproximadamente um més em armazenamento em temperatura
ambiente (Fernandes Junior et al., 2009).

Almeida et al (2025) realizaram estudo com o objetivo desenvolver uma formulagéo
de mistura de biopolimeros para a cepa BR 3262 de Bradyrhizobium pachyrhizi, utilizando
quatro amidos comerciais e duas carboximetilceluloses (CMC), e desenvolveram misturas
de CMC/amido compatibilizadas ou ndo com MgO em concentracbes de 0,1% a 1,0%.
Os inoculantes resultantes foram armazenados por 168 dias. Os autores verificaram que
algumas misturas de CMC/amido mantiveram excelente viabilidade celular por até quatro
meses em temperatura ambiente.
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A biomassa de espirulina, condicionada a CMC como veiculo de inoculagéo, mostrou
a capacidade dessa mistura em aumentar em 100 vezes o numero de células viaveis
de Bradyrhizobium parchirizi (BR3262) apds 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente (Freitas, 2015). No trabalho desenvolvido por Souza (2017) usando veiculo
polimérico a base de CMC e EPS, a estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium yuanmingense,
conseguiu alcancar 120 dias com viabilidade celular entre 108 e 10°UFC/mL (SOUSA,
2017).

As misturas CMGEPS e CMC/amido/EPS mantiveram a viabilidade celular durante
o periodo de armazenamento de 4 meses, excetuando a estirpe bacteriana de
Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281), o que se sugere uma otimizacdo das
condi¢coes de crescimento dessa estirpe (Chantre, 2018). A utilizagdo de biopolimeros
como goma xantana (GX) e carboximetilcelulose (CMC) foi eficiente na conservacéo e
viabilidade de células de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens e
Azospirillum sp. durante 210 dias de armazenamento a 5 °C (Souza et al., 2022). A mistura
CMC/amido também conservou a viabilidade celular de Bacillus subtilis 120 e Bacillus
subtillis 112 durante 90 dias (Silva et al., 2023).
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5 CONCLUSAO

Nas condi¢des do presente estudo, a mistura polimérica cmc/amido (60:40) manteve
a viabilidade das estirpes bacterianas.
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