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RESUMO

Abordagens inovadoras voltadas a agricultura sustentavel, como o uso de
bioinsumos e bioestimulantes aplicados no tratamento de sementes e
potencializados pela nanotecnologia, representam alternativas promissoras para
favorecer o desenvolvimento inicial das plantas, aumentar a eficiéncia no uso de
recursos e reduzir os impactos ambientais da atividade agricola. Nesse contexto, o
presente estudo avaliou o crescimento de Azospirillum brasilense (hm053) e a sua
producdo de exopolissacarideos (EPS) in vitro, e o desenvolvimento de
nanoparticulas de alginato de sdédio e quitosana contendo acido giberélico (GAs)
encapsulado. A estabilidade fisico-quimica desses sistemas e seus efeitos sobre o
desenvolvimento inicial de plantas de milho (Zea mays L.) também foram avaliados.
O crescimento bacteriano foi monitorado em meio DYGS, sob condi¢des
controladas, observando-se crescimento acentuado entre 6 e 8 horas de incubacao
e producdo de aproximadamente 0,81 g.L™' de EPS em meio FORM15. As
nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao diametro hidrodinamico, indice de
polidispersao, potencial zeta, pH, concentracdo de particulas e eficiéncia de
encapsulacao, utilizando-se as técnicas de DLS, NTA, FTIR e AFM, além de
analises estatisticas para avaliagdo da estabilidade sob diferentes condi¢gdes de
armazenamento. Os resultados indicaram boa estabilidade fisico-quimica das
formulagdes, com maior homogeneidade e estabilidade para o sistema contendo
GA;, apresentando diametro hidrodindmico médio de 438 nm, Pdl de 0,373,
potencial zeta de -21,23 mV e eficiéncia de encapsulagado de 95,45%. Os ensaios
de germinacéo e cultivo em vasos demonstraram que os tratamentos contendo GA;,
isolado ou encapsulado, promoveram maior desenvolvimento inicial das plantulas,
enquanto a aplicagdo isolada de A. brasilense nao apresentou efeito positivo
significativo. O tratamento com 75 mg de GAs/Ab apresentou os maiores valores de
altura da parte aérea e raiz. De modo geral, os resultados evidenciam o potencial
das nanoparticulas contendo GA; para aplicagdo no tratamento de sementes de
milho.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense. Nanoparticulas. Giberelina. Milho.



ABSTRACT

Innovative approaches aimed at sustainable agriculture, such as the use of bioinputs
and biostimulants applied in seed treatment and enhanced by nanotechnology,
represent promising alternatives to promote early plant development, increase
resource-use efficiency, and reduce the environmental impacts of agricultural
activity. In this context, the present study evaluated the in vitro growth of Azospirillum
brasilense (hm053) and its production of exopolysaccharides (EPS), as well as the
development of sodium alginate and chitosan nanoparticles containing encapsulated
gibberellic acid (GA;). The physicochemical stability of these systems and their
effects on the early development of maize (Zea mays L.) were also evaluated.
plants.Bacterial growth was monitored in DYGS medium under controlled conditions,
observing sharp growth between 6 and 8 hours of incubation and an EPS production
of approximately 0.81 g.L™" in FORM15 medium. The nanoparticles were
characterized by hydrodynamic diameter, polydispersity index (Pdl), zeta potential,
pH, particle concentration, and encapsulation efficiency, using DLS, NTA, FTIR, and
AFM techniques, in addition to statistical analyses to evaluate stability under different
storage conditions. The results indicated good physicochemical stability of the
formulations, with greater homogeneity and stability for the system containing GA;
presenting an average hydrodynamic diameter of 438 nm, a Pdl of 0.373, a zeta
potential of -21.23 mV, and an encapsulation efficiency of 95.45%. Germination and
pot culture assays demonstrated that treatments containing GA; (whether isolated or
encapsulated) promoted greater initial seedling development, while the isolated
application of A. brasilense showed no significant positive effect. The treatment with
75 mg of GAs /Ab yielded the highest values for shoot and root height. Overall, the
results highlight the potential of GA; loaded nanoparticles for application in maize
seed treatment.

Keywords: Azospirillum brasilense. Nanoparticles. Gibberellin. Maize.
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1. INTRODUGCAO

A agricultura representa um dos principais pilares da economia e é
fundamental para a produgdo de alimentos, energia e outras commodities
essenciais a seguranca alimentar e ao desenvolvimento econémico (Grisa e
Porto, 2023). Nas ultimas décadas, no entanto, o setor tem enfrentado desafios
crescentes associados a degradagao ambiental e as mudancgas climaticas, que
afetam diretamente a produtividade e a estabilidade dos sistemas agricolas.

Esses fatores tém impactado de forma significativa o estabelecimento
inicial das culturas, etapa considerada critica para o sucesso produtivo.
Problemas relacionados a germinagéao, emergéncia e vigor inicial das plantulas
podem comprometer o desenvolvimento das plantas e reduzir sua
produtividade, especialmente em ambientes sujeitos a condigdes adversas.

Nesse contexto, o tratamento de sementes destaca-se como uma
estratégia fundamental para promover a uniformidade da emergéncia,
aumentar a tolerancia a estresses e favorecer o desenvolvimento inicial da
cultura. Ao atuar diretamente sobre as fases de germinacéo e estabelecimento,
essa pratica melhora o desempenho fisiolégico das plantas, reduz perdas e
otimiza o uso de insumos, contribuindo para a obtencdo de lavouras mais
uniformes (Paravar et al., 2023). Além disso, o uso de tecnologias inovadoras
tem sido amplamente estudado como uma alternativa promissora para a
aplicagcado direcionada de bioinsumos, microrganismos e reguladores de
crescimento. Essas inovacdes favorecem interacdes positivas entre a planta e
0 ambiente, mesmo sob condi¢des adversas (Campos et al., 2010; Cardarelli et

al., 2022), resultando em sistemas de produgao mais eficientes e sustentaveis.

Como consequéncia, essa pratica contribui para a redugao da
dependéncia de insumos quimicos aplicados ao solo e para o desenvolvimento
de uma agricultura mais alinhada aos principios ambientais, econémicos e
sociais da sustentabilidade (Maitra et al., 2024). Sabe-se que o solo abriga
uma ampla diversidade de microrganismos que interagem direta e
indiretamente com as plantas ao longo de seu desenvolvimento. No entanto, a

atividade biolégica do solo pode ser significativamente afetada por
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interferéncias antrépicas, resultando em impactos negativos sobre o
crescimento e a saude vegetal (Mahmood et al., 2016). Esse conjunto de
microrganismos, denominado microbioma do solo, concentra-se principalmente
na rizosfera, regido influenciada pelas raizes onde s&o liberadas substéncias
como fitormbnios, moléculas quelantes e compostos envolvidos na nutricdo e

protecao das plantas (Lakshmanan et al., 2015).

Considerando as fungbes desempenhadas pelo microbioma do solo,
microrganismos benéficos associados as plantas tém sido isolados e utilizados
na agricultura sob a forma de bioinsumos, com aplicagdo crescente no
tratamento de sementes (Andrade et al., 2022; Souza, 2023). Entre esses
microrganismos, destaca-se o género Azospirillum, especialmente a espécie
Azospirillum brasilense, que coloniza a rizosfera e € favorecida pela intensa
atividade radicular (Bashan, 1999).

Essa bactéria & reconhecida como uma Bactéria Promotora do
Crescimento Vegetal (BPCV), desempenhando fungdes como a fixagéo
biolégica de nitrogénio e a estimulacdo da produgdo de fitormbnios pelas
plantas (Hungria, 2011). Estudos demonstram que a inoculacdo de A.
brasilense em sementes de milho resulta em melhorias no crescimento vegetal,
maior absor¢do de nutrientes e aumento da tolerancia ao déficit hidrico
(Marques et al., 2020), evidenciando o potencial dessa estratégia como

eficiente e alinhada aos principios da sustentabilidade.

Grande parte dos efeitos benéficos associados a agdo de microrganismos
promotores de crescimento esta relacionada a modulagao do balango hormonal
vegetal, seja pela producdo direta de fitormbnios ou pela indugdo de vias
metabdlicas envolvidas na sua sintese e sinalizagao (Becker et al., 2018). Nesse
contexto, essas substadncias assumem papel central na regulacédo do

desenvolvimento, especialmente nas fases iniciais do ciclo de vida das culturas.

Quando aplicados de forma sintética, esses reguladores estimulam a
germinacgao, o vigor inicial das plantulas e a tolerancia das plantas a estresses

ambientais (Chen; Pang, 2023). Nesse sentido, diferentes estratégias de
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aplicagao direcionadas as sementes tém sido investigadas com o objetivo
de potencializar os efeitos dessas substdncias ao longo do

desenvolvimento vegetal.

Figura 1. Esquema conceitual do tratamento de sementes com bioinsumos e nanoparticulas

aplicados a agricultura sustentavel.

Nesse contexto, o acido giberélico (GA;) destaca-se como um regulador
de crescimento amplamente utilizado no tratamento de sementes, em fungao
de seus efeitos sobre a germinagdo, o vigor inicial das plantulas e o
desenvolvimento vegetal (Nambara, 2013; Bose et al., 2013). Entretanto, sua
aplicacdo convencional é limitada pela baixa estabilidade e pela rapida
degradacao causada por fatores ambientais, como temperatura, umidade e
radiagao ultravioleta (Pereira et al., 2019). Como alternativa, a nanotecnologia
aplicada a agricultura tem ampliado as possibilidades de incorporagdo de
reguladores de crescimento e microrganismos benéficos, por meio do
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados capazes de proteger os
bioativos e potencializar sua eficiéncia nas fases iniciais da cultura (Fraceto et
al., 2016; Pereira et al., 2021). Nesse sentido, o uso de biopolimeros

biodegradaveis, como alginato de sodio e quitosana, tem sido investigado

23



como estratégia promissora para a encapsulacdo do GA;, visando aumentar
sua estabilidade e eficacia quando aplicado via sementes.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo sintetizar e caracterizar
nanoparticulas de alginato de sédio e quitosana contendo acido giberélico
encapsulado, bem como produzir Azospirillum brasilense hm053, para

aplicagao conjunta no tratamento de sementes de milho (Zea mays L.).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agricultura sustentavel e uso de bioinsumos

A agricultura insere-se no setor primario da economia, desempenhando
um papel essencial na produgéo de alimentos e de matérias-primas destinadas
a diferentes cadeias produtivas. Assim, configurara-se como um dos principais
pilares da seguranga alimentar e do desenvolvimento econémico no Brasil.
Nesse contexto, o desempenho produtivo e a sustentabilidade dos sistemas
agricolas tornam-se fatores determinantes para atender a crescente demanda
por alimentos de forma eficiente (Abdelkader, 2005).

Sob a perspectiva da sustentabilidade, a atividade agricola deve ser
fundamentada na integracdo de trés pilares principais: a conservagao
ambiental, a responsabilidade social e a viabilidade econémica (Velten et al.,
2015). Para a consolidacao desses pilares, € necessario a adogao de solugdes
tecnoldgicas e estratégias de manejo capazes de aumentar a eficiéncia dos
sistemas produtivos, reduzir os impactos ambientais e garantir a estabilidade
da produgéao ao longo do tempo.

Dessa forma, os bioinsumos emergem como ferramentas promissoras
para a promogéo de praticas agricolas mais sustentaveis. Sdo definidos como
produtos de base biolégica aplicados com o objetivo de melhorar o
estabelecimento e o desenvolvimento inicial das plantas, além de atuarem no
controle fitossanitario e contribuirem para a saude do solo (Brasil, 2020). Eles
tém demonstrado potencial para promover melhorias na qualidade do solo,

principalmente por estimularem a atividade microbiana benéfica e aumentarem

24



a retengdo de nutrientes, fatores essenciais para a manutencdo dos
ecossistemas ao longo do tempo (Adal, 2024).

Sob essa perspectiva, os bioinsumos compreendem um conjunto
diversificado de produtos e tecnologias obtidos a partir de recursos bioldgicos,
como microrganismos, extratos vegetais e outras substancias de origem
natural, empregados com a finalidade de otimizar a produtividade agricola e
aumentar a sustentabilidade dos sistemas de produ¢do. De modo geral, esses
insumos apresentam beneficios ambientais superiores quando comparados
aos produtos quimicos convencionais, incluindo menor toxicidade e maior
potencial de contribuicdo para a conservagao dos ecossistemas. No entanto,
sua aplicagdo deve ser precedida por avaliagdes especificas quanto a
seguranca, eficiéncia agronémica e possiveis impactos ecolégicos, bem como
por adequada regulamentagdo, a fim de garantir seu uso responsavel na
agricultura (Silva et al., 2025).

Diante disso, a incorporacdo de bioinsumos em sistemas agricolas
configura-se como uma abordagem complementar para o enfrentamento dos
desafios atuais da producdo de alimentos. A incorporagdo dessas praticas
favorece a conservacdo dos recursos naturais, a mitigagdo dos impactos
ambientais e o fortalecimento da equidade social no meio rural (FAO, 2021).

O milho se destaca como a segunda cultura mais cultivada no planeta,
superada apenas pelo trigo, com uma area de cultivo de cerca de 197 milhdes
de hectares (Erenstein et al., 2022). A cultura possui grande relevancia no
consumo em paises da América Latina e da Asia, onde representa cerca de
20% das calorias alimentares (Shiferaw et al., 2011).

Altas doses de fertilizantes nitrogenados sintéticos sdo comumente
necessarias para se obter um alto rendimento do milho, tornando a cultura
dependente deste insumo para o seu desenvolvimento (Rodriguez, et al.,
2024). Algumas alternativas tém buscado uma forma de se obter uma
eficiéncia mais elevada com relagdo ao uso do nitrogénio para uma maior
produtividade do milho, por meio da inoculagdo com microrganismos como o
Azospirillum brasilense. De acordo com Oliveira et al. (2017), foi possivel

reduzir 80% na adubagao nitrogenada, por meio da inoculagdo das plantas
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com Azospirillum brasilense, que apresentaram produtividade semelhante as
plantas totalmente adubadas.

Nesse cenario de transicdo para praticas mais sustentaveis, os
microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV), como bactérias
do género Azospirilum e fungos micorrizicos, tém se destacado por
evidenciarem o potencial de aumento a produtividade agricola com menor

impacto ambiental (Kumar et al., 2019).

2.2 Microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV)

Existe uma grande variedade de microrganismos no solo, tais como
bactérias, fungos, arqueas, algas e pequenos protistas (Berg et al., 2020), que
compdéem o microbioma do solo e atuam ativamente em ecossistemas
terrestres e agricolas. A atividade metabdlica desses microrganismos é
responsavel pelos servicos ecossistémicos essenciais a saude do solo e a
produtividade das plantas (Marchesi e Ravel, 2015). Nesse sentido, estudos
com microrganismos associados aos sistemas agricolas tém despertado
interesse na aplicagdo de estratégias que favoregcam o estabelecimento inicial
das culturas e reduzam a dependéncia de insumos sintéticos, especialmente
quando aplicadas nas fases iniciais do ciclo produtivo (Magalhaes et al., 2024).

Os microrganismos do solo, especialmente bactérias e fungos,
desempenham papel central em processos metabdlicos e na ciclagem de
nutrientes, influenciando diretamente a disponibilidade de elementos essenciais
as plantas. Alteragdes nas comunidades microbianas no solo podem impactar
o funcionamento dos sistemas agricolas, reforcando o interesse no uso de
microrganismos benéficos como estratégia para favorecer o estabelecimento
inicial das culturas e reduzir a dependéncia de insumos sintéticos (Nottingham
et al., 2018; Cavalcante et al., 2023).

Algumas bactérias e fungos, além de participar dos ciclos
biogeoquimicos, sdo capazes de sintetizar fitormdnios, como o acido giberélico
e o acido indol acético (AlA), bem como produzir exopolissacarideos (EPS),

antibidticos, etileno endégeno, entre outras moléculas (Magalhaes et al., 2024).
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Tratam-se de microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV) com
taxonomia e metabolismo diversos, que possuem habilidade de se
estabelecerem principalmente na rizosfera (Singh et al., 2023). Essa zona do
solo ao redor das raizes, a rizosfera, liberam exsudatos - compostos organicos
derivados da fotossintese (Prashar et al., 2013). Alguns exemplos de MPCVs
presentes em insumos agricolas sao Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Paenobacillus macerans, Pseudomonas fluorescens,
entre outros (Oliveira et al., 2017). Dentre esses microrganismos, o género
Azospirillum tem recebido destaque devido a sua ampla aplicagao agricola e
aos efeitos positivos sobre o desenvolvimento inicial das plantas, o que justifica

sua abordagem especifica neste estudo.

2.2.1 O género Azospirillum: mecanismos de interagao e o papel dos
exopolissacarideos (EPS)

O género Azospirillum compreende bactérias amplamente estudadas
como promotoras do crescimento vegetal, especialmente pela capacidade de
colonizarem a rizosfera e estabelecerem interacées benéficas com diferentes
espécies de plantas (Bashan; de-Bashan, 2010). Essas bactérias atuam por
multiplos mecanismos, incluindo a fixagao biolégica de nitrogénio, a produgao
de fitorménios e a sintese de metabdlitos que favorecem o estabelecimento e o
desenvolvimento inicial das plantas (Backer et al., 2018). Entre esses
mecanismos, destaca-se a produgdo de exopolissacarideos (EPS), que
desempenham papel fundamental na interagao bactéria—planta e na adaptacéao
do microrganismo ao ambiente do solo.

Os exopolissacarideos (EPS) sao polimeros biodegradaveis, de alto
peso molecular, formados por residuos de monossacarideos e seus derivados,
secretados por bactérias (Sanlibaba e Cakmak, 2016). O EPS forma uma
barreira protetora para os microrganismos, contra dissecagao, e também pode
auxiliar na adesao a superficie de sementes (Milani et al., 2013). Essa

capacidade adesiva, por sua vez, contribui para o uso dos EPS como agentes
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primarios de recobrimento, promovendo melhores condicbes para a
germinacao (Tewari; Arora, 2018).

Eles atuam entre as raizes das plantas e as rizobactérias, por meio de
uma barreira fisica que garante a estruturagdo dos agregados do solo,
auxiliando no crescimento e no rendimento das plantas, além de beneficiar a
colonizagdo por outros microrganismos (Qurash e Sabri, 2012; Silva, 2014).
A associagcdo com EPS também tem sido relatada positivamente na absorcéo
de Ca* e K* pelas plantas (Egamberdieva et al., 2019). Dessa forma, os EPS
tém sido associados a melhoria nutricional e a tolerancia a estresses abidticos,
como seca e salinidade (Vaishnav et al., 2016 e Kasim et al., 2016).

O estudo de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV),
produtoras de exopolissacarideos impulsiona o desenvolvimento de estratégias
voltadas ao tratamento de sementes, visando favorecer a colonizacéo
microbiana, o estabelecimento inicial das plantas e a eficiéncia agronémica das

culturas.

2.3 Fitormonios vegetais e o acido giberélico (GA;)

Entre os fatores que influenciam o desempenho das culturas agricolas, as
condi¢cdes iniciais de germinagdo e de emergéncia das plantulas sao
determinantes para o estabelecimento das plantas. Alteracgdes fisicas, quimicas
ou biologicas no ambiente de cultivo podem comprometer essas fases iniciais,
que sdo altamente sensiveis, reforcando a necessidade de estratégias que
favorecam o desenvolvimento inicial das plantas desde a semente (Lal, 2015).

Diante desse cenario, praticas direcionadas ao tratamento de sementes
podem favorecer a prote¢do do embrido, o aumento do vigor inicial e o
estabelecimento mais eficiente das plantas, inclusive em condi¢cbes edaficas
menos favoraveis. Nesse contexto, os fitormdnios — compostos produzidos
pelas plantas em baixas concentragbes que modulam processos metabdlicos e
fisiologicos — podem ser aplicados via semente para mitigar limitagdes
ambientais (Kerbauy, 2008; Dias, 2020). Essas substancias sdo classificadas

em diferentes grupos, com destaque para as auxinas, citocininas, giberelinas
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(GA), que atuam no alongamento e na divisao celular; o acido abscisico (ABA),
que participa do fechamento estomatico; e o etileno, relacionado a maturacao
de frutos (ri & Mitra, 2001; Taiz; Zeiger, 2010). Outras classes também vém
sendo reconhecidas, como o0s jasmonatos, os brassinosteroides e o acido
salicilico. A partir desse conhecimento sobre o papel fisioldégico dos fitormbnios,
seu potencial passou a ser amplamente explorado na agricultura por meio do
uso de reguladores vegetais. Essas ferramentas permitem modular o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, contribuindo para a melhoria do
desempenho produtivo das culturas (Dias, 2020). Entre os reguladores mais
conhecidos e utilizados destacam-se, as giberelinas (Castro; Vieira, 2001).

As giberelinas (GAs) foram descobertas por pesquisadores japoneses
no inicio do século XX (Stowe e Yamaki, 1957). Essa descoberta foi obtida
durante os estudos sobre uma doenga comum no arroz bakanae, causada por
um fungo chamado Fusarium fujikuroi (Piombo et al., 2020). Quando infectada,
a planta de arroz produz giberelina em excesso e passa a apresentar caules
alongados e finos, o que ocasiona o seu estiolamento e infertilidade (Hedden,
Sponsel, 2015). De acordo com Dar, et al. (2015), as GA pertencem a classe
dos diterpendides tetraciclicos. Para classificar os diferentes tipos de giberelina,
utilizam-se as siglas GA, GA; e GAs, etc que estdo de acordo com a ordem da
sua descoberta (Hedden & Sponsel, 2015).

As giberelinas tém despertado amplo interesse na agricultura devido ao
seu papel central na regulacdo hormonal vegetal, ao destaque historico durante
a Revolugao Verde e a sua atuacdo em processos-chave do desenvolvimento
das plantas, como a germinagcdo de sementes, o crescimento radicular, o
alongamento do caule e a expansao da area foliar (Peng et al., 1999; Nambara,
2013; Bose et al., 2013).

Entretanto, a suscetibilidade a degradagdo por fatores ambientais
compromete a eficacia do composto quando aplicado as plantas (Pereira et al.,
2019). Diante disso, a encapsulagdo do GA; em polimeros naturais, como
alginato e quitosana, constitui uma estratégia para aumentar sua estabilidade e

modular sua liberagdo apos a aplicagao. (Pereira, 2017; Fregonezi et al., 2023).
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2.4 Nanoparticulas poliméricas de alginato(ALG) e quitosana (CS)

A microencapsulagéo ¢ uma técnica que envolve pequenas por¢des de
um ingrediente ativo (sélido, liquido ou gasoso), as quais s&o recobertas por
uma camada bem fina de um material polimérico, formando uma capsula em
torno delas. Esse sistema, apdés o revestimento, apresenta a morfologia de
pequena esfera, permitindo proteger e controlar a liberagdo de substancias
soluveis tanto em agua quanto em lipidios (Munin; Edwards-Lévy, 2011; Jyothi,
etal., 2012).

Por meio da microencapsulagdo, formam-se particulas denominadas
microcapsulas ou microesferas, que medem entre 1 e 1000 um (Castelo et al.,
2020). Essas estruturas possuem uma camada externa, denominada agente
encapsulante, matriz ou material de revestimento, que envolve o componente
interno, conhecido como nucleo, recheio ou ingrediente ativo (Champagne,
2007).

A encapsulacdo contribui para a protecdo do ingrediente ativo frente a
fatores ambientais, como exposicao a luz, temperatura e umidade, preservando
suas propriedades fisico-quimicas. Esse processo também reduz a perda de
compostos por volatilizagdo e possibilita a liberagdo controlada dos
ingredientes ativos, contribuindo para o desenvolvimento de formulagdes mais
estaveis e eficientes. (Cominian; Favaro-Trindade, 2016).

A escolha da técnica de microencapsulagao depende da aplicagao, do
tamanho de particula desejado, do perfil de liberacdo e das propriedades
fisico-quimicas dos materiais envolvidos (Castelo et al., 2020). As técnicas de
encapsulacdo podem ser agrupadas em duas categorias principais: (i) métodos
quimicos, incluindo gelificagdo i6nica, emulsificacdo e coacervagao; e (ii)
métodos fisicos, como secagem por atomizacao(spray drying), liofilizagao e
extrusao (Campos-Espinoza et al., 2022).

A gelificacédo ibnica baseia-se na formagdo de uma rede polimérica
tridimensional resultante da interagdo entre polimeros anibnicos e ions

multivalentes em solucdo aquosa. Esse processo promove a imobilizagdo do
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composto de interesse no interior da matriz polimérica, formando uma
membrana que confere protecdo e estabilidade ao material encapsulado.
(Mukai-Correa et al., 2005; Pagani et al., 2014). Atualmente, existe uma grande
variedade de polimeros, naturais ou sintéticos, que podem ser empregados
neste revestimento, sendo que a escolha do material estd diretamente
relacionada a estabilidade desejada para o composto encapsulado e ao
ambiente de aplicac&o (Huynh et al., 2008).

Nesse contexto, biopolimeros como o alginato de sddio e a quitosana
tém sido amplamente utilizados em sistemas de encapsulagao, especialmente
devido a sua resisténcia estrutural e estabilidade mecanica quando
empregados pelo método de gelificagao idnica (Castelo et al., 2020). No dmbito
agricola, esses materiais vém sendo explorados como sistemas carreadores
para fitorménios, incluindo o acido giberélico. Estudos demonstram que o
tratamento de sementes de Phaseolus vulgaris com acido giberélico
encapsulado em nanoparticulas de alginato de sodio e quitosana resultou em
melhorias no desenvolvimento das plantas, evidenciando o potencial desses
sistemas para aplicacbes em sementes (Pereira et al., 2017a; Pereira et al.,
2017b).

3. OBJETIVOS

O trabalho visa o estabelecimento de condicbes para o cultivo de A.
brasilense (hm053) e o desenvolvimento de nanoparticulas de alginato (ALG) e
quitosana (CS) para serem utilizados como uma nova estratégia de uso destes

bioativos no tratamento de sementes de milho (Zea mays L.).

3.1 Objetivos especificos

1 Fornecer condigdes para o crescimento do Azospirillum brasilense

(hmO053) e producgao de exopolissacarideos (EPS);
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2 Preparar nanoparticulas de alginato (ALG), quitosana (CS), contendo
acido giberélico (GAs) encapsulado;

3 Caracterizar as nanoparticulas de alginato (ALG), quitosana (CS)
contendo acido giberélico (GAs) encapsulado;

4 Otimizar as condigdes em laboratério para formulagdo das
nanoparticulas de alginato (ALG), quitosana (CS) com acido giberélico
(GAs) encapsulado e o cultivo de Azospirillum brasilense, visando o

tratamento de sementes de milho (Zea mays L.).

4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os seguintes materiais: alginato de sodio (Sigma-
Aldrich®); quitosana (Sigma-Aldrich®); cloreto de calcio (Dindmica®); acido
giberélico (Sigma-Aldrich®); glicose (Exodo®, 99,7%), peptona bacteriana
(Kasvi), dihidrogenofosfato de potassio (Dinamica®, 98%), sulfato de
magnésio pentahidratado (Dindmica®, 98%), glicerol (Neon®, 99,7%),
sacarose (Dinamica®), extrato de levedura (Precelys®), mono-
hidrogenofosfato de potassio (Dinamica®, 98%), molibdato de sddio di-dratado
(Sigma-Aldrich®), sulfato de manganés di-hidratado (Neon®, 99,98%), acido
bérico (Exodo®), sulfato de cobre penta-hidratado (Synth®, 98%), sulfato de
zinco hepta-hidratado (Exodo®, 92,3%).

4.1 Crescimento da Azospirillum brasilense
4.1.1 Inéculo e origem

Foi utilizada a bactéria Azospirillum brasilense, identificada por hm053,
cedida pelo Professor André Luiz Martinez de Oliveira do Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia, do Centro de Ciéncias Exatas da Universidade

Estadual de Londrina, Londrina/PR, Brasil.

4.1.2 Meio de cultivo e condi¢cdes de incubacgao
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Para o preparo do in6culo contendo Azospirillum brasilense, foi utilizado
meio de cultura, conhecido como DYGS, composto por: 2 g de glicose, 1,5 g de
peptona bacteriana, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de dihidrogenofosfato de
potassio, 0,5 g de sulfato de magnésio pentahidratado, dissolvidos em 1 L de
agua deionizada (Rodrigues Neto et al., 1986; Fukami et al., 2018). Para o
crescimento da Azospirillum brasilense, foram utilizados frascos de Erlenmeyer
de 100 mL e uma incubadora shaker com temperatura ajustada de 28 + 2 °C e

agitacao rotacional de 150 rpm.

4.1.3 Monitoramento do crescimento

A densidade populacional bacteriana foi determinada de forma direta, por
meio da contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC), e indiretamente,
utilizando a espectrofotometria no UV-Visivel com comprimento de onda igual a
600 nm.

4.2 Producao de exopolissacarideos
A linhagem Azospirillum brasilense (hm053) foi utilizada para a produgao
de exopolissacarideos (EPS) em meio FORM15. Apds o cultivo, o EPS

presente no meio de cultura foi extraido, isolado e purificado.

4.2.1 Meio de cultivo e condi¢gdes de incubagao

Para a produgcdo de exopolissacarideos (EPS), utilizou-se o meio
FORM15 composto por: glicerol 3,0% (m/v), agucar cristal 5,0% (m/v), extrato
de levedura 5,0% (m/v) e mono-hidrogenofosfato de potassio 0,15% (m/v). O
meio foi suplementado com 0,1 mL-L™ de solugdo de micronutrientes (1 g-L™
de molibdato de sdédio di-hidratado, 1,18 g-L™ de sulfato de manganés di-
hidratado, 1,4 g-L™" de acido bdrico, 0,04 g-L™" de sulfato de cobre penta-
hidratado e 1,2 g-L™" de sulfato de zinco hepta-hidratado), com pH ajustado
para 6,5 com hidroxido de potassio. O in6culo de A. brasilense (hm053) foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 100 mL contendo meio FORM15 e
incubado em agitador orbital a 28 + 2 °C, sob agitacdo de 150 rpm, por 96
horas (Oliveira et al., 2017).

33


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2017.01873/full#B46

4.2.2 Isolamento e purificacdo de exopolissacarideos

As células bacterianas foram separadas do meio de -cultura por
centrifugacao (14.000 x g, 15 min, 4 °C). Ao sobrenadante, adicionou-se etanol
frio em volume equivalente a trés vezes o volume da amostra, promovendo a
precipitagdo dos exopolissacarideos (EPS) soluveis. A mistura foi incubada
a —20 °C por 24 h e, posteriormente, centrifugada novamente (10.000 x g, 15
min, 4 °C). O precipitado contendo o EPS foi ressuspendido no menor volume
possivel de agua ultrapura (Meneses et al., 2009). A amostra foi submetida a
didlise contra agua destilada por 48 h a 4 £ 2°C, visando a remog¢ao de sais e
acgucares residuais. Por fim, o EPS foi liofilizado, e sua concentracdo expressa

em g-L™" de meio de cultura (Milani et al., 2013).

4.3 Preparo de nanoparticulas de alginato/quitosana contendo
acido giberélico

Para a sintese das nanoparticulas de alginato de sédio (ALG) e quitosana
(CS), contendo acido giberélico (GAs3) encapsulado, este trabalho adotou a
metodologia descrita por Pereira et al. (2017) e Sarmento et al. (2003).

As nanoparticulas (NPs) de ALG/CS foram sintetizadas pelo método de
pré-gelificagdo ibnica, com algumas modificagdes, utilizando solu¢des de
alginato de sédio e quitosana de baixo peso molecular (Sarmento et al., 2003).
Para isso, 3,75 mL de CaCl, (18 mM) foram adicionados a 59 mL da solugao
de alginato de sodio (0,063%, pH 4,9) por 60 minutos, sob agitagdo vigorosa,
utilizando uma bomba peristaltica. Em seguida, adicionou-se 3,75 mg de acido
giberélico (GA;), mantendo a agitacdo constante. Posteriormente, foram
adicionados 12,5 mL de quitosana (0,07%, pH 4,6), preparada em solugao
aquosa de acido acético (5,7%), por 90 minutos, também sob agitagéo
vigorosa com auxilio da bomba peristéltica, a solugdo contendo CacCl,, alginato
de sadio e acido giberélico.
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4.4 Caracterizagao das nanoparticulas

4.4.1 Espalhamento dindmico da Luz (DLS)

A caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas, incluindo o tamanho
hidrodinamico, indice de polidispersao (Pdl) e o potencial zeta, foi realizada por
espalhamento dindmico de luz (DLS). Essa analise permite avaliar a
estabilidade coloidal, a homogeneidade do sistema e o comportamento das

particulas em suspensao.

As medi¢des foram conduzidas em um aparelho ZetaSizer Nano ZS 90
(Malvern), operando a 25 °C. Para cada analise, 1 mL das suspenses
ALG/CS-GA; e ALG/CS (controle) foi analisado, sem qualquer ajuste prévio de
pH ou diluicdo. A determinagao do potencial zeta foi realizada utilizando uma
cubeta especifica equipada com eletrodos integrados, necessaria para a leitura
baseada na mobilidade eletroforética. As analises foram conduzidas ao longo
do armazenamento sob diferentes condi¢cdes: temperatura ambiente e em
estufa (40 °C) por até 60 dias, bloco digestor (65 °C) por 30 dias e refrigeracao
a 4 °C por 24 horas.

4.4.2 Técnica de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A anadlise por rastreamento de nanoparticulas foi empregada para
quantificar a concentracdo e caracterizar a distribuicdo de tamanhos das
nanoparticulas produzidas.

As amostras das formulagdes ALG/CS-GA; e ALG/CS (controle),
armazenadas em temperatura ambiente, foram previamente diluidas em agua
deionizada na razdo 1:1000. Em seguida, 1 mL de cada suspensao diluida foi
transferido para leitura no sistema NanoSight LM10, equipado com laser verde
(532 nm) e camera sCMOS. As aquisi¢cbes foram conduzidas a 25 °C,
utilizando o software NanoSight 3.1. Para cada amostra, foram obtidos cinco

registros de video de 60 segundos.

4.4.3 Estabilidade quimica dos polimeros (pH)
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A determinagdo do pH foi utilizada para avaliar a estabilidade coloidal,
realizada com um potencidmetro digital (Ohaus, Starter 2100, Cial). Foram
realizadas trés medi¢des independentes a temperatura ambiente.

4.4.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo das interagdes quimicas entre os componentes das
nanoparticulas foi realizada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). As analises foram conduzidas em um
espectrofotobmetro Agilent Technologies, modelo Cary 630, equipado com
cristal de diamante (2,2 x 3,0 mm), operando no modo ATR.

Para o preparo das amostras, as suspensdes de nanoparticulas
ALG/CS-GA; e o controle ALG/CS foram inicialmente centrifugadas, com
remogao completa do sobrenadante. Os pellets obtidos foram entdo mantidos
em dessecador por aproximadamente sete dias, garantindo a secagem
completa do material antes das analises.

Os espectros foram adquiridos na faixa de 4000 a 600 cm™, empregando
resolucdao de 2 cm™.

4.4.5 Microscopia de Forgca Atdbmica (AFM)

A analise morfologica das nanoparticulas ALG/CS-GA; foi realizada por
Microscopia de Forga Atomica (AFM) utilizando o equipamento Nanosurf
EasyScan 2 Basic AFM (Pattern BT02217, Nanosurf, Suica), operando no
modo de varredura n&o-contato (non-contact mode). Esse modo foi
selecionado por permitir a obtengao de imagens de alta resolugédo sem causar
deformacdes na superficie das nanoparticulas. As formulagcbées foram diluidas
20.000 vezes em agua deionizada e depositadas sobre substratos de

silicio para aquisi¢do das imagens.

4.5 Eficiéncia de encapsulagao

A concentracdo de acido giberélico (GAsz) encapsulado foi determinada
pelo método de ultrafiltragdo/centrifugacdo, seguido de analise
espectrofotométrica no UV-Visivel. Para isso, uma aliquota de 400 pL da
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suspensdao ALG/CS-GA; foi submetida a ultrafiltragcdo em filtros de celulose
regenerada com ponto de corte de 10 kDa (Microcon—Millipore), em centrifuga
refrigerada, por 10 minutos a 7.000 rpom a 10 °C.

As nanoparticulas ficaram retidas no filtro, enquanto o GAs; livre (ndo
encapsulado) passou para o filtrado. A quantificagdo seguiu o método descrito
por Holbrook et al. (1961), por Espectroscopia UV-Vis (50 Conc, Varian) com
comprimento de onda igual a 254 nm. Uma aliquota de 250 uL do filtrado
obtido foi diluido em 250 uL de agua destilada (diluicdo 2x). Apds isso, 0,5 mL
desta mistura foi transferido para um baldo volumétrico de 5 mL, avolumado
com solugao de acido cloridrico com concentragao igual a 3,75 M. A leitura foi
realizada cerca de 1 hora depois.

O calculo para a determinagdo da quantidade de acido giberélico néo
encapsulado foi obtido pela diferenga com a quantidade total adicionada no
momento da sintese da nanoparticula de ALG/CIT/GAs, considerando 100%
como sendo 50 pg/mL de &acido giberélico, de acordo com a Equacéo 1
(Pereira et al., 2017).

EE% = (Wt/ Wi ) x 100% (Eq. 1)

Wt é a quantidade total do material incorporado, Wi é a quantidade total de

material incorporado adicionado inicialmente.

4.5.1 Quantificagao do GAs;

Para a determinacdo da concentracao de GA; nao encapsulado, foi
construida uma curva de calibracdo a partir de uma solugcdo padrao-mae
de 1.012 pyg/mL. Essa solugao foi preparada pela dissolugéo de 25,3 mg de
acido giberélico (GA3) em um baldo volumétrico de 25,0 mL, completando-se o

volume com etanol absoluto (99,5%). A partir da solugdo padrao-mae, foram
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preparadas solugbes padrao de trabalho por diluicao sucessiva, obtendo-se
concentragoes finais de 50, 30, 20, 10,5, 1, 0,5 e 0,2 ug/mL.

ApOs a preparagéo, aliquotas de 0,5 mL de cada solugéo padrao (1-8)
foram transferidas para balbes volumétricos de 5,0 mL, avolumadas com
solucdo de HCI 3,5 M, homogeneizadas e, apés 1 hora, analisadas por
espectroscopia UV-Vis (50 Conc, Varian) a 254 nm, conforme descrito por
Holbrook, Edge e Baily (1961).

4.6 Ensaios de bioatividade em sementes comerciais

Para avaliar o efeito das formulagdes nanoparticuladas e de sua
interacao com Azospirillum brasilense sobre a germinacgao e o desenvolvimento
inicial do milho (Zea mays L.), foram estabelecidos nove tratamentos
experimentais: (i) agua (controle negativo); (ii) A. brasilense; (iii) 75 mg-L™" de
acido giberélico/100 kg de sementes (iv) A. brasilense associado a
nanoparticulas ALG/CS-GA; nas concentragdes de 75, 62,5 e 50 mg-L™" de
acido giberélico/100 kg de sementes; (v) nanoparticulas ALG/CS-GA; isoladas,
nas mesmas concentragoes.

As doses de acido giberélico (GA;) foram definidas com base na
recomendacao do bioestimulante comercial Stimulate®, cuja bula indica a
aplicacdo de 1,0 a 1,5 L por 100 kg de sementes de milho, contendo 50 mg-L™
de GA;. Dessa forma, as concentracdes adotadas no presente estudo refletem
valores compativeis com o uso agricola, permitindo investigar potenciais efeitos
bioestimulantes e sinergias com a inoculagdo bacteriana.

A padronizagao das doses de Azospirillum brasilense, cultivada em meio
DYGS e aplicadas nas sementes de milho, foi definida com base em estudos
prévios que utilizaram aproximadamente 15 mL de inoculante (10° UFC-mL™)
por kg de sementes (Oliveira et al., 2017). A aplicacdo do inoculante foi
realizada apos o tratamento prévio das sementes com as solugdes de
nanoparticulas ALG/CS-GA; e sua completa secagem, garantindo que né&o
houvesse interferéncia fisica entre os tratamentos. As sementes n&o tratadas
com nanoparticulas receberam uma solugdo de agua deionizada antes da

inoculagao, seguindo a mesma metodologia.
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4.6.1 Teste de germinacéao

Para avaliar os efeitos iniciais das formulagdes sobre a germinagao e o
vigor das sementes, foi conduzido um ensaio de germinagéo, sob condi¢cdes
controladas, seguindo as Regras para Analise de Sementes (RAS).

Para isso, foram utilizadas 50 sementes de milho para cada repetigao,
totalizando quatro repeticbes por tratamento. No experimento também foram
utilizados papel do tipo Germitest, previamente umedecido com agua destilada
na proporgdo de 2,5 vezes a sua massa seca, garantindo condigdes
adequadas de hidratagado para a germinagao. As sementes foram distribuidas
uniformemente sobre o papel, mantendo o espagcamento suficiente para o
desenvolvimento das plantulas. Os rolos de papel foram dispostos na posi¢cao
vertical dentro de sacos plasticos transparentes fechados, para reduzir a perda
de umidade e camara de germinagéao tipo BOD, sob temperatura constante de
25 £ 2 °C e auséncia de luz durante sete dias.

Ao final do periodo experimental, foram avaliados o percentual de
germinacgao, considerando sementes que apresentaram plantulas normais e o

comprimento de parte aérea e raiz primaria e o peso da massa fresca.

4.6.2 Desenvolvimento vegetal das plantas de milho em vaso

Para a aplicagcdo dos tratamentos, as sementes foram acondicionadas
em sacos plasticos contendo as respectivas solugdes e submetidas a agitacao
manual, a fim de garantir o recobrimento homogéneo. O procedimento foi
realizado separadamente para cada tratamento, incluindo o controle,
Azospirillum brasilense, a associagdo com nanoparticulas ALG/CS-GA; e as
nanoparticulas isoladas.

As variaveis avaliadas neste ensaio foram a taxa de germinagao, o
desenvolvimento radicular (comprimento da raiz primaria e da parte aérea),

assim como a massa fresca e a massa seca, das raizes e da parte aérea.
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Foram inseridas 2 sementes de milho em cada vaso de planta com
capacidade de 1L, preenchido com substrato comercial. Para cada tratamento
foram utilizadas seis repeticdes. A duracgao total do ensaio foi de 23 dias, sendo
no 8° dia avaliada a germinagdo de sementes e no 14° dia feito a retirada de
uma das plantas de milho por meio do seu corte. Todos os vasos foram

regados diariamente com o0 mesmo volume de agua.

4.7 Anadlise de dados

Os dados foram expressos como média * desvio padrdo. As
comparagdes entre tratamentos ou tempos de armazenamento foram
realizadas por ANOVA one-way, seguida do teste de Tukey quando aplicavel;
para delineamentos em blocos casualizados, os blocos foram considerados
como fator de controle, e comparagées entre dois grupos foram feitas pelo
teste t de Student ndo pareado. O nivel de significancia adotado foi de p <

0.05, e as analises foram realizadas no software GraphPad Prism (v. 10.1.2).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados das curvas de crescimento
bacteriano e da produgdo de exopolissacarideos (EPS), bem como a
caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas sintetizadas neste estudo e

os efeitos de sua aplicacao no tratamento de sementes de milho.

5.1 Curva de crescimento bacteriano

A curva de crescimento bacteriano € uma ferramenta para compreender o
comportamento fisiologico dos microrganismos em condi¢gdes laboratoriais
controladas, permitindo identificar as fases de adaptacéo(/ag),
exponencial(log), estacionaria e de declinio (Madigan et al., 2018).

A Figura 2 apresenta a variagao da concentracdo de células viaveis de
Azospirillum brasilense hm053 expressa em logi, (UFC/mL), em funcédo do

tempo de cultivo (A) e da densidade 6ptica 600 nm (B).
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Figura 2. Curvas de crescimento de Azospirillum brasilense (hm053) cultivado em meio DYGS
(28 °C = 2, 160 RPM). (A) Relagdo entre a concentragdo de células viaveis (UFC/mL) e o
tempo de incubagéo (h). (B) Relagdo entre a concentragdo de células viaveis [log1o(UFC/mL)] e

a densidade dptica a 600 nm (ODgoo).
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Observa-se que, nas primeiras horas de cultivo, ocorreu um aumento
progressivo da concentragéo celular, atingindo valores maximos préximos a 12
logio (UFC-mL™), caracteristicos da fase de crescimento exponencial.
Posteriormente, registrou-se uma redugdo no numero de células viaveis,
indicando a transicdo para a fase estacionaria, seguida do inicio da fase de

declinio.

No presente estudo, A. brasilense apresentou fase exponencial
concentrada nas primeiras 6—8 horas de cultivo. Esse comportamento difere do
observado por Fukami et al. (2018), que relataram uma fase exponencial mais
prolongada, estendendo-se até aproximadamente 30-36 horas em meio
DYGS. Essas diferencas podem estar associadas a variabilidade entre
estirpes, as condigdes de cultivo e a dindmica metabdlica da bactéria,
evidenciando que a cinética de crescimento de A. brasilense é altamente
dependente do sistema experimental.

O rapido aumento da concentracdo celular indica que A. brasilense
(hm053) adaptou-se prontamente ao meio DYGS, estabelecendo uma fase
exponencial precoce. Os valores maximos atingidos e o reduzido tempo de
geragado caracterizam a alta eficiéncia do processo de biofabricagdo desta
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estirpe. De acordo com Souza et al. (2015), a eficacia de um inoculante no
campo depende diretamente de uma colonizagao radicular bem-sucedida, que
exige a presenga de altas populagcdes bacterianas metabolicamente ativas no
momento da aplicagdo. Além disso, a relacdo observada entre a absorbancia e
o numero de células viaveis (Figura 2B) confirma que a espectrofotometria é
um método indireto rapido e confiavel para o monitoramento desse processo
em tempo real. Essa correlagdo é fundamental para a viabilidade produtiva,
pois permite que a espectrofotometria seja utilizada como um método indireto,
rapido e confiavel para a avaliagdo do crescimento bacteriano em tempo real,

otimizando o monitoramento em processos de larga escala.

5.2 Exopolissacarideos bacterianos

A estirpe A. brasilense (hm053) apresentou producdo significativa de
exopolissacarideos (EPS) quando cultivada em meio FORM15 (Figura 3). A
sintese de polimeros extracelulares, como o EPS, auxilia na formagao de
biofilmes e contra dessecagdo e variagdo osmoética, como também na
viabilidade da bactéria no campo e em processos de promogao de crescimento

vegetal (Souza, et al., 2015).
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Figura 3. Exopolissacarideo (EPS) obtido por meio do cultivo de Azospirillum brasilense

(hm053) em meio FORM15.

Fonte: autora

No presente estudo, o cultivo da estirpe hm053 em meio FORM15 por 96
horas resultou em uma produgdo de 0,81 g/L de exopolissacarideo. Ao
comparar com os achados de Milani et al. (2013), que obtiveram 1,56 g/L
utilizando a estirpe Ab-V5 em meio LGl sob tempo de incubagéo similar (até
120h), observa-se que, embora ambos os processos foquem no acumulo tardio
de polimeros, a composi¢dao do meio de cultura exerce influéncia determinante

no rendimento final.

Além das diferencas nas condigbes de cultivo, a divergéncia nos
rendimentos de EPS pode ser atribuida a especificidade genética das estirpes
utilizadas. Enquanto este estudo empregou a estirpe hm053, Milani et al.
(2013) utilizaram a estirpe Ab-V5, amplamente reconhecida e utilizada em
inoculantes comerciais no Brasil por sua elevada capacidade de sintese de

exopolissacarideos e de formacao de biofilmes (Hungria, 2010).
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5.3 Caracterizagao fisico-quimica e avaliagdo da estabilidade das

nanoparticulas

5.3.1 Diametro médio, indice de polidisperséo e Potencial Zeta
O didametro médio, o indice de polidispersao (Pdl) e o potencial zeta das

nanoparticulas foram analisados como indicadores da estabilidade
fisico-quimica do sistema ao longo do armazenamento, bem como de possiveis
alteragdes estruturais sob diferentes condicoes térmicas. A analise da
distribuicdo de tamanho por intensidade permitiu identificar mudancgas no perfil
das particulas, refletindo processos de agregag¢ao ou reorganizagao do sistema
nanoparticulado.

Nesse contexto, as nanoparticulas de alginato de sodio e quitosana
(ALG/CS) e aquelas contendo acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;)
apresentaram comportamentos distintos quando submetidas a diferentes
temperaturas de armazenamento: temperatura ambiente (24 °C), refrigeragao
(4 °C), estufa (40 °C) e em bloco digestor (65 °C. Os dados completos obtidos
por meio do espalhamento de luz dindmico (DLS) podem ser consultados no
Apéndice A e B.

a) Avaliagcdo da estabilidade das nanoparticulas armazenadas a temperatura
ambiente ao longo do tempo (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias).

Os valores médios do diametro das nanoparticulas, do Pdl e do potencial
zeta das formulagdes ALG/CS e ALG/CS-GA;, armazenadas em temperatura
ambiente de aproximadamente 24 °C estdo apresentados na Figura 4, que
ilustra o comportamento desses parametros ao longo do tempo.

Figura 4. Caracterizacdao da estabilidade das nanoparticulas armazenadas a temperatura
ambiente (24 °C) ao longo do tempo (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias) (A) didmetro hidrodinamico (B)
indice de polidispersdo (Pdl) (C) potencial zeta das nanoparticulas controle (ALG/CS) e
contendo acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA3).
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Como observado na Figura 4, o didmetro hidrodinamico um aumento
inicial seguido de estabilizagdo durante os 60 dias de analise, tanto no sistema
controle quanto naquele contendo GA:;.



A andlise de variancia unidimensional indicou efeito altamente
significativo do tempo sobre o tamanho hidrodindmico médio das
nanoparticulas, tanto no tratamento controle quanto no tratamento contendo
GA;, ao longo dos 60 dias de armazenamento. Para o controle, observou-se
efeito significativo do tempo (F(5,12) = 44,14; p < 0,0001; R? = 0,9484), com
homogeneidade de variancias (teste de Brown—Forsythe, p = 0,5844), sendo o
tamanho inicial (O dias) significativamente menor em relacdo aos demais
tempos, o que indica aumento progressivo do didmetro nas fases iniciais do

armazenamento.

De forma semelhante, as nanoparticulas contendo GA; apresentaram
efeito significativo do tempo (F(5,12) = 42,19; p < 0,0001; R? = 0,9462), com
variancias homogéneas (p = 0,9481). As comparagdes multiplas indicaram
crescimento inicial seguido de estabilizagdo nos periodos finais (30, 45 e 60
dias), que nao diferiram estatisticamente entre si.

O indice de polidispersidade (Pdl) também foi influenciado pelo tempo de
armazenamento. A ANOVA revelou efeito significativo do tempo tanto para as
nanoparticulas controle (F(5,12) = 3,575; p = 0,0328; R? = 0,5983) e para as
contendo GA; (F(5,12) = 3,281; p = 0,0426; R? = 0,5776). As comparacdes de
Tukey indicaram diferencas estatisticamente significativas apenas nos tempos
pontuais: aumento do Pdl aos 60 dias no tratamento controle (p = 0.0174) e
aos 45 dias no tratamento com &cido giberélico (p = 0.0304). As demais
variagbes sugerem oscilagdes localizadas sem uma tendéncia de instabilidade
consistente.

Esses resultados indicam boa estabilidade fisico-quimica do sistema em
temperatura ambiente, uma vez que ndo ocorreram variagdes significativas no
tamanho médio ou no PdI, parametros diretamente relacionados a agregagéao
de particulas e estdo de acordo com o que foi reportado por Pereira (2017), em
gque se obteve particulas de 450 + 10 nm e Pdl de 0.3, utilizando
nanoparticulas de alginato e quitosana para encapsular o acido giberélico. E
interessante notar que essa semelhanga também ocorre com o trabalho de
Silva et al. (2010), que encontrou tamanhos entre 450 e 650 nm ao encapsular
o herbicida clomazone.
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Quanto ao potencial zeta (PZ), a ANOVA indicou efeito significativo do
tempo apenas para as nanoparticulas controle (F(5,12) = 6,640; p = 0,0035; R?
= 0,7345), com variancias homogéneas entre os tempos (teste de Brown—
Forsythe, p = 0,9246). O teste de Tukey revelou diferengas significativas entre
o tempo inicial (0 dias) e os tempos de 15, 30, 45 e 60 dias, caracterizadas por
reducdo progressiva do modulo do potencial zeta, sendo a maior diferenca
observada aos 45 dias (p = 0.0012). Em contraste, para o tratamento contendo
GA;, nao foi observado efeito significativo do tempo sobre o PZ (F(5,12) =
1,668; p = 0,2166; R? = 0,4100), e as comparagbes multiplas ndo indicaram
diferengas entre os tempos (p > 0,05), evidenciando maior estabilidade
eletrostatica do sistema ao longo do armazenamento.

Esse comportamento evidencia maior estabilidade eletrostatica do
sistema ao longo do periodo de armazenamento, sugerindo que a presenga do
GA; contribui para a manutencao das cargas superficiais das nanoparticulas,
possivelmente por interagcdes eletrostaticas ou estruturais com a matriz
polimérica de alginato e quitosana. Em relacdo ao potencial zeta (PZ), no
tempo inicial (t = 0) o sistema apresentou valor de —23,6 £ 1,6 mV, proximo ao
reportado por Pereira (2017), que obteve —29 £ 0,5 mV para nanoparticulas de
ALG/CS, indicando estabilidade coloidal associada a repulsao eletrostatica
entre as particulas.

Além dos valores médios de diametro e Pdl, a distribuicdo do tamanho de
particulas por intensidade foi avaliada para verificar a homogeneidade do
sistema e a presenga de possiveis populagdes secundarias ao longo do

armazenamento, como pode ser visto na Figura 5.

47



Figura 5. Distribuicdo do tamanho de particulas por intensidade das nanoparticulas ALG/CS e
ALG/CS-GA; armazenadas a temperatura ambiente (24 °C), obtida por espalhamento de luz
dindmico (DLS) nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. (A) nanoparticulas controle (ALG/CS)
(B) Nanoparticulas com &cido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;).
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As distribuicbes de tamanho por intensidade obtidas por DLS
evidenciaram diferengas no comportamento de estabilidade entre os sistemas.
As nanoparticulas controle (ALG/CS) apresentaram picos assimétricos com
cauda longa em diregdo a maiores didmetros, especialmente nos periodos
finais de armazenamento, indicando a presenga de particulas maiores ou
agregados, sugerindo uma tendéncia a instabilidade coloidal ao longo do
tempo.

Em contraste, as nanoparticulas contendo GA; (ALG/CS-GA;) exibiram
distribuicdes unimodais, com picos bem definidos e perfis sobrepostos entre
diferentes tempos de armazenamento. Esse comportamento indica maior
homogeneidade e estabilidade do sistema, confirmando que a incorporagao do

acido giberélico favorece a manutengao da estrutura nanoparticulada.

b) Avaliagdo da estabilidade das nanoparticulas armazenadas a 40 °C (0, 7,
15, 30, 45 e 60 dias).

Os valores médios do didmetro das nanoparticulas, do Pdl e do potencial
zeta das formulagdes ALG/CS e ALG/CS-GA;, armazenadas em estufa a 40 °C
durante 60 dias, estdo apresentados na Figura 6, que ilustra o comportamento
desses parametros ao longo do tempo. Os dados completos obtidos por meio
do espalhamento de luz dinamico (DLS) podem ser consultados no Apéndice C
e D.

Figura 6. Caracterizagdo da estabilidade das particulas em estufa (40 °C) em fungdo do
tempo: 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. (A) didametro hidrodinadmico (B) indice de polidispersao (Pdl)
(C) potencial zeta em fungdo do tempo para as nanoparticulas controle (ALG/CS) e com acido
giberélico encapsulado (ALG/CS/GA;).
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Conforme apresentado na Figura 6, as nanoparticulas mantidas na estufa
(40 °C) apresentaram valores de diametro hidrodinamico relativamente
constantes ao longo do periodo de 60 dias, tanto para o sistema controle
quanto para o sistema contendo GA:;.

A andlise de varidncia unidimensional indicou efeito altamente
significativo do tempo sobre o tamanho de particula tanto no tratamento
controle (ANOVA one-way, F(5,12) = 24,01; p < 0,0001) quanto na formulagao
com acido giberélico (F(5,12) = 30,09; p < 0,0001), com homogeneidade das
variancias em ambos os casos. No controle, observou-se aumento significativo
do tamanho nos primeiros 15 dias de armazenamento em estufa, seguido por
estabilizacdo, uma vez que nédo foram detectadas diferengcas significativas
entre os tempos de 15, 30, 45 e 60 dias pelo teste de Tukey. De forma

semelhante, a formulacao ativa apresentou aumento significativo do tamanho
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ja nos primeiros 7 dias, mantendo-se relativamente estavel até 60 dias, com
apenas variagdes pontuais.

Para o tratamento controle, a ANOVA one-way indicou efeito significativo
do tempo sobre o indice de polidispersidade (F(5,12) = 3,377; p = 0,039). No
entanto, o teste de Tukey n&o identificou diferencas estatisticamente
significativas entre os tempos avaliados (p > 0,05), apesar de se observar uma
tendéncia de redugao do Pdl aos 60 dias em relagao aos periodos iniciais.

Em contraste, a formulagdo com acido giberélico ndo apresentou efeito
significativo do tempo sobre o Pdl (F(5,12) = 0,3176; p = 0,8929), mantendo
valores estaveis ao longo de todo o periodo de armazenamento em estufa. De
forma comparativa, esses resultados indicam que, enquanto o controle
apresentou maior sensibilidade temporal na distribuicdo de tamanhos, a
presenga do ativo contribuiu para a manutencao de uma polidispersidade mais
constante, refletindo maior estabilidade coloidal.

No tratamento controle, a analise de variédncia nao indicou efeito
significativo do tempo sobre o potencial zeta (ANOVA one-way, F(5,12) =
1,373; p = 0,3013), com variancias homogéneas (Brown—Forsythe, p = 0,9378),
e o teste de Tukey nao revelou diferencas entre os tempos avaliados (p >
0,05). Os valores permaneceram proximos a —23 mV, indicando estabilidade
da carga superficial. Por outro lado, a formulagdo com acido giberélico
apresentou efeito significativo do tempo sobre o potencial zeta (F(5,12) =
3,537; p = 0,0339), com diferenga significativa detectada apenas entre 0 e 7
dias (p = 0,0270), caracterizada por redugdo em moddulo do potencial zeta.
ApOs esse periodo inicial, os valores permaneceram estaveis até os 60 dias.
Esses resultados sugerem que a formulagdo ativa passou por uma
reorganizagao inicial da superficie das particulas, seguida por estabilizacao

sustentada do potencial zeta.

¢) Avaliacao da estabilidade das nanoparticulas armazenadas a 65 °C (0, 7, 15,
30, 45 e 60 dias).
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Os valores médios do diametro das nanoparticulas, do Pdl e do potencial
zeta das formulagdes ALG/CS e ALG/CS-GA;, armazenadas em bloco digestor
(65 °C), por 30 dias, estdo apresentados na Figura 7. Esta figura ilustra o
comportamento desses parametros ao longo do tempo.

Figura 7. Caracterizagdo da estabilidade das particulas em bloco digestor (65 °C) em funcao
do tempo: 0, 7, 15, 21 e 30 dias (A) didmetro hidrodindmico (B) indice de polidispersao (Pdl)
(C) potencial zeta em fungéo do tempo para as nanoparticulas controle (ALG/CS) e com acido
giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;).
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Conforme apresentado na Figura 7, as nanoparticulas mantidas a 65 °C
exibiram comportamentos distintos: o sistema controle (ALG/CS) apresentou
valores de didmetro hidrodinamico acentuadamente baixos ao final do periodo,
enquanto o sistema contendo ALG/CS-GA; apresentou aumento de tamanho
aos 30 dias.

A analise de variancia unidimensional indicou efeito significativo do tempo
sobre o tamanho das particulas no tratamento controle (ANOVA one-way,
F(3,8) = 197,9; p < 0,0001; R? = 0,9867) e na formulagao ativa (F(3,8) = 8,035;
p = 0,0085; R* = 0,7508). No controle, o teste de Tukey revelou reducao
progressiva e significativa do tamanho das particulas, com diferengas
marcantes entre os tempos iniciais e os tempos de 15 e 30 dias (p < 0,001). Em
contraste, a formulagéo ativa permaneceu estavel até os 15 dias, exibindo um
aumento significativo de tamanho aos 30 dias (p < 0,05), sugerindo uma
reorganizagao estrutural ou agregacéo tardia induzida pelo calor.

Para o indice de polidispersidade, a ANOVA one-way indicou efeito
altamente significativo em ambos os grupos. No controle, o teste de Tukey
demonstrou aumento acentuado e transitorio do Pdl aos 15 dias, com valores
significativamente superiores aos observados em 0, 7 e 30 dias (p < 0,0001),
seguido de reducdo ao final do periodo avaliado. J&4 a formulagdo ativa
apresentou aumento progressivo do Pdl ao longo do tempo, com valores
significativamente maiores aos 15 e 30 dias em comparagao aos tempos iniciais
(O e 7 dias), sem diferenga entre 15 e 30 dias, indicando estabilizagdo da
polidispersidade apds esse periodo. Esses resultados sugerem que, embora
ambos os sistemas tenham apresentado variagdes temporais na distribuicao de
tamanhos, o tratamento ativo exibiu um comportamento mais consistente ao
longo do tempo.

A analise de variancia de uma via indicou efeito significativo do tempo sobre
o potencial zeta tanto no tratamento controle (F(3,8) = 14,91; p = 0,0012; R? =
0,8482) quanto no tratamento ativo (F(3,8) = 10,87; p = 0,0034; R? = 0,8030),
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com variancias homogéneas entre os grupos (Brown-Forsythe, p > 0,05). No
controle, o teste de Tukey revelou diferencgas significativas entre o tempo inicial (0
dias) e os tempos de 7, 15 e 30 dias (p < 0,05), enquanto ndo foram observadas
diferencas entre os periodos posteriores, indicando alteragao inicial do potencial
zeta seguida de estabilizacdo. De forma semelhante, a formulagdo ativa
apresentou diferencas significativas entre 0 e 15 dias e entre 0 e 30 dias (p <
0,05), sem variagbes adicionais entre os tempos subsequentes. Esse
comportamento indica que as altas temperaturas promovem alteragcdes nas
interagdes eletrostaticas entre o alginato e a quitosana na superficie das

nanoparticulas.

d) Avaliagéo da estabilidade das nanoparticulas armazenadas a 4 °C (0, 7, 15,
30, 45 e 60 dias).

Os valores médios do didmetro das nanoparticulas, do Pdl e do potencial
zeta das formulagdes ALG/CS e ALG/CS-GA;, armazenadas sob refrigeragao (4
°C), por 24 horas, estdo apresentados na Figura 8, que ilustra o comportamento

desses parametros neste intervalo.

Figura 8. Caracterizagdo da estabilidade das particulas sob refrigeragdo (4 °C) por 24 horas.
(A) didmetro hidrodindmico (B) indice de polidispersédo (C) potencial zeta para as
nanoparticulas controle (ALG/CS) e com acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;).
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No sistema controle, ndo foi observada diferenga estatisticamente
significativa no tamanho médio de particula entre 0 e 24 horas (teste t ndo
pareado, t, = 1,571; p = 0,1914), indicando estabilidade dimensional durante o
periodo overnight. Em contraste, a formulagdo ativa apresentou aumento
significativo do tamanho de particula nesse mesmo intervalo, passando de
424,7 nm para 462,3 nm (p < 0,0001), o que sugere uma reorganizagao

estrutural inicial do sistema na presenca do ativo sob baixa temperatura.

Quanto ao indice de polidispersidade, observou-se aumento discreto,
porém estatisticamente significativo, tanto no controle (de 0,3697 para 0,3860;
p = 0,0213) quanto na formulagao ativa (de 0,3710 para 0,3797; p = 0,0314) ao
longo das primeiras 24 horas. Apesar da significancia estatistica, os valores de
Pdl permaneceram inferiores a 0,4 em ambos os sistemas, indicando a

manutengao de uma distribuicdo de tamanhos relativamente homogénea.
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Em relagcdo ao potencial zeta, verificou-se aumento significativo da
magnitude (valor absoluto da carga) em ambos os sistemas apds 24 horas. No
controle, o potencial zeta passou de -23,32 mV para -27,31 mV (p = 0,0002),
enquanto na formulacdo ativa a reducdo foi mais acentuada, de -22,63 mV
para -31,43 mV (p < 0,0001).

Esses resultados indicam excelente estabilidade fisico-quimica do
sistema sob refrigeracdo, uma vez que ndo ocorreram variagdes significativas
no tamanho médio ou no Pdl, parametros diretamente relacionados a
agregacao de particulas, sugerindo que a baixa temperatura pode favorecer a
compactagdo e o rearranjo das cadeias poliméricas na interface da

nanoparticula.

5.3.2 Concentragao e tamanho das nanoparticulas

A caracterizagao do tamanho médio de particula e da concentragao de
particulas foi realizada por Analise por Rastreamento de Nanoparticulas (NTA),
com o objetivo de avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas
controle (ALG/CS) e daquelas contendo acido giberélico encapsulado
(ALG/CS-GA;) sob diferentes condigbes de armazenamento.
As amostras foram mantidas a temperatura ambiente (24 °C), em estufa (40
°C), bloco digestor (65 °C) e sob refrigeragao (4 °C), de forma analoga as
analises conduzidas por DLS. As medigbes foram realizadas nos tempos de 0,
7, 15, 30, 45 e 60 dias, permitindo o acompanhamento de possiveis alteragcbes
no tamanho médio das particulas e na concentragdo ao longo do tempo. Os
dados completos obtidos por meio desta técnica podem ser consultados nos

Apéndices J a L.
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Figura 9. Caracterizagdo das nanoparticulas controle (ALG/CS) e contendo acido giberélico
encapsulado (ALG/CS-GA;) por Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) ao longo
do armazenamento a temperatura ambiente (24 °C). (A) Diametro médio das particulas (nm) e

(B) Concentragao de particulas (particulas/mL) determinados nos tempos de 0, 7, 15, 30,45 e

60 dias. Os resultados sdo expressos como média * desvio padrao.
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Conforme apresentado na Figura 9, as nanoparticulas mantidas a
temperatura ambiente apresentaram valores de diametro médio relativamente
constantes ao longo do periodo de 60 dias, tanto para o sistema controle
quanto para o sistema contendo GA;. Esse resultado é particularmente
relevante para a formulacdo ALG/CS-GA;, pois demonstra que a presenca do
ativo ndo induz processos de precipitagdo ou degradacdo acelerada das
particulas, mantendo a integridade do sistema coloidal por até dois meses.
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Figura 10. Caracterizagdo das nanoparticulas controle (ALG/CS) e contendo acido giberélico
encapsulado (ALG/CS-GA;) por Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) ao longo
do armazenamento em estufa (40 °C). (A) Diametro médio das particulas (nm) e (B)
Concentragéo de particulas (particulas/mL) determinados nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45 e 60

dias. Os resultados sdo expressos como média * desvio padréo.
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Conforme apresentado na Figura 10, as nanoparticulas mantidas em
estufa (40 °C) apresentaram valores de diametro médio que mostraram
variagédo ao longo do periodo de 60 dias, tanto para o sistema controle quanto
para o sistema contendo GAs. No grafico de diametro (Figura 10A), observa-se
uma tendéncia de aumento gradual no tamanho médio das particulas até os 30
dias, seguida de uma relativa estabilizagdo ou leve oscilagdo nos tempos finais
(45 e 60 dias). Esse comportamento sugere que a temperatura moderada de

40 °C promove uma reorganizagao estrutural das particulas. Em relagdo a
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concentragao de particulas (Figura 10B), nota-se uma redugédo em comparagao
ao tempo inicial (0 dias) para ambas as formulacbes. No sistema controle
(ALG/CS), houve uma queda acentuada na contagem de particulas nos
primeiros 7 dias, enquanto a formulagao ativa (ALG/CS-GA;) demonstrou uma
redugcdo mais progressiva. A diminuicdo da concentragdo concomitante ao
aumento do didmetro médio pode ser um indicativo de processos de
agregacao, onde particulas menores se unem para formar estruturas maiores.

Figura 11. Caracterizagdo das nanoparticulas controle (ALG/CS) e contendo acido giberélico
encapsulado (ALG/CS-GA;) por Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) ao longo
do armazenamento em bloco digestor (65°C). (A) Diametro médio das particulas (nm) e (B)
Concentragao de particulas (particulas/mL) determinados nos tempos de 0, 7, 15 e 30 dias. Os

resultados sao expressos como média * desvio padrao.
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Conforme apresentado na Figura 11, as nanoparticulas mantidas em
bloco digestor (65 °C) apresentaram valores de didmetro médio com variagdes
distintas entre os sistemas ao longo de 30 dias. No sistema controle (ALG/CS),
observa-se uma tendéncia de reducao do didmetro médio nos tempos finais, o
que pode estar associado a degradacdo térmica da matriz polimérica. Em
contrapartida, o sistema contendo GA; manteve uma estabilidade dimensional
superior nos primeiros 15 dias, apresentando oscilagdes apenas no periodo
final. Em relacdo a concentragao de particulas (Figura 11B), o estresse severo
a 65 °C provocou uma reducao acentuada na quantidade de particulas/mL para

ambos os tratamentos logo apds o sétimo dia.

Figura 12. Caracterizagdo das nanoparticulas controle (ALG/CS) e contendo acido giberélico
encapsulado (ALG/CS-GA;) por Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) ao longo
do armazenamento refrigerado (4 °C). (A) Didmetro médio das particulas (nm) e (B)
concentracdo de particulas (particulas/mL) determinados nos tempos de 0 e 24 horas. Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrao.
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Conforme apresentado na Figura 12, as nanoparticulas mantidas sob
refrigeracao (4 °C) apresentaram valores de didmetro médio relativamente
constantes ao longo do periodo de 24 horas, tanto para o sistema controle
quanto para o sistema contendo GA;.

Esses resultados indicam boa estabilidade fisico-quimica do sistema sob
refrigeracdo, uma vez que ndo ocorreram variagoes significativas no tamanho

meédio ou no Pdl, parametros que sao indicadores de processos de agregacgao.

Comparando os resultados obtidos para as nanoparticulas mantidas a

temperatura ambiente, observou-se uma concentracdo de 1,76 x 102

H+

X

1,79%10" particulas/mL para o tratamento controle e de 1,21 x 10'2 £ 1,79
10" particulas/mL para o sistema ALG/CS-GA;. Esses valores sdo superiores
aos reportados por Pereira et al. (2017), que observaram uma concentragao de
1,92 x 10" particulas/mL para nanoparticulas ALG/CS (controle) e 1,52 x 10"
particulas/mL para nanoparticulas ALG/CS/GAs.

5.3.3 Potencial hidrogenidnico (pH)
O monitoramento do potencial hidrogeniénico (pH) das formulagdes de
nanoparticulas foi realizado ao longo de 60 dias, com o objetivo de avaliar a

estabilidade dos polimeros alginato de sédio e quitosana em temperatura
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ambiente. Os resultados obtidos estdo na Figura 13, que ilustra o

comportamento desse parametro ao longo do tempo.

Figura 13. Variacao do pH das formulagbes de nanoparticulas de alginato de sdédio/quitosana
sem ativo (ALG/CS) e contendo acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;) durante 60 dias
de armazenamento (0, 15, 30, 45 e 60 dias). Os valores representam a média + desvio padrao
(n=23).
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A andlise de varidncia unidimensional indicou efeito altamente
significativo do tempo sobre o pH tanto no tratamento controle (F(4,10) =
132,5; p < 0,0001; R? = 0,9815) quanto na formulagao ativa (F(4,10) = 915,5; p
< 0,0001; R#=0,9973), com homogeneidade de varidncias em ambos os casos

(teste de Brown—Forsythe, p > 0,05).

No tratamento controle, observou-se aumento do pH entre o tempo inicial
e 15-30 dias, seguido de redugdo significativa aos 45 e 60 dias, indicando
mudanga no comportamento do sistema ao longo do armazenamento. Ja na
formulagdo ativa, todas as comparagcbes entre os tempos foram
estatisticamente significativas, caracterizadas por um aumento progressivo do

pH até 30 dias e posterior redug¢ao acentuada nos periodos finais.

De forma comparativa, embora ambos os sistemas apresentem padrao
semelhante de variagao temporal do pH, a formulagcao ativa exibiu alteracées

mais intensas, refletidas pelos maiores valores de F e R? Esses resultados
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sugerem que a presenca do ativo intensifica as variagdes de pH, possivelmente
devido a interagbes quimicas ou reorganizagdes estruturais mais pronunciadas

na matriz polimérica.

A média dos valores de pH nos periodos finais de armazenamento
situaram-se em torno de 4,7 para os sistemas ALG/CS e ALG/CS-GA;. Esses
valores sdo semelhantes aos reportados por Pereira et al. (2017), que
observaram pH médio de 4,9 para ambos os sistemas (ALG/CS e ALG/CS-
GA;).

5.3.4 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiencia de encapsulacdo é um parametro fundamental na
caracterizagcao de sistemas nanoparticulados, pois indica a capacidade da
matriz polimérica em incorporar e reter o composto ativo em sua estrutura.
Valores elevados de eficiéncia refletem uma maior estabilidade do sistema,
sendo especialmente relevantes para aplicacbes que visam liberacéo
controlada e protecéo do ativo contra a degradagéo.

Neste contexto, a determinacao da eficiéncia de encapsulacdo do acido
giberélico (GA;) nas nanoparticulas de alginato e quitosana foi realizada a
partir da quantificacdo do ativo ndo encapsulado presente no sobrenadante.
Para isso, foi previamente construida uma curva analitica do GA; por

espectroscopia UV-visivel, conforme apresentada na Figura 14.

Figura 14. Curva analitica do acido giberélico (GAs), com a equagéo de regressao obtida e seu
respectivo coeficiente de determinacgao (R?).
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Curva de calibracao GA;
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A curva apresentou linearidade conforme descrita pela equacédo média
da reta y = 0,02189x - 0,03957 e coeficiente de determinacéao igual a 0,9946. A
partir dessa curva, foi possivel estimar a concentracdo de GA; livre nas
amostras, permitindo o calculo da eficiéncia de encapsulagdo do sistema
ALG/CS-GA;. Os dados completos obtidos podem ser consultados nos
Apéndices B, D, F e H.

Figura 15. Eficiéncia de encapsulagdo da formulagdo nanoparticulada de ALG/CS-GA;
monitorada durante o armazenamento em: (A) temperatura ambiente (60 dias), (B) estufa a 40
°C (60 dias), (C) bloco digestor a 65 °C (30 dias) e (D) refrigeragao a 4 °C (24 horas).
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De acordo com os resultados obtidos, as médias da eficiéncia de
encapsulagéo (EE%) ao longo do tempo foram de 95,45% para temperatura
ambiente, 96,56% para estufa (40 °C), 73,7% para bloco digestor (65 °C) e
95,85% para o armazenamento refrigerado (4 °C). Observa-se que a
eficiéncia de encapsulacao foi ligeiramente maior nas condigdes de 40 °C e 4
°C, quando comparadas a temperatura ambiente. E contrapartida, o bloco
digestor (65 °C) apresentou a menor eficiéncia, indicando uma possivel
degradacdo do sistema encapsulante ou do préprio regulador vegetal sob

temperaturas mais elevadas.

Ao comparar esses resultados com o estudo de Pereira et al. (2017), que
reportou uma eficiéncia de encapsulacdo de 100%, os valores obtidos no
presente trabalho ligeiramente inferiores, especialmente sob estresse térmico
severo. No entanto, a manutengao de valores proximos a 95% na maioria das

condigdes demonstra a robustez do método de gelificagao ionotropica utilizado.

5.3.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
empregada com o objetivo de caracterizar os componentes do sistema, tais
como alginato de sodio, quitosana, cloreto de calcio e acido giberélico,
nanoparticulas de alginato/quitosana (Np ALG/CS) e nanoparticulas de
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alginato/quitosana contendo GA; (Np ALG/CS-GA;) e investigar possiveis
interacdes entre eles. A anadlise dos espectros permitiu a identificagdo dos
principais grupos funcionais presentes na solugdo de nanoparticula de
ALG/CS/GAs, bem como a avaliagao de alteragdes nas bandas caracteristicas,
que podem indicar interagdes fisicas ou quimicas decorrentes do processo de
formulagéo.

Dessa forma, os espectros obtidos foram comparados entre si a fim de
verificar a manutengao da estrutura quimica dos componentes e a ocorréncia
de possiveis deslocamentos ou variagdes de intensidade das bandas,

conforme pode ser visto na Figura 16.
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Figura 16. Espectros de FTIR obtidos na faixa de 4000-1000 cm™ do acido giberélico (GA3),
alginato de sdédio (ALG), cloreto de calcio (CaCly), quitosana (CS), nanoparticulas de

alginato/quitosana (Np ALG/CS) e nanoparticulas de alginato/quitosana contendo GA; (Np

ALG/CS-GA,).
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A caracterizagdo por FTIR das nanoparticulas (Figura 16) confirmou a

presenga dos principais grupos funcionais dos polimeros constituintes e do
ativo encapsulado. No espectro das NP ALG/CS (controle), as bandas em 1587

e 1401 cm™ sdo atribuidas, respectivamente, aos estiramentos assimétrico e

simétrico dos grupos carboxilato do alginato.



No espectro de FTIR da nanoparticula de alginato/quitosana (NP
ALG/CS) controle, foram observadas bandas préximas a 1587 e 1401 cm™,
além de uma banda larga na regido entre 3250 e 3336 cm™, com intensidades
variadas, e uma banda de baixa intensidade em torno de 1021 cm™.

De acordo com Lee e Mooney (2012), as bandas localizadas entre 1600 e
1410 cm™ podem ser atribuidas as vibragdes assimétrica e simétrica dos
grupos carboxilato (-COQ~) do alginato de sédio, enquanto a banda larga em
torno de 3300 cm™ esta associada ao estiramento dos grupos hidroxila (—OH).
Para a quitosana, bandas nessa mesma regido também estéo relacionadas as
vibragbes dos grupos funcionais, além de uma banda larga préxima a 3300
cm™ atribuida ao estiramento dos grupos hidroxila e amina (—OH e —NH),
conforme descrito por Rinaudo (2006).

O cloreto de calcio, utilizado como agente de reticulagdo idGnica, néo
apresenta bandas vibracionais intensas no espectro de FTIR. No entanto, sua
presenca pode ser inferida por alteragbes nas bandas associadas aos
grupos carboxilato (—COQO"), decorrentes da formagdo de complexos entre o
alginato e os ions Ca?", conforme relatado por Papageorgiou et al. (2010) e Lee
e Mooney (2012).

O espectro de FTIR do acido giberélico (GAs) apresentou uma banda
larga na regiao entre 3200 e 3400 cm™, atribuida ao estiramento dos grupos
hidroxila (—OH), além de uma banda intensa em torno de 1700 cm™,
correspondente ao estiramento do grupo carbonila (C=0) caracteristico de
acidos carboxilicos. Bandas adicionais observadas entre 1050 e 1250 cm™
estdo associadas as vibracdes C—O da molécula, em concordancia com dados
descritos na literatura (Silverstein et al., 2014).

Na nanoparticula contendo o ativo (ALG/CS/GAs3), observou-se redugao
da intensidade da banda em torno de 1700 cm™, atribuida ao estiramento do
grupo C=0 do acido giberélico, quando comparada ao GA3 livre. Além disso,
foram observadas alteragdes nas bandas associadas aos grupos carboxilato e
hidroxila da matriz polimérica.

Portanto, os espectros de FTIR das nanoparticulas controle e contendo
GA; apresentaram bandas caracteristicas do alginato e da quitosana,
indicando a formagéo da matriz polimérica por interagdes eletrostaticas entre
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0s grupos carboxilato do alginato e os grupos amina da quitosana. A
comparagao entre os sistemas revelou que a incorporacdo do GA; também
promoveu alteragdes espectrais, sem comprometer a estrutura da matriz, o que
indica possivelmente o encapsulamento do acido giberélico no sistema
nanoparticulado.

5.3.6 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

As analises topograficas obtidas por microscopia de forga atémica (AFM)
foram realizadas com o objetivo de caracterizar a morfologia superficial e o
tamanho das nanoparticulas de alginato/quitosana contendo acido giberélico
(ALG/CS-GA;). Essa técnica possibilita a visualizagdo da topografia das
particulas em escala nanométrica, fornecendo informacgdes relevantes sobre a
distribuicdo, a homogeneidade e a organizagdo do sistema, conforme
apresentado na Figura 17.

Figura 17. Imagens topograficas obtidas por microscopia de forga atébmica (AFM) das
nanoparticulas de alginato/quitosana contendo acido giberélico (ALG/CS-GA;), evidenciando a
morfologia e a distribuicdo das particulas.
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Ao comparar os valores de diametro obtidos por AFM, que apresentaram

tamanho médio de 299,8 + 98,3 nm (Figura 19), com aqueles determinados
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pelas técnicas de DLS e NTA, observou-se que os resultados por AFM foram
significativamente menores. Essa divergéncia de acordo com Rinaudo (2006) é
comum em sistemas poliméricos, pode ser atribuida, primeiramente, ao estado
de hidratagao das particulas.

Enquanto no DLS e NTA as nanoparticulas sdo medidas em suspensao,
a analise de AFM ¢ realizada apds a deposi¢cao da amostra e evaporagéo do
solvente. Esse processo de secagem causa o colapso da rede polimérica e a
eliminagcdo da camada de hidratagéo, resultando em dimensdes reduzidas em
comparagao ao diametro hidrodinamico.

Além do fator fisico, essa diferenca também esta relacionada a
representatividade estatistica de cada técnica (Eaton et al, 2017). O AFM
baseia-se na avaliacdo de um numero reduzido de particulas em uma area
especifica, ao passo que as técnicas de DLS e NTA utilizam populagdes
significativamente maiores, oferecendo uma média baseada em bilhdes de

particulas em movimento browniano.

5.4 Germinagao e desenvolvimento vegetal

Nesta etapa, sao apresentados e discutidos os resultados obtidos a partir
dos ensaios conduzidos com sementes de milho (Zea mays L.) tratadas de
forma isolada e em combinacdo com GA;, GA; encapsulado e inoculagao de A.
brasilense (hm053). As analises compreenderam ensaios de germinagao e
cultivo em vasos, visando a avaliagdo do desenvolvimento inicial e das

respostas fisiologicas das plantas em fun¢do dos tratamentos realizados.

5.4.1 Ensaios de germinagao
As analises nesta etapa visaram avaliar o desenvolvimento inicial e das

respostas fisioldgicas das plantas em fungao dos tratamentos realizados. As
médias foram apresentadas com desvio padrao e os graficos utilizaram erro
padrdao para representar a precisdo da média. Os dados referentes ao
comprimento de raiz das plantulas de milho germinadas estado apresentados na

Figura 18. Os dados completos obtidos podem ser consultados no Apéndice M.

71



Figura 18. Comprimento de raiz de plantulas de milho germinadas em papel Germitest,
oriundas de sementes tratadas com: agua (controle negativo); Azospirillum brasilense; solugéo
de GA; (75 mg/100 g de sementes); nanoparticulas ALG/CS-GA; contendo 75, 62,5 ou 50 mg
de GA3/100 g de sementes associadas a inoculagdo com A. brasilense; e nanoparticulas
ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém aplicadas na auséncia de A. brasilense.
Dados obtidos no teste de germinacao em papel.
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Tratamentos

Conforme evidenciado na Figura 18, o tratamento com nanoparticulas
ALG/CS-GA; contendo 75 mg de GA; associadas a A. brasilense apresentou
valores numericamente superiores de comprimento de raiz em relagdo ao
controle negativo e demais tratamentos. Esse tratamento resultou na maior
média de comprimento radicular entre os tratamentos avaliados, expressa
como (7,20 £ 1,26 cm), indicando uma tendéncia de resposta positiva das
plantulas a aplicagdo conjunta das nanoparticulas e do microrganismo. Em
contraste, o menor desenvolvimento radicular foi observado nas plantulas

tratadas apenas com A. brasilense.

A Figura 18 ilustra visualmente o maior desenvolvimento radicular das
plantulas submetidas ao tratamento com nanoparticulas ALG/CS-GA; contendo
75 mg de GA; associadas a A. brasilense, bem como o menor comprimento
de raiz observado nas plantulas tratadas apenas com A. brasilense.
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Figura 19. Altura da parte aérea de plantulas de milho germinadas em papel Germitest,
oriundas de sementes tratadas com: agua (controle negativo); Azospirillum brasilense; solugao
de GA; (75 mg/100 g de sementes); nanoparticulas ALG/CS-GA; contendo 75, 62,5 ou 50 mg
de GA;/100 g de sementes associadas a inoculagdo com A. brasilense; e nanoparticulas
ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém aplicadas na auséncia de A. brasilense.
Dados obtidos no teste de germinagéo em papel.
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Em relacdo a altura da parte aérea (Figura 19), o tratamento com
nanoparticulas ALG/CS-GA; (75 mg de GA;) associadas a A. brasilense
apresentou valores numericamente superiores de altura de parte aérea em
relacdo ao controle negativo (agua) e demais tratamentos. Esse tratamento
resultou na maior média de altura de parte aérea entre os tratamentos
avaliados, expressa como (8,62 + 0,81 cm), indicando uma tendéncia de
resposta positiva das plantulas a aplicagado conjunta das nanoparticulas e do
microrganismo, da mesma forma como foi observado no comprimento da raiz.
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Figura 20. Massa fresca de plantulas de milho germinadas em papel Germitest, oriundas de
sementes tratadas com: agua (controle negativo); Azospirillum brasilense; solugdo de GA; (75
mg/100 g de sementes); nanoparticulas ALG/CS-GA; contendo 75, 62,5 ou 50 mg de GA;/100
g de sementes associadas a inoculagdo com A. brasilense; e nanoparticulas ALG/CS-GA; nas
mesmas concentragdes, porém aplicadas na auséncia de A. brasilense. Dados obtidos no teste
de germinagao em papel.

10 Hm Controle negativo (agua)
= Azospirllum brasilense (A.b)
@ 0.8+ T = 75 mg de GA;100 kg de sementes
E - L I, =3 Np 75 mg de GA5/100 kg de sementes + A.b
E £ Np 62,5 mg de GA3/100 kg de sementes + A.b
a 047 Np 50 mg de GA;/100 kg de sementes + A.b
2 0.2 mm Np 75 mg de GA3/100 kg de sementes
Np 62,5 mg de GA3/100 kg de sementes
0.0- Tratamentos Np 50 mg de GA3/100 kg de sementes

Para a massa fresca (Figura 20), a formulagdo ALG/CS-GA; com 62,5 mg
de GA; associadas a A. brasilense obteve o valor numericamente superior
(0,7582 + 0,0317), sugerindo que concentragdes intermediarias do regulador
vegetal, quando nanoparticuladas, ja s&o suficientes para promover

incrementos significativos de biomassa.

Figura 21. Dados da taxa de germinagédo, em papel Germitest, de sementes tratadas com:
agua (controle negativo); Azospirillum brasilense; solugao de GA; (75 mg/100 g de sementes);
nanoparticulas ALG/CS-GA; contendo 75, 62,5 ou 50 mg de GA;/100 g de sementes
associadas ou nao a inoculagao com A. brasilense.
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A analise de varidncia mostrou que os tratamentos influenciaram
significativamente a massa fresca, a altura da parte aérea e o comprimento da
raiz (p < 0,05). Para a germinagao (Figura 21), no entanto, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p >
0,05).

Os resultados indicam que a aplicacao isolada de Azospirillum brasilense
nao favoreceu o desenvolvimento inicial das plantulas sob as condicbes de
laboratorio testadas, apresentando os menores valores de crescimento e
diferindo significativamente do controle e dos tratamentos com GA3; pelo teste
de Tukey. Por outro lado, a presenga de GA; foi o fator determinante para o
vigor das plantulas, independentemente da forma de aplicagao.

A auséncia de efeito significativo na taxa de germinagdo sugere que as
formulagbes nao exerceram efeito fitotoxico, resultando em taxas de
germinagao semelhantes entre os grupos avaliados. Esse comportamento
sugere que os tratamentos nao exerceram efeito fitotdxico na fase inicial do
processo germinativo. Em contraste, as respostas observadas concentraram-
se predominantemente no desenvolvimento pds-germinativo das plantulas,
indicando que os efeitos das formulagbes manifestam-se principalmente apos a
emergéncia, possivelmente associados a modulagdo do crescimento e a
elongacéo celular, e ndo a germinagédo em si. De acordo com Fregonezi, et al.
(2024), nanoparticulas a base de alginato e quitosana contendo acido
giberélico promovem a liberagdo controlada, favorecendo a planta apds a

germinagao, como no crescimento do sistema radicular e da parte aérea das
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plantulas, principalmente, no crescimento do sistema radicular e da parte aérea
das plantulas, sem promover alteragdes significativas na porcentagem de
germinacdo. Dessa forma, nossos achados reforcam que os efeitos das
formulagdes estao associados a modulagdo do crescimento das plantulas apés

a germinacgao, e nao a interferéncia nos processos iniciais de germinagao.

5.4.2 Desenvolvimento vegetal das plantas de milho

A avaliagdo do desenvolvimento vegetal das plantas de milho (Zea mays
L.) foi realizada com o objetivo de investigar os efeitos dos diferentes
tratamentos aplicados as sementes sobre o crescimento inicial em vasos com
substrato comercial. Foram avaliados parametros como o comprimento da raiz,
a altura da parte aérea, a massa fresca (da raiz e parte aérea), indicadores
fundamentais do vigor e do desempenho fisioldgico das plantulas. Os dados

completos podem ser consultados no Apéndice N.

Figura 22. Comprimento da raiz de plantulas de milho cultivadas em vasos com substrato
comercial, provenientes de sementes tratadas com: controle negativo(agua); Azospirillum
brasilense; solugdo de GA; (75 mg/100 g de sementes); nanoparticulas ALG/CS-GA; nas
concentragdes de 75, 62,5 e 50 mg de GAs/100 g de sementes, todas com A. brasilense; e

nanoparticulas ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém sem A. brasilense.

Raiz mm Controle negativo (agua)
100 = Azospirillum brasilense (A.b)

N - l B 75 mg de GA; /100 kg de sementes
& l % T T 1 Np 75 mg de GA5 /100 kg de sementes e A.b.
‘% 60 7 T Np 62,5 mg de GA3 /100 kg de sementes e A b.
-g 40 - % Np 50 mg de GA5 /100 kg de sementes e A.b.
g B Z B Np 75 mg de GA5 /100 kg de sementes
o Np 62,5 mg de GA3 /100 kg de sementes

0- - Np 50 mg de GA3 /100 kg de sementes

Tratamentos
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Figura 23. Altura da parte aérea de plantulas de milho cultivadas em vasos com substrato
comercial, provenientes de sementes tratadas com: controle negativo (agua); Azospirillum
brasilense; solugdo de GA; (75 mg/100 g de sementes); nanoparticulas ALG/CS-GA; nas
concentracdes de 75, 62,5 e 50 mg de GA3/100 g de sementes, todas com A. brasilense; e
nanoparticulas ALG/CS-GAs; nas mesmas concentragdes, porém sem A. brasilense.

Parte derea Hm Controle negativo (agua)

50 l T P = Azospinllum brasilense (A.b)

40 % T T B 75 mg de GA; /100 kg de sementes

1 Np 75 mg de GA3,100 kg de sementes + A.b
2 Np 62,5 mg de GA3 /100 kg de sementes + A b
20 Np 50 mg de GA3 /100 kg de sementes + A b

B Np 75 mg de GA3; /100 kg de sementes
Np 62,5 mg de GA; /100 kg de sementes

0- 1 Np 50 mg de GA; /100 kg de sementes
Tratamentos

30

Altura (cm)

10

Para a altura da parte aérea, os valores médios variaram de 37,0 £ 8,7
cm (nanoparticulas contendo 50 mg de GA; + a A. brasilense), a 45,6 £ 3,4 cm
(nanoparticulas contendo 75 mg de GA; associadas a A. brasilense). O
controle negativo e os tratamentos contendo GA;, isolado ou associado,
apresentaram valores intermediarios e proximos entre si. Em relacdo ao
comprimento da raiz, os valores variaram de 58,1 + 14,4 cm (nanoparticulas
contendo 62,5 mg de GA; aplicadas isoladamente), a 73,1 £ 9,8 cm
(nanoparticulas contendo 75 mg de GA; associadas a A. brasilense). De modo
geral, as diferengas foram mais evidentes no sistema radicular do que na parte
aérea.

Figura 24. Massa fresca da raiz de plantulas de milho cultivadas em vasos com substrato
comercial, provenientes de sementes tratadas com: (1) agua (controle negativo); (2)
Azospirillum brasilense; (3) solugdo de GA; (75 mg/100 g de sementes); (4—6) nanoparticulas
ALG/CS-GA; nas concentragdes de 75, 62,5 e 50 mg de GA3/100 g de sementes, todas com A.
brasilense; e (7-9) nanoparticulas ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém sem A.
brasilense.
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Tratamentos

Figura 25. Massa fresca da parte aérea de plantulas de milho cultivadas em vasos com
substrato comercial, provenientes de sementes tratadas com: (1) dgua (controle negativo); (2)
Azospirillum brasilense; (3) solugdo de GA; (75 mg/100 g de sementes); (4—6) nanoparticulas
ALG/CS-GA; nas concentragdes de 75, 62,5 e 50 mg de GA3/100 g de sementes, todas com A.
brasilense; e (7—9) nanoparticulas ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém sem A.

brasilense.

Parte aerea Controle negativo (agua)

Azospirilium brasilense (A.b)
75 mg de GA4/100 kg de sementes

Np 75 mg de GA3/100 kg de sementes + A b
Np 62,5 mg de GA3/100 kg de sementes + A b
Np 50 mg de GA3/100 kg de sementes + A b

DOB0N

Np 75 mg de GAs/100 kg de sementes
Np 62,5 mg de GA3/100 kg de sementes

Np 50 mg de GA3/100 kg de sementes

Massa fresca (g)

||
Tratamentos

Para a massa fresca da parte aérea, as médias situaram-se entre 1,5912
(tratamento com nanoparticulas contendo 50 mg de GA; associadas a A.
brasilense) a 2,2286 (nanoparticulas contendo 75 mg de GA; aplicadas
isoladamente). Ja amassa fresca da raiz, os valores médios variaram de

1,0510 (nanoparticulas contendo 62,5 mg de GA; aplicadas isoladamente), a
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1,9793 (nanoparticulas contendo 62,5 mg de GA; associadas a A. brasilense).
Os tratamentos contendo GA;, isolado ou em associacdo com A. brasilense,
tenderam a apresentar maiores valores de massa fresca da raiz quando
comparados ao controle negativo e ao tratamento com A. brasilense aplicado
isoladamente.

Figura 26. Massa seca da raiz de plantulas de milho cultivadas em vasos com substrato
comercial, provenientes de sementes tratadas com: (1) agua (controle negativo); (2)
Azospirillum brasilense; (3) solugdo de GA; (75 mg/100 g de sementes); (4—6) nanoparticulas
ALG/CS-GA; nas concentragdes de 75, 62,5 e 50 mg de GA3/100 g de sementes, todas com A.
brasilense; e (7-9) nanoparticulas ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém sem A.

brasilense.
Raiz
0.20 Hm Controle negativo (agua)
= Azospirillum brasilense (A.b)
S 0154 l mEm /5 mg de GA3/100 kg de sementes
et T T 1 Np 75 mg de GA3/100 kg de sementes + A.b
§ 010 T Np 62,5 mg de GA;/100 kg de sementes + A b
b ’ Np 50 mg de GA3/100 kg de sementes + A.b
_fému 0.05- @ Np 75 mg de GA3/100 kg de sementes
Np 62,5 mg de GA3/100 kg de sementes
0.00- Np 50 mg de GA3/100 kg de sementes

Tratamentos

Figura 27. Massa seca da parte aérea de plantulas de milho cultivadas em vasos com
substrato comercial, provenientes de sementes tratadas com: (1) agua (controle negativo); (2)
Azospirillum brasilense; (3) solugdo de GA; (75 mg/100 g de sementes); (4—6) nanoparticulas
ALG/CS-GA; nas concentragdes de 75, 62,5 e 50 mg de GA3/100 g de sementes, todas com A.
brasilense; e (7-9) nanoparticulas ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém sem A.
brasilense.
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Para a massa seca da parte aérea, os valores médios variaram de 0,1660
t+ 0,0214 g, no tratamento com Azospirillum brasilense isolado, a 0,2396 +

0,0611 g, no tratamento com nanoparticulas contendo 75 mg de GA; aplicadas
isoladamente. Os tratamentos contendo GA;, isolado ou em associagdo com A.
brasilense, apresentaram valores médios superiores ao controle negativo e ao
tratamento com A. brasilense isolado, mas com pouca variagao entre si.

Em relagcdo a massa seca da raiz, os valores médios variaram de 0,0956
+ 0,0264 g, observados no tratamento com nanoparticulas contendo 50 mg de
GA; aplicadas isoladamente, a 0,1472 % 0,0332 g, no tratamento com
nanoparticulas contendo 75 mg de GA; associadas a A. brasilense. Assim
como observado para a parte aérea, os tratamentos com GA; t(anto isolados
quanto combinados com A. brasilense), apresentaram valores médios mais
elevados quando comparados ao controle negativo.

De maneira geral, os dados indicam variagdo na massa seca das
plantulas em funcdo dos tratamentos aplicados, com as diferengcas mais
expressivas observadas para a parte aérea, embora os tratamentos com GA;,
isolado ou combinado, mostrem-se consistentemente superiores aos outros.

A ANOVA néo indicou efeito significativo dos tratamentos sobre o
comprimento da raiz, a altura da parte aérea, a massa fresca da parte aérea e
a massa seca da parte aérea (p > 0,05), sendo que os baixos valores de R?
indicaram reduzida explicagdo da variabilidade pelos tratamentos. As

premissas de homogeneidade de variancias foram atendidas, e o teste de
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Tukey néao identificou diferengas significativas entre os tratamentos para essas
variaveis.

Na Figura 28 sdo apresentados os aspectos visuais das plantulas de
milho oriundas de sementes submetidas aos diferentes tratamentos aplicados,
evidenciando diferengas no desenvolvimento do sistema radicular e da parte
aérea durante a fase inicial de crescimento.

Figura 28. Aspecto visual das plantulas de milho submetidas aos diferentes tratamentos
aplicados as sementes: (A) controle negativo (agua); (B) Azospirillum brasilense; (C) GAs; (75
mg de GA3/100 kg de sementes); (D) nanoparticulas ALG/CS-GA; (75 mg de GA5/100 kg de

sementes); (E) nanoparticulas ALG/CS-GA; (75 mg de GAs/100 kg de sementes) associadas a
Azospirillum brasilense.

Observa-se que as plantulas do tratamento controle (A) apresentaram
desenvolvimento radicular e da parte aérea menos expressivos em
comparagao aos demais tratamentos. As sementes tratadas isoladamente com
Azospirillum brasilense (B) exibiram maior alongamento do sistema radicular,
com um incremento no numero de raizes laterais em relagcéo ao controle.

O tratamento com acido giberélico livre (C) promoveu incremento notavel

no crescimento da parte aérea, enquanto o uso de nanoparticulas ALG/CS-GA
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(D) resultou em plantulas com sistema radicular mais desenvolvido e melhor
equilibrio entre raiz e parte aérea.

De forma geral, o tratamento que associou nanoparticulas ALG/CS-GA a
Azospirillum brasilense (E) apresentou plantulas visualmente mais vigorosas,
com maior comprimento radicular e maior densidade de raizes secundarias,
quando comparado aos demais tratamentos, sugerindo um efeito sinérgico
positivo entre a liberagdo controlada do horménio e a atividade biolégica do

inoculante.

6. CONCLUSAO

A caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas confirmou a obtengao
de um sistema estavel, assegurando a confiabilidade do material empregado
nos ensaios biologicos. A partir dessa base, os tratamentos avaliados
demonstraram efeitos positivos sobre o crescimento inicial das plantulas de
milho, evidenciando que as respostas observadas estdo associadas
principalmente ao desenvolvimento apds o estagio inicial de germinagéo, sem
prejuizo a germinacao das sementes.

Os resultados indicaram que os tratamentos contendo acido giberélico
(GA;3), tanto na forma isolada quanto encapsulado em nanoparticulas de
alginato e quitosana, promoveram incrementos significativos no crescimento
radicular e da parte aérea, bem como no acumulo de biomassa fresca e seca
das plantulas. O tratamento com 75 mg de GAs; e Azospirillum brasilense

apresentou os maiores valores de altura da parte aérea e raiz.

A associacdo entre GA; e A. brasilense, especialmente na maior
concentracdo avaliada, apresentou desempenho consistente e plantulas
visualmente mais vigorosas, sugerindo uma interagdo positiva entre o
regulador vegetal e o microrganismo. Esses resultados reforcam o papel
central do acido giberélico na modulagdo do crescimento inicial das plantulas,

independentemente da forma de aplicacao.
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De modo geral, a encapsulagao do regulador vegetal em nanoparticulas
mostrou-se uma estratégia promissora para o manejo fisioldgico de sementes
de milho, ao permitir a promogédo do crescimento inicial sem comprometer a
germinagao. Sob uma perspectiva futura, esses achados abrem caminho para
o desenvolvimento de tecnologias mais eficientes e sustentaveis de tratamento
de sementes, bem como para estudos adicionais que explorem 0s mecanismos
de liberagdo, interagdo planta—microrganismo e o desempenho dessas

formulagdes em condi¢cdes de campo.
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APENDICE

APENDICE A. Dados de espalhamento de luz dinamico (DLS) para as amostras ALG/CS
mantidas em temperatura ambiente (24 °C), com medi¢des de tamanho hidrodinamico, indice
de polidispersao (Pdl), potencial zeta e potencial hidrogenidnico (pH), nos tempos de 0, 7, 15,

30, 45 e 60 dias. Os dados sao apresentados como média + desvio padrao.

ALG/CS
Tamanho indice de potencial
hidrodinamico polidispersao Potencial hidrogenioénico
(nm) (Pdl) (pH)
Di Zeta

ias
0 393,9 £14,2 0,340 £ 0,033 -234+1,3 4,69 + 0,01
7 4357+ 3,9 0,387 £ 0,032 -20,9+1,2 4,68 + 0,01
15 438,0 £ 6,2 0,369 £ 0,029 -20,5+0,8 4,76 £ 0,02
30 478,6 £ 12,7 0,363 £ 0,033 -20,3+0,9 4,79 + 0,01
45 456,4 + 4.8 0,372 £ 0,016 -1856+14 4,54 + 0,01
60 486,2 + 6,0 0,426 £+ 0,004 -20,4 £ 0,5 4,45 + 0,04

APENDICE B. Dados de espalhamento de luz dinamico (DLS) para as amostras
ALG/CS-GA; mantidas em temperatura ambiente (24 °C), com medigbes de tamanho
hidrodinamico e indice de polidispersdo (Pdl), potencial zeta, potencial hidrogeniénico e

eficiéncia de encapsulagdo, nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Os dados sao

apresentados como média + desvio padrao.

ALG/CS-GA;
Tamanho indice de potencial Eficiéncia de
hidrodinamico polidispersao Potencial hidrogenidénico encaposulagao
_ (nm) (Pdi) Zota (PH) (%)
Dias
0 387,8 £ 5,1 0,319 £ 0,042 -236+1,6 4,71 + 0,01 96,38 + 0,02
7 4242 + 8,8 0,352 + 0,002 -21,0+1,2 4,77 £ 0,01 95,78 + 0,32
15 4248 +54 0,388 + 0,012 -20,4 £ 2,2 4,87 + 0,01 95,11 £ 0,04
30 461,8 £+ 12,8 0,385+ 0,011 -20,1+1,1 4,87 + 0,01 95,41 + 0,05
45 458,4 + 58 0,412 £ 0,059 -19,9+1,5 4,55 + 0,01 93,40 £ 0,15
60 466,1 + 8,2 0,382 £ 0,019 -22,4 £ 3,3 4,49 + 0,01 96,63 £ 0,13




APENDICE C. Dados de espalhamento de luz dinamico (DLS) para as amostras ALG/CS
mantidas em estufa (40°C), com medicbes de tamanho hidrodindmico, indice de
polidispersdo(Pdl) e potencial zeta, nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Os dados sao

apresentados como média * desvio padréo.

ALG/CS
Tamanho hidrodindmico indice de polidispersio Potencial
Dias (nm) (Pdl) Zeta

0 393,9+ 14,2 0,340 + 0,033 -23,4+13
7 415,0 £ 5,1 0,383 + 0,039 21,207
15 457,5+ 12,6 0,379+ 0,016 -23,0+ 111
30 4452 +1,3 0,378 £ 0,026 -22,5%0,7
45 458,3+7,6 0,342 + 0,027 -234 17
60 460,7 + 11,4 0,304 + 0,030 22,71 +£14

APENDICE D. Dados de espalhamento de luz dinamico (DLS) para as amostras
ALG/CS-GA; mantidas em estufa (40°C), com medigdes de tamanho hidrodinamico, indice de
polidispersao (Pdl), potencial zeta e eficiéncia de encapsulagao, nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45

e 60 dias. Os dados sao apresentados como média + desvio padréo.

ALG/CS-GA3
Tamanho indice de Potencial Eficiéncia de
Dias hidrodinamico (nm) polidispersao (Pdl) Zeta encapsulagao
(%)
0 387,8+5/1 0,319+ 0,042 -23,6+1,6 96,35 + 0,01
7 438,6 +25 0,320 + 0,038 -20,7 £ 0,6 95,78 + 0,21
15 453.6 +6,8 0,336 + 0,048 -226 +1,1 96,11 + 0,05
30 4406 +4.4 0,345+ 0,015 -23,1+0,6 97,41 + 0,07
45 426,4 + 13,9 0,342 + 0,027 -22,3+0,6 97,40 £ 0,14
60 4354+ 40 0,326 + 0,028 -23,2+0,8 96,63 + 0,16
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APENDICE E. Dados de espalhamento de luz dinamico (DLS) para as amostras ALG/CS
mantidas em bloco digestor (65°C), com medi¢des de tamanho hidrodindmico, indice de
polidispersdo (Pdl) e potencial zeta nos tempos de 0, 7, 15 e 30 dias. Os dados sé&o

apresentados como média + desvio padrao.

ALG/CS
Tamanho hidrodinamico indice de polidispersao Potenci
Dias (nm) (PdlI) ;Ieta
0 3939+14,2 0,340 + 0,033 -234+1,1
7 413,6 £ 8,7 0,392 + 0,017 -19,7+£0,5
15 281,0 £ 28,8 0,757 + 0,078 -19,1+0,5
30 49,8 £ 243 0,328 + 0,027 -17,3+1,9

APENDICE F. Dados de espalhamento de Iuz dinamico (DLS) para as amostras
ALG/CS-GA; mantidas em bloco digestor (65°C), com medi¢des de tamanho hidrodinamico,
indice de polidisperséo (Pdl), potencial zeta e eficiéncia de encapsulagéo, nos tempos de 0, 7,

15 e 30 dias. Os dados séo apresentados como média + desvio padrao.

ALG/CS-GA3
Tamanho indice de Potencial Eficiéncia de
Dias hidrodinamico (nm) polidispersao (Pdl) Zeta encapsulagao (%)
0 387,81+ 5,1 0,319 £ 0,0416 -236+16 96,61 + 0,26
7 438,6 + 2,5 0,371+ 0,0186 -21,1+04 96,72 + 0,07
15 378,3+315 0,662 + 0,0783 -19,5+1,3 98,36 + 0,04
30 678,1 £ 169,0 0,861 + 0,1334 -18,1+14 3,13+0,03

APENDICE G. Dados de espalhamento de luz dinamico (DLS) para as amostras ALG/CS
mantidas sob refrigeragdo (4°C), com medicbes de tamanho hidrodinamico, indice de
polidispersao (Pdl) e potencial zeta, apds 24 horas. Os dados sédo apresentados como média +
desvio padrao.

ALG/CS - Resfriamento

Tamanho hidrodinamico  indice de polidispersdo Potencial
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Horas (nm) (Pdl) Zeta
0 434,8 + 3,26 0,369 + 0,006 -23,3+0,5
24 438,9 + 3,19 0,386 + 0,003 -27,3+0,1

APENDICE H. Dados de espalhamento de luz dinamico (DLS) para as amostras
ALG/CS-GA; mantidas sob refrigeracdo (4°C), com medigbes de tamanho hidrodinamico,

indice de polidispersdo (Pdl) e potencial zeta, apds 24 horas. Os dados sdo apresentados

como média * desvio padrao.

ALG/CS-GAs3 - Resfriamento

Tamanho indice de Potencial Eficiéncia de
Horas hidrodindmico (nm) polidispersao (Pdl) Zeta encapsulagao (%)
0 443,5 + 2,21 2,21 -22,6 £0,7 96,32 + 0,06
24 462,9 + 2,86 2,86 -31,4+0,6 95,38 £ 0,14
APENDICE |. Caracterizacdo das nanoparticulas por analise de rastreamento em

nanoparticulas durante o armazenamento a temperatura ambiente (24 °C). (A) Diametro médio

das particulas e (B) concentragdo de particulas (particulas/mL) das nanoparticulas controle

(ALG/CS) e das nanoparticulas contendo acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;),

avaliadas nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Os dados s&o apresentados como média +

desvio padréo.
ALG/CS - TAmb ALG/CS - GA3 - TAmb
Concentracao(particulas Concentragao(particula

Dias Tamanho(nm) /mL) Tamanho(nm) il
0 298,9 + 11,1 1,76E+12 + 1,79E+11 325,1+12,2 1,21E+12 £ 1,79E+11
7 3414 +11,9 7,19E+11 + 7,40E+10 373,6 £ 13,7 4,90E+11 £+ 4,43E+10
15 371,1+£13,2 1,17E+12 + 2,20E+10 386,8 £ 19,6 1,03E+12 + 2,79E+10
30 390,5+12,9 3,92E+11 + 1,39E+10 438,56+ 226 2,96E+11 £ 1,82E+10
45 341,6 £ 6,1 1,07E+12 £ 3,93E+10 411,3+ 11,9 5,79E+11 + 5,14E+10
60 4299 £ 12,6 5,24E+11 £ 2,81E+10 378,3+23,5 5,63E+11 + 4,18E+10
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APENDICE J. Caracterizagdo das nanoparticulas por andlise de rastreamento em
nanoparticulas durante o armazenamento em estufa 40 °C. (A) Diametro médio das particulas
e (B) concentracéo de particulas (particulas/mL) das nanoparticulas controle (ALG/CS) e das
nanoparticulas contendo acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;), avaliadas nos tempos
de 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Os dados s&o apresentados como média + desvio padrao.

ALGI/CS ALGI/CS - GA3
Tamanho Concentragao Tamanho Concentragao
Dias (nm) (particulas/mL) (nm) (particulas/mL)
0 298,99+ 11,1 1,76E+12 £ 1,79E+11 325,1+12,2 1,21E+12 £ 1,79E+11
7 3414+ 11,9 7,19E+11 £ 7,40E+10 373,6 £ 13,7 4,90E+11 = 4,43E+10

15 371,1 £ 13,2 1,17E+12 £ 2,20E+10 386,8 + 19,6 1,03E+12 £ 2,79E+10
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30 390,5+ 12,9 3,92E+11 + 1,39E+10 438,5+ 22,6 2,96E+11 £ 1,82E+10
45 341,6 £ 6,1 1,07E+12 £ 3,93E+10 41,3+ 11,9 5,79E+11 + 5,14E+10
60 429,9+ 12,6 5,24E+11 £ 2,81E+10 378,3+23,5 5,63E+11 + 4,18E+10

APENDICE K. Caracterizacdo das nanoparticulas por andlise de rastreamento em

nanoparticulas durante o armazenamento em bloco digestor (65 °C). (A) Didmetro médio das
particulas e (B) concentragdo de particulas (particulas/mL) das nanoparticulas controle
(ALG/CS) e das nanoparticulas contendo acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GAj),
avaliadas nos tempos de 0, 7, 15, 30 dias. Os dados s&o apresentados como média + desvio

padréo.
ALG/CS ALG/CS - GA3

Tamanho Concentragao Tamanho Concentragao

Dias (nm) (particulas/mL) (nm) (particulas/mL)
0 2989+ 11,1 1,76E+12 + 1,79E+11 325,1+12,2 1,21E+12 £ 1,79E+11
7 289,3+22,2 2,89E+11 £ 1,56E+11 386,0 + 58,3 3,35E+11 £ 1,79E+10
15 241,0 £ 20,5 8,90E+10 + 9,88E+9 277,3+92 3,61E+11 £ 2, 47E+10
30 314,11+ 21,8 1,19E+11 + 9,54E+9 3728+ 12,4 1,83E+11 + 2,20E+10

APENDICE L. Caracterizacdo das nanoparticulas por andlise de rastreamento em

nanoparticulas durante o armazenamento sob refrigeracdo (4 °C). (A) Didametro médio das
particulas e (B) concentracdo de particulas (particulas/mL) das nanoparticulas controle
(ALG/CS) e das nanoparticulas contendo acido giberélico encapsulado (ALG/CS-GA;),

avaliadas nos tempos de 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Os dados sao apresentados como média *
desvio padrao.

ALG/CS ALG/CS - GA3
Tamanho Concentragao Tamanho Concentragao
Horas (nm) (particulas/mL) (nm) (particulas/mL)
0 400,0 + 16,3 5,69E+11 + 3,1E+10 337,0+ 16,3 6,02E+11 + 3,81E+10
24 371,31 13,6 7,54E11 + 5,38E+10 338,4+ 13,6 9,86E+11 + 2,59E+11
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APENDICE M. Dados da altura, comprimento e massa fresca de plantulas de milho
germinadas obtidos no teste de germinagdo em papel Germitest, oriundas de sementes
tratadas com: agua (controle negativo); Azospirillum brasilense; solugdo de GA; (75 mg/100 g
de sementes); nanoparticulas ALG/CS-GA; contendo 75, 62,5 ou 50 mg de GA3/100 g de
sementes associadas a inoculagdo com A. brasilense; e nanoparticulas ALG/CS-GA; nas
mesmas concentragdes, porém aplicadas na auséncia de A. brasilense.

Tratamento Altura da parte Comprimento Massa fresca
aérea (cm) da raiz (cm) (9)
Controle negativo(agua) 7,09 £ 1,84 5,27 + 1,38 0,6776 + 0,0332
Azospirillum brasilense (A.b) 1,81 £1,04 2,51 +0,87 0,5510 £ 0,0118
75 mg de GAs/100 kg de
sementes 5,35 + 0,50 545+128 | 0,6504 +0,0152
Np 75 mg de GA3/100 kg de
sementes e A.b 8,62 + 0,81 720+126 | 0,6937 +0,0191
Np 62,5 mg de GA3/100 kg de
sementes e A.b 6,95 + 0,81 583000 |07582+0,0317
Np 50 mg de GA3/100 kg de
sementes e A.b 7,02 £ 1,20 6,67+057 |0,6819 +0,0396
Np 75 mg de GA4/100 kg de
sementes 5,53 + 2,40 6,11+ 1,07 | 0,7092 + 0,0256
Np 62,5 mg de GA3/100 kg de
sementes 7,96 + 1,10 6,05+0,86 |0,6777 +0,0541
Np 50 mg de GA3/100 kg de
sementes 6,11 + 0,56 6,20+ 0,64 | 0,6471+0,0412
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APENDICE N. Altura da parte aérea e comprimento da raiz e massa fresca e seca da parte

aérea e da raiz de plantulas de milho cultivadas em vasos com substrato comercial,

provenientes de sementes tratadas com: controle negativo (agua); Azospirillum brasilense;

solucdo de GA; (75 mg/100 g de sementes); nanoparticulas ALG/CS-GA; nas concentragdes
de 75, 62,5 e 50 mg de GAs/100 g de sementes, todas com A. brasilense; e nanoparticulas

ALG/CS-GA; nas mesmas concentragdes, porém sem A. brasilense.

Massa Massa
Altura da
parte Massa fresca Massa seca da seca da
X Altura da da parte fresca da parte .
Tratamento ~ 2°rea raiz (cm) aérea(cm) raiz (cm) aérea raiz
(cm) (cm) (cm)
Controle
1,7540 1,0730+ | 0,1660 + | 0,1245 %
_ 423 +34| 71,9+8,9
negativo (agua) 0,2307 0,1881 0,0214 0,0154
Azospirillum
1,8256 + 1,3703 + | 0,2148+ | 0,1288 +
_ 41,1+54 1624 +15,6
brasilense (A.b) 0,4332 0,3494 0,0557 0,0145
75 mg de
2,0501 £ 1,5790+ | 0,2010% | 0,1422 +
GAJ/100kgde | 4158157 |62,7+228
sementes 0,5104 0,4830 0,0407 0,0331
Np 75 mg de
GA4/100 kg de 1,9398 + 1,56388+| 0,2016+ | 0,1472 +
sementese A.b| 456 +34 | 73,1 +9.8 0,4072 0,3733 0,0459 0,0312
Np 62,5 mg de
2,0280 + 1,9793+| 0,2131+ | 0,1398 +
GAJ/100kgde | 453135 (72,0 + 11,1
sementes e A.b 0,3318 0,5599 0,0240 0,0277
Np 50 mg de
GA,/100 kg de 1,5912 + 1,4203+| 0,1993+ | 0,1251 +
sementes e | 37,0+8,7 (63,7 £19,5
0,5628 0,4949 0,0700 0,0394

Ab
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Np 75 mg de
2,2286 + 1,5928 + | 0,2369+ | 0,1636 +
GAJ100kgde | 44 14351 700+85
sementes 0,4260 0,3402 0,0611 0,0247
Np 62,5 mg de
1,6554 + 1,0510+£ | 0,1957 + | 0,0965 %
GAJ/100kgde | 39 1+ g1 | 58,1 + 14,4
sementes 0,5258 0,3952 0,0516 0,0264
Np 50 mg de
1,9372 14491+ | 0,2015+ | 0,1198
GAJ/100 kg de |43 9+ 3 59| 65,3 + 8,0
sementes 0,6089 0,2967 0,0795 0,0265
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