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Impacto potencial desta pesquisa: A pesquisa sobre a interação entre Bacillus 

subtilis e agroquímicos no cultivo de cana-de-açúcar destaca seu potencial impacto 

na agricultura sustentável. Os resultados mostram que a coinoculação com B. subtilis 

pode melhorar a atividade metabólica microbiana, aumentar a retenção de umidade e 

promover a ciclagem de nutrientes, favorecendo condições ideais para o crescimento 

das plantas. Porém, algumas combinações também apresentaram efeitos inibitórios 

sobre a microbiota, evidenciando a importância de selecionar cuidadosamente os 

insumos utilizados. As descobertas sugerem que práticas agrícolas integradas, que 

considerem tanto o uso de microrganismos benéficos quanto insumos químicos, 

podem contribuir para um manejo mais eficiente e sustentável da cana-de-açúcar, mas 

necessitam de validação em condições reais de cultivo. 

 

Potential impact of this research: The study on the interaction between Bacillus 

subtilis and agrochemicals in sugarcane cultivation highlights its potential impact on 

sustainable agriculture. The results show that co-inoculation with B. subtilis can 

enhance microbial metabolic activity, increase moisture retention, and promote nutrient 

cycling, creating ideal conditions for plant growth. However, some combinations also 

exhibited inhibitory effects on the microbiota, underscoring the importance of carefully 

selecting the inputs used. The findings suggest that integrated farming practices, which 

consider both the use of beneficial microorganisms and chemical inputs, can contribute 

to more efficient and sustainable sugarcane management, but they require validation 

under real cultivation conditions. 
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INTERAÇÃO DE CEPAS DE Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) COM PRODUTOS 

AGROQUÍMICOS USADOS NA CULTURA DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

 

RESUMO - A intensificação do uso de agroquímicos tem provocado alterações 

significativas na microbiota do solo, o que pode reduzir sua fertilidade e comprometer 

a sustentabilidade dos sistemas agrícolas. Nesse contexto, a bactéria Bacillus subtilis 

apresenta-se como alternativa promissora, capaz de promover o crescimento vegetal 

e otimizar o aproveitamento de insumos. Este estudo investigou as interações entre 

diferentes agroquímicos e B. subtilis no cultivo de cana-de-açúcar, por meio de 

experimentos conduzidos em microcosmos e vasos utilizando Latossolo Vermelho de 

textura argilosa. O microrganismo foi aplicado de forma isolada ou em combinação 

com os insumos agrícolas empregados no cultivo de cana-de-açúcar: Biozyme®, 

Comet®, Gamit®, Trichodermil® e um tratamento composto pela mistura de todos os 

agroquímicos avaliados. Os experimentos foram conduzidos em microcosmos e em 

vasos com plantio de cana-de-açúcar, ambos com duração de 50 dias, envolveram a 

avaliação de diversas variáveis do solo, incluindo pH, umidade, carbono da biomassa 

microbiana, atividade das enzimas desidrogenase e hidrolítica, bem como as 

populações de fungos totais, bactérias totais e bactérias fixadoras de nitrogênio. No 

cultivo em vasos, além dessas variáveis, foram realizadas avaliações de crescimento 

vegetal, teores de nitrogênio foliar, concentração de macro e micronutrientes e análise 

do perfil metabólico das folhas após 50 dias de cultivo. Nos experimentos in vitro 

(microcosmos), observou-se que o tratamento que utilizou o insumo Trichodermil® 

aumentou a umidade do solo, enquanto o tratamento com Comet® elevou a atividade 

da desidrogenase e o mix de insumos intensificou a atividade hidrolítica, bem como a 

população de fungos totais. Os teores de pH e o carbono da biomassa microbiana 

permaneceram estáveis independentemente dos tratamentos. Nos ensaios em vasos, 

o Trichodermil® promoveu maior atividade hidrolítica e incrementos nas populações 

de fungos totais e bactérias nitrificantes, enquanto a aplicação isolada de B. subtilis 

resultou em um aumento na atividade da desidrogenase. Além disso, as combinações 

de Biozyme® + B. subtilis e Mix + B. subtilis favoreceram o aumento das populações 

de bactérias totais, melhoraram o crescimento vegetal e resultaram em teores 



superiores de macro e micronutrientes nas mudas. A análise do perfil metabólico das 

folhas revelou que o tratamento com B. subtilis isolado, seguido pela aplicação do mix 

de agroquímicos, proporcionou os maiores valores de metabólitos benéficos ao 

desenvolvimento vegetal, como sacarose, ácidos orgânicos e trigonelina, indicando 

uma maior eficiência metabólica e energética das plantas. Em contrapartida, os outros 

tratamentos apresentaram efeitos negativos, como a inibição da produção de 

metabólitos vegetais importantes e a diminuição da fixação de nutrientes e minerais. 

De modo geral, os resultados evidenciam que as interações entre agroquímicos e B. 

subtilis podem ser sinérgicas ou antagônicas, ressaltando o potencial de combinações 

equilibradas para aumentar a produtividade da cana-de-açúcar e promover práticas 

agrícolas mais sustentáveis. 

 

Palavras-chave: Microbiota do solo, Agroquímicos, Atividade enzimática, 

Metabolômica, Sustentabilidade agrícola.  



INTERACTION OF Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) STRAINS WITH 

AGROCHEMICAL PRODUCTS USED IN SUGAR CANE CULTIVATION 

 

ABSTRACT - The intensified use of agrochemicals has led to significant changes in 

soil microbiota, which can reduce its fertility and compromise the sustainability of 

agricultural systems. In this context, the bacterium Bacillus subtilis emerges as a 

promising alternative, capable of promoting plant growth and optimizing the use of 

inputs. This study investigated the interactions between different agrochemicals and 

B. subtilis in sugarcane cultivation through experiments conducted in microcosms and 

pots using Red Latosol with a clay texture. The microorganism was applied either alone 

or in combination with the agricultural inputs used in sugarcane cultivation: Biozyme®, 

Comet®, Gamit®, Trichodermil®, and a treatment consisting of the mixture of all the 

agrochemicals evaluated. The experiments conducted in microcosms and in pots with 

sugar cane planting, both lasting 50 days, involved the evaluation of several soil 

variables, including pH, humidity, microbial biomass carbon, activity of dehydrogenase 

and hydrolytic enzymes, as well as populations of total fungi, total bacteria and 

nitrogen-fixing bacteria. In the pot cultivation, in addition to these variables, plant 

growth assessments, leaf nitrogen content, macro- and micronutrient concentrations, 

and metabolic profiling of the leaves were performed after 50 days of cultivation. In the 

in vitro experiments (microcosms), it was observed that the treatment with 

Trichodermil® increased soil moisture, while the treatment with Comet® raised 

dehydrogenase activity and the input mix intensified hydrolase activity as well as the 

population of total fungi. The pH levels and microbial biomass carbon remained stable 

regardless of the treatments. In the pot trials, Trichodermil® promoted greater 

hydrolase activity and increases in the populations of total fungi and nitrifying bacteria, 

while the isolated application of B. subtilis resulted in an increase in dehydrogenase 

activity. Furthermore, the combinations of Biozyme® + B. subtilis and Mix + B. subtilis 

favored the increase in total bacterial populations, improved plant growth, and resulted 

in higher levels of macro- and micronutrients in the seedlings. The analysis of the 

metabolic profile of the leaves revealed that the treatment with B. subtilis alone, 

followed by the application of the agrochemical mix, provided the highest values of 

metabolites beneficial to plant development, such as sucrose, organic acids, and 



trigonelline, indicating greater metabolic and energetic efficiency of the plants. In 

contrast, the other treatments showed negative effects, such as inhibition of the 

production of important plant metabolites and a decrease in the fixation of nutrients 

and minerals. Overall, the results demonstrate that the interactions between 

agrochemicals and B. subtilis can be synergistic or antagonistic, highlighting the 

potential of balanced combinations to increase sugarcane productivity and promote 

more sustainable agricultural practices. 

 

Keywords: Soil microbiota; Agrochemicals; Enzymatic activity; Metabolomics; 

Agricultural sustainability. 

 

  



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Fórmula química do princípio ativo Piraclostrobina componente do Comet®.

 ................................................................................................................. 11 

Figura 2. Estrutura química do princípio ativo do herbicida Clomazone®. ................ 11 

Figura 3. Esquema geral das plataformas de estudos “OMICs” e sua relação com 

estudos de biologia sistêmica. .................................................................. 18 

Figura 4. Estrutura geral e montagem dos microcosmos em condições de 

laboratórios. .............................................................................................. 28 

Figura 5. Design experimental proposto para analise de interação de agroquimicos e 

B. subtilis. ................................................................................................. 29 

Figura 6. Triângulo, guia de classe textural dos solos. ............................................. 39 

Figura 7. Análise da atividade respiratória em condição de microcosmos ao longo do 

período experimental. ............................................................................... 66 

Figura 8. Valores Médios de elementos metálicos avaliados ao final do experimento 

em condições de vaso. ............................................................................. 73 

Figura 9. Análise de clusters para a avaliação de macro e micronutrientes metálicos 

em plantas submetidas a tratamentos químicos e biológicos. .................. 74 

Figura 10. Concentração de metabólitos em cana-de-açúcar submetidos a 

diferentes tratamentos de insumos. .......................................................... 78 

Figura 11. Análise de Componentes Principais (PCA) para a condição in vitro 

(Microcosmos). ......................................................................................... 84 

Figura 12. Análise de Componentes Principais (PCA) para a condição de vasos. ... 84 

Figura 13. Análise de Componentes Principais (PCA) para os tratamentos em 

condição in vitro (Microcosmos) para os tratamentos individuais. ............ 85 

Figura 14. Análise de Componentes Principais (PCA) para os tratamentos em 

condição de vaso para os tratamentos individuais. .................................. 85 

 

  



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Relação de uso dos produtos com seus princípios ativos e função no manejo 

de canaviais. .............................................................................................. 10 

Tabela 2. Tempo de sedimentação calculado para a fração silte (0,002 mm < Ø < 0,05 

mm) em função da temperatura da suspensão para a profundidade de 5 cm 

e para solos com densidade de partículas média de 2,65 kg dm-3, em 

determinação efetuada ao nível do mar. .................................................... 23 

Tabela 3. Relação dos tratamentos e os procedimentos de preparo. ....................... 27 

Tabela 4. Medidas granulométricas obtidas para o solo in natura (pré-experimento).

 ................................................................................................................... 39 

Tabela 5. Relação entre as variáveis físico-químicas do solo e os tratamentos para o 

microcosmos.............................................................................................. 41 

Tabela 6. Interação de fatores para a atividade da desidrogenase. .......................... 44 

Tabela 7. Interação de fatores para a atividade da hidrolítica. .................................. 47 

Tabela 8. Interação de fatores para bactérias totais. ................................................ 50 

Tabela 9. Interação de fatores para fungos totais. .................................................... 51 

Tabela 10. Interação de fatores para bactérias fixadoras de nitrogênio. ................... 53 

Tabela 11. Relação entre as variáveis físico-químicas do solo e os tratamentos para a 

análise em vasos. ...................................................................................... 54 

Tabela 12. Interação de fatores para a atividade da enzima desidrogenase em 

condição experimental de vasos................................................................ 55 

Tabela 13. Interação de fatores para a atividade hidrolítica em condição experimental 

de vasos. ................................................................................................... 57 

Tabela 14. Interação de fatores para bactérias totais em condição experimental de 

vasos. ........................................................................................................ 59 

Tabela 15. Interação de fatores para fungos totais em condição experimental de 

vasos. ........................................................................................................ 61 

Tabela 16. Interação de fatores para bactérias fixadoras de nitrogênio em condição 

experimental de vasos. .............................................................................. 63 

Tabela 17. Resultados do teste estatístico para as variáveis biométricas. ............... 69 



Tabela 18. Teores de nitrogênio foliar em cana-de-açúcar, submetidas a diferentes 

tratamentos. ............................................................................................... 71 

 

 

 



1 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

O crescimento populacional mundial tem impulsionado a intensificação da 

produção agrícola, exigindo maior rendimento em áreas limitadas e promovendo 

mudanças nas técnicas utilizadas. Diante dos desafios enfrentados pela agricultura e 

pelo manejo sustentável do solo, torna-se essencial adotar práticas que minimizem 

impactos ambientais. Nesse contexto, novas tecnologias vêm sendo estudadas para 

reduzir o uso excessivo de insumos e tornar o cultivo mais viável e sustentável (Koul 

et al., 2021). 

Entre as principais mudanças nas práticas agrícolas, destaca-se o uso de 

insumos para controle de pragas, doenças e plantas invasoras, que afetam direta ou 

indiretamente a microbiota do solo (Sim et al., 2022). O uso contínuo de insumos 

agrícolas tornou-se um problema alarmante, pois muitos agroquímicos permanecem 

persistentes no solo, afetando negativamente sua microbiota e funcionalidade 

(Portilho et al., 2014). Essa aplicação excessiva compromete a fertilidade e pode levar 

à degradação ambiental, resultando em solos improdutivos e impactos ambientais 

(Sim et al., 2022).  

O insumo agrícola é fundamental para a produção eficiente e sustentável no 

campo. Trata-se de qualquer produto, substância, material ou recurso empregado com 

o intuito de melhorar o rendimento, a qualidade ou a eficiência das atividades agrícolas 

(Baum e Bieńkowski, 2020). Dentre os insumos, destacam-se os herbicidas, 

fertilizantes, estimulantes e fungicidas. Os fungicidas, por exemplo, são moléculas 

formuladas especificamente para prevenir, eliminar ou controlar doenças causadas 

por fungos que afetam plantas e culturas agrícolas. Esses produtos químicos são 

cruciais para proteger as plantas contra infecções fúngicas, pois podem causar danos 

significativos à produção, reduzindo tanto a qualidade quanto a quantidade das 

culturas (Tleuova et al., 2020). 

Os herbicidas, igualmente, desempenham um papel importante na agricultura 

moderna (Ofosu et al., 2023).. Essas substâncias químicas são aplicadas para 

controlar, suprimir ou eliminar as ervas daninhas que competem com as culturas por 

recursos essenciais, como água, luz solar e nutrientes. Já os fertilizantes são 

essenciais para fornecer os nutrientes que as plantas precisam para crescer, e sua 
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utilização adequada se torna não apenas uma questão econômica, mas também uma 

necessidade ambiental e de sustentabilidade (Expósito e Velasco, 2020). 

Neste contexto, o manejo integrado de doenças em plantas emerge como uma 

abordagem abrangente, incorporando diversas estratégias para minimizar a 

severidade das doenças e preservar o potencial produtivo das culturas. Entre essas 

estratégias, o controle biológico se destaca como uma alternativa promissora 

(Gabardo et al., 2020). Aqui, a implementação de microrganismos benéficos que 

promovem o crescimento das plantas e controlam pragas e doenças surge como um 

meio eficiente de melhorar a eficácia dos insumos agrícolas, ao mesmo tempo em que 

reduz a quantidade de aplicações necessárias. Essa intersecção entre microbiologia 

e práticas agrícolas representa um novo desafio e uma oportunidade significativa para 

transformar a forma como a agricultura é praticada, ressaltando a necessidade de 

inovação e adaptação na busca por uma produção mais sustentável. 

Segundo Basu et al. (2017), esses microrganismos, que habitam qualquer parte 

da planta (filosfera e tecidos internos) e rizosfera sem ocasionar danos ao seu 

hospedeiro, atuando por mecanismos diretos e/ou indiretos que promovem seu 

crescimento e desenvolvimento. Apesar da perspectiva ecológica abundantemente 

propagada pela sociedade, o sistema agrícola encontra-se iniciante, no que se refere 

à extensão de técnicas agrícolas alternativas e ecologicamente sustentáveis. Assim, 

a aplicação de microrganismos na agricultura passa a ser uma alternativa viável tanto 

do ponto de vista ambiental quanto econômico (Berg et al., 2019). 

Pereira et al. (2013) constataram que algumas variedades, quando inoculadas, 

chegam a acumular mais matéria seca do que em tratamentos com uso de fertilizante 

nitrogenado. Segundo Pedraza (2008), além de auxiliar no processo de fixação 

biológica de nitrogênio, a associação com bactérias promotoras de crescimento (BPC) 

em cana-de-açúcar pode restringir o uso de fertilizantes na cultura, por solubilizar 

fosfatos e zinco (Saravanan et al., 2007; Estrada et al., 2013) e produzir sideróforos e 

reguladores de crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas (Di et al., 2023; 

Santi et al., 2013). Segundo Santi et al. (2013) alguns gêneros de BPC, como 

Azospirillum sp. e Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) contribuem com o crescimento 

vegetal, especialmente pela síntese de auxinas. 

https://www.sinonimos.com.br/restringir/
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Deste modo, embora a bactéria B. subtilis, esteja sendo muito empregada em 

culturas agrícolas, faz-se necessário o desenvolvimento de novas pesquisas, que 

investiguem a interação deste microrganismo e ou agroquímicos aplicados junto a 

essas bactérias. Este estudo permitirá monitorar a presença a atividade microbiana in 

vitro e em campo permitindo compreender os mecanismos de interação dos insumos 

B. subtilis-solo. As informações obtidas neste estudo contribuirão para adoção de 

métodos naturais de produção vegetal que resultem na melhoria dos processos de 

aplicação e atividade de microrganismos promotores de crescimento, permitindo 

reduzir os custos de utilização e melhorar a eficiência do uso destes. 

Assim, este trabalho tem como objetivo fornecer dados para melhor 

compreensão entre a interação de agroquímicos utilizados tradicionalmente no cultivo 

de cana-de-açúcar e a interação destes com a bactéria promotora de crescimento B. 

subtilis, e melhorar a eficiência destes microrganismos e reduzir os custos de 

utilização no manejo sustentável dessas culturas. Deste modo busca verificar como 

as práticas agrícolas de uso de agroquímicos aplicados no plantio da cultura de cana-

de-açúcar se comportam em relação ao possível efeito de toxicidade em B. subtilis. 

Além disso, verificar os efeitos do uso de agroquímicos (fertilizante, fungicida 

químico e biológico e herbicida) na cultura de cana-de-açúcar e sua interação com B. 

subtilis avaliados em condições de vaso e microcosmos. Monitorar a atividade 

microbiana no solo e os mecanismos de interação entre os insumos, B. subtilis e o 

solo, além de avaliar a compatibilidade entre os ativos biológicos bacterianos e os 

produtos utilizados em mudas pré-brotadas no sistema de produção de cana-de-

açúcar. Avaliar os efeitos na aplicação de B. subtilis, no crescimento e na 

metabolômica de mudas de cana-de-açúcar.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1. Microrganismos promotores de crescimento e sua aplicação na agricultura  

 

A utilização de agroquímicos é uma prática para controle de pragas, doenças, 

além de alterar parâmetros de fertilidade do solo (Christofoletti et al., 2017). Os 

fertilizantes são qualquer tipo de substância empregada no solo, ou tecidos vegetais, 

com a finalidade de disponibilizar nutrientes para o solo e que são importantes para o 

crescimento e desenvolvimento das plantas. Porém, o uso de fertilizantes de modo 

inapropriado pode provocar problemas relacionados a acidificação do solo, 

degradação ambiental e tornando a área inutilizável para certas culturas (Reetz, 

2017).  

Neste sentido a diminuição da aplicação de fertilizantes e melhoria da eficiência 

de uso destes, torna-se além de uma questão econômica, uma necessidade ambiental 

e de sustentabilidade. O uso de microrganismos que promovem o crescimento das 

plantas é uma alternativa para aumentar a eficiência do uso de fertilizantes (Spolaor 

et al., 2016).  

Algumas bactérias benéficas podem trazer avanços importantes para a 

agroindústria, gerando ganhos econômicos e ambientais. Por exemplo, as bactérias 

fixadoras de nitrogênio interagem com os vegetais, especialmente quando 

combinadas em um grupo com várias espécies (Halfeld-Vieira e Santos, 2018), 

produzindo hormônios e auxiliando na solubilização de nutrientes. Assim, os 

microrganismos desempenham papel fundamental no fluxo de energia e na ciclagem 

dos elementos no ambiente. No solo, atuam como fixadores, produtores, 

transportadores e consumidores, contribuindo para a transformação e disponibilização 

de minerais essenciais às plantas (McLeod et al., 2016).  

Nitrogênio (N), Fósforo (P) e Potássio (K) são os principais macronutrientes 

indispensáveis às plantas (Silva et al., 2017). Para Pires (2016) dentre os processos 

biológicos mais importantes pode-se destacar a fixação do N2 atmosférico, perdendo 

apenas para a fotossíntese. Conforme James e Baldani (2012) as rizobactérias 

promotoras do crescimento de plantas apresentam sinergia com a fixação simbiótica 

de nitrogênio, além de solubilizar fosfatos minerais e outros nutrientes.  
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Segundo Khan et al. (2007), depois do nitrogênio, o fósforo é o elemento 

nutriente que mais limita a planta, restringindo a produção da cultura, caso haja 

deficiência. Organismos solubilizadores de fosfato destacam-se como alternativa 

economicamente viável, pois são capazes de disponibilizar grandes quantidades 

desse nutriente, promovendo o crescimento da planta, através da conversão de 

fósforo insolúvel para as formas solúveis (Coutinho, 2012).  

As bactérias são mencionadas como principais responsáveis pelos processos 

de biossolubilização e capacidade de formar biofilmes. Sua fixação no substrato 

produz microambientes que as protegem de situações como estresse ambiental (Cara 

et al., 2012).  

Atualmente, as BPC, também chamadas de Bactérias Promotoras do 

Crescimento Vegetal (BPCV), desempenham um papel essencial nas interações 

microbianas do solo agrícola, atuando como biofertilizantes, agentes de biocontrole e 

importantes fitoestimulantes (Beneduzi et al., 2012). Além disso, várias cepas de 

bactérias estão disponíveis no mercado, sendo comercializadas como biofertilizantes 

e agentes de biocontrole (Backer et al., 2018).  

No entanto, a ação de patógenos prejudica diversas culturas, afetando sua 

produtividade e qualidade, e ocasionando, muitas vezes, perdas econômicas 

significativas para os agricultores. Para lidar com esses desafios, o método de controle 

mais amplamente utilizado é o químico, o que não apenas eleva os custos de 

produção, mas também pode trazer efeitos nocivos à saúde humana e ao meio 

ambiente (Es-Soufi et al., 2020). Essa situação destaca a importância de explorar 

alternativas sustentáveis, como o uso de BPC, para mitigar os impactos negativos dos 

patógenos e reduzir a dependência de produtos químicos (Es-Soufi et al., 2020).  

A produção de inoculantes de baixo custo com microrganismos que ajudam no 

crescimento das plantas pode ser uma solução para reduzir os problemas ambientais 

causados pelo uso excessivo de insumos e agrotóxicos (Es-Soufi et al., 2020). Esses 

microrganismos ajudam a aumentar a produção agrícola, tornando os produtos mais 

competitivos e diferenciados, além de diminuir os gastos dos agricultores (Diaz, 2018).  

Diante das vantagens de usar BPC para combater patógenos, vale ressaltar a 

sua ocorrência natural no solo, sua resistência e sua capacidade de fornecer 

nutrientes fundamentais às plantas (Melo, 2015). Dentre as BPC mais empregadas 
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para fins agronômicos as mais conhecidas são Pseudomonas fluorescens, P. putida, 

Azospirillum brasiliense, Serratia marcescens, Rhyzobium, Bradyrhizobium, 

Arthrobacter, Bacillus subtilis e B. megaterium (Lanna-Filho et al., 2010; Melo, 2015).  

As bactérias do gênero Bacillus apresentam diversas vantagens em 

comparação a outros microrganismos, destacando-se pela resistência à dessecação, 

pela produção de endósporos e pela capacidade de sobrevivência quando formuladas 

com polímeros e inertes. Além disso, elas possuem mecanismos antagônicos contra 

patógenos (Lanna-Filho et al., 2010; Melo, 2015). Este gênero compreende 191 

espécies e quatro subespécies, que estão presentes naturalmente no ambiente 

(Lanna-Filho et al., 2010). Vários estudos têm evidenciado o seu potencial promotor 

de crescimento e de biocontrole (Marulanda et al., 2009; Lanna-Filho et al., 2010; 

Harthmann et al., 2010; Melo, 2015). De natureza gram-positiva, aeróbica e formadora 

de esporos, o Bacillus se destaca não apenas na agricultura, mas também em 

aplicações como tratamento de efluentes, biorremediação, limpeza e desodorização, 

tratamento séptico, na produção de enzimas e produtos químicos (Government of 

Canada, 2018). 

Entre as diversas espécies, algumas, como B. subtilis, têm mostrado um efeito 

benéfico significativo sobre a nodulação e, indiretamente, restringem doenças, além 

de favorecerem a produção de raízes e sideróforos (Di et al., 2023). Elas também 

alteram a produção e os níveis de hormônios vegetais, aumentam a fixação de 

nitrogênio e solubilizam fosfatos inorgânicos, contribuindo para a disponibilidade de 

outros nutrientes do solo (Jensen et al., 2024). Diante desse contexto, o uso de 

Bacillus pode promover um incremento na produtividade das culturas (Jensen et al., 

2024), especialmente quando associado a práticas de manejo como a fertilização 

(Lima, 2011; Braga-Junior et al., 2017). Assim, a aplicação de espécies de Bacillus 

como promotoras de crescimento e agentes de controle biológico em diferentes 

culturas agrícolas emerge como uma estratégia atrativa, eficiente e ambientalmente 

menos agressiva em relação ao uso de defensivos e fertilizantes químicos. Essa 

abordagem torna-se, portanto, uma opção mais sustentável tanto do ponto de vista 

econômico quanto ambiental (Shafi et al., 2017). 

Assim, ao considerar a importância das práticas sustentáveis na agricultura, 

destaca-se também o uso da fixação biológica de nitrogênio (FBN) na cana-de-açúcar, 
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uma técnica progressivamente e adotada por produtores (Pang et al., 2022). Essa 

abordagem é especialmente relevante em regiões, onde a cana é uma das culturas 

mais importantes, enfrentando desafios como fertilização inadequada e o uso 

excessivo de fertilizantes químicos (Pang et al., 2022).  

A cana-de-açúcar requer uma quantidade significativa de fertilizantes durante 

seu crescimento, sendo que para produzir uma tonelada da cultura, é necessário 

absorver de 1,5 a 2 kg de nitrogênio (N), 1 a 1,5 kg de fósforo (P2O5) e 2 a 2,5 kg de 

potássio (K2O) do solo (Fen, 2001). A aplicação excessiva de fertilizantes químicos 

não só eleva os custos para os agricultores, mas também acarreta riscos ambientais 

e à saúde pública (Iqbal et al., 2020). Assim, a busca por alternativas ambientalmente 

sustentáveis aos fertilizantes químicos, como a FBN, torna-se uma prioridade na 

pesquisa científica contemporânea. No Brasil, por exemplo, as pesquisas têm 

priorizado a redução da dependência de insumos minerais, com propostas de redução 

de metade da aplicação de fertilizantes nitrogenados, estimando uma economia de 

aproximadamente US$ 62,5 milhões anuais para os produtores devido à adoção 

dessa técnica (Oliveira et al., 2006). Em conjunto, estas abordagens sustentáveis 

podem contribuir significativamente para a redução dos insumos químicos e promover 

práticas agrícolas mais responsáveis (Thomas e Costa, 2010). Essa prática não 

apenas é simples e economicamente acessível, mas também se revela altamente 

eficiente na fixação de nitrogênio, permitindo assim a redução dos custos com 

adubação (Thomas e Costa, 2010). 

Sabendo-se que, a fixação biológica de nitrogênio é um dos fatores econômico 

de maior expressão nas lavouras (Oliveira et al., 2006), e que alguns produtos 

fitossanitários, tanto de natureza química como de natureza biológica podem afetar 

este processo, é de suma importância que estudos sejam conduzidos com o objetivo 

de avaliar o comportamento das bactérias na fixação do nitrogênio. 

A utilização de agroquímicos e microrganismos vem provocando 

questionamentos em relação à ação dos agroquímicos na sobrevivência das bactérias 

fixadoras de nitrogênio atmosférico. Nesse contexto, estudos de interação entre 

agroquímicos e fixação biológica de nitrogênio atmosférico têm-se mostrado efetivos 

e obrigatórios, pois, além da preocupação com o controle de insetos praga e doenças, 

as tecnologias que objetivam elevar o rendimento da cultura devem, sobretudo, 
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preservar a qualidade ambiental (Sim et al., 2022), altamente beneficiada pelo 

processo de fixação biológica de nitrogênio atmosférico. 

 

2.2. Cultura da cana-de-açúcar  

 

A cana-de-açúcar é uma gramínea da família Poaceae com a espécie de cultivo 

Saccharum officinarum L. Trata-se de uma planta com amplas capacidades 

adaptativas à luminosidade e à temperatura, que requer grandes quantidades de água 

(Segato et al.; 2006). Assim, suas culturas estão amplamente presentes em países 

tropicais e subtropicais de vários países entre eles o Brasil, que possui sua história 

intimamente relacionada a esta planta (Stolf e Oliveira, 2020). A cultura da cana-de-

açúcar no Brasil impactou diretamente a população para além de aspectos sociais e 

econômicos. No período do Brasil colonial, grandes áreas de florestas nativas de Mata 

Atlântica foram suprimidas para estabelecimento de áreas destinadas ao plantio da 

cana-de-açúcar. Os donos dessas áreas detinham poder decisório sobre a vida e a 

dinâmica das comunidades locais, fazendo com que aspectos socioculturais fossem 

moldados desde este período até os dias atuais (Morini et al., 2017).  

O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo e principal exportador 

dos seus derivados, etanol e açúcar. O setor sucroalcooleiro é uma atividade 

crescente e se destaca principalmente pelo aspecto da autossuficiência energética da 

mesma maneira que seus subprodutos (SUGARCANE.ORG, 2019), palhada, bagaço, 

vinhaça, torta de filtro e melaço. A cultura contribui significativamente para a geração 

de empregos diretos e indiretos. Na safra 2025/2026, sua produção foi de 

aproximadamente 668.820,05 mil toneladas, cultivada em cerca de 8.849,76 milhões 

de hectares no Brasil, apresentando produtividade média de 75.574,96 kg ha⁻¹. Todos 

esses indicadores registraram redução em comparação à safra anterior (CONAB, 

2025). Um fator de grande destaque na produção de cana-de-açúcar é a utilização de 

agroquímicos, sendo o Brasil um grande utilizador (Carneiro et al., 2015). Os resíduos 

de fitoquímicos tendem a permanecer no solo por períodos longos, ocasionando 

impactos a diferentes ecossistemas.  

No ano de 2021, o Brasil utilizou cerca de 49,9 milhões de toneladas de 

fertilizantes, com 75% desse valor oriundo de importações (Benício, 2022). Esses 
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dados indicam uma ampla dependência do Brasil no que tange a necessidade de 

fertilizantes para manutenção da produção de áreas de agricultura, especialmente. 

A produção de cana-de-açúcar tem se expandido nos estados de Goiás, Mato 

Grosso do Sul, Minas Gerais (Região do Triângulo Mineiro), São Paulo e Paraná 

(UnicaData, 2025). No sistema de produção de cana-de-açúcar, a utilização de 

agroquímicos é amplamente adotada pelos produtores (AGROFIT, 2025; Siqueira, 

2016). A interação entre esses compostos e ativos biológicos, como inoculantes, é 

crítica para a eficiência agrícola. Isso ocorre porque a combinação inadequada pode 

inibir o desenvolvimento de bactérias benéficas, comprometendo os resultados 

esperados (Halfeld-Vieira e Santos, 2018). Portanto, a análise dessas interações se 

torna fundamental para integrar eficazmente os ativos biológicos ao sistema produtivo. 

 

2.3. Agroquímicos utilizados na cultura de cana-de-açúcar 

 

Os agroquímicos desempenham um papel fundamental na produção de cana-

de-açúcar, sendo essenciais para o manejo eficiente e a maximização dos 

rendimentos das lavouras (Oliveira et al., 2025). A utilização de produtos químicos, 

como fungicidas, herbicidas e fertilizantes, ajuda a combater pragas e doenças, bem 

como a otimizar a nutrição das plantas. Na cultura da cana-de-açúcar, são 

empregados diversos agroquímicos com diferentes princípios ativos, cada um com 

uma função específica no manejo dos canaviais. Por exemplo, produtos como o 

Comet®, que contém piraclostrobina, atuam como fungicidas, enquanto o Gamit®, 

com clomazone, é utilizado como herbicida. Além disso, o controle biológico é 

promovido através do uso de microrganismos como o Trichoderma harzianum, e a 

fertilização mineral é garantida por produtos como o Biozyme®, que combina 

diferentes sais minerais. O uso estratégico desses agroquímicos é essencial para 

garantir a saúde e a produtividade dos canaviais, contribuindo para a sustentabilidade 

e a competitividade do setor sucroenergético (Tabela 1). 
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Tabela 1. Relação de uso dos produtos com seus princípios ativos e função no 
manejo de canaviais. 

Tratamentos Princípio ativo Aplicação 

Comet® Piraclostrobina 
C19H18ClN3O4 

Fungicida 

Gamit® Clomazone 
C12H14ClNO2 

Herbicida 

Trichodermil® Trichoderma harzianum Controle 
biológico 

Biozyme® Nitrogênio (N) 1%; Óxido de potássio (K2O) 5%; 
Boro (B) 0,08%; Ferro (Fe) 0,40%; Manganês 
(Mn) 0,1%; Enxofre (S) 1%; Zinco (Zn) 2% e 

Carbono Orgânico 3,5% 

Fertilizante 
mineral misto 

Fonte: Agrofit, 2025. 

 

2.3.1. Biozyme® 

 

O Biozyme® é um bioativador utilizado na cana-de-açúcar para promover o 

crescimento e a produtividade da planta (UPL, 2025. Ele atua principalmente na 

melhora da absorção de nutrientes e no aumento da resistência das plantas a 

estresses ambientais. O produto Biozyme® é um fertilizante mineral misto a base de 

Nitrogênio (N) 1%; Óxido de potássio (K2O) 5%; Boro (B) 0,08%; Ferro (Fe) 0,40%; 

Manganês (Mn) 0,1%; Enxofre (S) 1%; Zinco (Zn) 2% e Carbono Orgânico 3,5% (UPL, 

2021). Contém em sua formulação macro e micronutrientes combinados com extratos 

vegetais hidrolisados, que proporcionam uma melhoria em diversos processos 

metabólicos e fisiológicos das plantas como a divisão e o alongamento celular, 

translocação de nutrientes, síntese de clorofila, tuberização e bulbificação, 

diferenciação de gemas, fixação de frutos, mantendo o equilíbrio nutricional e 

fisiológico das plantas, sendo importante para uma maior produção, da sua cultura 

(UPL, 2021). 

 

2.3.2. Comet® 

 

O Comet®, um antifúngico químico que através do seu ativo Piraclostrobina 

(Figura 1), possui, comprovadamente, várias ações fisiológicas nas plantas, além de 
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sua ação fungicida (Köehle et al., 2002). Atua na redução do estresse das plantas, 

pela redução da produção de etileno (Köehle et al., 2002).  

 

 

Figura 1. Fórmula química do princípio ativo Piraclostrobina componente do Comet®. 

Fonte: Agrofit (2025). 

 

Apresenta excelente ação protetiva, devido a sua atuação na inibição da 

germinação dos esporos, desenvolvimento e penetração dos tubos germinativos e 

proporciona maior atividade metabólica da planta, aumento da atividade da enzima 

nitrato redutase, resultando em melhor sanidade da planta (Reddy et al., 2013). 

 

2.3.3. Gamit® 

 

O Gamit® é um herbicida de ação sistêmica, com efeito pré e pós-emergente, 

sendo seletivo sob condições específicas e indicado para o controle eficaz de plantas 

infestantes (Andres e Machado, 2004). O Gamit® pode ser aplicado por via terrestre, 

através de pulverizadores manuais e tratorizados. Seu princípio ativo é clomazone{2-

[(2-chlorofphenyl)methyl]-4,4-dimethyl-3-isoxazolidinona)}, comercializado com os 

nomes de Gamit Star®, Gamit 500 EC® e Gamit 360 CS® (Andres e Machado, 2004) 

(Figura 2).  

 

 

Figura 2. Estrutura química do princípio ativo do herbicida Clomazone®. 
Fonte: Silva et al., 2010. 



12 
 

 

Trata-se de um herbicida com princípio ativo da classe de isoxazolidinona, foi 

sintetizado em 1980 para controle de plantas daninhas de folhas largas e gramíneas 

(Karpouzas et al., 2014), com tempo de dissipação variando entre 9 a 195 dias, que 

pode levar a danos em organismos não-alvo (Peters et al., 2014), além disso sua 

degradação ocorre especialmente através da ação de microrganismos e mais rápida 

através da fermentação anaeróbia (Brankatschk et al., 2011), e também por ação 

fotolítica dos raios solares (Rodrigues e Almeida, 2005). 

O Gamit®, devido as suas características físico-químicas, apresenta 

considerável pressão de vapor (Senseman, 2007) e potencial de volatilização 

(Rodrigues e Almeida, 2005). Esse herbicida pertence ao grupo químico das 

isoxazolidinonas, atuando indiretamente no processo da fotossíntese, inibindo a 

enzima deoxixilulose fosfato sintase (DXP sintase), responsável pela síntese de 

isoterpenoides, precursores básicos dos carotenoides os quais possuem a função de 

proteção da clorofila à foto-oxidação. O sintoma visual dá-se nas folhas das plantas 

sensíveis que perdem a coloração verde, tornando-se brancas, gerando o sintoma 

característico desse grupo de herbicidas (Senseman, 2007).  

 

2.3.4. Trichodermil® 

 

O fungicida e nematicida microbiológico Trichodermil SC 1306 é composto por 

Trichoderma harzianum Rifai, cepa ESALQ-1306, sendo um micoparasita necrotrófico 

de ocorrência natural em solos, eficaz no controle de inúmeros fungos fitopatogênicos, 

incluindo os fungos Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotinia sclerotiorum, 

Pratylenchus zeae e Thielaviopsis paradoxa (Agrofit, 2025). 

Os mecanismos de interação antagônica mais comuns entre o gênero 

Trichoderma consistem em micoparasitismo, antibiose e competição (Dalzoto, 2017). 

O micoparasitismo consiste na ação que o antagonista desencadeia, detectando um 

substrato biológico adequado, como um patógeno, por exemplo, existente na área e 

se desenvolvendo em sua direção (Berg et al., 2019). Assim, quando se encontram, o 

Trichoderma se desenvolve no microrganismo, através de suas hifas, penetrando na 

parede celular e utilizando o conteúdo das células como fonte de alimento. Este 
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mecanismo é realizado através das enzimas hidrolíticas: quitanases, gluteases e 

proteases. Já a ação realizada por meio da antibiose envolve a capacidade do fungo 

biocontrolador de produzir substâncias voláteis e não voláteis capazes de inibir o 

desenvolvimento de determinados patógenos (Lobo-Júnior et al. 2019).  

A competição exercida pelo Trichoderma é classificada com um mecanismo 

complementar no combate aos patógenos. Neste caso, o fungo usado no biocontrole 

ocupa a rizosfera do vegetal infectado, disputando pelos nutrientes, promovendo a 

redução da população de microrganismos indesejáveis (Gomes, 2014). 

 

2.4. Bacillus subtilis como agente de biocontrole 

 

B. subtilis é comercializado como agente de biocontrole de enfermidades de 

plantas, assim como para ampliar a produção nas culturas (Ngugia et al., 2005; Yao 

et al., 2006; Jan et al., 2023). A interação de B. subtilis com as raízes das plantas está 

diretamente relacionada à tolerância a estresses bióticos e abióticos e ao estímulo do 

crescimento vegetal (Hashem et al., 2019). Isso ocorre por meio da síntese de 

metabólitos secundários, hormônios, antibióticos, antioxidantes, enzimas citolíticas, 

além da fixação de nitrogênio e da solubilização de fósforo, resultando em efeitos 

benéficos tanto diretos quanto indiretos para as plantas (Hashem et al., 2019).  

Sua ação é ampla, inclusive auxiliando no controle de nematóides, agindo 

sobre vários estágios de desenvolvimento e/ou indiretamente (Ferreira et al., 2007; 

Machado e Costa, 2017) por meio do comportamento, alimentação e reprodução, o 

que reduz a incidência de fitonematoides e garante o desenvolvimento saudável 

(Machado e Costa, 2017). Os efeitos in situ da exposição a células vivas de B. subtilis 

podem resultar em aumento do crescimento e/ou controle biológico (Jan et al., 2023). 

A oposição prática contra fitopatógenos é baseado em mecanismos antibióticos bem 

conhecidos, como síntese antimicrobiana, competição espacial por nutrientes e 

síntese de compostos voláteis (Jan et al., 2023). 

 

2.5. Qualidade Biológica do Solo 
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A qualidade do solo é de extrema importância para o desenvolvimento das 

espécies que ali habitam e todo o ecossistema, assim como para manutenção 

sustentável das culturas e a garantia de alimentos para a população global (Silva, 

2021; Oliveira et al., 2025). Neste sentido, faz-se necessário seu uso sustentável e 

seu monitoramento, verificando sua real situação, bem como sua capacidade de 

resiliência e a tomada de decisão para sua reestruturação (Oliveira et al., 2025). O 

monitoramento pode ser feito através de indicadores físicos, químicos e biológicos, 

sendo possível mensurar as condições do solo e assim possibilitar a manutenção da 

sustentabilidade produtiva dos ambientes (Oliveira et al., 2025). 

Atualmente, diversas pesquisas almejam compreender o protagonismo dos 

organismos vivos habitantes deste ambiente na construção e manutenção de sua 

qualidade. Neste sentido cada vez mais estão sendo empregadas metodologias para 

a avaliação de indicadores biológicos da qualidade, especialmente pelo fato que sua 

biota desempenha papel fundamental nos inúmeros processos ecossistêmicos 

(ciclagem de nutrientes, fluxo de energia) que ocorrem no solo (Sobucki et al., 2019). 

Os principais atributos utilizados para observar e mensurar a dinâmica da 

matéria orgânica do solo são a biomassa microbiana, a respiração basal (Taylor e Ball, 

1994), o quociente metabólico, os processos enzimáticos, bem como a macrofauna e 

os processos que envolvem o ciclo do carbono e do nitrogênio (Oliveira et al., 2025). 

A existência de microrganismos no solo é determinada pelas variantes 

ambientais predominantes e pelos limites de sua composição genética (Berg et al., 

2019). Sua persistência obedece a taxa de respostas fisiológicas às condições 

ambientais (Berg et al., 2019). Alguns microrganismos podem sobreviver em 

condições extremas de salinidade, pH, pressão e temperatura. A adaptabilidade 

microbiana significa que as limitações físicas (aeração, água, adesão, porosidade etc.) 

e químicas (disponibilidade de nutrientes, toxicidade etc.) são superadas (Berg et al., 

2019). 

A determinação da biomassa microbiana do solo é um dos atributos utilizados 

para a avaliação de sua dinâmica, visto que é um componente essencial da matéria 

orgânica que, regula a ciclagem de nutrientes (Fernandes et al., 2013). É considerada 

um excelente indicador da qualidade do solo, sendo responsável por regular as 

transformações e acúmulo de nutrientes, sendo uma fração lábil da matéria orgânica 
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do solo, podendo refletir mudanças na matéria orgânica e no desenvolvimento do solo, 

já que os microrganismos do solo mediam vários processos que afetam o ecossistema 

e estão associados com a ciclagem de nutrientes, fertilidade do solo, mudanças nos 

estoques de carbono e na dinâmica da matéria orgânica (Hoffmann et al., 2018). Deste 

modo, funcionando como compartimento reserva de carbono, nitrogênio (N), fósforo 

(P) e enxofre (S) no solo, elementos essenciais para o desenvolvimento vegetal e 

como catalisador na decomposição da matéria orgânica (Souza et al., 2009). 

Outro parâmetro muito utilizado para mensurar a dinâmica do solo é a 

Respiração Microbiana do Solo ou Respiração Basal do Solo (RBS), sendo um dos 

mais antigos para quantificar a atividade microbiana (Alef, 1995). Representa a 

oxidação da matéria orgânica por organismos aeróbios do solo, que usam o gás 

oxigênio (O2) como aceptor final de elétrons, até a obtenção de gás carbônico (CO2) 

(Alef, 1995). 

Podemos destacar que as enzimas, que são biomoléculas da classe das 

proteínas que atuam como catalisadores, sendo elas específicas para cada composto 

a ser quebrado, existindo, assim, uma variabilidade enorme de enzimas (Pandey et 

al., 2014). No solo, as enzimas são de suma importância para a conversão e ciclagem 

de nutrientes, já que agem exatamente na quebra e catalise de reação com compostos 

de cadeia longa, propiciando, assim, a base primária para a absorção das plantas 

(Kandeler, 2024). 

Além de atuarem na redução de toxicidade das moléculas fenólicas e de íons 

metálicos e ajudarem na defesa antimicrobiana (Panigrahy et al., 2022). As enzimas 

desempenham importante papel para os ciclos biogeoquímicos, participando da 

formação da matéria orgânica e estrutura do solo, estando diretamente ligadas à 

fertilidade e diversidade de organismos no solo. Essas, podem se manterem ativas na 

ausência de microrganismos (Ferreira et al., 2007). Para Dick et al. (2000), a atividade 

enzimática tem influência direta pela temperatura e pH, podendo ser reduzida quando 

os valores de pH são muito altos ou muito baixos (Dick et al., 2000). Entretanto, a 

atividade antrópica e os processos naturais do solo podem influenciar em maior ou 

menor atividade enzimática. 

A enzima desidrogenase está relacionada à respiração na atividade metabólica. 

As proteases atuam quebrando cadeias proteicas em peptídeos menores, que, em 
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seguida, são processados pelas peptidases. A arilsulfatase, por sua vez, desempenha 

um papel importante na ciclagem do enxofre no solo. Além disso, o conjunto de 

enzimas arilsulfatase e β-glicosidase configura o BioAS, uma metodologia 

desenvolvida pela Empresa Agropecuária Brasileira (EMBRAPA). Essa abordagem 

visa integrar análises físico-químicas e biológicas para monitorar a saúde do solo de 

uma forma mais sensível do que os métodos convencionais (Mendes et al., 2020). 

A atividade hidrolítica é usada como indicador geral da atividade hidrolítica do 

solo, como medida da protease, lipase e esterase que são capazes de clivar 

compostos fluorogênicos (Taylor et al., 2002; Khosrozadeh e Nourbakhsh, 2023). 

Desta forma, essa ação catalítica pode ser considerada uma medida da atividade 

microbiana total, embora as enzimas envolvidas nesta reação apresentem atividade 

externa à célula, podendo se encontrar complexadas com os colóides do solo 

(Swisher e Carroll, 1980; Khosrozadeh e Nourbakhsh, 2023). 

Portanto a quantificação da atividade enzimática e da respiração microbiana 

são parâmetros fundamentais para fornecer indicações sobre os níveis de atividade 

das comunidades de microrganismos do solo (Khosrozadeh e Nourbakhsh, 2023). 

 

2.6. Microcosmos 

 

Os ecossistemas ao ar livre são muito complexos e difíceis de serem 

delimitados fazendo com que as pesquisas científicas fiquem cada vez mais difíceis 

de serem estudadas (Hu et al., 2017). Diante disso vários testes científicos estão 

sendo realizados dentro do próprio laboratório em sistemas denominados 

microcosmos, onde as condições de campo com limites definidos são imitadas e cuja 

manipulação e repetição pode ser feito da maneira que se deseja (Odum e Barrett, 

2007; Hu et al., 2017).  

O microcosmo é uma unidade de estudo de pequenos sistemas 

multiespecíficos que se constitui de um subconjunto da comunidade biótica e das 

propriedades abióticas de um ecossistema maior, incluindo cadeia trófica ou ciclos de 

produção e consumo, que contribui para compreensão de processos naturais (Hu et 

al., 2017). Os artificiais são confeccionados em laboratório e ficam total ou 

parcialmente isolados do mundo externo (Matheson, 2008). O experimento de 
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microcosmo pode oferecer critérios de efeito que consideram a interação entre 

espécies. Os microcosmos são derivados diretamente da natureza, que simula um 

ecossistema natural específico utilizando espécies e seus componentes (Clément et 

al., 2014).  

Tratam-se em geral de recipientes que recebem o nome de micro ecossistema 

e utiliza o microssistema (o mundo natural) como base de referência. Dois tipos de 

microcosmos de laboratório podem ser diferenciados: 1. ecossistema derivados 

diretamente da natureza por semeadura múltipla de meios de cultura com amostras 

ambientais; 2. Sistemas construídos adicionando-se espécies de culturas puras ou 

não contaminadas até que se obtenha as combinações desejadas (Hu et al., 2017). O 

primeiro sistema representa a natureza simplificada para organismos que sobrevivem 

por longos períodos no limite dos recipientes, do ambiente de luz e temperatura 

imposto (Odum e Barret, 2007). No segundo sistema adicionando componentes 

previamente isolados e estudados, tem se o estudo da interação entre as espécies 

(Odum e Barrett, 2007). O sistema microcosmos pode sugerir hipóteses e 

mecanismos que podem ser testados em manipulações de campo a longos prazos 

(Krebs, 2014). 

 

2.7. Análise Metabolômica 

 

O Metaboloma pode ser definido como a composição de todas as moléculas 

presentes em um organismo (Adeniji et al., 2020). Essa tecnologia fornece uma visão 

geral compreensiva qualitativa e quantitativa dos metabólitos presentes em um 

organismo, sendo denominada Metabolômica (Hall, 2006). Para ilustrar essa 

abordagem, A figura a seguir indica uma visão geral das plataformas de estudos 

ômicos ou “OMICs” (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema geral das plataformas de estudos “OMICs” e sua relação com 
estudos de biologia sistêmica. 

Fonte: Abdelnur, 2011. 

 

Experimentos de metabolômica provém respostas únicas que aprimoram nossa 

compreensão de informações biológicas relevantes ao metaboloma e a genômica 

funcional em geral (Abdelnur, 2011). A caracterização e quantificação desses 

compostos requer a utilização de métodos e equipamentos específicos, de acordo 

com as propriedades de cada classe. Logo, a metabolômica envolve diversas técnicas 

analíticas que devem ser selecionadas dependendo do metabólito ou via metabólica 

de interesse ou da questão biológica que deve ser respondida (Abdelnur, 2011). 

Particularmente, a metabolômica é o estudo dos metabólitos de um organismo 

(metaboloma), que oferecem informações sobre processos bioquímicos fisiológicos e 

ecológicos (Adeniji et al., 2020). Espera-se que os organismos contenham entre 5.000 

e 30.000 metabólitos diferentes, que se caracterizam por uma diversidade estrutural, 

polaridade, tamanho molecular e até mesmo concentrações diferentes (Ruiz, 2021). 

As moléculas orgânicas que não se incluem no crescimento e desenvolvimento 

de um organismo são conhecidas por metabólitos secundários (Adeniji et al., 2020). 

Apesar dos metabólitos primários realizarem um papel fundamental na sobrevivência 

da espécie e terem um papel ativo na fotossíntese e na respiração, a longo prazo a 

falta de metabólitos secundários prejudica a viabilidade do organismo e geralmente é 

importante na defesa (Agostini-Costa et al., 2012). 
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As aplicações potenciais desses estudos são variadas. Por exemplo, eles 

podem ser utilizados na detecção de componentes botânicos para a descoberta de 

novos medicamentos (Salem et al., 2020). Além disso, há a possibilidade de 

incremento nutricional em frutos por meio do melhoramento de cultivos convencionais 

(Emon, 2020) e a utilização como ferramenta em estudos de interação entre plantas 

e patógenos (Castro-Moretti et al., 2020). 
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3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. Coleta, caracterização e preparo das amostras de solo 

 

Para a realização dos experimentos, iniciou-se com a caracterização do solo, 

seguindo os procedimentos descritos a seguir. O solo foi coletado na profundidade de 

0 a 20 cm (Horizonte A) em uma área anteriormente não cultivada e sem qualquer tipo 

de correção química, localizada na Área Experimental da CANATECH, no município 

de Frutal, Minas Gerais. Antes da coleta, a área foi devidamente preparada, com a 

remoção de todo o material vegetal presente na superfície. O solo foi classificado de 

acordo com o Sistema Brasileiro de Classificação dos Solos como Latossolo 

Vermelho, com classe textural argilosa (Santos et al., 2025).  

A análise granulométrica categorizou-o como argilossolo, com capacidade de 

campo de 49,5 %. O solo foi submetido a secagem a 22 ± 5 °C por 5 dias e peneirado 

utilizando uma peneira de malha de 2 mm, conforme descrito por Colla et al. (2014), 

para remover resíduos como pedregulhos, capim seco, e material vegetal. Após 

homogeneização, este solo foi empregado na montagem dos vasos e microcosmos. 

 

3.2. Caracterização físico-químicas do solo utilizado no experimento 

 

3.2.1. Potencial Hidrogeniônico (pH) 

 

Para a determinação do pH, seguiu-se o protocolo descrito por Raij et al. (2001) 

onde foram utilizadas 10 g de solo seco ao ar (TSFA), a esse foi adicionado 25 mL de 

H2O, aguardou-se 15 minutos para molhar a amostra. A solução após o período de 

espera foi agitada por 10 minutos em mesa giratória, posteriormente a solução ficou 

em repouso por 30 minutos. Foi realizada a leitura sem agitar introduzindo-se a ponta 

do eletrodo na parte do solo. Anotou-se o valor. 

 

3.2.2. Análise de umidade do solo 
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A determinação da umidade foi feita utilizando-se cápsulas de porcelana, onde 

foram pesados em balança analítica de precisão, 30 g de solo úmido e colocados em 

estufa a 105 ºC por 24 h. Depois de retiradas da estufa, as cápsulas foram inseridas 

em dessecador com sílica indicadora de umidade, até que atingissem a temperatura 

ambiente. Após resfriadas, as cápsulas contendo os solos secos foram novamente 

pesadas na mesma balança de precisão analítica. O cálculo da umidade atual 

gravimétrica (kg kg-1) foi determinado conforme equação abaixo (Equação 1). 

 

Equação 1. Cálculo da umidade atual gravimétrica. 

 

𝑈𝑔 = (
𝑎 − 𝑏

𝑏
) 

 

Em que: Ug = Umidade gravimétrica (kg kg-1), a = Massa amostra úmida (kg), 

b = Massa amostra seca (kg). 

 

3.2.3. Análise granulométrica 

 

Após a determinação da umidade gravimétrica  do solo, conforme descrito por 

Teixeira et al. (2017), amostras de 10 g de Terra Fina  Seca ao Ar (TFSA) foram 

pesados em cápsulas de porcelana previamente secas e taradas, e submetidas à 

secagem em estufa a 105 ºC por 24 h. A partir desses dados, procederam-se os 

cálculos  da umidade residual e do fator de correção da massa do solo, conforme 

apresentado na Equação 2:  

 

Equação 2. Cálculo de umidade residual. 

 

𝑈𝑟 = (
𝑎−𝑏

𝑏
)          f=

𝑎

𝑏
 

 

Em que: Ur = Umidade residual em kg kg-1. f = fator usado para correção da 

massa de solo, utilizado para a massa de solo seca nas determinações em laboratório 
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com a utilização de TFSA (Fator ʺfˮ). a = massa da amostra seca ao ar, em g. b = 

massa da amostra seca em estufa a 105 ºC, em g. 

Para a análise granulométrica, foram pesados 20 g de TFSA de cada amostra. 

Com auxílio de um funil de vidro, os solos foram transferidos para erlenmeyers de 250 

mL, utilizando para essa transferência 100 mL de água destilada. Onde foi adicionado 

à mistura 10 mL de solução de hidróxido de sódio (NaOH) 1 mol L-1. Todos os frascos 

erlenmeyers foram colocados em mesa agitadora, submetidos à rotação de 50 rpm 

por 16 h.  

Após o término rotacional, as amostras passaram por peneiras de malha 0,053 

mm, as quais foram acopladas com o auxílio de funis, às provetas de 1000 mL. Todo 

o material retido foi lavado com água destilada, com cuidado para se evitar respingos, 

observando sempre o limite de volume das provetas. Após lavagem total do material 

retido nas peneiras, o volume de 1L em cada proveta, foi completado utilizando água 

destilada.  

As areias retidas nas peneiras foram transferidas para béqueres previamente 

secos e com sua massa aferida, sendo submetidas à secagem em estufa por 24 h à 

105 ºC. Após secagem e resfriamento, foram determinadas as frações de areia grossa 

e areia fina, submetendo a areia total em uma nova peneira de 0,212 mm. A fração 

retida e pesada constitui fração de areia grossa. A areia fina, que passou pela peneira, 

também foi pesada, anotando-se o valor de sua massa. 

Para a determinação de silte e argila foi utilizado o método da pipeta conforme 

Teixeira et al., (2017). Em uma proveta de 1000 mL foi preparada a prova controle, 

adicionando-se 10 mL de NaOH 1 mol L-1 e completando o volume com água 

destilada. Com uma pipeta volumétrica, coletou-se 25 mL da solução e esta foi 

transferida para um béquer de 50 mL, previamente seco e tarado. A solução foi 

submetida à secagem em estufa por 24 h à 105 ºC.  

Após a secagem e resfriamento, foi novamente determinada a massa do 

béquer e anotado o resultado. Todas as soluções contidas nas provetas, inclusive a 

prova controle foram submetidas à aferição de temperatura da suspensão, utilizando 

um termômetro. Em seguida, todas as suspensões foram agitadas vigorosamente 

durante 1 min com bastões de vidro, coletando imediatamente 25 mL de cada solução 

sobrenadante. Da mesma forma, as soluções coletadas foram colocadas em béqueres 
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de 50 mL, previamente secos e com sua massa aferida, sendo colocados em estufa 

por 24 h à 105 ºC. Após esse período, realizou-se o tempo de sedimentação da fração 

silte, conforme a temperatura registrada da solução e os intervalos indicados na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2. Tempo de sedimentação calculado para a fração silte (0,002 mm < Ø < 0,05 
mm) em função da temperatura da suspensão para a profundidade de 5 cm 
e para solos com densidade de partículas média de 2,65 kg dm-3, em 
determinação efetuada ao nível do mar. 

Temperatura (ºC) 
Tempo de sedimentação a 5 cm 

Horas Minutos 

15 4 23 
16 4 16 
17 4 10 
18 4 4 
19 3 58 
20 3 52 
21 3 46 
22 3 41 
23 3 36 
24 3 31 
25 3 26 
26 3 21 
27 3 17 
28 3 13 
29 3 9 
30 3 5 

Fonte: Teixeira et al. (2017) 

 
Passado o tempo de sedimentação da fração silte, foram retirados das soluções 

sobrenadantes, em triplicata, 25 mL de tal forma que não aprofundasse mais do que 

5 cm na proveta. As alíquotas foram transferidas para béqueres limpos, previamente 

secos e pesados, e levadas à estufa de secagem à 105 ºC durante 24 horas. Após 

resfriamento em dessecador, os béqueres foram pesados em balança com precisão 

de 0,0001 g. Todas as massas foram reservadas.  

Os cálculos foram efetuados, conforme as seguintes relações (Equação 3-7): 

 

Equação 3 - Equação do somatório da massa das frações 

 

𝑆𝑚 =  (
𝑚𝑎𝑓 .𝑓

𝑚𝑖
) +  (

(𝑚𝑎𝑡 −  𝑚𝑎𝑡) . 𝑓

𝑚𝑖
) +  (

(𝑚𝑠𝑎 −  𝑚𝑎𝑟) . 𝑓

𝑚𝑖 . 𝑅𝑣
) +  (

(𝑚𝑎𝑟 −  𝑚𝑏𝑟) . 𝑓

𝑚𝑖 . 𝑅𝑣
) 
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Fonte: Teixeira et al. (2017) 

 

Em que: Sm = Somatório da massa das frações, em g. maf = Massa de areia fina, 

em g. mat = Massa de areia total, em g. msa = Massa de silte + argila, seca em estufa, 

em g. mar = Massa de argila, seca em estufa, em g. mbr = Massa do controle, seca em 

estufa, em g. mi = Massa inicial da amostra, em g. Rv = Razão do volume pipetado para 

o volume total da proveta. f = fator de correção de umidade para a massa inicial.  

 

Equação 4 - Equação de concentração de areia fina. 

 

𝑇𝑎𝑓 =  (
𝑚𝑎𝑓 . 𝑓

𝑚𝑖
) . (

1000

𝑆𝑚
) 

 

Fonte: Teixeira et al. (2017) 

 

Em que: Taf = concentração de areia fina, em g kg-1. mi = massa inicial da 

amostra, em g. maf = massa de areia fina, em g. f = fator de correção de umidade para 

a massa inicial. Sm = Somatório da massa das frações, em g. 

 

Equação 5 - Equação da concentração de areia grossa. 

 

𝑇𝑎𝑔 =  (
(𝑚𝑎𝑡 −  𝑚𝑎𝑓). 𝑓

𝑚𝑖
) . (

1000

𝑆𝑚
) 

Fonte: Teixeira et al. (2017) 

 

Em que: Tag = concentração de areia grossa, em g kg-1. mi = massa inicial da 

amostra, em g. mat = massa de areia total, em g. maf = massa de areia fina, em g. f = 

fator de correção de umidade para a massa inicial. Sm = somatório da massa das 

frações, em g. 

 

Equação 6 - Equação da concentração de silte. 

𝑇𝑠 =  (
(𝑚𝑠𝑎 −  𝑚𝑎𝑟). 𝑓

𝑚𝑖  . 𝑅𝑣
) . (

1000

𝑆𝑚
) 
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Fonte: Teixeira et al. (2017) 

 

Em que: Ts = concentração de silte, em g kg-1. mi = massa inicial da amostra, 

em g. msa = massa de silte + argila, seca em estufa, em g. mar = massa de argila, seca 

em estufa, em g. Rv = razão do volume pipetado para o volume total da proveta. f = 

fator de correção de umidade para a massa inicial. Sm = somatório da massa das 

frações, em g. 

 

Equação 7 - Equação da concentração de argila. 

𝑇𝑎𝑟𝑔 =  (
(𝑚𝑎𝑟 −  𝑚𝑏𝑟). 𝑓

𝑚𝑖  . 𝑅𝑣
) . (

1000

𝑆𝑚
) 

Fonte: Teixeira et al. (2017) 

 

Em que: Tar = concentração de argila, em g kg-1. mi = massa inicial da amostra, 

em g. mar = massa de argila, seca em estufa, em g. mbr = massa do controle, seca em 

estufa, em g. 

Rv = razão do volume pipetado para o volume total da proveta. f = fator de 

correção de umidade para a massa inicial. Sm = somatório da massa das frações, em 

g. 

3.2.4. Capacidade de retenção de água (CRA) 

 
Foram colocados 50 g de solo em copos de plástico perfurados, posicionados 

sobre um suporte com funil de vidro acoplado a uma bureta. Em seguida, adicionaram-

se 50 mL de água destilada ao solo, mantendo o conjunto em repouso por 3 horas, 

conforme Casaroli e Van-Lier (2008). Após a drenagem de toda a água do solo, foi 

feita a leitura do volume coletado em cada uma das provetas e calculado a capacidade 

de vaso de cada solo, utilizando a seguinte fórmula: 

 

Equação 8 – Determinação da capacidade de Vaso: - 

 

𝐶𝑉 =
Á𝑔𝑢𝑎 𝑟𝑒𝑡𝑖𝑑𝑎 𝑛𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑜 (𝑚𝐿)𝑥 100%

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑜 (𝑚𝐿)
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Onde: CV = capacidade de Vaso , em % de volume de solo utilizado. Água 

retida no solo = volume de 50 mL - volume de água coletado na proveta (mL). Volume 

de solo no funil = 50 mL. 

 

3.3. Montagem dos microcosmos para avaliação in vitro da interação de 

Bacillus subtilis com os agroquímicos 

 

3.3.1. Preparo dos tratamentos com agroquímicos e inoculação bacteriana 

 

Amostras dos agroquímicos Biozyme®, Comet®, Gamit® e Trichodermil® 

foram fornecidas por um agricultor local. Para a definição das doses aplicadas, 

considerou-se a dose máxima recomendada em bula para cada insumo. A partir 

dessas informações, foram realizados os cálculos de aplicação com base em um 

hectare (ha), considerando uma profundidade de solo de 20 cm, com posterior 

adequação do volume para 1 kg de solo por microcosmo. 

O preparo do solo foi realizado em bandejas de polietileno previamente 

higienizadas, e os agroquímicos foram adicionados com o auxílio de micropipetas, 

garantindo precisão nas doses aplicadas. 

Células frescas de Bacillus subtilis foram cultivadas em meio Ágar Yeast Manitol 

(YMA). As colônias bacterianas foram coletadas das placas de cultivo e ressuspensas 

em água estéril, obtendo-se uma suspensão com densidade aproximada de 1 × 10⁸ 

unidades formadoras de colônias (UFC) mL⁻¹, considerando que uma absorbância a 

600 nm corresponde a cerca de 1 × 10⁹ UFC mL⁻¹. 

Foram estabelecidos sete tratamentos nos ensaios de solo, tanto in vitro quanto 

em vasos (Tabela 3), contemplando as diferentes combinações e doses dos insumos 

(L ha⁻¹). As avaliações foram realizadas em dois períodos distintos: aos 7 dias, logo 

após a inoculação e a interação inicial com o ambiente, e aos 50 dias de incubação. 

Em cada microcosmo foram inoculados 5 mL da suspensão bacteriana, com 

densidade celular inicial superior a 1 × 10⁶ UFC de B. subtilis. Os tratamentos controle 

(solos não inoculados) receberam o mesmo volume de água estéril. 
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Os microcosmos foram incubados por 50 dias, em temperatura ambiente, na 

ausência de luz. Durante o período de incubação, foram realizados revolvimentos 

periódicos, em ambiente estéril, visando à homogeneização do solo e à adequada 

aeração do sistema. 

 
Tabela 3. Relação dos tratamentos e os procedimentos de preparo. 

Fonte: Autor. 

 
Definidas as dosagens e sua forma de preparo, iniciou-se a montagem de cada 

tratamento com o preparo seguindo o modelo da tabela 3 bem como as diluições 

propostas. Conforme a figura a seguir. 

 

Tratamentos  
Massa de 
solo (g) 

Doses dos insumos 
Bacillus 
subtilis  

Controle 1000 
Água destilada, sem adição de 

insumos. 
 

Superior a 106 

UFC mL-1 

Solo + B. subtilis 1000 
Água destilada contendo B. 

subtilis. 
 

Comet® + B. 
subtilis 

1000 

Água destilada contendo B. 
subtilis e Comet®, na dose 

equivalente a 0,5 L ha⁻¹. 
 

Gamit® + B. 
subtilis 

1000 

Água destilada contendo B. 
subtilis e Gamit®, na dose 
equivalente a 3,5 L ha⁻¹. 

 

Tricodermil® + B. 
subtilis 

1000 

Água destilada contendo B. 
subtilis e Tricodermi®, na dose 

equivalente a 1,0 L ha⁻¹. 
 

Biozyme® + B. 
subtilis 

1000 

Água destilada contendo B. 
subtilis e Biozyme®, na dose 
equivalente a 400 mL ha⁻¹. 

 

Mix de insumos 
+ B. subtilis 

1000 

Água destilada contendo B. 
subtilis e mistura dos insumos 

(Comet® + Gamit® + 
Tricodermi® + Biozyme®), 
preparados individualmente 

conforme dose de bula e 
posteriormente combinados na 

calda final. 
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3.3.2. Montagem e incubação dos microcosmos 

 

Os microcosmos foram montados utilizando frascos de vidro estéreis, com 

tampa de fechamento hermético com capacidade de 3,5 L sendo adicionados 1,0 kg 

de solo com cada 1 dos agroquímicos em cada frasco (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Estrutura geral e montagem dos microcosmos em condições de 
laboratórios. 
Fonte: Autor. 

 

A umidade foi previamente ajustada para 60% da capacidade de campo, 

conforme Yu e Rinklebe (2011), através da adição de água destilada estéril. O solo 

utilizado foi revolvido com espátula previamente estrelizada para a homogeneização. 

Para cada tratamento foram mantidos microcosmos em quadruplicata, além de 

microcosmos sem a adição de agroquímicos (Controle) e dois frascos sem solo 

(brancos), totalizando 30 microcosmos que foram mantidos no escuro e em 

temperatura ambiente ± 25ºC (Figura 5).  
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Figura 5. Design experimental proposto para análise de interação de agroquímicos e 
B. subtilis. 
Fonte: O autor. 

 

Durante a incubação dos microcosmos, foram realizadas coletas de amostras 

compostas para a análise dos parâmetros microbiológicos e bioquímicos aos 7 dias, 

e atividade atividade respiratória determinadas realizadas diariamente durante os 50 

dias. O termo "amostras compostas" refere-se à criação de uma amostra única a partir 

da combinação de subamostras coletadas de diferentes pontos dentro do mesmo 

microcosmo. Esse procedimento é importante para garantir que as análises reflitam 

de maneira mais precisa a heterogeneidade do solo, proporcionando uma visão 

representativa da população bacteriana e das características do ambiente nas 

condições experimentais.  

Para a coleta, várias pequenas amostras foram retiradas de diferentes locais 

dentro de cada microcosmo. Essas subamostras foram então misturadas 

cuidadosamente para formar uma amostra composta para cada microcosmo. Assim, 

ao invés de analisar cada subamostra individualmente, a análise foi conduzida sobre 

essa amostra composta, permitindo acomparação entre os tratamentos (Spertus, 

2021). Esse método também ajuda a reduzir erros potenciais que poderiam ocorrer 

ao analisar uma única amostra de um ponto específico, garantindo que todas as 

variações dentro do microcosmo sejam consideradas nas análises (Spertus, 2021). 

 

3.4. Caracterização microbiológica dos solos 
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3.4.1. Atividade Respiratória 

 

A atividade respiratória microbiana nos microcosmos foi avaliada com base na 

liberação cumulativa de C-CO2 (Alef, 1995). A liberação do CO2 pode, indiretamente, 

indicar a potencial degradação de agroquímicos (Labud et al., 2007). Os microcosmos 

foram equipados com um sistema para a captação do CO2 liberado, constituído de um 

recipiente plástico contendo 20 mL de NaOH (0,5 mol L-1). Dois frascos sem solo, 

porém contendo recipiente com NaOH, foram utilizados como provas em branco 

(Taylor e Ball, 1994). 

Os microcosmos foram mantidos hermeticamente fechados, sendo somente 

abertos periodicamente (a cada 24h) para a retirada dos recipientes contendo NaOH 

e o CO2 capturado, bem como para a imediata substituição por novo recipiente 

contendo NaOH. Aos recipientes retirados foi adicionado 1 mL de solução de BaCl2 

(30%, m v-1) e duas gotas de fenolftaleína 1%. Após, a quantidade residual de NaOH 

foi titulada com HCl (0,5 mol L-1). Amostras de solo dos microcosmos foram utilizadas 

para determinação da massa seca de solo. A quantidade de CO2 liberado foi 

determinada pela seguinte equação (Stotzky, 1965; Taylor e Ball, 1994; Colla et al., 

2014) (Equação 9): 

 

Equação 9 – Relação utilizada para determinação do dióxido de carbono liberado  

 

𝐶 − 𝐶𝑂2 (𝑚𝑔 𝑘𝑔−1 𝑠𝑜𝑙𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜)  =  [(𝐵 −  𝑇)  ×  𝑒𝑞 ×  𝑀𝐻𝐶𝑙 ×  𝐹𝑐] / 𝑀𝑐 

 

Onde: B = volume (mL) de HCl 0,5 mol L-1 usado na titulação da prova em 

branco; T = volume (mL) de HCl 0,5 mol L-1 usado na titulação do tratamento 

(microcosmos); eq = equivalente-grama do carbono (igual a 6); MHCl = concentração 

molar da solução padronizada de HCl; Fc = fator de correção da molaridade de 

ácido/base (mol L-1 HCl / mol L-1 NaOH); Mc = massa de solo seco (em kg) no 

microcosmo. 

Com isso a respiração foi avaliada diariamente e os resultados foram 

apresentados na forma de respiração acumulada. 
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3.4.2. Atividade hidrolítica microbiana do solo 

 

O diacetato de fluoresceína (FDA) é um composto incolor utilizado para avaliar 

a atividade hidrolítica em solos. Este substrato é hidrolisado tanto por enzimas 

extracelulares quanto parietais, liberando como produto a fluoresceína que é 

mensurada em espectrofotômetro (Adam e Duncan, 2001). 

Amostras de solo (2,0 g) foram utilizadas do 7º e 50º dia e transferidas para 

frascos Erlenmeyer (125 mL). Em seguida, foram adicionados 15 mL de tampão 

fosfato (60 mmol L-1; pH 7,6) e 0,2 mL de solução de FDA (1000 μg mL-1, preparada 

em acetona), em triplicata. Os frascos foram fechados, agitados manualmente e então 

incubados em agitador orbital (30 °C; 100 rpm) por 20 min. A reação foi finalizada com 

a adição de 15 mL de solução de clorofórmio/metanol (2:1, v v-1) e os frascos agitados 

vigorosamente. Após, o conteúdo foi alocado em tubos de centrífuga (50 mL) e 

centrifugados por 10 min a 7.000 rpm. O sobrenadante foi coletado, filtrado utilizando 

papel filtro, e a absorbância do filtrado foi mensurada em espectrofotômetro a 490 nm. 

Foram realizados controles contendo solo e tampão, mas sem FDA. Estes controles 

foram utilizados como “zero” para a mensuração da absorbância. A quantidade de 

fluoresceína liberada (μg fluoresceína g-1 solo seco) foi determinada através de curva 

padrão de fluoresceína (Adam e Duncan, 2001). 

 

3.4.3. Contagem de microrganismos do solo: diluição e preparo das amostras 

para contagem de microrganismos 

 

As contagens foram realizadas nas amostras do 7° e 50° dia após a adição dos 

agroquímicos em cada tipo de solo. Aproximadamente 5 gramas de cada frasco foram 

retiradas de forma asséptica, e incubados no meio: Agar Nutriente para contagem de 

bactérias totais e fungos totais. Para diluição das amostras foram adicionados 5,0 g 

de solo a um Erlenmeyer contendo 95 mL de uma solução de pirofosfato de sódio 

0,1% (p/v). Após agitação por 30 minutos, em mesa agitadora a 1500 rpm, foram 

feitas diluições decimais em série, de 10-1 a 10-10. 

Em seguida, alíquotas de 0,1 mL de cada diluição foram transferidas pelo 

método Pour plate para placas de Petri contendo meio de cultura. As placas foram 
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acondicionadas em saco plástico com o objetivo de evitar o ressecamento do meio de 

cultura. 

 

3.4.4. Microrganismos totais 

 
Para contagem do número total de microrganismos foi utilizado o meio de 

cultura Ágar Nutriente, as amostras foram incubadas em duas estufas BOD, com 

temperaturas a 28 ± 2 °C, em ausência de luz. As contagens foram feitas a cada 24 

horas em um contador de colônias com 6x de aumento, até não se constatar nenhum 

aumento do número de colônias, conforme metodologia proposta por Olsen e Bakken 

(1987) e Sorheim et al. (1989). 

 

3.4.5. Fungos totais  

 
Foi utilizado o meio de Martin (1950), para contagem do número total de fungos 

constituído por 1.000 mL água, 10 g ágar, 1 g KH2PO4, 1 g MgSO4.7H2O, 5 g peptona 

e 10 g dextrose. Foi ajustado o pH 5,5, acrescido de 70 mg mL-1 de rosa de bengala. 

O meio foi autoclavado por 15 min e acrescido com 0,1 g L-1 de uma mistura de 

antibiótico no momento da incubação. A incubação das culturas foi realizada a 38 ± 2 

°C por três dias. As contagens foram feitas em contador de colônias com 6x de 

aumento. 

 

3.4.6. Bactérias Fixadoras de Nitrogênio 

 

Amostras de cada solo foram homogeneizadas. O ensaio começou com a 

diluição seriada em solução salina esterilizada (0,85% de NaCl). As diluições 

escolhidas foram 10⁻⁵, 10⁻⁶ e 10⁻⁷, que foram semeadas por espalhamento em placas 

de Petri contendo meio de cultura YMA (yeast extract, manitol, ágar) com vermelho 

Congo (Vincent, 1970). Após a semeadura, as placas foram incubadas invertidas a 28 

± 2 °C por um período de cinco a oito dias. Após a incubação, contou-se o número de 

colônias formadoras de unidade (UFC) em cada diluição e calculou-se a média das 

contagens. Em seguida, a média de UFC foi multiplicada pela diluição correspondente 

e pelo fator de correção de 10 (para converter a alíquota de 100 µL para 1 mL), 
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resultando na determinação do número de UFC por grama. 

 

3.4.7. Carbono da Biomassa Microbiana 

 

O carbono da biomassa microbiana foi determinado conforme as metodologias 

descritas por Ferreira et al. (1999) e Gogoi et al. (2021), realizando coletas aos 7 dias 

e ao final do experimento, aos 50 dias. O método da Irradiação-Extração consiste na 

utilização da energia eletromagnética (micro-ondas) para promover o rompimento 

celular, liberando os compostos intracelulares para posterior extração e quantificação 

do carbono. A determinação foi feita pela diferença entre as quantidades de carbono 

da amostra irradiada e outra que não sofreu esse tratamento, submetida aos mesmos 

procedimentos. A extração foi feita com sulfato de potássio 0,5 M e a quantificação foi 

realizada por titulação de uma alíquota do extrato que foi oxidada com excesso de 

dicromato de potássio 0,066 M em meio ácido e determinado esse excedente com 

sulfato ferroso amoniacal 0,03 M. O carbono de biomassa foi determinado pela 

equação do carbono da biomassa microbiana. 

 

Equação 9 - Equação do carbono da biomassa microbiana. 

 

𝑐 =
(𝑣𝑏 − 𝑣𝑎𝑚) ⋅ (𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑠𝑢𝑙𝑓𝑎𝑡𝑜 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑠𝑜) ⋅ 3 ⋅ 1000 ⋅ (𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟)

(𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟) ⋅ (𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑜)
 

Fonte: Teixeira et al. (2017) 

 

Onde: Vb – média volumes gastos na titulação dos brancos; Vam – média dos 

volumes gastos na titulação das amostras; Concentração de sulfato ferroso – 0,03 M 

(mols) resultado da reação entre CrO7
- que reage com Fe2+ multiplicado pelo número 

de mol de Cr2O7
- que reage com monóxido de carbono, multiplicado pela massa 

atômica de C (12); 1000 fator de conversão de unidades; Volume extrator 40 mL 0,05 

M; Volume extrato 10 mL. 

 

3.4.8. Atividade da desidrogenase 
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Foi determinada a atividade da desidrogenase com coletas no início 7 dias e 

no final do experimento 50 dias. Foram pesados 3 g de solo seco (< 2 mm) em tubo 

de ensaio 18 x 180 mm, adicionado 0,03 g de carbonato de cálcio, 0,5 mL de cloreto 

de 2,3,5-tripheniltetrazolio (TTC) (Carbonell et al., 2000) e 1,3 mL de água destilada. 

A mistura foi homogeneizada, os tubos vedados com filme plástico PVC e colocados 

em banho maria a 37 °C por 24 horas. Após esse período a amostra foi diluída com 

metanol para a extração de todo o TFF (Trifenilformazan) transformado com até 30 

mL de metanol filtrado em papel de filtro e a intensidade da cor vermelha foi medida 

em espectrofotômetro com absorbância de 485 nm. 

A atividade enzimática desidrogenase foi determinada pela equação da 

atividade enzimática da desidrogenase, conforme Casida et al. (1964). 

 

Equação 10 – Atividade enzimática da enzima desidrogenase. 

  

𝐴𝑡 =
𝑣 ⋅ 𝑥 ⋅ 𝑑

𝜌
 

Onde: v – volume da amostra; x – equação da curva padrão; d – diluição da 

enzima; p – peso seco da amostra. 

 

3.5. Estudos em vasos com plantio de cana-de-açúcar 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação pertencente a 

Universidade Estadual de Minas Gerais, Unidade Frutal – MG, foi utilizado 

delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo controle (Sem bactérias e 

insumos, seis tratamentos (apenas B. subtillis e insumos em isolodado e em 

combinação (Mix), todos com quatro repetições. Foram utilizados vasos de 1 L 

contendoconsiderando cada vaso como unidade experimental (parcela). 

Os vasos foram colocados em estufa em área nivelada sem vegetação arbórea 

próxima, evitando interferências da exposição dos vasos à radiação solar. Foram 

utilizados vasos, com furos, para drenagem e evitar a perda de solo.  

O plantio nos vasos foi feito manualmente, utilizando gemas com idade 

fisiológica de 10 meses da variedade IACCTC072361. No experimento conduzido em 

vasos foram realizadas as mesmas análises físico-químicas aplicadas no experimento 
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em microcosmos, com exceção da atividade respiratória. Ao final do período 

experimental dias, procedeu-se às análises de biometria das plantas. Nas folhas foi 

avalido operfil metabólico e à determinação dos teores de Ca, Cu, Fe, K, Mg e Zn, por 

meio de espectrofotometria de absorção atômica, além da quantificação do nitrogênio 

total. 

 

3.5.1. Biometria das mudas de cana-de-açúcar 

 

3.5.1.1. Altura da planta 

 

A altura (cm) foi determinada medindo-se da base da planta até a lígula da folha 

+ 1 (sistema de numeração de Kuijper) utilizando régua graduada. 

 

3.5.1.2. Comprimento e densidade das raízes  

 

O tamanho das raízes foi determinado com auxílio de régua graduada. A 

determinação de densidade de raiz foi realizada visualmente através de 

estabelecimento de escala própria (Muito, Médio e Pouco denso). 

 

3.5.1.3. Matéria fresca  

 

Foi determinada a massa de matéria fresca da parte aérea e da raiz, 

desmembrando a planta em parte aérea (colmo, folhas verdes e folhas secas/palha) 

e raízes. 

 

3.5.2. Determinação de macro e micronutrientes nas plantas 

 

Foi utilizado o método Kjeldahl para determinação de nitrogênio total (Yasuhara 

e Nokihara, 2001). Utilizou-se 100 mg de amostra seca moída colocando-as em tubos 

de ensaio para biodigestão acrescentando 200 mg da mistura digestora e 3 mL de 

ácido sulfúrico. Para biodigestão colocou-se o material do tubo de ensaio em um bloco 

digestor por período de 1 hora à 350 oC, atingindo uma coloração clara, após a 
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digestão acrescentar 2 mL de água destilada. Após a digestão as amostras foram 

encaminhadas para o destilador de nitrogênio, iniciando o processo de destilação. 

Após a destilação a amostra foi titulada com HCL 0,05 N, até atingir o ponto de virada 

Rosa. 

 

3.5.3. Espectrofotometria de absorção atômica 

 

Para a análise de digestão utilizou-se aproximadamente 100 mg de matéria 

seca moída que foi colocada em tubo de ensaio para digestão, acrescentando 200 mg 

da mistura digestora e 3 mL de ácido sulfúrico. Colocou-se o tubo de ensaio com o 

material no bloco digestor (em capela) até atingir 350 ºC para fazer a digestão por 

período de aproximadamente 1 hora ou até que a amostra atingisse uma coloração 

clara. Após a digestão deixou-se a amostra esfriar e adicionou-se de 2 a 3 mL de água 

destilada. Após a digestão completa, o extrato digerido foi transferido para balão de 

50 mL onde o volume foi completado com água desmineralizada. Uma alíquota de 

cada amostra foi colocada em tubo de ensaio e posteriormente encaminhada para o 

Laboratório Central da FCAV/UNESP, Câmpus Jaboticabal, para determinação por 

espectrofotometria de absorção atômica (EAA). Outra parte foi guardada como 

contraprova.  

A determinação da concentração residual dos metais (Ca, Cu, Fe, K, Mg e Zn) 

nas folhas de cana-de-açúcar, foi realizada em espectrômetro de absorção atômica 

(EAA) modelo GBC 932 AA. A espectrofotometria de absorção atômica baseia-se no 

princípio em que átomos livres no estado fundamental podem absorver luz em um 

determinado comprimento de onda. A quantidade de radiação absorvida é 

proporcional à concentração de átomos que estão absorvendo e presentes na amostra 

(West e Crouch, 2005). 

 

3.6. Perfil metabólico por Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 

de 1H) 

 

Para a obtenção dos extratos para análise, utilizou-se a metodologia descrita 

por Kim et al. (2010), com a obtenção de 50 mg de folhas secas submetidos à extração 
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com uma combinação de 0,75 mL de solução tampão de KH2PO4 em D2O (pH 6,0), 

contendo 0,01% (m v-1) do TSP-d4 e 0,75 mL de metanol-d4. Após a mistura dos 

solventes as amostras foram agitadas por 1 min em vortex. Em seguida, colocadas 

em banho de ultrassom por 20 min e centrifugadas a 17.000 rpm, obtendo-se 800 μL 

do sobrenadante que foram transferidos para tubos de Ressonância Magnética 

Nuclear de Hidrogênio (RMN) (⌀ 5 mm). Assim o ensaio foi conduzido em 

espectrômetro de RMN (Avance Neo 600 MHz, Fällanden, Switzerland). 

Os espectros de RMN de 1H foram adquiridos a 300 K com janela espectral de 

12 ppm, número de pontos 64k, com pré-saturação do sinal de HDO, 128 

promediações, tempos de aquisição (AQ) e recuperação (d1) de 2,6 s e 5 s, 

respectivamente. Todos os espectros foram obtidos utilizando-se a sequência de 

pulsos zgcppr e calibrados pelo sinal do TSP-d4 em 0,00 ppm. As fases e linhas de 

base foram corrigidas automaticamente utilizando o programa Chenomx NMR Suite 

9.0 (Chenomx Inc., Edmonton, Canada).  

Neste mesmo programa foram realizadas as identificações (putativas) dos 

compostos por comparação dos espectros obtidos com aqueles de substâncias puras 

que estavam no banco de dados. Além disso, utilizou-se a área do sinal do TSP-d4 

como referência para a quantificação dos metabólitos.  

 

3.7. Análise estatística e tratamento dos dados 

 

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o software 

Microsoft Excel® 2013. O primeiro passo dessa análise consistiu no cálculo das 

médias e do erro padrão das repetições, proporcionando uma visão geral da tendência 

central dos dados. A análise de variância (ANOVA) foi então aplicada para verificar se 

existem diferenças significativas entre os tratamentos, utilizando o teste F. A ANOVA 

é uma ferramenta poderosa que avalia a influência de uma ou mais variáveis 

independentes sobre uma variável dependente, como a atividade de B. subtilis no 

solo. Após a ANOVA, o teste de Tukey foi empregado para realizar comparações 

múltiplas entre as médias dos tratamentos, permitindo identificar quais grupos diferem 

significativamente (p-valor < 0,05). 
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Os dados foram coletados em diferentes momentos durante a incubação dos 

microcosmos, como no 7º e 50º dia, em que a coleta de amostras compostas a partir 

de subamostras do solo garantiu que as análises fossem representativas e 

minimizassem a variabilidade espacial.  

A metodologia de Análise de Componentes Principais (PCA) foi empregada 

como uma ferramenta estatística fundamental para a redução de dimensionalidade 

dos dados e a identificação de padrões subjacentes. Inicialmente, os dados coletados 

foram normalizados para garantir que todas as variáveis contribuíssem igualmente 

para a análise, evitando assim que variáveis com escalas amplamente diferentes 

influenciassem indevidamente os resultados. Em seguida, foi calculada a matriz de 

covariância, da qual extraiu-se os autovalores e autovetores, permitindo a 

identificação das combinações lineares das variáveis originais que explicam a maior 

parte da variabilidade dos dados. Os principais componentes foram selecionados com 

base na proporção da variância explicada, garantindo a retenção de componentes que 

capturassem a essência dos dados. Por fim, as projeções dos dados originais nos 

novos eixos definidores dos principais componentes foram visualizadas em gráficos 

de dispersão, facilitando a interpretação e a análise comparativa dos diferentes 

fatores, tratamentos e parâmetros utilizados neste estudo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Caracterização do solo de estudo  

 

Os resultados da caracterização do solo utilizado no experimento indicaram que a 

textura e a composição do solo in natura permitem classificá-lo como franco-argilo-

siltoso, de acordo com o triângulo de classes texturais do IBGE (2015), conforme 

apresentado na Tabela 4 e ilustrado na Figura 6. 

 

Tabela 4. Medidas granulométricas obtidas para o solo in natura (pré-experimento).  
Dados Valores Relação Valores 

Umidade residual, kg kg-1 0,2486 f – fator de correção de umidade 1,0254 

mi – massa inicial da amostra, g 20 
Sm – Somatória das massas de 

fração, g 
0,9070 

mat – massa areia total, g 3,9267 
Taf – concentração de areia fina, g 

kg-1 
197,91 

maf – massa areia fina, g 3,5013 
Tag – concentração de areia grossa, 

g kg-1 
24,04 

mas – massa de silte + argila, g 0,3562 Ts – concentração de silte, g kg-1 291,52 

mar – massa argila, g 0,2272 Tar –concentração de argila g kg-1 486,43 

Rv – Razão do volume pipetado + 
volume total 

0,025   

Fonte: Autor. 

 

  
Figura 6. Triângulo, guia de classe textural dos solos. 
Fonte: Adaptado de Santos et al. (2025). 
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A fertilidade do solo franco-argilo-siltoso é importante para a produção de cana-

de-açúcar, demandando um enfoque na adubação equilibrada de macro e 

micronutrientes (Oliveira et al., 2017). Para solos com boa capacidade de troca 

catiônica (CTC) e adequada retenção de água, torna-se essencial a adição 

balanceada de nitrogênio (N), fósforo (P) e potássio (K), bem como a realização de 

correções para micronutrientes, como zinco (Zn), boro (B), ferro (Fe) e cobre (Cu), 

além da incorporação de matéria orgânica (Oliveira et al., 2017). 

 

4.2. Interações dos agroquímicos com o solo em microcosmos 

 

A análise das interações entre os agroquímicos e o solo em condições 

controladas de microcosmos (in vitro) possibilitou compreender os efeitos imediatos 

dos diferentes tratamentos sobre as propriedades físico-químicas e biológicas do solo. 

Oos resultados indicam que o tempo de avaliação exerceu forte influência negativa 

significativa sobre as variáveis microbiológicas, enquanto os insumos promoveram 

respostas diferenciadas, em relação a atividade enzimática e aos grupos microbianos, 

com efeitos dependentes do período de avaliação para várias variáveis. 

Na Tabela abaixo, são apresentadas as relações entre as variáveis analisadas 

e os tratamentos aplicados, evidenciando as alterações decorrentes da associação de 

B. subtilis com os diferentes insumos agrícolas (Tabela 5). 
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Tabela 5. Relação entre as variáveis físico-químicas do solo e os tratamentos para o 
microcosmos.  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Médias seguidas de mesma letra, não diferem pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. * 
e ** = Significativo ao nível de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não 
significativo pelo teste F. CV (%) = Coeficiente de variação. 
Fonte: Autor. 

 

A avaliação do efeito do tempo sobre as populações microbianas também 

revelou padrões relevantes. Na análise realizada aos 7 dias, observou-se um aumento 

simultâneo das populações de fungos, bactérias totais e bactérias fixadoras de 

nitrogênio, indicando um período de crescimento microbiano acelerado. Esse efeito já 

foi documentado como resposta inicial de microrganismos à aplicação de 

agroquímicos, conforme relatado por Hellequin et al. (2020). Segundo Martins et al., 

(2025), a microbiota pode mineralizar temporariamente agroquímicos, como 

herbicidas, utilizando-os como fonte de energia, o que resulta em aumento 

populacional. No entanto, tais incrementos iniciais tendem a ser seguidos de redução 

ao longo do tempo, comportamento também descrito por Huang et al. (2021) para o 

gênero Bacillus em rizomas de cana-de-açucar. O que foi também observado neste 

estudo para B. subitilis para os parâmetros avaliados FT e BT considerando o fator 

tempo. 

Semana 
Fatores 

pH U% Desi. CB AH BT FT BN 

1ª 6,10 40,24a 81,65a 57,15 1,07a 18,8x103a 249,28a 97,21x103 a  

7ª 6,02 37,88b 62,95b 46,22 0,65b 2,7 x103b 48,46b 1,31x103 b  

Insumos  

Solo 6,19 37,41c 62,89cd 52,10 0,51d 30,0x103a 179,75ab 54,65x103 a 

Bs 5,96 39,79b 84,32ab 50,53 0,70cd 8,7x103b 106,37c 49,66x103ab 

C+Bs 5,93 36,81c 97,76a 53,12 1,05ab 3,8x103b 168,12b 51,68x103a 

G+Bs 6,09 39,31b 78,53b 42,91 0,89bc 8,2x103b 116,12c 50,65x103a 

T+Bs 6,23 42,10a 55,89d 37,97 0,78bcd 7,4x103b 179,75ab 51,11x103a 

B+Bs 6,12 40,19b 56,06d 59,72 0,90bc 4,9x103b 70,75c 34,54x103b 

M+Bs 5,91 37,41c 70,63bc 65,46 1,22 a 12,2x103b 221,25ª 52,52x103a 

Causas de Variação 

F(semana) 1,03ns 114,82** 61,76** 1,76ns 76,53** 34,42** 581,60** 1234,37** 

F(insumos) 1,73ns 40,34** 24,49** 0,73ns 13,09** 6,07** 22,66** 3,42** 

F insumos 
X semana 

1,81ns 0,96 ns 5,68** 0,30ns 5,28** 6,81** 21,92** 3,44** 

CV (%) 4,54 2,10 12,31 59,66 20,67 54,88 20,92 20,73 
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Ao compararmos os tratamentos utilizados, observou-se que, para o parâmetro 

de umidade (U%), o tratamento Bs apresentou valores superiores ao controle. No 

entanto, o maior valor geral de umidade foi registrado no tratamento T+Bs. Quanto à 

atividade de desidrogenase (Desi.), os tratamentos C+Bs e Bs apresentaram os 

maiores valores. Em relação à atividade hidrolítica, os tratamentos Mix+Bs e C+Bs, 

apresentaram os maiores valores.  

Para a contagem de bactérias totais, o tratamento Solo apresentou o maior 

valor, enquanto os demais não diferiram estatisticamente entre si. Em relação aos 

fungos totais, os maiores valores foram observados nos tratamentos M+Bs, T+Bs e 

Solo. Quanto às bactérias fixadoras de nitrogênio, os maiores valores foram nos 

tratamentos Solo, C+Bs, G+Bs, T+Bs e M+Bs, enquanto o tratamento Bs não diferiu 

estatisticamente do B+Bs. 

A análise da umidade do solo (U%) evidenciou diferenças significativas entre 

os tratamentos avaliados. O tratamento T+Bs apresentou os maiores valores de 

umidade (42,10%), seguido pelo tratamento B+Bs (40,19%). Em contraste, os 

menores valores de umidade foram observados nos tratamentos C+Bs e M+Bs, 

sugerindo que determinados insumos químicos podem interferir na dinâmica hídrica 

do solo, possivelmente por alterações na atividade microbiana ou nas propriedades 

físicas relacionadas à retenção de água. Comparando o tratamento controle com o 

tratamento Bs, observou-se incremento de 37,41% para 39,79%, o que pode estar 

associado à inoculação com B. subtilis. Esse resultado pode indicar alterações na 

atividade biológica do solo, possivelmente relacionadas à produção de metabólitos 

microbianos e à modificação da estrutura dos agregados do solo, fatores que podem 

influenciar a dinâmica hídrica do sistema. 

As oscilações na umidade do solo também podem estar associadas à atividade 

microbiana. Solos com maior biomassa microbiana tendem a apresentar melhores 

condições hídricas, como observado em estudos com outros organismos, nos quais 

Trichoderma harzianum libera substâncias que contribuem para a retenção de água 

no solo (Eastburn e Butler, 1991). Esse aumento na umidade é fundamental para o 

desempenho da cultura da cana-de-açúcar, já que a disponibilidade adequada de 

água favorece processos como germinação, crescimento inicial e absorção de 

nutrientes. 
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A maior umidade registrada no tratamento T+Bs reforça que consórcios 

microbianos são capazes de melhorar a estrutura física do solo e aumentar sua 

capacidade de retenção hídrica. Estudos demonstram que B. subtilis forma biofilmes 

ricos em substâncias exopoliméricas, tornando o solo mais hidrofílico e reduzindo sua 

repelência à água, efeito evidente principalmente em solos de textura arenosa 

(Prabhukhot et al., 2023; Gutierrez et al., 2022). 

Em contraposição, os tratamentos C+Bs e M+Bs apresentaram valores 

inferiores de umidade. Esses resultados indicam que a combinação de B. subtilis com 

alguns produtos químicos pode reduzir a eficiência da bactéria na manutenção da 

água no solo. Como consequência, a umidade reduzida pode favorecer condições de 

estresse hídrico, que podem prejudicam processos fisiológicos essenciais, como 

fotossíntese, absorção de nutrientes e crescimento das plantas, conforme 

demonstrado por Song et al. (2012). Assim, fica evidente que a interação entre 

bioinsumos e agroquímicos deve ser cuidadosamente avaliada para evitar a perda de 

benefícios microbianos importantes. 

Em nossos resultados, ao comparar o tratamento controle (62,89 µg TPF g⁻¹ 

de solo h⁻¹) com o tratamento inoculado apenas com B. subtilis (84,32 µg TPF g⁻¹ de 

solo h⁻¹), observou-se que a inoculação da bactéria isoladamente promoveu um 

aumento na atividade de desidrogenase. O maior valor foi registrado no tratamento 

C+Bs (97,7 µg TPF g⁻¹ de solo h⁻¹), indicando elevada capacidade das comunidades 

microbianas em desempenhar funções metabólicas associadas à qualidade biológica, 

fertilidade do solo e crescimento vegetal.  

Contudo, esses achados não corroboram os resultados relatados por Han et al. 

(2025), que observaram a redução da atividade de desidrogenase após a aplicação 

de piraclostrobina, embora tenham se baseado em solos diferentes dos utilizados 

neste estudo. Assim, esta divergência pode estar relacionada às diferenças no tipo de 

solo, nas doses aplicadas ou na interação específica entre o fungicida e a microbiota 

presente. A inoculação com B. subtilis mostrou-se particularmente eficiente em 

estimular a atividade microbiana, favorecendo a saúde e a fertilidade do solo, como 

também relatado por Yadav et al. (2021). A desidrogenase, por refletir a intensidade 

da oxidação da matéria orgânica, indica maior eficiência nos processos de 
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mineralização e consequentemente maior disponibilidade de nutrientes às plantas 

(Attademo et al., 2021). 

Além disso, a variável desidrogenase apresentou interação significativa entre 

tratamentos e semanas, evidenciando que a atividade respiratória microbiana 

responde de maneira diferenciada ao manejo aplicado e à evolução temporal do 

sistema (tabela 6). 

 

Tabela 6. Interação de fatores para a atividade da desidrogenase. 

Sem. 
Tratamentos 

F (5%) 
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 71,07CDa 87,96BC 122,17Aa 91,00Ba 65,42Da 60,57D 73,35BCD 22,35** 
7ª 54,71BCDb 80,69A 73,36ABb 66,06ABCb 46,35Db 51,55CD 67,90ABC 7,82** 

F (5%) 6,75* 1,33ns 60,09** 15,68** 9,17** 2,05ns 0,75ns  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 

mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 

diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 

5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 

 

A atividade das desidrogenases é um dos indicadores mais sensíveis da 

atividade microbiana no solo, pois reflete diretamente processos metabólicos 

relacionados à decomposição da matéria orgânica e à ciclagem de nutrientes. Essas 

enzimas participam de reações de oxirredução essenciais para o metabolismo 

microbiano, atuando na transferência de elétrons para aceitadores como oxigênio ou 

nitrato (Bandyopadhyay e Maiti, 2021). 

Na 1ª semana, observaram-se valores mais elevados em alguns tratamentos, 

destacando-se C+Bs, que apresentou a maior atividade (122,17Aa), diferindo 

estatisticamente de todos os demais. Esse resultado indica forte estímulo inicial à 

atividade oxidativa microbiana, possivelmente devido à rápida disponibilização de 

substratos orgânicos facilmente decomponíveis. Outro tratamento com resposta 

elevada foi G+Bs (91,00Ba), enquanto Bs, M+Bs, Solo e T+Bs apresentaram valores 

intermediários. O menor valor inicial foi registrado para B+Bs (60,57D), sugerindo que, 

nesse caso, a combinação utilizada não exerceu estímulo imediato sobre a 

comunidade microbiana. 
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Na 7ª semana, verificou-se um comportamento distinto, com redução geral da 

atividade enzimática na maioria dos tratamentos, embora alguns tenham mantido 

valores relativamente altos. O tratamento C+Bs permaneceu entre os maiores 

(73,36ABb), indicando efeito mais duradouro ao longo do tempo. Em contrapartida, 

tratamentos como T+Bs (46,35Db) e B+Bs (51,55CD) exibiram quedas acentuadas, 

reforçando que o estímulo inicial associado a esses tratamentos é transitório. O 

tratamento Solo também apresentou declínio claro (71,07CDa para 54,71BCDb), o 

que é consistente com a diminuição natural da atividade enzimática à medida que os 

microrganismos consomem os substratos lábeis presentes no início do experimento. 

Os valores da análise de variância confirmam essa dinâmica temporal: o F geral 

para semanas (22,35** na 1ª semana e 7,82** na 7ª semana) indica diferenças 

significativas ao longo do tempo. Além disso, vários tratamentos apresentaram 

contrastes marcantes entre as semanas, destacando-se C+Bs (60,09), G+Bs (15,68), 

e T+Bs (9,17), todos com elevada significância estatística. Esses resultados mostram 

que tais tratamentos sofrem oscilações expressivas na atividade da desidrogenase, 

reforçando seu caráter sensível às mudanças na disponibilidade de carbono e aos 

ciclos metabólicos microbianos. 

No tratamento C+Bs, a manutenção de altos níveis de atividade enzimática 

sugere intensa atividade respiratória da microbiota. Esse comportamento pode ser 

explicado, em parte, pela capacidade de B. subtilis de secretar compostos bioativos 

que estimulam o crescimento microbiano (Qiao et al., 2024). Além disso, a 

piraclostrobina pode ter promovido a morte de microrganismos sensíveis, liberando 

substratos orgânicos que servem de recurso adicional para microrganismos tolerantes 

(Feng et al., 2020), contribuindo para a elevação da atividade enzimática observada. 

Nos tratamentos B+Bs e T+Bs, a atividade da desidrogenase foi reduzida. O 

Biozyme®, um fertilizante líquido rico em macro e micronutrientes, pode gerar efeitos 

tóxicos em microrganismos, inibindo processos metabólicos essenciais (UPL, 2025). 

O Tricodermil®, contendo Trichoderma harzianum, pode liberar compostos que inibem 

outros microrganismos para favorecer seu próprio crescimento, o que também pode 

explicar a redução observada na atividade enzimática (Qiao et al., 2024). 

Os dados de CB não apresentaram diferenças significativas entre os 

tratamentos. Esse comportamento pode estar associado às limitações impostas pelo 
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sistema de microcosmos, que reduz a complexidade das interações ecológicas e 

restringe a ciclagem natural de nutrientes (Wilkerson e Olapade, 2020). 

A análise da atividade de fluoresceína, indicador amplamente utilizado para 

avaliar a atividade hidrolítica do solo, mostrou que os tratamentos M+Bs e C+Bs 

apresentaram os maiores valores, alcançando 1,22 e 1,05 µmol p-NP g-1 de solo h-1, 

respectivamente. Esses resultados refletem elevado potencial de mobilização de 

nutrientes, especialmente fósforo, elemento essencial para o desenvolvimento da 

cana-de-açúcar (Adesemoye e Kloepper, 2009). Resultados semelhantes foram 

descritos por Zhang et al. (2019), que também observaram aumento da atividade 

hidrolítica em tratamentos contendo Comet®. 

O tratamento M+Bs destacou-se como o mais eficiente na promoção da 

atividade hidrolítica, sugerindo que a combinação de múltiplos insumos intensifica a 

decomposição da matéria orgânica e a liberação de nutrientes. Essa interpretação 

está alinhada a estudos que demonstram que misturas de insumos orgânicos e 

microbianos favorecem um ambiente mais propício à proliferação microbiana, 

aumentando a atividade enzimática do solo (Sánchez-Monedero et al., 2008; Berg et 

al., 2019; Wilkerson e Olapade, 2020). Tal comportamento reforça a hipótese de que 

interações sinérgicas entre diferentes inoculantes ampliam os efeitos benéficos sobre 

a fertilidade biológica e a funcionalidade do solo (Han et al., 2007; Ahmed et al., 2023). 

Além disso, a elevada atividade hidrolítica no tratamento M+Bs sugere maior 

eficiência na decomposição da matéria orgânica e consequente aumento na 

disponibilidade de nutrientes, corroborando outros trabalhos que destacam o papel de 

inoculantes microbianos na promoção da atividade enzimática (Avis et al., 2008; 

Huang et al., 2021; Wilkerson e Olapade, 2020). Estudos recentes apontam ainda que 

espécies de Bacillus são capazes de estimular atividade hidrolítica por meio da 

secreção de enzimas extracelulares e do aumento da atividade microbiana associada 

à rizosfera (Alves et al., 2023; Daunoras et al., 2024), o que contribui para explicar os 

valores superiores observados quando B. subtilis é utilizado em combinação com 

outros insumos. 

No tratamento C+Bs, que contém piraclostrobina, observou-se o segundo maior 

valor de atividade hidrolítica. A piraclostrobina apresenta persistência moderada a alta 

no solo, com meias-vidas de DT50 ≈ 60 dias e DT90 ≈ 282 dias, permanecendo 
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biodisponível e potencialmente capaz de influenciar a atividade metabólica microbiana 

e a estrutura da comunidade (Fulcher et al., 2014; Feng et al., 2020). Seu elevado 

coeficiente de sorção, responsável pela forte ligação às partículas do solo, também 

pode modular sua disponibilidade e interações biológicas conforme as condições de 

umidade (Cusaac et al., 2017). Esses fatores ajudam a explicar o aumento da 

atividade hidrolítica observado no tratamento C+Bs. 

A atividade hidrolítica apresentou interação significativa entre tratamentos e 

semanas, refletindo mudanças expressivas na dinâmica microbiana e na 

disponibilidade de substratos ao longo do tempo (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Interação de fatores para a atividade da hidrolítica. 

Semanas 
Tratamentos 

F (5%) 
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 0,76Ca 0,92BCa 1,16B 1,11BCa 0,85BC 1,02BC 1,72Aa 12,46** 
7ª 0,27Cb 0,48BCb 0,94A 0,67ABb 0,72AB 0,78AB 0,72ABb 5,91** 

F (5%) 14,54** 12,33** 2,75ns 11,80** 0,94ns 3,48ns 62,36**  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 

mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 

diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível 

de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 

 

Na 1ª semana, observaram-se valores relativamente elevados na maioria dos 

tratamentos, com destaque para M+Bs, que apresentou a maior atividade hidrolítica 

(1,72Aa), indicando forte estímulo inicial à degradação de compostos orgânicos. 

Tratamentos como C+Bs (1,16B) e G+Bs (1,11BCa) também exibiram respostas 

consideráveis, sugerindo rápida liberação de carbono lábil e intensa mobilização 

enzimática no início do experimento. Por outro lado, tratamentos como T+Bs (0,85BC) 

e solo (0,76Ca) apresentaram valores mais baixos, refletindo menor estímulo inicial à 

atividade enzimática. 

Na 7ª semana, houve queda generalizada da atividade hidrolítica em todos os 

tratamentos, um padrão típico de sistemas em que os microrganismos já consumiram 

a maior parte dos substratos facilmente disponíveis. Os valores reduziram-se para 

níveis entre 0,27 e 0,94, com as maiores atividades registradas para C+Bs (0,94Aa) e 
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M+Bs (0,72ABb), ainda que ambos apresentem redução significativa em comparação 

à semana inicial. Essa persistência relativa indica que esses tratamentos mantêm 

algum nível de liberação de compostos orgânicos ou sustentam comunidades 

microbianas capazes de manter atividade hidrolítica mesmo após a fase inicial de 

adaptação. 

O tratamento Bs, que apresentou 0,92BCa na 1ª semana, sofreu queda 

pronunciada para 0,48BCb, refletindo perda de estímulo enzimático ao longo do 

tempo. Um comportamento semelhante foi observado em G+Bs (1,11BCa para 

0,67ABb) e B+Bs (1,02BC para 0,78AB), confirmando o padrão de estabilização ou 

declínio da atividade hidrolítica à medida que o sistema progride para uma fase de 

menor disponibilidade de substratos. 

Os valores de F reforçam a existência de diferenças estatisticamente 

significativas entre as semanas e entre os tratamentos dentro de cada semana. 

Destacam-se especialmente M+Bs (F = 62,36), que apresentou o maior contraste 

temporal, seguido por Bs (12,33), Solo (14,54) e G+Bs (11,80) indicando que os 

tratamentos respondem de maneiras distintas ao longo do tempo. O F geral entre 

semanas (12,46 na 1ª e 5,91* na 7ª) confirma que o fator temporal exerce forte 

influência na atividade hidrolítica. 

Por fim, não foram encontrados estudos que avaliem especificamente a 

interação entre B. subtilis e piraclostrobina na cultura da cana-de-açúcar com enfoque 

nos atributos biológicos testados neste trabalho, o que reforça a originalidade e a 

relevância dos resultados obtidos. Estes achados indicam que a associação entre 

inoculantes microbianos e insumos agrícolas é capaz de potencializar a atividade 

hidrolítica do solo, favorecendo a decomposição da matéria orgânica, a mobilização 

de nutrientes e a dinamização da microbiota.  

A análise das populações de bactérias totais (BT), fungos totais (FT) e bactérias 

fixadoras de nitrogênio (BN) revelou diferenças significativas entre os tratamentos, 

reforçando a hipótese de que insumos específicos podem criar um ambiente favorável 

para microrganismos benéficos (Huang et al., 2021; Niu et al., 2021). A relevância de 

Bacillus subtilis é destacada por sua capacidade de produzir compostos bioativos, 

como lipopeptídeos, que atuam não apenas como agentes de biocontrole contra 
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patógenos, mas também como promotores de condições propícias para o crescimento 

de microrganismos benéficos (Cawoy et al., 2011). 

Apesar dos efeitos positivos observados na umidade e na atividade microbiana 

do solo, verificou-se uma redução no número total de bactérias (BT), que passou de 

30 x 10³ no tratamento solo para 8,7 x 10³ UFC mL⁻¹ no tratamento Bs. O mesmo 

padrão foi observado para os fungos totais (FT), que diminuíram de 179,75 para 

106,37 UFC mL⁻¹, e para as bactérias fixadoras de nitrogênio (BN), que passaram de 

54,65 x 10³ para 49,66 x 10³ UFC mL⁻¹.  

Esse comportamento pode ser interpretado como resultado de um processo de 

seleção ecológica, no qual a introdução de microrganismos exógenos promove 

competição, reorganização e ajuste das comunidades microbianas já estabelecidas 

no solo, conforme discutido por Gadhave et al. (2018). Além disso, essa seletividade 

reflete a capacidade competitiva e colonizadora de B. subtilis, capaz de modificar 

microambientes do solo e influenciar a disponibilidade de nutrientes (Xu et al., 2022; 

Gu et al., 2021; Blake et al., 2020; Vasques et al., 2024). Dessa forma, mesmo com a 

redução de algumas populações microbianas, a introdução de B. subtilis pode 

favorecer o estabelecimento de comunidades mais eficientes e funcionais, 

beneficiando o desenvolvimento da cana-de-açúcar. 

Por fim, a redução observada no tratamento Biozyme® + B. subtilis (B+Bs) na 

população de bactérias fixadoras de nitrogênio (BN) sugere efeitos inibitórios 

específicos desse insumo, possivelmente relacionados a fatores como toxicidade, pH 

ou interferências químicas, que merecem investigação adicional. 

A aparente estabilidade do pH e do carbono da biomassa indica que as 

condições do solo permaneceram adequadas e equilibradas para a maioria dos 

microrganismos presentes. Isso sugere que, mesmo com a aplicação de 

agroquímicos, os parâmetros químicos do solo não foram afetados de forma 

significativa, permitindo que a atividade microbiana fosse estimulada sem 

comprometer a estabilidade química um aspecto considerado desejável em sistemas 

agrícolas sustentáveis (Pandey e Saharan, 2025). 

Embora não tenham sido observadas diferenças estatísticas significativas no 

pH entre os tratamentos, o fato de o Biozyme® apresentar pH próximo de 4 pode ter 

exercido influência local sobre a microbiota. Essa acidez pode ter contribuído para os 
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menores valores de Desi., bactérias totais (BT), fungos totais (FT) e bactérias 

fixadoras de nitrogênio (BFN) no tratamento B+Bs. Assim, mesmo sem alterar o pH 

geral do solo, o insumo pode ter afetado a atividade metabólica e a capacidade de 

colonização dos microrganismos, reforçando a importância de considerar o pH dos 

produtos utilizados na aplicação de inoculantes microbianos (Oliveira et al., 2025; 

Gauvry et al., 2021). 

Outro fator importante verificado foi a variação temporal do fator BT que 

apresentou interação significativa entre tratamentos e semanas, indicando que sua 

resposta depende simultaneamente do manejo aplicado e da evolução temporal do 

sistema (tabela 8).  

 

Tabela 8. Interação de fatores para bactérias totais. 

Semana
s 

Tratamento 
F (5%) 

Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 
58,5x103A
a 

15,0x103

B 
6,0x103

B 
14,5x103

B 
10,2x103

B 
6,0x103

B 
21,5x103B
a 

12,82*
* 

7ª 1,6x103b 2,5x103 1,7x103 2,0x103 4,6x103 3,8x103 3,0x103b 0,05ns 

F (5%) 61,75** 2,97ns 0,35ns 2,97ns 0,61ns 0,09ns 6,53*  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 

mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 

diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 

5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 

 

Observa-se que na 1ª semana houve diferenças expressivas entre os 

tratamentos, com M+Bs exibindo o maior valor (21,5 × 10³), sugerindo forte estímulo 

inicial à atividade microbiana associada a essa variável, possivelmente devido à 

disponibilidade elevada de compostos lábeis ou à rápida colonização microbiana 

proporcionada por esse manejo.  

O tratamento G+Bs também apresentou resposta elevada (14,5 × 10³), 

enquanto o controle Solo registrou 58,5 × 10³, valor estatisticamente superior aos 

demais, indicando alta atividade microbiana intrínseca do solo antes da estabilização 

dos efeitos dos tratamentos. Por outro lado, tratamentos como C+Bs (6,0 × 10³DB) e 

B+Bs (6,0 × 10³DB) apresentaram os menores valores na semana inicial, 
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demonstrando que, para esses manejos, o estímulo microbiano não se manifestou 

imediatamente. Os valores de F para a 1ª semana (p < 0,01) confirmam diferenças 

significativas entre tratamentos no momento inicial. 

Na 7ª semana, observa-se uma tendência de redução em praticamente todos 

os tratamentos, indicando estabilização do sistema e possível diminuição da 

disponibilidade de carbono facilmente degradável. O controle Solo reduziu-se a 1,6 × 

10³, e tratamentos como B+Bs (3,8 × 10³), C+Bs (1,7 × 10³b) e G+Bs (2,0 × 10³) 

mantiveram valores baixos e estatisticamente semelhantes. A queda acentuada ao 

longo do tempo sugere esgotamento de recursos energéticos iniciais e diminuição da 

taxa respiratória microbiana. 

O tratamento M+Bs, embora também tenha apresentado redução (de 21,5 × 

10³ para 3,0 × 10³), mostrou diferença significativa entre as semanas (F = 6,53*), 

indicando um forte efeito temporal específico desse manejo. Em contraste, vários 

tratamentos não apresentaram diferença significativa ao longo do tempo (Bs, C+Bs, 

G+Bs, T+Bs, B+Bs), revelando que sua atividade inicial já era baixa e permaneceu 

estável. O valor de F geral para semanas (0,03) mostra que, quando todas as 

comparações são consideradas, a diferença média entre semanas não é significativa. 

Entretanto, o valor elevado de F na comparação entre tratamentos da 1ª semana 

(61,75: p < 0,01) destaca um forte efeito de manejo na fase inicial. 

Já a variável FT apresentou interação altamente significativa entre tratamentos 

e semanas, evidenciando respostas microbianas intensas e contrastantes ao longo do 

tempo (tabela 9). 

 

Tabela 9. Interação de fatores para fungos totais. 

Semanas 
Tratamento 

F (5%) 
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 307,5Ba 150,0CDa 290,0Ba 192,50Ca 315,00Ba 100Da 390,0Aa 44,32** 
7ª 52,0b 62,75b 46,25b 39,75b 44,50b 41,5b 52,5b 0,26ns 

F (5%) 134,49** 15,68** 122,40** 48,07** 150,74** 7,05** 234,67**  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 

mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 

diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 

5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 
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Na 1ª semana, observaram-se valores expressivamente elevados, indicando 

um forte pulso inicial de atividade associada à função analisada. O tratamento M+Bs 

apresentou o maior valor (390,00), seguido de T+Bs (315,0) e C+Bs (290,0), 

compondo um grupo de tratamentos que promoveram estimulação microbiana intensa 

logo no início do experimento. Essa magnitude sugere elevada disponibilidade de 

substratos lábeis e rápida ativação metabólica dos microrganismos.  

Em contraste, o tratamento Bs apresentou o menor valor (150,0), 

demonstrando que a aplicação isolada do bioinsumo não foi suficiente para gerar 

resposta inicial comparável aos tratamentos combinados. O controle Solo apresentou 

valor intermediário, mas ainda assim elevado (307,5), indicando atividade microbiana 

intrínseca robusta antes da estabilização dos efeitos dos tratamentos. Os valores de 

F para a primeira semana (44,32, p < 0,01) confirmam diferenças expressivas entre 

os manejos nesse momento inicial. 

Na 7ª semana, ocorreu um declínio acentuado em todos os tratamentos, um 

padrão típico de sistemas onde o carbono facilmente degradável é consumido 

rapidamente, levando à estabilização metabólica e retração da atividade microbiana. 

Os valores reduziram-se para faixas entre 39,75 e 62,75, indicando perda substancial 

da intensidade inicial. O tratamento Bs apresentou o maior valor na sétima semana 

(62,75), sugerindo que, apesar de sua resposta inicial modesta, o bioinsumo isolado 

pode promover estímulos persistentes ou uma estabilização diferenciada da 

comunidade microbiana. 

Tratamentos como C+Bs (46,25), B+Bs (41,5), G+Bs (39,75) e M+Bs (52,5) 

apresentaram valores significativamente inferiores aos observados na 1ª semana, 

comprovando forte impacto temporal. Essa redução expressiva é coerente com a 

dinâmica de mineralização de compostos orgânicos, na qual ocorre forte atividade 

inicial seguida de declínio à medida que os microrganismos entram em fase de menor 

disponibilidade de energia. 

Os valores de F entre semanas para cada tratamento reforçam a magnitude 

desta resposta temporal. Especialmente elevados foram M+Bs (234,67), C+Bs 

(122,40), T+Bs (150,74), e solo (134,49), demonstrando que esses tratamentos 

sofreram as maiores oscilações entre as semanas. Por outro lado, o F geral para 
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tratamentos na 7ª semana mostra que, após a fase inicial de intensa diferenciação, os 

tratamentos convergem para níveis similares de atividade. 

Já a variável BN apresentou interação significativa entre tratamentos e 

semanas, com valores muito elevados e semelhantes entre os tratamentos na 1ª 

semana (variando de 98 a 103 × 10³), indicando forte atividade microbiana inicial 

independentemente do manejo aplicado. O tratamento B+Bs foi a exceção, 

apresentando menor valor (67,7 10³), sugerindo menor estímulo inicial (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Interação de fatores para bactérias fixadoras de nitrogênio. 

Semanas 
Tratamentos (103) F 

(5%) Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 108,2 Aa 98,2 Aa 102,0 Aa 100,0 Aa 100,7 Aa 67,7 Ba 103,5 Aa 6,86** 
7ª 1,0 b 1,0 b 1,3 b 1,3 b 1,4 b 1,3 b 1,5 b 0,0ns 

F (5%) 220,30** 181,01** 194,12** 186,77** 188,98** 84,55** 199,29**  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 

mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 

diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 

5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 

 

Na 7ª semana, todos os tratamentos convergiram para valores muito baixos 

(1,0–1,5 10³), caracterizando queda drástica e uniforme da atividade microbiana ao 

longo do tempo, típica do esgotamento dos substratos lábeis. Os elevados valores de 

F entre semanas confirmam a forte redução temporal, enquanto a comparação entre 

tratamentos na semana 7 não mostrou diferenças significativas. 

 

4.3. Avaliação em Vasos 

 

Na análise das variáveis avaliadas no experimento realizado em vasos, não 

foram observadas variações temporais significativas para os parâmetros Desi., CB e 

AH. Contudo, verificou-se alterações relevantes no pH, na umidade (%), nos Fungos 

Totais (FT) e na quantidade de bactérias fixadoras de nitrogênio (BN). Dentre essas 

variáveis, apenas o FT apresentou aumento em relação à primeira avaliação. A tabela 
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abaixo ilustra a relação entre as variáveis físico-químicas do solo e os tratamentos 

aplicados, confirmando a importância das alterações observadas (Tabela 11). 

 

Tabela 11. Relação entre as variáveis físico-químicas do solo e os tratamentos para 
a análise em vasos. 

Fatores Tratamentos 

Semana pH U% Desi. CB AH BT FT BN 

1ª 5,96a 46,19a 23,60 95,52 0,89 1,7x103 56,82b 3,9x103a 

7ª 5,86b 31,19b 23,55 84,50 0,88 1,6 x103 66,39a 1,0x103b 

Insumos  

Solo 5,97 36,72 23,06b 74,87 0,77d 1,62x103b 54,12c 2,6x103abc 

Bs 5,93 37,71 28,40a 78,75 0,93ab 1,57x103b 54,0c 1,8x103c 

C+Bs 5,91 41,79 22,83b 105,09 0,86c 1,62x103b 64,25b 1,5x103c 

G+Bs 5,85 39,72 21,16b 90,68 0,88bc 1,07x103c 52,87c 2,0x103bc 

T+Bs 5,84 39,12 21,76b 108,77 0,95a 1,50x103bc 78,25a 3,7x103a 

B+Bs 5,93 38,11 24,01b 97,56 0,90abc 2,17x103a 75,0a 3,1x103ab 

M+Bs 5,94 37,68 23,80b 74,32 0,90abc 2,17x103a 52,75c 2,5x103bc 

Causas de Variação 

F(semana) 5,79* 254,23** 0,01ns 1,75ns 0,73ns 1,95ns 51,72** 196,01** 

F(insumos) 0,95ns 40,34ns 8,88** 1,70ns 18,46** 13,44** 39,35** 8,17** 

F Insumos x 
Semana 

0,87ns 0,96ns 3,02* 1,23ns 10,72** 7,81** 64,58** 7,27** 

CV (%) 2,40 2,10 12,31 59,66 4,41 17,85 8,08 30,29 

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Médias seguidas de mesma letra, não diferem pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. * 
e ** = Significativo ao nível de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F. NS = Não significativo pelo teste 
F. CV (%) = Coeficiente de variação. 
Fonte: Autor. 

 
 Na análise do pH durante a pesquisa, observou-se uma diferença estatística 

significativa (p < 0,05) entre a 1ª e a 7ª semana experimental, embora essa variação 

tenha apresentado um valor biológico limitado, com uma diminuição de apenas 0,1 

unidade. Considerando que o pH é uma escala logarítmica, essa pequena alteração 

representa aproximadamente 26% na atividade de íons de hidrogênio (H⁺), o que, em 

teoria, poderia impactar processos sensíveis (Xiong et al., 2024). No entanto, estudos 

anteriores indicam que reduções na atividade bacteriana tipicamente ocorrem apenas 

quando o pH se desvia em cerca de 1,5 unidades do nível ótimo para a comunidade 

microbiana, e não com uma variação tão sutil como 0,1 (Rousk et al., 2010). 

Já a umidade apresentou decréscimo entre a primeira e a última semana (p < 

0,01), essa diminuição pode ser atribuída ao próprio crescimento das plantas nos 
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vasos, uma vez que seu crescimento demanda aumentos progressivos nas 

necessidades hídricas, como ocorre com outras plantas como a soja (Ray e Sinclair 

1998; Li et al., 2016) e milho (Ray e Sinclair 1998). 

A análise dos tratamentos revelou que B. subtilis, quando aplicado 

isoladamente, foi o único a apresentar diferença estatística significativa para a 

atividade de desidrogenase (Desi.), demonstrando valor superior ao controle e aos 

demais tratamentos, embora essa resposta não tenha variado ao longo do tempo 

avaliado. Além disso, a atividade da desidrogenase apresentou interação significativa 

entre os fatores avaliados, indicando que o efeito dos tratamentos depende do período 

de avaliação (Tabela 12).  

 

Tabela 12. Interação de fatores para a atividade da enzima desidrogenase em 
condição experimental de vasos. 

Semanas 
Tratamento 

F (5%) 
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 23,78BC 30,38Aa 23,08BC 21,65BC 23,94aC 25,00B 24,77BC 9,85** 
7ª 22,34 26,43b 22,59 20,68 19,58b 23,03 22,84 2,05ns 

F (5%) 0,82ns 6,21* 0,10ns 0,37ns 7,58** 1,54ns 1,48ns  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 
diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 

 

Na 1ª semana, observou-se maior variabilidade entre os tratamentos, com 

destaque para o tratamento Bs, que apresentou a maior atividade enzimática (30,38), 

diferindo estatisticamente tanto entre colunas (letras minúsculas) quanto entre linhas 

(letras maiúsculas). Esse valor superior evidencia uma intensificação da atividade 

microbiana inicial, possivelmente associada à maior disponibilidade de substrato ou 

estímulo metabólico imediato após a implantação do experimento. 

Outros tratamentos, como B+Bs (25,00) e M+Bs (24,77), também apresentaram 

valores elevados, embora estatisticamente inferiores a Bs, sugerindo que 

combinações de materiais orgânicos e bioestimulantes podem incrementar a 

atividade, mas não no mesmo nível que o tratamento isolado Bs. 
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Na 7ª semana, a atividade da desidrogenase reduziu de forma geral em todos 

os tratamentos, evidenciando um declínio da respiração microbiana ao longo do 

tempo, fenômeno comum em sistemas onde o substrato facilmente degradável é 

consumido nas primeiras semanas. O tratamento Bs manteve atividade (26,43), mas 

significativamente inferior ao observado na 1ª semana (letra minúscula distinta), 

confirmando o efeito temporal. Os demais tratamentos exibiram valores entre 19 e 23 

unidades, sem diferenças marcantes, o que reforça que o estímulo inicial não se 

sustenta ao longo do tempo. 

A análise de variância mostra efeito significativo para os tratamentos na 1ª 

semana (F = 9,83, p < 0,01), indicando que as diferenças observadas no início não 

persistiram com a mesma intensidade ao longo do tempo. O efeito de tratamentos 

dentro de cada semana também apresenta significância para alguns grupos, como Bs 

(F = 6,21, p < 0,05) e G+Bs (F = 7,58, p < 0,01), reforçando que certos tratamentos 

respondem de maneira diferenciada entre as semanas. 

A atividade da desidrogenase (Desi.) constitui um dos principais indicadores da 

atividade microbiana no solo, pois reflete a intensidade dos processos de 

decomposição da matéria orgânica e ciclagem de nutrientes, essenciais para a 

manutenção da saúde do solo e para o desenvolvimento vegetal (Mierzwa-Hersztek 

et al., 2020; Bandyopadhyay e Maiti, 2021). A inoculação com Bacillus subtilis contribui 

diretamente para a elevação dessa atividade, uma vez que esse microrganismo é 

capaz de produzir diversas substâncias bioativas, como sideróforos, fitormônios e 

enzimas mineralizadoras, que favorecem a agregação do solo, aumentam a retenção 

de umidade e melhoram a disponibilidade de nutrientes (Gutierrez et al., 2022; Yadav 

et al., 2021). Esse conjunto de mecanismos cria um ambiente propício para o 

metabolismo microbiano, permitindo que B. subtilis atue como agente catalisador da 

atividade das desidrogenases, mesmo na presença de uma comunidade microbiana 

diversa. Nessa condição, o microrganismo pode estimular tanto sua própria atividade 

quanto a de outros microrganismos do solo, aumentando a eficiência da 

decomposição e mineralização da matéria orgânica, o que explica o incremento 

significativo observado em Desi. (Mierzwa-Hersztek et al., 2020; Attademo et al., 

2021). 
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Os demais tratamentos apresentaram níveis mais baixos de atividade da 

desidrogenase, indicando uma possível inibição da atividade microbiana. Essa 

redução pode ser explicada pela competição entre microrganismos e pela liberação 

de substâncias com ação antimicrobiana provenientes de alguns insumos, conforme 

discutido por Aviz et al. (2025). Além disso, essa diminuição pode estar associada a 

interações inibitórias, à competição por recursos e à presença de compostos 

específicos presentes em produtos como Gamit® e Trichodermil®, que podem limitar o 

crescimento ou a atividade metabólica das comunidades microbianas do solo. 

Esses efeitos contrastam com o desempenho positivo observado quando B. 

subtilis foi aplicado isoladamente, reforçando que esse microrganismo desempenha 

papel fundamental na manutenção da atividade enzimática. No entanto, sua eficácia 

pode ser reduzida quando combinado com determinados insumos, em razão das 

interações químicas e ecológicas estabelecidas no solo, como apontado por Xu et al. 

(2022). 

Em relação à atividade hidrolítica medida pela fluoresceína (FDA), os maiores 

valores foram registrados nos tratamentos que envolveram consórcios com B. subtilis, 

especialmente T+Bs (0,95 µmol p-NP g-1 de solo h-1), seguido por Bs (0,93), B+Bs 

(0,90) e M+Bs (0,90). A atividade hidrolítica também demonstrou interação significativa 

entre tratamentos e semanas, indicando que o comportamento enzimático depende 

do tempo de avaliação (Tabela 13).  

 

Tabela 13. Interação de fatores para a atividade hidrolítica em condição experimental 
de vasos. 

Semanas 
Tatamentos 

F (5%) 
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 0,779C 0,94AB 0,91ABa 0,96Aa 0,99ABa 0,95BCa 0,907AB 10,82** 
7ª 0,770D 0,93AB 0,81CDb 0,81Db 0,92Ab 0,85ABb 0,901BC 18,36** 

F (5%) 0,10ns 0,15ns 11,64** 32,51** 7,30** 13,29** 0,04ns  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 
diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 
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Na 1ª semana, os valores variaram de 0,77 a 0,99, com destaque para os 

tratamentos G+Bs (0,96Aa), T+Bs (0,99ABa) e B+Bs (0,95BCa), que exibiram as 

maiores atividades e diferiram estatisticamente entre si e em relação às demais 

combinações. Esses resultados sugerem que a combinação com bioestimulantes 

promove um estímulo inicial à atividade microbiana, favorecendo reações de hidrólise 

de compostos orgânicos logo após a instalação do experimento. 

O tratamento Bs isolado (0,94AB) também apresentou atividade elevada e 

estatisticamente semelhante aos melhores grupos, reforçando sua capacidade de 

intensificar a atividade enzimática no curto prazo. Por outro lado, o tratamento C+Bs 

(0,91ABa) apresenta desempenho intermediário, enquanto o tratamento Solo 

(controle) mostrou valores consistentemente inferiores. 

Na 7ª semana, observa-se um padrão distinto: houve redução significativa da 

atividade hidrolítica em alguns tratamentos, especialmente em C+Bs (0,81CDb) e 

B+Bs (0,85ABb), que apresentaram queda expressiva e letras minúsculas diferentes 

entre semanas, indicando declínio ao longo do tempo. Essa diminuição sugere 

esgotamento parcial dos substratos mais facilmente hidrolisáveis e estabilização da 

biomassa microbiana, fenômeno típico de sistemas após o período inicial de 

adaptação. 

A análise de variância confirma a presença de efeitos altamente significativos 

para vários tratamentos ao longo do tempo, com valores de F expressivos para C+Bs 

(F = 11,64), G+Bs (F = 32,51), T+Bs (F = 7,30), e B+Bs (F = 13,29), todos com p < 

0,01. Isso demonstra que esses tratamentos apresentam forte resposta temporal, com 

variações acentuadas da atividade hidrolítica entre semanas. No conjunto dos 

tratamentos, também se detecta efeito significativo entre semanas (F = 10,82 na 1ª 

semana e F = 18,36 na 7ª), reforçando a influência do fator temporal. 

A atividade hidrolítica (AH) é amplamente utilizada como indicador da atividade 

metabólica total da microbiota do solo, uma vez que o diacetato de fluoresceína (FDA) 

é hidrolisado por diversas enzimas microbianas, incluindo esterases, lipases e 

proteases (Adam e Duncan, 2001). Dessa forma, a medida da AH permite avaliar a 

capacidade do solo de degradar compostos orgânicos complexos em componentes 

mais simples, refletindo a eficiência metabólica da comunidade microbiana e, 
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consequentemente, a qualidade microbiológica do solo (Adam e Duncan, 2001; 

Mendes et al., 2020).  

A análise da atividade hidrolítica revelou que o tratamento Trichodermil® + 

Bacillus subtilis (T+Bs) apresentou os maiores níveis, com 0,95 µmol p-NP g-1 de solo 

h-1, seguido pelo tratamento com B. subtilis isolado (Bs), que atingiu 0,93 µmol p-NP 

g-1 de solo h-1, ambos significativamente superior ao controle, que registrou 0,77 µmol 

p-NP g-1 de solo h-1. Esses resultados indicam que a aplicação de B. subtilis, 

isoladamente ou em consórcio com Trichoderma spp., pode estimular de forma 

expressiva a atividade biológica do solo, favorecendo a decomposição da matéria 

orgânica e a liberação de nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas. 

Os achados corroboram estudos anteriores, como Souza et al. (2018), que destacam 

a capacidade de Trichoderma spp. em solubilizar nutrientes e acelerar a 

decomposição da matéria orgânica, reforçando o efeito sinérgico observado quando 

combinado com B. subtilis. 

Já a avaliação das populações microbianas, no caso das bactérias totais, 

demonstrou que os maiores valores ocorreram nos tratamentos B+Bs e M+Bs, ambos 

com 2,17 x 10³ UFC mL⁻¹, superando o controle (1,62 x 10³ UFC mL⁻¹). Da mesma 

forma, os fungos totais (FT) também foram favorecidos por consórcios contendo B. 

subtilis, destacando-se os tratamentos T+Bs (78,25 x 10³ UFC mL⁻¹) e B+Bs (75,0 x 

10³ UFC mL⁻¹), todos com níveis significativamente maiores que o controle (Tabela 

11). Além disso, foi observada interação significativa entre os tratamentos e as 

semanas de avaliação, indicando que a dinâmica das populações microbianas é 

influenciada de forma conjunta pelo tipo de tratamento aplicado e pelo período de 

avaliação, evidenciando uma resposta dependente do tempo (Tabela 14). 

 

Tabela 14. Interação de fatores para bactérias totais em condição experimental de 
vasos. 

Semanas 
Tatamentos 

F (5%) 
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 1,9x103ABa 1,3x103BCb 1,4x103BC 1,2x103C 1,7x103BC 1,8x103BCb 2,5x103Aa 9,33** 
7ª 1,2x103BCb 1,8x103Ba 1,8x103B 0,9x103C 1,3x103BC 2,5x103Aa 1,7x103Bb 11,93** 

F (5%) 11,11** 4,49** 3,33ns 2,60ns 3,87ns 9,23** 14,20**  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
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Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 
diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 
 

Na 1ª semana, observou-se um padrão típico de pulso inicial de atividade 

microbiana, com valores variando de 1,2 × 10³ a 2,5 × 10³. O tratamento M+Bs 

apresentou a maior atividade (2,5 × 10³), diferindo estatisticamente dos demais 

tratamentos e indicando forte estímulo inicial à comunidade microbiana. Esse aumento 

sugere altas taxas metabólicas associadas à disponibilidade de substrato lábil, 

favorecendo a síntese e turnover microbiano. 

O controle Solo também apresentou valor elevado (1,9 × 10³ABa), porém 

estatisticamente inferior a M+Bs. Tratamentos como Bs, C+Bs, G+Bs, T+Bs e B+Bs 

apresentaram valores intermediários (1,2–1,8 × 10³), indicando respostas moderadas 

e semelhantes entre si. Essa resposta homogênea entre tratamentos intermediários 

indica que, no momento inicial, a composição do bioinsumo influencia menos que a 

disponibilidade geral de matéria orgânica e nichos microbianos recém-alterados. Os 

valores de F (9,33, p < 0,01) confirmam diferenças altamente significativas entre 

tratamentos na primeira avaliação. 

Na 7ª semana, observa-se uma redistribuição da atividade microbiana, com 

alguns tratamentos mantendo ou aumentando seus valores, enquanto outros 

apresentam queda acentuada. O tratamento M+Bs manteve elevada atividade (1,7 × 

10³), porém significativamente menor que na 1ª semana, indicando consumo dos 

substratos mais lábeis e estabilização da biomassa microbiana. 

O tratamento Solo exibiu ligeira redução (1,2 × 10³), comportamento 

semelhante ao de C+Bs e G+Bs, que mostraram valores entre 0,9 e 1,8 × 10³. Essa 

redução generalizada é típica de sistemas em que os microrganismos já utilizam a 

maior parte dos recursos facilmente degradáveis, entrando em fase metabólica mais 

lenta. 

Por outro lado, o tratamento B+Bs apresentou a maior resposta temporal, com 

aumento significativo (de 1,8 × 10³ para 2,5 × 10³), sugerindo que sua composição 

promove liberação gradual de compostos, sustentando a atividade microbiana ao 

longo do tempo. O F referente às semanas (11,93, p < 0,01) confirma que os efeitos 

temporais são altamente significativos. 
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A análise das populações microbianas revelou que a aplicação de Bacillus 

subtilis, isoladamente ou em consórcio com outros insumos, exerceu influência 

significativa sobre a microbiota do solo. Em relação às bactérias totais (BT), os 

maiores valores foram observados nos tratamentos que combinaram Mix de insumos 

+ B. subtilis (M+Bs) e Biozyme + B. subtilis (B+Bs), ambos apresentando 2,17 x 10³ 

UFC mL⁻¹ (Tabela 11). 

Esses resultados indicam que tais combinações criam um ambiente favorável 

à proliferação bacteriana e estimulam o metabolismo microbiano. Em contraste, o 

tratamento G+Bs apresentou valor significativamente menor, 1,07 x 10³ UFC mL⁻¹, 

sugerindo possíveis efeitos inibitórios ou toxicos deste insumo sobre as bactérias do 

solo. Tais achados estão em concordância com Aviz et al. (2025), que destacam a 

capacidade de B. subtilis em estimular a atividade microbiana por meio da produção 

de substâncias bioativas e enzimas que favorecem o desenvolvimento de 

comunidades benéficas. 

Quanto às populações de fungos totais (FT), os maiores valores foram 

registrados nos tratamentos T+Bs (Trichodermil + B. subtilis), 78,25 UFC mL⁻¹ e B+Bs 

75,0 UFC mL⁻¹, evidenciando que a presença do fungo Trichoderma spp., associada 

a B. subtilis ou a bioestimulantes como Biozyme, favorece o desenvolvimento de 

comunidades fúngicas benéficas. Por outro lado, os tratamentos Controle (Solo), Bs, 

G+Bs e M+Bs apresentaram os menores valores de FT, 52,87 e 52,75 UFC mL⁻¹, 

respectivamente, possivelmente devido à presença da piraclostrobina, fungicida 

presente em ambos os insumos, cuja ação, combinada à complexidade do mix, pode 

gerar efeitos competitivos ou inibitórios sobre a microbiota fúngica. 

Deste modo a variável FT apresentou interação significativa entre tratamentos 

e semanas, revelando que sua dinâmica depende tanto do tipo de manejo aplicado 

quanto do tempo decorrido após a instalação do experimento (Tabela 15). 

 

Tabela 15. Interação de fatores para fungos totais em condição experimental de 
vasos. 

Semanas 
Tatamentos 

F (5%) 
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 58,50Ba 36,25Db 37,0CDb 47,75BCb 90,0Aa 83,0Aa 45,25CDb 75,82** 
7ª 49,75Db 71,75Ba 91,50Aa 58,0CDa 66,50BCb 67,0BCb 60,25CDa 28,08** 

F (5%) 6,17* 101,64** 239,56** 8,47** 44,54** 20,65** 18,15**  
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Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 
diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 

 

Na 1ª semana, observaram-se diferenças marcantes entre os tratamentos, com 

destaque para T+Bs, que apresentou a maior atividade (90,0), indicando um estímulo 

metabólico imediato e intenso, seguido por B+Bs (83,0). Esses dois tratamentos 

formaram o grupo de maior resposta inicial, sugerindo a presença de compostos 

rapidamente assimiláveis pelos microrganismos. Em contrapartida, tratamentos como 

Bs e C+Bs exibiram os menores valores nessa fase (36,25 e 37,0 respectivamente), 

enquanto o tratamento Solo apresentou comportamento intermediário (58,50). O efeito 

global dos tratamentos na semana inicial foi confirmado pelo valor significativo de F 

(7,53**, p < 0,01). 

Na 7ª semana, houve uma reconfiguração completa do padrão observado 

inicialmente. O tratamento C+Bs apresentou o maior valor (91,50), superando 

drasticamente o desempenho observado na 1ª semana e tornando-se o principal 

estimulador tardio da variável FT. O tratamento Bs também apresentou aumento 

substancial ao longo do tempo (71,75Ba), sugerindo que sua ação depende da 

estabilização da comunidade microbiana no solo. Por outro lado, tratamentos que 

apresentaram elevadas respostas iniciais, como T+Bs e B+Bs, sofreram reduções 

expressivas na 7ª semana, caindo para 66,50 e 67,0, respectivamente, evidenciando 

um efeito de curta duração associado provavelmente ao consumo rápido dos 

substratos mais lábeis. O tratamento Solo também apresentou decréscimo (49,75), 

embora de menor magnitude que os tratamentos inicialmente mais responsivos. 

A significância estatística dos efeitos ao longo do tempo foi reforçada pelos 

elevados valores de F observados para vários tratamentos, destacando-se 

especialmente C+Bs (239,56**) e Bs (101,64**), que exibiram os maiores contrastes 

entre semanas. De forma geral, a dinâmica temporal da variável FT sugere que alguns 

tratamentos exercem efeito imediato, porém transitório, enquanto outros apresentam 

resposta mais lenta e sustentada, evidenciando mecanismos distintos de liberação e 
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utilização de substratos, além de diferenças na adaptação e no metabolismo da 

comunidade microbiana do solo. 

Quanto às bactérias fixadoras de nitrogênio (BN), observou-se que os maiores 

valores ocorreram na primeira semana, com declínio nos períodos avaliados. Entre os 

tratamentos, T+Bs (3,7 x 10³ UFC mL⁻¹) e B+Bs (3,1 x 10³ UFC mL⁻¹) apresentaram 

os melhores resultados, demonstrando que esses consórcios favoreceram condições 

mais adequadas para a manutenção inicial das comunidades. O controle apresentou 

valor de 2,6 x 10³ UFC mL⁻¹, enquanto Bs apresentou redução para 1,8 x 10³ UFC 

mL⁻¹, indicando que a inoculação isolada com B. subtilis pode ter promovido 

competição com as bactérias fixadoras. Além disso a variável BN apresentou 

interação significativa entre tratamentos e semanas, indicando que sua dinâmica 

microbiológica depende fortemente do tempo de avaliação e do manejo aplicado. Na 

1ª semana, os valores foram relativamente elevados, refletindo um pulso metabólico 

inicial típico de sistemas recém-perturbados (Tabela 16).  

 

Tabela 16. Interação de fatores para bactérias fixadoras de nitrogênio em condição 
experimental de vasos. 

Semana
s 

Tatamentos 
F (5%) 

Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs 

1ª 4,4x103ABC
a 

2,6x103DE
a 

1,9x103

E 
3,5x103CDE
a 

5,9x103A
a 

5,3x103AB
a 

3,7x103BCD
a 

14,58*
* 

7ª 0,7x103b 1,0x103b 1,2x103 0,5x103b 1,5x103b 1,0x103b 1,4x103b 0,86ns 

F (5%) 46,65** 8,16** 1,28ns 38,84** 69,23** 65,18** 18,29**  

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis). 
Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) comparando o 
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiúsculas diferentes nas mesmas linhas indicam 
diferenças (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nível de 
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Não significativo pelo teste F. 

 

O tratamento T+Bs exibiu o maior valor (5,9 × 10³Aa), seguido por B+Bs (5,3 × 

10³) e pelo controle Solo (4,4 × 10³), formando o grupo de maior atividade microbiana 

inicial. Esses resultados sugerem que tais tratamentos disponibilizaram substratos 

rapidamente assimiláveis, promovendo intensa resposta metabólica nas primeiras 

etapas do experimento. Em contraste, os menores valores foram observados em 

C+Bs (1,9 × 10³) e G+Bs (3,5 × 10³), indicando menor estímulo inicial à comunidade 

microbiana. 



64 
 

Na 7ª semana, entretanto, verificou-se uma queda drástica da variável BN em 

praticamente todos os tratamentos, revelando forte efeito temporal sobre essa 

atividade microbiana. Os valores se reduziram para níveis entre 0,5 × 10³ e 1,5 × 10³, 

com destaque para o tratamento T+Bs, que, embora ainda apresentasse o maior valor 

(1,5 × 10³), registrou grande declínio em relação à semana inicial. A magnitude dessa 

redução sugere consumo acelerado dos substratos lábeis presentes nos primeiros 

dias, seguido de estabilização metabólica e provável limitação energética para as 

populações microbianas responsáveis pela função avaliada. O tratamento Solo, que 

havia apresentado alto valor inicial, também sofreu queda pronunciada (0,7 × 10³), 

comportamento replicado pela maioria dos tratamentos. 

Os valores de F reforçam a forte influência temporal sobre essa variável, 

especialmente para os tratamentos Solo (46,65), G+Bs (38,84), T+Bs (69,23) e B+Bs 

(65,18), todos com elevada significância estatística, o que evidencia contrastes 

marcantes entre as duas semanas. Essa resposta temporal acentuada mostra que a 

atividade associada a BN é altamente sensível à disponibilidade inicial de recursos e 

tende a declinar à medida que o sistema entra em fase de estabilização microbiana. 

O F geral para a 1ª semana (14,58, p < 0,01) confirma que o efeito do tempo domina 

a variação observada, enquanto a ausência de significância na comparação entre 

tratamentos da 7ª semana (F = 0,86) demonstra que, após o pico inicial, os 

tratamentos convergem para um comportamento semelhante. 

As bactérias fixadoras de nitrogênio (BN) apresentaram comportamento 

diferenciado, com maior abundância nos tratamentos T+Bs e B+Bs, atingindo 3,7 x 

10³ e 3,1 x 10³ UFC mL⁻¹, respectivamente. Esses resultados evidenciam a influência 

positiva da interação entre Trichoderma spp. e B. subtilis na manutenção de 

comunidades diazotróficas, em concordância com Santos et al. (2017), que 

descrevem o papel de Trichoderma spp. na promoção da saúde do solo e crescimento 

vegetal, enquanto B. subtilis favorece a fixação biológica de nitrogênio. Em 

contrapartida, o tratamento C+Bs apresentou redução na população de BN, 

possivelmente devido à presença do fungicida piraclostrobina, que pode afetar 

negativamente as bactérias diazotróficas. 

Esses achados demonstram que, embora B. subtilis seja altamente eficiente 

em estimular a atividade da desidrogenase e o desenvolvimento microbiano quando 
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aplicado isoladamente, sua combinação com determinados insumos deve ser 

cuidadosamente avaliada. Interações sinérgicas ou inibitórias podem modificar 

significativamente a dinâmica metabólica e estrutural da comunidade microbiana do 

solo.  

Além disso, a resposta da microbiota pode variar conforme as condições de 

cultivo, sendo diferentes entre experimentos conduzidos em vasos (semi-campo) e 

sistemas agrícolas em campo aberto, onde fatores abióticos como temperatura, 

umidade, difusão de nutrientes e dinâmica do solo podem intensificar ou atenuar 

efeitos sinérgicos ou inibitórios entre microrganismos e insumos (Clark e Tilman, 

2017). 

Os resultados reforçam que consórcios microbianos envolvendo B. subtilis e 

Trichoderma spp., ou a combinação de B. subtilis com bioestimulantes, criam 

condições favoráveis para o crescimento de bactérias, fungos e bactérias fixadoras 

de nitrogênio, promovendo maior eficiência metabólica, decomposição da matéria 

orgânica e fertilidade biológica do solo. Entretanto, a presença de fungicidas e a 

complexidade dos mix de insumos podem gerar efeitos inibitórios específicos, 

evidenciando a necessidade de escolha criteriosa dos consórcios e produtos 

aplicados. 

 

4.4. Atividade respiratória em microcosmos 

 

O tratamento com Biozyme® e Trichodermil® inicia com altas taxas, porém 

rapidamente diminuem, logo na segunda semana de avaliação. Um padrão geral 

observado com a maioria dos tratamentos (Solo, Bs, B+Bs, C+Bs, G+Bs e M+Bs) com 

uma estabilidade entre a primeira e segunda semana, seguidas por inversões, os que 

iniciam em baixa, depois da segunda semana tendem a aumentar, enquanto os que 

iniciam em alta tendem a diminuir no mesmo período (Figura 7). 
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Figura 7. Análise da atividade respiratória em condição de microcosmos ao longo do 
período experimental. 
Fonte: Autor. 

 

Com o passar do tempo, notou-se uma estabilização na atividade respiratória, 

o que indica que a comunidade microbiana começou se adaptar às novas condições 

impostas pelos herbicidas (Martins et al., 2025) e agroquímicos avaliados. Essa 

capacidade de adaptação pode se manifestar por meio de resistência ou tolerância a 

esses compostos, permitindo que B. subtilis e demais microrganismos ajuste seu 

padrão de atividade respiratória. 

A aplicação de produtos como o Trichodermil® e o Biozyme® pode ter 

proporcionado uma liberação gradual de nutrientes que os microrganismos utilizam 

(Niu et al., 2021), estabilizando assim a atividade respiratória. Quando os nutrientes 

estão disponíveis de forma constante, a atividade microbiana pode se tornar mais 

equilibrada, levando a uma menor flutuação na produção de CO2. Esses insumos 

podem ter favorecido o crescimento de determinadas comunidades microbianas que 

são mais eficientes em utilizar o carbono disponível sem gerar quantidades excessivas 

de CO2. A competição entre microrganismos por recursos pode ter sido afetada, 

permitindo que populações mais estáveis se estabelecessem. 
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Os insumos aplicados também podem ter exercido algum efeito inibitório sobre 

microrganismos que, em condições normais, produziriam maiores quantidades de 

CO₂, o que contribuiria para a estabilidade observada entre a primeira e a segunda 

semana. Além disso, é possível que esses insumos tenham provocado um efeito de 

choque na comunidade microbiana, alterando sua dinâmica, liberando nichos e 

disponibilizando materiais que favorecem a sucessão microbiana. Ademais, a 

aplicação de insumos pode ter aumentado a biomassa microbiana, permitindo uma 

utilização mais eficiente do carbono, que passa a ser incorporado à biomassa em vez 

de ser liberado na forma de CO₂. Esse mecanismo explicaria o menor acúmulo de 

carbono liberado como CO₂. 

Não houve diferença significativa na atividade respiratória entre os tratamentos 

Solo, Bs, C+Bs, G+Bs e Mix+Bs, o que sugere que os microrganismos do solo foram 

capazes de utilizar insumos como Comet® e Gamit® como fontes de carbono sem que 

isso afetasse significativamente a taxa de respiração microbiana. Estudos anteriores 

também relataram aumento no acúmulo de CO2 em experimentos com microcosmos 

contaminados com herbicidas em comparação com o controle (Huang et al., 2021). 

Em outro estudo, Wardle e Parkison (1990) investigaram a respiração 

microbiana em solos tratados com três herbicidas pós-emergentes (2,4-D, picloram e 

glifosato) nas concentrações de 0, 2, 20 e 200 μg g-1. Os resultados mostraram que 

todos os herbicidas causaram um aumento na respiração microbiana, mas apenas por 

um período de 9 dias após a aplicação e somente para concentrações de 200 μg g-1. 

Isso sugere que a produção de CO2 está relacionada à decomposição direta dos 

herbicidas no solo. 

Esses resultados corroboram a ideia de que a atividade microbiana e a 

respiração do solo são influenciadas pela presença de insumos agrícolas, conforme 

demonstrado nos estudos de Wardle e Parkison (1990) e Huang et al. (2021). Os 

herbicidas podem impactar significativamente a microbiota do solo, afetando a 

comunidade de espécies, mas no geral um efeito positivo é observado, após um curto 

período (Martins et al., 2025). Esses compostos químicos podem inibir a atividade de 

microrganismos sensíveis e alterar a pressão competitiva e a disponibilidade de 

nutrientes, levando a um desequilíbrio na comunidade microbiana (Martins et al., 

2025).  
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Nas primeiras semanas após a aplicação, B. subtilis pode se tornar mais ativo 

devido à liberação de nutrientes decorrente da decomposição de microrganismos 

afetados, resultando em uma menor variabilidade na atividade respiratória, já que sua 

contagem e atividade aumentadas uniformizam as respostas entre diferentes 

tratamentos (Martins et al., 2025). 

Com o tempo, observa-se uma estabilização da atividade respiratória, 

sugerindo que a comunidade microbiana começa a se adaptar às condições alteradas 

pelos insumos. Essa adaptação pode ser manifestada pela resistência ou tolerância a 

esses compostos, permitindo que B. subtilis ajuste seu padrão de atividade 

respiratória (Han et al., 2006).  

 

4.5. Avaliação biométrica 

 

A partir dos resultados obtidos é possível verificar alterações em alguns 

parâmetros biométricos, como altura, número de folhas; massa fresca aérea. Porém 

foi observado que alguns parâmetros não foram alterados como comprimento da raiz, 

massa fresca da raiz, massa seca aérea e massa seca da raiz (Tabela 17). 
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Tabela 17. Resultados do teste estatístico para as variáveis biométricas. 

Insumos 
Alt. 
(cm) 

NF 
(cm) 

CR 
(cm) 

MFA 
(g) 

MFR 
(g) 

MSA 
(g) 

MSR 
(g) 

Sol 42,25ab 5,25ab 10,37 1,73ab 0,52 0,61 0,36 
Bs 60,87ab 5,75a 14,27 2,31ab 0,30 0,81 0,21 
C+Bs 49,95ab 4,50ab 12,62 1,74ab 0,15 0,67 0,05 
G+Bs 47,00ab 4,25ab 14,25 1,08ab 0,13 0,42 0,07 
T+Bs 36,95b 3,75ab 8,75 0,73b 0,12 0,32 0,06 
B+Bs 64,50ab 5,25ab 17,37 3,34a 0,40 1,03 0,27 
M+Bs 71,55a 5,25ab 16,25 3,29a 0,19 1,04 0,11 

F (5%) 3,88** 3,09* 1,09ns 4,05* 2,48ns 2,58ns 1,61ns 
CV 24,03 16,50 44,10 29,63 26,98 47,81 23,60 
DMS (5%) 29,44 1,84 13,65 2,32 0,44 0,035 0,19 

Legenda: pH (potencial hidrogeniônico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase); 
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolítica) µmol p-NP g-1 de solo h-1; BT (bactérias totais) 
UFC mL⁻¹; FT (fungos totais) UFC mL⁻¹; BN (bactérias fixadoras de nitrogênio); Solo: (Controle); Bs 
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + 
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis); Alt. (Altura), NF 
(Número de Folhas); CR (Comprimento de Raíz); MFA (Massa Fresca Aérea); MFR (Massa Fresca da 
Raíz); MSA (Massa Seca Aérea); MSR (Massa Seca Raíz). 
Médias seguidas de mesma letra, não diferem pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. * 
e ** = Significativo ao nível de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F. NS = Não significativo pelo teste 
F. CV (%) = Coeficiente de variação. 
Fonte: Autor. 

 

A avaliação dos parâmetros biométricos da cana-de-açúcar mostrou que os 

tratamentos contendo B. subtilis isolado (Bs), bem como sua combinação com 

Biozyme® (B+Bs) e com o Mix de insumos (M+Bs. O tratamento M+Bs, por exemplo, 

apresentou a maior altura média (71,55 cm), seguido de B+Bs (64,50 cm) e Bs (60,87 

cm). Esses resultados indicam que B. subtilis exerceu influência positiva no 

crescimento inicial das plantas, fenômeno amplamente relatado na literatura, uma vez 

que esse microrganismo atua como promotor de crescimento vegetal (PGPB), 

estimulando a absorção de nutrientes, produção de fitormônios e aumento da 

tolerância a estresses (Di et al., 2023; Fonseca et al., 2022). 

O aumento da altura observado principalmente em Bs (60,87 cm), B+Bs (64,50 

cm) e M+Bs (71,55 cm) é coerente com estudos que apontam que B. subtilis pode 

estimular a elongação caulinar por meio da produção de ácido indolacético (AIA), 

melhoria da disponibilidade de nitrogênio e solubilização de fósforo, promovendo 

maior vigor no estabelecimento da cultura (Singh et al., 2020). A literatura sobre cana-

de-açúcar confirma que respostas positivas tendem a ocorrer no estágio inicial, 

especialmente quando há boa colonização radicular (Singh et al., 2020). 



70 
 

Por outro lado, o tratamento contendo Trichodermil® associado a B. subtilis 

(T+Bs) apresentou os menores valores de crescimento em quase todos os parâmetros 

biométricos, incluindo altura (36,95 cm), CR (8,75 cm), MFA (0,73 g) e MSA (0,32 g). 

Esse resultado pode estar relacionado a interações negativas entre microrganismos, 

fenômeno já registrado em estudos de compatibilidade microbiana. Dependendo da 

formulação, algumas espécies de Trichoderma podem competir com Bacillus pela 

colonização da rizosfera ou produzir compostos antifúngicos/bacteriostáticos que 

reduzem o desempenho de outras cepas (Jensen et al., 2024). Isso reforça a 

necessidade de avaliar previamente a compatibilidade entre bioinsumos antes do uso 

em conjunto. 

A análise do número de folhas (NF) apresentou variação entre 3,75 e 5,75 

folhas, sem diferenças estatísticas significativas a 5% de significância. Isso sugere 

que esse parâmetro é menos sensível à influência dos microrganismos no início da 

cultura, conforme relatado em experimentos com cana-de-açúcar em vasos e em 

campo (Prado, 2008). A literatura indica que a emissão de folhas na cana geralmente 

é mais impactada por condições nutricionais e de umidade do solo do que pela 

aplicação de bioinoculantes. 

Assim, os resultados demonstram que a biomassa aérea e o desenvolvimento 

radicular foram os parâmetros mais responsivos aos tratamentos, especialmente à 

presença de B. subtilis, isolado ou combinado. Os efeitos benéficos observados são 

compatíveis com os mecanismos fisiológicos e bioquímicos atribuídos a PGPB, como 

produção de fitormônios, maior eficiência na absorção de N, P e K, e indução de 

resistência sistêmica (Taiz et al., 2017; Qiu et al., 2022). De forma geral, nota-se que 

o desempenho biométrico inicial da cana é influenciado pela interação entre 

microrganismos, tipo de insumo aplicado e respostas fisiológicas específicas da 

cultura. 

 

4.6. Avaliação dos nutrientes foliares 

 

Foram observados importantes interações dos tratamentos com a análise de 

teores de nitrogênio absorvidas pelas plantas. A Tabela a seguir apresenta os teores 
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de nitrogênio foliar em cana-de-açúcar submetidas a diferentes tratamentos (Tabela 

18). 

 

Tabela 18. Teores de nitrogênio foliar em cana-de-açúcar, submetidas a diferentes 
tratamentos. 

Tratamentos  Média*(mg kg-1) 

Solo (Controle) 845,83  ab 
Bs 968,33  ab 
C+Bs 810,83  b 
G+Bs 1003,33 a 
T+Bs 863,33  ab 
B+Bs 810,83  b 
M+B 828,33  ab 

DMS(5%) 186,6253 
Legenda: Bs: B. subtilis; C+Bs: Comet® + B. subtilis; G+Bs: Gamit® + B. subtilis; T+Bs: Tricodermil® 
+ B. subtilis; B+Bs: Biozyme® + B. subtilis; M+B: Mix de insumos + B. subtilis. Médias seguidas de 

mesma letra, não diferem pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
 

A análise dos teores de nitrogênio foliar apresentados na Tabela 8 demonstra 

que os tratamentos G+Bs, T+Bs, M+B, Solo e Bs foram superiores. Porém, o 

tratamento G+Bs apresentou o maior valor absoluto (1003,33 mg kg⁻¹), diferindo 

apenas dos tratamentos B+Bs e C+Bs. Esse comportamento é coerente com estudos 

em cana-de-açúcar que mostram que espécies de Bacillus podem melhorar a 

absorção de nutrientes e o desempenho fisiológico da planta, porém com respostas 

altamente dependentes da cepa utilizada, das condições ambientais e do manejo 

experimental (Fonseca et al., 2022; Di et al., 2023). 

A literatura também reforça que a atuação de biofertilizantes na eficiência do 

uso de nitrogênio pode ser positiva, mas não é uniforme entre sistemas de cultivo, 

sendo modulada por formulação, dosagem e interação com o ambiente (Qiu et al., 

2022). Assim, a ausência de aumento estatístico significativo no teor de N (comparado 

ao controle) no presente estudo não contradiz o potencial agronômico dos inóculos, 

mas evidencia que seus efeitos dependem da compatibilidade entre microrganismo, 

produto e condições de aplicação (Di et al., 2023). 

Outro ponto relevante é a possível interferência de agroquímicos na 

sobrevivência e atividade de microrganismos benéficos. A compatibilidade relata que 

fungicidas e outros insumos podem reduzir a colonização microbiana e suprimir efeitos 

esperados de inoculantes (Jensen et al., 2024). Esse cenário é consistente com a 
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hipótese de que determinados insumos utilizados como produtos com ação fungicida 

podem ter limitado o desempenho de B. subtilis, contribuindo para a ausência de 

diferenças significativas nos teores de N. 

Além disso, a nutrição mineral da cana-de-açúcar é fortemente influenciada 

pela elevada demanda por macronutrientes, especialmente nitrogênio e potássio, bem 

como por micronutrientes como cobre e molibdênio, que participam diretamente de 

processos fisiológicos e da fixação biológica de nitrogênio (Silva e Cruz, 2021). Dessa 

forma, o padrão observado no experimento, com menor acúmulo de K e Cu (Figura 9) 

do que em N, é fisiologicamente plausível, indicando que a dinâmica nutricional da 

cultura é multivariada e não necessariamente sensível às mesmas intervenções em 

todos os elementos. 

Em conjunto, os resultados sugerem que os efeitos dos tratamentos avaliados 

sobre o teor foliar de N foram modulados por múltiplos fatores, incluindo 

compatibilidade bioquímica entre produtos, sensibilidade microbiana a insumos 

químicos e exigências nutricionais específicas da cultura. Esses achados reforçam a 

necessidade de uma abordagem integrada de manejo, que considere 

simultaneamente inoculantes, fertilizantes e o contexto químico–biológico do 

ambiente de cultivo. 

 

4.7. Análise dos elementos acumulados nas folhas 

 

Não foram detectados valores significativos de diferença entre os tratamentos 

para os parâmetros avaliados, embora o p-valor significativo de 0,032 para o cálcio 

(Ca) na análise de variância (ANOVA) sugira diferenças gerais entre os grupos, o teste 

de Tukey não identificou diferenças estatisticamente significativas quando avaliado a 

um nível de confiança de 5% (Figura 8).  
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Figura 8. Valores Médios de elementos metálicos avaliados ao final do experimento 
em condições de vaso. 

Legenda: Solo: (Controle); S+Bs (Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + 
B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos 
+ B. subtilis).  

 
 

Parte desse fato, se deve ao número limitado de avaliações realizadas em 

duplicata, isso representa uma limitação da própria técnica. Assim, é importante 

considerar que a análise elementar pelo método de absorção atômica é um método 

de custo elevado e, por isso, comumente envolve o uso de um número reduzido de 

amostras. Dessa forma, o padrão usual de execução de análises nessa metodologia 

é a realização de apenas duas repetições por variável. Essa abordagem não somente 

reduz os custos associados, mas também é uma prática comum que limita a 

capacidade dos testes post hoc de detectar variações específicas entre os grupos. 

Com isso, embora a ANOVA sugira variação, a baixa replicação e os custos elevados 

associados à técnica comprometem a robustez das conclusões sobre diferenças 

individuais. 

Para observar diferenças entre os grupos, muitas vezes ocultas, análises 

multiparamétricas devem ser aplicadas, com isso a análise de elementos nas folhas 
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destinada a verificação de macro e micronutrientes em espectrômetro de absorção 

atômica identificou a formação de 7 clusters (associações) entre os tratamentos para 

as condições avaliadas (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Análise de clusters para a avaliação de macro e micronutrientes metálicos 
em plantas submetidas a tratamentos químicos e biológicos. 

 

Os clusters, indicam que os tratamentos com B. subtilis isolado e o Trichodermil 

apresentam características semelhantes ao observarmos todos os elementos. Esses 

juntos, apresentam-se próximo relacionados ao solo (controle) com a formação de um 

3º cluster, seguido pelo mix de produtos, que se assemelha aos demais supracitados. 

O cluster mais distnate do agrupamento é formado por Comet e Gamet (4º 

cluster), juntos associam-se a Biozyme (5º cluster), que são compostos 

exclusivamente por agroquímicos. Esse comportamento indica que as características 

do solo se diferem entre os tratamentos químicos e biológicos. 

Deste modo, nota-se que ao avaliar individualmente os valores, não é possível 

notar certas nuances do comportamento dos tratamentos, enquanto a análise 

multiparamétrica revela importantes diferenças entre o tratamento.  

A análise dos dados obtidos por meio do mapa de calor permitiu observar que 

os diferentes tratamentos aplicados influenciaram de maneira distinta a absorção de 

macro e micronutrientes pelas gemas de cana-de-açúcar cultivadas em vasos. De 

modo geral, verificou-se que B. subtilis, seja isoladamente ou em combinação com 

agroquímicos, exerceu impacto significativo no padrão de acúmulo de nutrientes, 
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corroborando seu papel como microrganismo promotor de crescimento vegetal, 

conforme relatado na literatura (Hashem et al., 2019). 

O Magnésio (Mg), o Cálcio (Ca) e o Zinco (Zn) foram elementos incorporados 

em menores quantidades em todos os tratamentos, sendo que tanto o Mg quanto o 

Ca são considerados macronutrientes e devem estar presentes em grandes 

quantidades na planta (Freire, 2001). Assim verifica-se um aumento desses elementos 

nos tratamentos com biológicos associados como nos tratamentos T+Bs, Solo+Bs.  

Os tratamentos compostos apenas por solo ou solo associado a B. subtilis 

apresentaram padrões nutricionais semelhantes, principalmente em relação à 

incorporação de cobre (Cu). Isso se deve ao fato de que espécies do gênero Bacillus 

possuem capacidade reconhecida de mobilizar metais de transição por meio da 

produção de sideróforos e ácidos orgânicos, o que aumenta a biodisponibilidade de 

elementos como Cu, Fe e Mn (Saxena et al., 2020). A similaridade observada entre o 

tratamento contendo apenas os bacilos e aquele contendo B. subtilis associado ao 

Trichodermil® reforça o entendimento de que a combinação desses dois 

microrganismos tende a modular processos fisiológicos sem alterar drasticamente a 

incorporação de nutrientes, como também demonstrado por Costa et al. (2022), que 

observaram sinergias no crescimento, mas não necessariamente em acúmulo 

nutricional. 

Os tratamentos contendo os bioinsumos Biozyme®, Comet® e Gamit® 

destacaram-se pela maior incorporação de potássio (K) e cobre (Cu). O potássio é um 

macronutriente essencial envolvido na regulação osmótica, ativação enzimática e 

transporte de fotoassimilados, sendo particularmente relevante em espécies como a 

cana-de-açúcar, que demandam elevadas quantidades desse elemento para sua 

produção primária e translocação de açúcares (Taiz et al., 2017; Prado, 2008). A maior 

absorção de Cu nesses tratamentos pode estar relacionada à presença de 

substâncias húmicas e bioativos presentes em produtos como Biozyme® e Gamit®, 

os quais favorecem a complexação e mobilização de micronutrientes no solo 

(Canellas e Olivares, 2014). Além disso, B. subtilis amplifica o efeito desses insumos 

por estimular a proliferação de raízes finas e aumentar a capacidade de troca catiônica 

na rizosfera, o que reforça o acúmulo de micronutrientes metálicos (Saharan e Nehra, 

2011). 
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Por outro lado, o tratamento contendo a mistura de todos os insumos avaliados 

(Mix) apresentou menor incorporação de K e níveis reduzidos de alguns 

micronutrientes quando comparado aos demais. Esse comportamento pode estar 

relacionado a possíveis interações antagônicas entre os compostos utilizados 

simultaneamente, resultando em competição química, alterações no pH e saturação 

de moléculas bioestimulantes que acabam por interferir negativamente nos processos 

de absorção radicular. Conforme descrito por Meena et al. (2017), a combinação 

indiscriminada de bioinsumos e agroquímicos pode reduzir a eficiência de 

microrganismos benéficos, inibindo sua atividade metabólica e, consequentemente, a 

absorção de nutrientes. 

De forma integrada, os resultados revelam que o potássio e o cobre foram os 

elementos com maior variação entre os tratamentos. O papel fisiológico desses 

nutrientes explica sua sensibilidade às intervenções experimentais. O K, além de ser 

importante para processos osmóticos e ativação enzimática, está diretamente 

envolvido no transporte de sacarose, o principal produto metabólico da cana-de-

açúcar (Taiz et al., 2017). O Cu, por sua vez, atua como cofator em reações de 

oxidorredução, participa da fotossíntese (especialmente na plastocianina) e 

desempenha funções essenciais na defesa antioxidante e lignificação (Yruela, 2009; 

Briat et al., 2007). 

A análise do agrupamento hierárquico demonstrou a formação de dois grandes 

grupos: (i) tratamentos sem bioinsumos químicos ou com poucas combinações (solo, 

B. subtilis, e Trichodermil®), cujas respostas se assemelham ao controle; e (ii) 

tratamentos contendo bioestimulantes comerciais (Biozyme®, Comet®, Gamit® e Mix), 

que apresentaram respostas nutricionais mais pronunciadas.  

Assim, os resultados do presente estudo demonstram que B. subtilis, quando 

associado a determinados bioinsumos, potencializa a absorção de nutrientes 

essenciais e favorece ajustes metabólicos que podem ser desejáveis na produção de 

mudas de cana-de-açúcar. No entanto, a utilização conjunta de múltiplos produtos 

(Mix) pode ser contraproducente, reforçando a necessidade de manejo criterioso no 

uso combinado de bioestimulantes e microrganismos benéficos. 

A visualização dos dados por meio de um mapa de calor mostra que os teores 

de nutrientes variaram ao longo dos tratamentos com o tratamento controle 
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apresentando altos índices apenas de Cobre. O tratamento com Solo e B. subtilis se 

assemelharam com o Trichodermil®, ambos se apresentaram mais proximamente 

relacionados ao controle. Esses três primeiros tratamentos se correlacionam ao Mix 

(mistura de produtos) com altas taxas de Ferro (Fe) sendo incorporadas, porém com 

baixas taxas de potássio (K). O potássio foi mais incorporado pelos tratamentos 

Biozyme®, Comet®, Gamit®, o Mix causou a menor incorporação deste elemento na 

planta e se manteve igual para os demais. O potássio é um macronutriente crítico com 

atuação na regulação osmótica, ativação de enzimas, transporte de nutrientes e 

síntese de carboidratos (Jiadosk et al., 2011). 

Além disso o potássio e o cobre foram os elementos mais incorporados pelas 

plantas dos tratamentos, mesmo que estes não apresentem uma correlação direta em 

termos de fisiologia vegetal, ambos são necessários e desempenham importantes 

papeis no crescimento e desenvolvimento. O cobre é um micronutriente essencial que 

desempenha um papel em várias funções metabólicas, incluindo a síntese de clorofila, 

a ativação de enzimas e a resistência a patógenos. O cobre é fundamental para 

processos relacionados ao metabolismo de carboidratos, lignificação e defesa contra 

estresses oxidativos (Taiz et al., 2017). 

As gramíneas em geral necessitam de altas taxas de ferro quando comparadas 

a outras culturas, a cana-de-açúcar acumula cerca de 9 kg ha-1 (Prado, 2008), deste 

modo os tratamentos com mix de produtos e a associação T+Bs favoreceram seu 

acúmulo. Sendo o ferro um elemento essencial na composição da molécula da 

clorofila, além disso possui função catalisadora da respiração, fotossíntese e de outros 

sistemas enzimáticos (MadhurI et al., 2013); e aumenta a produtividade, assim está 

também relacionado à qualidade nutricional dos produtos vegetais (Briat et al., 2007). 

 

4.8. Perfil Metabólico  

 

Com a identificação de diversos padrões nutricionais diferentes entre os 

tratamentos, é possível verificar o estado metabólico da cana-de-açúcar com alguns 

ácidos orgânicos aparecendo em grandes quantidades, como é o caso do ácido trans-

aconítico. Grande parte destes são responsáveis por Osmorregulação; Atividade 
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Antioxidante; Metabolismo energético; Sinalização e regulação gênica intra e 

interespecífica (Khan et al., 2020) (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Concentração de metabólitos em cana-de-açúcar submetidos a diferentes 
tratamentos de insumos. 

 
Legenda: T1: Controle; T2: B. subtilis; T3: Comet® + B. subtilis; T4: Gamit® + B. subtilis; T5: 
Tricodermil® + B. subtilis; T6: Biozyme® + B. subtilis; T7: Mix de insumos + B. subtilis. 

 

A análise dos metabólitos em diferentes tratamentos revela importantes 

aspectos da interação de B. subtilis e agroquímicos. Ao serem observados os 

aminoácidos, observou-se uma variação significativa nos níveis de asparagina, que 

foram máximos no tratamento controle (T1) e permanecem elevados em T5 e T6, mas 

sofrem uma redução acentuada em T3 e T4, quando B. subtilis foi utilizado os 

agroquímicos.  

Essa redução pode ser interpretada como um indicativo de que B. subtilis, em 

combinação com agroquímicos, promove maior utilização da asparagina, 

possivelmente através de assimilação de amônia e a intensificação na síntese proteica 

(Brouquisse et al., 1992). A redução acentuada da asparagina nos tratamentos T3 e 

T4 (quando B. subtilis foi aplicado junto a agroquímicos) pode indicar uma 

reprogramação do metabolismo nitrogenado da planta: em vez de acumular 
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asparagina como reserva de N, a planta a estaria utilizando mais rapidamente para 

incorporação em aminoácidos/proteínas e outras vias biossintéticas, possivelmente 

por estímulo microbiano à assimilação e reciclagem do nitrogênio (Brouquisse et al., 

1992). 

A asparagina é importante nesse processo, atuando como um intermediário no 

transporte e armazenamento de nitrogênio, fundamental para a saúde e crescimento 

vegetal (Yabuki et al., 2017). A conversão de amônia em asparagina, mediada pela 

asparagina sintetase, ocorre quando a amônia é integrada ao aspartato, resultando 

em uma molécula que possui alta eficiência na retenção de nitrogênio (Yabuki et al., 

2017). Esse processo garante que o nitrogênio disponibilizado favoreça os tecidos em 

desenvolvimento, promovendo assim uma maior síntese de proteínas, visto que a 

asparagina fornece um suprimento constante de nitrogênio necessário para a 

produção de aminoácidos, os quais são os blocos construtores das proteínas (Yabuki 

et al., 2017).  

Desta forma, a asparagina interliga a assimilação de amônia à biossíntese 

proteica, contribuindo significativamente para o crescimento e desenvolvimento das 

plantas, especialmente em condições de elevado consumo de nitrogênio ou estresse 

nutricional (Yabuki et al., 2017). Além disso, a regulagem da produção de asparagina 

está intimamente ligada ao estado de nitrogênio da planta, evidenciando que seu 

aumento potencializa a capacidade de síntese proteica (Yabuki et al., 2017). 

A alanina, por sua vez, apresentou estabilidade em todos os tratamentos, 

sugerindo uma homeostase no metabolismo de carbono e nitrogênio. Já os níveis 

baixos de isoleucina e valina indicam um metabolismo secundário não afetado 

significativamente pela presença de B. subtilis. Isso sugere uma reprogramação no 

balanço de aminoácidos, onde o sistema se adapta para otimizar o uso de nitrogênio 

e preservar aminoácidos estruturais. 

Nos carboidratos, a sacarose apresentou um pico em T2 e uma subsequente 

redução nos tratamentos que incluem os agroquímicos. Essa dinâmica sugere que B. 

subtilis e sua ação isolada promovem um aumento significativo na fotossíntese e no 

acúmulo de carboidratos, possivelmente devido a efeitos benéficos como a promoção 

do crescimento radicular e a absorção de nutrientes (Lopes et al., 2013). Entretanto, 

a adição de insumos agrícolas parece inibir esses efeitos positivos, possivelmente por 
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meio da alteração da microbiota benéfica associada à planta. A glicose, por outro lado, 

manteve níveis baixos, reforçando a hipótese de uma rápida conversão em sacarose 

ou seu uso em processos respiratórios. 

A análise das concentrações de ácidos orgânicos revelou um claro destaque 

para o ácido trans-aconítico, especialmente nos tempos T2 e T7, indicando 

intensificação da atividade respiratória e maior direcionamento do fluxo de carbono 

(Kulma et al. 2019). Esse comportamento é coerente com a ativação de um 

metabolismo energético mais robusto, possivelmente induzido pela aplicação de B. 

subtilis. Embora outros ácidos orgânicos tenham apresentado oscilações ao longo dos 

tratamentos, o padrão geral aponta para um aumento da atividade metabólica e para 

um equilíbrio redox mais dinâmico no tecido foliar, sugerindo estímulo à respiração 

celular (Kulma et al. 2019). 

Segundo Taiz et al. (2017), os ácidos detectados podem ser classificados em 

três grupos funcionais: (i) os relacionados ao metabolismo energético, que incluem 

ácido acético, ácido fórmico, ácido fumárico, ácido málico, ácido succínico e ácido 

trans-aconítico; (ii) os envolvidos na defesa e regulação, representados pelos ácidos 

gálico e clorogênico; e (iii) o ácido lático, que está associado ao metabolismo 

fermentativo. Dentre esses compostos, o trans-aconítico foi o metabólito mais 

abundante em todos os tratamentos, caracterizando-se como um intermediário do 

ciclo do ácido cítrico e desempenhando papel essencial no metabolismo energético e 

na biossíntese de carboidratos (Khan et al., 2020). Além de sua função metabólica, 

esse composto possui reconhecida ação alelopática, interferindo no banco de 

sementes de espécies daninhas (Voll, 2019). 

A literatura indica que o caldo de cana apresenta concentrações naturalmente 

elevadas de ácido aconítico, aproximadamente 1,8% (Larrahondo et al., 2000), 

enquanto seus níveis na planta intacta tendem a ser reduzidos (Araújo, 2017). Assim, 

as altas concentrações observadas no presente estudo provavelmente se relacionam 

ao estágio inicial de desenvolvimento da cultura, período no qual a planta direciona 

grande parte de seus recursos para rotas energéticas com o objetivo de sustentar 

processos de crescimento e diferenciação (Taiz et al., 2017; Voll, 2019). Além disso, 

esse composto é característico de gramíneas e pode ser exsudado para o solo, onde 
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interage com elementos como alumínio e ferro (Szmigielska et al., 1997), 

influenciando a dinâmica química e biológica da rizosfera. 

Dentre os ácidos com papel fundamental no metabolismo energético, 

destacam-se aqueles diretamente envolvidos no ciclo de Krebs, processo essencial 

para a produção de energia nas células vegetais. Esses compostos podem atuar como 

precursores ou intermediários das principais rotas metabólicas associadas à geração 

de ATP (Khan et al., 2020). Já os que atuam na defesa e regulação (ácido gálico e 

clorogênico) estão associados à defesa das plantas contra patógenos, atuando como 

antioxidantes e inibidores de enzimas que podem danificar as células (Khan et al., 

2020). E o ácido lático está envolvido no metabolismo fermentativo, que pode ocorrer 

em condições anaeróbias, em geral é considerado uma fonte alternativa de energia 

para as plantas (Khan et al., 2020). 

Dado que houve maior quantidade de ácido aconítico, seguido por málico e 

clorogênico, podemos inferir que a planta está metabolicamente ativa e provavelmente 

em um estado nutricional equilibrado. O ácido aconítico é intermediário importante no 

ciclo de Krebs, indicando atividade metabólica significativa. O ácido málico está 

envolvido na síntese de compostos orgânicos, enquanto o ácido clorogênico pode agir 

como um indicador de resposta a estresses ambientais. 

Foi observado nos tratamentos 1, 2, 6 e 7 respectivamente o tratamento 

Controle; B. subtilis; Biozyme® + B. subtilis; e Mix de insumos + B. subtilis altas 

concentrações de alcaloide trigonelina. Essa molécula é derivada do ácido nicotínico 

(vitamina B3), desempenha um papel fisiológico significativo na cana-de-açúcar, com 

múltiplas funções relacionadas à regulação metabólica, detoxificação e defesa contra 

estresses ambientais (Ashihara et al., 2015). Este composto atua como um agente de 

detoxificação, ajudando a planta a neutralizar compostos tóxicos e a lidar com 

condições adversas, como seca, salinidade e ataques de patógenos (Ashihara et al., 

2015). Além disso, a trigonelina está envolvida na regulação do ciclo do ácido 

nicotínico, um aspecto importante para o metabolismo energético e a manutenção do 

equilíbrio redox celular (Ashihara et al., 2015). 

Altas concentrações de trigonelina nos tecidos da cana-de-açúcar geralmente 

indicam que a planta está enfrentando estresse fisiológico. Este acúmulo é uma 

resposta adaptativa, sugerindo que a planta está ativando seus mecanismos de 
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defesa para lidar com condições desfavoráveis, como ataques de insetos, déficit 

hídrico ou outros fatores ambientais (Ashihara et al., 2015). Em situações de 

herbivoria, por exemplo, a trigonelina pode ser depletada, pois é utilizada ou 

redirecionada para outras vias metabólicas de defesa (Sabino et al., 2019). Assim, 

níveis elevados de trigonelina são considerados indicadores de que a planta está em 

estado de alerta metabólico, buscando proteger-se e manter sua homeostase. 

Quando submetida ao estresse abiótico, como a falta de água, a planta 

intensifica o acúmulo de alcaloides, aminoácidos e outros metabólitos secundários. 

Essa resposta adaptativa é fundamental, pois os alcaloides desempenham papéis 

cruciais na regulação osmótica, na proteção contra o estresse oxidativo e na defesa 

contra patógenos, conforme apontado por Yang et al. (2023), Yang et al. (2022), 

Williams et al. (2016) e Rao et al. (2022). Assim, embora o acumulado de alcaloides 

funcione como um mecanismo de defesa, ele também é um sinal claro de que a planta 

não se encontra em condições ideais de saúde (Yang et al., 2023; Yang et al., 2022).  

Por fim, a análise dos alcaloides revelou um padrão variável para a trigonelina, 

que se correlaciona com respostas antioxidantes e sinalização de estresse. A 

diminuição observada nos tratamentos T3 e T4 pode ser interpretada como um reflexo 

da inibição de vias de defesa, enquanto a recuperação em T6 e T7 indica reativação 

do metabolismo secundário devido à combinação de bioinsumos, que potencialmente 

resgatam a diversidade microbiana e estimulam o metabolismo da planta. 

Em síntese geral, os dados sugerem que o tratamento com B. subtilis isolado 

(T2) é o mais efetivo na maximização do acúmulo de compostos benéficos, como 

sacarose e ácidos orgânicos, implicando em uma eficiência metabólica e energética 

superior. Em contrapartida, os tratamentos (T3 e T4) demonstram ter um impacto 

negativo significativo sobre o metabolismo, interferindo na microbiota e na 

funcionalidade da planta. A introdução de bioestimulantes (T6) e misturas (T7), por 

sua vez, parece restaurar parcialmente os efeitos metabólicos positivos, evidenciando 

a importância da sinergia entre microrganismos e insumos naturais na promoção da 

saúde e vitalidade da planta. A análise comprova a relação intrínseca entre o potencial 

metabólico das plantas, a presença de B. subtilis e a minimização de interferências 

químicas adversas. 
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Pode-se dizer assim que os ácidos identificados desempenham um papel 

importante na interação planta-microrganismos, levando em conta especialmente o 

contexto da interação com simbiontes de micorrizas com importante papel na fixação 

de nitrogênio (Kulma et al. 2019). Esses ácidos podem ser exsudados pelas raízes 

das plantas, influenciando a disponibilidade de nutrientes no solo e a comunicação 

com os microrganismos do solo. Além disso, os ácidos orgânicos podem desencadear 

respostas metabólicas nos microrganismos do solo, afetando sua atividade e função 

(Kulma et al. 2019). 

Além disso diversos desses compostos são responsáveis por repostas 

fisiológicas a condições adversas de crescimento e desenvolvimento, como estresse 

hídrico, o nível de ácido málico aumenta significativamente em plantas submetidas a 

estresse hídrico prolongado, e esse aumento está associado à melhoria da tolerância 

à seca (Khan et al., 2020). 

Uma forma de observar os dados com a amplitude e complexidade, ocorre 

através de análises multiparamétricas, que permitem de uma vez só integrar todas as 

variáveis. Deste modo a análise de componentes principais (PCA) permite a 

visualização gráfica entre os tratamentos e as variáveis nas diversas condições de 

estudo (Figura 11 a 14). 
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Figura 11. Análise de Componentes Principais (PCA) para a condição in vitro 
(Microcosmos). 

 

Figura 12. Análise de Componentes Principais (PCA) para a condição de vasos. 
Fonte: Autor. 

 



85 
 

 

Figura 13. Análise de Componentes Principais (PCA) para os tratamentos em 
condição in vitro (Microcosmos) para os tratamentos individuais. 
Fonte: Autor. 

 

Figura 14. Análise de Componentes Principais (PCA) para os tratamentos em 
condição de vaso para os tratamentos individuais. 
Fonte: Autor. 

 

A análise de componentes principais (PCA) indica que a variabilidade nas 

respostas está fortemente relacionada aos tratamentos aplicados, evidenciando a 

complexidade das interações que influenciam o funcionamento do solo (Martins et al., 
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2025). Os componentes juntos abrangeram 59,7% da variação total dos dados. 

Compreender essas dinâmicas é importante para o manejo sustentável do solo, 

permitindo que a aplicação de insumos não comprometa os benefícios ecológicos 

oferecidos por microrganismos benéficos (Han et al., 2006). 

Além disso, a PCA destacou as mesmas variáveis que apresentaram 

significância nos testes univariados, reforçando a coerência entre as análises. Embora 

o carbono da biomassa microbiana (CB) não tenha diferido estatisticamente, seu vetor 

aparece nas figuras devido à correlação com variáveis relevantes um comportamento 

típico em análises multivariadas (Jolliffe e Jorge, 2016). 

No microcosmo (Figura 13), a PCA revelou uma separação clara entre os 

tratamentos, indicando forte influência das variáveis microbianas e bioquímicas. 

Desidrogenase (Desi), atividade hidrolítica (AH), fungos totais (FT) e bactérias 

fixadoras de nitrogênio (BN) foram os principais vetores associados à dispersão, em 

concordância com as diferenças apresentadas na Tabela 5. As maiores variações 

observadas nessas variáveis sugerem que os insumos químicos, em interação com 

B. subtilis, modificaram intensamente os processos microbianos, possivelmente por 

mecanismos sinérgicos ou antagonistas, conforme discutido por Berg et al. (2020). 

Apesar de os vetores estarem relativamente agrupados indicando respostas 

semelhantes entre as variáveis os tratamentos aparecem distantes entre si, 

demonstrando que os efeitos sobre a microbiota foram intensos e diferenciados no 

microcosmo. 

Em contraste, na condição de vasos (Figura 14), os vetores estão mais 

dispersos, refletindo relações mais complexas entre as variáveis. Contudo, os 

tratamentos ficaram mais próximos, revelando efeitos mais sutis. Esse 

comportamento é coerente com a Tabela 6, na qual as diferenças significativas foram 

menos expressivas. A menor separação entre os tratamentos indica que a 

heterogeneidade do solo e o estágio inicial das plantas atenuaram as respostas 

microbianas, embora incrementos em BT, BN e Desi demonstrem que B. subtilis e 

alguns insumos ainda exerceram influência. 

Ao observar a primeira e a última avaliação de cada experimento (microcosmo 

e vaso) (Figuras 11 e 12), nota-se uma completa distinção entre os períodos de 

avaliação, com a primeira apresentando pontos mais dispersos e a última com pontos 
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agrupados, indicando uma tendência de homogeneidade das condições ao longo do 

tempo. No entanto, ao analisar os comportamentos dos tratamentos de forma 

individual, verifica-se uma diversidade de respostas em todos os tratamentos, sem 

formação de grupos homogêneos em nenhuma das condições avaliadas (Figuras 13 

e 14). 

No microcosmos, observou-se que a introdução de B. subtilis junto a outras 

agroquímicos resultou em variações significativas atividade enzimática mesmo com 

redução nas populações microbianas, na maioria dos tratamentos, reforçando a 

hipótese de sinergia entre os componentes (Berg et al., 2019). Esse efeito sinérgico 

sugere que a combinação de diferentes insumos não apenas favorece a umidade 

(Wang et al., 2019) e a decomposição de matéria orgânica, mas também propicia um 

ambiente mais diversificado, essencial para uma microbiota ativa que suporte o 

crescimento da cana-de-açúcar (Berg et al., 2019). Assim, o uso de agroquímicos 

deve ser pensado de maneira estratégica, de forma que com a adoção de práticas de 

manejo que promovam a atividade microbiana, direcionando a agricultura para um 

modelo mais sustentável. 

Considerando as condições climáticas e a variabilidade dos insumos, um 

planejamento estratégico dos tratamentos e aplicação de insumos deve levar em 

conta o momento certo de manejo da cana-de-açúcar. Isso inclui a aplicação em 

momentos críticos, como o início e o desenvolvimento do crescimento da cana, onde 

a ciclagem de nutrientes e a taxa de atividade microbiana são mais impactantes 

(Tabela 5 e 6). Ao alinhar as práticas agrícolas aos ciclos biológicos do solo e das 

plantas, buscamos um equilíbrio que permita garantir produtividade e, ao mesmo 

tempo, preservar e enriquecer o solo, promovendo um cenário agrícola sustentável 

para o futuro (Berg et al., 2019). 
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5. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos nos microcosmos evidenciaram que a interação entre B. 

subtilis e diferentes insumos agrícolas pode gerar efeitos sinérgicos ou inibitórios 

sobre a microbiota e as propriedades do solo. Em condições controladas 

(microcosmos), a combinação entre B. subtilis e Trichodermil® favoreceu o aumento 

da umidade, enquanto o tratamento Mix promoveu maior atividade hidrolítica e 

incremento nas populações de fungos totais (FT) e bactérias fixadoras de nitrogênio 

(BN), sem alterar de forma expressiva o pH e o carbono da biomassa microbiana (CB). 

Por outro lado, o Comet® apresentou efeito inibitório sobre a umidade e sobre a 

população de bactérias totais (em valores absolutos). A aplicação isolada de B. subtilis 

intensificou a atividade metabólica microbiana (Desi.), porém reduziu alguns grupos 

específicos (FT), sugerindo um possível efeito de seleção dentro da comunidade 

microbiana. 

No experimento conduzido em vasos o tratamento com B. subtilis elevou a 

atividade da desidrogenase junto ao tratamento com Trichoderma aumentou a 

atividade hidrolítica. O Biozyme® destacou-se por promover elevação nos valores de 

bactérias totais, fungos totais e bactérias fixadoras de nitrogênio. Além disso, as 

combinações Biozyme® + B. subtilis e Mix + B. subtilis favoreceram maior altura de 

plantas, maior número de folhas e incremento da massa fresca aérea, em comparação 

ao controle (tanto em estatística quanto em valores absolutos). 

Esses resultados sugerem que a coinoculação de B. subtilis com agroquímicos 

pode potencializar a ciclagem de nutrientes e contribuir para a manutenção da saúde 

do solo, porém aspectos biométricos podem não apresentar alterações. De forma 

geral, o estudo demonstra que o uso combinado de B. subtilis com insumos 

selecionados é uma estratégia promissora para conciliar produtividade e 

sustentabilidade na cultura da cana-de-açúcar, desde que se considerem possíveis 

efeitos antagônicos de alguns produtos sobre a microbiota. 

Entretanto, por se tratar de resultados obtidos em microcosmos e em condições 

controladas de casa de vegetação (vasos), torna-se necessária a realização de 

ensaios em campo, em diferentes tipos de solo e sistemas de manejo, a fim de validar, 
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ajustar doses, definir combinações e determinar os momentos de aplicação mais 

adequados para uso em escala comercial. 
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