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Resumo

A agricultura continua enfrentando problemas antigos, como a necessidade de
aumentar a producdo de alimento, mudangas climéticas, uso indiscriminado de
agroquimicos, escassez de agua e entre outros. As esferas de hidrogéis tém sido
consideradas como uma grande aliada para o setor agricola, sendo capaz de encapsular
ingredientes ativos e proporcionar liberagcdo controlada ao longo do tempo. O uso de
polissacarideos que possuem boa biocompatibilidade e biodegradabilidade para
desenvolver novos esferas que ndo agridem o ambiente, estd em ascensdo. Atrelado a isso,
tem-se o desenvolvimento de sistemas hibridos, que consiste na mescla de dois ou mais
compostos, que lhe conferem inimeras propriedades em um Unico sistema. Esta nova
abordagem tem sido amplamente explorada nos ultimos anos em diversos setores, sendo
ainda pouco explorado na agricultura. Entre alguns dos problemas enfrentados pela
agricultura mundialmente esta a deficiéncia de zinco, que é o micronutriente que possui
0 maior déficit entre culturas mundiais, sendo necessario na ativacdo de enzimas em
processos metabdlicos da planta e essencial para a sintese de clorofila. Neste sentido,
nanomateriais engenheirados a base de zinco, vem sendo desenvolvido para suprir déficit
nutricionais, e com o potencial de liberar Zn de maneira controlada, reduzindo as perdas
por lixiviacdo. Além disso, o0 uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal como
Azospirillum brasilense tem sido frequentemente combinado ao zinco, devido a sua
capacidade de proporcionar maior absorcdo de zinco pela planta. No entanto, a
disponibilidade das bactérias é influenciada por diversos fatores abidticos do ambiente.
Neste contexto, objetivou-se sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs) pelo
método de nanoprecipitacdo e, em seguida, preparar esferas hibridas por gelificacdo
ibnica compostas por hidrogéis de polissacarideos, como alginato de sédio e xilana, para
a liberacdo de ZnONPs e bactéria fixadora de nitrogénio A. brasilense e avaliar o seu
comportamento em solo e plantas. As analises fisico-quimicas das ZnONPs indicaram
uma morfologia esférica, distribuicdo de tamanho de 334 nm e tamanho medio de
cristalito de ~ 19,8 nm por DRX. As andlises biologicas demonstraram um o6timo
crescimento das bactérias e boa compatibilidade de Azospirillum brasilense no meio de
preparo das esferas. Assim, sistemas hibridos de liberacdo foram preparados e
apresentaram morfologia esférica e distribuicdo de tamanho de ~ 3 mm, além de presenca
de ZnONPs e A. brasilense. Espectroscopia de espalhamento de raios X (EDS) confirmou



a existéncia Zn distribuidas intrinsecamente nas esferas com picos de energia na faixa de
8,65 keV para Zn. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
indicaram interacdes entre polimeros e ZnONPs. As analises térmicas de DSC
demonstraram mudangas com a mescla de materiais (alginato e xilana) para cada sistema
estudado. Também foi avaliado o efeito deste sistema de esferas de hidrogel em plantas
de milho cultivadas em casa de vegetacdo. Analises biométricas, nutricdo de plantas e
fertilidade do solo revelaram pouca diferenca de teor de Zn nos diferentes tratamentos.
Ensaios de liberacdo demonstraram que ZnONPs e bactérias co-encapsuladas nas esferas
podem liberar ions de zinco e bactérias de forma lenta e simultanea. A cinética de
liberacdo revelou ser governada por diferentes mecanismos, sendo o de transporte
anémalo para o ion Zn e de transporte super caso-11 para A. brasilense. Portanto, nosso
sistema se mostra promissor abrindo novas discussfes e perspectivas para 0
desenvolvimento de sistemas hibridos com potencial para alterar a biodisponibilidade do
zinco no solo contribuindo para uma melhor absor¢éo de micronutrientes, promovendo o

melhoramento e o crescimento de plantas.

Palavras chaves: Esferas de hidrogéis, Polissacarideos, Liberacdo controlada,

Nanoparticulas, microrganismos, Azospirillum brasilense.



ABSTRACT

Agriculture continues to face longstanding issues, such as the need to increase food
production, climate change, indiscriminate use of agrochemicals, water scarcity, among
others. Hydrogel spheres have been considered a great ally for the agricultural sector, as
they can encapsulate active ingredients and provide controlled release over time. The use
of polysaccharides that have good biocompatibility and biodegradability to develop new
spheres that are environmentally friendly is on the rise. Alongside this, we have the
development of hybrid systems, which consist of the combination of two or more
compounds, giving them numerous properties within a single system. This new approach
has been extensively explored in recent years across various sectors, but it is still
underexplored in agriculture. Among the problems faced by agriculture worldwide is zinc
deficiency, which is the micronutrient with the greatest deficit across global crops. Zinc
is necessary for the activation of enzymes in the plant's metabolic processes and is
essential for chlorophyll synthesis. In this context, engineered nanomaterials based on
zinc have been developed to address nutritional deficiencies and have the potential to
release Zn in a controlled manner, reducing losses due to leaching. Furthermore, the use
of the plant growth-promoting bacteria Azospirillum brasilense has often been combined
with zinc due to its ability to enhance zinc absorption by the plant. However, the
availability of these bacteria is influenced by various abiotic environmental factors. In
this context, the objective of this thesis is to synthesize zinc oxide nanoparticles
(ZnONPs) using the precipitation method and then prepare hybrid spheres through ionic
gelation composed of polysaccharide hydrogels, such as sodium alginate and xylan, for
the release of ZNONPs and the nitrogen-fixing bacteria A. brasilense. The behavior of
these materials in soil and plants will be evaluated. The physicochemical analyses of the
ZnONPs indicated a spherical morphology, a size distribution of 334 nm, and an average
crystallite size of approximately 19.8 nm as determined by X-ray diffraction (XRD).
Biological analyses demonstrated excellent growth of the bacteria and good compatibility
of Azospirillum brasilense in the medium used for preparing the spheres. Thus, hybrid
release systems were prepared, showing a spherical morphology and a size distribution
of approximately ~3 mm, as well as the presence of ZnONPs and A. brasilense. Energy-

dispersive X-ray spectroscopy (EDS) confirmed the intrinsic distribution of Zn within the



spheres, with energy peaks in the range of 8.65 keV for Zn. Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) indicated interactions between polymers and ZnONPs. Thermal
analysis by differential scanning calorimetry (DSC) showed changes with the mixing of
materials (alginates and xylan) for each studied system. The effect of this hydrogel sphere
system was also evaluated on maize plants grown in a greenhouse. Biometric analyses,
plant nutrition, and soil fertility revealed little difference in Zn content across the different
treatments. Release tests demonstrated that the co-encapsulated ZnONPs and bacteria in
the spheres could release zinc ions and bacteria slowly and simultaneously. The release
kinetics revealed that different mechanisms govern the process, with anomalous transport
for the Zn ion and super case-I1 transport for A. brasilense. Therefore, our system shows
promise, opening new discussions and perspectives for developing systems with the
potential to alter zinc bioavailability in the soil, contributing to better micronutrient

absorption and promoting plant growth and improvement.

Keywords: Hydrogel spheres, Polysaccharides, Controlled release, Nanoparticles,

Microorganisms, Azospirillum brasilense.
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INTRODUCAO GERAL

Para atender a crescente demanda por alimentos, estima-se que serd necessario
utilizar aproximadamente 40% das terras do mundo para a producdo agricola [1]. Além
disso, a agricultura convencional ainda predomina e depende de grandes quantidades de
insumos, como fertilizantes e pesticidas, o que contribui para a contaminagao do solo [2],
dos recursos hidricos [3] e perda da biodiversidade [4]. No entanto, nos ultimos anos,
mudancas significativas das praticas agricolas convencionais tém ocorrido, para reduzir
0s danos causados ao meio ambiente. As esferas de hidrogéis tém atraido atencédo
consideravel, como transportadores para a liberagdo controlada de insumos agricolas [5]
e até mesmo compostos volateis [6] devido a sua capacidade de proteger os ativos contra
fatores abidticos do meio, além de apresentar alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade no ambiente.

A nanotecnologia também tem contribuido para uma agricultura mais sustentavel
[7-9], produzindo nanomateriais em escala nanométrica, aumentando a eficiéncia de
fertilizantes e pesticidas [8, 10, 11], reduzindo a quantidade de aplicacao [12], e reduzindo
lixiviacdo destes ingredientes ativos [13, 14]. O zinco € um dos micronutrientes mais
deficientes nas culturas agricolas em nivel mundial, resultando em baixos rendimentos
das colheitas [15]. Um estudo realizado por Ahmad e seus colaboradores (2024)
investigou os efeitos sinérgicos de ZnONPs e fosforo no crescimento, rendimento e
absorcédo de nutrientes na cultura de milho, e seus resultados revelaram que a aplicagado
foliar de ZnONPs melhorou significativamente todos os parametros analisados, incluindo
a emergéncia de sementes e 0 comprimento das espigas, que foram superiores em
comparacdo ao tratamento controle [16]. Entretanto, as ZnONPs além de transportar
micronutrientes para plantas, quando associadas a microrganismos, como bactérias
fixadoras de nitrogénio, por exemplo, podem aumentar a absor¢do de Zn favorecendo o
crescimento e desenvolvimento das plantas através de interagdes sinérgicas [17].

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), como Azospirillum
brasilense, podem aumentar a capacidade de fixa¢do de nitrogénio e a produgdo de
hormdnio nos vegetais, melhorando o desenvolvimento das folhas e raizes [18]. No
entanto, sua biodisponibilidade no meio pode ser reduzida quando em contato com fatores
abioticos extremos, como temperaturas elevadas, pH inadequado, salinidade excessiva e

falta de umidade, os quais podem afetar negativamente a sobrevivéncia e a atividade das
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bactérias. Mediante as mudangas climaticas, € cada vez mais urgente investigar sistemas
biodegradaveis que possam proteger as bactérias e assegurar sua eficacia no campo.
Diante do exposto, a presente Tese tem como objetivo principal desenvolver
(preparar e caracterizar) um novo sistema de esferas de hidrogel hibrido, compostos por
alginato ou pela combinacéo de alginato e xilana, que contenham nanoparticulas de 6xido
de zinco (ZnONPs) e bactérias da espécie Azospirillum brasilense, com o intuito de
promover a liberacdo simultanea de micronutrientes e microrganismos para a agricultura.
Atrelado a isso, foi investigado a cinética de liberacdo dos nutrientes e das bactérias, bem
como avaliou-se o desenvolvimento das plantas de milho, por meio de estudos em casa
de vegetacdo. Desta forma, 0 nosso estudo se encaixa nos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) de numero 2, estabelecida pela ONU com o proposito de alcancar
Fome Zero e Agricultura sustentavel [19]. A Tese foi estruturada em capitulos, cada um
correspondendo a uma etapa do cronograma do projeto. Esta introducdo contextualiza a
temaética do estudo e como parte dela temos o primeiro capitulo que apresenta uma revisao
bibliografica do uso dos diferentes tipos de esferas de hidrogéis constituidas por
polissacarideos com potencial de encapsular moléculas, NPs e microrganismos para
posterior liberacdo no campo. O segundo capitulo descreve o preparo e a caracterizacao
dos diferentes tipos de esferas, sintese de NPs e o cultivo da bactéria A. brasilense. O
terceiro capitulo apresenta o estudo da degradacdo das esferas de hidrogel em meio
aquoso, a cinética de liberacdo de bactérias e nutrientes, e o impacto do sistema no solo,
avaliando sua degradacéo e efeitos na cultura do milho. O quarto capitulo trata-se da
discussdo dos resultados obtidos. Por fim, € apresentado a conclusdo da Tese e

perspectivas futuras.
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CAPITULO1

POLYSACCHARIDE-BASED SUSTAINABLE HYDROGEL SPHERES
FOR CONTROLLED RELEASE OF AGRICULTURAL INPUTS

ESFERAS DE HIDROGEL SUSTENTAVEIS A BASE DE
POLISSACARIDEOS PARA LIBERACAO CONTROLADA DE
INSUMOS AGRICOLAS

Artigo publicado em International Journal of Biological Macromolecules

Débora R. Antunes , Mariana M.L.H. Forini, Erica R. Biscalchim , Pedro H.C. Lima, Luiz A.F. Cavalcante,
Marcelo C.M. Teixeira Filho, Durgesh K. Tripathi, Javier Pitti Caballero, Renato Grillo. “ Polysaccharide-

based sustainable hydrogel spheres for controlled release of agricultural inputs . DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.135202
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ABSTRACT

Producing food in quantity and quality to meet the growing population demand is a
challenge for the coming years. In addition to the need to improve the use and efficiency
of conventional agricultural inputs, we face climate change and disparity in access to
food. In this context, creating innovative, efficient, and ecologically approaches is
necessary to transform this global scenario. Several delivery systems are being developed
to encapsulate agrochemicals, aiming to improve the controlled release of active
ingredients and protect them against environmental biotic and abiotic factors. Among
these systems, hydrogel spheres are particularly notable for their ability to be fabricated
from biodegradable materials, allowing the encapsulation of molecules, nanomaterials,
and even organisms (e.g., bacteria and fungi). This review provides an overview of the
latest progress in developing polysaccharide-based hydrogel spheres for agriculture. In
addition, we describe methods for preparing hydrogel spheres and discuss the
encapsulation and release of agricultural inputs in the field. Finally, we put hydrogel
spheres into perspective and seek to highlight some current challenges in the field to spark
new inspiration and improve the development of environmentally friendly and cost-

effective delivery systems for the agricultural sector.

Keywords: Polysaccharide beads, Agrochemicals, Controlled release, Encapsulation.

Sustainable agriculture, Hydrogels.
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1. Introduction

Currently, one of the most significant challenges facing the agricultural sector is
guaranteeing sustainable food production and meeting the demands of a growing global
population while seeking to mitigate environmental impacts [20]. Furthermore, a series
of factors, such as i) climate change [21, 22], ii) degradation of fertile soils [23], iii) water
scarcity [24], and iv) loss of biodiversity [25], are intensifying concerns in this area. In
addition, agricultural practices such as deforestation and excessive use of pesticides
contribute to increasing environmental problems, harming living beings and human
health [26]. All these issues urge humanity to create innovative technologies to improve
food production and make agriculture more sustainable worldwide. Among technologies,
biomaterials have been improving agro-economy practices - especially natural
polysaccharides [27]. They are derived from plants, algae, animals, bacteria, and fungi
[28-30], and their structures have advantages over synthetic polymers (with fossil origin)
[31] as they are biodegradable and generally require a small amount of toxic reagents for
their extraction [32]. Therefore, they are considered eco-friendly and potentially safe
materials for environmental applications [33]. In the agricultural sector, they are used in
the production of microparticles, nanoparticles, films, and hydrogels [34-37].

The synthesis of micro- and nanoparticles using natural polysaccharides has been
focused on controlled-release systems for agrochemicals (pesticides and fertilizers). The
nanometer-scale release is a precise approach that offers greater effectiveness in
protecting plants [38, 39] due to its reduced size and increased surface area. This allows
the encapsulated active ingredient within the nanoparticles to interact differently with
plants, maximizing the efficacy of conventional treatments while minimizing adverse
impacts [40].

For example, lignin [41, 42] and chitosan-based nanomaterials [43] can encapsulate
agrochemicals and increase their stability against abiotic and biotic factors in the
environment. Furthermore, nanoparticles made up of polysaccharides have been used as
seed primers. They provide protective layers to the seeds and prevent diseases/pests [44].
In addition, specific polysaccharides, such as those derived from seaweed (e.g., alginate)
or crustaceans (e.g., chitosan), can have biostimulant properties and promote plant growth
[45, 46] by increasing nutrient absorption [33], regulation of plant hormones, and root
growth [47].

In agricultural delivery systems, some platforms may support nanodevices. Hydrogels
lead the way since they bring bioavailability in agrochemical delivery into fields, reducing
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leach rates and toxicity. Hydrogels are porous structures mainly composed of
polysaccharides, and they have excellent biocompatibility and biodegradability [31],
hydrophilic character, and are three-dimensionally cross-linked. They can absorb and
retain immense amounts of water in their interstitial sites [48], improve plant resistance
in dry periods, and reduce irrigation needs in arid regions [49]. Hydrogels'
polysaccharides can be derived from starch [50], sodium alginate [51], chitosan [52],
cellulose [53] and their derivatives (carboxymethylcellulose [54], microcrystalline
cellulose [55], cellulose acetate [56], lignin [57], xylan [58], carrageenan [59], xanthan
gum [60], guar gum [61], and pectin [62]. A variety of 3D hydrogel models can be found
in the literature: bulk hydrogels, microparticles, spheres, etc [27, 63, 64].

Hydrogel spheres (also known as beads) made from polysaccharides have gained
prominence in the agricultural sector. Their morphologies are like conventional granules
but with the benefit of encapsulating various active ingredients and nanoparticles within
their structures (Figure 1-A). Allowing controlled release of bioactive ingredients [65],
reducing  the  physicochemical  degradation and  [66] leaching  of
agrochemicals/nanoparticles into the environment [55]. Furthermore, hydrogel spheres
can encapsulate microorganisms to control phytopathogens, protecting them against
environmental biotic and abiotic stresses. Thus, they reduce contamination during storage
and transport and promote plant growth [67].

A) B)
a 250
POLYSACCHARIDES g . 3 HYDROGEL -
Alginate Xylan : [ BEAD
Chitosan Pectin 3 150
Cellulose // Guar Gum 3
Lignin g Carrageenan S 100-
Starch Xanthan Gum .§
E 501 H
I 2 |pnAll
CONTROLLED Conventional Agrochemicals 0" ; ‘; @: '\' Q: q' Q' \' q: ';
i NN N N N N N
RELEASE e ensicale B S S S
Year

Figure 1. A) Schematic representation of hydrogel spheres considering the main types of
polysaccharides and active ingredients that can be used for the agricultural sector; B)
Number of papers published using descriptors “hydrogel and agriculture and release”
(blue bars); “bead and agriculture and release” (green bars) in the ISI Web of Knowledge
database from 2013 to 2023.

A search of the Web of Science (WoS) database from 2013 to 2023 using the
descriptors “hydrogel and agriculture and release” yielded 1,043 published scientific

articles. Another search using “bead and agriculture and release” descriptors totaled 516

17


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813024060082#f0005

scientific articles published for the same period (Figure 1-B). However, few systems are
manufactured with polysaccharides, indicating a potential area for expansion. Among the
works found, polymeric spheres capable of encapsulating conventional agrochemicals
(for example, mineral fertilizers, pesticides, and hormones) are the most studied systems,
followed by the encapsulation of microorganisms and hybrid systems (classified in this
study as spheres containing more than one class of encapsulated compound, such as
conventional active ingredients and nanoparticles or microorganisms).

Thus, this review focuses on the latest advances in developing hydrogel spheres
consisting of polysaccharides that can encapsulate agrochemicals, nano-enabled
agrochemicals, and microorganisms for agricultural purposes. Furthermore, we discuss
methods for preparing these hydrogels and their ability to release active ingredients into
the environment. Finally, we put into perspective hydrogel spheres for the controlled
release of agrochemicals. These systems can contribute to developing eco-friendly and

cost-effective solutions to increase agricultural productivity.

2. Exploring methods for producing polysaccharide-based sustainable hydrogel
spheres

Producing natural polysaccharides hydrogel has proven promising in sustainable
agriculture [32, 45]. These materials are abundant in nature, have reduced costs, and have
low environmental impact. However, it is essential to understand the process of synthesis
of spheres and the materials involved. First, preparation, method, and type of
polysaccharide can exhibit different physicochemical properties and enable specific
application requirements in the field, such as i) improving the mechanical properties of
the system, ii) promoting sustained and/or intelligent release, and iii) increasing
environmental compatibility [68]. For example, Qin et al. (2019) successfully produced
chitosan-alginate core-shell gel spheres by a dripping method using calcium chloride as
a cross-linker. These spheres exhibited a sol-gel transition property responsive to pH
stimulation from chitosan and calcium alginate and could release magnetic
Fe304 nanoparticles and fluorescent compounds in an aqueous médium [69].

Nevertheless, most beads are made with cross-linkers aid through physical and
chemical interactions [70]. Chemical cross-linkers are recognized for having cross-linkers
that form covalent bonds. On the other hand, physical cross-linkers present hydrogen
interactions, physical domains, and ionic and hydrophobic interactions [71]. Chemical

cross-linkers can be made through the polymerization of monomers or small molecules
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[72]. Various cross-linkers are used in the construction of hydrogel spheres, such as
divinyl sulfone [73], thiourea formaldehyde [74], ethylene glycol dimethacrylic acid
(EGDMA) [61], citric acid [75], acrylamide [76], etc. Due to their active groups, these
molecules can bind to polymer chains through chemical reactions, including esterification
[77] and cross-linking [78]. For example, Knijnenburg et al. (2021) encapsulated zinc
oxide nanoparticles in sodium alginate and polyvinyl alcohol (PVA) spheres cross-linked
with two ions (Ca?* and Zn?*) through ionotropic gelation. This study observed that
hydrogels containing PVA increased water absorption and retention, making them more
hydrophilic than those without PVA. Furthermore, the release kinetics were found to be
dependent on the cross-linker used, as the spheres cross-linked with Zn released the ion
quickly, while those cross-linked with Ca were slower [79].

Inappropriate use of cross-linking agents can cause changes in the physicochemical
properties of polysaccharides, altering their surface area, particle size, volume, and pore
dimensions and affecting their thermal degradation and swelling of the polymer [80]. For
example, using concentrations of cross-linker that are higher than necessary can result in
denser and more rigid three-dimensional networks. This can impede the mobility of
molecular chains, reducing the interstices between the liquid molecules in the network
[81]. On the other hand, epichlorohydrin, a cross-linking agent commonly used in
polysaccharides, can control the hydrogel's swelling and thermal stability. That is, as the
concentration of this molecule increases, the swelling capacity decreases, and the
material's thermal stability improves [59]. Therefore, the concentration of cross-linkers is
fundamental, and their use depends on the type of biopolymer and the desired properties
of the material.

Besides cross-linkers, parameters such as temperature and pH can interfere with the
synthesis of hydrogel spheres. For example, Cai and Zhang (2006) showed an interaction
between cellulose and NaOH in an aqueous urea solution (pre-cooled below —10 °C)
where they rapidly dissolved cellulose at room temperature. Furthermore, their results
showed cellulose gelation when dropped in the 59.4 °C-30.5 °C range and irreversible
gel behavior at temperatures above 30 °C or below —3 °C [82]. Therefore, changing
temperature can alter the viscosity of polysaccharide solutions since molecular
interactions and movement of polymer chains are affected by changes in the thermal
energy of the solution [83]. Under higher temperature conditions, for example, greater
sphericity of the material [84] and an increase in swelling capacity can be achieved [85].
Additionally, temperature is closely linked to the active ingredient release processes. At
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lower temperatures, around 4 °C, reducing the diffusion of the active ingredient to the
external environment is possible since structural changes may occur in the spheres,
making them more compact or altering their porosity [86].

Furthermore, changes in pH values can influence the mechanical properties, such
as tenacity and hardness of hydrogels, due to their interactions between polymer chains
that can form cross-links, increasing the rigidity and resistance of the gel [87].
Furthermore, when the sphere construction process is used to encapsulate cells or
microorganisms, the pH during their formation can impact the viability and performance
of the encapsulated organisms [88]. Thus, pH optimization is fundamental in designing
and manufacturing these materials for various applications.

On the other hand, another factor that can influence the preparation of hydrogel
spheres is the mixture of polysaccharides with inorganic substances, including metallic
oxides and silica, in their composition [27]. This association can provide unique and
combined properties between two or more systems, such as excellent structural stability,
mechanical resistance, and capacity for controlled release of active substances. It can also
result in structures with high porosity, low density, and resistance to extreme temperatures
[89]. For example, Eddara et al. (2022) manufactured chitosan and kaolinite clay spheres
by dip-immersion for controlled release of NPK fertilizers. They observed that the
inclusion of clay affected the mechanical properties of the system, resulting in better
physical resistance, increased cation exchange capacity with the soil, and delayed
degradation and release of the active ingredient compared to those containing only
chitosan [90]. Furthermore, incorporating inorganic nanoparticles uniformly distributed
in the matrix of polysaccharide spheres is another strategy used to increase the hydrogel's

resistance in acidic or alkaline media and improve its thermal stability [91].

3. Hydrogel spheres as delivery systems

The development of intelligent systems for the controlled release of agrochemicals
and microorganisms that are biodegradable, low-cost, and scalable has attracted the
attention of the agricultural sector. In this context, hydrogel spheres composed of
polysaccharides can improve the effectiveness of agrochemicals, reducing the number of
applications required and decreasing the irrigation frequency since these spheres are
superabsorbent and can protect active ingredients. However, release mechanisms in
complex matrices (such as soils and tributaries) have yet to be fully elucidated. The
primary rationale is based exclusively on the swelling caused by osmosis in the polymeric
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network. The water absorption increases pressure, swells the hydrogel, and stretches the
polymeric network as the pores expand, allowing permeabilization to the environment
[92]. A possible mechanism for the release of agrochemicals/microorganisms in hydrogel
spheres in the soil can be interpreted as shown in Figure 2-A, followed by the steps: 1) it
begins with the expansion process (swelling), which aims to facilitate the diffusion of the
encapsulated compound; 2) then, there is a migration of free water towards the interior of
the coating through the pores, contributing to triggering the release; 3) subsequently, the
polymer itself gradually disintegrates, a process driven by environmental microorganisms
during the decomposition phase, thus, accelerating the release process [93]. However, it
is worth noting that in the case of encapsulation of microorganisms or nano-enabled

agrochemicals, other factors may influence this release model.
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Figure. 2. A) Scheme of the controlled release mechanism of polysaccharide spheres: 1-
Water from the environment penetrates the structure of the sphere through the pores,
causing its expansion; 2-Migration of free water into the sphere causes the diffusion of
the active ingredient into the environment through the pores of the hydrogel; 3-
Microorganisms promote residual degradation of insoluble active ingredients; B)
Examples of different hydrogel spheres and their effects when adding other materials to
the system (Bl and B2), applying a new coating (B3), or mixing with different
polysaccharides (B4 and B5). Parts of the figure were created using Canva.

The release rates of (nano-)agrochemicals/microorganisms can also be controlled
by changing the thickness and total content of the encapsulated active ingredient [76, 94].
Furthermore, aspects such as crystallinity, material composition, surface charge, type and
concentration of active ingredient, particle size, hydrophilic-hydrophobic interactions,
porosity, and cross-linking are related to the spheres' degradation (and release)
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mechanisms [70]. Therefore, surface morphology is extremely important since spheres
with well-defined porous structures absorb more water, facilitating compounds'
degradation and release rate. Thus, mixing different materials enables the design of new
surface roughness, pores size, and release mechanisms of active ingredients [95]. For
example, sodium alginate is the polysaccharide most used in developing these hydrogel
spheres as it meets the requirements such as good biocompatibility, biodegradability, and
non-toxicity. However, when the spheres are made purely of alginate, they have low
mechanical resistance, which limits their applications [79].

Changing spheres' structures and understanding physical-chemical behaviors
(alongside resistance, surface, thickness, and pore size) have been challenging [96]. For
example, Li et al. (2016) produced a series of alginate- and kaolin-based beads with
surface modification with polyethyleneimine (PEI) and polysaccharides fillers: cellulose
powder, cellulose nanocrystals, starch, and xylan (Figure 2-1, B2 and B3). Their results
indicated that the addition of an inorganic clay such as kaolin improved the spheres’
mechanical resistance, the surface modification was directly proportional to the control
of phenylacetic acid (a plant growth regulator) release rate, and cellulose nanocrystals
caused rougher surfaces [58].

Another way to modify beads is by incorporating a polymer derivative (a polymer
with chemical modifications), e.g., carboxymethyl cellulose (CMC) Figure 2-B4 is
known to improve water mobility and porosity of the spheres [97]. As previously
mentioned, physicochemical proprieties may also differ with cross-linking molecules.
Perez et al. (2016) examined spheres produced from a mixture of starch and chitosan
using the dripping technique in an aqueous solution of sodium tripolyphosphate (TPP) as
an ionotropic cross-linking agent (Figure 2-B5). They observed that the starch content
and cross-linking time affected the characteristics of the spheres, influencing the swelling
behavior and fertilizer release capacity [98]. Furthermore, beads such as those derived
from lignin, a polyphenolic material, can be degraded by bacteria and fungi, enabling its
use in constructing microorganism-responsive beads. Lignin beads can also improve the
slow-release behavior of fertilizers and the effectiveness of pesticides such as atrazine
[99, 100]. Beads containing only alginate or chitosan may exhibit a slow degradation rate
by microorganisms; however, this rate may vary due to their specific chemical structures

and environmental conditions [52, 99].
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3.1. Encapsulation of conventional agrochemicals in hydrogel spheres

The encapsulation of conventional agricultural inputs such as pesticides and
fertilizers [26, 101] in polysaccharide matrix hydrogel spheres opens new possibilities for
the sustainable management of agricultural inputs in a more efficient and ecologically
conscious pathway by reducing the degradation of active ingredients against biotic and
abiotic factors and improving their availability to plants.

A study by Singh et al. (2022) on encapsulating the insecticide imidacloprid in
hydrogel spheres composed of chitosan, alginate, and cenosphere revealed that
insecticidal activity was achieved without affecting the host plant in the long term. The
leaching analysis indicated that the loss of the active ingredient was twice as slow, at only
12 %, compared to the commercial formulation. Furthermore, insecticidal efficacy
reached 100 % against Aphis crassivora (cowpea aphid) over 48 h, demonstrating
superior performance compared to the conventional formulation. The authors also
observed pH responsiveness in the beads (Figure 3-A) [102]. Parallel to this study, hybrid
spheres of polysaccharides and clay showed great potential for water retention and
prolonged release of up to 60 times greater than non-encapsulated active ingredients
[103]. Yan et al. (2013) also developed a hybrid system of alginate, chitosan, and
bentonite prepared by extrusion in a calcium chloride solution. The inclusion of bentonite
demonstrated the potential to improve the particles' sphericity, causing the insecticide
acetamiprid's loading rate and encapsulation efficiency to increase from 36.36 % to
63.01 %. While the sphere containing only chitosan and sodium alginate increased from
36.36 % to 54.29 %, the synergism between the mixture also improved the release
performance [104].
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Figure. 3. Examples of responsive release hydrogel spheres: A) pH-responsive release of
imidacloprid from hydrogel spheres and their pesticidal activity following re-infestation
of aphids after 48 h; B) Fungus-bacteria responsive release hydrogel; C) pH-responsive
chlorpyrifos hydrogel sphere and their cumulative release rate in different pH.
Reproduced with permission from Ref. [102, 105] Copyright (2022, 2018), Elsevier. Parts
of the image were created using Canva.

Furthermore, Li et al. (2012) produced hydrogel spheres composed of
carboxymethyl chitosan and bentonite to encapsulate atrazine (an herbicide) and
imidacloprid (an insecticide). The release study showed that the time required to release
50 % of the active ingredients (t50) was extended to 572 h for atrazine and 24 h for
imidacloprid. The difference in release behavior between the two herbicides is related to
the active ingredient's hydrophobicity and water solubility. In addition, leaching studies
showed that the amount of pesticide available decreased due to the sorption promoted by
bentonite [106]. Also, the construction of hydrogel spheres developed by Liu and
colleagues (2021) for the controlled release of clothianidin, using tannic acid/Fe(ll1) as a
coating and sodium alginate as a matrix, showed long-lasting effectiveness in managing
the bean aphid, increasing the absorption and bioconcentration capacity of clothianidin in
plants [107].

Hydrogels that respond to external parameters are gaining attention for releasing
bioactive ingredients, as biodegradable beads can degrade in contact of bacteria and

fungus of soil (Figure 3-B) [99]. Also, Xiang et al. (2018) developed a pH-responsive
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controlled-release nanosystem composed of chlorpyrifos, polydopamine, attapulgite, and

calcium alginate. The results indicated that the spheres tended to collapse in an alkaline

environment and promoted the release of chlorpyrifos, demonstrating their effectiveness

in combating larvae (grubs) (Figure 3-C). Furthermore, the system protected the active

ingredient from ultraviolet light, which is considered promising for extending the

pesticide's duration in the field [105].

Table 1. Examples of conventional agrochemicals encapsulated in hydrogel

spheres and their main results.

Sphere type Agrochemical

Alginate/Bentonite Emamectin benzoate

Starch/Chitosan/Calcium
Alginate

Spirotetramat

Sodium alginate/Chitosan Chlorantraniliprole

Starch/Sodium  Alginate/Natural 2 4-dichlorophenoxy

Rubber

Carboxymethyl chitosan Prothioconazole
Sodium alginate/PNIPAM Glyphosate
Cellulose Zinc sulfate
Sodium Alginate/Lignin Ferric chloride

Findings

Effective in controlling Spodoptera frugiperda in
corn plants. Bentonite content increased and the
release rate decreased.

Controlled release and slow degradation rate.
Improved insecticide efficacy.

Controlled release of the insecticide and better
efficiency in controlling Chilo
suppressalis and Sesamia inferens.

The system improved bioavailability and prolonged
herbicide release for 700 h.

The system showed pH-responsive release for the
insecticide, good fungicidal capacity
against Gaeumannomyces  graminis var. tritic, and
decreased dosage of insecticide.

The system showed multi-responsive release for the
herbicide.

Capacity for nutrient release and absorption by plant
roots.

Sustained iron release behavior and degradation rate
of 55.6 % after 50 days of exposure in the soil.
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Sphere type Agrochemical Findings

Potassium Prolonged release of fertilizer over 25 days.
Alginate/Lignin nitrate/Potassium Variations in alginate/lignin concentrations directly [116]

phosphate affected the a.i. release.

Ammonium

The system decreased the nutrient release rate

Sodium alginate nitrate/Potassium
. compared to pure salts.
chloride
Sodium o Slow release of micronutrients, good bioavailability,
. Cu “* ions . o
alginate/carboxymethylcellulose and lower fertilizer application rates.

On the other hand, hydrogel spheres can entrap and control the release of fertilizers,
such as Nitrogen, Phosphorus, and Potassium (NPK), showing greater efficiency than
conventional fertilizers due to the slower release of these nutrients [119, 120]. For
example, Chen et al. (2023) produced a potassium-based fertilizer encapsulated in a
starch-alginate matrix. They observed that the ability to control the release of the nutrient
was associated with the concentration of polysaccharides used in preparing the
formulation. Higher concentrations of sodium alginate, combined with lower
concentrations of potassium chloride, achieved good encapsulation efficiency, decreased
swelling, reduced potassium release, and a 25 % increase in the spheres' biodegradation
rate [121]. Therefore, research and development in this area can potentially improve the
use of agrochemicals. Technological advancement meets the efficiency requirements of
modern agriculture and the growing demand for sustainable agricultural practices that
involve circular economy precepts. Table 1 summarizes other examples of agrochemicals

encapsulated in hydrogel spheres for agriculture.

3.2. Encapsulation of microorganisms in hydrogel spheres
Microorganisms play an important role in promoting plant growth, protecting

against pathogens and pests, improving soil quality, and increasing agricultural
productivity [122]. Microorganisms have multiple mechanisms of action in plant growth,
such as the production and secretion of phytohormones such as indole-3-acetic acid
(IAA), cytokinins, gibberellins, and ethylene; plant growth regulators (abscisic acid, nitric
oxide, and polyamines such as spermidine, spermine); increased nutrient availability,

phosphate solubilization, nitrate reductase activity, and N use efficiency; biocontrol of
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phytopathogens and diseases; protection of plants against saline stress and toxic elements
in the soil; in addition to biological nitrogen fixation. In this way, bacteria, fungi, and
other beneficial microorganisms can be used to enhance plant development [32, 123] and
agricultural productivity [124, 125] .Therefore, the interest in encapsulating
microorganisms in polymeric carrier systems has increased [123] since many of these
organisms can suffer from abiotic environmental factors, and encapsulation can protect
them, making them more available over time. Thus, the encapsulation of microorganisms
in polysaccharide spheres is of great value. Being hydrophilic, they can improve the
moisture retention capacity of the inoculants, which is crucial for the survival and growth
of microorganisms in the environment [66] (Figure 4).

Microorganisms can:
» Promote plant growth;
« Protect against pathogens and pests;
» Improve soil quality;
« Increase agricultural productivity.

l&Controlled
elease

Encapsulating benefits microorganisms in polymeric
carrier spheres can: 3

« Protect them from abiotic environmental factors;
« Improve the moisture retention capacity of the
inoculants.

Figure. 4. Action and benefits of controlled release of microorganisms encapsulated in
polymeric carrier systems into the soil. Image was created using.

Plant growth-promoting and nitrogen-fixing rhizobacteria in soil are efficient
candidates for field application. They can potentially increase crop productivity, suppress
plant diseases, and act as biofertilizers [126]. For example, Lima-Tenorio and colleagues
(2023) conducted a study using a mixture of cationic starch polysaccharide and chitosan
to produce a biofertilizer. In this way, Ab-V5 and Ab-V6 strains of Azospirillum
brasilense were encapsulated inside a double sphere by a swelling diffusion method
followed by desiccation. The spheres were obtained using the dripping technique and
cross-linked with sodium tripolyphosphate. The results showed that the treated plants
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maintained the viability of A. brasilense for at least 60 days and demonstrated efficiency
in promoting corn growth [127]. Also, Chen et al. (2013) used this method to encapsulate
Bacillus cereus (strain C1L) and maintained 42 % of its viability. They used 18.3 %
maltodextrin and 12.5 % gum arabic as coating materials to act as a biofungicide, and this
system effectively protects encapsulated bacteria and inhibits Cochliobolus
heterostrophus [128].

On the other hand, fungal entomopathogenic organisms can be a promising
alternative to synthetic insecticides for the biocontrol of pests and insects. For example,
encapsulation in calcium alginate and starch spheres was used to encapsulate the fungus
Metarhizium brunneum (BIPESCOS), considered a beneficial organism for pest control,
capable of promoting endophytism in tomato plants. Thus, mycelium encapsulation
increased drying survival by 31.5 %. The co-encapsulated starch was degraded by 24.8 %
after 21 days and served as a source of nutrients for its growth in soil. When applied to
soil, encapsulation significantly increased endophytism by 3.8 to 7.0 times compared to
plants treated with unformulated fungal biomass [129]. In another study, hydrogel spheres
were produced by the ionic gelation method in a sodium alginate matrix modified with
different polymers to encapsulate the Trichoderma sp. fungus (a potential biological
control agent) to evaluate the viability of conidia during encapsulation. The results
revealed good compatibility with Trichoderma, as formulations stored after 14 months
showed concentrations of viable cells above 106 CFU/g [130]. Also, Muskat et al. (2022)
encapsulated the fungus Entomophthorales Pandora sp. (ARSEF 13372) to develop a
biopesticide in the form of spheres using the extrusion method. Thus, various
combinations of sodium alginate with starch, chitin, and skimmed milk powder were used
to encapsulate the fungal conidia. Hence, skimmed milk increased the number of fungal
conidia by 2.95 times and released a significantly greater number of conidia from the
spheres than the other combinations. Furthermore, a higher mortality rate of the
formulation was observed for summer apple psyllid pests, e.g., about 48 % for Cacopsylla
picta and 75 % for Cacopsylla pyri [131].

It is worth highlighting that according to Wu et al. (2012), when microorganisms
are incorporated into a hybrid matrix composed of clays and natural polymers, the clay
can increase the cellular stability of the encapsulated microorganisms, forming a
protective layer against adverse conditions, such as changes in temperature, pH among
others, improving the overall stability and survival rate of encapsulated cells [132].

Furthermore, clays in polymeric spheres improve interaction with microorganisms

28



Chitosan/Starch

present in the environment [133, 134]. Also, spheres manufactured from chitosan/carbon
black nanopowders can adsorb phosphate. When in contact with microorganisms, these
spheres decompose, releasing primary nutrients (nitrogen, phosphorus, and potassium)
[135, 136]. Therefore, encapsulation of microorganisms is a promising technique that
continues to evolve and offers innovative solutions to various challenges across different
industries. In general, it can be difficult to study the effect of microorganisms on
polymeric and hybrid polysaccharide spheres due to the complexity of interactions
between microorganisms and the physicochemical properties of the spheres, which can
influence the growth and activity of microorganisms [137]. Therefore, as research and
development in this area progresses, the application of encapsulated microorganisms in
agriculture is expected to become more effective, playing an increasingly important role
in promoting sustainability and improving agricultural practices worldwide. Table
2 presents other examples of microorganisms encapsulated in hydrogel spheres and the

main results obtained from these studies.

Table 2.Examples of microorganisms encapsulated in hydrogel spheres and their main
results.

Sphere type Microorganisms Findings Ref

Immobilization of bacteria in

Azospirillum brasilense/ hydrogel spheres benefits

Pseudomonas fluorescens . .
Promotion of root growth in

corn plants.

low rel f plant growth-
Pseudomonas Slow release of plant growt

bacterial survival rates. [138]

Alginate-montmorillonite/Alginate-
halloysite

Sodium alginate

fluorescens/Azosprillum
brasilense

Enterobacter hormaeche

promoting bacteria after 15 days
of incubation and effectiveness
on the growth of wheat plants.

Significantly higher okra
growth and yield were observed
after 60 days. Soil quality
improved, with a yield increase
of up to 75.6 %.

[139]

[140]
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Sphere type Microorganisms

Gelatin alginate Enterobacter sp. ITCB-09
Sodium alginate/Calcium chloride Trichoderma harzianum
Gum Arabic/Maltodextrin Bacillus subtilis B99-2

Alginate/Carboxymethylcellulose/Pectin Heterorhabditis sp.

Azospirillum
Starch/Chitosan brasilense/Pseudomonas
fluorescens

Findings

The bacterial strain exhibited
the ability to solubilize
inorganic phosphate

(865.98 pg/ml). Positive effect
on Capsicum chinense Jacq.
seedling growth.

Increased levels of denitrifying
bacteria compared to control.
Enhanced chitinolytic and
cellulosic activities, resulting in
effective control of S.
sclerotiorum.

The survival rate was 87.53 %
after 540 days of storage.
Effective biocontrol reached
79.91 %

against Rhizoctonia tomato rot
under field conditions.

The alginate spheres
demonstrated nematode
retention capacity.

Controlled release of bacteria
into water and soil.

Ref

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

3.3.  Encapsulation of hybrid systems in hydrogel spheres

With advances in the production of hydrogel spheres, the ability to encapsulate

multiple active ingredients within their structure arises, creating hybrid systems. These

systems combine different interconnected components within the same matrix, enabling

the sequential release of multiple active ingredients over time [146]. For example,

nutrients can be encapsulated with components that reduce soil acidity, contributing to a

better productivity culture, or nanoparticles associated with microorganisms can be used

[147]. For example, spheres made of slow-release sodium alginate that enable the release

of insecticides and fertilizers (organic and inorganic) in a single application were

developed by Joshi et al. (2020) using the microorganism Bacillus thuringiensis as a
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biopesticide and nitrogen, phosphorus, and potassium as fertilizers. The results showed
different release patterns between the encapsulated active ingredients, with KNOs and
K2HPO4showing a monophasic prolonged release pattern. In contrast, nitrogen showed a
lower release rate during the same 24-h of study. Regarding the effectiveness of this
biopesticide against Heliothis virescens larvae, a 35 % survival rate was reported, while
the control achieved 72.5 % after 120 h of exposure [148].

The association of different active ingredients in hydrogel spheres was also
observed by Ma et al. (2023), who prepared double-layer spheres for the controlled
release of various nitrogen, selenium, and copper-based fertilizers. Urea was encapsulated
as the core of the fertilizer, and copper ions were present in the outer shell of the hydrogel.
In addition, mesoporous silica nanoparticles loaded with sodium selenate were
encapsulated in the hydrogel network. In this study, the release time of nutrients from the
sphere reached approximately 42 days, as the outer layer of the hydrogel increased the
diffusion distance of nutrients, thereby prolonging the release time. However, the slow
release of Cu*? showed an antifungal effect, improving cherry radish's productivity and
nutritional value (R. sativus) [146].

In the meantime, the encapsulation of nanoparticles associated with nutrients,
biopesticides, or even microorganisms in hydrogel spheres has also been the target of
investigation, as nanoparticles may behave differently than conventional active
ingredients. For instance, Ekanayake et al. (2021) synthesized a dual-functional alginate
hydrogel containing ZnO and CuO nanoparticles. They observed that the loosely held
ions in the hydrogel were released before the cross-linking ions in the polymer chains
(Figure 5-A) [149]. Also, Pour et al. (2022) encapsulated Bacillus velezensis in an
alginate gum polymer hydrogel enriched with TiOzand SiO2 nanoparticles and observed
that the bacteria remained viable and were released from the carriers for >50 days (Figure
5-B) [150]. In addition, Panichikkal et al. (2021) produced hybrid spheres composed of
alginate, salicylic acid, zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs), and Pseudomonas sp. DN18.
This system showed antifungal activity against Sclerotium rolfsii. In addition, it revealed
that plant growth and biocontrol properties were superior to those of Pseudomonas sp.
DN18 in trials using rice (Oryza sativa) seedlings [147].
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Figure. 5. Examples of encapsulation of hybrid systems in hydrogel spheres. A) Hydrogel
spheres with dual-functional nanofertilizers embedding ZnO and CuO nanoparticles.
Reproduced with permission from Ref. [149] Copyright (2021), American Chemical
Society; B) Hydrogel encapsulated with Bacillus velezensis and TiO2 and SiO2
nanoparticles. Reproduced with permission from Ref. [150] Copyright (2022), MDPI.
Parts of the image were created using canva.com.

Furthermore, hydrogel spheres can be engineered according to their application by
mixing materials to modulate active ingredients' release effect or promote compatibility
with specific microorganisms. For example, Humbert et al. (2017) described the synthesis
of hydrogel spheres from calcium alginate chloride to encapsulate amyloglucosidase and
Saccharomyces cerevisiae and to assist in releasing CO2 [151]. The production of CO2
from yeast acted as a biocontrol agent against pests, and it was even possible to
encapsulate compounds with insecticidal properties that could interact with the
encapsulated microorganisms [152, 153]. Another study evaluated the release of
CO:2 from synergistic interactions between a Beauveria bassiana fungus with
Saccharomyces cerevisiae and corn starch, prolonging and increasing the release of CO2
[154].

Therefore, developing new sustainable hybrid systems with intelligent release
capacity is crucial to enable agricultural productivity [1]. Thus, with hydrogel spheres, it
is possible to encapsulate and control the release of different nanofertilizers. For instance,
Vincekovic et al. (2016) produced a chitosan/alginate-based hydrogel sphere, co-

encapsulating with the microorganism Trichoderma viride and the micronutrient copper,
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offering multiple effects in the field. Their results revealed that release can be controlled
by both the size of the spheres and by incorporating the microorganism into their matrix
[155]. Furthermore, such systems can potentially present a slow release when the

nanoparticles are encapsulated within them.

4. Concluding remarks and future perspectives

The evolution of technology and global challenges are constantly changing in the
agricultural sector. It is crucial to anticipate and understand the trends that will guide us
to achieve safe and efficient systems in the coming years. Developing intelligent systems
for the controlled release of agrochemicals is already a reality [156, 157], and
nanotechnology plays a critical role in improving these systems [158]. However, when
moving towards the use of beneficial microorganisms in plants, encapsulation in
nanoparticulated systems is not as suitable due to their size, as many of these
microorganisms have a larger structural organization than nanometric systems. In
addition, such organisms are in constant metabolic activity, carrying out a series of
biological processes, such as cell replication and cell division, among others [132, 140].

Furthermore, microorganisms are highly susceptible to dehydration and quickly
lose viability [88, 127]. In this way, developing new intelligent materials, such as hybrid
spheres made of polysaccharides, makes it possible to create structures resistant to
adverse climatic conditions to encapsulate microorganisms and increase their viability in
the field. These structures can also provide food for survival and multiplication, allowing
the encapsulation of conventional agrochemicals and nanoparticles. Therefore, hydrogel
beads have the potential to significantly improve the use of microorganisms and other
active ingredients in traditional agriculture, promoting more sustainable agricultural
practices and boosting responsible food production on the planet. Numerous patents have
been issued on this topic (e.g., US 10,865,160 B2; US 7,422,737 B1). However, there are
still challenges to be overcome for the full implementation of this technology, such as:
- Some hydrogels, such as spheres made solely of alginate, can be difficult to degrade in
soil, significantly delaying the release of the active ingredient. To overcome this, it is
necessary to develop more complex systems, such as hydrogels combined with clays,
organic matter, or other biodegradable polymers.
- The size of the hydrogel spheres limits their application mainly to soil, as foliar

application remains inefficient. Their size prevents internalization or adherence to the
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leaf. However, strategies can be developed to modify the size and surface of the spheres
by using coatings that enhance adhesion to the leaf surfaces.
- There is a need for in-depth studies on the release mechanisms of these hybrid systems,
especially for bacteria and hybrid systems under real environmental conditions.
Furthermore, responsive polysaccharides should be further explored to control the release
of active ingredients. For example, chitosan can generate a system responsive to changes
in pH [102], while xanthan gum can create a system responsive to temperature due to its
rheological changes, such as changes in viscosity and stability [159].
- The production cost of hydrogel spheres can be high, especially when considering large-
scale agricultural applications. Therefore, cheap and innovative methods of
manufacturing hybrid hydrogel bead systems must be improved. For example, Jiang et al.
(2023) created a rapid process of producing spheres using the Pickering emulsion method.
In this method, droplets surrounded by layers of air and water are formed by an air jet
passing through a small reservoir containing a liquid layer composed of a suspension of
nanoparticles and biopolymer, allowing the generation of up to 300 spheres per second
[160]. Furthermore, the spray drying technique is also used to produce these systems on
a larger scale [161]. However, it has limitations related to the stability of the complex
precursor solution/dispersion during the atomization process, high energy consumption,
etc. [162].
- There is a need for a better understanding of the impact of these systems on the
environment and human health, particularly when involve multiple active ingredients or
nanomaterials. The effects of these hydrogel spheres should also be based on the timing
of application and different environmental conditions. This understanding is crucial for
supporting regulatory processes and ensuring acceptance by producers and the public in
the future.

In addition, this study suggests new strategies for developing formulations based
on hydrogel spheres. The main future perspectives include:
- Investigate how different combinations of polysaccharides and microorganism agents
can further improve the efficiency and sustainability of hydrogels, adapting them to a
broader range of adverse environmental conditions and other crops.
- Explore the use of nanomaterials with improved properties, such as greater controlled
release capacity and responses to specific environmental stimuli (pH, temperature,

humidity, etc.).
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- Promote the development of materials integrated with precision agriculture technologies
for more efficient and localized administration of agricultural inputs, reducing waste and
maximizing yields.

- Conduct large-scale field trials to evaluate the effectiveness of these materials in various
agricultural conditions and climates, providing real data on their performance and
economic and environmental benefits.

- Conduct environmental impact studies and life cycle analyses to quantify the benefits
and potential drawbacks of widespread adoption of hydrogels in agriculture, helping to
develop guidelines for their sustainable use.

- Explore the encapsulation of new types of active ingredients, such as biofertilizers and
beneficial microorganisms with pest biocontrol capabilities, to broaden the reach of the
technology and promote even greener agriculture.

Therefore, developing and implementing new strategies for the controlled release
of agricultural inputs is essential to mitigate environmental impacts and improve food
production. In this way, we hope that innovation research will continue to explore new
ways to harness the potential of these hydrogel spheres for the agricultural sector, always

aiming to contribute to more sustainable and efficient farming practices.
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CAPITULO II

OTIMIZACAO DAS ESFERAS DE HIDROGEL

PREPARO E CARACTERIZACAO DOS DIFERENTES TIPOS DE
ESFERAS DE HIDROGEL,

SINTESE DE NANOPARTICULAS

CULTIVO DAS ESTIRPES AB-V5 E AB-V6 DE AZOSPIRILLUM
BRASILENSE
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1- INTRODUCAO

A busca por esferas de hidrogel com potencial de combinagéo de propriedades
desejaveis tem impulsionado as pesquisas na area do setor agricola [163]. Tendo como
seu principal aliado o alginato de sédio (AS) , por ser biocompativel, biodegradavel, baixo
custo e ter capacidade de formar esferas perfeitas [164, 165]. Sendo este um
polissacarideo de cadeia linear composto por f-D-manuronato (M) e a-L-guluronato (G)
[166], com capacidade de se reticular com ions divalentes, como cloreto de calcio (Ca?"),
por meio dos blocos G da cadeia polimérica, formando estruturas bidimensionais
denominada como “caixa de ovo” [164]. Suas unidades enriquecidas por acido o-I-
gulurdnico, lhe conferem rigidez, enquanto as P-d-manuronico, que lhe confere
flexibilidade [167]. Devido a sua capacidade de formar géis na presenca de Ca?" (Figura
1) [168], ele tem o potencial de aprisionar ativos em seu interior, sua morfologia e

resisténcia sao dependentes da concentragdo de Ca?* [109, 169, 170].

Figura 1. Representacdo esquematica da formacao das esferas de AS reticuladas por
Ca?' [168]

Além disso a mistura de diferentes matérias, associados a matriz do alginato pode
provocar alteracBes significativas nas propriedades fisico-quimicas dos materiais
envolvidos, tais como, mudangas na superficie, morfologia, tamanho de poros, entre
outros [95, 96, 171].

A combinacdo de esferas com nanoparticulas de zinco tem sido explorada na
agricultura, uma vez que esses sistemas tém potencial de liberar zinco de forma lenta as
plantas. Assim, este sistema pode reduzir as perdas deste insumo agricola pela degradacédo
fisico-quimica e lixiviagao no solo [55]. Entre os métodos mais comuns para obtencao de

NPs de zinco, destaca-se 0 método de nanoprecipitacao, conhecido por sua simplicidade
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e baixo custo [172] [173]. Esse método pode utilizar diversos sais de zinco, como acetato
de zinco [174], sulfato de zinco [175] e nitrato de zinco [176], que s&o adicionados a uma
solucé@o contendo um agente precipitante, como hidréxido de sodio. A adicéo resulta na
formacdo de um precipitado de hidréxido de zinco, que, ao ser submetido a calcinacdo
em altas temperaturas, se transforma em ZnONP [174]. Durante esse processo o hidroxido
de zinco perde agua por desidratacédo, levando a formacao do 6xido de zinco [177]. Além
disso, € comum a utilizacdo de surfactantes, como o brometo de cetil trimetil amonio
(CTAB) [178], o dodecil sulfato de sodio (SDS) [179] e triton [180] para revestir e
estabilizar as nanoparticulas. Essa abordagem ndo apenas melhora a dispersdo das
nanoparticulas, mas também pode influenciar suas propriedades finais, tornando-as mais
eficazes em aplicacdes agricolas.

Além do uso de ZnONPs, as bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP) do género Azospirillum brasilense também desempenham um papel importante
na agricultura, promovendo o crescimento vegetal por meio da fixacdo de nitrogénio e da
producéo de substancias bioativas que melhoram a absorcéo de nutrientes pelas plantas,
encontrando-se predominantemente na rizosfera [181]. A espécie de Azospirillum é um
género de bactérias gram-negativas [182], e foi isolada pela primeira vez em 1978 em
solo brasileiro [183]. Desde entdo, tem sido considerada uma importante ferramenta para
a agricultura, especialmente em culturas de grdos [184, 185]. Essas bactérias sdo muito
utilizadas na inoculacao de sementes e, quando combinadas com nanoparticulas de zinco,
A. brasilense pode potencializar ainda mais os efeitos benéficos, contribuindo para a
bioacumulacdo de zinco nas plantas [17, 99, 125, 186]. Essa sinergia entre as
nanoparticulas e as bactérias ndo apenas melhora a disponibilidade de micronutrientes,
mas também aumenta a absor¢do de Zn, promovendo um crescimento mais robusto das
plantas [187]. A. brasilense € cultivada em meios de cultura especificos que favorecem
seu crescimento e atividade, contendo componentes como agucares e nutrientes [183].
Entretanto, sua disponibilidade no solo é afetada por fatores bioticos e abidticos do
ambiente e, portanto, a encapsulacdo dessas bactérias em sistemas biodegradaveis, como
esferas de hidrogel, tem sido amplamente estudadas atualmente [163].

A combinagdo de diferentes tipos de materiais como organico e inorganico
associados as esferas de hidrogel apresenta uma abordagem inovadora e promissora para
melhorar a agricultura. As esferas de alginato atuam como um sistema de liberacao
controlada, permitindo a liberagdo gradual e prolongada de zinco e das BPCV, tornando

0 Zn mais disponivel para absorg¢do pela planta e maximizando a bioacumulagéo de zinco
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nas plantas, pois 0 zinco tem baixa mobilidade no solo e pode se tornar menos disponivel
quando se precipita com fosfatos ou quando é complexado em solos com alto teor de
matéria organica [188-190]. Portanto, nanoparticulas e bactérias podem ser encapsuladas
em matrizes polimérica de hidroggéis.

Neste contexto, este capitulo tem como objetivo otimizar diferentes tipos de
esferas de hidrogel baseadas em matrizes de alginato de sddio, avaliando o efeito da
concentragdo de Ca?" e da incorporagdo de outros polissacarideos na formacao das
esferas. Adicionalmente, buscou-se analisar a capacidade de encapsulacdo de diversas
NPs (inorganicas e organicas) nesses hidrogeéis, visando aprimorar sua estabilidade e
gerar potencial de uso agricola. Atrelado a isso, microrganismos da espécie Azospirillum
brasilense (estirpes Ab-V5 e Ab-V6), foram cultivados e encapsulados posteriormente
em esferas de hidrogel. Por fim, a avaliacdo e os resultados obtidos neste capitulo
permitiram compreender como as esferas de hidrogel interagem com diferentes materiais,
além de identificar quais combinacgdes de esferas, NPs e bactérias demonstraram maior
potencial de aplicacdo na agricultura.

2- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Materiais

Os reagentes utilizados no estudo foram: tripalmitina (glicerol tripalmitato) e
alginato de sddio adquiridos pela Sigma-Aldrich, acido oleico (AO), cloreto de ferro (111)
hexa-hidratado 97%, cloreto de ferro (Il) tetra-hidratado > 99%, triglicerideo de acido
caprico/caprilico (Myritol 318) doado pela empresa ChemSpecs. A xilana foi extraida da
cana-de-acucar e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Michel Brienzo, UNESP. As estirpes
bacterianas foram gentilmente cedidas pela Embrapa Soja. Os demais reagentes e
solventes organicos utilizados foram de alto grau de pureza analitica adquiridos em
mercados nacionais. A agua Milli-Q foi obtida no proprio laboratério usando um sistema
Direct-Q3 UV Smart com resistividade de 18,2 MQ.cm.

2.2 Métodos
2.2.1 Sintese das nanoparticulas para serem encapsuladas nas esferas
2.2.1.1 Sintese de nanoparticulas de éxido zinco

As nanoparticulas de Oxido de zinco foram sintetizadas a partir do método
descrito por Aditya e seus colaborares [191] com modifica¢des. Assim, 2 g de sulfato de
zinco e 0,016 g de SDS foram dissolvidos em 40 ml de metanol. Ap6s a dissolucdo foram
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adicionadas 12,5 ml de &4gua deionizada. Em seguida, foi adicionada uma solucéo gota a
gota, contendo 0,74 g de hidroxido de sédio em 30 ml de metanol e, mantida em agitacéo
por 30 minutos. Posteriormente, o precipitado formado foi centrifugado e lavado com

etanol e acetona (1:1).

2.2.1.2 Sintese de nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de Fe estabilizadas
com &cido oleico

Nanoparticulas superparamagnéticas (FesOs@OA_NPs) foram sintetizadas
utilizando o método de cooprecipitacdo descrito por [192, 193], que consiste na adigdo de
15 g de cloreto de ferro (111) hexa-hidratado e 9,2 g de cloreto de ferro (1) tetra-hidratado
em 250 ml de agua Milli-Q e agitacdo mecanica por 10 min a 50 °C. Apds 10 minutos,
NH4OH (12 mol.L %) foi adicionado a soluc&o, resultando em um precipitado escuro de
FesO4. Em seguida foram adicionados 2,5 ml de &cido oleico a mistura, e entdo foi
aquecida a 80 °C durante 1 h. O Excesso de NH4+OH e &cido oleico foram removidos por
isolamento magnético do precipitado, utilizando um imd durante 15 minutos e
subsequente redispersao em cloroformio. O procedimento de lavagem foi repetido cinco
vezes com agua Milli-Q e quatro vezes com cloroférmio. Por fim, as nanoparticulas de
FesO4@OA (contendo 337,7 mg/L de Fe) foram armazenadas em frasco ambar a

temperatura ambiente.

2.2.1.3 Sintese de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) hibridos

O método emulsificacdo/evaporacgdo de solvente empregado para a preparacao do
carreador lipidico nanoestruturado (CLN) foi descrito inicialmente por Campos et al.
(2015) [194] com modificagdes. Assim, 250 mg de tripalmitina (lipidio sélido) e 75 mg
Myritol 318 (lipidio liquido) foram dissolvidos em cloroférmio contendo 0,5 ml de
AUNPs (as AuNPs foram utilizadas para a marcacao potencial dos CLNs). Em seguida a
fase organica foi adicionada a uma fase aquosa por imersdo, contendo 0,370 g de PVA
em 30 ml de 4gua. Logo apos a mistura foi sonicada por 4 minutos a uma poténcia de 90
W em sonicador de ponta (Ultrassénico QR 550 W). Posteriormente homogeneizou-se
em um Turrax (IKA T25) por 7 min a 12.000 rpm. Logo ap6s a formagdo da emulsdo, a
nanoformulacgéo foi transferida para e evaporador rotativo, onde foi concentrada em 10

ml. A amostra foi armazenada em frasco de vidro &mbar em temperatura ambiente.

2.2.2 Ensaios com bactérias
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2.2.2.1 Preparo do meio de cultivo Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
O meio de cultura YMA (Yeast Mannitol Agar), com modificacGes [195], foi

preparado da seguinte maneira: manitol (20 g/L), extrato de levedura (10 g/L), fosfato de
potassio (0,5 g/L), sulfato de magnésio (0,2 g/L), cloreto de sédio (0,02 g/L) foram
dissolvidos em agua Milli-Q (18.2 MQ-cm 25 °C), ajustando o pH para 6,8 e adicionando
agar (15 g/L). Apos completa dissolugdo do agar em banho-maria, 0 meio foi esterilizado
por autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Ap6s o resfriamento a 50°C, o meio foi vertido

em placas de Petri estéreis e deixado solidificar a temperatura ambiente.

2.2.2.2 Cultivo e crescimento de Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
As estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense foram reidratadas com o meio de

cultura YM liquido mencionado anteriormente, sem adicdo de agar. Utilizando uma alca
de platina flambada, as amostras foram transferidas individualmente para placas de Petri
contendo meio YMA solidificado pelo método de esgotamento por estrias na superficie
do meio de cultura. As placas foram incubadas na posic¢éo invertida em uma incubadora
B.O.D. MA 415 (Marconi) a 28°C (x2°C) por 7 dias, sendo monitoradas diariamente.
Apbs o cultivo das estirpes, as colbnias bacterianas foram cuidadosamente isoladas em
meios sOlidos. Posteriormente, cada uma das coldnias isoladas foi transferida para
erlenmeyers contendo 20 ml de meio de cultura YMA liquido, o qual foi previamente
esterilizado. Os erlenmeyers foram ent&o colocados em um agitador orbital (shaker), onde
as culturas ficaram sob agitacdo continua para garantir uma oxigenacdo homogénea. O
processo de cultivo foi realizado em condic¢des controladas dentro de uma incubadora,
mantendo-se a temperatura constante de 28°C (+2°C) durante um periodo de 7 dias,

permitindo o crescimento e multiplicacao das células.

2.2.2.3 Caracterizacdo das bactérias Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
)] Coloragédo de Gram

Para diferenciar bactérias com base na composicao da parede celular, utilizou-se
a técnica de coloracdo de Gram [196]. Inicialmente, as estirpes foram espalhadas
(esfregaco) em laminas de vidro usando uma alca de platina flambada e fixadas sob o
bico de Bunsen. Em seguida, aplicou-se o corante cristal violeta por 60 segundos.
Posteriormente, as amostras foram cobertas com lugol por 60 segundos, seguido pela
rapida descoloragdo com alcool-acetona e novamente lavadas com esguicho de agua

deionizada. Entdo, as laminas foram coradas com safranina por 30 segundos, seguido de
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novamente da lavagem com agua deionizada e secas. Em seguida foi realizada a
observagdo no microscopio Zeiss Primo Star equipado com camera AxioCam ERCc5s,

utilizando as objetivas de 40x e 100x.

2.2.2.4 Padronizagdo da metodologia analitica pra bactérias Azospirillum brasilense
(Ab-V5 e Ab-V6).

A padronizacdo das bactérias A. brasilense das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 foi
determinada pela densidade éptica (DO) utilizando o método de turbidimetria, por
espectrofotometria UV-Vis na absorbancia de 600 nm. As amostras foram suspensas
em solucdo tampéo fosfato estéril e submetidas a dilui¢es seriadas (10 a 10°). A
solucdo tampdo fosfato estéril foi utilizada como branco para zerar a leitura no
espectrofotdbmetro. Apds as diluicbes, procedeu-se a quantificacdo dos
microrganismos pelo método de pesagem da massa seca total das células. Cada
amostra foi submetida a um processo de filtragdo. Em seguida, as amostras foram
cuidadosamente pesadas e transferidas para uma estufa de secagem, onde
permaneceram a uma temperatura constante de 105 °C, garantindo a remocdo total da
umidade e a obtencdo da massa seca. Vale ressaltar que todas as dilui¢bes foram
realizadas em triplicata, visando maior linearidade nos valores obtidos. Os gréaficos
foram plotados no software Prism 10.0, relacionando os valores de massa seca com a
densidade dptica medida a 600 nm [197].

2.2.3 Preparo das esferas
2.2.3.1 Preparo das esferas de polissacarideo

As esferas foram preparadas pelo método extrusdo/precipitacdo descrito por
Mandal e seus colaboradores [51] com modificac¢des (Figura 2). Uma solugdo aquosa de
alginato de sodio a 2% (m/v) foi introduzida gota a gota em 100 ml de solucéo aquosa de
cloreto de célcio, nas concentracfes de 1%, 0,75%, 0,5% e 0,25%, utilizando uma seringa
com agulha de 13 x 0,45 mm. O sistema foi mantido sob agitagcdo a 400 rpm por 30
minutos. Apos a formacao, as esferas foram coletadas por filtracdo e lavadas com agua
Milli-Q.
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Figura 2. Representacao do preparo das esferas de hidrogel.

2.2.3.2 Preparo das esferas hibridas e associacdo com NPs e organismos

As esferas foram preparadas pelo mesmo metodo de extrusdo/precipitacdo
descrito no item 2.2.1. Inicialmente, foi preparada uma solucéo de alginato de sddio a 2%
(m/v), contendo as estirpes Ab-V5 (=CNPSo 2083) e Ab-V6 (=CNPSo 2084) de A.
brasilense na concentracdo de 0,15 mg/uL, em seguida, foram adicionados 300 mg de
ZnONPs, mantidos em agitacdo por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi introduzida
gota a gota com o auxilio de uma seringa com uma agulha de tamanho 13 x 0,45 mm, em
100 mL em uma solucéo aquosa de cloreto de calcio a 1% (m/v), sendo agitada a 400 rpm
por 30 minutos. Apos a formacdo, as esferas foram coletadas por filtracdo e lavadas com
agua Milli-Q. Alem disso, as esferas foram associadas a outros compostos, tais como
bentonita, xilana, celulose microcristalina e goma guar, na concentragdo de 2%, sendo

adicionados a solucgdo de AS.

2.3 Caracterizacdo Fisico-quimica
2.3.1 Espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis)
O espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu UV-1800) foi utilizado para estudar as
bandas de absorcdo das ZnONPs. Os espectros foram coletados de 200 a 800 nm e os

resultados foram plotados utilizando o software GraphPad Prism 10.1.

2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia por energia
dispersiva (MEV/EDS)

As nanoformulacdes, estirpes bacterianas e as esferas foram analisadas por MEV
com acoplamento de detector de energia dispersiva (EDS), para avaliar morfologia,
superficie e mapeamento das amostras. As amostras de nanoformulagdo foram diluidas
(1:1000) e gotejada sobre um suporte de silicio previamente limpo e seco por 24 horas

em dessecador contendo Na2SO4. As esferas de hidrogel foram secas a temperatura
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ambiente. As estirpes de A. brasilense puras e as esferas contendo as estirpes foram
submetidas a uma série de etapas de desidratacdo em diferentes concentragdes de alcool
etilico, seguido pelo processo de secagem critica com didxido de carbono (COz2).
Posteriormente, todas as amostras receberam uma fina camada de ouro, exceto aquelas
contendo CLN_AU, que foram revestidas com uma fina camada de carbono. As
micrografias foram obtidas por um microscépio eletrénico, modelo EVO-LS15 da marca
Carl Zeiss, do DFQ, UNESP Campus de Ilha Solteira.

2.3.3 Espectroscopia na Regigdo do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com a utilizacdo de um
espectrofotdbmetro Nicolet 5DXB FT-IR (Nicolet Instruments, Madison, Wi) instalado no
DFQ — UNESP llha Solteira. As pastilhas utilizadas na analise foram feitas a partir da
mistura de brometo de potassio (KBr) e amostra seca suficiente para compor 1% (m/m)
da mistura, que foi macerada até ficar totalmente uniforme. Para a obtencéo dos espectros
FTIR foi empregado, para cada amostra, um minimo de 64 varreduras numa resolucao de
+ 4 cm™, na faixa de 4000 a 400 cm™. Dessa forma, foi possivel observar bandas de
absorc¢do nos espectros, permitindo correlaciona-las com as possiveis interacfes entre as

ZnONPs, microrganismos e as esferas de polissacarideos.

2.3.4 Difragdo de Raios-X (DRX)
A técnica de difragdo raios-X (DRX) foi utilizada para analisar estruturas
cristalinas na formacdo ZnONPs. Além disso foi empregada para determinar o tamanho

do cristalito (&) da nanoparticula inorgénica, através da equacao de Scherrer (Equacéo

1),

E=0,89 ‘A /B-cosH Eq. (1)

onde: A ¢ o comprimento de onda dos raios-X (0,154 nm), B ¢ a largura total ao meio

maximo, 0 ¢ o angulo de difragao.

Os difratogramas foram obtidos através de medidas realizadas no difratbmetro
Shimadzu modelo XRD-6000, alocado no Departamento de Fisica e Quimica - UNESP

IlTha Solteira, utilizando como fonte de radiacdo a linha de emissdao do cobre (A Cu Ka
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=1,5418A). Os parametros utilizados foram: varredura no angulo de 5 a 80°, uma
velocidade de varredura do angulo 1°%min com um step de 0,02°, voltagem de 30 kV e

uma corrente de 40 mA.

2.3.5 Termogravimetria (TG)

As andlises de termogravimétrica foram feitas no equipamento da marca TA
Instruments, modelo Q-600 do Departamento de Fisica e Quimica - UNESP llha Solteira,
em cadinho de platina, utilizando cerca de 3 - 6 mg de amostra seca. Os experimentos
foram realizados com programacéo de rampa de aquecimento de 10 °C até 800 °C, com
razdo de aquecimento de 10 °C/min. A vazéo de nitrogénio foi mantida em 100 ml/min.

2.3.6 Degradacao das esferas de alginato de sodio

Para investigar a degradacdo das esferas de alginato de sddio, utilizou-se um
microscopio optico modelo U1000x com DSP de 24 bits e resolugdo de 640x480. As
esferas foram dispersas em suspensao aquosa (3 mg/mL), agitadas constantemente em
baixa velocidade por 20 dias e avaliadas em intervalos de tempo especificos.
Posteriormente, as esferas foram depositadas sobre uma superficie lisa e, com um
aumento de 1000x, foi possivel realizar uma observagdo detalhada do material. Todas as

analises foram conduzidas em temperatura ambiente a 25 °C.

2.3.7 Dinamica de Secagem e Intumescimento de Esferas

Para investigar a taxa de secagem dos diferentes tipos de esferas, utilizou-se uma
balanga analitica. As esferas intumescidas foram pesadas inicialmente e, em seguida,
deixadas para secar em temperatura ambiente por diferentes periodos e pesadas
novamente, e a diferenca entre os pesos inicial e final foi calculado. Da mesma forma, a
taxa de intumescimento foi analisada. As esferas secas foram pesadas antes de serem
submersas em &gua deionizada, onde foram mantidas em temperatura ambiente e por
diferentes periodos, as esferas foram pesadas novamente, e a diferenca entre 0s pesos

inicial e final foi igualmente calculada.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das nanoparticulas

3.1.1 Caracterizagao das nanoparticulas de 6xido de zinco
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As caracterizacOes realizadas sugerem a formacao de nanoparticulas de ZnO. A
espectroscopia UV-Vis mostrou um pico de absorbancia em 359 nm, conforme mostrado
na Figura 3-A, condizente com a literatura [198]. Os espectros vibracionais do FTIR
(Figura 3-B), na faixa de 4000 a 400 cm ™', evidenciaram bandas referentes ao estiramento
O-H em aproximadamente 3453 cm™, ao alongamento simétrico de C-H em torno de
2939 € 2859 cm™, a vibragao do grupo C=0 em 1632 e 1432 cm™!, e a banda de vibragao
de estiramento C-O em torno de 1112 cm™ [198]. A banda em aproximadamente 492
cm™! ¢ atribuida a vibragdo de estiramento da ligacdo Zn-O [199].

As medidas de difracdo de raios X, mostradas na Figura 3-C, revelam picos em
20 = 31,70°, 34,37°, 36,21°, 47,41°, 56,54°, 62,89°, 67,86°, 69,02° e 76,99°,
correspondendo aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112), (201),
respectivamente. Esses picos estdo totalmente de acordo com o padrdo DRX da estrutura
cristalina wurtzita hexagonal de ZnO (JCPDS Card No. 00-005-0664) [200]. Através da
equacdo de Scherer, foi possivel determinar um tamanho médio de cristalito em torno de
19,8 nm. Esses resultados sugerem a formacdo de nanoparticulas. Na micrografia obtida
por MEV (Figura 3-D), é possivel observar um aglomerado de nanoparticulas com uma
morfologia ndo muito definida, uma vez que as ZnO-NPs sdo muito reativas e tendem a

se aglomerar [201].
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Figura 3. Caracterizacdo de nanoparticula de 6xido de zinco: A) Analise do UV-Vis e
imagem da ZnONPs (inset); B) Espectros vibracionais por FTIR; C) Difratograma de
raio-X; D) Micrografias de MEV/EDS das ZnONPs.

46



3.1.2 Caracterizacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A caracterizagcdo fisico-quimica da formulacdo do carreador lipidico
nanoestruturado contendo ouro (CLN_Au@CTAB) (Figura 4-A) foi investigada a fim
de analisar suas propriedades fisico-quimicas e possiveis interacdes entre 0s compostos
da formulagcdo. A andlise de FTIR (Figura 4-B) revela os espectros dos modos
vibracionais do CLN_Au@CTAB, onde observa-se banda em aproximadamente 1736
cm ! referente ao estiramento da ligacao C=0O da fungao éster presente nos lipideos, e 715
cm™' corresponde ao estiramento das ligagdes C-H. Além disso, em 2914 cm™ e 2850
cm™!, observa-se 0 estiramento da ligacdo C-H do grupamento alquila. Ademais, néo
foram observadas bandas caracteristicas de interagdo com Au. O difratograma de raios-X
mostrado na Figura 4-C permite notar picos de difracdo em 24,1° e 19,4°, que
correspondem ao lipidio utilizado, de acordo com alguns relatados na literatura [202,
203]. Os dados de DRX sugerem que o efeito das nanoparticulas plasmonicas de Au na
estrutura do nacleo/invélucro do CLN ¢ insignificante, evidenciando o revestimento bem-
sucedido feito pelo lipidio. Além disso, as analises das propriedades térmicas (Figura 4-
D) permitiram investigar as alteracBes provocadas pela variacdo de temperatura do
material. Assim, observa-se uma perda de massa inicial em temperaturas abaixo de 100
°C, associada a perda de &gua e degradacdo de compostos volateis. Constata-se na
derivada que ocorrem trés picos: o primeiro a 80°C, correspondente & maior perda de
massa devido a perda de agua nessas amostras; o segundo pico proximo a 284 °C,
provavelmente relacionado a temperatura inicial de degradagéo do lipidio por ruptura das
ligacbes para formar um composto intermediério (transicdes térmicas secundarias, por
ndo ser puro o lipidio); e em torno de 350 °C encontra-se o terceiro pico, indicando a
perda de massa da decomposicéo final para 0 CLN_Au@CTAB.
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Figura 4. Caracterizacdo do carreador lipidico nanoestruturado: A) Imagem da
nanoformulacdo CLN_Au@CTAB; B) Espectros vibracionais por FTIR; C)
Difratograma de raio-X; D) Analise termogravimétrica das nanoparticulas organicas.
Figura 4 reproduzida de Antunes (2020) [204].
3.1.3 Caracterizacao das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas revestidas com acido oleico (FesOs@O0A),
ilustradas na Figura 5-A, foram caracterizadas por diversas técnicas analiticas. Analise
de FTIR (Figura 5-B) revelou bandas caracteristicas atribuidas aos modos vibracionais
em aproximadamente 583 cm™!, referentes a ligagdo Fe-O, e picos de absorcdo tipicos das
ligagdes em torno de 3420 e 2923 cm™!, atribuidos aos grupos hidroxila presentes no -
COOH e -CHz, respectivamente, do &cido oleico utilizado como revestimento das NPs.
Os picos de difracdo das NPs inorganicas foram utilizados para identificar a estrutura
cristalina, como mostrado na Figura 5-C. Assim, quatro picos de difracdo foram
identificados para as NPs magnéticas em aproximadamente ~30° (220), 35,4° (311), 64°
(440) e 57° (511), sugerindo ser a estrutura da magnetita (tipo espinélio inverso), de
acordo com o Crystallographic Open Database. As curvas TGA/DTG sédo mostradas na
Figura 5-D. Observa-se quatro picos na curva DTA, relacionados as quatro perdas de
massa presentes nas nanoparticulas magnéticas. O primeiro pico, centrado em 242°C,
préximo ao ponto de ebulicdo ou decomposi¢do do &cido oleico, possivelmente devido a
remocdo do acido oleico livre da superficie das NPs de FesO4. O segundo pico, centrado

em 350°C, esta fortemente ligado a perda de massa do &cido oleico das NPs de Fes3Oa.
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Por sua vez, o terceiro pico, centrado em 687°C, é atribuido a transicdo de fase de Fe3O4
para FeO, que é termodinamicamente estavel acima de 570°C, conforme apresentado no
diagrama de fases do sistema Fe-O. O quarto pico, localizado em 711°C, esta relacionado
a outra perda de massa, possivelmente devido a desoxidacdo de FeO, uma vez que a
analise TGA/DTG foi realizada sob atmosfera de N2 [205].
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Figura 5. Caracterizacdo de nanoparticulas magnéticas: A) Imagem da nanoformulacéo
Fes04s@OA;B) Espectros vibracionais por FTIR; C) Difratograma de raio-X; D) Analise
termogravimétrica das nanoparticulas inorgénicas. Figura 5 reproduzida de Antunes
(2020) [204].
3.2 Caracterizagdo bactérias Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)

3.2.1 Cultivo Azospirillum brasilense

O cultivo das estirpes Ab-V5 e Ab-V6, submetido a técnica de esgotamento por
estrias apds um periodo de 7 dias de incubacdo, apresentou um crescimento perceptivel
em ambas as estirpes, como mostrado na Figura 6 A-B, formando col6nias pequenas,
circulares ou irregulares caracteristicos de A. brasilense [206-208].
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Figura 6. Crecimento bacteriano de A. brasilense em placas de petri: A) Estirpe Ab-
V5;B) Estirpe Ab-V6.

O crescimento bacteriano realizado tanto em erlenmeyer quanto em tubos de
ensaio pode ser considerado satisfatorio, pois pode ser observado a olho nu, como
evidenciado na Figura 7. Esses resultados indicam que as condigdes de cultivo foram
ideais para o crescimento de ambas as espécies.

Ab-V5

Ab-V6

Figura 7. Crescimento bacteriano das estirpes das estirpes Ab-V5 e Ab-V6.

3.2.2 Caracterizacgao das bactérias Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)

A coloracdo de Gram revelou a presenca das bactérias A. brasilense em ambas as
estirpes, exibindo coloracéo vermelha caracteristica de bactérias gram-negativas (Figura
8-A e C) com morfologia em forma de pequenos bastonetes, evidenciado pela mudanca
de contraste do microscopio Optico (MO), através da interferéncia de feixes de luz
polarizada apresentada na Figura 8-B e D, tipico de A. brasilense [207] [209].
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Figura 8. Imagem da A. brasilense por MO referente ao teste de coloragdo de gram no
aumento de 100X: A) Estirpe Ab-V5, B) Ab-V5 sob a incidéncia de luz polarizada, C)
Estirpe Ab-V6 e D) Ab-V6 sob a incidéncia de luz polarizada.

As imagens obtidas por MEV mostram a morfologia das bactérias, conforme
Figura 9 A-B. A morfologia de ambas as estirpes é no formato de bastonetes [210, 211],

confirmando o que foi observado no microscopio éptico.

,"

Dote:13Nov 2023 Mags S0.00 KX,
WO=105mm  PhotoNo, = 5336  Time :16:36:16 OIS - LNESP

Date :4Ma 2020 Mags 2000KX
No.s0e38  Time :14:5242 ros-uuese

:
i
{

Figura 9. Micrografia por MEV de A. brasilense: A) Estirpe Ab-V5 e B) Ab-V6.
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O espectro de FTIR (Figura 10) das diferentes estirpes de A. brasilense revelaram
vérias bandas vibracionais caracteristicos da espécie. E possivel observar banda em torno
de 3425-3430 cm™, associado a estiramentos N-H e OH de amidas e proteinas, e banda
em torno de 2847-2923 cm ! relacionados a estiramentos C-H em grupos metil e metileno,
tipicos de lipidios. Uma banda aproximadamente em 1719 cm™ indica estiramentos C=0
de grupos carbonilas presentes em lipidios e proteinas, enquanto picos em torno de 1633
cm™! sugerem bandas de amida I e II associadas a estruturas secundarias de proteinas.
Banda em aproximadamente 1299 cm™ indicam grupos fosfato em acidos nucleicos e
alguns lipidios, e bandas em torno de 1170 cm™ estdo relacionadas a grupos éster e éter
em carboidratos e lipidios. Além disso, picos em torno de 1438 cm™ sdo tipicos de
deformacgdes C-H em lipidios [127, 212]. Esses picos ajudam a indicar a composi¢do
bioquimica das células de A. brasilense e confirmam ainda mais a sua pureza e existéncia

nas amostras.
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Figura 10. Espectro de FTIR das Estirpes Ab-V5 e Ab-V6.

3.2.3 Curva de padronizacao das espécies bacterianas

Apos a confirmacdo da presenca de A. brasilense no crescimento do meio, foi

determinada a curva de calibracdo por densidade Optica, a qual foi essencial para
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quantificar a concentracdo das espécies. A estirpe Ab-V5 apresentou uma D.O de
aproximadamente 0,6 mg/pL (Figura 11-A), enquanto a Ab-V6 apresentou cerca de 0,7
mg/pL (Figura 11-B). Nossos resultados sdo considerados satisfatorios, pois indicaram
condicdes ideais de crescimento para as bactérias. A analise revelou um comportamento

linear, com um coeficiente de determinacdo proximo de 1 para ambas as estirpes.
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Figura 11. Curva de padronizacdo de A. brasilense: A) Estirpe Ab-V5; B) Estirpe Ab-
V6.

3.3 Caracterizacao fisico-quimica de esferas de hidrogel

Inicialmente, foram preparadas esferas contendo apenas alginato de sodio, por ser
0 mais utilizado na construcdo de esferas de hidrogel, devido a sua boa
biocompatibilidade, biodegradabilidade e potencial de formar esferas perfeitas [165].
Testes variando a concentragéo do reticulante foram realizados nas concentrag6es de 1%,
0,75%, 0,5% e 0,25% de Ca?'. Conforme observado na Figura 12, a medida que a
concentragdo de Ca?" diminui, a capacidade de formar esferas também diminui. Nota-se
que nas concentracGes de 1% e 0,75% de Ca?* (Figura 12-A e B), o formato esférico é
predominante. Enquanto na concentracdo mais baixa de 0,5% (Figura 12-C), o formato
esférico ndo prevalece, e sua capacidade de formar esferas é ainda mais restringida na
concentra¢do mais baixa de 0,25% como mostrado na Figura 12-D. Isso ocorre devido &
capacidade reduzida de formar liga¢des cruzadas entre os ions Ca** do reticulante com o
bloco G do alginato, através dos grupos carboxilicos e hidroxilas presentes no
polissacarideo [213]. Assim, quanto maior a concentragdo de Ca2*, mais ions Ca?" livres
estdo disponiveis para se ligar aos grupos do alginato [169, 170]. Portanto, a quantidade

de reticulante influencia diretamente na formagéo das esferas [81].
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Figura 12. Esferas de Alginato de sodio sob efeito de variagao do reticulante Ca>": A)
1%; B) 0,75%; C) 0,5%; D) 0,25 % de CaCl..

Assim como a quantidade do reticulante Ca?* influencia a formagdo das esferas,
ele também esta diretamente relacionado com sua degradagéo. Ensaios de degradagdo em
meio aquoso foram realizados tanto em esferas intumescidas (Figura 13) quanto esferas
secas (Figura 14), na maior concentragdo do reticulante Ca?* de 1% e na menor de 0,5%
(A concentracdo de 0,25% néo foi utilizada nos testes de degradacdo, pois ndo houve
formacdo de esferas nessa concentragdo) por um periodo de 20 dias, sendo observadas
em microscépio 6tico (MO). Nota-se que na concentracdo de 1% (Figura 13-A), a
degradacao da esfera é mais lenta, come¢ando a danificar sua estrutura a partir do oitavo
dia, enguanto na concentracdo menor de 0,5% (Figura 13-B), os danos a estrutura
ocorrem mais rapidamente, a partir do quarto dia. Isso acontece porque a quantidade de
reticulante, além de afetar a formacéo das esferas, também influencia sua rigidez [214].
Em menores quantidades de reticulante, a instabilidade é maior, tornando as esferas
menos resistentes a deformacéo e a quebra, e vice-versa [215]. As esferas formadas em
menores concentragdes de Ca?*, fazem menos ligacGes cruzadas do que aquelas em
maiores concentragdes e isso resulta em uma maior capacidade de absorcdo de &gua,
maior expansao, o que enfraquece a estrutura do gel, tornando-o mais fragil, levando a

quebra da estrutura da caixa de ovo causando a desintegracdo das esferas [166, 216, 217].
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Figura 13. Degradacdo das esferas de hidrogel de alginato de sodio intumescidas,

observadas por MO com aumento de 1000x (zoom digital): A) concentracdo de 1%; B)
concentracdo de 0,5% de reticulante CaCl..

A degradacdo das esferas secas seguiu 0 mesmo comportamento das esferas
intumescidas. Ao final do periodo de 20 dias, foi possivel observar que a esfera produzida
com a maior concentragdo de Ca?* (1%, Figura 14-A) apresentava apenas uma rachadura
em sua superficie. Em contraste, a esfera com a menor concentragdo de Ca*" (0,5%,
Figura 14-B) exibiu uma superficie totalmente desgastada e uma coloracdo
significativamente mais clara em comparacao a esfera de maior concentracéo. Isso indica
que a degradacéo das esferas ¢ menor quando a concentra¢do de Ca?" é maior, sugerindo
que a degradacdo é inversamente proporcional a concentracdo de reticulante. Ou seja,
quanto maior a concentragdo de Ca?’, menor ¢ a degradacdo. Desta forma, nossos
resultados revelaram que a degradacdo da esfera com menor concentracdo foi mais
pronunciada. Isso ocorre porque a quantidade de ions Ca*" ligados as cadeias de alginato
€ menor, resultando em mais espacos disponiveis [218]. Devido a menor reticulagéo
ibnica e a baixa forgca osmatica, a presenca predominante do alginato favorece uma maior
absorcdo de agua [51, 219]. Isso justifica a coloracdo mais clara na esfera com baixa

concentracdo obtida em nosso experimento, uma vez que essa esfera contém mais agua.
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Figura 14. Degradacdo de esferas do hidrogel alginato de sddio secas observadas por
MO: A) concentracdo de 1%; B) concentracao de 0,5% de reticulante CaClo.

O alginato de sddio, além de possuir as caracteristicas citadas anteriormente, é
também atdxico [79] e de baixo custo [32]. Quando associado a outros materiais, pode
alterar suas propriedades, como mudancas em sua superficie, estabilidade, tamanho de
poro, etc [95, 96, 171]. Dessa forma, esferas de alginato de s6dio combinadas com
diferentes componentes, tais como bentonita, celulose microcristalina, xilana e goma
guar, foram produzidas neste trabalho.

Na Figura 15, é possivel observar que a morfologia de todas as amostras
apresentou formatos predominantemente esféricos, independentemente da combinagéo
dos compostos. No entanto, foi possivel observar algumas diferencas entre uma mistura
e outra. Logo de inicio, nota-se que a coloracdo das esferas difere em todas as amostras.
A micrografia da esfera constituida apenas por alginato na Figura 15-A revela uma
superficie lisa e quase ndo se nota a presenca de poros em seu interior, ao contrario das
esferas formadas pela mistura de componentes. No entanto, quando comparada a esfera
constituida pela mistura de alginato e bentonita (Figura 15-B), nota-se que sua superficie
€ mais rastica, de aparéncia aspera, com a presen¢a de poros mais visiveis e bem
definidos. J& as esferas produzidas a partir de alginato e celulose microcristalina (Figura
15-C) mostram uma estrutura mais robusta, com superficie rugosa e irregularidades mais
pronunciadas, e aparentemente sem poros em seu interior. Na Figura 15-D, observa-se
que a esfera produzida pela mistura de alginato e xilana exibe uma superficie mais lisa,
semelhante a superficie da esfera constituida apenas por alginato. No entanto, seu interior

apresenta o maior numero de poros, com maior definicéo, entre todos os tipos observados.

56



As diferencas observadas na superficie e na distribui¢do de poros dos diferentes
tipos de esferas podem ser explicadas pelas interagdes entre 0s componentes adicionados
ao alginato durante o processo de preparacdo [27]. A bentonita, conhecida por sua
capacidade de formar estruturas porosas dependendo da concentracdo utilizada, pode
interagir com o alginato e expandir-se durante a gelificacdo, criando poros ou rachaduras
[108]. A celulose microcristalina € um polimero de origem natural com baixa solubilidade
em agua [220], com o potencial de aumentar a viscosidade da solucdo de alginato ao
dispersar-se no meio e formar uma suspensdo [221, 222]. As particulas de celulose
microcristalina sdo distribuidas uniformemente na matriz, ocupando os espagos do
alginato por meio de interacdes fisicas, podendo alterar a textura, aumentar a consisténcia
e modificar a forma como o alginato se solidifica [223]. O aumento da viscosidade
diminui a capacidade da solucdo de fluir, o que pode justificar a aparéncia da superficie
e a auséncia de poros no interior da esfera.

As esferas produzidas pela mistura de alginato de sodio (AS) e xilana (Xil)
apresentaram superficie mais lisa, indicando uma boa compatibilidade e solubilidade, j&
que ambos podem interagir bem em solucgdes aquosas de pH neutro a alcalino por meio
de interacOes de ligaces de hidrogénio, facilitando a homogeneizagéo da solugéo [224,
225]. A presencga de um maior numero de poros no interior da esfera indica que a xilana
pode influenciar a estrutura interna das esferas, formando estruturas mais abertas [58,
219], influenciando a forma como o alginato se reticula e gelifica.

A reticulacdo formada por ligacGes cruzadas para formar gel em todos os tipos de
esferas, é predominante entre o AS e o Ca?", pois 0s demais componentes ndo possuem
carboxilas suficientes para interagir com o Ca?*, da mesma forma que o AS [108, 221].
Entre todas as misturas, a bentonita é a que oferece maior rigidez as esferas de AS, pois
forma uma rede tridimensional densa criando uma estrutura rigida [226]. Embora a
celulose microcristalina também possa aumentar a rigidez das esferas de alginato ao
aumentar a viscosidade, seu efeito de rigidez € menos pronunciado do que o da bentonita.
Isso se deve a estrutura lamelar da argila, que permite uma interacdo mais eficaz com o
AS, além de sua capacidade de troca catidnica com o Ca?*, fortalecendo ainda mais a
estrutura do gel [227]. Por sua vez, a Xil teve um impacto menor nas esferas em

comparagdo com a bentonita e a celulose microcristalina.
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Figura 15. Diferentes tipos de esfera de hidrogel com suas respectivas micrografias por
MEV, sendo observado morfologia, superficie e poros no seu interior: A) esferas
contendo apenas AS; B) esferas contendo a mistura de AS e bentonita; C) AS e celulose
microcristalina; D) AS e xilana (Xil).
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Em contrapartida, as esferas produzidas pela mistura de alginato e goma guar néo
apresentou formacdo de esferas estaveis, como mostrado na Figura 16, pois ndo manteve
um formato esférico e apresentou uma superficie conglomerada. 1sso se deve ao fato de
que a goma guar nao pode formar gel na presenga de cations divalentes [87]. A adicdo de

goma guar ao alginato resultou em um tipo de gel com pouca consisténcia.

Figura 16. Esfera de hidrogel resultante da mistura de alginato e goma guar e
micrografia por MEV.

As atribuicbes dos modos vibracionais das esferas de alginato e os demais
componentes (exceto na mescla com goma guar, devido a falta de estabilidade esférica),
foram observadas nos espectros de FTIR (Figura 17). Nota-se que a maioria das bandas
sdo tipicas de polissacarideos, como estiramento de OH em aproximadamente ~3300 cm’
! estiramento de C-H de grupos alifaticos proximo a ~2932 cm™, e estiramentos simétrico
e assimétrico de grupamentos carboxilicos -COO em aproximadamente ~1600 e 1400 cm-
1[228]. Vibragdes de flexdo do tipo Si-O em aproximadamente ~500 cm™ sdo observadas
na mistura de alginato e bentonita, e podem estar associadas a incorporacao da bentonita
na esfera [229].
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Figura 17. Microscopia na regido do infravermelho das esferas
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O comportamento de secagem das esferas (Figura 18-A) com as diferentes
misturas revela que a combinacdo de AS e Xil apresentou comportamento semelhante ao
do alginato puro, indicando que a xilana ndo alterou a capacidade do alginato de reter
agua, uma vez que ambos s&o sollveis em pH neutro a ligeiramente alcalino. E possivel
notar que a mistura de AS e celulose microcristalina teve uma menor perda de massa,
podendo estar relacionada a sua estrutura mais robusta. Além disso, o0 peso inicial da
mistura entre bentonita e celulose microcristalina era bem proximo, mas, apés 175
minutos, essa diferenca se ampliou. Isso pode ser atribuido ao fato de a bentonita ter a
capacidade de formar gel e de interagir com o AS [230], resultando em maior retencédo de
agua e, consequentemente, maior perda dgua. Essas relagdes entre os tratamentos também
podem ser associadas ao comportamento de intumescimento (Figura 18-B).
Curiosamente todos os sistemas se tornaram estaveis apds 30 min. No entanto, vale
ressaltar que o aumento no ganho de massa para a mistura de AS e Xil foi maior em
comparacao com o alginato puro, o que pode ser devido a maior distribuicdo de poros no

interior da esfera conforme foi evidenciado na Figura 15-D.
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Figura 18. Desidratacao e intumescimentos dos diferentes tipos de esfera: A)
desidratacédo; B) intumescimento.

3.2.4 Encapsulamento de nanoparticulas em esferas de hidrogel
As diferentes nanoparticulas foram encapsuladas apenas em esferas de alginato de
sodio, preparadas conforme descrito no item 2.2.1 deste capitulo, tal estudo foi
realizado, a fim de observar se nanoparticulas inorganicas ou organicas poderiam ser

associadas a estes tipos de hidrogeis.
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A Figura 19-A mostra a imagem e a micrografia do interior das esferas de alginato
de sodio contendo ZnONPs, onde é possivel notar as nanoparticulas distribuidas em toda
a superficie da esfera. Na Figura 19-B, também ¢é possivel observar aglomerados do
CLN_Au@NPs em toda a superficie das esferas, com um tamanho aparentemente maior
que as ZnONPs, enquanto na Figura 19-C, a imagem das esferas contendo FesOs@O0A
apresenta rachaduras visiveis em sua superficie, indicando fragilidade, e sua micrografia
nos mostra que as nanoparticulas FesOs@OA estdo localizadas pontualmente em
algumas regides no interior das esferas. Esses resultados revelaram que as esferas de
hidrogel podem encapsular diferentes tipos de sistemas nanoparticulados, tanto

inorganico (nanofertilizantes) como organicos (nanopesticidas).

},

Figura 19. Escapsulamento de NPs em esfera de alginato de sodio: A) Esfera contendo

ZnONPs; B) CLN_Au@NPs; C) Fes04@0A.
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3.3.4 Encapsulamento de bactérias em esferas de hidrogel

As esferas contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 foram produzidas exclusivamente
pela matriz de alginato para avaliar o seu encapsulamento (Figura 20-A). A analise ao
MO mostrou que a morfologia das esferas permaneceu esférica (Figura 20-B). A
micrografia obtida por MEV revelou uma superficie mais rugosa (Figura 20-C) e um
maior nimero de poros em comparagdo com as esferas contendo apenas AS, sugerindo
que a presenca das bactérias alterou a forma como o alginato se solidifica. Além disso,
observou-se que as bactérias estavam localizadas no interior das esferas (Figura 20-D),
ndo sendo visiveis na superficie. Isso indica que o encapsulamento foi bem-sucedido e
que a integridade das bactérias foi preservada. Os espectros de FTIR (Figura 20-E)
mostraram bandas de vibracao na regido de 3400 cm™, relacionadas ao grupo -OH,
presente em todas as curvas. Foi observada uma banda de absorcéo na regido de 1663—
1613 cm™, correspondente a amidas, com um deslocamento significativo para 1623 cm™
na curva de alginato/bactéria, atribuida a amida I, indicando que a mistura causou esse
deslocamento. Além disso, 0s espectros apresentaram picos em aproximadamente 1543
cm!, associados a amida II, e uma banda referente a amida III em 1242 cm™', originadas
de proteinas devido ao dobramento N-H [231]. Em torno de 2933 c¢cm™, houve uma
diminuicdo da banda C-H na curva de mistura alginato/bactéria, indicando a perda de
alcenos e a reducdo da cristalinidade, o que resultou na alteragdo dos poros, corroborando
com as observacGes do MEV, uma vez que alguns microrganismos sdo capazes de

degradar hidrocarbonetos [232].
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Figura 20. Caracterizacdo das esferas contendo a bactéria A. brasilense : A) Imagem das
esferas; B) Imagem obtida por MO; C) micrografia realizada por MEV da superficie da
esfera; D) micrografia do interior da esfera contendo bactérias; E) Espectro de FTIR.
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4- Conclusao

Este capitulo, foi dedicado a detalhar o inicio dos experimentos, abordando a
producdo de esferas utilizando inicialmente apenas AS para observar seu comportamento.
Neste estudo, ficou evidente que a estabilidade das esferas depende da concentragéo de
reticulante. Ap6s a observagdo da concentragdo adequada de Ca?" a ser utilizada, as
esferas subsequentes foram produzidas a 1% de Ca** devido ao seu potencial em formar
esferas mais estaveis e utilizando menos reticulante. Pois, a quantidade de reticulante esta
diretamente ligada a liberacdo dos componentes associados as esferas, como sera
discutido no préximo capitulo. Além disso, investigou-se o comportamento das esferas
contendo diferentes misturas, com o intuito de apontar a melhor estrutura para o
andamento do projeto. A mistura de AS e Xil foi escolhida para os experimentos
subsequentes devido a sua maior compatibilidade, solubilidade, menor rigidez e melhor
distribuicdo de poros. Também foram sintetizadas nanoparticulas organica e inorganica
com o objetivo de encapsula-las dentro das esferas. Escolhemos as ZnONPs devido ao
seu menor tamanho, melhor distribuicdo na superficie e por ser um micronutriente de
plantas para os proximos estudos. Adicionalmente, bactérias fixadoras de nitrogénio do
tipo A. brasilense foram cultivadas e caracterizadas, e seu crescimento celular foi
considerado satisfatorio e sua presenca revelada por meio de analises de MO e MEV.
Ademais, tais microrganismos também foram encapsulados em esfera de AS, e foi
constatado que as bactérias ficaram aprisionadas no interior das esferas, e sua integridade
mantida. O préximo capitulo abordara a construcéo e aplicacao de esferas hibridas a partir

dos resultados apresentados neste capitulo.
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CAPITULO III

ESFERAS DE ALGINATO E ALGINATO/XILANA:
PREPARACAO, CARACTERIZACAO, ESTUDO DA
DEGRADACAO, LIBERACAO E EFEITO EM
PLANTAS
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1-Introducéo

Esferas de hidrogel, sdo pequenas particulas em formatos esférico, de rede
tridimensional que podem ser utilizados em diversas areas, tais como: farmacéutica [233];
ambiental [234]; industrial [235]; alimenticia [236]; agricultura [79]. Geralmente sdo
formados por hidrogéis a base de polimero [237] e polissacarideos [127], e
frequentemente sdo utilizadas para a liberacdo controlada de farmacos [233],
biorremediacdo de aguas e solo [238], liberacdo controla de insumos agricolas, com
potencial de protegé-lo da degradacdo [90], proporcionando uma liberacdo gradual
aumentando a eficiéncia do uso reduzindo impactos ambientais [68].

Entre os materiais mais utilizados na construcdo dessas esferas esta o alginato de
sodio (AS), que é um polissacarideo natural extraido de algas marrons, linear, composto
por duas unidades estruturais de &cido £- d -manurénico e &cido a- | -gulurénico, cuja
estrutura contem grupo carboxila (-COOH) e grupos hidroxila (-OH) [239]. Esse
polissacarideo possui propriedades gelificantes por reticulacdo iénica [240], utilizando
ions divalentes como Ca*" para formar redes tridimensionais capazes de originar materiais
biodegradaveis e biocompativeis [241]. Atualmente tem sido feito blendas destes
hidrogéis com outros tipos de materiais, como quitosana [155], bentonita [242], lignina
[232], celulose [56], e hemicelulose [58] resultando em mudancas de suas propriedades
fisicas e quimicas.

Entre as hemicelulose estd a xilana (Xil), que é encontrada nas paredes celulares
dos vegetais, e é composta principalmente de xilose [243]. A Xil desempenha fungdes
estruturais nas plantas, fornecendo rigidez e resisténcia [244]. No entanto, pode ser
degradada por microrganismos, que utilizam enzimas especificas para sua catalise [245].

Para o setor agricola, esferas de hidrogeéis estdo sendo utilizadas para a liberacéo
de pesticidas [113] e fertilizantes [107]. Atualmente a liberagcdo do micronutriente zinco
(Zn), por exemplo, vem sendo explorada [114]. Pois, 0 Zn € 0 micronutriente com a
maior deficiéncia em solos em todo 0 mundo [246, 247]. A falta dele reduz drasticamente
a producdo agricola, pois este nutriente € importante para processos fisioldgicos,
enzimaticos e metabdlicos do crescimento de plantas [190]. Sua internaliza¢do na planta
ocorre principalmente por meio da absorcao de Zn ?* presente solo pelas raizes da planta
[190, 248], sendo transportado por sistemas vasculares como xilema e floema [249]. A
nanotecnologia tem contribuido para suprir a deficiéncia de Zn nas culturas a fim de

melhorar a fertilizacdo e consequentemente a internalizagdo deste nutriente na planta
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[250]. Um estudo realizado por Knijnenburg et al. (2021), por exemplo, encapsulou
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs) em esferas de alginato, para avaliar a sua
liberacdo, e observaram que a liberacdo foi lenta, e consideraram que as esferas
melhoraram a adubac¢do com Zn [79]. Martins e seus colaboradores (2020) encapsularam
ZnONPs em esferas de hidrogel e avaliaram seu potencial de liberagcdo em solos agricolas
por 30 dias. Tal estudo mostrou que a formulagdo de Zn convencional lixiviou no solo
mais rapido em comparacgdo com a formulacdo de ZnONPs [55].

A biofortificacdo depende da biodisponibilidade de nutrientes nos solos, e do
desempenho da populagéo microbiana da rizosfera na dindmica de nutrientes [251]. As
bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), do tipo A. brasilense se
multiplicam na rizosfera promovendo uma maior biodisponibilidade de nutrientes
contribuindo para uma agricultura sustentavel [186, 252-254]. Essas bactérias possuem a
capacidade de fixagdo biologica do nitrogénio atmosférico (N2) [255], reduzindo o N2 a
amoénio (NH.) [256]. Além disso, as especies de Azospirillum sdo capazes de produzir e
secretar fitohormdnios como auxinas, citocininas e giberelinas, que promovem o
crescimento vegetal [181, 257]. Além disso, essas bactérias tém o potencial de solubilizar
0 Zn disponivel no solo [125, 186, 258].

O encapsulamento dessas bactérias em esferas de hidrogel tem sido explorado
como uma ferramenta na fertilizagdo. Lima e colaboradores (2023), encapsularam A.
brasilense Ab-V5e Ab-V6 em esferas de hidrogel, com o intuito de manté-las viaveis por
mais tempo no solo, e obtiveram um aumento no cumprimento radicular, no peso seco e
na clorofila e ainda se mantiveram viaveis por 60 dias [127]. Um outro estudo mostrou
que o encapsulamento de A. brasilense FP2 em hidrogéis manteve a viabilidade por sete
meses e como resultado obtive um maior rendimento no crescimento do milho [259].

Atrelado a isso, esferas de hidrogel hibridas vem sendo desenvolvidas e séo
denominadas como hibridas, por serem compostas por materiais de caracteristicas
diferentes que lhes conferem propriedades Unicas, como maior resisténcia mecanica,
biocompatibilidade, propriedades antimicrobianas e entre outras. Vale ressaltar que as
esferas podem ser consideradas hibridas de duas formas: 1) pela construcéo do sistema,
por exemplo, AS e bentonita (organico e inorganico) [242]; ou 2) pela utilizacdo de
nanoparticulas associadas a microrganismos (inorganico e organico) [147].

Portanto, neste capitulo serd apresentado resultados do preparo e caracterizacao
de esferas de hidrogel hibridas, constituidas de AS ou pela mistura de AS e Xil, para o
encapsulamento de ZnONPs e A. brasilense, visando & liberacdo simultanea de ZnONPs
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e A. brasilense no campo. Além disso, foi avaliado a degradacdo, a atividade bioldgica,
bem como, a capacidade de liberar nutrientes e BPCP no solo, visando melhorar a
eficiéncia dos insumos agricolas e otimizar os sistemas agricolas convencionais. Os
objetivos especificos deste trabalho podem ser encontrados na forma de fluxograma,

como descrito abaixo.

FLUXOGRAMA DETALHADO DOS ESTUDOS
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2- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Materiais

O alginato de sodio foi adquirido pela Sigma-Aldrich. A xilana foi extraida de
cana-de-acgucar e cedida gentilmente pelo Prof. Michel Brienzo do IPBEN-UNESP. As
estirpes bacterianas foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Mariangela Hungria
(Embrapa Soja). Os demais reagentes e solventes organicos utilizados foram de alto grau
de pureza analitica adquiridos em mercados nacionais. A agua Milli-Q foi obtida no
préprio laboratério usando um sistema Direct-Q3 UV Smart com resistividade de 18,2
MQ.cm.

2.2 Métodos
2.2.1 Preparo das esferas hibridas

As esferas hibridas foram preparadas pelo método de extrusdo/precipitacdo [51],
conforme descrito no capitulo anterior. Foram introduzidas gota a gota, com o auxilio de
uma seringa com uma agulha de tamanho 13 x 0,45 mm, uma solug&o aquosa contendo
pelo polimero natural SA a 2% (m/v) em 100 mL de uma solucdo aquosa de Ca** a 1%
(m/v), sendo agitada a 400 rpm por 30 minutos. As esferas foram coletadas por filtragcdo
e lavadas com agua deionizada. O polissacarideo Xil foi adicionado a solugdo aquosa de
SA na mesma concentracdo, 2% (m/v), quando desenvolvidos esferas de hidrogéis
hibridas. Além disso, para o preparo de esferas contendo fertilizante, foi acrescentado 30
mg de ZnONPs, conforme a dose recomendada para adubagéo no estado de S&o Paulo,
de acordo com o Boletim Técnico 100 [260]. Para esferas contendo bactérias, BPCV A.
brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) foram adicionados na concentragdo de 1,9 x 10° UFC ml ™.
Além disso, esferas contendo somente ZnONPs e A. brasilense foram preparados em um

mesmo sistema, a fim de comparar com os sistemas Unicos de liberacao.

2.2.2 Eficiéncia de encapsulagdo de Zn e A. brasilense

Para determinar o conteudo total de Zn nas esferas, foi empregada a anélise de
espectrometria de absor¢do atdmica (AAS) em forno de grafite (Spectra, Varian®),
pertencente ao Laboratério de Nutricdo de Plantas DEFERS — Departamento de
Fitossanidade, Engenharia Rural e Solos, em A de 214 nm. As ZnONPs e as esferas foram
previamente pesadas e digeridas em HNOs (20%) por 2 h sob aquecimento (95 °C). A
concentracdo de Zn foi quantificada usando curvas de calibragdo tragadas com uma

68



solugéo padréo previamente validada. A porcentagem de eficiéncia de encapsulamento
(EE) foi calculada usando a Equacéo 1 [261, 262].
Valor real

%EE =
° Valor teorico X 100

Eq. (1)

A % EE foi calculada como a razdo entre o contetdo real e o tedrico do ingrediente
ativo [263, 264]. Para estimar a EE bacteriana, as esferas contendo A. brasilense foram
previamente pesadas e mantidas em suspensao sob agitacdo. Aliquotas foram recolhidas
e semeadas em meio YMA, incubadas a 28 °C. Ap0s a incubacdo, a quantificacdo
bacteriana foi realizada por meio da contagem de UFC, antes e depois do encapsulamento,
seguindo a Equacao 2 [265, 266].

Eq. (2)

9%EE = l X 100
Ny

Onde N é o numero de UFC encapsulados nas esferas e No € 0 nimero total de UFC antes

do encapsulamento.

2.3 Caracterizacao Fisico-quimica
2.3.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com um espectrofotémetro
Nicolet 5DXB FT-IR no DFQ — UNESP llha Solteira referente aos diferentes tipos de
esferas, ZnONPs e A. Brasilense. As pastilhas para analise foram feitas com brometo de
potassio (KBr) e a amostra seca, representando 1% (m/m) da mistura, macerada até ficar
homogenia. Para cada amostra, foram realizadas 64 varreduras em resolu¢do de + 4 cm™,

na faixa de 4000 a 400 cm™.

2.3.2 Microscopia estereoscopica (ME)

Para uma melhor observacdo das esferas produzidas, utilizou-se um microscépio
estereoscopico modelo Leica EZ4 W. As esferas foram depositadas sobre uma superficie
lisa e, com um aumento de 35X, foi possivel realizar uma analise minuciosa do material.

Todas as analises foram conduzidas a temperatura ambiente, a 25 °C.
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2.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As esferas hibridas foram analisadas por MEV com o objetivo de investigar sua
morfologia, superficie e estrutura interna de forma mais detalhada. Assim, as amostras
foram submetidas a uma série de etapas de desidratacdo em diferentes concentracfes de
alcool etilico, seguidas pelo processo de secagem critica com dioxido de carbono (CO-).
Posteriormente, as amostras receberam uma fina camada de ouro e foram analisadas,
utilizando o microscdpio eletronico modelo EVO-LS15 da marca Carl Zeiss, pertencente
ao DFQ, UNESP Campus de Ilha Solteira.

2.3.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As medidas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foram realizadas em
um equipamento DSC 25-TA Instruments, pertencente ao Departamento de Fisica e
Quimica da UNESP Ilha Solteira. Utilizou-se cerca de 10 mg de cada amostra, colocadas
em compartimentos de aluminio apropriados e hermeticamente fechados. A taxa de
aquecimento empregada foi de 10 °C/min, em uma faixa de temperatura de 10 °C até 200
°C, sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 ml.min!. Os resultados de DSC foram
apresentados como termogramas, representados por fluxo de calor (cal.g'.s™") em fungao

da temperatura (°C), e as transicGes térmicas foram correlacionadas.

2.3.5  Espectrometria de Absorcao Atémica (AAS)

A concentracgdo de zinco foi determinada por espectrometria de absor¢do atdbmica
(AAS). Tanto as ZnONPs quanto as esferas de hidrogel foram pesadas e digeridas em
HNO:s (20%) por 2 horas a 95 °C. Apo6s o resfriamento, as amostras foram diluidas com
HNOs 1% (v/v) até alcangar um volume total de 2 mL. A quantificagcdo da concentracdo
de Zn foi realizada por meio de curvas de calibracéo, utilizando uma solugédo padrédo do
Zn previamente validada. As analises foram realizadas utilizando o equipamento
SpectrAA, Varian®, disponivel no Laboratério de Nutricdo de Plantas DEFERS —
Departamento de Fitossanidade, Engenharia Rural e Solos da UNESP. Os resultados

foram plotados com o software GraphPad Prism 10.0.

2.3.6 Degradacéo das esferas
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A degradacéo das esferas em meio aquoso foi observada pelo espectrofotdmetro
UV-Vis (Shimadzu UV-1800). As esferas foram pesadas, submersas em 32 ml de agua e
mantidas sob agitacdo lenta por um periodo de 60 dias. Um volume de aproximadamente
2 ml foi recolhido e transferido para uma cubeta de quartzo, sendo analisado antes e apds
esse periodo pelo UV-Vis. O aumento na absorbancia do material foi considerado como

degradacdo das cadeias poliméricas do polimero.

2.4  Atividade Biologica
2.4.1 Respiragéo basal do solo

Para quantificar o C-CO: liberado pela microbiota do solo, foram utilizados 50 g
de solo previamente peneirado e com umidade ajustada para 60% da capacidade de
campo. O solo foi entdo acondicionado em frascos de vidro com tampa de rosca. O tempo
de exposicéo das diferentes formulag6es variou entre 24, 168 e 360 horas. No centro de
cada pote foi depositado um frasco contendo 10 ml de NaOH 1 mol L™, e os potes foram
hermeticamente fechados e incubados por cinco dias. A titulagdo do NaOH livre foi
realizada com HCI (0,5 mol L) usando fenolftaleina (1%) como indicador. Como
controle, foram preparados potes de vidro sem esferas, contendo frascos com NaOH. A
titulagdo da base livre permitiu calcular, por subtragdo, a quantidade de CO: que reage
com NaOH [267, 268] e, consequentemente, 0 C-CO: liberado pela respiragdo

microbiana.

2.4.2 Biodegradacéo das esferas

A biodegradacao dos diferentes tipos de esferas foi investigada pela perda de
massa durante 60 dias de exposicdo ao solo. Aproximadamente 100 £ 0,05 mg (Wi) das
esferas secas foram enterradas a 5 cm abaixo da superficie do solo, contidas em tubos. O
solo foi mantido em temperatura ambiente e regado diariamente. O monitoramento da
biodegradabilidade das esferas foi realizado pela pesagem das amostras enterradas ap0os
diferentes intervalos de tempo (Wf), e a taxa de biodegradacéo foi calculada de acordo
com a Equacéao 3 [242]. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando
como controle as esferas sem a presenca de ZnONPs e A. brasilense.
M X 100

i

Biodegradagao =
Eq. (3)

2.4.3 Andlises da degradacdo das esferas em rizotron
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Um volume de 9 L de solo foi cuidadosamente adicionado ao rizotron, onde
sementes de milho foram plantadas, e esferas de hidrogel foram posicionadas proximas
as sementes para facilitar a liberacdo gradual de nutrientes. Durante um periodo de 45
dias, monitorou-se o desenvolvimento das raizes e o processo de biodegradacdo das
esferas de hidrogel, avaliando-se o impacto do hidrogel no crescimento radicular e na
interagdo com o solo, bem como o potencial das esferas como fonte de nutrientes as

plantas.

2.5 Cinética de liberacdo de Zn e A. brasilense

Para a determinacédo da cinética de liberacdo dos ions de Zn e A. brasilense livres
e associados as esferas de hidrogel, foi utilizado um compartimento contendo 32 mL de
agua com uma massa conhecida de formulacdo, mantida sob agitacdo leve. Aliquotas
foram retiradas em intervalos de tempo durante 60 dias. Para a determinacdo de Zn,
aliquotas foram quantificadas por AAS, e os dados resultantes foram plotados como
porcentagem de liberagdo em funcdo do tempo. Para determinar a liberagcdo de A.
brasilense, as aliquotas foram diluidas, adicionadas ao meio de cultura YMA e incubadas
a 28 °C por 7 dias. As amostras foram avaliadas a partir do 4° dia e, ao final do periodo,
as UFCs foram quantificadas em fungdo do tempo [242]. Além disso, a cinética de
liberacdo de A. brasilense foi avaliado no solo. Assim, diferentes tipos de esferas foram
pesados e enterrados em solo estéril e mantidos em temperatura ambiente por 60 dias.
Para manter a umidade do solo, 4gua deionizada estéril foi pulverizada conforme
necessario. Em diferentes intervalos de tempo, um grama de solo foi pesado e adicionado
a 10 ml de &gua deionizada esteril. Em seguida, foram feitas as dilui¢cbes e estas foram
adicionadas ao meio de cultura, e mantidas a 28 °C, por um periodo de 7 dias onde as
coldnias foram contadas [269]. A partir das curvas de liberagdo dos ions Zn e de A.
brasilense , utilizou-se o software KinetDS 3.0 [270] para simular diferentes modelos
matematicos de dissolucdo (Tabela 1). Esses modelos foram empregados para
compreender o mecanismo de liberacao do ativo nas diferentes esferas. O melhor modelo
foi selecionado com base no coeficiente de determinacdo (r2) mais proximo de 1, e a

constante de velocidade (K) foi calculada para cada tipo de esfera.

Tabela 1. Modelos cinéticos aplicados ao perfil de liberacdo nas diferentes esferas de
hidrogel.
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Modelo Cinético Equacbes Matematicas*

Cinética de ordem zero Q: =Qy + Kt
Cinética de primeira ordem InQt = InQy, + Kt
Higuchi Q; = Kt'/?
Hixson-Crowell Q=100 [1-(1-k.t)3]
Korsmeyer-Peppas QYQ.= Kt"

Onde Qt: Qt é a quantidade de ativos liberados em um determinado tempo t, Qwo é a
quantidade de ativos liberados em um tempo infinito, k é a constante cinética de liberacao

de acordo com cada modelo e n é o expoente de liberacéo.

2.6 Efeito das esferas hibridas em plantas de milho
2.6.1 Manejo e semeadura do milho

O solo utilizado foi coletado da estacdo experimental localizado na Fazenda de
Extensdo e Pesquisa da Faculdade de Engenharia da Universidade Estadual Paulista
(UNESP). Amostras aleatorias de solo foram coletadas antes do inicio do experimento a
partir da camada de 0,00 a 0,20 m de profundidade. As amostras foram devidamente
homogeneizadas e, em seguida, secas em temperatura ambiente para a analise fisico-
quimica.

Um volume de 15 litros de solo foi adicionado aos vasos, e foi realizada adubacgéo
convencional, adicionando-se ao suco 0,675 g de N, 8,01 g de P20s, 0,675 g de K20 e
0,264 g de H3BOs [260] para garantir um fornecimento adequado de nutrientes durante o
cultivo. A adubacdo de cobertura, foi aplicado no estagio de crescimento V6 (30 e 31
dias ap6s a semeadura), sendo 3,08 g de N e 1,24g de KCI foi realizada em todos 0s
tratamentos. Uma segunda aducdo de cobertura foi realizada apds 60 dias da semeadura,
aplicando 7,34 de (NH4)2SO4 e 1,24g de KCI. Além disso, foi necessario a aplicagéo
do inseticida clorantraniliprole (Prémio), para o controle de pragas em todos o0s
tratamentos. No total, foram conduzidos 12 tratamentos ilustrado na Figura 1: Controle
(contendo apenas ZnSQO4), ZNONPs, esfera AS/ZnONPs, esfera AS Hibrida, esfera AS/
A. brasilense + ZnONPs, esfera AS/A. brasilense + ZnSQOa, esfera AS/Xil/ZnONPs,
esfera AS/Xil hibrida, esfera AS/Xil A. brasilense + ZnONPs, esfera AS/Xil A. brasilense
+2ZnS04, A. brasilense + ZnONPs e A. brasilense + ZnSQO4. Os ensaios foram realizados
em quintuplicata, com uma planta por vaso para cada tratamento. A semente do milho
comercial SHU 119 (SHULL®) foi semeada em 5 cm de profundidade, [271] em todos
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os tratamentos e cultivado em casa de vegetacdo por 120 dias (periodo de dez/2023 a
abr/2024) em temperatura ambiente. Durante o periodo de crescimento, as plantas foram
irrigadas conforme necessario. Apos o experimento foi realizado novamente a andlise

fisico-quimica do solo.

Casa de vegetacao

Portao fundo === Fora da esfera
T Portéo frente

Figura 1. Representacdo esquematica do ensaio conduzido em casa de vegetacdo com
diferentes tratamentos

2.6.2 Desenvolvimento da planta

Apo6s 21 dias da semeadura, entre os estagios fenoldgicos V3 e V4, o
desenvolvimento das plantas foi monitorado. Em cada planta amostrada, foram avaliados
o didmetro entre 0 1° e 0 2° entrend (d1 e d2, em cm) e a altura da planta (h, em m),
medindo-se o comprimento da planta desde a superficie do solo até o apice superior do
penddo [272, 273]. Para a contagem do numero de folhas, foram consideradas apenas
aquelas totalmente estendidas [274]. A analise fotossintética dos pigmentos foi realizada
para determinar os niveis de clorofila totais, utilizando um medidor digital de teor de

clorofila portéatil ClorofiLOG, da marca Falker®.

2.6.3 Nutricéo de plantas

As plantas, ap0os o periodo de 120 dias, foram colhidas, secas e pesadas em balanca
analitica para determinar a matéria seca da parte aérea e da parte radicular. A analise do
acumulo de zinco foi realizada tanto na parte aérea quanto nas raizes, sendo estimada a

partir da razdo entre a concentracdo de Zn e a matéria seca de ambas. A concentracdo de
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Zn foi determinada apds a digestdo nitroperclérica e quantificada com AAS, seguindo 0s
protocolos de Malavolta et al. (1997) [275].

2.7 Analise estatistica
A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada usando andlise de variancia
(One-way ANOVA com o teste de Tukey) e foi considerado diferengas significantes

como p < 0,05.

3- Resultados e discussao

3.1 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de EE das ZnONPs e de A. brasilense revela que as esferas
apresentam valores elevados de encapsulamento em todos os tipos de esferas, conforme
descrito na Tabela 1. Isso devido ao fato de que as esferas possuem altos valores de area
e volume em seu interior, o que permite que diferentes tipos de ativos sejam facilmente
encapsulados [242, 276].

Tabela 2. Valores de eficiéncia de encapsulacdo das esferas de hidrogel, contendo
ZnONPs e A. brasilense, para os diferentes tipos de esferas.

Esferas de Hidrogel Zn % A. brasilense %
Esf. AS/ZnONPs 96,8 --
Esf. AS/A. brasilense -- 92,0
Esf. AS Hibrida 69,2 72,8
Esf. AS/Xil/ZnONPs 95,9 --
Esf. AS/Xil /A. brasilense -- 74,9
Esf. AS/Xil Hibrida 73,3 86,1

No entanto, nota-se que as esferas hibridas, tanto da matriz de AS quanto da
mescla de AS/Xil, apresentam um percentual de EE menor. Isso pode ser atribuido ao
fato de que as esferas hibridas contém um maior nimero de poros e, embora 0s poros
encapsulem o ativo com facilidade em seu interior, eles também facilitam a sua fuga

[277]. No entanto, sua EE ainda pode ser considerada alta. Um estudo realizado por
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Takka e Gurel (2010) mostrou que a mescla de quitosana & matriz de alginato diminuiu o
potencial de encapsulamento das esferas [278]. Cesari et al. (2020) obtiveram um
rendimento parecido para o encapsulamento de A. brasilense em esferas de hidrogel,
atingindo 77,5 + 5,2 [279]. As esferas constituidas pela mescla entre AS/Xil manteve o
EE semelhante aos da esferas constituida apenas por AS, pois a xilana apresenta afinidade
com a agua [280], e também a uma boa biocompatibilidade com o alginato [58, 224].

3.2 Caracterizacao fisico-quimica
3.2.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A Figura 2 revela modos vibracionais somente das ZnONPs, sendo possivel notar
uma banda caracteristica da interacdo Zn-O em aproximadamente 496 cm™ [199]. Além
disso, nesta mesma figura é possivel observar os modos vibracionais referentes A.
brasilense [212] como controle, conforme j& discutido no capitulo anterior.

Os resultados dos espectros vibracionais das esferas hibridas constituidas de AS
(Figuras 2-A) e AS/Xil (Figuras 2-B) sem e com ativos (e.x., ZNONPs, A. brasilense e
ZnONPs+A. brasilense) também foram estudados, e revelaram possiveis interacfes entre
0s constituintes e as matrizes de polissacarideos. No entanto, em ambos 0s espectros,
tanto para as esferas AS quanto para as esferas da mescla AS/Xil, podem ser observadas
bandas caracteristicas dos polissacarideos. E mostrado bandas pertencentes & O-H em
aproximadamente 3439-3300 cm™, bandas na regido de 2930-2863 cm™ que indicam
ligagOes -CH, e banda em cerca de 1600 cm™ atribuida a vibragdo de estiramento do
grupo -COO", que € 0 grupamento responsavel pelas ligagdes i6nicas com Ca?* [281].
Além disso, a banda em torno de 1027 cm™! refere-se ao grupo C-O, relacionado a ligacéo
C-O [100, 228, 280]. A banda em 818 cm ™ indica a vibracao da ligagdo Na-O (Cesari et
al., 2020). Também é possivel notar um alargamento da banda na regido de 3300 cm™
nas curvas das esferas contendo A. brasilense e nas esferas hibridas, tanto na Figura 2-A
quanto na 2-B. Esse alargamento pode ser atribuido a hidratagédo das bactérias ou a ligagédo

N-H nos grupos amida das proteinas presentes nas bactérias [212, 231, 279].
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Figura 2. Espectros vibracionais na regido do infravermelho: A) Espectro referente as
esferas de alginato de sédio; B) Espectro referente as esferas da mescla de alginato de
sodio e xilana.

3.2.2 Microscopia estereoscopica (ME)

A observagéo realizada no ME proporcionou uma imagem ampliada das esferas,
revelando informac@es preliminares sobre sua morfologia predominantemente esférica.
Na Figura 3, sdo exibidas as imagens das esferas constituidas pela matriz AS, com um
tamanho médio de 2,5 mm. A Figura 3-A mostra a esfera produzida exclusivamente por
alginato, com coloracéo translucida. Na Figura 3-B, a esfera composta por AS com a
adicdo de ZnONPs apresenta uma coloracdo mais esbranquicada, resultado da presenca
das nanoparticulas encapsuladas. A Figura 3-C exibe a esfera constituida por AS e A.
brasilense, que exibe uma coloracdo rosa, atribuida ao meio de cultivo das BPCV, além
de uma aparéncia levemente transltcida. Por fim, a esfera composta por AS hibridas ndo

apresenta aparéncia translucida, devido a adigdo de ZnONPs, e exibe uma coloracgdo rosea

devido da presenca das BPCP.

B)
E—

Figura 3. Imagem ampliada dos diferentes tipos de esferas costituida por AS: A) Esf.
AS; B) Esf. AS/ZnONPs; C) Esf. AS/A. brasilense; D) Esf. AS Hibrida.

As esferas formadas pela mescla de AS/Xil podem ser observadas na Figura 4.

Assim como as esferas feitas apenas de alginato, sua morfologia também é
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predominantemente esférica, mas apresentam um tamanho médio de 3 mm, um pouco
maior. Esse aumento no tamanho das esferas pode ser atribuido ao fato de que tanto 0 AS
quanto a Xil possuem cadeias longas. 1sso sugere que a Xil pode influenciar na densidade

da reticulacdo devido ao seu grupo acido carboxilico, que é carregado negativamente,

permitindo que mais ions Ca?* se liguem as esferas de alginato [58].

Figura 4. Imagem ampliada dos diferentes tipos de esferas costituida por AS/Xil: A) Esf.
AS/Xil; B) Esf. AS/Xil/ZnONPs; C) Esf. AS/Xil/A. brasilense; D) Esf. AS/Xil Hibrida.

A esfera constituida por AS/Xil exibida na Figura 4-A, apresenta uma aparéncia
semelhante a da Figura 3-A, mas com uma aparéncia mais opaca. 1sso pode ser atribuido
pela presenca de lignina residual durante o processo de extracdo da Xil, uma coloragéo
marrom [280]. Na Figura 4-B, é apresentada a esfera AS/Xil/ZnONPs, que tem um tom
um pouco mais amarelado em comparacdo com a esfera AS/ZnONPs mostrada na Figura
3-B. As Figuraras 4-C e 4-D, estdo as esferas constituidas por AS/Xil/A. brasilense e
AS/Xil hibrida, respectivamente, com uma coloracéo rosada menos opaca e um tom mais
amarelado, se compradas com as esferas AS/Xil/A. brasilense e AS/Xil hibrida. Esses
resultados mostram que a incorporacdo da Xil a matriz de AS ocorreu com sucesso, assim

como a incorporagéo das ZnONPs e de A. brasilense em ambos os sistemas.

3.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo foi crucial para uma analise mais detalhada das esferas
produzidas, pois suas imagens revelam a topografia da superficie, bem como do interior.
A Figura 5-A exibe a micrografia da esfera constituida por AS, onde é possivel observar
sua morfologia esférica e uma superficie relativamente lisa (5-B). O interior da esfera é
mostrado na figura 5-C, e também é possivel notar a presenca de poros em seu interior

na figura 5-D.
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Figura 5. Micrografia por MEV da esfera de AS: A) Morfologia; B) Superficie; C)
Interior da esfera; D) Presenca de poros.

Da mesma forma, a Figura 6 apresenta a esfera produzida pela mescla de AS/Xil.
Na figura 6-A, € possivel notar a esfera inteira, que também apresenta morfologia esférica
e superficie lisa (6-B). O interior da esfera € mostrado na Figura 6-C, e a presenca de
poros é destacada na Figura 6-D. O que difere a esfera formada apenas por AS da esfera
formada pela mescla de AS/Xil é que esta Gltima possui um interior com aparéncia mais
aspera e maior formacéo de poros, apresentando paredes mais finas e uma estrutura mais
porosa. Isso se deve a capacidade de mudanca de propriedades da estrutura do AS ao

inserir um outro material em sua matriz [58, 95].

Figura 6. Micrografia por MEV da esfera de AS/Xil: A) Morfologia; B) Superficie; C)
Interior da esfera; D) Presenca de poros.
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As Figuras 7 e 8 apresentam as esperas que encapsularam as ZnONPs em seu
interior, sendo produzidas por AS/ZnONPs e AS/Xil/ZnONPs. A Figura 7-A confirma a
morfologia esférica, apresentando uma superficie mais rugosa (7-B) e um interior mais
aspero (7-C) se comparada a figura 5-C. E possivel notar na figura 7-D um aglomerado

de ZnONPs em seu interior.

Figura 7. Micrografia por MEV da esfera de AS/ZnONPs: A) Morfologia; B) Superficie;
C) Interior da esfera; D) Presenca de ZnONPs.

Do mesmo modo a Figura 8-A revela uma morfologia esférica, apresentando uma
superficie rugosa (7-B) e um interior robusto (7-C) . Também é possivel notar na figura

7-D um aglomerado de ZnONPs em seu interior.

Figura 8. Micrografia por MEV da esfera de AS/Xil/ZnONPs: A) Morfologia; B)
Superficie; C) Interior da esfera; D) Presenca de ZnONPs.
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Pela micrografia realizada por MEV, foi possivel observar algumas diferencas
entre as esferas constituidas por AS/ZnONPs e AS/Xil/ZnONPs. As esferas formadas pela
mescla AS/Xil/ZnONPs apresentaram uma estrutura mais robusta, uma superficie
irregular e um interior mais rugoso. Isso se deve & concentracdo de ZnONPs que foi
utilizada, pois em concentracGes elevadas podem causar irregularidades e deformacoes
na superficie, se tornando mais densa [282]. A distribuicdo das ZnONPs no interior das
esferas se apresentou de forma aglomerada em ambas as composi¢es, 0 que €
caracteristico dessas nanoparticulas altamente reativas, que tendem a se aglomerar [201].

A Figura 9-A evidenciou que a morfologia continua esférica mesmo ap6s a adi¢éo
das BPCV, apresentando uma superficie rugosa (Figura 9-B) e um interior aspero
mostrado na Figura 9-C. Na Figura 9-D, é possivel observar a presenca das BPCV A.

brasilense, em forma de bastonetes, que é o formato caracteristico na parede do poro.

Figura 9. Micrografia por MEV da esfera de AS/A. brasilense: A) Morfologia; B)
Superficie; C) Interior da esfera; D) Presenca de A. brasilense no poro da esfera.

Na Figura 10-A, € apresentada a estrutura esférica da formulacdo por AS/Xil A.
brasilense, revelando uma superficie rugosa (Figura 10-B) e um interior poroso.
Também é possivel observar, na Figura 10-D, a presenca de A. brasilense em forma de

bastonetes.
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Figura 10. Micrografia por MEV da esfera de AS/Xil/A. brasilense: A) Morfologia; B)
Superficie; C) Interior da esfera; D) Presenca de A. brasilense no poro da esfera.

E possivel notar que quase ndo se houve mudancas na estrutura morfologicas das
esferas contendo BPCP, pois mantiverem morfologia esféricas e superficie rugosa. No
entanto, uma grande diferenca no interior das esferas AS/XIL A. brasilense foi observada,
uma vez que exibiu maior nimero de poros. E isso pode corroborar com a sua menor
eficiéncia de encapsulamento. Pois, devido a esses poros, as estruturas podem se
solidificar de forma irregulares, e apresentar diferentes taxas de eficiéncias de
encapsulamento [277], ja que os poros maiores possibilitam que os ativos contidos em
seu interior escapem durante o preparo [283]. No entanto, esse grande nimero de poros
também pode promover uma maior liberagdo das BPCP.

As esferas hibridas também podem ser consideradas hibridas por terem
encapsulados em seu interior compostos inorganicos e organicos em uma unica esfera.
Na Figura 11-A é mostrada a esfera hibrida de AS com forma predominantemente
esférica, superficie rugosa (Figura 11-B), interior &spero (Figura 11-C), revelando que
em seu interior contem aglomerados de ZnONPs e A. brasilense, na forma de bastonetes
(Figura 11-D).
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Figura 11. Micrografia por MEV da esfera AS hibridas: A) Morfologia; B) Superficie;
C) Interior da esfera; D) Interior da esfera exibindo ZnONPs e A. brasilense em seu
interior.

A presenca de compostos inorganicos e organismos Vvivos € evidenciada na Figura
12, em angulos diferentes, onde consta no interior da mesma esfera. Na Figura 12-A, é
possivel notar um aglomerado de ZnONPs nas bordas do poro e, mais ao fundo, as A.
brasilense distribuidas pelo poro. Em uma micrografia de maior ampliacédo (Figura 12-
B), é possivel visualizar a presenca das BPCP A. brasilense, com aglomerados de
ZnONPs sobre elas.

Figura 12. Micrografia interior da esfera AS. hibrida: A) Interior da esfera; B)
Micrografia do interior da esfera com maior ampliacao.
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Da mesma forma, foi realizada a micrografia das esferas hibridas produzidas pela
mescla AS/Xil. Na Figura 13-A, é mostrada a esfera AS/Xil hibrida com formato
esférico, apresentando uma superficie irregular com pequenas fissuras (Figura 13-B) e
um interior poroso (Figura 13-C). Na Figura 13-D, é revelado o interior da esfera,

evidenciando a coexisténcia de ZnONPs e A. brasilense.

Figura 13. Micrografia por MEV da esfera AS/Xil hibridas: A) Morfologia; B)
Superficie; C) Interior da esfera; D) Interior da esfera exibindo ZnONPs e A. brasilense

em seu interior.

Em uma micrografia de maior ampliacdo é possivel notar no corte transversal a
presenca da A. brasilense rodeada de aglomerado de ZnONPs (Figura 14 A-B).

Figura 14. Micrografia interior da esfera AS/Xil. hibrida: A) Interior da esfera; B)
Micrografia do interior da esfera com maior ampliacao.
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Esses resultados indicam que foi possivel a construcdo de um sistema hibrido
capaz de encapsular componentes de caracteristicas diferentes. A associacdo de ZnONPs
com A. brasilense ja é conhecida no &mbito da agricultura [17]. No entanto, a combinagéo
dos dois encapsulados em uma Unica esfera ainda nao foi revelada. Além disso, a mescla
de AS/Xil para o encapsulamento de ativos voltados para a agricultura ainda ndo é téo
explorada.

3.3.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A Figura 14 apresenta o termograma de DSC dos diferentes tipos de esferas. E
possivel notar na Figura 14-A picos de transi¢fes endotérmicas, que sdo caracteristicos
do SA. A esfera de AS foi utilizada como controle para as analises térmicas, ja que ndo
contém mistura em sua matriz nem outro componente em sua construgdo. Pode-se
observar que a esfera AS possui um pico centrado em aproximadamente 154 °C, enquanto
a esfera AS/ZnONPs apresentou dois picos, sendo o primeiro centrado em
aproximadamente 156 °C e o segundo centrado em aproximadamente 177 °C. A esfera
AS A. brasilense apresentou pico centrado em aproximadamente 144 °C, enquanto a
esfera hibrida obteve pico centrado em 125 °C.

As diferencas nos picos de transicdo para cada tipo de esfera revelaram variagfes
significativas, indicando que a composicao afeta suas propriedades térmicas [27, 284]. O
pico evidenciado na esfera AS representa a evaporacao de agua [285]. Comparando a
esfera AS com a esfera AS/ZnONPs, observou-se um deslocamento e dois picos, sendo
0 primeiro na mesma regido da esfera AS e o segundo com um maior deslocamento,
indicando que as ZnONPs podem estar interagindo com a matriz e causando um aumento
nas propriedades térmicas do material [286]. A adicdo de nanoparticulas metalicas tende
a oferecer maior cristalinidade ao polissacarideo devido a sua natureza cristalina,
proporcionando maior estabilidade térmica [285]. A esfera AS A. brasilense, com um
pico em aproximadamente 144 °C, demonstra ter menor estabilidade térmica,
provavelmente devido a interferéncia do A. brasilense, que ndo possui cristalinidade
[287]. Curiosamente, as esferas AS hibridas apresentaram uma temperatura de transicao
mais baixa do que a constituida por AS/A. brasilense, mesmo contendo ZnONPs. Isso
sugere que o encapsulamento de ZnONPs e A. brasilense na mesma esfera esteja
interagindo e causando uma diminuicdo em sua temperatura de transicao.

O termograma da Figura 14-B mostra que as esferas formadas pela mescla AS/Xil
apresentaram temperaturas de transicéo diferentes das esferas constituidas apenas por AS.
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O pico de transi¢éo da esfera AS/Xil foi centrado em aproximadamente 192 °C, enquanto
as esferas AS/Xil/ZnONPs apresentaram dois picos, sendo o primeiro centrado em
aproximadamente 158 °C e o segundo em aproximadamente 178 °C. As esferas AS/Xil
A. brasilense exibiu pico centrado em aproximadamente 189 °C, e, por fim, a esfera
hibrida AS/Xil apresentou pico centrado em aproximadamente 162 °C. O pico da esfera
AS/Xil foi exotérmico, devido a xilana ter essa caracteristica [288, 289], o que indica
maior estabilidade térmica em relacdo a esfera AS. No entanto, os picos apresentados pela
esfera AS/Xil/ZnONPs foram endotérmicos, devido a presenca das ZnONPs, que
possuem essa caracteristica [290], e também & presenca do AS, que também é
endotérmico, indicando que ocorreu uma transicdo de fase. Assim, a transicao
endotérmica foi mais evidenciada na esfera. E possivel notar um alargamento no pico
dessa esfera, indicando que a cristalinidade diminuiu [291]. A esfera AS/Xil A. brasilense
também exibiu pico exotérmico, pois a caracteristica exotérmica da Xil prevaleceu. No
entanto, houve uma diminuicdo na intensidade de seu pico, isso pode ser atribuido a
presenga das BPCV, que ndo possuem cristalinidade, indicando uma reducdo na
cristalinidade nas esferas AS/Xil A. brasilense. Por fim, a esfera hibrida AS/Xil
novamente apresentou pico endotérmico, devido & maior presenca de componentes que
possuem essas caracteristicas (AS e ZnONPs). Em comparacdo com a esfera AS hibrida,
a AS/Xil hibrida apresentou uma maior temperatura de transicdo, indicando maior
estabilidade térmica. No entanto, também foi possivel observar que a temperatura de
transicdo da esfera AS/Xil é maior que a da esfera hibrida AS/Xil hibrida, o que pode ser
atribuido a estrutura porosa da formacdo dessa esfera, que pode comprometer sua
estabilidade térmica. Alem disso, a esfera AS/Xil hibrida apresentou apenas um pico de
transicdo, mesmo que cada componente presente na mistura tenha picos de transicao
diferente. Isso indica que ao apresentar apenas um pico, mostra que ocorreu interagdo
entre eles [288].
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Figura 14. Anélise térmica por DSC: A) Esfera formulada por AS; B) Esfera formulada
por AS/XIL.

3.3.4 Degradacéo das esferas

A degradacao das esferas AS/ZnONPs e AS/Xil/ZnONPs em meio aquoso foi
observada por UV-vis, durante um periodo de 60 dias. Conforme mostrado na Figura 15-
A, tanto as esferas AS/ZnONPs quanto AS/Xil/ZnONPs ndo apresentaram absorgéo no
inicio do ensaio, enquanto no final apresentaram uma absorcao elevada. Neste contexto,
foi possivel notar que a absorcdo das esferas AS/Xil/ZnONPs é maior. A diferenca na
degradacdo dessas esferas também pode ser vista a olho nu, conforme mostrado nas
Figuras 14-B e 14-C, que representam o tempo inicial e final, respectivamente, das
esferas AS/ZnONPs, e nas Figuras 14-D e 14-E, que mostram o tempo inicial e final das
esferas AS/Xil/ZnONPs. Observa-se que, no tempo inicial, as amostras sdo totalmente
incolores, enquanto no final apresentam turbidez. No entanto, as esferas compostas por
AS/Xil/ZnONPs mostram uma aparéncia mais turva no final, indicando uma maior
degradacdo dessas esferas e, consequentemente, apresentou uma maior absorbancia.
Conforme a lei de Beer-Lambert indica, a quantidade de luz absorvida é proporcional a
concentracdo do meio, ou seja, quanto mais matéria tiver, menos luz passa através dela,
mais € absorvida [292, 293]. Portanto, no tempo inicial em que as amostras se apresentam
incolores, toda a luz incidente € transmitida, ou seja, ndo ocorre absor¢do. Enquanto no
tempo final, a luz incidente foi absorvida por ambas as amostras, sendo que a com
AS/Xil/ZnONPs apresentou maior absor¢do devido a maior desintegracdo das esferas,

resultando em uma aparéncia mais turva e, consequentemente, maior absorcédo de luz.

240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)
- Esf. AS/ZnONPs (in.) == Esf. AS/Xil/ZnONPs (in.)
Esf. AS/ZnONPs (fin.) = = Esf. AS/Xil/ZnONPs (fin.)

Figura 14. Ensaio de degradacdo das esferas por UV-Vis: A) Espectro de absorcédo; B)
Inicio do ensaio das esferas AS/ZnONPs; C) Final do ensaio das esferas AS/ZnONPs; D)
Inicio do ensaio das esferas AS/Xil/ZnONPs; E) Final do ensaio das esferas
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AS/Xil/ZnONPs. Na Figura A do espectro do UV-Vis, o inicio do ensaio esta abreviado
como 'in." e o final como 'fin.'

O mesmo comportamento foi observado para as esferas hibridas, mostrando que,
no inicio do ensaio, 0 espectro de absorcao das esferas AS hibrida e AS/Xil hibrida foi
parecido. No inicio do ensaio, ndo houve absor¢do em ambas as esferas, enquanto no final
do ensaio, sim (Figura 15-A). Pode-se observar que a degradacdo de ambas as esferas
hibridas também foi maior do que a das esferas que continham apenas ZnONPs. Esse fato
pode ser atribuido a presenca de A. brasilense encapsulada nas esferas hibridas, que
contribuiu para sua maior degradacdo. No entanto, as esferas AS/Xil hibridas foram mais
degradadas do que as esferas AS hibridas, possivelmente devido a adi¢do da xilana a
matriz do AS. Embora as analises térmicas indiquem que as esferas AS hibridas tenham
maior resisténcia térmica, esse efeito ndo foi observado em meio aquoso. 1sso se deve ao
fato de que, em meio aquoso, tanto o AS quanto a Xil tém potencial para absorver agua,
e a adicdo da Xil torna a matriz de AS mais porosas, conforme evidenciado pelas analises
de MEV. Isso sugere que sua adigdo contribuiu para a maior degradagdo. Uma vez que
se tem mais poros, maior serd a absorcao de agua e intumescimento. Conforme as analises
de espectroscopia de UV-VIS, sugere-se que as esferas AS/Xil hibridas tém maior

potencial de degradacdo em meio aquoso.
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Figura 15. Ensaio de degradacdo das esferas hibridas por UV-Vis: A) Espectro de
absorcdo; B) Inicio do ensaio das esferas AS hibridas; C) Final do ensaio das esferas AS
hibridas; D) Inicio do ensaio das esferas AS/Xil hibridas; E) Final do ensaio das esferas
AS/Xil hibridas. Na Figura A do espectro do UV-Vis, o inicio do ensaio esta abreviado
como 'in." e o final como 'fin.'
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3.4  Atividade bioldgica
3.4.1 Respiragéo basal do solo

A andlise da respiracéo basal do solo em nosso ensaio foi essencial para avaliar a
atividade microbiana e entender como as diferentes esferas influenciam a capacidade dos
organismos em decompor a matéria organica presente no solo. As analises do controle,
ZnONPs e ZnSO4 foram as mesmas para a exposicdo do solo contendo esferas
constituidas por AS e AS/Xil com o intuito de avaliar as diferencas entre os tratamentos
dos diferentes tipos de esferas.

Na Figura 16-A reflete na atividade microbiana apds 24 h de exposicéo do solo
contendo esferas de AS, e se mostrou maior do que quando comparado com 168 (Figura
16-B) e 360 horas (Figura 16-C). Também foi possivel notar que, apés 24 horas, as

esferas que continham A. brasilense apresentaram maiores valores de C-CO:a.
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Figura 16. Respiragdo basal da comunidade microbiana apds a exposi¢do do solo as
esferas de SA: A) Andlise da respiracdo basal do solo ap6s 24h de exposicao; B) Analise
da respiracdo basal do solo apds 168 h de exposicdo; C) Analise da respiracéo basal do
solo ap6s 360 h de exposicdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Os resultados da RBS expostos as esferas da mescla de AS/Xil seguiram 0 mesmo
perfil da exposicdo as esferas AS. A atividade microbiana apos 24 horas de exposicao do
solo as esferas (Figura 17-A) também foi maior do que a atividade exposta a 168 horas
(Figura 17-B) e 360 horas (Figura 17-C). Entretanto, as esferas AS/Xil que
encapsularam A. brasilense apresentaram maior C-CO2 em todos os periodos da analise,

ndo apenas na de 24 horas, como ocorreu nas esferas de AS.
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Figura 17. Respiracdo basal da comunidade microbiana apos a exposi¢do do solo as
esferas de AS/Xil: A) Anélise da respiracdo basal do solo apds 24h de exposicéo; B)
Anélise da respiracdo basal do solo apo6s 168 h de exposicdo; C) Anélise da respiragao
basal do solo apds 360 h de exposic¢ao. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

A investigagdo por RBS revela o nivel de atividade microbiana por meio da
quantificacdo do CO2 liberado nas fungdes metabdlicas dos microrganismos, 0 que
possibilita avaliar a velocidade de degradacéo dos substratos inseridos no solo [294, 295].
Além disso, a biomassa microbiana do solo desempenha um papel importante, pois ela é
a atividade microbiana medida pela respira¢do (medida do CO: liberado), que define a
qualidade do solo [296, 297]. Nossos resultados indicaram que 0 solo exposto as esferas
teve um aumento na atividade microbiana, principalmente no periodo de 24 h em ambas
as esferas. No entanto, ocorreu uma diminui¢gdo com o passar do tempo, principalmente
nas esferas AS. Segundo Vieira et al. (2011), essa reducdo se deve ao fato de que a
respiragdo microbiana pode estar relacionada a reducdo do carbono, que pode ser
facilmente oxidavel [298]. Isso indica que, @ medida que a respiracdo microbiana ocorre,
o carbono presente nas esferas pode estar sendo oxidado, e isso explica 0 motivo que o
C-CO: diminuiu com o passar do tempo.

Outro ponto que foi observado é que as esferas que encapsularam A. brasilense
obtiveram maiores valores de C-COs.. Isso pode ser explicado pelo fato de que bactérias
gram-positivas tém como alvo a degradacdo de nitrogénio, enquanto bactérias gram-
negativas tém como alvo a degradacdo do carbono, que geralmente resulta na liberagéo
de CO: [299]. Ou seja, as esferas que produzimos sdo ricas em carbono, servindo como

fonte de alimento para A. brasilense, 0 que aumenta sua atividade. Isso pode ser
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observado pelo aumento de C-CO: nas esferas que encapsularam A. brasilense. Outro fato
observado é que as esferas que continham Xil tiveram maior C-CO-, pois possuem um
numero maior de carbonos do que o SA, além de conter xilose, que € um tipo de agucar
que serve como fonte de alimento para alguns microrganismos [300], enquanto o alginato
possui acido gulurdnico [239]. Isso explica por que as esferas que contém xilana
apresentam maiores valores de C-CO.. De modo geral, apesar das esferas apds 168 e
360 horas de exposicdo apresentarem C-CO. mais reduzidos, os tratamentos em ambas
as esferas ainda podem ser considerados positivos, pois apresentaram resultados elevados,
em relacdo ao controle, indicando que as esferas foram capazes de aumentar a atividade

microbiana.

3.4.2 Degradacao in vitro das esferas

O ensaio de biodegradacéo das esferas de AS e AS/Xil, mostrado nas Figuras 18-
A e 18-B, respectivamente, apresentou perfis parecidos. E possivel observar que o0s
resultados obtidos no 7° e no 15° dia foram estatisticamente iguais. A partir do 30° dia, 0s
tratamentos dos diferentes tipos de esferas comegam a se diferenciar, no entanto, as
esferas contendo A. brasilense e as hibridas possuem maiores percentuais de degradacao.
O mesmo comportamento se repete nos dias 45° e 60°, em ambos o0s tratamentos. Embora
os tratamentos com os diferentes tipos de esferas apresentem comportamentos
semelhantes, as esferas contendo Xil em sua composi¢do possuem maior percentual de
biodegradacdo, corroborando com a analise de RBS mencionada acima. O fato de as
esferas conterem A. brasilense e Xil é justificado pelo mesmo motivo. Devido ao fato da
Xil, ser uma fonte de carboidrato e conter xilose em sua estrutura, aumenta a atividade
microbiana e, assim, promove maior biodegradacédo [299, 300]. No entanto, as esferas
que encapsularam apenas ZNONPs apresentam menor valor de biodegradacéo, devido ao
fato de 0 Zn ser uma particula inorgéanica, o que reduziu a biodegradacéo tanto nas esferas
AS/ZnONPs quanto nas esferas AS/Xil/ZnONPs.
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Figura 18. Biodegradagéo: A) Esferas As; B) Esfera AS/Xil. Os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

3.4.3 Degradacao das esferas em condiges reais do campo

A técnica rizotron é uma técnica ndo destrutiva utilizada para analisar o
crescimento radicular de plantas, com o intuito de acompanhar e descrever aspectos
morfolégicos [301]. O rizotron foi utilizado como uma ferramenta para a realizacéo de
observagdes do desenvolvimento das raizes proximas as esferas, assim como para a
biodegradacdo de forma qualitativa. Este método forneceu uma analise visual da
degradacéo das esferas ao longo do tempo em condicdes reais, permitindo a observacdo
das mudancas morfolégicas e estruturais que ocorreram durante o0 processo de
degradacéo. O dia 1° exibido na Figura 19, foi o dia em as esferas foram colocadas no

Rizotron.
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Esf. AS __Esf. AS/ZnONPs Esf. AS A. brasilense  Esf. AS Hibrida

Figura 19. 1° Dia de exposi¢do das esferas.

ApoOs 7 dias de exposicdo as esferas, observou-se que todos os tratamentos
apresentaram plantulas de milho, exceto os tratamentos com as esferas AS/ZnONPs e AS
hibrida. Também foi possivel observar a formagdo de musgo ao redor delas, mas nédo

houve alteracdes visiveis nas esferas.

Esf. AS Esf. AS/ZnONPs  Esf. AS A. brasilense Esf. AS Hibrida

-

Esf. As/Xil Esf. AS/XillZnONPs Esf. AS/Xil A. brasilense  Esf. AS/Xil Hibrida

Figura 20. 7° Dia de exposicédo das esferas.

No 15° dia, é possivel observar raizes na superficie do rizotron, e que 0 musgo
esta muito mais proximo das esferas, e até mesmo sobre elas. Nota-se uma mudanca na
morfologia das esferas AS, além de uma alteracdo na coloracdo das esferas AS A.
brasilense. A esfera AS/Xil A. brasilense apresentou um aspecto mais gelatinoso
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(desfazendo o formato esférico), e hd uma diminuicdo de tamanho nas esferas AS/Xil
hibrida.
A. brasilense Esf. AS Hibrida

Esf. AS/ZnONPs 'Ef. AS

Esf. As/Xil Esf. AS/Xil/lZnONPs  Esf. AS/Xil A. brasilense Esf. AS/Xil Hibrida

Figura 21. 15° Dia de exposicao das esferas.

No 30° dia, é possivel observar que as mudangas ocorridas no 15° dia se
intensificam em todos os tratamentos. As esferas que apresentam menor aparéncia de
degradacédo sao aquelas que encapsularam as ZnONPs, enquanto a que mais apresenta
efeitos de biodegradadas séo as esferas AS/Xil A. brasilense. Além disso, é possivel notar
que as esferas AS/Xil hibrida estéo se aglomerando.

Esf. AS Esf. AS/ZnONPs Esf. AS A. brasilense Esf. AS Hibrida

Figura 22. 30° Dia de exposi¢éo das esferas.
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No 45° dia, a imagem foi ampliada para observar melhor os aspectos fisicos da
degradacdo. E possivel notar uma diminuicdo nas esferas compostas apenas por AS,
enquanto as esferas AS/ZnONPs mantém uma morfologia aparentemente mais estavel.
Algumas esferas AS/A. brasilense desapareceram da superficie do rizétron, deixando
espagos 0cos, 0 que sugere que essas esferas tenham degradado. Também foram
observadas auséncias em algumas esferas AS hibridas. As esferas AS/Xil desapareceram,
restando apenas marcas esbranquicadas onde estavam posicionadas. Nas esferas
AS/Xil/ZnONPs, ainda é possivel visualizar algumas, embora haja espagos vazios com
marcas esbranquigadas. As esferas AS/Xil/A. brasilense ja ndo possuem formato esférico,
indicando que todas tenham degradado. Ja nas esferas AS/Xil hibridas, é possivel notar a
presenca de poucas, com tamanho bastante reduzido, e um grande espaco vazio, além de

marcas sobre a superficie do vidro onde as esferas estavam.

Esf. AS/ZnONPs Esf. AS A. brasilense

Figura 23. 45° Dia de exposicao das esferas

Ao 60 dia as esferas ndo foram mais visualizadas, indicando que todas ou a maioria
das esferas tenha degradado. Embora ndo de para quantificar a biodegradacéo das esferas
pelo método do rizotron, ainda assim, essas observacdes foram de extrema importancia,
para visualizar o processo de biodegradacdo das esferas. A presenca do musgo indica que
a atividade microbiana do solo esta ocorrendo, e entre todos os tipos de esferas, a que
apresenta a maior quantidade de musgo é a esfera AS/Xil/A. brasilense, e também foi ela
que mais degradou. Também ¢é evidente que as esferas que contém Xil na sua composicéo

apresentam maiores biodegradacéo, corroborando com os dados da degradagéo in vitro
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(Figura 18). Também é notado que as esferas que encapsularam apenas ZnONPs tiveram
menor biodegradacdo. Todas essas observa¢des corroboram com as analises de atividade
bioldgica. OQutro aspecto a ser considerado € que a presenca de plantas, e,
consequentemente, das raizes e da comunidade da rizosfera nessa regido, pode ter
acelerado o processo de biodegradacdo. Pois, as raizes das plantas s&o ricas em &cidos
organicos estimulam a multiplicagdo de microrganismos presentes na rizosfera e aceleram

a degradacdo da matriz polimérica [302].

2.4  Cinética de Liberacdo
2.5.1 Cinética de Liberacdo Zn e A. brasilense

A liberacdo de ativos contidos nas esferas pode ser determinada por inimeros
fatores, entre eles, o tamanho das particulas, a natureza dos reagentes, a
biocompatibilidade e o tipo de interacdo entre eles [303]. Neste sentido, comparou-se a
liberagdo das esferas que encapsularam apenas ZnONPs e aquelas que encapsularam
apenas A. brasilense. Também se avaliou a liberacdo das esferas hibridas, que
encapsularam, no interior de uma unica esfera, tanto ZnONPs quanto A. brasilense, a fim
de verificar alteracfes no perfil da cinética de liberag&o.

Na Figura 24-A é apresentado o perfil de liberacdo das esferas composta por AS
enguanto na Figura 24-B ¢ apresentado o perfil de liberacdo das esferas composta pela
mescla AS/Xil para o ion Zn. Inicialmente, o perfil para todas as esferas formuladas foi
rapido, devido a liberacdo do ativo ndo encapsulado, e posteriormente tornou-se mais
lento com o passar do tempo. Também foi possivel notar diferenca no comportamento
de liberacdo dependendo do tipo de esfera, nota-se que a adicdo na Xil modificou o
comportamento de liberacdo. Esses resultados mostram que todas as esferas produzidas

possuem capacidade para atuar como sistemas de liberacdo de ativos.
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Figura 24. Cinética de liberacdo in vitro de ions Zn das esferas de hidrogel: A) Esfera de
matriz AS; B) Esfera de matriz AS/Xil. Determinacdo em triplicata (n=3).

Da mesma forma, o perfil de liberagéo e a viabilidade de A. brasilense das esferas
hibridas em meio aquoso foi investigado (Figura 25). E possivel notar que a liberacio
das esferas hibridas constituidas pela mescla entre AS/Xil é maior do que a das esferas
AS hibridas. Essa diferenca pode ser atribuida & presenca de um maior nimero de poros
que as AS/Xil contém e também a maior afinidade que os microrganismos tém em
degradar a Xil [58, 95, 245]. Nota-se também que a viabilidade de A. brasilense é reduzida

sem o encapsulamento realizado pelas esferas.
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Figura 25. Cinética de liberacdo A. brasilense das esferas hibridas em meio aquoso.
Determinagdo em triplicata (n=3).

O perfil de liberacdo das A. brasilense no solo também foi avaliado. Na Figura 26-
A é apresentado o perfil de liberacdo da A. brasilense encapsulada em esferas composta
por AS enquanto na Figura 26-B é apresentado o perfil de liberacdo das A. brasilense
esferas compostas pela mescla AS/Xil. No mesmo grafico também é possivel observar a
viabilidade das bactérias sem o encapsulamento na esfera, com o intuito de verificar a
viabilidade das bactérias.

O perfil de liberacdo de A. brasilense no solo foi semelhante em ambos os tipos de
esfera, a adi¢do da Xil ndo influenciou a liberagdo no solo. Isso pode estar relacionado a
eficiéncia de encapsulamento mais baixa obtida pelas esferas que encapsularam A.
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brasilense. Também foi possivel notar que a viabilidade das esferas ndo encapsuladas

reduziu drasticamente.
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Figura 26. Cinética de liberacdo A. brasilense no solo das esferas de hidrogel: A) Esfera
de matriz AS; B) Esfera de matriz AS/Xil. Determinagéo em triplicata (n=3).

A anélise do mecanismo de liberacdo de ativos pode ser uma ferramenta poderosa
para desenvolver novas formas de dosagem de ingredientes ativos para a agricultura, e
assim fornecer informac6es importantes a respeito dos fatores que governam a liberacéo
destes ativos [304]. Portanto, alguns modelos matematicos foram testados, conforme
descrito pelas equacdes representadas na Tabela 1, e 0 modelo que apresentou coeficiente
de correlagdo (R?) mais proximo de 1 foi o escolhido para representar tais sistemas
(Tabela 3).
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Tabela 3. Modelos matematicos de cinética aplicados ao perfil de liberagdo de ativos

nas diferentes esferas de hidrogel.

Esferas de Hidrogel

Modelos (R?)

Ordem | Primeira | Higuchi | Korsmeyer- | Hickson-

zero Ordem Peppas Crowell
Esf. AS/ZnONPs 0,7250 0,8400 0,6647 0,9771 0,3997
Esf. AS A. brasilense 0,8025 0,7263 0,5810 0,9527 0,8776
Esf. AS Hibrida 0,9290 0,0991 0,8019 0,9823 0,5870
Esf. AS/Xil/ZnONPs 0,9374 0,1026 0,7984 0,98361 0,6448
Esf. AS/Xil A. brasilense  0,7776 0,7061 0,6196 0,9589 0,8575
Esf. AS/Xil Hibrida 0,9466 0,0993 0,7979 0,9820 0,6197

O modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas (Figura 27) foi o quer apresentou

melhor r?. Neste contexto, a partir das curvas de liberaco, e em funcio deste modelo

foram realizadas regressdes lineares a fim de se determinar os valores da constante

cinética de liberagdo (k), bem como o coeficiente de correlacdo linear (r). e, portanto, e 0

expoente da liberagdo (n) foram calculados (Tabela 4).
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Figura 27. Modelagem matematica segundo o modelo de Korsmeyer Peppas.

Tabela 4. Dados referentes a modelagem matematica segundo Korsmeyer Peppas.
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liberacio (k)

Esferas de Hidrogel Constante de Expoente de Equacéo da reta
liberacao (n)

Esf. AS/ZnONPs 4,59 x1073 0,69 Y =0,6870*X - 7,287

Esf. AS A. brasilense 6,08 x10°° 1,34 Y =1,341*X - 12,20

Esf. AS Hibrida 8,91 x10°3 0,46 Y =0,4612*X - 6,063

Esf. AS/Xil/ZnONPs 1,7 x10%2 0,73 Y =0,7260*X - 7,586

Esf. AS/Xil A. 6,14 x10° 1,16 Y =1,158*X - 11,08
brasilense

Esf. AS/Xil Hibrida 6,80 x10°3 0,66 Y =0,6638*X - 7,180

O valor do expoente da liberacdo (n), € quem indica o tipo de mecanismo que esta
envolvido na liberacédo, assim os valores de n sdo variados, e ajudam a interpretar o
mecanismo de liberacdo que ativos sdo liberados de esferas poliméricas. Assim sendo,
quando n é igual a 0,45, o mecanismo principal que controla a liberacdo do ativo no
sistema é a difuséo pura (difusdo Fickiana classica), quando o n assume o valor 0,89, a
equacdo corresponde a cinética de liberacdo de ordem zero, sendo a liberacdo controlada
por mecanismo de transporte de Caso Il, ou seja, pelo fenbmeno de intumescimento
(relaxamento da matriz ou liberacdo mediante eroséo). Outros valores de n (0,45 < n
<0,89) indicam cinética de transporte andémalo, ou seja, uma combinacdo dos dois
mecanismos de difusdo e de transporte de Caso Il, os valores de n > 89 é referente
mecanismo de transporte super caso-ll, que consiste em fendbmenos de
inchamento/relaxamento da matriz, na qual envolve a transi¢do de um estado semi-rigido
a outro mais flexivel, como processos determinantes na liberagdo de ativos [305, 306].
Em nosso sistema, os valores de n para a liberacdo do ion Zn associados as esferas estdo
compreendidos entre 0,46 e 0,73, indicando que a liberagdo foi governada pelo
mecanismo de transporte andmalo. J4 os valores de n para as A. brasilense estdo entre
1,16 e 1,34, indicando que 0 mecanismo que governa € o de transporte super caso-II.
Esses diferentes tipos de mecanismos mostram que o perfil de liberacdo foi modificado
de acordo com o ingrediente ativo associado as esferas.

A liberagdo de A. brasilense das esferas também pode ser visualizada

qualitativamente pela mudanca de cor do meio NFB. Este meio é produzido em pH 6,8 e
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possui coloragéo em tons de verde. A liberacgdo de A. brasilense para 0 meio provoca uma
alteragcdo no pH, que se eleva para 7, tornando o meio azul. As Figuras 28-A e 28-B

mostram a liberacao das esferas AS e a liberacao das esferas AS/Xil.

Esf. AS Esf. AS Esf. AS/Xil Esf. AS/Xil
Esf. AS A. brasilense  Hibrida Esf. AS/Xil A. brasilense Hibrida

dia

dia

Figura 28. Liberacdo gradativa de A. brasilense contido nas esferas para o0 meio NFB.
A) Esferas de AS; B) Esferas de AS/Xil.

3.5 Efeito das esferas em plantas
3.5.1 Desenvolvendo de plantas

Os diferentes tipos de esferas produzidas foram aplicados na cultura de milho com
0 objetivo de avaliar os efeitos da formulacdo em condicgdes reais. Apos o crescimento
das plantas foram avaliados parametros fisicos e bioquimicos do vegetal. As medidas de
altura das plantas, por exemplo, podem ser vistas nas Figuras 29-A e 29-B, sendo o
tratamento A referente as esferas constituidas de XS e o tratamento B para AS/XIL. J&
nas figuras 29-C e 29-D, sdo apresentados os didmetros do colmo das plantas expostas as
diferentes formulag¢6es. De modo geral, em comparacao ao controle, os tratamentos que
tiveram maior desenvolvimento no crescimento das plantas, foram os tratamentos com as
esferas que encapsularam A. brasilense, tanto nas esferas AS quanto nas AS/Xil. Isso
ocorre porque, ao encapsular as BPCV nas esferas, elas ficam protegidas, mantendo-se
viaveis por mais tempo e atuando de forma mais eficiente na planta. No entanto, os efeitos
foram mais pronunciados nas esferas que continham AS/Xil, o que pode ser explicado
pelo fato de que a Xil serve como fonte de agUcares para A. brasilense, aumentando a

atividade microbiana. Comparando os efeitos das esferas que encapsularam apenas
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ZnONPs, observou-se uma redugdo no crescimento em relagdo ao controle,
principalmente para as esferas de AS/ZnONPs. Isso sugere que a menor biodegradagéo
das esferas AS/ZnONPs resulta em uma liberacdo mais lenta do zinco, prejudicando o
crescimento da planta. Entre as esferas hibridas, a AS hibridas demonstrou um efeito de
crescimento mais significativo a partir do 100° dia de observagéo, enquanto a AS/Xil
hibrida apresentou efeitos negativos em todas as medi¢fes de altura da planta. Esses
resultados sugerem que, ao associar as ZnNPs nas esferas, a disponibilidade de Zn
diminuiu, indicando que a liberacdo de Zn foi tardia. Além disso, a presenca de A.

brasilense na AS hibridas podem ter contribuido para esse efeito.
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Figura 29. Parametros biométricos do desenvolvimento do milho: A) Medidas de altura
da planta expostas as esferas AS; B) Medidas de altura da planta expostas as esferas
AS/Xil; C) Medidas de didametro do colmo expostas as esferas AS; D) Medidas de
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didmetro do colmo expostas as esferas AS/Xil. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Em relacdo as médias do didametro do colmo, quase ndo houve diferenca
significativa. As diferengas observadas nos tratamentos com SA foram entre o0s
tratamentos contendo esferas AS hibridas e as esferas AS contendo A. brasilense, que
continham ZnSO4 fora da esfera, embora com um efeito negativo. Por outro lado, para as
esferas AS/Xil com A. brasilense que continham ZnSQOs fora da esfera, o efeito foi
positivo.

A analise de regressdo apresentada na Figura 30 foi utilizada para investigar se
houve uma resposta linear no crescimento das plantas em funcéo dos diferentes tipos de
tratamentos aplicados ao longo do tempo. E possivel notar que todos os tratamentos,

responderam linearmente.
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Figura 30. Analise de regressdo linear do tamanho das plantas com diferentes
tratamentos.

Na Tabela 5, é possivel observar que os tratamentos que influenciaram o
crescimento das plantas com resposta linear foram, principalmente, aqueles que
continham ZnONPs encapsuladas nas esferas, tanto nas constituidas por AS quanto nas
constituidas pela mescla AS/Xil. Esses resultados indicam que o ZnONPs contido nas
esferas foi preservado, permanecendo disponivel por mais tempo no solo. Isso ocorre
porque o Zn é facilmente adsorvido pelo solo, tornando-se indisponivel para as plantas

antes do desenvolvimento das raizes [307-309].

Tabela 5. Andlise de regresséo linear do crescimento da planta.
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Esferas de Hidrogel

Crescimento de planta

RZ

Controle Y =2,607*X - 28,09 0,9310
ZnONPs Y =2,679*X - 30,17 0,8832
Esf. AS/ZnONPs Y =2,321*X - 32,25 0,9632
Esf. AS Hibrida Y =2,265*X - 31,77 0,9672
Esf. AS A. brasilense Y =2,498*X - 20,86 0,9012
+ ZnONPs
Esf. AS A. brasilense + Y =2,686*X - 23,89 0,8759
ZnSO4
Esf. AS/Xil/ZnONPs Y =2,627*X - 39,12 0,9630
Esf. AS/Xil Hibrida Y = 2,365*X - 30,49 0,9132
Esf. AS/Xil A. brasilense
+ ZnONPs Y =2,692*X - 28,90 0,8850
Esf. AS/Xil A. brasilense
+ ZnS04 Y =2,997*X - 42,82 0,9171
A. brasilense + ZnONPs Y =2,564*X - 29,72 0,9355
A. brasilense + ZnSO4 Y =2,533*X - 34,10 0,9235

Uma das formas de avaliar o desenvolvimento do milho ¢é a observacéo do nimero

de folhas, pois as folhas sdo indicadoras do crescimento da planta e da sua capacidade de
fotossintese. Na Figura 31-A, é mostrado o numero de folhas das plantas cultivadas com
esferas AS, e na Figura 31-B com esferas AS/Xil. Entre os tratamentos realizados com
as esferas, apenas os tratamentos AS/Xil/ZnONPs e AS/Xil hibrida no 80° dia tiveram
um efeito maior do que o controle. Nos demais dias, todos os tratamentos com outros
tipos de esferas apresentaram resultados iguais ou inferiores ao controle. Entre os efeitos

iguais ou inferiores, estdo os tratamentos realizados com AS/ZnONPs no 80° dia.
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Figura 31. Analise do nimero de folhas: A) Contagem dos nimeros de folhas tratadas
com esferas AS; B) Contagem dos nimeros de folhas tratadas com esferas AS/Xil. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <
0,05).

A analise biométrica de comprimento radicular permite investigar qual tratamento
proporciona maior crescimento radicular. Na Figura 32-A, estdo os tratamentos com AS,
e na Figura 32-B, estdo os tratamentos com AS/Xil. Em nosso ensaio, ndo houve
crescimento significativo nos tratamentos com as esferas em ambos 0s sistemas. Exceto

o tratamento AS hibrida, que apresentou um efeito menor que o controle.
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Figura 32. Analise do sistema radicular: A) Comprimento radicular das plantas tratadas
com esferas AS; B) Cumprimento radicular das plantas tratadas com esferas AS/Xil. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
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teste de Tukey a 5% de significancia. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <
0,05).

A anélise de clorofila permite identificar quais tratamentos estdo sendo mais
eficientes, pois pode ser relacionado a taxa de fotossintese no vegetal. As Figuras 33-A
e 33-B representam os tratamentos das esferas constituidas por AS e AS/XIL,
respectivamente. Os resultados revelam que nenhum dos tratamentos com as esferas foi
superior ou igual ao controle até a medida no 100° dia em ambos os tipos de esferas. No
entanto, na medida do 120° dia, os tratamentos que continham a maior quantidade de
clorofila foram os que incluiam esferas ZNONPs em ambos os sistemas, como
evidenciado na Figura 39, onde os tratamentos com as esferas contendo ZnONPs
apresentam coloragdo em tons mais verdes. 1sso pode indicar que a liberagdo de Zn foi
tardia, sendo evidente apenas no final do experimento. O tratamento que se igualou ou

foi superior ao controle foi o de A. brasilense + ZnSO4 ndo encapsulado nas esferas.
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Figura 33. Andlise da clorofila total: A) Plantas tratadas com esferas AS; B) Plantas
tratadas com esferas AS/Xil. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

A anélise de rendimento por massa seca, que avaliou 0 peso da parte aérea e 0
peso da parte radicular das plantas, permitiu determinar qual parte mais se beneficiou com
os tratamentos. Na Figura 34-A, sdo apresentados os tratamentos realizados com as
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esferas AS. Observou-se um aumento na massa seca da parte radicular nos tratamentos
com esferas AS. Em contrapartida, o tratamento com as esferas da mescla AS/Xil
demonstrou maior rendimento na parte aérea. Portanto, uma maior massa seca da parte
aérea indica que o sistema com as esferas de Xil é mais eficaz. Isso também sugere que a
capacidade das esferas AS/Xil em promover o crescimento e a producdo da planta é
maior. Outro resultado destacado foi que as ZnONPs ndo encapsuladas nas esferas
apresentaram uma maior massa seca na raiz, pois o maior teor de Zn se da na parte onde
ele é inicialmente absorvido. Isso sugere que a liberacdo de Zn tenha sido lenta, pois 0 Zn
normalmente é adsorvido pelo solo rapidamente [307-309] ou foi internalizado no
vegetal, aumentando o desenvolvimento das raizes.
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Figura 34. Analise de rendimento por massa seca do peso da parte aérea e do peso da
parte Radicular: A) Plantas tratadas com esferas AS; B) Plantas tratadas com esferas
AS/Xil. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,05).

A observacédo qualitativa do desenvolvimento das plantas de milho ao longo do
tempo é fundamental para entender como a formulacdo influencia no processo de
crescimento do vegetal. Essa analise permite visualizar as mudangas morfoldgicas e

funcionais no desenvolvimento das plantas. Na Figura 35, é possivel observar o
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crescimento das plantas ap6s 21 dias de semeadura, quando elas se encontram no estagio
V5 da fase do desenvolvimento vegetativo. E possivel notar que todos os tratamentos
foram bem-sucedidos, com folhas completamente estendidas. Além disso, é possivel
observar que, na planta AS/Xil/ZnONPs, surgiu um novo broto na lateral da planta matriz.
Isso, nesta fase, € um indicio de que a planta est& saudavel. No entanto, esse broto pode
ser prejudicial, pois pode competir com a planta matriz por nutrientes e recursos como

agua, luz solar e espaco.
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Figura 35. Avaliacdo do crescimento das plantas de milho 21 dias ap6s a semeadura.

Na Figura 36, é possivel observar o crescimento da planta ap6s 50 dias de
semeadura. Nota-se que, nesta fase, todas as plantas de todos os tratamentos ja emitiram
0 penddo, que é a parte masculina da planta. Esse penddo é fundamental para a
reproducao, pois é responsavel pela producao das flores e, consequentemente, dos graos
de milho. Exceto a planta com o tratamento AS/Xil/ZnONPs, que contém um broto
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lateral. Esse broto lateral prejudicou o desenvolvimento da planta, pois compete com o
penddo por nutrientes. Também é possivel notar que algumas folhas estdo secas, e isso
pode ser em decorréncia das altas temperaturas enfrentadas durante o estudo.

Esf.
ZnOFNPs AS/ZnONPs Esf. AS Hibrida

Esf. AS Esf. AS
A. brasilense + ZnONPs A. brasilense + ZnSO, Esf. AS/Xil Hibrida

Esf. AS/Xil Esf. AS/Xil A. brasilense A. brasilense
A. brasilense + ZnONPs A. brasilense + ZnSO, +ZnONPs ZnSO4

Figura 36. Avaliagdo do crescimento das plantas de milho 50 dias apds a semeadura.

Na Figura 37, é possivel observar o crescimento da planta ap6s 80 dias de
semeadura. Esta fase é crucial para a reproducdo, pois tanto a parte masculina (pendéao)
quanto a feminina (espiga) estdo bem formadas, iniciando assim o processo de
polinizacdo para a producio de grios. E possivel notar que em todos os tratamentos ja se
tem espigas.
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Figura 37. Avaliagdo do crescimento das plantas de milho 80 dias apds a semeadura.

Na Figura 38, é possivel observar o crescimento da planta ap6s 100 dias de
semeadura. Nesta fase ocorre o desenvolvimento do grdo. E isso faz com que todos os
recursos e nutrientes sejam principalmente para a granagdo e ndo para a planta. Nota-se
que todas as plantas apresentaram folhas secas. Também pode ser observado que o
tratamento realizado com ZnONPs ndo encapsulado na esfera esta completamente seco
(murcho). Isso pode indicar que a presenca de ZnONPs sem encapsulamento pode ser

toxica ao vegetal.
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Controle ZnONPs Esf. AS/ZnONPs Esf. AS Hibrida
. B : - T :

Esf AS Esf. AS .
A. brasilense + ZnONPs  A. brasilense + ZnSO, Esf. AS/XillZnONPs Esf. AS/Xil Hibrida
: .

Esf. AS/Xil Esf. AS/Xil A. brasilense A. brasilense
A. brasilense + ZnONPs  A. brasilense + ZnSO, + ZnONPs +7ZnS0O,

Figura 38. Avaliacéo do crescimento das plantas de milho 100 dias ap0s a semeadura.
Por fim é observado na Figura 39 o ultimo dia do experimento, ap6s 120 dias da

semeadura. Esta € a fase da maturagdo do grdo. Nota-se que quase todas as plantas estdo

Secas.
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Esf. AS Esf. AS ]
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Esf. AS/Xil Esf. AS/Xil A. brasilense A. brasilense
A. brasilense + ZnONPs  A. brasilense + ZnSO, +ZnONPs +7ZnS0,

‘} 1 \

Figura 39. Avaliacdo do crescimento das plantas de milho 120 dias ap0s a semeadura.

2.6.2 Nutricéo das plantas

A analise de nutricdo das plantas foi realizada apenas na quantificacdo do
micronutriente Zn, que é o foco do nosso estudo. Sintetizamos ZnONPs para observar
seus efeitos nas plantas, considerando seu encapsulamento nas esferas e sua associa¢éo
com A. brasilense. A quantidade de Zn acumulada foi medida tanto na parte aérea quanto
nas raizes das plantas, permitindo avaliar em qual parte se concentrava mais o Zn que foi
absorvido pela planta. Na Figura 40 -A, s&o apresentados os resultados dos tratamentos
feitos com as esferas compostas por AS. Observa-se que, entre 0s tratamentos nas raizes,
0 que apresentou 0 maior acimulo em relagdo ao controle foi o tratamento com a esfera
AS A. brasilense + ZnSO4 (ndo encapsulado nas esferas), devido ao fato das A. brasilense

serem solubilizadoras de Zn e interagirem diretamente nas raizes [17, 186, 252, 308].
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Seguido pelo tratamento com ZnONPs ndo encapsulados. E isso se deve ao fato de que
as raizes contém maiores teores de zinco do que na parte aérea, principalmente em solos
ricos desse elemento [310]. Além disso, deve-se levar em consideracdo o fato de que
uma grande parte do Zn é armazenada nas raizes das plantas e com pouco movimento
para as partes aéreas [311]. Nossos resultados sugerem que a liberacdo de Zn das esferas
tenha sido lenta, ja que o Zn se encontrava aprisionado nas esferas, resultando em um
menor teor de Zn na parte aérea. Em contrapartida, as esferas AS hibridas apresentaram
0 menor valor de acimulo para a parte radicular, para a parte aérea 0 menor teor de Zn,
foi para as ZnONPs néo encapsulada nas esferas.

A menor absor¢do de Zn observada foi nas esferas AS hibridas. Os maiores
valores de acumulos se deram para aqueles tratamentos que continham Zn néo
encapsulado, o Zn ja estava disponivel no solo na forma de ions ou nanoparticulas,
enguanto o Zn na esfera AS hibridas estavam retidas na matriz. Da mesma forma, na parte
aerea, 0 maior acumulo de Zn foi encontrado no tratamento que continha a fonte de Zn
ndo encapsulada. E também os maiores valores foram para os tratamentos que continham
A. brasilense, devido ao seu potencial de solubilizar o Zn [17, 125]. Em geral, tanto para
0s tratamentos com a esfera AS quanto para os tratamentos com a esfera produzida pela
mescla AS/Xil (Figura 40-B), os maiores valores de acumulo de Zn foram observados
naqueles que ndo continham Zn encapsulado. Isso sugere que a liberacdo de Zn das
esferas foi lenta, ndo sendo positiva para a cultura do milho.

Observou-se também que os maiores valores de acimulo de Zn, em relacdo ao
controle, tanto na parte aérea quanto nas raizes, foram encontrados nas plantas que foram
tratadas com A. brasilense, indicando que essas PBCV contribuiram para uma maior
absorcdo [308]. Entre as esferas hibridas, as que continha Xil em sua matriz apresentou
um maior acimulo de Zn. Ao correlacionar esses resultados com altura da planta (Figura
29 A-B) e 0 peso seco da parte aérea (Figura 34 A-B), é possivel notar, que os tratamentos
com as esferas hibridas AS/Xil resultaram em menores valores de alturas de planta, mas
um maior rendimento de peso na parte aérea, ao contrario dos tratamentos com as esferas
AS hibrida. Isso indica que, embora a altura ndo tenha sido maior, as plantas mostraram-
se mais robustas, apresentando maiores rendimentos de peso seco. Além disso, 0 maior
acimulo de Zn na raiz pode indicar que a. brasilense solubilizaram Zn, tornando o
nutriente mais disponivel para sua absor¢éo, indicando que isso pode ter ocorrido devido
ao fato de A. brasilense terem maior afinidade pelas esferas AS/Xil, as quais
correspondem a maior biodegradacao no solo.
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Figura 40. Acumulo de Zn na parte aérea e no sistema radicular em dois tratamentos: A)
Esferas de AS; B) Mescla de esferas AS/Xil. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e as medias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

3.6.4 Fertilidade do Solo

A analise da fertilidade do solo foi fundamental para determinar a disponibilidade
de nutrientes. Assim, permite identificar deficiéncias ou excessos de nutrientes. Neste
sentido, foi realizada a analise de fertilidade antes e depois do experimento. A Tabela 5
apresenta os dados da fertilidade antes do inicio do experimento.

Tabela 5. Dados de fertilidade do solo antes do experimento

MO P K Ca Mg H+AI Al
pH (g/dm®) (mg (mmolc (mmolc  (mmolc (mmolc  (mmolc
/[dm?3)  /dm?3) /dm?) /dm?) /dm?) /dm?)
5,7 13 2 0,5 14 10 15 0

Na Tabela 6, sdo mostrados os resultados apds os tratamentos (apds 120 dias). E
possivel notar um aumento de pH em todos os tratamentos, incluindo o controle, o que
pode reduzir a absorcdo de Zn pela planta, ja que em pH 7 pode causar deficiéncia de Zn
na planta [312]. Além disso, foi observado que os tratamentos que continham A.
brasilense ndo encapsulada e os tratamentos com a esfera AS/Xil A. brasilense
apresentaram o0 maior aumento de pH, sugerindo liberacdo de A. brasilense. Isso
corrobora com os resultados do ensaio qualitativo utilizando o meio NFB, no qual A.
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brasilense demonstrou potencial para alterar o pH, evidenciado pela mudanca de

coloracéo.
Tabela 6. Dados de fertilidade do solo depois do experimento
MO P K Ca Mg H+Al Al
Tratamento pH  (g/dm® (mg (mmolc/ (mmolc (mmolc (mmolc (mmolc
/dm3) dmd) /dm?3) /dm?3) /dm3) /dm?3)
Controle 6.5 13 111 1.1 28 15 10 0
ZnONPs 6.5 11 41 0.9 22 11 9 0
Esf.
AS/ZnONPs 6.5 12 60 0.9 25 14 9 0
Esf. AS
Hibrida 6.4 11 70 0.8 22 11 9 0
Esf. AS/
A. brasilense + 6.4 13 143 1.1 29 16 10 0
ZnONPs
Esf. AS/
A. brasilense + 6.2 12 121 0.9 26 16 10 0
ZnS0Oq,
Esf. AS/Xil/
ZnONPs 6.5 12 62 0.9 30 23 9 0
Esf. AS/Xil
Hibrida 6.7 12 93 0.9 25 14 9 0
Esf. AS/Xil/
A.brasilense 6.7 11 85 0.9 23 13 9 0
+ ZnONPs
Esfera
AS/XIL/ 7 13 98 1.1 30 19 8 0
A. brasilense
+ ZnS0Oq4
A. brasilense 6.9 11 80 1.0 33 25 8 0
+ ZnONPs
A. brasilense
+ ZnS0Oq, 6.9 13 81 1.0 27 18 8 0
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O teor de Zn no solo foi avaliado antes e depois dos tratamentos. Inicialmente, o
solo apresentava um teor de Zn de apenas 0,1 mg/vaso. Os resultados apresentados na
Figura 40 indicam um aumento significativo no teor de Zn apos a realizacdo de todos os
tratamentos. No entanto, estatisticamente, ndo ocorreram mudancas significativas entre

0s tratamentos, diferenciando-se apenas do solo inicial.
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Figura 41. Teor de Zn no solo antes e depois dos tratamentos. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

4-  Concluséo

Neste capitulo, abordamos o desenvolvimento das esferas hibridas, destacando
suas caracteristicas e interacdes com ZnONPs e A. brasilense. Os resultados apresentados
mostraram que as esferas hibridas encapsularam com sucesso tanto as ZnONPs quanto A.
brasilense. Também demonstraram que a adi¢do da Xil influenciou tanto a atividade
bioldgica quanto o comportamento da liberagcdo. Estudos em milho mostraram que as
esferas podem melhorar o crescimento do vegetal, principalmente quando ha presenca
apenas de bactéria nas formulagGes. No entanto, os resultados foram bastante variados, o
que indica que ainda sdo necessarios mais estudos para entender melhor os fatores que
influenciam esse efeito e melhorar as condi¢6es para o cultivo do milho. Os resultados

apresentados aqui serdo discutidos no proximo capitulo.
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CAPITULO 1V

DISCUSSAO E CONCLUSAO
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4- DISCUSSAO

O desenvolvimento de novos sistemas agricolas que visa aumentar o uso de
materiais biodegradaveis e promover uma agricultura moderna e sustentavel & uma
tendéncia nos ultimos anos [68]. Pesquisas estdo em andamento para proteger as plantas
de condi¢des ambientais adversas [187] e melhorar 0 seu desempenho no campo. A
nanotecnologia se destaca como uma ferramenta valiosa na modernizagdo da agricultura,
pois permite a entrega controlada de insumos agricolas diretamente no alvo, de forma
controlada [5], sem desperdicio de ativos. A producdo de macro e micronutrientes em
escala nanométrica vem apresentando resultados favoraveis [79]. Entre os nutrientes mais
aplicados na agricultura esta o Zn, devido a sua escassez em diversas culturas [15].

No sentido de tornar a agricultura mais sustentavel, o uso de biofertilizantes,
especialmente os baseados em BPCP, vem se destacando e esta em ascensdo [313]. No
entanto, a encapsulacdo desses microrganismos para manter sua viabilidade continua
sendo um grande desafio [314]. Neste contexto, esferas de hidrogéis tém ganhado espaco
no setor agricola [32].

Neste cenario de modernizacao, a presente Tese visa inovar no desenvolvimento
de um sistema esférico hibrido capaz de encapsular compostos organicos e inorganicos
em sistemas biodegradaveis, capazes de liberar de forma controlada insumos agricolas.
Além disso, este trabalho levanta o potencial de modificar o comportamento de liberacéo
desses compostos por meio da mescla de materiais que compdem as esferas. Ou seja,
conforme relatado nos capitulos anteriores, construimos aqui uma esfera de matriz de SA,
que teve o potencial de se modificar através da adicao de Xil. A mistura entre AS e Xil
no setor agricola ainda é pouco explorada. Também, em nosso estudo, encapsulamos
ZnONPs juntamente com as bactérias promotoras do crescimento vegetal Azospirillum
brasilense na mesma esfera, com o objetivo de promover a liberagdo de ambos a0 mesmo
tempo. Esse sistema pode ser considerado duplamente hibrido: primeiro, por encapsular
dois compostos distintos na mesma esfera e, em segundo lugar, por promover a liberagdo
dos dois compostos ao mesmo tempo. A liberacdo de nanoparticulas e microrganismos
de forma isolada ja ocorre ha algum tempo, no entanto, a liberagdo simultanea desses
elementos, coexistindo na mesma esfera, ainda nao foi amplamente estudada [163].

Em nosso estudo, a eficiéncia de encapsulamento apresentou um valor
considerado alto, muito préximo dos valores encontrados na literatura [315], mostrando
uma eficiéncia de encapsulamento de 88% para ZnONPs, enquanto para Azospirillum foi
de 77% [279].
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Os resultados de FTIR confirmaram a formagdo das esferas hibridas de alginato
AS e AS/Xil. Ambas mostraram picos caracteristicos, com bandas de -COO-, que indicam
a ligacdo cruzada com o reticulante, formando redes tridimensionais conforme mostra a
literatura [100, 228, 280, 281]. Além disso, também evidenciou a encapsulacdo de A.
brasilense pela presenca de bandas de NH, associadas as proteinas [212, 231, 279].

As andlises de imagens de ME e MEV mostraram que ocorreu a formacdo de
diferentes tipos de esferas devido a mudanca de coloracdo, morfologia e aumento no
namero de poros. Segundo a literatura, Xil tem a capacidade de tornar as estruturas de
alginato mais porosas [58, 95]. O encapsulamento de ZnONPs, mantiveram as NPs retidas
no interior das esferas, apresentaram uma distribuicdo semelhante a estudos
anteriores[316-318].

As analises térmicas de DSC mostraram que a adicdo de ZnONPs mudou as
propriedades das esferas, tornando-as mais resistentes. Um estudo realizado por Lal et al.
(2024) produziu esferas constituidas por quitosana, alginato e ZnONPs, que apresentaram
0 mesmo efeito, pois a presenca das ZnONPs aumentou a estabilidade térmica das esferas
[284-286, 319]. No entanto, a adicdo de A. brasilense tem o potencial de diminuir a
resisténcia térmica das esferas, por ndo ser cristalina [287].

A andlise de degradacdo em meio, mostrou que as esferas hibridas AS/Xil foram
as que mais se degradaram, o que indica que a resisténcia do alginato pode ser modificada
[292].

Em nosso estudo de cinética de liberagdo, mostramos que ao adicionar xilana a
matriz de alginato de sddio, a liberacdo pode ser modificada. Alguns trabalhos ja
descrevem este tipo de fenémeno [102, 118, 239, 320]. Por exemplo He et al. (2015), que
adicionou bentonita a matriz de SA e retardou a liberacdo de Raoultella planticola [242].
Nossos resultados também revelaram que a liberacdo dos ions Zn** na forma
nanoparticulada contidos na matriz de AS é muito mais lenta em comparacdo a outros
tipos de esferas. Neste contexto, um estudo realizado por Gomes e seus colaboradores
(2022) construiu esferas de celulose carregadas com ZnSOs, que mostraram que as esferas
em meio aquoso liberaram todo o Zn?" em cerca de 30 minutos [114]. Isso indica que
nosso sistema tem o potencial de retardar a liberagéo, visto que o percentual de liberagéo
das esferas produzidas neste trabalho foi relativamente baixo. Além disso, nossos
resultados mostraram que os mecanismos de liberacdo da A. brasilense condiz com a

literatura, que tende ao mecanismo de transporte super Case-11 [145].
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As analises de atividade biol6gica realizadas em nosso ensaio corroboram uma
com a outra. Na respiracdo basal do solo, as esferas que continham Xil apresentaram
maiores valores de C-CO2, pois a xilana serviu como fonte de agucares para 0S
microrganismos. As esferas constituidas pela mistura AS/Xil e A. brasilense tiveram a
liberagcdo de C-CO2 aumentada, devido ao incremento da atividade microbiana. Um
estudo que avaliou a liberacdo de CO: a partir de interacdes sinérgicas entre o fungo
Beauveria bassiana e Saccharomyces cerevisiae, com a mistura entre 0 amido de milho
ao AS, mostrou que que essa mescla prolongou e aumentou a liberacdo de CO2 [321]. E
esse mesmo efeito é encontrado em nosso estudo. Além disso, 0 mesmo comportamento
foi observado no ensaio de biodegradacdo. As observagdes obtidas pelo rizotron
corroboram com o ensaio de respiracdo e o da biodegradacdo, onde é visivel que nas
esferas AS/Xil que contém A. brasilense, os efeitos sdo mais significativos.

Os resultados obtidos dos ensaios sobre os efeitos das esferas em plantas foram
variados, ndo mantendo um padrdo. Nas analises biométricas, que envolveram altura de
plantas, diametro do colmo e comprimento das raizes, quase ndo houve diferenca das
formulacBes em relacdo ao controle. Estudos realizados na cultura do milho mostram
resultados significativamente maiores para os tratamentos realizados com Zn [309, 315,
316]. Um estudo utilizando ZnONPs ndo encapsulado em um sistema hidropénico,
mostrou os efeitos cultura do milho (Zea mays L.). Os resultados mostraram que
aplicacdo ZnONPs atenuaram significativamente o estresse salino e melhorou o
comprimento da raiz em +175%, o comprimento do broto em +39%, a area foliar em
+181%, o conteudo total de clorofila em +33%. Além disso, aumentou a absorcéo de Zn
pelas raizes e folhas em comparagdo controle [322].

Os resultados obtidos nas andlises de clorofila, indicaram que os tratamentos
realizados com as esferas se diferenciaram do controle apenas no Gltimo dia, tendo um
resultado mais elevado para as plantas tratadas com ZnONPs encapsuladas em ambos 0s
tipos de esferas. Quanto aos rendimentos de massa seca, entre a parte aérea e a raiz, 0S
tratamentos com a esfera AS obtiveram maior rendimento na raiz, enquanto 0s
tratamentos com AS/Xil renderam mais na parte aérea, € isso pode ser atribuido ao fato
do maior acimulo de Zn e a presenca de A. brasilense. Um estudo realizado por Lima et
al. (2023), avaliou os efeito do encapsulamento da A. brasilense em esferas de hidrogel
no milho, seus resultados revelaram um aumento no comprimento da raiz em 19%, no
peso seco da parte aérea em 17% e no contetdo de clorofila em 71% [127]. Enquanto,
um outro estudo utilizando as BPCP, também utilizando a planta do milho investigados
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por Hungria et al. (2022) e os efeitos de A. brasilense livres, ou seja, ndo encapsuladas
observados por diferentes métodos de aplicacdo, sendo por via sementes e pulverizacao
foliar no estagio de crescimento V3 nas raizes. Ambos revelaram que as A. brasilense
foram benéficas, aumentando o comprimento e o volume da raiz melhorando absorcéao de
agua e de nutrientes [323]. Em nossos estudos, os resultados obtidos se devem ao fato de
que as esferas AS/Xil ttm um percentual de liberagdo maior do que as esferas AS, o que
resulta em uma maior quantidade de Zn disponivel para a planta. Além disso, o fato de
essas esferas apresentarem uma maior biodegradacéo também contribuiu para esse efeito.

Em relacdo ao maior teor de Zn na nutri¢cdo das plantas, comparando apenas 0s
tratamentos com as esferas, os tratamentos com Xil obtiveram maior acimulo de Zn. E
isso também pode ser pode ser devido ao fato de que as esferas AS/Xil ttm um percentual
de liberacdo e de biodegradacdo. Um estudo utilizado Zn na forma iénica proveniente dos
sais de sulfato de Zn, aplicado no solo foi investigado utilizando como planta de teste o
milho, seus resultados revelaram que os maiores teores de zinco foram obtidos nas raizes,
cerca de 2 a 4 vezes a mais do que na partes aéreas [324].

As analises de fertilidade do solo indicaram que as condic@es de plantio eram boas
e também mostraram um aumento no pH em todos os tratamentos, sendo mais
pronunciados nas formulagBes que continham A. brasilense. Também foi possivel notar
que a quantidade de Zn no inicio do experimento foi maior do que no fim. No entanto,
ndo houve diferencas significativas no fim do experimento entre os tratamentos, com
relacdo ao controle. Estudos mostram que o uso de Zn associado A. brasilense, resultam
em maiores quantidades de Zn, pois essas bactérias sdo solubilizadoras de Zn [125, 186,
258, 308].

Um ponto importante para os resultados obtidos, que deve ser levado em
consideracdo é a temperatura elevada durante o experimento. As temperaturas minimas e
maximas registradas pela UNESP foram de 33 e 39 °C, respectivamente. Enquanto isso,
as temperaturas dentro da casa de vegetacao variaram de minima de 34 °C a maxima de
44 °C. Essas temperaturas indicam que pode ter ocorrido estresse térmico, o que pode ter
impactado o desenvolvimento das plantas, e assim reduziram os potenciais beneficios das
formulacgdes na cultura. A temperatura ideal para o crescimento do milho é de 33-35 °C
[325, 326]. Estudos mostram que, acima de 32 °C, ocorre uma reducéo significativa no
rendimento de milho [327]. A temperatura também pode ter influenciado na viabilidade

da A. brasilense, pois a temperatura no ambiente para A. brasilense é de 33-36 °C [328].
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Isso pode indicar que os resultados em casa de vegetacdo podem ter sido em decorréncia
de altas temperaturas.

5- Concluséo

Nos Ultimos anos, muitos sistemas de liberacdo para defensivos agricolas baseados
em esferas de hidrogéis tém sido desenvolvidos, no intuito de criar novas estratégias para
aprimorar a eficacia desses sistemas no campo. Embora a pesquisa seja crescente neste
com este tema, ainda é limitada o entendimento de liberacdo sistemas complexos e a
eficécia deles. Assim, este trabalho ndo sé reforca a relevancia de pesquisas nesta area,
mas também aponta para a necessidade de estudos adicionais que garantam a eficacia e
seguranca dos novos sistemas de liberacdo no ambiente agricola. O desenvolvimento de
esferas hibridas, que encapsulam e liberam simultaneamente compostos organicos e
inorganicos, representa uma inovacgao promissora.

Os resultados reportaram que as esferas constituidas somente por AS, assim como a
blenda AS/Xil, demonstraram uma alta eficiéncia de encapsulamento e podem ser bons
transportadores do micronutriente Zn, bem como de BPCV A. brasilense. Além disso,
demonstraram que a liberacdo pode ser modificada pela mistura de materiais. As
interagdes entre as nanoparticulas de Zn e A. brasilense, indicam que este sistema hibrido
pode promover um aumento na disponibilidade de nutrientes para as plantas.

Entretanto, as variacbes nos resultados nos efeitos em plantas e o impacto das
condicBGes ambientais, como estresse térmico e presenca de pragas, indicam a necessidade
de estudos adicionais para potencializar o uso dessas tecnologias sob diferentes
condigdes. Apesar disso, a pesquisa demonstrou que a integracdo da nanotecnologia e do
uso de biofertilizantes oferece uma direcdo promissora para praticas agricolas mais

sustentaveis, e abrem novas perspectivas sobre esses sistemas para futuras aplicacdes.

6- Impacto e relevancia cientifico-social
Considerando os resultados obtidos, a relevancia associada ao tema deste trabalho
técnico-cientifico pode ser atribuida & producdo de novos conhecimentos no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo hibridos na agricultura moderna. Desta forma,
0s impactos sobre o cientifico, social e ambiental em nosso estudo foi baseada nos
Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecida pela Nagbes Unidas,

exibido na Figura 1.
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1 CLIMATE 1 PARTNERSHIPS
ACTION

FOR THE GOALS

Figura 1: ODS que representam os impactos da nossa pesquisa. Adaptado de [329].

Na Figura 1, a meta nimero 2 declara “ Acabar com a fome, alcangar a seguranga
alimentar e melhorar a nutricdo e promover a agricultura sustentavel ”’; meta nimero 12

2

“Garantir padroes de consumo e produgdo sustentaveis ”’; meta nimero 13 *“ Tomar
medidas urgentes para combater as alteragdes climaticas ¢ os seus impactos ” ¢ meta
numero 17 “ Fortalecer os meios de implementacao e revitalizar a parceria global para o
desenvolvimento sustentavel” [329].

A meta numero 2 do ODS e refletida em nosso trabalho, pois desenvolvemos um
sistema que promove a biofortificacdo por meio da liberagcdo de micronutrientes,
contribuindo para a seguranga alimentar. Nosso sistema também esta alinhado com a meta
namero 12, pois é sustentavel, utilizando fontes renovaveis e materiais biodegradaveis,
como polissacarideos. Além disso, as bactérias fixadoras de nitrogénio presentes em
nosso sistema reduzem a necessidade de fertilizantes minerais, promovendo préaticas
agricolas mais sustentaveis. Em um cenario global, a producdo de alimentos e as
atividades humanas estao relacionadas a mudanca climatica, especialmente devido ao uso
excessivo de fertilizantes e pesticidas, que contaminam rios e solos. E por isso que
destacamos a meta numero 13, uma vez que utilizamos materiais biodegradaveis e
biofertilizantes que diminuem a dependéncia de fertilizantes minerais, ajudando a mitigar
a poluicdo e as emissdes de gases de efeito estufa. Além disso, a meta 17 também é
refletida em nossa pesquisa, pois estabelecemos colaboragdes experimentais e intelectuais
com instituicdes como o Instituto de Innovacion Agropecuaria de Panama (IDIAP), a
Embrapa Soja e o IPBEN-Unesp Campus Rio Claro. Essas colaborac6es fortalecem nosso
trabalho e ampliam nosso impacto nas areas de nanotecnologia e biofertilizantes, o que
pode impactar positivamente sustentabilidade e a produtividade das culturas.

Além disso, este estudo pode servir como modelo para futuros pesquisadores,
incentivando a exploracgdo de sistemas de liberagdo controlada em sistemas esféricos em
diferentes contextos agricolas e ambientais, contribuindo para a saide do solo e o

aumento da producdo agricola.
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