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A INVENCAO REFERE-SE A UM NOVO FERTILIZANTE BIOLOGICO, A UM METODO PARA OBTER

O MESMO E A SUA UTILIZACAO COMO UM ESTIMULADOR DO CRESCIMENTO DE PLANTAS,
COMPREENDENDO O REFERIDO FERTILIZANTE UMA CULTURA PURA DA ESTIRPE C3 DE
PANTOEA DISPERSA, UMA CULTURA PURA DA ESTIRPE DE M3 DE AZOSPIRILLUM BRASILENSE
E ACIDO INDOLO-3-ACETICO, TODOS IMOBILIZADOS NUM MEIO SOLIDO UNICO QUE ATUA
COMO SISTEMA DE LIBERTACAO LENTA. O METODO INCLUI OS SEGUINTES PASSOS
PRINCIPAIS: CULTURA DOS MICRO-ORGANISMOS; IMOBILIZAGAO DAS CELULAS, NUTRIENTES
E OUTRAS SUBSTANCIAS NO MEIO; E UM UNICO PASSO DE SECAGEM EM LEITO FLUIDIZADO
QUE PERMITE QUE TEMPERATURAS MAIS BAIXAS SEJAM USADAS E QUE SEJAM OBTIDOS
TEORES MAIS BAIXOS DE HUMIDADE, PROPORCIONANDO ASSIM MAIOR ESTABILIDADE AO
FERTILIZANTE. A AGAO DO FERTILIZANTE COMECA COM O CONTACTO COM A PLANTA.
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RESUMO

“Novo fertilizante biolégico, método para obtencdo do mesmo e
sua utilizagdo como estimulador do crescimento de plantas”

A invencdo refere-se a um novo fertilizante bioldgico, a
um método para obter o mesmo e a sua utilizagdo como um
estimulador do crescimento de plantas, compreendendo o referido
fertilizante uma cultura pura da estirpe C3 de Pantoea dispersa,
uma cultura pura da estirpe de M3 de Azospirillum brasilense e
adcido indolo-3-acético, todos 1mobilizados num meio sdlido
unico que atua como sistema de libertacédo lenta. O método inclui
0SS seguintes passos principais: cultura dos micro-organismos;
imobilizacdo das células, nutrientes e outras substédncias no
meio; e um uUnico passo de secagem em leito fluidizado que
permite que temperaturas mais baixas sejam usadas e gque sejam
obtidos teores mais baixos de humidade, proporcionando assim
maior estabilidade ao fertilizante. A acdo do fertilizante
comeca com o contacto com a planta.
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DESCRICAO

“Novo fertilizante biolégico, método para obtencdo do mesmo e
sua utilizagdo como estimulador do crescimento de plantas”

Campo da invencgdo

A presente 1invengcdo refere-se a um produto para a
fertilizacdo bioldgica consistindo numa formulagdo granulada
compreendendo duas estirpes de bactérias dos géneros
Azospirillum e Pantoea, com a capacidade de fixar o azoto
atmosférico, para solubilizar fosfatos, bem como outros
nutrientes minerais do solo, e para produzir grandes quantidades
de substéncias estimuladoras do crescimento de plantas. Os
micro-organismos referidos foram imobilizados por meio da
técnica de adsorgcdo a um suporte sélido, atuando como um sistema
de libertacao lenta, o qual, além disso, assegura uma elevada
estabilidade na viabilidade celular, Dbem como nutrientes
orgénicos e sais suficientes para facilitar a colonizacdo das
raizes das plantas. Os micro-organismos isolados, o método de
imobilizagcdo das células, e a utilizacdo do fertilizante
bioldégico assim obtido como um estimulador do crescimento de
plantas sdo também objeto da presente invencéao.

Estado da técnica

O wuso de fertilizantes ¢é essencial para manter os
rendimentos das culturas elevados. Quantidades importantes de
azoto, fésforo e potédssio, bem como outros elementos minerais,
sdo adicionados ao solo através de fertilizacgdo quimica, no
entanto, as disponibilidades destes elementos sao muito baixas,
uma vez que € bem conhecido que uma fracdo é imobilizada no
solo, formando compostos insoluveis que nao podem @ ser
assimilados pelas plantas e uma outra fracdo é lavada por meio
de um processo de lixiviacdo, o gqual gera um consideréavel
problema de poluicdo ambiental, além de perdas econdmicas.

No caso do fésforo, especialmente uma parte consideravel
dos fosfatos soltveis adicionados é insolubilizada pelo ferro
e pelo aluminio em solos acidos e pelo cédlcio em solos calcdrios
(Chabot et al., 1993), sendo progressivamente convertido em
formas menos assimilédveis. Como resultado dos diferentes

mecanismos de retencdo, a maior parte do fdésforo aplicado
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através de fertilizacd&o ndo pode ser utilizado pelas culturas
e é retida no solo em forma insoluvel (Stevenson, 1986). Dado
este fendmeno e a aplicacdo ciclica de fertilizantes, a
concentragcdo de fdésforo no solo aumentou consideravelmente,
pelo que culturas de longo prazo poderiam ser estabelecidas em
muitos solos se estas reservas pudessem ser exploradas
economicamente (Kucey et al., 1989).

A importéancia dos micro-organismos no ciclo dos nutrientes
no solo e o seu papel na nutricdo das plantas é bem conhecido.
A sua participacdo ativa na decomposicdo e mineralizacdo da
matéria orgdnica, assim na fixacdo e na libertacdo de nutrientes
do solo é crucial para manter a produtividade vegetal. As
interagdes que ocorrem entre os micro-organismos do solo e as
raizes das ©plantas respondem a exigéncias nutricionais
importantes para ambos. As raizes sédo diretamente influenciadas
pela composicdo e densidade da comunidade microbiana que se
desenvolve nessas raizes, sendo isto conhecido como o "efeito
rizosfera™, gque pode ser estimado, mas que se sabe depender em
particular da planta e da sua maturidade fisioldgica (Atlas, RM
e Bartha, R., 1993) A pratica de inocular plantas com micro-
organismos é bem conhecida hd muitos anos (Patente US 570813).

Um grupo de micro-organismos gque tem uma importancia
consideravel neste fendémeno ¢é agquele que participa na
solubilizacdo do fésforo a partir de fontes que de outra forma
seriam inacessiveis para as plantas (Kucey et al., 1989).

Micro-organismos que solubilizam fosfato foram isolados em
praticamente todos os solos testados, embora o numero e a
proporcao destes variem de acordo com o tipo de solo, o clima
e outros fatores, tais como a evolucgdo histdérica do solo. Muitos
micro-organismos sédo capazes de assimilar o fésforo insoluvel
do solo, libertando parte deste sob a forma de fosfatos soluveis
que por sua vez podem ser utilizados pelas plantas, contribuindo
assim para a nutricdo das plantas (Chabot et al., 1993). E
geralmente aceite que a solubilizacdao de fosfatos no solo se
deve a producdo de 4acidos orgédnicos e oxo-4acidos de acucares
quelantes (Leyval e Barthelin 1989, Deubel e Gransee 1996, Yadav
e Dadarwal, 1997).

Os géneros Enterobacter e Pantoea tém sido utilizados em
agricultura como solubilizantes de fosfato e para protecéao
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contra doencas das plantas. Entre estes géneros, Pantoea
dispersa é uma espécie que tem sido utilizada para estes fins.

Um outro aspeto que na pratica tem um papel muito
importante é a utilizagdo de micro-organismos da rizosfera que
sdao fixadores de azoto atmosférico. Esta préadtica também é
conhecida hé& muitos anos (patente US1212196. Um numero de
microrganismos tem sido usado para esta funcdo, incluindo
bactérias de géneros tais como Rhizobium, Azotobacter e
Azospirillum (patente espanhola ES2093559; patente US5951978),
e fungos dos géneros Saccharomyces, Hansenula (US6596273) e
Aspergillus (US4670037), entre outros.

O azoto €& um elemento abundante, formando quase 80% da
atmosfera da Terra e uma parte nutritiva muito escassa. O
paradoxo é facilmente resolvido: o azoto atmosférico é inerte
e a maioria dos organismos ndo pode usad-lo, sendo apenas
incorporado em sintese bioldgica quando tenha sido "fixado" ou
combinado com certos elementos tais como hidrogénio ou oxigénio.
As bactérias sé&o capazes de fixar 1,5x10°® toneladas métricas
por ano, uma parte considerdvel do qual é sintetizado pelo
processo de Haber-Bosch (Brill, WF, 1977; Atlas e Bartha, 1993).

Diversas experiéncias realizadas no Brasil na década de
1970 determinaram a contribuicdo significativa do N, fixado para
as plantas, por diferentes micro-organismos, estando
Azospirillum entre os principais micro-organismos (DObereiner
e Day, 1976; Neyra e D&bereiner de 1977, inter alia).

Sabe-se que diferentes espécies de plantas tém diferentes
efeitos na rizosfera, sendo também conhecido que as estirpes
isoladas num certo tipo de espécie de plantas tém um efeito
completamente diferente na rizosfera a partir do qual foram
isoladas, em relacdo a outras culturas. No entanto, no seu
trabalho com Azospirillum brasilense, Basham e Levanony (1988)
concluiram que esta espécie é capaz de colonizar plantas de
espécies diferentes, ao ser adsorvido para as raizes.

A utilizacdo deste género para a producado de fertilizantes
bioldégicos € hoje muito comum (patentes US5366532 e 5951978 e
patente espanhola ES2093559).

As tendéncias atuais na inoculagdo de plantas com micro-

organismos visam a utilizacdo de culturas mistas (também
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chamadas consdércios) que melhoram fendmenos como o aumento da
eficiéncia da absorcédo de fésforo pelas raizes, a fixacao
bioldégica de azoto, a estimulacdo do crescimento de plantas
pela producdo de substédncias reguladoras do crescimento de
plantas, bem como siderdforos, e protecdo contra doencas
causadas por micro-organismos patogénicos, entre outros. Esta
pradtica tem demonstrado ser a mais eficaz em biofertilizagéo.

z

A forma fisica de um biocestimulador também é um fator
determinante no resultado prédtico do produto preparado e pode
variar, desde que seja compativel com pradticas agricolas, sendo
prontamente incorporadas em operagdes de rotina. Os micro-
organismos devem manter-se vidveis no produto, quer em estado
latente ou metabolicamente ativos. Este fator tem dois aspetos
determinantes, a durabilidade do produto e a capacidade do
produto para colonizar as raizes das culturas gue estdo para
ser estimuladas ou protegidas, uma vez aplicado no campo. Alguns
problemas podem surgir quando se lida com as células que néo
tém a capacidade de formar estruturas resistentes uma vez que
as culturas perdem viabilidade gradualmente ao longo do tempo
e a sua capacidade de sobrevivéncia no solo é, além disso, muito
baixa. Por esta razao, é essencial que o produto seja capaz de
preservar a viabilidade das células em condigdes adversas por
longos periodos de tempo e assegurar, tanto quanto possivel, a
capacidade para colonizar as raizes, uma vez aplicado no campo.
Um dos critérios mais importantes a ter em consideracédo para
este efeito & obter preparacdes que libertam consistentemente
um numero considerdvel de células vidveis. Para este propdsito,
as técnicas de imobilizacdo celular oferecem uma série de
vantagens relativamente as células livres, tornando-as muito
apelativas para a sua aplicagcdo na pratica e, muito
particularmente, para a biotecnologia agricola e ambiental. O
uso de células imobilizadas pode melhorar os efeitos dos micro-
organismos sem criar problemas de poluicdo, dando origem a
produtos muito ativos e novos. Uma técnica amplamente utilizada
na pratica é a adsorgdao. H& um certo numero de suportes
utilizados para esta finalidade. Na agricultura, em particular,
o uso de argila, vermiculite, perlite, sepiolite, caulino, terra
de diatoméceas, zedlitos naturais e similares é tipico.

Os zedlitos sdo aluminossilicatos, cujas redes sdo formadas
por tetraedros de AlOs e Si0s4. Esta estrutura tem uma carga
negativa que ¢é compensada com catides permutaveis ocupando
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locais especificos nos canais e cavidades do zedlito. Este sal
tem duas propriedades muito importantes: a capacidade de
adsorcdo e troca idnica, que sado muito vantajosas para sua
possivel wutilizacdo como um suporte de imobilizacdo. As
propriedades destes produtos podem ser muito apelativas para a
obtencdo de um produto seco para biofertilizacdo, ainda mais se
envolve micro-organismos gque nao sao capazes de formar
estruturas resistentes. Para este efeito, seria essencial que
a morte celular fosse muito baixa ou nula durante o processo de
producao e, particularmente, no passo de secagem do produto.
Alcancar este objetivo permitiria obter produtos muito
eficazes, desde que seja conseguido um processo de produgao.

ES 2234417 descreve um fertilizante bioldgico consistindo
numa formulacdo granular contendo a estirpe C:z da espécie
Pantoea dispersa depositada na Colecdo Espanhola de Culturas
Tipo (CECT) com o numero CECT 5801 e a estirpe Mz da espécie
Azospirillum brasilense depositada na Colecgcdo Espanhola de
Culturas Tipo (CECT) com o numero CECT 5802, ambas imobilizadas

num suporte sélido, e um processo para a sua preparacgao.

O referido fertilizante bioldgico & capaz de fixacgdo de
azoto atmosférico, bem como de solubilizacdo de fosfatos e
outros nutrientes minerais, tendo, assim, uma boa atividade de
fertilizacdo. Esta atividade é devida ao facto de, por exemplo,
a estirpe C; ser capaz de produzir grandes quantidades de &acidos
organicos, principalmente &cido glucdnico, que ¢é util para
solubilizar o fosfato insoluvel do solo, enquanto, por exemplo,
a estirpe M3z é capaz de fixacdo de azoto e de producédo de &acido
indolo-3-acético, gque é um fator muito importante envolvido no
crescimento das plantas.

Estas estirpes sédo imobilizadas num suporte sdélido, por
exemplo, um zedlito, a fim de obter um produto final
caracterizado por uma boa estabilidade, bem como uma viabilidade
celular satisfatdéria. O suporte sdélido ¢é adicionalmente
abastecido com sais para facilitar a colonizacdo das raizes das
plantas.

No entanto, quando o fertilizante de acordo com ES2234417
contacta com a planta através do solo, necessita de algum tempo
para realizar a sua acado uma vez dque Ppara as estirpes serem
capazes de comecgar a sua atividade, elas tém que colonizar as
raizes das plantas e estabelecer com as referidas raizes uma
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relacdo que lhes permita realizar a sua agadc de conversao num
produto ttil. Assim, a atividade de fertilizacdo ndo pode ser
levada a cabo imediatamente quando o fertilizante contacta com
a planta através do solo, mas pode ser observada depois de um
certo tempo, dependendo das caracteristicas do solo, das
condigdes climdticas e de muitos outros fatores. Este aspeto
pode provocar um atraso na acdo biofertilizante e um certo
atraso no crescimento, pelo menos inicialmente, nas plantas
tratadas. De facto, certas condigdes climaticas, tais como
chuva, granizo, etc., podem afetar parcialmente ou
completamente o fertilizante do solo, incapacitando portanto a
sua atividade.

Além disso, de acordo com ES2234417 o processo para a
preparagdo de um fertilizante bioldgico inclui a adsorcgao das
estirpes, bem como dos nutrientes e sais no suporte sélido,
obtendo-se assim um produto molhado que necessita de ser seco,
de forma a se obter estabilidade celular elevada. De facto, um
elevado nivel de humidade no produto final pode causar
degradacdo répida das estirpes e viabilidade mais baixa.

O passo de secagem ¢é levado a cabo a uma temperatura
compreendida entre 60 - 80°C, a qual é relativamente elevada
para preservar a viabilidade das estirpes. O nivel de humidade
assim obtido estd compreendido entre 3-6%.

De acordo com ES2234417, cada estirpe, bem como os
nutrientes, sdo adsorvidos num suporte sdélido diferente,
obtendo-se assim pelo menos duas séries diferentes de suportes
s6lidos, qgque sao misturados em quantidades predeterminadas,
obtendo-se o fertilizante bioldgico. De acordo com este processo
€& portanto necessdrio levar a cabo pelo menos dois passos de
secagem diferentes, uma vez que 0s nutrientes e as estirpes sao
secos separadamente e as células nunca atingem temperaturas
superiores a 80°C.
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Sumario da invencéao

Um objeto da presente invencdo ¢é proporcionar um
fertilizante bioldgico que exerce uma agdo fertilizante e/ou
estimulante para o crescimento imediato das plantas assim que
o fertilizante contacta com a planta através do solo.

Outro objeto da presente invencdo € proporcionar um
fertilizante bioldgico que exerce uma atividade fertilizante
e/ou estimulante para o crescimento melhorado.

De igual forma, um outro objeto da presente invencao
consiste em proporcionar um fertilizante Dbioldgico cuja
atividade é mantida, ou seja, é mantido estavel em condicdes de
armazenamento, durante um longo periodo de tempo, pelo menos,

dois anos.

Finalmente, um outro objeto da presente invencdo consiste
em proporcionar um processo para a preparacao de um fertilizante
biolégico compreendendo um menor numero de passSos em comparacao
com o processo de acordo com o estado da técnica tendo varias
vantagens industriais.

Divulgacdo da Invencéo

Estas e outras vantagens gue vao ser mais bem explicadas
abaixo sdao obtidas com um fertilizante que compreende:

a.— uma cultura pura da estirpe Cs da espécie Pantoea dispersa
depositada na Colecdo Espanhola de Culturas Tipo (CECT)
com o numero CECT 5801,

b.- uma cultura pura da estirpe Mz da espécie Azospirillum
brasilense depositada na CECT com o numero CECT 5802,

ambas imobilizadas num suporte sdélido,

c.- acido indolo-3-acético (IAA) ou um promotor de &cido indolo-
3-acético selecionado como L-triptofano.

O novo fertilizante bioldégico de acordo com a presente
invencado contém células de Azospirillum brasilense, estirpe Ms,
um fixador de azoto atmosférico, e tem uma elevada capacidade
de produzir substancias reguladoras do crescimento de plantas
do tipo &cido indolo-3-acético (IARA), e Pantoea dispersa,
estirpe C3, que ¢€é altamente eficaz na producdo de &acidos
orgénicos, principalmente acido glucédnico, para a solubilizacéo
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de fosfatos e outros nutrientes do solo, bem como tem a
capacidade de produzir, por exemplo, siderdforos e substancias
reguladoras do crescimento das plantas. Os referidos micro-
organismos foram depositados na Colecdo Espanhola de Culturas
Tipo (CECT) aos quals foram atribuidos os numeros de acesso
CECT-5802 para Azospirillum brasilense M: e CECT-5801 para
Pantoea dispersa Csz. O referido fertilizante bioldgico consiste
num produto formado por um suporte sdélido, no qual as bactérias
foram imobilizadas e contendo, além disso, o0s nutrientes
necessarios para assegurar a sua sobrevivéncia uma vez que as
plantas sejam inoculadas, atuando assim como um sistema de
libertacéao lenta.

O micro-organismo Azospirillum brasilense Mz CECT 5802 foi
obtido através de um método que combina o isolamento em meio
semissdélido NFb e a selecdo através da sua capacidade para
estimular o crescimento das plantas e produzir acido indolo-3-
acético e outras hormonas vegetais. A capacidade para estimular
o0 crescimento das plantas foi verificada através de biocensaios
laboratoriais e de estufa, de acordo com os métodos descritos
por Bashan et al. 1986, Fernandez 1995 e Bashan 1998. Verificou-
se através destes biocensaios que a estirpe Mz foi a que produziu
0 maior efeito estimulador do crescimento dos mais de 50
isolados de bactérias fixadoras de azoto testadas. A producdo
de &cido indolo-3-acético (IAA) foi wverificada através de
métodos colorimétricos (Pilet Chollet e 1970) e por HPLC
(Olivella et al., 2001), e a presenca de outras hormonas
vegetais do tipo citocinina foi também detetada. Na producéao de
IAA em meio de tomate com 200 mg x L1 de triptofano, sédo
alcancadas concentracdes de 100 - 180 mg x mL1 e uma
percentagem de transformacéo de até 95% deste aminodcido. O
micro-organismo Pantoea dispersa Cz CECT 5801 foi obtido
utilizando um método que combina o isolamento em meio de &agar
com tampdo Tris-HC1l 1N, pH 8, por causa da clareza do &gar
(Gyaneshwar et al., 1999) e selecao por meio da determinacado do
P0Os*~ solubilizado no meio 1ligquido agitado (Nautiyal 1999),
utilizando em ambos os casos CaszP0s insoluvel como a Unica fonte
de fésforo. Os acidos orgadnicos produzidos foram caracterizados
e verificou-se que produz principalmente &cido glucdnico. A
selecdo foi feita também através da capacidade do mesmo para
estimular o crescimento das plantas e para produzir auxinas.
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De acordo com a invengdo, o novo fertilizante bioldgico
compreende, além das estirpes Cz3 e Mz, 4&cido indolo-3-
acético (IAAR).

Este terceiro componente representa um progresso
significativo em relacéao aos fertilizantes bioldégicos
conhecidos. De facto, a presenca de IAA desde o inicio,
juntamente com as duas estirpes Cz e Mz déd ao produto resultante
a possibilidade de ser ativo imediatamente, assim que o
fertilizante contacta com a planta através do solo, uma vez que
o IAA ¢é capaz de exercer a sua agao como estimulador do
crescimento das plantas, enquanto que as estirpes Cz e Mz séao
capazes de iniciar a producdo de IAA apds a sua inoculacdo no
solo e depois da conversdo dos substratos necessarios. Com o
novo fertilizante, de acordo com a presente invencdo, existe
uma vantagem imediata devido a presenca de IAA, que atua como
um estimulador do crescimento da planta assim que o fertilizante
contacta com a planta através do solo, permitindo, assim gque as
estirpes C: e M; colonizem as raizes das plantas e estabelecam
com elas a relacdo que lhes permite realizar a sua acgao
estimuladora do crescimento.

Além disso, e surpreendentemente, verificou-se que a mesma
estirpe Csz produz &cido indolo-3-acético (IAA) numa quantidade
muito significativa.

Por exemplo, na producédo de IAA em meio de tomate com
200 mg x L ! de triptofano, sdo alcangadas concentragdes de 80
- 120 mg x ml™! e uma percentagem de transformacdo de até 60%
deste aminoéacido.

Este é um aspeto muito importante, uma vez gque a producido
de &4cido indolo-3-acético (IARA) pela estirpe Csz representa uma
melhoria na atividade total do fertilizante Dbioldgico
resultante.

De facto, no novo produto fertilizante de acordo com a
presente 1invencédo, ambas as estirpes Cz e Mz sado capazes de
produzir &cido indolo-3-acético, conferindo assim ao produto
uma atividade substancialmente melhorada como fertilizante para
plantas e estimulador de crescimento de plantas, se este for
comparado com os fertilizantes bioldgicos conhecidos atuando em
quantidades semelhantes.
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O novo fertilizante bioldgico, de acordo com a presente
invencao, em comparagdo com a mesma quantidade de um
fertilizante de acordo com o estado da técnica ¢é, portanto,
capaz de produzir uma maior quantidade de IAA. O anteriormente
mencionado representa, portanto, uma enorme vantagem comercial
e econdémica.

De acordo <com a presente invencgao, numa primeira
concretizacao, o IAA pode ser vantajosamente produzido durante
o passo de fermentacdo para a preparacao de estirpes, ou
diretamente adicionado no final do processo de fermentacdo das
estirpes, antes da adsorcgcdo das mesmas no suporte sélido. Como
uma alternativa, o IAA pode ser adicionado aos nutrientes antes
da adsorcdo do mesmo no suporte sdédlido.

De acordo com uma segunda concretizagdo da presente
invengdo, a formacdo de IAA pode ser induzida através da adicgéo
de triptofano ao meio de cultura durante o passo de fermentacéo
para a preparacdo de estirpes, permitindo que as mesmas produzam
0 IAA e obtendo um produto completamente natural. De acordo com
este exemplo, o caldo de cultura resultante inclui as estirpes
(Cz ou M3) e o IAA que foil produzido diretamente pelas estirpes.
O caldo pode ser adsorvido diretamente no suporte sdélido
incluindo o IAA produzido durante a fermentacéo.

A presente invencédo proporciona um processo para produzir
fertilizantes bioldgicos, compreendendo o referido processo os
seguintes passos:

a) Cultura dos micro-organismos Cz e Ms.
b) Imobilizacdo em matrizes sdélidas.

c) Secagem.

De acordo com O pProcesso, O passo c) consiste na secagem
da matriz sdélida. Este passo é o passo principal do método
melhorado.

De acordo com o estado da técnica, a secagem em separado
de micro-organismos e nutrientes em matrizes sdélidas é bem
conhecida; as temperaturas de secagem s&o de 80°C e 200°C,
respetivamente. De facto, € necessdaria uma temperatura alta
para reduzir o teor de humidade da matriz sdélida, por exemplo,
um zedlito. O teor de humidade aceitdvel tem qgue estar
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compreendido entre 4 e 8%, embora fosse desejavel um teor de
humidade mais baixo.

De facto, sabe-se que gquando um micro-organismo estd ligado
a uma matriz, quanto mais baixa € a temperatura da corrente do
ar de secagem maior a sobrevivéncia, sendo a temperatura de
secagem midxima permitida no presente caso de 80°C uma vez que
temperaturas mais elevadas da corrente de secagem induzirem a
morte do micro-organismo.

Os limites e as condigdes acima mencionados de acordo com
o estado da técnica, sé&o surpreendentemente superados pelo
método descrito de acordo com a presente invencgdo. A melhoria
na secagem & essencialmente baseada no facto de gque, na presente
invengdo, a secagem € realizada num secador em leito fluidizado,
0 que permite reduzir consideravelmente a temperatura do ar de

secagem Jja que aumenta consideravelmente a area de contacto.

O passo de secagem de acordo com a presente invencdo &,
portanto, caracterizado por compreender a desidratacdo do
suporte sélido adsorvido com 0S micro-organismos e/ou
nutrientes e sais levada a cabo num secador em leito fluidizado,
0 que permite reduzir consideravelmente a humidade residual do
produto operando a uma temperatura de apenas 35°C.

Breve descricadao dos desenhos

A figura 1 mostra os resultados de tratamentos de
fertilizacdo em plantas obtidos com o fertilizante bioldgico de
acordo com a presente invencéao.

Além disso, as figuras 2, 3 e 4 mostram um resumo dos
resultados obtidos nos diferentes testes realizados, em termos
de peso médio das alfaces e o teor de nitrato nos solos e nas
folhas.

Descricdo detalhada de uma concretizacgao

Uma descricédo do método para obter o objeto de acordo com
a presente invencdo € explicada em baixo sob a forma de um
exemplo.

O secador em leito fluidizado ¢ alimentado com a massa
necessaria para o seu funcionamento e ¢é operado a uma
temperatura do ar maxima de 35°C. O produto serd assim
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progressivamente seco até atingir uma humidade que ird ser entre
2-5%, de preferivelmente 2-3%, mais preferivelmente 2-2,5%, que
¢ o valor de humidade do produto acabado.

O processo de imobilizacdo e adsorcadao dos nutrientes num
tnico passo e secagem a temperaturas maximas de 35°C permitiu
aumentar a estabilidade e a eficédcia do produto, que preserva
a sua atividade, sem perdas significativas no armazenamento,
durante pelo menos dois anos a temperaturas de até 35°C. A sua
atividade estimuladora do crescimento de plantas foi verificada
por mais de dois anos, preservando as suas propriedades
iniciais. Na sua aplicacdo no campo, provou ser altamente eficaz
para colonizar raizes de diferentes culturas e em diferentes
tipos de solos, bem como provou o efeito estimulante do
crescimento e o efeito geral de nutricdo das plantas nos testes
realizados.

Também foi verificado através de testes de campo que este
método permite a eliminacdo de fertilizacgdo quimica e produz um
melhoramento considerdvel na estrutura do solo.

O melhoramento descrito acima relacionado com o método para
a producdo do fertilizante bioldgico tem varias vantagens em
relacgdo ao processo de acordo com o anterior estado da técnica.
Temperaturas e teores de humidade mais Dbaixos tornam o
fertilizante mais estdvel e permitem que ele permaneca ativo
por pelo menos dois ou trés anos.

O novo método de producdo do fertilizante bioldgico de
acordo com a presente invencdo proporciona uma solucdo para oS
problemas técnicos e industriais acima descritos. Além disso,
o referido método de acordo com o passo a) tem uma outra vantagem
na utilizagdo como meio de cultura para a producido das estirpes
mencionadas de pasta de tomate como fonte de carbono e
hidrolisado de colagénio de pele animal para utilizacdo em
fertilizagcdo como uma fonte de azoto orgadnico com o qual séo
atingidas elevadas contagens celulares em 24-36 horas de
fermentagdo para ambas as estirpes. Além disso, a introdugédo de
L-triptofano no meio de cultura faz com que grandes quantidades
de auxinas sejam produzidas durante a fermentacdo, gque mais
tarde vao ser passadas para o produto final, conferindo-lhe um
efeito adicional de penetracdo na raiz desde a sua aplicacéo.
O meio de cultura é muito eficaz em termos de custo e, mais
importante, sdo alcancadas elevadas contagens celulares na
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ordem de 10°-101° células x mL™! em ambos oS casos. Este meio foi
também testado com resultados semelhantes na cultura de estirpes
de outros géneros de bactérias e fungos isolados pelos autores.

A presenca de L-triptofano no meio de crescimento da fase
de fermentacgdo proporciona uma fonte imediata para a produgéo
de TAA pelos micro-organismos Cz e Ms.

Além disso, de acordo com o presente método, o passo b)
tem uma outra vantagem que consiste na imobilizacdo de células,
sais e nutrientes na mesma matriz sdélida.

Este processo realiza-se simultaneamente e por
pulverizacdo do sdélido com os caldos de fermentacdo e as
solugdes de nutrientes, seguindo um esquema sequencial. A fim
de levar a cabo esta fase é usado um misturador de sdélidos que
tem um acessdério que permite pulverizar liquidos enquanto eles
sdo misturados e homogeneizados. O misturador € carregado com
zebdlito e rocha fosfatica e o processo de mistura é realizado
durante 5-10 minutos. Em seguida, e mantendo o misturador em
movimento, os caldos de células sdo adicionados por uma ordem
sequencial, primeiro Mz e, em seguida Cz. O processo de adsorcgao
dos nutrientes é efetuado utilizando as seguintes matérias-
primas e as propor¢des quando terminado e com o misturador em
movimento, de modo a se obter um sdélido molhado homogéneo:

Sal Concentracao Volume x 100 kg de sdlidos
(NHz) 2S04 550-650 g/L 3,5-4,0 L de solucgédo
K2HPO4 500-600 g/L 0,8-1,2 L de solucéo
zZzn (NOs) 2. 4H20 100-150 g/L 0,1-0,2 L de solucéo
MnSQO4.H20 100-150 g/L 0,1-0,2 L de solucéo
CuS0s4.5H20 10-40 g/L 0,03-0,06 L de solucéo
FeS04.7H20 10-40 g/L 0,03-0,06 L de solucgéo

Sem parar o misturador, cada uma das solucgdes acima
descritas é pulverizada sequencialmente e pela mesma ordem em
que sao descritas. Mistura-se bem durante 15-30 minutos, a fim
de se obter um sdélido molhado homogéneo.

Este novo passo melhorado reduz o tempo do processo e
permite a obtengdo de uma matriz sdlida contendo os componentes
da invencdo. Esta vantagem € muito importante, uma vez que O

suporte sdélido pode ser sujeito a um passo de secagem Unico,
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evitando assim a necessidade de realizar pelo menos trés passos
diferentes de secagem para diferentes suportes sdélidos com
diferentes componentes.

A principal vantagem do método para obter o produto de
acordo com a presente invencdo € o novo passo de secagem. O
referido novo passo de secagem pode ser levado a cabo em
suportes sé6lidos de acordo com o anterior estado da técnica, e
também em suportes sdélidos obtidos de acordo com um novo aspeto,
ou seja, a possibilidade de imobilizar ambas as estirpes Cz e
Mz, bem como os nutrientes e qualgquer outro componente na matriz
sélida, ao mesmo tempo e num passo Unico do processo.

Portanto, de acordo com a presente invencado, o fertilizante
bioldgico pode ser produzido de acordo com qualquer processo
aqui descrito, e o0 novo processo pode ser utilizado para
produzir qualgquer produto do tipo descrito acima.

Secgcao experimental

Os exemplos seguintes servem para ilustrar os principios
e metodologias através dos dquais todos os fertilizantes
bioldgicos sédo obtidos. Estes exemplos servem para ilustrar os
principios e metodologias da presente invencdo, mas ndo limitam
o0 seu ambito.

Exemplo 1: Propagacdo de estirpes M3 de Azospirillum brasilense
e C3z de Pantoea dispersa

Uma bolha do isolado preservado da estirpe Mz € colhida, é
semeada em placas de meio vermelho do Congo (Rodriguez Caceres,
1982) e é incubada a 30°C durante 72 horas, a fim de verificar
a sua pureza. Um indéculo é preparado a partir desta placa para
o fermentador, sendo uma porc¢do da cultura recolhida com uma
ansa, 3 frascos Erlenmeyer de 2000 ml s&o cada um inoculados
com 750 ml de meio de tomate sem L-triptofano e s&o incubados
sob agitacdo a 30°C durante 14-16 horas. Apds este tempo, o0
conteudo do frasco, que estd em fase exponencial, é inoculado
num fermentador de 30L Braun Biotech BIOSTAT® C com 18L de meio
de tomate sem L-triptofano. E cultivado durante 8-10 horas e
quando atinge uma concentracgdo de células elevada e estd ainda
em fase exponencial, € inoculado num fermentador de 300 L Braun
Biotech BIOSTAT® D com 200 L de meio de tomate. A fermentacao
é levada a cabo durante 24-36 horas a uma velocidade de agitacéo
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de 200 rpm, e com um arejamento de 50 L x min™t (0,25 vvm) e a
uma temperatura de 30°C. O pH é deixado variar livremente e no
final tinha um valor de 6,5. Foi alcancada uma concentracdo de
9,4 x 10° células x mL ' e a concentracdo final de IAA foi de
120 mg x L'. A taxa de crescimento especifica em fase
exponencial ( y foi de 0,28

Como ilustrado acima, a estirpe Cz seguiu o mesmo esquema
de fermentacdo. A pureza da cultura foi verificada em meio
MacConkey (0Oxoid 1981) e o indéculo foi incubado num agitador
orbital durante 12 horas. A cultura foi levada a cabo no
fermentador BIOSTAT® D durante 24-36 horas a uma velocidade de
agitacdo de 300 rpm e arejamento de 100 L x min™! (0,5 vvm) e a
uma temperatura de 30°C. O pH também ¢é deixado a wvariar
livremente e no final tinha um valor de 6,7. Foi alcancada uma
concentracédo de 1,12 x 1010 células x mL™!* e a concentracado final
de IAA foi de 50 mg x L. A taxa especifica de crescimento na
fase exponencial para esta estirpe foi = 0,52

Meio de tomate:

Componente g
Pasta de tomate 36,00
K2HPO4 3,30
KH>PO4 3,75
NH4CL 0,84
Hidrolisado de colagénio 5,00
Extratos de levedura 0,75
Triptofano 0,2
HZO(qu) pH = 7,0 1 L

Esterilizagdo a 121°C durante 30 minutos

Exemplo 2: Imobilizagdo celular e carregamento de nutrientes

E usado misturador de arado que tem um pulverizador para
levar a cabo este processo e sao usadas as matérias-primas

seguintes:

97,5 kg de zedlito

2,5 kg de rocha fosféatica
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3,6 L de caldo de M3

3,6 L de caldo de Cs

O misturador ¢é carregado com o zedlito e com a rocha
fosfdtica e o processo de mistura é levado a cabo durante 5 -
10 minutos. Em seguida, e mantendo o misturador em movimento,
os caldos de células sdo pulverizados por uma ordem sequencial,
primeiro Mz e, em seguida, Csz. O processo de adsorcao dos
nutrientes é levado a cabo utilizando as seguintes matérias-
primas e proporgdes quando terminado e com o misturador em
movimento, a fim de se obter um sélido molhado homogéneo:

(NF4) 2504 590 g/L 3,83 L de solugéo
K2HPO4 550 g/L 1,05 L de solucéo
Zzn (NO3) 2. 4H0 122,5 g/L 0,15 L de solucgéo
MnSO4.H;0 120 g/L 0,15 L de solucgéo
CuS04.5H20 24 g/L 0,05 L de solucgéo
FeSO04.7H20 24 g/L 0,05 L de solucgéo

Sem parar o misturador, cada uma das solucdes acima
descritas € pulverizada sequencialmente e pela mesma ordem em
que sdo descritas, passando uma pequena quantidade de &dgua entre
cada nutriente para limpar os canais. Um total de 7,2 L foram
adicionados nesta fase. Mistura-se bem durante 15-30 minutos,
a fim de se obter um sdélido molhado homogéneo.

O zedlito com a rocha fosfadtica foi humedecido com 14,4 L
de 1ligquido total, gue foil completamente absorvido sem que
houvesse qualgquer tipo de ligquido em sobra.

Exemplo 3: Secagem

O secador em leito fluidizado ¢é alimentado com a massa
necessaria para o seu funcionamento e ¢é operado a uma
temperatura do ar maxima de 35°C. O produto serd assim
progressivamente seco até atingir uma humidade final que vai
ser entre 2-3%, que & o valor de humidade do produto acabado.

A viabilidade celular deste produto ird ser verificada
periodicamente em meio vermelho do Congo (Rodriguez Céceres,
1982) para Azospirillum brasilense Mz e em meio MacConkey (Oxoid
1981) para Pantoea dispersa Cz, verificando-se que mais de 90%
da atividade das mesmas é preservada ao longo de mais do que
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dois anos de armazenamento a temperaturas ndo superiores a 35°C.
E 6bvio que o processo combinado de imobilizacdo e adsorcdo de
nutrientes, permite uma maior saturacdao do suporte, e a
temperatura de secagem de 35°C, que é muito mais baixa no que
diz respeito a temperatura de secagem de acordo com o estado da
técnica anterior, e que atua muito favoravelmente na
sobrevivéncia das células no processo de armazenagem do produto,
permitiram aumentar consideravelmente a eficdcia da vida util

do produto, como pode ser visto na figura 1.

Esta figura mostra particularmente que a alface tratada
com o fertilizante Dbioldégico com mais de dois anos de
armazenamento mantém um nivel mais elevado de crescimento
natural, em comparac¢do com o controlo, que ndo recebeu qualquer
tratamento. A barra cinzenta no gradfico representa o peso fresco
das partes verdes das plantas (FWG, em inglés) e a barra preta
indica o peso fresco da raiz (FWR, em 1inglés) de alface
resultante de um bioensaioc em estufa em vasos e com turfa como
substrato. O grdfico de barras mostra que o fertilizante obtido
por este método mantém maior estabilidade e atividade por mais
de dois anos. Como se pode ver, depolis de 2 anos e meio, ©
produto ainda preservava mais de 90% da sua eficéacia.

Exemplo 4: Avaliagdo das vantagens agricolas

De forma a mostrar gue o produto é mais ativo em comparacao
com fertilizantes quimicos, foram investigadas varias condicgdes
experimentais. Por exemplo, diferentes culturas foram testadas
em condig¢bes de campo e 0s resultados obtidos foram muito
satisfatdérios. A cultura de alface, em particular, foi testada
em condig¢bes de campo para avaliar a variabilidade entre os
solos, variedades e sistemas de irrigacao.

Em todos estes ensaios, a fertilizagdo gquimica foi
completamente substituida, obtendo-se excelentes resultados em
termos de colheita da cultura e em termos de teor de nitrato
tanto nas folhas como no solo. Os resultados da distribuicao de
tamanhos das alfaces num dos testes realizados sdo mostrados na
Tabela 1. Como pode ser visto, foi conseguida uma melhor
distribuicdo de tamanhos (tamanhos mais adequados) de interesse
comercial com a utilizacdo do produto para fins da colheita da
cultura, porque foi conseguida uma proporgado de C-9 e C-10 muito
maior com o fertilizante do que no cultivo tradicional tratado
com fertilizacd&o gquimica.
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Tabela 1.- Distribuicdo de tamanhos comercial
no teste Aguilas.

X

% DISTRIBUICAO DE TAMANHOS

TAMANHOS Fertilizante CULTURA USADA

C-9 16% 28%
Cc-10 57% 68%
c-12 27% 4%

A Figura 2 mostra os efeitos do tratamento no crescimento
da planta, medido como peso médio, em gramas. A barra cinzenta
do grafico representa o fertilizante bioldgico de acordo com a
presente invencdao, e a barra preta indica o controlo usado.
Observou-se que em determinadas condigdes experimentais o peso
da alface tratada com o fertilizante é superior ou comparavel
ao da alface tratada com fertilizante qguimico. De facto,
observa-se que apesar de ndo se usar fertilizac&o guimica, os
resultados obtidos sdo semelhantes ou até superiores agueles da

cultura usada.

As figuras 3 e 4 mostram uma reducao da concentracdo de
nitratos e poluentes ambientais no solo (Figura 3) e nas folhas
(Figura 4). E 6bvio que a utilizacdo de fertilizante bioldgico
reduz significativamente a presenca de nitratos e/ou poluentes
tanto no solo como nas folhas em comparacao com fertilizantes
gquimicos.

Na Figura 3, pode-se também concluir gue a poluicao
ambiental devido a nitratos, fosfatos e outros fertilizantes
quimicos € drasticamente reduzida através da utilizacdo deste
produto biofertilizante. Uma vez que nenhum tipo de fertilizacéao
quimica é adicionado, o efeito de lavagem destes sais dos solos
é praticamente eliminado. O teor de nitrato em folhas (Figura
4) foi, além disso, consideravelmente reduzido, tornando o
produto mais saudéavel.

Lisboa, 2015-11-11
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REIVINDICACOES

1. Fertilizante bioldgico e estimulador de crescimento de
plantas consistindo em:

a.— uma cultura pura de estirpe Cs da espécie Pantoea dispersa
depositada na Colecdo Espanhola de Culturas Tipo (CECT) com
numero CECT 5801,

b.- uma cultura pura da estirpe Mz da espécie Azospirillum
brasilense depositada na CECT com o numero CECT 5802, e

c.— &4cido indolo-3-acético (IAA), ou um promotor de &cido
indolo-3-acético selecionado, como L-triptofano.

2. Fertilizante bioldégico de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado por a referida estirpe referida
como Cz ser capaz de produzir acido indolo-3-acético em meio de
tomate em concentragdes da ordem de 80-120 mg x L°1.

3. Fertilizante bioldégico de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por as referidas estirpes Csz, Ms
e o referido 4&cido indolo-3-acético estarem imobilizados num
suporte sélido, selecionado do grupo compreendendo argila,
vermiculite, perlite, sepiolite, caulino, terra de diatomédceas
e zedlitos naturais.

4. Fertilizante bioldégico de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por compreender uma concentracao
de &cido indolo-3-acético da ordem de 50-120 mg x kgl de
produto.

5. Fertilizante bioldégico de acordo com a
reivindicacédo 3, caracterizado por os referidos zedlitos
naturais terem sido carregados com salis e terem a seguinte
composicédo: azoto total (NHs"): 0,3-0,5%, potédssio (K:0): 0,10-
0,25%, fésforo (P20s): 0,50-0,75%, =zinco (Zn2*): 85-110 ppm,
ferro (Fe?"): 600-800 ppm, manganés (Mn?"): 250-300 ppm e cobre
(Cu4t) : 10-20 ppm.

6. Fertilizante bioldgico de acordo com a
reivindicacédo 1, caracterizado por se comportar como um sistema
de libertacdo lenta para libertar células, nutrientes e outras
substéncias.
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7. Fertilizante bioldgico de acordo a reivindicagédo 1,
caracterizado por ter um teor de humidade compreendido entre 2-
5%.

8. Fertilizante bioldégico de acordo a reivindicacgado 7,
caracterizado por ter um teor de humidade compreendido entre 2-
2,5%.

9. Método para obter um fertilizante bioldgico de acordo
com as reivindicagbes 1-8, caracterizado por compreender a
obtencdo das estirpes através da cultura de estirpes C:z: e Ms
através de um processo de fermentacdo imersa num meio de cultura
compreendendo uma fonte de carbono e uma fonte de azoto orgénico
contendo triptofano.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado
por compreender o passo de imobilizacdo celular e carregamento
de nutrientes num suporte sdélido, que sdo levados a cabo em
simultdneo e por pulverizacdo do sé6lido com os caldos de
fermentacdo e as solucbes de nutrientes, seguindo um esgquema
sequencial, misturando continuamente para obter um sdélido
molhado homogéneo.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 9 caracterizado
por a referida fonte de carbono ser pasta de tomate concentrada
a 3-5% em volume em relacdao ao volume total da cultura, a
referida fonte de azoto ser hidrolisado de colagénio de pele
animal a 0,2 - 1% em volume em relagdao ao volume total da
cultura, em que sdo atingidas concentracdes de células de 10°-
101% células/mL e uma concentracdo de adcido indolo-3-acético néo
inferior a 50 mg x L'l e por o referido &cido indolo-3-acético
ser adicionado durante e/ou apds o passo de fermentagéo.

12. Método para a ©preparacdo e a produgdo de um
fertilizante Dbioldgico, de acordo com a reivindicagdo 1,
compreendendo os passos de cultura das referidas estirpes, sua
imobilizacdo em matrizes sdlidas e secagem das referidas
matrizes, em que o referido passo de secagem € levado a cabo
num secador em leito fluidizado a uma temperatura inferior a
35°C, com secagem e fluxo de ar continuos, obtendo-se o referido
fertilizante bioldégico com um teor de humidade entre 2 - 5%.

13. Método de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
por o referido passo de cultura das referidas estirpes
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compreender a fermentacdo das estirpes referidas num meio de
crescimento com L-triptofano adicionado.

Lisboa, 2015-11-11
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Figura 1 - Teste de estabilidade do produto a temperatura

ambiente

Produto Controlo Produto 1,5 anos Produto 2.7 anos
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Figura 2 - Peso médio da alface em cada um dos testes efetuados
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Figura 3- Quantidade de nitratos no solo depois de terminada a
colheita da cultura
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Figura 4- Teor de nitrato na folha no momento da colheita
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