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INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO NA
FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO OU NANOESCALA PRODUZIDAS
ATRAVES DE ELECTROSPINNING/ ELECTROSPRAYING

Campo da invencio

A invengdo presente relaciona-se a inoculante bacteriano incorporando
bactérias fixadoras de nitrogénio em veiculo polimérico na forma de fibras e/ ou
particulas em micro ou nanoescala produzidas através de electrospinning ou
electrospraying.

Antecedentes da Invencéo

A partir da década de 90, o tratamento de sementes vem se localizando no
topo da industria sementeira, em funcdo das preocupacbes relativas a
seguranga no trabalho e protegdo do meio ambiente, bem como pela
semeadura de precisdo, uma vez que o processo serve para melhorar a
plantabilidade das sementes. Esse fato faz esta tecnologia ser altamente
eficiente na protegdo das sementes, ao combinar fungicidas com inseticida
(ingredientes ativos) em uma camada, ou filme, feito de polimero liquido
adesivo (figura 1). A semente esta recoberta com fungicidas, inseticidas,
herbicidas, nutrientes, materiais hidrofébicos e outros aditiV6S. Considera-se 0
investimento mais efetivo na implantacdo e uma lavoura.

Além do tratamento de sementes, a inoculagéo bacteriana € essencial para a
boa germinagdo e vigor da plantula emergente de leguminosas. Trata-se a
inoculagéo bacteriana de um veiculo na forma de p6, como a turfa, ou liquida,
no caso do inoculante liquido polimérico, contendo bactérias fixadoras de
nitrogénio simbibticas na raiz da planta, o qual sera aplicado sobre o tegumento
da semente. O nitrogénio & essencial para o crescimento da plantula de
leguminosa apo6s a germinagdo da semente. Por outro lado, é bem conhecido o
fato que os fungicidas e solventes organicos, entre outros produtos presentes
no tratamento de sementes, prejudicam as bactérias benéficas a planta, de
modo que inibem o seu crescimento, reduzindo o seu efeito benéfico.

Assim, a aplicacdo simultanea de tratamento de sementes e inoculagdo
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bacteriana € um desafio para a industria de pesticidas atualmente. Além da
protegéo contra os produtos quimicos presentes no tratamento de semente, a
inoculagdo com sucesso depende da liberagdo das bactérias em um tempo
ideal, rapidamente nas primeiras 48 horas da plantagdo para permitir a
formagédo do nédulo junto a raiz, e da preservagao da vida da bactéria junto a
semente, no solo, depois da plantagdo. Essas duas caracteristicas ndo séo
providas eficazmente pelas formulagdes de inoculantes bacterianos existentes
no momento do mercado. Assim, as formulagdes liquidas apresentam
vantagens tecnolégicas sobre as formulagdes em po, especialmente no quesito
facilidade de aplicagéo, ainda séo insuficientes para a prote¢do da bactéria no
solo e preservagao do vigor da plantula.

Entre as inovagbes da indUstria atual, destacam-se formulacbes de
revestimento polimérico aplicadas na semente no caso do tratamento de
sementes. Aplicagdes de inoculantes bacterianos na forma de filmes
poliméricos aplicados eletrostaticamente, secando rapidamente na aplicagéo,
ndo existem atualmente, e seriam altamente desejaveis pelas razbes expostas.
O material escolhido para ser empregado como suporte para a produgéo de
inoculantes nado deve conter substancias téxicas ao microrganismo, deve servir
como meio nutritivo para o crescimento e a sobrevivéncia da bactéria durante o
armazenamento, além de ser de facil obtengdo, mantendo constantes suas
caracteristicas. O revestimento contendo bactérias deve, idealmente, permitir a
troca de gases da semente em germinagéo e, quando associado a tratamento
de sementes, proteger as bactérias dos patégenos do solo e dos agentes
toxicos empregados no tratamento.

Electrospinning e electrospraying sao técnicas inovadoras para a produgdo de
fibras ou particulas em micro ou nanoescala. Estes métodos se caracterizam
por empregar um campo elétrico de alta voltagem entre dois eletrodos, onde
uma solugcdo polimérica € adicionada, gerando mudangas em suas
propriedades fisico-quimicas que levam a produgdo de fibras ou particulas
diminutas que emanam de uma seringa e sdo projetadas em dire¢do a um

coletor eletrizado. Uma importante vantagem do electrospinning é a capacidade
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de formacdo de fibras muito finas de poucos nandmetros e de grande
superficie, gerando polimeros com melhores propriedades mecanicas.
Essa capacidade de produgéo de fibras ou particulas em micro ou nanoescala

é desejavel para a incorporagdo de elementos vivos como bactérias, pois

permite a troca de gases e sua respiragao, a partir da diferenca de volume livre

entre as moleculas dos diferentes polimeros selecionados. Além disso, o
polimero consegue controlar a umidade do ambiente peri-tegumento da
semente, a partir de sua hidrofilicidade ou hidrofobicidade e da espessura do
revestimento.

Atualmente, a incoporagido de bactérias em nanofibras em aplicagdes
farmacéuticas ou alimentares s&o descritas na literatura, mas desconhece-se a
incorporagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio na raiz de plantas nos
moldes da presente invengdo. Como até hoje nao existem trabalhos sobre o
uso dessa técnica em rizébios utilizados para a produgéo de inoculantes
comerciais de leguminosas, o0 uso de electrospinning ou electrospraying em
bactérias de interesse agricola mostra-se como um campo de estudo inovador.
Tradicionalmente foi utilizada a turfa, material de origem vegetal, parcialmente
decomposto, encontrada geralmente em regides pantanosas, como inoculante
bacteriano, contudo, o agricultor hoje da preferéndia as formulas liquidas ou
géis, devido a praticidade de uso, de modo de aplicagdo e maior uniformidade
do produto, que hoje correspondem ao maior mercado. Uma aplicacdo de
polimero soélido, como a sugerida nessa patente € um avango em relagdo aos
inoculantes liquidos, pois é garantida melhor adeséo ao tegumento da semente
e menor podridao por excesso de agua.

Em relagdo aos inoculantes liquidos, poliméricos existentes no mercado, usam-
se desde polimeros naturais (casca de arroz ou sabugo, celulose etc.) ou,
preferencialmente, sintéticos. A poli (vinil pirrolidona) (PVP) pode ligar-se a
compostos toxicos presentes nos exudatos que s&o gerados durante a
inoculagdo e a germinagdo da semente, favorecendo uma melhor aderéncia
das ceélulas com as sementes. Diversos trabalhos tém relatado aumento

significativo na sobrevivéncia do rizébio com a incorporagdo de PVP ao
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inoculante. Alguns autores desenvolveram inoculantes a base de géis
polimerizados de poliacrilamida, alginato e goma xantana. Esses materiais
apresentam maior estabilidade proporcionando maior sobrevivéncia da bactéria
em periodos mais longos de armazenamento. Como desvantagens, citam-se o
custo de aplicagdo, ndo tolerancia ao calor e a ndo protegdo contra os
pesticidas usados no tratamento de sementes.

Assim como os inoculante liquidos, os inoculantes em forma de géis
apresentam um desempenho fraco em condi¢des tropicais, fato que tem
ocorrido com frequéncia no Brasil, por exemplo, no centro-oeste; desse modo,
protetores de células contra estresses sdo um fator limitante ao bom
desempenho em campo.

Formulagbes inovadoras empregando nanotecnologia, visando permitir a
sobrevivéncia em condigdes de estresse, como temperaturas elevadas do solo
e baixa umidade, que ocorrem, com frequéncia, na época da semeadura, bem
como a protegdo contra outros produtos prejudiciais utilizados no tratamento de
sementes, como os fungicidas, inseticidas, € desejavel. Como citado, uma
formulag&o soélida também é vantajosa, conforme sugerido nessa patente.

No ambito patentario, foram localizados alguns documentos relevantes que
serdo descritos a seguir, no contexto de uso de naniotecholc)'gia ou técnicas de
nanotecnologia em aplicagdes de controle de pragas, insetos ou agricultura em
geral.

Relacionadas com nanotecnologia no Brasil.

- Pl 0414163-6, intitulado: “método de produgdo de nanofibras a partir de uma
solugdo de polimero usando fiacédo eletrostatica, e, dispositivo para realizar o
mesmo”, publicada em 08/09/2004.

- Pl 0703280-3, intitulada: “processo de obtengdo de nanofibras de
nanocompositos esfoliados de poliamida 6,6 com nanoargila por eletrofiagdo e
nanofibras obtidas”, publicada em 04/10/2007.

- Pl 0516328-5, intitulada: “método para a preparacdo de uma rede de
nanofibras”, publicada em 03/11/2005.

- Pl 0408535-3, intitulada: “nanoestruturas de carbono e processo para a
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produgdo de nanotubos, nanofibras e nanoestruturas a base de carbono”,
publicada em 22/03/2004.

- Pl 0317205-8, intitulada: “composicées de nanofibras de carbono e
oligbmeros macrociclicos polimerizados eletricamente condutores, processo
para prepara-las e artigo moldado destas”, deposita em 19/12/2003.

- P1 9710708-5, intitulada: “nanofibras com alta area de superficie”, publicada
em 13/05/1997.

- Pl 0611827-5, intitulada: “métodos, sistemas e materiais de fabricagado de
nanoparticula”, publicada por: “The University of North Carolina at Chapel Hill
(US), North Carolina State University (US) e Liquid Technologies Inc. (US)” em
19/06/2006.

- PI 0902080, compreendendo: “... Uma estrutura composta de micro e/ou
nanofibras, tramadas na forma de um tecido e/ou ndo tecido por meio de
eletrofiagéo de um sistema polimérico como solugdo... Contém incorporados
nos mesmos agentes ativos com forte agdo bactericida, bacteriostatica e
fungicida na forma de nanoparticulas metalicas e enzimas proteoliticas como
componentes ativos incorporados nas mesmas que atuam no desbridamento
dos tecidos desvitalizados. A presente invengéo também descreve um curativo
inteligente que usa a referida membrana”, publicada"pof"‘USPi FAPESP”.

- Pl 0902050, compreendendo: “Apresenta o produto nanoparticulas
biodegradaveis sensiveis a variagdes de temperatura e/ou pH... Sdo usadas
para a encapsulagéo de molécuias ativas, visando sua posterior liberacdo em
um meio especifico sob um estimulo também especifico..., se o ativo for de
aplicacdo em emulsées ou dispersées de uso cosmetico, alimenticio ou
agroquimico, e o estimulo pode ser a variagdo de temperatura, ou de pH, ou
ambos simultaneamente. Para concretizar um produto, a molécula de interesse
a ser nanoencapsulada deve ser solubilizada, dispersa ou emulsionada na
solugéo obtida da solubilizagéo do copolimero de bloco no solvente desejado”,
publicada por “USP; Instituto de Pesquisas Tecnolégicas”.

- Pl 0705599-4, compreendendo: “nanoparticulas para encapsulagdo de

ingredientes ativos, processo para sua obtengdo, composi¢cdo compreendendo
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nanoparticulas”, publicada por “Universidade Federal de Santa Catarina
(BR/SC)” em 19/04/2007.

NACIONAIS

- Pl 0520470-4 intitulado "superabsorventes, nanofibras n&o-trangadas
acabadas com os mesmos e seus usos", em nome de Schill + Seilacher
Aktiengesellschaft (DE), publicada em 23/12/2005;

- Pl 0611827-5 intitulado "métodos, sistemas e materiais de fabricacéo de
nanoparticula", em nome de “The University Of North Carolina At Chapei Hill”
(US), North Carolina State University (US) e Liguid Technologies Inc. (US),
publicada em 19/06/2006;- Pl 0801545-7 intitulado "nanoparticulas preparadas
a base de ceras naturais da amazonia. processo de obtencédo, composicéo e
aplicagbes das nanoparticulas", em nome de Betina Giehl Zanetti Ramos
(BR/SC), publicada em 07/05/2008;

- Pl 0705599-4 intitulado "nanoparticulas para encapsulacdo de ingredientes
ativos, processo para sua obtencdo, composicdo compreendendo
nanoparticulas" em nome de Universidade Federal de Santa‘ Catarina (BR/SC),
publicada em 19/04/2007;

Né&o foram encontradas patentes nacionais com o foco da presente invengéo,
ou seja, uso de nanofibras ou microfibras geradas por eieti"ovfilagéo com fins de
uso como inoculante bacteriano.

INTERNACIONAIS:

Existem diversas patentes de uso de fibras de electrospinning ou electropraying
para fins de uso como curativos ou substitutos cutédneos e com propriedades
antimicrobianas, ou antibiofilme.

Em relagdo a matrizes de nanofibras contendo bactérias foram encontradas as
seguintes, sem se encontrar uso de nanofibras com fim de uso como inoculante
bacteriano fixador de nitrogénio em planta, motivador da presente invengao.
Ainda ha inimeras descrigées de hidrogéis como inoculantes bacterianos para
fins de lavoura, nenhum em micro ou nanoescala produzido a partir de
electrospinning ou electrospraying.

As patentes mais relacionadas com a presente inveng¢éo sdo, mas com uso de
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microorganismos distintos e focos de aplicagéo diferenciados sdo as seguintes:
- WO n° 051607, depositada em 2010, compreendendo: “uma preparacéo de
concentrado de substancias biologicamente ativas dispersiveis em agua para
aplicagdo em agricultura em escala nanométrica, de particulas insollveis em
agua ou de agua que séo aplicaveis como ingredientes ativos de defensivos
agricolas”, depositada por “Oxiteno Ind. e Com. S.A. O foco sdo dispersiveis
em agua em nanoescala de agroquimicos, sem relagéo direta com bactérias.

- Patente dos Estados Unidos n° 0153077, de David Henry (Morigny-
Champigny, FR), depositada em 26/06/2008 e intitulada “substrates for
immobilizing cells and tissues and methods of use thereof’. Sdo descritos
substratos para imobilizar células e tecidos e métodos de utilizagdo dos
mesmos. Um substrato para imobilizar células ou tecido, compreendendo: a.
uma rede de nanofibras, e b. um substrato de base constituido por um
substrato néo tecido ou tecido poroso, onde o substrato de base compreende
uma primeira superficie exterior, em que a rede de nanofibras é adjacente a
primeira superficie exterior do substrato de base. Apesar’de citar iniUmeros
elementos biolégicos incluindo feromdnio, as descricbes se referem apenas a
aplicagdes médico-biologicas. , -

- Patente dos Estados Unidos no. 0061496, depositado em 2009, por Jonathan
Charles Kuhn e Eyal Zussman, intitulada “Encapsulation of bacteria and viruses
in electrospun fibers”. Consiste em um método de preservagéo de organismos
na forma viavel, compreendendo uso de microorganismos em suspensdo numa
solugdo de polimero usada como pré-mistura de electrospinning; de modo a
formar fibras com um didmetro ndo superior a cerca de 5 um, no qual os
organismos distintos s8o encapsulados em forma viavel. As referidas bactérias
compreendem Escherichia coli ou Staphylococcus albus, ou um virus
selecionado a partir dos grupos de virus bacterianos também pode ser usado.
Os referidos virus de bactérias sao cultivadas em E. coli. O foco da patente séo
aplicagbes médicas. O tipo de microorganismo e aplicagéo diferenciam da
presente patente.

Outra patente trata-se da patente dos Estados Unidos, "Electrospun polymer
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fibers comprising particles of bacteria-containing hydrogels”, depositada por
Philipps-Universitat Marburg (Marburg, DE) nos Estados Unidos em 2012, sob
numero 0107900. Trata-se a invengdo de fibras de polimeros que
compreendem bactérias incorporadas por electrospinning sob a forma de
particulas de hidrogel. As bactérias que se localizam nessas particulas de
hidrogel ou das fibras poliméricas de electrospinnning séo capazes de
sobreviver durante um longo periodo de tempo, sem o fornecimento de agua ou
de meios de cultura de células e sdo simultaneamente protegidas contra o
efeito danoso de solventes organicos.

As bactérias aprisionadas em nanofibras sdo liberadas a qualquer momento
atraves do contato com a agua ou sob condigdes de cultura normais. O foco da
patente & sugerido para aplicagbes em tratamento de esgoto, protecéo
ambiental (controle de poluigdo da agua), o setor agricola e alimentar, farmacia,
fermentagdo, e da industria da construgdo, mas a descrigdo de exemplos
restringe a protecdo ambiental e tratamento de residuos. Os hidrogéis
compreendem poli (vinil alcool), poli (6xido de etileno), polietilenoimina, poli
(vinil pirrolidona), acido poliacrilico, metil-celulose, hidroxipropil-celulose,
poliacrilamida, amido ou acetato de celulose parcialmente saponificado, em
cada caso, sob a forma de ligagbes cruzadas. As ‘baétérias‘"imobilizadas nas
particulas de hidrogel foram coli (E.) coli e Micrococcus (M.) luteus.

Descricdo detalhada da invencédo

A presente invengéo descreve um inoculante bacteriano incorporando bactérias
fixadoras de nitrogénio em veiculo polimérico na forma de fibras e/ ou
particulas em micro ou nanoescala produzidas através de electrospinning ou
electrospraying. -

Muitos compostos estdo sendo testados para a formagéo de nanofibras por
electrospinning ou electrospraying no intuito de incorporar bactérias. Citam-se
uso de polimeros sintéticos como poli (alcool vinilico), poli (6xido de etileno),
poli (vinil pirrolidona), poliacrilatos (como acrilatos e metacrilatos de
hidroxialquila), poliuretanos, poliuréias e poliésteres. Biopolimeros podem ser

copolimerizados e submetidos ao electrospinning ou electrospraying em
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associacéo com os primeiros, citando-se: como quitosana, alginato, derivados
de celulose ou amidos, entre outros.

Como propriedades desejadas, busca-se um polimero sollivel em solvente n&o
toxico, de preferéncia em solugao aquosa, que seja capaz de produzir fibras ou
particulas quando submetido ao aparelho eletrostatico. Dentre os polimeros
sintéticos citados, destaca-se o uso de alcool polivinilico (PVA), com o qual é
possivel produzir fibras com alto rendimento usando solugio, emulsdo ou
dispersdo aquosa, como meio de dissolugédo. Ele ainda se caracteriza por ser
um polimero biodegradavel formado através da saponificacéo de polivinil éster
com solugéo de soda caustica. Possui excelentes propriedades fisicas, como
viscosidade, formacao de filme, emulsificante, poder dispersante, forga adesiva
e flexibilidade.

Pela presenga dessas caracteristicas, estudos sobre a utilizagcdo deste
polimero na imobilizagdo de bactérias de interesse econdmico apresentam-se
como uma alternativa inovadora e ecologicamente sustentavel. Varios
trabalhos cientificos foram realizados em outras areas do Qonhecimento, mas
néo com fins de uso como inoculante bacteriano de uso agricola, a idéia que se
deseja proteger com a presente patente. Além disso, ndo havia sido provada a
eficiéncia dessa técnica para a aplicacéo p"ropoé.tai. lsso porque ©
encapsulamento das bactérias proporcionado pelas nanofibras de PVA através
da técnica de electrospinning pode gerar maior protegdo ao microrganismo,
auxiliando na manutengao de teores de umidade e faixas de temperatura mais
favoraveis a sobrevivéncia microbiana. Estudos prévios verificaram que a
sobrevivéncia de rizébios da espécie Bradyrhizobium japonicum, utilizada em
inoculantes comercias na cultura da soja, é estendida quando imobilizados em
PVA. Por ter componentes hidrofilicos, o polimero aumenta a absorgéo de
agua, disponibilizando-a para a bactéria e assim minimizando o efeito da
dessecacéo celular.

Deste modo, foram realizados experimentos para avaliar a sobrevivéncia de
rizébios quando encapsulados em nanofibras de PVA através da utilizagdo do

método de electrospinning em sementes de soja, bem como a indugéo de
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nodulagao dos rizébios em plantulas de soja originadas de sementes tratadas
com a mesma metodologia (exemplos | e Il).

A invengdo presente relaciona-se a inoculante bacteriano incorporando
bacteérias fixadoras de nitrogénio em veiculo polimérico na forma de fibras e/ ou
particulas em micro ou nanoescala produzidas através de electrospinning ou
electrospraying. Ndo se restringe aos microorganismos testados, mas a
qualquer microorganismo capaz de fixar nutrientes em raizes de plantas.
Processo de Obtengado das micro/ nanofibras e micro/ particulas
Electrospinning e electrospraying sao técnicas eletrohidrodindmicas versateis
que usam alta tensdo, com diferengas de potenciais de até 100 kV, no
desenvolvimento de nanofibras e/ou particulas em escala nano ou micrométrica
e que permitem o encapsulamento de ativos de interesse em varios tipos de
industrias. A técnica permite o desenvolvimento de blendas poliméricos
(mistura de 2 ou mais polimeros), filmes poliméricos de escala nanométrica (20
nm, por exemplo) e espessuras tdo pequenas quanto 100 nm, ou menores.
Permite a incorporacéo e ativos em polimeros, elastémeros e aditivagéo com
corantes, conservantes, cargas, bloqueadores UV ou outros aditivos em uma
mesma formulagdo. Os aditivos em escala diminuta permitem a obtengéo de
novos materiais com caracteristicas singulares,v mélh'of ‘e mais efetiva
distribuicdo de cargas, com mais resisténcia, tolerancia ao calor ou radiagéo,
assim como encapsulamento de farmacos e com sua liberagéo controlada.

As micro/nanofibras e as micro/particulas séo obtidas pelo metodo de
electrospinning/electrospraying. O método funciona pelo principio eletrostético,
onde s&o processados polimeros fundidos ou solugbes de polimeros. Esses
polimeros s&do posicionados entre eletrodos, os quais sao ligados a alta tenséo,
da ordem de dezenas de milhares de volts (figura 3). A solugdo dispensada
numa seringa forma um cone (cone de Taylor) na ponta de uma seringa que,
devido ao campo de alta tensdo, colapsa sob a forma de um fio ou pulveriza-se
como spray, em dire¢éo ao eletrodo oposto, onde se deposita no coletor.

Este processo origina uma fibra ou particula de dimensdes pequenas, até

nanomeétrica, que durante um processo continuo produz micro/nanofibras ou
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micro/ particulas. Além da forma comum apresentada na figura ilustrativa,
podem ser aplicados anéis extratores ou agulhas coaxiais no processo. Um ou
mais polimeros podem ser usados simultaneamente ou em agulhas distintas,
com o uso de solventes e cosolventes, aquosos ou organicos, também
incorporando uma fase oleosa. Assim, uma emulsédo pode substituir a solugéo
polimérica, assim como uma dispersédo. A fase oleosa pode se tratar de um
6leo vegetal ou mineral, ou uma fase organica na forma de dois liquidos
imisciveis. Cargas minerais comuns, como micronutrientes, silica, negro-de-
fumo, titdnio, argila e outros, podem ser aditivadas na matriz de
micro/nanofibras ou micro/particulas. Excipientes como usados em formulagdes
farmacéuticas podem ser usadas como espessantes, modificadores de
viscosidade, antiespumantes, secantes, micronutrientes, conservantes e
demais.

As fibras ou particulas podem ser observadas na microscopia 6ptica ou de
transmisséo eletrénica (MET), assim como sua forma pode ser observada na
microscopia de microscopia eletrénica (MEV). A presenga do ativo encapsulado
pode ser demonstrada por uma técnica calorimétrica (TGA ou DSC), ou técnica
do tipo HPLC, espectrofotometria de absorbancia UV-Vis ou cromatografia
gasosa. IR
Particularmente, a solugéo, dispersdo ou emulséo polimérica usada como pré-
mistura na presente invengéo se trata de uma cultura bacteriana misturada com
um polimero sintético, ou natural, especialmente selecionado entre os
polimeros poli (vinil alcool - PVA), poli (vinil pirrolidona- PVP), poli (6xido de
etileno-PEO), poli (hidroxi etil acrilato ou metacrilato), alginato de sédio,
derivados de celulose, quitosana e outros. Além do caldo de cultura, um
inoculante bacteriano comercial (exemplo 2) pode ser usado na mistura com o
polimero como pré-mistura para o electrospinning ou electrospraying.
Protetores celulares diversos podem ser usados com aditivos da pré-mistura. O
solvente utilizado é preferencialmente uma solugdo aquosa.

Especificamente, a presente invengcdo utiliza o método do

electrospinning/electrospraying como método de obtencdo do referido
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inoculante bacteriano para fins agricolas, cujo veiculo € um revestimento de
polimeros incorporando pesticida encapsulado em micro ou nanoescala,
obtidos por electrospinning ou electrospraying, na forma de micro-nanofibras
e/ou micro/particulas.
Micro/nanofibras lisas com diametros entre 50 nm a alguns poucos micra e
particulas com diametros de até 20 micrémetros s&o obtidas pela técnica de
electrospinning/electrospraying, dependendo da composigdo polimérica,
distancia entre agulha e coletor e voltagem aplicada, entre outros pardmetros
que s&o do conhecimento dos versados no ramo.
Descricdo dos Anexos
Figura 1. Sementes de soja com revestimento polimérico.
Figura 2. Nomero de nodulos presentes em raizes de plantulas de soja ao
longo de 30 dias em cujas sementes foram inoculados rizébios, sem ou com
encapsulamento por nanofibras de alcool polivinilico (PVA). Médias seguidas
por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) entre os
tratamentos (CV=21,01%). .
Figura 3. Demonstra a técnica de electrospinning e electrospraying. A Figura 3
mostra o processo de electrospinning/ elecrospray com as seguintes partes:

A. Extremidade do Capilar. Local onde & ejetadé a s‘ingéo do polimero

B. Solugédo de Polimero

C: Formagéo de Nanofibra

D: Aplicacéo de Alta Voltagem

E: Nanofibra Coletada

F: Coletor. Local onde é depositado o produto final

Os estudos em laboratério e campo revelaram a viabilidade da técnica

inovadora apresentada.
Exemplos
Experimento 1
Foi realizado um experimento para avaliar a possibilidade de uso de nanofibras
gerada por electrospinning como inoculante bacteriano a partir de meio de

cultura bacteriano de rizébio. Os inoculantes séo produtos contendo bactérias
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que promovem a fixagao de nitrogénio (N2) em raizes de plantas leguminosas.
A estirpe de Bradirizhobium japonicum, testada (SEMIA 5079), cresceram bem
em um caldo em meio de cultura levedura-glicerol (YGB) até atingir populagdes
maiores do que 2x10° UFC mL™" (Unidades Formadoras de Coldnias por ml),
cerca de cinco dias apdés a inoculagdo, guando aproximou-se da fase
estacionaria de crescimento. Células no meio YGB foram centrifugadas e re-
suspendidas em glicerol com solugéo salina.

A concentracdo de células foi medida por meio da escala de McFarland, até
alcancar 1x10° UFC mL™". A sobrevivéncia da bactéria e o pH de todas as
culturas foram avaliados antes e depois de passar pelo processo de
electrospinning. As bactérias em solugdo salina de glicerol foram dispersas em
solugdo de 16% de PVA estéril 1:1 (v: v), homogeneizados e usada como pré-
mistura que foi submetida ao processo de electrospinning. A tenséo aplicada foi
ajustada para cerca de 20 kV. Todos os experimentos foram realizados dentro
de um fluxo laminar, sob condigdes assépticas, para minimizar a contaminacgéo.
Bacterias vidveis foram contadas por dissolugéo de 1 g de formulagéo sélida
em 99 ml de solugéo salina (0,85% de NaCl, pH 7,0) para efetuar a solucéo de
série decimal e inoculagdo em placas de petri com meio de agar vermelho
congo levedura -Manitol (CR-YMA). As placas foram incubadas a 28 £ 2 ° C e
as colénias produzidas foram contadas apds sete dias. As nanofibras foram
analisadas apds 16 e 24 h apds o processo de elecfrospinning. Houve uma
redugdo da ordem de um logaritmo de células vidveis depois de passar pelo
processo de electrospinning: 9,44x 10 UFC.mL™" (antes do processo ES) para
6,66x 10" UFC.mL™". Embora menor essa contagem ainda ¢ suficiente para uso
com fins de inoculante bacteriano. Concluindo, as bactérias foram
encapsuladas em nanofibras poliméricas por electrospinning com sucesso,
mantendo a sua viabilidade em niveis relativamente altos.

Experimento 2:

Foi realizado um experimento para avaliar a eficacia de um inoculante
bacteriano contendo rizébio produzido através de electrospinning em sementes

de soja. Os objetivos do estudo foram avaliar a sobrevivéncia dos rizébios em
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nanofibras de PVA em semente de soja ao longo do tempo de armazenamento
e na presencga de fungicida e verificar e nodulagdo de plantulas de soja. No
primeiro experimento, a diferenga nao foi significativa no tempo zero e apods
24h, apos 48h, verificou-se uma concentragdo bacteriana quando se aplicou
nanofibras de PVA. O fungicida diminuiu a viabilidade dos microrganismos
mesmo na presencga de nanofibras. Em casa de vegetagéo, entre o 15° e 0 20°
dia verificou-se aumento significativo no nimero de nédulos em ambos os
tratamentos, entretanto, essa diferenga néo foi observada entre o 20° e o 30°
dia nas plantulas com e sem a aplicagao de nanofibras (figura 2). Desse modo,
a técnica de electrospinning auxilia na sobrevivéncia dessas bactérias mesmo
apo6s 48h de armazenamento. O fungicida atua negativamente sob os rizébios,
mesmo quando encapsulados. A degradagdo de PVA auxilia no crescimento
dos rizdbios devido a liberagdo controlada dos microrganismos no meio,
minimizando seu estresse ambiental. Quando os rizébios s&o encapsulados por
electrospinning, o nimero de nddulos tende a aumentar ao longo dos dias, 0
que nao ocorre com o uso dos inoculantes comerciais usuais‘.

Deve ficar evidente aos conhecedores da técnica que a presente invengao
pode ser configurada de muitas outras formas especificas sem apartar-se do
espirito ou do escopo da invengao, partioularmente," 0 uso de outros polimeros
e bactérias fixadoras de nitrogénio na raiz de plantas deve ser contemplada.
Portanto, os exemplos e configuragdes presentes devem ser considerados
como ilustrativos e nao restritivos, e a invencdo n&o deve ser limitada aos
detalhes fornecidos neste documento, mas podem ser modificados dentro do

escopo e equivaléncia das reivindicagdes apresentadas.
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Reivindicacoes

1. INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS
DE NITROGENIO NA FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO
ou NANOESCALA PRODUZIDAS ATRAVES DE
ELECTROSPINNING/ELECTROSPRAYING, caracterizado pelo inoculante
incorporar bactérias fixadoras de nitrogénio e ser um veiculo polimérico na
forma de fibras e/ou capsulas em micro ou nanoescala produzidas através de
electrospinning ou electrospraying.

2. INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS
DE NITROGENIO NA FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO
OU NANOESCALA PRODUZIDAS ATRAVES DE ELECTROSPINNING/
ELECTROSPRAYING de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelas
bactérias fixadoras de nitrogénio serem rizébio ou Azosperillum brasilense.

3. INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS
DE NITROGENIO NA FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO
OU NANOESCALA PRODUZIDAS ATRAVES DE ELECTROSPINNING/
ELECTROSPRAYING de acordo com a reivin’dicagéo 1, caracterizado por
conter uma pré-mistura submetida ao processo de electrospinning ou
electrospraying. |

4. INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS
DE NITROGENIO NA FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO
OU NANOESCALA PRODUZIDAS ATRAVES DE ELECTROSPINNING/
ELECTROSPRAYING de acordo com as reivindicagbes 1 e 2, caracterizado
pela pré-mistura incorporar caldo de cultura com bactérias fixadoras de
nitrogénio. |

5. INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS
DE NITROGENIO NA FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO
OU NANOESCALA PRODUZIDAS ATRAVES DE ELECTROSPINNING/
ELECTROSPRAYING de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
caldo de cultura ser associado a uma solugdo polimérica contida em veiculo

polimérico.
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6. INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS
DE NITROGENIO NA FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO
OU NANOESCALA PRODUZIDAS ATRAVES DE ELECTROSPINNING/
ELECTROSPRAYING de acordo com as reivindicagdes 1 e 5, caracterizado
pelo veiculo polimérico ser em escala reduzida e direcionado para fixagéo de
nitrogénio na raiz de plantas.
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Anexos

Figuras

Figura 1

Semapre sem BVA -»- Semente com BUVA
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Figura 3
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Resumo

INOCULANTE BACTERIANO INCORPORANDO BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO NA
FORMA DE FIBRAS E/ OU PARTICULAS EM MICRO OU NANOESCALA PRODUZIDAS
ATRAVES DE ELECTROSPINNING/ ELECTROSPRAYING

A presente invengao relaciona-se a inoculante bacteriano incorporando
bactérias fixadoras de nitrogénio em veiculo polimérico na forma de fibras e/ ou
capsulas em micro ou nanoescala produzidas através de elecfrospinning ou

electrospraying.
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