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RESUMO

A necessidade de proteger as culturas agricolas das pragas resistentes e de combater
vetores de doencas endémicas fez com que ocorresse o uso indiscriminado de
agrotoxicos no Brasil. Tal uso de agrotéxicos gerou preocupagao sobre a saude e meio
ambiente e desencadeou o surgimento de inovagdes no controle biolégico de pragas,
como a producgéo onfarm de bioinsumos em propriedades agricolas. Neste trabalho foi
realizado um estudo sobre o controle de qualidade de bicinsumos de uma empresa de
producdo onfarm, analisando a concentracdo minima de células de cada
microrganismo e discutindo sobre a contaminacéo cruzada de um lote especifico. A
partir das analises microbiolégicas e analise das contaminagdes o enfoque do trabalho
se voltou para a otimizagcdo do processo fermentativo da Chromobacterium
subtsugae.A maioria dos bionsumos analisados tinham a concentracdo minima de
células ideal para ser aplicada no campo pelos produtores.A contaminagéao do lote 13
que foi escolhido aleatoriamente foi uma contaminagao cruzada entre os préprios
microrganismos produzidos na empresa onfarm e nao teve ocorréncia de
contaminagdes externas ou contaminagdes patogénicas.Na otimizagcdo do processo
fermentativo da C.subtsugae as variaveis testadas foram: a temperatura,NaCl e
glicose; a temperatura e o NaCl foram as variaveis que tiveram mais influéncia na
otimizacao do processo fermentativo da C.subtsugae,sendo interessante em trabalhos
futuros fazer mais analises com essas variaveis.

Palavras-chave: bioinsumos; producgéao ‘onfarm’, Chromobacterium subtsugae.



ABSTRACT

The need to protect agricultural crops from pesticides and end-combat diseases has
led to the indiscriminate use of pesticides in Brazil. Such an environment generated
and triggering of pesticide health use and innovation of non-biological pest
environment, such as onfarm production on agricultural properties. In this work, a study
was carried out on the quality control of bioinfection of a production company on the
concentration of cells of each one and discussing a study of analysis of a specific study
of a lot and specific cells. From the various microbiological contaminations and the
focus of the fermentation work turned to the optimization of the analysis process of
Chromobacterium subtsugae.13 that was chosen randomly for a cross temperature
between the individuals and non-fermented processes in the onfarm company, having
occurred contamination or external pathogenic contamination. temperature and NaCl
were variables as variables that had more influence on the optimization of the
fermentation process ofC.subtsugae, being interesting in future works to do more
analysis with these variables.

Keywords: bioinputs; ‘onfarm’ production; Chromobacterium subtsugae.
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1 INTRODUGAO
Segundo Arthurs et al. (2019) controle microbiolégico de insetos vem

ganhando mercado, em todo mundo, nos ultimos anos. Pratica utilizada desdemeados
do século XX, o interesse pelo uso de produtos bioldgicos € consequéncia devarios
fatores, entre os quais podem ser apontados: a crescente resisténcia dos insetos-
praga aos agrotoxicos, os custos da aplicagao dos produtos quimicos, os impactos
negativos que esses produtos tém sobre o meio ambiente e os trabalhadoresrurais.
Uma alternativa sustentavel de controle microbiolégico de insetos que cada
vez mais vem crescendo no mercado brasileiro € o uso e a produgao de bioinsumos,

€ 0s bioninsumos sao descritos segundo o MAPA como:

“Produto, processo ou tecnologia de origem vegetal, animal ou microbiana,
destinado ao uso na producgdo, no armazenamento e no beneficiamento de
produtos agropecuarios, nos sistemas de produgdo aquaticos ou de
florestasplantadas, que envolvam AMC que interfira positivamente no
crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de defesa de animais, de
plantas, de microrganismos e de substancias derivadas, e que interaja com
0s produtos e os processos fisicoquimicos e biolégicos, inclusive no controle
de uma populacdo ou de atividades bioldégicas de um outro organismo
considerado nocivo”(MAPA,2021).

Os bioinsumos sao produzidos tanto em escala industrial e também através

da producgéo onfarm que se define segundo o MAPA como:

“Atividades realizadas pelos produtores rurais relacionadas a multiplicagdo de
isolado, linhagem, cepa ou estirpe de AMC, ou a multiplicagéo de bioinsumo
pré-fermentado, a partir de processo de fermentacdo em biofabricas
instaladas em seus estabelecimentos rurais, visando a produgdo de
biofermentados para uso proprio exclusivamente em seus estabelecimentos
rurais”(MAPA,2021).

Muitos produtores rurais estdo adotando esse sistema onfarm em suas
propriedades, pois a principal vantagem desse processo € a redugao de custos e o
uso em maiores quantidades (MEYER et al., 2022).

No processo de producdo onfarm, apesar de ter ocorrido melhorias nos
sistemas de produgao, ainda é um problema a presenga de contaminantes, seja por
falta de equipamentos adequados, matéria prima com pouca qualidade ou da caréncia
de profissionais especializados (MEYER et al., 2022).

Neste trabalho foi realizado um monitoramento da qualidade de bioinsumos
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provenientes de uma empresa onfarm dos Campos Gerais. Onde diversas espécies
de microrganismos foram analisadas, mas o enfoque no processo fermentativo foi da
bactéria Chromobacterium subtsugae.

C. subtsugae é uma bactéria gram-negativa que possui mobilidade flagelar e
foi registrada em 2007; e sua produgdo comercial iniciou em 2011 (MARTIN et al.,
2007).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi monitorar a qualidade de produgao

onfarm dos bioinsumos.
2.1.1 Objetivos especificos

e \erificar a concentragdo de células através da contagem de células em
placas e em camera de Neubauer de cada bioinsumo proveniente de uma
empresa onfarm da regido dos Campos gerais.

e Avaliar contaminacéo cruzada de um dos lotes analisados.

e Otimizar o processo fermentativo de C.subtsugae quanto temperatura,NaCl

e glicose.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Bioninsumos e agrotoxicos

De acordo com Fontes (2020) as pragas exercem um papel economicamente
negativo na vida do homem. Por exemplo, alguns insetos atuam como vetores de
certas doengas que afetam o homem, enquanto outros estdo diretamente envolvidos
na destruicdo de culturas agricolas, bem como das plantas cujos produtos sao
armazenaveis; e plantas para alimentagao animal.

Ao longo dos anos, varios esforgcos tém sido realizados para controlar as
pragas, incluindo o uso de inseticidas quimicos. Entretanto, esses compostos matam
uma ampla faixa de organismos incluindo aqueles que sao uteis para o homem. Além
disso, a longa exposicao das pragas a esses inseticidas quimicos frequentemente leva
a selecao de organismos resistentes. Assim, esses produtos sdo melhorados ou
alternados, com um enorme custo, de forma a superar o desenvolvimento da
resisténcia de pragas (FONTES, 2020).

Segundo Hungria et al. (2020) O uso excessivo ou indiscriminado de
agrotoxicos e seus impactos negativos estdo se tornando cada vez mais causa de
preocupacdo mundial, mostrando a necessidade de desenvolvimento de métodos
ambientalmente mais seguros para o controle de pragas. Mesmo os paises em
desenvolvimento estao conscientes e preocupados com esses impactos e se mostram
interessados no desenvolvimento e implantagdo de programas de manejo integrado
de pragas (MIP).

Muitas praticas agricolas podem ser prejudiciais aos seres humanos e aos
ecossistemas circundantes e seus beneficios potenciais devem ser comparados a
esses danos. Uma pratica agricola amplamente adotada que € conhecida por ter
impactos prejudiciais ao homem e ao meio ambiente € 0 uso de pesticidas. Embora
muitos pesticidas sejam eficazes contra pragas agricolas e amplamente usados para
evitar danos as plantagdes, os danos as espécies nao-alvo e aos humanos podem ser
generalizados e graves (NOGUEIRA et al., 2020).

Segundo Nogueira et al. (2020) dentre os principais insumos quimicos
utilizados na agricultura tém-se os agrotéxicos, definidos como qualquer substancia
ou mistura de substancias quimicas ou biolégicas empregados com o objetivo de

repelir, destruir ou controlar pragas ou regular o crescimento da planta, podendo ser
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classificados segundo a finalidade como inseticidas, fungicidas, rodenticidas e
herbicidas, entre outras. No entanto, por possuirem toxicidade intrinseca, sao
reconhecidos como agentes toxicos a saude humana e ambiental.

No Brasil, a utilizagdo dos agrotéxicos teve inicio na década de 40 e o primeiro
agrotoxico introduzido no mercado foi o hexaclorocicloexano — HCH, no ano de 1946,
seguidos pelos DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), paration e toxafeno. Porém, sé foi
a partir da década de 1960 que os agrotoxicos foram definitivamente inseridos no
cotidiano dos trabalhadores rurais, aumentando assim, os riscos aos quais ja estavam
expostos (FIGUEIREDO, 2009). Em 1975, com o surgimento do Plano Nacional de
Desenvolvimento (PND), que cuidou da abertura do Brasil ao comércio internacional
desses produtos surgiu uma verdadeira explosao da utilizagdo de agrotoxicos no
trabalho rural. Nos termos do PND, o agricultor era obrigado a comprar tais produtos
para fins de obter recursos do crédito rural (FIGUEIREDO, 2009).

Segundo Souza et al. (2018) um marco regulatério da Anvisa de 2019, alterou
a classificacdo de toxicidade dos agrotdxicos, adotando o padrao internacional, com
cinco divisdes, o Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de
Produtos Quimicos (GHS). Por este novo padrdo, sdo considerados venenos
extremamente toxicos apenas aqueles produtos que causarem morte horas depois do
contato ou ingestado pelo individuo. Agrotoxicos “pouco téxicos” nao terdo mais a
adverténcia de risco no rotulo. Dessa forma, dos agrotéxicos aprovados no inicio do
ano 2019, apenas seis produtos haviam sido classificados como extremamente ou
altamente toxicos.

Em 2017, com cerca de 550 mil toneladas de ingredientes ativos, o Brasil
alcancou o titulo de maior consumidor de agrotéxicos em volume de produto do
planeta de acordo com os dados da Comissdo de Direitos Humanos e Minorias da
Camara dos Deputados apresentados em audiéncia de 2019 em Brasilia (SOUZA et
al., 2018).

Os agrotoxicos devido atuarem sobre processos vitais, possui agao sobre a
constituicdo fisica e de saude do ser humano. Os efeitos na saude podem ser
intoxicagdes agudas, causadas por dano aparente em um periodo de 24 horas, ou
cronicas, quando resultam de uma exposigao continuada de produtos agrotoxicos.
Podem ocorrer desde simples nauseas, dores de cabecga e irritagbes na pele até
problemas crénicos, como diabetes, malformag¢des congénitas e varios tipos de

cancer. Impactos ambientais também sao varios, incluindo contaminagdo da agua,
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plantas e solo, diminuicdo no numero de organismos vivos e aumento da resisténcia
de pestes (MORIN, 2016).

Os residuos de agrotéxicos podem afetar a cadeia alimentar e atingir rios,
lagos, mares, reservas de mananciais e lengois freaticos, contaminando o solo e os
alimentos. Estudos cientificos revelaram residuos de agrotoxicos na urina, sangue e
leite humano (NOGUEIRA et al., 2020).

Segundo Morin (2016) a contaminagdo humana pode ocorrer por trés vias:
ocupacional, ambiental e alimentar. A contaminagcdo ocupacional se da por meio do
trabalho, pela manipulagdo dos agrotoxicos; a ambiental por meio de
dispersao/distribuicdo dos respectivos produtos, ao longo dos diversos componentes
do meio ambiente, e a contaminagédo alimentar decorre da ingestdo de produtos
contaminados.

Pesquisas pontuam que as intoxicagdes por agrotoxicos podem provocar
outros danos, tais como diminuicdo das defesas imunoldgicas, anemia, disfuncao
sexual, cefaleia, insOnia, alteracbes de pressao arterial, distimias e disturbios de
comportamento (MORIN, 2016).

Outros agravos fisicos sdo mencionados na literatura, tais como diversos tipos
de cancer, doengas cardiovasculares, hipertensdo, alteracbes hormonais, entre
outras. Quanto aos prejuizos a saude mental pelos seus efeitos neurotoxicos ao
trabalhador rural que utiliza agrotéxicos, emergem os transtornos mentais comuns
(MORIN, 2016).

Para Morin (2016) o uso de microrganismos como bioprodutos seletivos tem
mostrado alguns sucessos notaveis. Nos dias atuais, varias bactérias, fungos e virus
estao sendo utilizados em produtos comerciais, como resultado dos esforgos para se
atingir bons processos de produgao e formulagéo.

Segundo a ABCBio (Associagdo Brasileira das Empresas de Controle
Bioldgico), instituigdo criada em 2007 para congregar as empresas produtoras e
comerciantes de produtos biolégicos para controle de pragas, atualmente Crop Life, o
mercado de biodefensivos no Brasil esta estimado em US$ 95,6 milhdes (1% do
mercado de agrotoxicos) e a taxa de crescimento anual prevista € de 20%. Em 2021,
o mercado devera ser de US$ 237,8 milhdes (MORIN, 2016).

Comparada a industria de agrotdoxicos convencionais, a industria de
biocontrole esta crescendo 5,3 vezes mais rapido. O Brasil estd acompanhando a

tendéncia de mercado mundial, inclusive com o apoio governamental, a exemplo de
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outros paises. Um levantamento internacional destaca que o Brasil é o quarto pais
com melhor desempenho na producdo de bioprodutos, respondendo por 7% da
comercializagdo mundial. Entretanto, o setor bioldgico € liderado pelos EstadosUnidos
(37%), Espanha (14%) e Italia (10%) (COSTA et al.,2020).

Segundo Costa et al. (2020) dentre os fatores que podem explicar o rapido
crescimento do mercado de bioprodutos, destacam-se: (1) o custo de desenvolvimento
de um produto bioldgico, estimado em 2 a 10 mil délares, comparado ao quimico com
custo estimado em 250 mil ddlares, (2) a especificidade dos agentes de controle
biolégico que atuam apenas no alvo, (3) a sustentabilidade do método por apresentar
menor impacto ambiental e aos seres vivos, além de nao ser poluente, (4) a selegao
de pragas resistentes aos produtos quimicos e aos cultivos transgénicos, (5) a baixa
probabilidade de selegdo de insetos resistentes aos agentes de controle bioldgico, e
(6) a exigéncia do mercado consumidor, preocupado com os efeitos adversos dos
produtos quimicos e seus residuos.

Um outro fato muito importante, e de certa forma decisivo para a expansao do
mercado de biodefensivos, foi a mudanga de comportamento do agricultor. Esses
agricultores comegaram a aprofundar os conhecimentos e trocar informagdes por meio
de grupos organizados em redes sociais, formando verdadeiras redes de pesquisa e
informacéo (COSTA et al.,2020).

Segundo Costa et al. (2020) exemplo dessas iniciativas foi a criacédo do Grupo
Associado de Agricultura Sustentavel (GAAS), que de forma nacional e regional tem
contribuido para o ganho e troca de informagdes e experiéncias entre profissionais de
ciéncias agrarias e biologicas e produtores rurais, auxiliando, assim, a transmitir a
importancia do manejo racional de pragas e doencgas, onde se insere o conceito de
controle bioldgico no pais.

Em funcdo desta alta demanda e pela falta de produtos disponiveis no
mercado, alguns microrganismos tém sido produzidos nas propriedades, muitas vezes
em condi¢gbes inadequadas, o que pode acarretar em um produto final de baixa
qualidade, bem como proporcionar a proliferacdo de patégenos contaminantes
indesejaveis ao meio ambiente, seres humanos e animais (COSTA et al.,2020).

Segundo Hungria et al. (2020) a produgéo de bioinsumos requer conhecimento,
treinamento, infraestrutura adequada e um controle rigido de qualidade do produto
final, garantindo a agdo esperada do produto. Os equipamentos basicos para a

instalacdo de uma infraestrutura adequada de producéo de bioinsumos sdo: area de
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utilidades, laboratério de controle de qualidade e processo, sala de fermentacéo, sala
de estoque de insumos e sala para armazenamento de produto acabado (MONNERAT
et al., 2018).

3.2 Biopesticidas

Os biopesticidas sdo baseados em bactérias, fungos (incluindo alguns
protozoarios e leveduras) e virus de ocorréncia natural (Quadro 1). Esses produtos
constituem uma parte importante da industria de biopesticidas. Na verdade, os
produtos microbianos s&o o segmento de produtos de crescimento mais rapido da
indUstria global de biocontrole (DURAN et al., 2016).

Tradicionalmente, os biopesticidas microbianos tém sido produzidos por um
numero limitado de pequenas industrias que comercializam produtos para controlar
artrépodes em mercados especializados (LACEY et al., 2015). No entanto, eles estao
cada vez mais sendo adotados por empresas de médio e grande porte e
comercializados para uma gama mais ampla de culturas agricolas.

Bactérias entomopatogénicas sdo aquelas que causam doengas em insetos,
ou seja, que sao patogénicas a insetos. Existem varias espécies de bactérias
entomopatogénicas (ROYO, 2010). As bactérias podem ser utilizadas contra diversos
tipos de culturas, ja que existe uma quantidade muito grande de entomopatogénicas.
Elas podem combater desde lagartas das grandes culturas como soja, milho e
algodao, como matar larvas de besouros como o cascudinho da cama de frango e
larvas de mosquitos e borrachudos (ROYO, 2010).

Segundo Fontes (2020) as bactérias entomopatogénicas sao divididas em dois
grupos: esporulantes e nao esporulantes. Entre as esporulantes, existem as
aerdbicas, como as pertencentes ao género Bacillus e similares, e as anaerdbicas,
que pertencem ao género Clostridium.

As bactérias do género Bacillus e correlatos sdo as mais utilizadas em controle
biologico. Nesses géneros, estdo incluidas as espécies Bacillus cereus, B.
thuringiensis (Bt), Paenibacillus popilliae, Paenibacillus lentimorbus, Paenibacillus
larvae, Paenibacillus alvei, Brevibacillus laterosporus e Lysinibacilluss phaericus. As
bactérias n&o esporulantes incluem os géneros Serratia, Pseudomonas,
Streptococcus e Xenorhabdus (FONTES, 2020).

As bactérias do género Bacillus e correlatos tém ocorréncia cosmopolita e séo

encontradas em todas as partes do mundo, em varios substratos como solo, superficie
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de plantas, rizosfera, graos armazenados, insetos mortos, entre outros. Sdo bactérias
Gram-positivas e aerdbicas e podem facultativamente crescer em anaerobiose
(FONTES, 2020).

A B. thuringiensis é a bactéria mais utilizada em controle biolégico de pragas
agricolas e insetos de importancia meédico-veterinaria em todo, que € téxica para
diferentes insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, bem
como a nematoides (QUEIROZ et al., 2016).

No Brasil, o uso de bioinseticidas comerciais a base de B. thuringiensis
aumentou a partir da safra 2013/2014, devido aos prejuizos causados por Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae) em diversas culturas. Entretanto, o alto custo e
escassez de produtos fizeram com que os produtores iniciassem a produgao de
bioinseticidas na prépria propriedade rural, abordagem esta conhecida como produgao
onfarm (FONTES, 2020).

Quadro 1 - Principais Bactérias Entomopatogénicas

Espécie Ordem inseto-alvo Toxinas
B. thuringiensis Lepidoptera,Hemiptera e Himendptera | Cry,Cyt,Vip e Sip
Proteinas inseticidas
Brevibacillus laterosporus Coleoptera,Dipetera e Lepidoptera secretadas (semelhantes as
Vip e Cry)
C. subtsugae CH:oIegptera,Diptera,Lepidoptera e Agentes Bioativos
emiptera
- . . Cry16A,Cry17A,Cbm17.
Clostridium bifermentans Diptera 1 Cbm 17.2
Lysinibacillus sphaericus Diptera Bin,Mtx e Cry48/49
Toxinas  AB(PIx2,PIx3,PIx4,
Paenibacillus arvae Himenoptera gene do dominio B(Txlll) e
Mtx2)
Paenibacillus lentimorbus Coleoptera Cry43Aa1l e Cry43Ba1
Paenibacillus popilliae Coleoptera CryBP1(Cry18Aa1)
Photorhabdus luminescens  |Ctyoptera,Hymenoptera e Lepidoptera |exo de toxinas(Tc) e Pyr
Pseudomonas entomophila  |Coleoptera,Diptera e Lepidoptera Toxina inseticida do tipo Tc
Serratia entomophila Coleoptera SepA,SepB,SepC e Afp
Serratia proteamaculans Coleoptera SepA,SepB,SepC e Afp

Fonte: Fontes (2020)

Mais recentemente, a partir do Bts, a descoberta de varias proteobactérias
gram-negativas que exibem propriedades inseticidas de amplo espectro gerou
interesse comercial (RUIU, 2015). Duas espécies cepas da classe Beta proteobacteria
(Burkholderia cepa A396 e C. subtsugae cepa PRAA4-1) foram desenvolvidas como
bioinseticidas, nematicidas e acaracidas. Produtos contendo meio fermentado com

metabdlitos de pesticidas e outros solidos dessas bactérias sdo comercializados como
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pesticidas organicos para uma variedade de pragas de alimentacao foliar de corpo
mole, incluindo lagartas, uma grande variedade de hemipteros, tripes, acaros e alguns
besouros (ARTHURS et al., 2019).

3.3 Género Chromobacterium

Segundo Borges (2018) o género Chromobacterium pertence a familia
Neisseriaceae e a classe Betaproteobacteria. Até 2007 achava-se que o género era
composto apenas pela espécie Chromobacterium violaceum, porém a partir daquele
ano outras nove especies foram isoladas e caracterizadas: C. subtsugae (MARTIN et
al., 2007), C. aquaticum (YOUNG et al., 2008), C. haemolyticum (HAN et al., 2008),
C. piscinae e C. pseudoviolaceum (SCHOLZ, 2005), C. vaccinii (SOBY et al., 2013) ,
C. amazonense (MENEZES et al., 2015), C. alcanivorans (BAJAJ et al., 2016) e C.
rizoryzae (ZHOU et al., 2016). A maioria foi isolada e identificada em amostras
ambientais por métodos moleculares (PCR —Polymerase Chain Reaction e
sequenciamento, por exemplo) e bioquimicos. Apenas C. violaceum e C.
haemolyticum foram isoladas de material biolégico humano. Algumas propriedades e
caracteristicas do microrganismo podem diferir, como a patogenicidade (DURAN et
al., 2016) e a presenga do metabolito secundario violaceina, importante fenétipo do
grupo.

A C. subtsugae é uma bactéria Gram-negativa que possui mobilidade flagelar
(FONTES et al., 2020). A C. subtsugae foi descoberta, em 2007, sendo isolada do solo
de Maryland, EUA. Essa espécie apresenta colbnias pigmentadas de violeta com
crescimento ocorrendo de 24h a 48h, sendo constituida por bastonetes de 0,7 x 2,4
pm. O crescimento ideal ocorre nas temperaturas de 25°C a 28°C, pH 6,5 a 8,0 com
até 1,5% de NaCl adicionado ao meio (MARTIN et al., 2007).

Possui pigmentagdo denominada violaceina, sua atividade € tdxica para larvas
de coledpteros como Diabrotica speciosa, larvas de lepidopteros como a Plutella
xylostella quando ingerida oralmente; e larvas de hemipteros, como BemisiaTabaci
(Mosca-Branca) e Nezara viridula (LACEY et al., 2015).

Segundo Borges (2018), a violaceina consiste de trés unidades estruturais: 5-
hidroxiindol, 2-pirrolidona e 2- oxoindol, formado a partir da condensacédo de duas

moléculas modificadas de L-triptofano. A violeceina é produzida apenas sob condigdes
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aerdbicas, dependendo de oxigénio molecular (TOBIE,1934). Embora nao seja
essencial para o crescimento e sobrevivéncia, estudos sugerem que ela pode conferir
sobrevivéncia a predagao no ambiente (MATZ et al., 2008), participe da protegao
contra radiacdo solar e regulacdo do nivel de triptofano (DEMOSS, 1967; DURAN;
FALJONIALARIO, 1980), além de constituir um importante mecanismo de defesa
antioxidante.

Além de produzir a Vviolaceina, ela produz substancias como:
polihidroxialcanoatos, cianeto de hidrogénio, antibidticos e quitinase. Apresentando
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (LACEY
et al., 2015).

Também sintetiza lecitinase e hidrolisa caseina em niveis semelhantes aos
apresentados pela linhagem Tipo C. violaceum. Sua porcentagem de G+C é de 64,51
mol% enquanto que C. violaceum possui 64,83 mol% de G+C e outras linhagens
caracterizadas como pertencentes ao género Chromobacterium apresentam entre 64-
68 mol% de 33 G+C. A analise da sequéncia de RNA ribossomal 16S resultou em
similaridade de 97,4% com a linhagem Tipo ATCC 12472T sugerindo a formacgao de
um clado monofilético com taxon ancestral mais proximo sendo Vogesella indigofera
(MARTIN et al., 2007).

C. subtsugae tém a capacidade de produzir uma série de metabdlitos
secundarios interessantes, como a C. violaceum. Ambas espécies parecem ter a
capacidade de sintetizar um sideréforo semelhante a enterobactina e um sistema de
transporte associado, permitindo a absorcdo de ferro férrico de seus arredores
ambientais (MARTIN et al., 2007).

C. subtsugae é usada na agricultura como controle biolégico de pragas, por
possuir atividade téxica para algumas ordens de insetos, tais como: Coleoptera
(besouros), Diptera (moscas), Hemiptera (cigarrinhas e pulgbes) e Lepidoptera
(mariposas e borboletas) (FONTES et al., 2020).
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3.3.1 Processo de producao de biolégicos onfarm versus comercial

Segundo Lorencetti (2019), estamos vivenciando uma nova era no controle
biolégico de pragas e doengas na agricultura. No inicio dos anos noventa, o controle
biolégico utilizando bactérias era restrito ao meio académico, ou em alguns poucos
casos, utilizado em lavouras comerciais. Uma vez que os produtos biolégicos
disponiveis no mercado custavam igual ou eram mais caros que os pesticidas
convencionais.

Até esse ponto, haveria poucos motivos para os produtores deixarem de usar
os pesticidas convencionais. Pois, apesar dos beneficios proporcionados pelo controle
biolégico: menor contaminagdo do ambiente, redugdo dos residuos nos produtos
agricolas, menor impacto em microrganismos benéficos, dentre outros, continua
sendo muito mais pratico e econémico, para o produtor, utilizar os pesticidas quimicos
(LORENCETTI, 2019).

Segundo Lorencetti (2019), desde 2013/2014 surgiram tecnologias que
permitem aos produtores multiplicarem, na propriedade rural, as bactérias de interesse
agricola a baixo custo. Atualmente, o controle bioldgico de enfermidades em plantas
ndo € mais uma utopia, € uma realidade. O mercado de biolégicos cresce em um ritmo
acelerado.

A producéao onfarm de bactérias apresenta algumas vantagens sobre o uso de
produtos comerciais. A maior delas € a diminuigao dos custos para o produtor, devido
a fabricacdo prépria e a inexisténcia dos custos de transporte e armazenagem
(LORENCETTI, 2019).

Producao onfarm é quando os produtores fabricam, na prépria fazenda, caldos
fermentados contendo microrganismos de interesse agricola. Esse multiplicado é
utilizado para o controle de doengas e pragas e a principal vantagem desse processo
€ a reducao de custos e 0 uso em maiores quantidades (CUNHA et al., 2020).

Segundo Meyer et al. (2022) enquanto o mercado convencional de defensivos
agroquimicos tem apresentado sinais de estagnacéo, com resultado recente de queda
global de 6% na produgao (US$ 64 bilhdes), o saldo mundial do controle biolégico em
2018 foi 17% maior que o alcangado no periodo anterior, de US$ 3,8 bilhdes.

A utilizagado de bioinsumos vem crescendo no Brasil e no mundo devido aos
fatores relacionados as questdes regulatorias, de mercado e de manejo das culturas.

O mercado global de bioldgicos para agricultura, que envolve biodefensivos,
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inoculantes, bioestimulantes e biofertilizantes, foi estimado em US$ 9,9 bilhdes em
2020 e, nesse rol, apenas os produtos bioldgicos de controle, respondem por US$ 5,2
bilhdes (IHS MARKIT, 2021). A expectativa é a de que o mercado mundial de
bioinsumoscontinue apresentando elevada taxa de crescimento, alcangando um valor
acima de US$ 10 bilhdes para biodefensivos e US$ 3 bilhdes para bioestimulantes
(MEYER etal., 2022).

Segundo Monnerat et al. (2018) equipamentos basicos para a instalagado de
uma estrutura de producédo de bioinsumos sao: area de utilidades, laboratério de
controle de qualidade e processo, sala de fermentacao, sala de estoque de insumos e
sala para armazenamento de produto acabado.

Area de utilidades: A area de utilidades pode-se restringir a uma cobertura sob
a qual se disponham um gerador de vapor, compressor de ar e sistema de resfriamento
(torre de resfriamento e/ ou agua gelada) (MONNERAT et al., 2018).

Laboratorio de controle de qualidade e processo: este espagco deve conter
capela de fluxo laminar, sistema de inoculagao, microscopio de contraste de fases,
placa aquecedora ou banho-maria, autoclave pequena, estufa de secagem, estufa de
crescimento, incubador rotativo, pipetas de precisdo. Saldo de fermentacao: neste
ambiente, deverdo ser colocados os reatores esterilizaveis,sala de estoque de
insumos, nesta sala, deverao ser colocados todos 0os materiais que serdo empregados
no processo de fermentacdo (MONNERAT et al., 2018).

Sala de armazenamento de produto acabado: nesta sala, sera estocado o
produto acabado e de preferéncia devera ser refrigerada. Todas as areas deverao ser
passiveis de limpeza e desinfecgdo, com acabamento impermeavel. de outras
combinacdes de plantas em consorcio deve ser pesquisado e devidamente avaliado
para que possam ser adotados com sucesso (MONNERAT et al., 2018).

Para Monnerat et al. (2018) entretanto, essa fabricagdo também importa em
alguns riscos, sendo o maior deles, o da contaminagdo do caldo fermentado com
microrganismos patogénicos ao ser humano.

Segundo Cunha et al. (2020) para a criagdo de uma produgdo onfarm é
necessario a instalacdo da biofabrica, aquisicdo e ou producdo do meio de cultura,
aquisicdo e ou producao do indculo, fermentacado e multiplicagado, teste de qualidade

e assim que resultara no produto biolégico pronto para uso.
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A percepcdo dos agricultores de vantagem para estabelecimento de
biofabricas é a de que, com producao prépria, esses produtos poderédo ser usados
intensivamente a um baixo custo (CUNHA et al., 2020).

Segundo Hungria et al. (2020), o uso de germoplasma nao certificado, de
bioprocessos n&o adequados a cada microrganismo e de uso erréneo pelo agricultor
podem levar a resultados totalmente distintos aos preconizados pela pesquisa. Como
exemplo, inoculantes com Azospirillum brasilense, hoje com a comercializagao de
cerca de 10 milhdes de doses anuais, exigem uma concentragao precisa de células;
se inferior, os efeitos promotores do crescimento ndo séo verificados e, se superior,
ocorre a inibicdo e ndo o estimulo do crescimento das plantas.

Apos varios estudos de concentracéo de células e ajuste de dose de inoculantes
comerciais de A. brasilense, a dose recomendada na maioria dos produtos comerciais
é de apenas 100 mL por hectare de um produto contendo 1 x 108 células.mL™, ndo
sendo necessario mais do que isso. Doses superiores inibiriam o crescimento e, mais
provavel ainda frente aos resultados ja obtidos pela pesquisa. Doses continuas dos
patdbgenos que tém sido detectados nos inoculantes comerciais certamente
apresentam alto risco fitossanitario, a saude humana, ao ambiente, ao consumo
nacional e as exportagdes (HUNGRIA et al., 2020).

Segundo Cunha et al. (2020) diferengas entre os produtos comerciais e 0s
producdo de produgao onfarm podem ser estabelecidas como: o produto comercial
tem maior custo em relagdo ao custo e exige menor dose de aplicagao em relagéo
com o produto onfarm; produto comercial tem uma maior qualidade e também possui
um maior shelflife (tempo de prateleira) e ja o onfarm precisa ser de uso imediato; o
produto comercial é formulado e possui maior tolerancia ao stress (UR,UV,etc) e o
onfarm nao € formulado e possui menor tolerancia ao stress.

O produto comercial € uma mistura de microrganismos e o produto onfarm é um
microrganismo isolado; o produto comercial possui maior controle no processo de
multiplicacdo (CUNHA et al., 2020).

Em todo o mundo, a producdo comercial de B. thuringiensis e também como
varias proteobactérias, como por exemplo a C. subtsugae se da através do cultivo
liquido agitado, também conhecida como fermentacdo submersa descontinua ou
batelada (HURTADO, 2004).

Segundo Monnerat et al. (2018), a fermentacdo em batelada consiste na

disponibilizagao inicial de um meio de cultura para que o microrganismo aumente em
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numero de forma exponencial até que se esgotem os nutrientes e o substrato torne-
se limitante ao crescimento. Durante o processo, pode-se acrescentar algum nutriente
especifico ou o meio de cultivo completo, ao que se denomina de batelada alimentada.
Ambas as formas de fermentacdo sdo conduzidas em biorreatores ou fermentadores
que,além de permitir o cultivo da estirpe do microrganismo selecionado, possibilitam o
controle da espuma, pH, temperatura, agitacdo e saturagcao de oxigénio (MONNERAT
et al., 2018).

O processo de multiplicagcao bacteriana sempre se inicia em um laboratério com
a produgao do pré-indculo, a partir de uma estirpe comprovadamente pura, geralmente
em recipientes do tipo Kitazato ou Erlenmeyer, que é transferido para o pré-
fermentador, cujo volume util varia de 2 a 10% do volume do cultivo final. A principal
finalidade do pré-indculo no processo fermentativo é reduzir o periodo de adaptacao
do microrganismo ao meio de cultivo adotado, diminuindo o tempo total de
fermentagao (COUCH, 2000).

Alguns processos fermentativos onfarm tém adotado como inéculo produtos
comerciais. Cabe destacar que essa € uma pratica temeraria, visto que algumas
etapas do processo fabril podem propiciar certo grau de contaminacdo. Ainda que
esses contaminantes nao afetem a eficacia do mesmo, quando introduzidos no inicio
do processo fermentativo, crescem mais rapido que a estirpe desejada e afetam a
qualidade do produto final (MONNERAT et al., 2018).

3.3.2 Fatores limitantes do processo de produgéo

Segundo Monnerat et al. (2018) o meio de cultura € uma das chaves do sucesso
da producdo. Na composi¢cao basica deve conter carbono (sacarose, glicose, etc),
fontes organicas (extrato de levedura, farinha de soja, peptonas, proteinas, etc) e
fontes inorganicas (sais minerais como: fésforo, calcio, potassio, ferro, magnésio, etc).
Alguns microrganismos necessitam de meios de cultura com composi¢céo especifica.
O pH ideal entre 6,8 e 7,2 inicial (neutro) deve ser monitorado durante o processo, por
exemplo no caso da produgao de B.thurginiensis o controle do pH evita a baixa
produgao de proteinas Cry (MONNERAT et al., 2018).

De acordo com Monnerat et al. (2018) a concentragdo de oxigénio dissolvido
(OD), por exemplo bactérias aerdbicas como a B.thurginiensis ndo deve ser abaixo de
20%.A temperatura ideal também depende de cada microrganismo, mas geralmente

faixa de temperatura ideal a qual € monitorada nos biorreatores ¢é situada entre 28°C
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a 32°C (MONNERAT et al., 2018).

O tempo de crescimento dos microrganismos também é um fator limitante ao
processo de produgéo, e varia muito para cada microrganismo, para bactérias o tempo
de crescimento geralmente varia entre 24 a 48 horas e 96 horas para fungos ou
bactérias com metabolitos (MONNERAT et al., 2018).

Para Monnerat et al. (2018) controle de qualidade ¢é essencial no
monitoramento da produgao; normalmente as bactérias usadas em controle biolégico
nao sdo boas competidoras precisa ser realizado em todas as fases do processo,
nunca deve ser produzido dois microrganismos juntos.

A estrutura basica necessaria para a producado onfarm pressupde dispor de
uma estrutura fisica (energia elétrica estavel, ambiente controlado, etc) adequada.
Agua de boa qualidade, biorreatores, meio de cultura, inéculo de qualidade e
profissional qualificado e também um laboratério de controle de qualidade do processo
(MONNERAT et al., 2018).

O préprio indculo € um fator limitante no processo de producao pois as fontes
deles podem variar, os in6culos podem ser obtidos na propria fazenda, inéculos
préprios para multiplicacdo que sdo adquiridos em empresas, indculos adquiridos em
instituicbes de pesquisas como por exemplo a EMBRAPA e também através de
produtos comercias que nao é indicado, pois pode ocorrer contaminagido e 0s
produtores comerciais contém estabilizanes e conservantes que podem interferir no
processo fermenativo (MONNERAT et al., 2018).
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4 METODOLOGIA
4.1 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioprocessos | do
Departamento Académico de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia,

localizados na UTFPR - Campus Ponta Grossa.

4.2 Delineamento experimental

Este trabalho foi organizado em trés etapas conforme mostra a figura 1. Na
primeira foram realizadas analises microbiolégicas em microrganismos diversos
oriundos de produgdo onfarm para contagem de células e identificacdo de
contaminagdes, em seguida para um dos lotes recebidos foram avaliadas
criteriosamente as contaminacgdes observadas no mesmo e para finalizar foi realizado

um estudo de otimizagao do processo fermentativo para obtengao de C. subtsugae.

Figura 1 - Organograma das etapas experimentais do presente trabalho

Avaliagdo Microbiologica
-14 lotes
-236 amostras
-12 microrganismos

Contaminagéao Produgédo
-Lote 13 -1 microrganismo
-23 amostras -Chromobacterium
-7 microrganismos subtsugae
-CMBAI(1092)

Fonte: Autoria propria (2021)
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4.3 Avaliagao microbiologica

Foram realizadas avaliagbes microbiologicas de 236 amostras de
microrganismos provenientes de Biofabrica com sistema Onfarm localizada na regiao
dos Campos Gerais - PR. As amostras foram recebidas em 14 lotes distribuidos entre
04 de maio de 2020 e 28 de maio de 2021. Cada lote era composto por microrganismos
diversos, no total foram analisadas 12 espécies (Quadro 2). O objetivo desta analise
foi quantificar o numero de células viaveis em cada amostra e avaliar qualitativamente

possiveis contaminagdes.

Quadro 2 - Ocorréncia e distribuicao por lote recebido das espécies de microrganismos

. . Ocorréncia da
Microrganismos Lotes
amostra

Bacillus amyloliquefaciens 19 9,10,11,12,13,14
Sacchoropolyspora spinosa 7 1,6,8,10
Pseudomonas fluorescens 9 1,5,6,9,14
Bacillus subtilis 29 1,2,3,5,6,7,8,9,10,11,12,14
Bacillus pumilus 19 1,5,7,9,10,14
Chromobacterium subtsugae 37 1,2,3,4,6,9,11,12,13,14
\Azospirillum spp. 22 1,2,3,6,9,10,11,12,13,14
Bacillus meggaterium 13 2,3,6,8,9,10,11,12,13
Trichoderma asperellum 24 5,6,9,10,11,12,13,14
Bacillus thurgiensis 9 8,9,10,11,12
Bacillus aryabhattai 7 10,11,12,14
Beauveria bassiana 1 13

Fonte: Autoria propria (2021)

4.3.1 Coleta e Recepgao das Amostras

A coleta das amostras foi realizada em tubos Falcon estéreis com capacidade
de 50 mL diretamente da saida dos tanques de fermentagao. A coleta foi realizada por
profissional treinado na empresa. Assim que coletadas, os frascos foram vedados,
identificados e armazenados sob refrigeragcao até o momento do transporte.

As amostras foram transportadas até a UTFPR-PG acondicionadas em
embalagens de isopor com gelo. Ao chegar no laboratério as amostras foram
conferidas quanto a identificagdo, aparéncia e integridade dos frascos e armazenadas
em refrigerador (+ ou - 10°C) até o momento da andlise. Ficavam armazenadas até no

maximo 48 h para serem analisadas.
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4.3.2 Preparo dos Meios de Cultura

Para a diluicdo e contagem dos microrganismos previamente foi realizado o
preparo dos meios de cultivo e solugdes, além da esterilizagdo dos materiais a serem
utilizados nas analises.

Agua peptonada 1% foi utilizada para a diluigdo das amostras. Para o preparo
da solugédo foi pesado 1g de peptona bacteriolégica para cada 100mL de agua
destilada. Apés diluicdo completa a solugao foi acondicionada em frasco Erlenmeyer
e esterilizada a 121°C por 15 min em autoclave.

Na contagem dos microrganismos foi utilizado o meio YPD (Yeast- extract-
peptone-dextrose), contendo (g.L'1) 10 de extrato de levedura 20,0 de dextrosee 10,0

de agar bacteriologico (KANEKO et al., 2019). Apds a pesagem dos meios estes foram
diluidos em agua destilada, acondicionados em frasco erlenmeyer de 500mL e
esterilizados em uma autoclave a 121°C por 15 min. Apos o resfriamento parcial,
aproximadamente 20 mL de meio foi vertido em cada placa de Petri de previamente

esterilizada.

4.3.3 Determinacdo do numero de bactérias

A estimativa numérica de células bacterianas foi feita por meio da contagem
em placas e também da contagem de células por microscopia em Camara de
Neubauer. Para ambos os testes foi necessario realizar o preparo e diluicdo das
amostras adequando assim o numero de células na solugcdo para possibilitar a
contagem de maneira correta.

O preparo de todas as amostras foi realizado de forma similar. Foram
utilizados 25 mL para realizar as diluicdes para contagem em placa e camara de
Neubauer, e os demais 25 mL armazenados como contraprova para 0os casos onde
apresentou-se contaminagcdo ou impossibilidade de contagem. Todas as analises
foram feitas em duplicatas.

Na realizagao das diluicdes em cada amostra foi utilizado um erlenmeyer com
225 mL de agua peptonada 1% + 25 mL da amostra (diluicdo 10'1). Em seguida, com
auxilio de micropipeta uma aliquota de 100 ul da diluicdo anterior foi adicionada a

900ul de agua peptonada 1% acondicionada em eppendorf (diluicao 10'2), este
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processo ocorreu de maneira sucessiva até atingir a diluicdo de 10 (VALENCA et

al.,2016).

4.3.3.1 Contagem em Placas

Neste trabalho a técnica de contagem utilizada foi a técnica da microgota. Para
a inoculacdo das diluicbes das amostras, transferiu-se uma aliquota de 0,025mL
(25uL) de cada diluicao para placas de Petri ja contendo meio de cultura sdlido,
formando uma microgota sobre a superficie do meio (VALENCA et al., 2016).
Posteriormente, as placas foram deixadas em repouso sobre uma superficie plana
perto do bico de bunsen até absor¢ao da aliquota pelo meio. Em seguida, as placas
contendo as microgotas foram incubadas na temperatura 6tima de crescimento
microbiano (30°C) durante 24 a 48 h (VALENCA et al., 2016).

Ao final deste periodo as placas foram retiradas da incubadora e foi realizada
a contagem das col6nias observadas. Foram contadas as diluigdes que apresentavam
crescimento entre 10 e 70 coldnias. Feita a média das duplicatas para a diluicao
escolhida.

A aliquota inoculada foi de 0,025 mL e ela foi multiplicada pela diluicao
escolhida, a diluicdo escolhida foi de 10 neste caso significa 0,0000001mL da
solucéo.

Depois desta multiplicagédo por intermédio de uma regra de trés, transformou-
se o resultado em UFC/mL,dividindo o valor do resultado da média das colénias pelo
resultado da aliquota multiplicada pela diluicdo. O resultado foi expresso em notacgao

cientifica.

4.3.4 Contagem em Camera de Neubauer

Ao contrario da contagem em placas, a contagem em camara de Neubauer
possibilita contar todas as células presentes nas amostras, inclusive aquelas que nao
apresentam viabilidade. A grande vantagem deste método de contagem microbiana é
o fato de obter resultado ja no momento da execugédo da técnica. Ou seja, nédo €
necessario incubagao por um periodo de 24 — 48 h, como ocorre nos métodos de
contagem em placas (VALENCA et al., 2016). Por isso, € um método bastante util para

contagem de microrganismos em processos de fermentacgao.
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A camara é dividida em nove quadrantes, cada um com 25 sub-quadrantes.
Cada quadrante pode ser separado em trés tipos com subdivisbes de tamanhos
diferentes: A, B C. As diferentes divisbes dos quadrantes servem para contar
microrganismos de diferentes tamanhos. Neste estudo o quadrante selecionado foi o

quadrante C.

Figura 2 - Campo de leitura de uma camara de Neubauer
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Fonte: VIEIRA et al (2012)

Para realizar a técnica uma aliquota de 30ul da diluicdo 10 de cada amostra
foi acondicionada separadamente na camara de Neubauer. A contagem foi realizada
com auxilio de um microscopio optico utilizando a objetiva de 100x.

Cada aresta do campo de leitura da camara mede 3mm. Portanto, a area total
da placa mede 9mm2. Com a laminula, o pogo de leitura fica com uma profundidade
de 0,1mm. Portanto, o volume total da placa é de 0,9mm?.

Na contagem microbiana, foram selecionados apenas 1 dos 9 quadrantes,
neste caso, o volume selecionado para leitura € de 0,1mm?3 (0,9mm?3/9).

No quadrante selecionado para contagem, foi contado 5 sub-quadrantes (os
dos cantos superiores, os dos cantos inferiores e o quadrado central).

Com os valores obtidos na contagem dos 5 sub-quadrantes, foi determinado
o valor do quadrado médio, que € a média aritmética dos quadrantes contados.

O valor do quadrante médio foi multiplicado por 25, que € o numero total de

sub-quadrantes contidos no quadrante de contagem.
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O valor obtido esta em um volume de 0,1mm3. Convenientemente, este valor
deve ser transformado para cm3, pois 1cm? equivale a 1mL. Em contrapartida, 1cm?
equivale a 1000mm3. Portanto, o nimero de células obtido na contagem, estad em
0,0001mL. Entao, pode-se assumir que para expressar o resultado em células por mL,
pode-se multiplicar o numero de células contadas pelo fator de 10000. Assim, o
resultado ja estara expresso em células/mL.

O resultado foi obtido através da multiplicagdo do numero de células/ml pelo

fator de diluicdo da amostra (10-6).

4.4 Anadlise das contaminagoes

Em todos os lotes avaliados foi observado algum tipo de contaminagao em
algumas amostras, entao foi escolhido um lote especifico para analise e identificacao
dos microrganismos contaminantes, o lote escolhido foi o lote 13 pois foi um lote que
teve um numero elevado de contaminacgdes, contendo 23 amostras e 7 espécies de
microrganismos. Neste lote foram selecionadas 5 amostras que estavam
contaminadas, as amostras selecionadas foram: 2,8,9,10 e 13.

O método utilizado para andlise foi o método de coloragédo de gram
(DINIZ, 2018). Esta técnica para identificar através da fixagéo e coloragédo qual era a
morfologia do microrganismo contaminante.

Para possibilitar a realizacdo da técnica, em cada placa contaminada, foi
realizado o repique das colbénias dos microrganismos ali contidos (microrganismo alvo
+ contaminacgdes).

Primeiramente para realizar a técnica de coloragao foi realizado o isolamento
dos microrganismos, com o auxilio de uma alc¢a bacteriolégica pegou-se um pouco do
microrganismo ja crescido em uma placa de petri fazendo estrias sucessivas até o
esgotamento final do material em outro placa de petri contendo o meio YPD ja vertido
e esterilizado. A alga foi flambada sucessivas vezes para completo esgotamento do
material (DINIZ, 2018).

Depois do isolamento, a placa de petri foi incubada em uma estufa &4 30°C, e
depois de 24 horas a placa de petri com o microrganismo isolado foi retirada para o

proximo passo que é a coloragao de gram.
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Quadro 3 - Composi¢ao de espécies de microrganismos do lote 13, em destaque os lotes
contaminados que foram encaminhados para analise.

Amostra N°

Amostra Nome

Amostra N°1

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°2

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°3

Trichoderma spp

Amostra N°4

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°5

Bacillus amylolichefaciens

Amostra N°6

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°7

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°8

Azospirillum spp

Amostra N°9

Trichoderma harzianum

Amostra N°10

Bacillus amylolichefaciens

Amostra N°11

Trichoderma harzianum

Amostra N°12

Beauveria bassiana

Amostra N°13

Bacillus meggaterium

Amostra N°14

Bacillus amylolichefaciens

Amostra N°15

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°16

Bacillus amylolichefaciens

Amostra N°17

Trichoderma harzianum

Amostra N°18

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°19

Bacillus amylolichefaciens

Amostra N°20

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°21

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°22

Chromobacterium subtsugae

Amostra N°23

Trichoderma harzianum

Nota: As espécies que foram analisadas estdao em negrito.
Fonte: Autoria prépria (2021)

Depois que o microrganismo estava isolado realizou-se o esfregagco do
material, que foi pouco espesso e homogéneo.

Pegou-se uma aliquota do microrganismo e foi espalhado com alga
bacteriolégica em uma lamina de vidro limpa, desengordurada e seca. Posteriormente,
a lamina foi deixada secar ao ar por alguns minutos. Apds a secagem, a lamina foi
fixada.

A fixagao evita que as células dos microrganismos sejam lavadas e perdidas
durante o processo de coloragao. Além disto, a fixagéo permite a aderéncia das células
a lamina, matando os microrganismos através da coagulagao de seus protoplasmas,

preservando suas estruturas na forma e posigao originais. O calor € o método de
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fixacdo frequentemente utilizado. Para realizar a fixagao, a lamina com o esfregaco foi
voltada para cima, passada trés vezes através da chama.

Depois de realizar o esfregago foram realizados os passos para a coloragéo
de Gram: a lamina foi coberta com solugéo de cristal violeta, aguardou-se um minuto
e o corante foi descartado em um recipiente.

Depois do cristal violeta, a lamina foi coberta com lugol e aguardou-se 30
segundos e depois o corante foi descartado.

A lamina foi inclinada e foi gotejada nela algumas gotas de acetona até que
nao ter desprendimento de corante, cerca de 30 segundos. Depois a lamina foi lavada
em agua destilada abundante.

O ultimo passo foi cobrir com o corante fucsina e aguardar 30 segundos. Apos
esses processos a lamina foi lavada e deixada secar, depois de seca que foi
observada no microscépio optico (DINIZ, 2018).

Apos a identificagdo microbiolégica das contaminagdes, foi elaborado relatério

e elencadas as possiveis causas da contaminagao a serem combatidas.

4.5 Producao da C.subtsugae

Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar
a interagao entre as variaveis no processo fermentativo da C. subtsugae em estudo e
otimizar os resultados alcancados em termos de producido de células viaveis. A
linhagem escolhida foi a C.subtsugae pois € 0 microrganismo com maior numero de
amostras analisados e também existem poucas referéncias sobre o seu processo
fermentativo.
O experimento foi realizado no software minitab® (versao livre experimental
30 dias) composto de 17 ensaios, sendo 8 pontos cubicos, 6 pontos axiais e 1 ponto
central por periodo, sendo este replicado 3 vezes (Tabela 1). A cepa C. subtsugae, foi
produzida no meio de cultivo YPD, onde foram avaliadas trés variaveis de entrada:
T°C, NaCl, Glicose ao longo de 96 h. A variavel de saida foi a concentragcao de células
em 24, 48,72 e 96 h.
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Tabela 1 - Delineamento Composto Central Rotacional para avaliacdo das variaveisT°C, Nacl e
Glicose no processo fermentativo para obtencao de C. subtsugae.

Ensaio T°C Glicose(g) NaCl(g)

X1(°C) X1 Xo(g.L™) X2 Xs(g.L™") X3
1 31 +1 21 +1 2,1 +1
2 31 +1 2,1 +1 0,9 -1
3 31 +1 0,9 -1 21 +1
4 31 +1 0,9 -1 0,9 -1
5 25 -1 2,1 +1 2,1 +1
6 25 -1 2,1 +1 0,9 -1
7 25 -1 2,1 +1 2,1 +1
8 25 -1 0,9 -1 0,9 -1
9 23 -1,68 0,9 -1 1,5 0
10 33 +1,68 1,5 0 1,5 0
11 28 0 1,5 0 1,5 0
12 28 0 0,5 -1,68 1,5 0
13 28 0 25 +1,68 0,5 -1,68
14 28 0 1,5 0 25 +1,68
15 28 0 1,5 0 1,5 0
17 28 0 1,5 0 1,5 0

Fonte: Autoria propria (2021)

4.5.1 Preparo do Inéculo

Uma fragdo de 5mL do indculo foi adicionada em quatro erlenmeyers contendo
150mL do meio YPD previamente esterilizado. Os frascos foram inoculados em
incubadora com agitagéo orbital (f) (fotografia 1) nas seguintes temperaturas: 31°C,
25°C, 23°C, 33°C, 28°C por 96 h, com retirada de amostra para contagem de células
a cada 24 h.

Fotografia 1-Incubadora de agitagao orbital

Fonte: Autoria brépria (2021)
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4.5.2 Determinagdo do numero de bactérias

A estimativa numérica de células bacterianas foi feita através da contagem de
células por microscopia em Camara de Neubauer e da densidade 6ptica, a contagem

em Camara de Neubauer ja foi descrita anteriormente na se¢éo 4.3.4.

4.5.3 Densidade Optica

A Densidade Optica (D.O) da cultura corresponde & absorbancia, que é
determinada com base na expressao D.O = log (10/1), onde lo é a intensidade da luz
incidente e | é a intensidade da luz transmitida através da suspensado de células.
Comprimentos de onda frequentemente usados para medicdo da Densidade Optica
de suspensdes de células de bactérias ou leveduras incluem 540, 600, 640 ou 660
nm. Existe, dentro de certos limites, uma relacao linear entre a absorbancia ou D.O.
da cultura e o numero total de células por mililitro de suspensdo, ou seja, a
concentragcdo celular. Contudo, para suspensdes celulares muito densas (por
exemplo, com D.0.560 superior a 0,4) é frequentemente necessario diluir as culturas
de modo a que todos os valores de D.O. medidos estejam incluidos na parte linear da
curva D.O. versus concentracao celular (ALBIERO,2013).

A curva de calibragao relaciona densidade éptica (D.O) a medida de massa.
Tal curva pode ser néo linear a altos valores de D.O > 0,3 e depende da extenséo do
estado fisiolégico da célula (BORZANI et al., 2001).Neste trabalho foi analisado 1 mL
de cada amostra diluida na concentracdo de 10°" no espectrofotémetro, o comprimento

de onda foi ajustado em 660 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Resultados da avaliagdo microbiolégica do controle de qualidade das
amostras

Os resultados apresentados nesta sessédo sao os resultados das contagens

de células dos microrganismos, tanto em contagem em placas quanto em contagem

em camera de Neubauer.

5.1.1 Controle de qualidade das bactérias do género Bacillus

Os resultados a seguir sdo de 6 espécies do género Bacillus,onde foi realizado
um monitoramento da qualidade microbiolégica de cada microrganismo. As espécies
do género Bacillus analisadas foram: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus,

Bacillus subitilis, Bacillus megaterium, Bacillus thurgiensis, Bacillus aryabhattai.

5.1.2 Bacillus amyloliquefaciens

B. amyloliquefaciens também €& uma rizobactéria promotora do crescimento de
plantas (BPCP), ou seja, se trata de uma espécie de bactéria benéfica capaz de
colonizar a rizosfera e as raizes das plantas, resultando no aumento do crescimento
das plantas e/ou na proteg¢ao contra certos patogenos vegetais (MASCIA, 2016). Na
tabela 2 estdo os resultados dos numeros de Unidades Formadoras de Col6nias e de
células na camera de Neubauer de B. amyloliquenfaciens em UFC/mL.

Em consulta no més dezembro de 2021 havia sete produtos registrados no
MAPA a base de B. amyloliquefaciens para controle de fungos, oomicetos, bactérias
e nematdides: Eficaz Nema®, PFC-Control®, Nemacontrol® e No-nema®
(bionematicidas); Quartzo SC®, Serifel/Duravel® e Ecoshot® (biofungicidas).

O minimo de esporos por mL™' ou g-! desses produtos registrados no MAPA é
1,0 x 10% UFC, exceto o Serifel/Duravel® que o minimo é de 5,5 x 1010 esporos

viaveis/g.
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Tabela 2 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Coldnias e de células na
camera de Neubauer de B. amyloliquenfaciens

L9 L10  L11 L12  L13 L14
A1 CP 47x10°  45x10° 3,1x107 20x10° -
CN 6,7x 108 3,5x 108 2,8x10%  2,5x107
A2 CP 48x105 1,2x10° 1,8x 108 2,0x 10°
CN
A3 CP 1,6 x 106 1,2 x 10 1,6x10° 2,1 x 108
CN
A4 CP 1,8x 106 1,2 x 10
CN
A5 CP 6,9 x 106 1,7 x 10°
CN

Nota: L:Lote;A:Amostra;(----) Contamina¢gaoCP:Contagem em placas,
CN:Contagem em camera de Neubauer
Fonte: Autoria prépria (2022)

Analisando a tabela 2, somente nos lotes 12 e 13 possuem amostras com a
concentragcédo de ceélulas dentro do minimo esperado comparando com os produtos
comercializados contendo a cepa de B. amyloliquefaciens. As amostras analisadas
neste estudo sdo provenientes de diferentes fases do processo produtivo, o que pode
explicar o numero baixo da concentragao de células viaveis

Segundo Monnerat et al. (2018) um procedimento importante no controle de
qualidade dos bioprodutos € a identificacdo morfoldgica das bactérias.

O crescimento das bactérias do género Bacillus € descrito em quatro fases:
uma fase de adaptagdo ao meio de cultura (fase Lag), uma fase vegetativa com
crescimento exponencial (fase Log), uma fase transitoria onde ocorre a formagao do
esporo e por ultimo a fase de esporulagao onde a célula se rompe e ocorre a liberagcao
do esporo.

Ao receber as amostras analisadas para o controle de qualidade nao era
possivel realizar este procedimento de analise para ver em qual fase celular as

bactérias do género Bacillus se encontravam.
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5.1.3 Bacillus pumilus

Bacillus pumilus é uma bactéria formadora de esporos , encontrada em varios
tipos de ambientes, principalmente no solo, agua, ar e tecidos vegetais em de
composi¢cdo. Essa bactéria € amplamente utilizada em processos industriais,
fabricacdo de alimentos fermentados, tratamento de agua e de ambientes
contaminados (COSTA et al.,2020).

Segundo Costa et al. (2020), na agricultura, B. pumilus esta sendo empregado
para o controle de diversos fungos, além de promover o crescimento de plantas.Existe
apenas um produto no MAPA a base de B. pumilus para controle de fungos que é o
Sonata® para controle de: (Colletotrichum lindemuthianum, Alternaria porri, Botrytis
cinerea, Sphaerothe cafuliginea, Sphaerothe camacularis, Uncinula necator, Alternaria
solanie Cryptosporiopsis perennans). Na tabela 3 esta registrado o resultado dos
numeros de Unidades Formadoras de Col6nias e de células na camera de Neubauer

B. pumilus em UFC/mL.

Tabela 3 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Coldnias e de células na
camera de Neubauer de B. pumilus

L1 L5 L7 L9 L 10 L 14
A1 CP 48x10* 8,3x107 28x108 2,1x10% 2,3x108 -
CN 1,9x10" 1,4x108 6,6 x108 7,3x10® 58x10%  2,1x108
A2 CP 5,0 x 10° 2,3 x 108 4,5x 10°
CN 3,4x107 6,3 x 108 5,4 x 108
A3 CP 1,2 x 107 2,6 x 108 5,5 x 10°
CN 3,4 x 107 6,0 x 108 5,6 x 108
A4 CP 1,0 x 108
CN 2,5 x 107 4.2 x108
A5 CP 1,4 x 108
CN 2,9 x 107
A6 CP 1,1 x 108
CN 3,0x 107
A7 CP 1,2 x 108
CN 2,0 x 107
A8 CP 1,0 x 107
CN 1,2 x 107
A9 CP 9,1 x 10°
CN 1,1 x 107

Nota: L:Lote;A:Amostra; (---) Nao foi possivel realizar contagem de células,
concentragao alta; CP: Contagem em placas, CN:Contagem em camera de Neubauer.
Fonte: Autoria propria (2022)
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O Sonata® registrado no MAPA possui a concentragdo minima de células de
1x10° UFC/g.L-1 de ativo. Analisando a tabela 3, nenhum dos lotes e amostras possui
o0 minimo de células necessarias segundo a instrugdo normativa do MAPA (2011) os
produtos que contenham bactérias fixadoras de nitrogénio para simbiose com
leguminosas deverdo apresentar concentragdo minima de 1,0 x 10° Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) por grama ou mililitro de produto, mantendo a garantia
registrada até a data de seu vencimento.

O baixo numero de concentragao de células viaveis pode estar relacionado ao
meio de cultura que a bactéria foi multiplicada na empresa onfarm.

Para Bocatti et al. (2022) em muitos casos, a fonte de carbono no meio de
cultura usado para producao onfarm nao € apropriada o que explica muitas vezes a

baixa concentragdo minima de células dos microrganismos.

5.1.4 Bacillus subtilis

B. subtilis é encontrada principalmente no solo e na rizosfera, o que
proporciona protegao contra varios agentes causadores de doengas em plantas. O
grande interesse nessa espécie bacteriana consiste nos inumeros metabdlitos
secundarios que ela produz, podendo ser utilizada no ambito agricola e medicinal.
Além disso, essa bactéria € capaz de produzir biofilmes que proporcionam uma
colonizagao preventiva e benéfica para as raizes de inumeras plantas.

Existem seis produtos registrados no MAPA a base de B. subtilis para controle
de fungos, bactérias e nematoides: Rizos®, RizosOG® e Biobaci® (bionematicidas);
Bio-Imune® e Biobac® (biofungicidas); e Serenade® (biofungicida e biobactericida) na
tabela 4 esta representado o resultado dos numeros de Unidades Formadoras de
Colbnias e de células na camera de Neubauer de B.subtilis em UFC/mL.

A concentragdo minima de células de trés dos produtos comerciais a base de
B.subtilis :Rizos®, RizosOG® e Bio-Imune® é de 3,0 x 109, a concentragdo minima do
Biobaci®,é de 1x108 UFC/mL, e a concentragéo do Biobac® e do Serenade® é de 1,0
x 10°2 UFC/mL.A concentracdo varia entre 1 x 108 a 3,0 x 10°UFC/mL. Analisando a
tabela 4, sete lotes dos doze tiveram a concentragao minima de células dentro do valor
esperado comparado aos produtos comerciais a base de B.subtilis e cinco lotes a

concentragdo minima de células estavam abaixo do esperado.
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Tabela 4 - Resultado dos niimeros de Unidades Formadoras de Colonias e de células na camera

de Neubauer de B.subtilis

L1 L2 L3 L5 L6 L7
Al CP  72x10* 12x10° 11'65" 9,6x106 1,3x107 -
CN  9,5x107 21’38" 5,0 x 108
A2 CP ??7"
CN 1’08"
L1 L2 L3 L5 L6 L7
A3  CP 1,6 x 107
CN 9,1x 107
A4 CP 1,0 x 108
CN 6,7 x 107
A5  CP
CN
A6 CP
CN
L8 L9 L 10 L 11 L 12 L14
A1 CP  23x107 28x10°  -—  15x10° 2,8x10° 2,9x 10°
CN  64x10% 52x10% 6,0 x 108 7,3 x 108
A2 CP —  9,7x10°
CN 75x 108 5,6 x 108
A3 CP 3,4 x 107
CN 6,2 x 108
A4 CP 5,2 x 107 2,8 x 10°
CN 5,3 x 108
A5  CP 4,4 x 10°
CN 5,4 x 108
A6 CP 3,5 x 107
CN

Nota: L:Lote;A:Amostra;(---) Nao foi possivel realizar contagem , concetragao
alta;CP:Contagem em placas, CN:Contagem em camera de Neubauer
Fonte: Autoria prépria (2022)

5.1.5 Bacillus megaterium

A B. megaterium tem a capacidade de solubilizar fosfatos de calcio e da rocha

e produzir fosfatase. S6 existe um produto registrado no MAPA a base de

B.megaterium e ele também possui B.subtilis na sua composigao.

O BiomaPhos® é a primeira tecnologia para a solubilizagdo de fésforo do Brasil.

E um inoculante liquido, recomendado para o tratamento de sementes ou aplicacéo
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via jato dirigido no sulco de semeadura.

Quando utilizado via tratamento de sementes ou sulco de semeadura, o
BiomaPhos® se associa a planta desde o inicio da formagao das raizes. As bactérias
presentes no produto se multiplicam e colonizam a rizosfera da planta. Durante esse
processo, as cepas BRM 119 (B. megaterium) e BRM 2084 (B. subtilis) iniciam a
producgao de diferentes acidos organicos. Esses acidos atuam na porg¢ao do solo que
se encontra em contato com as raizes das plantas, iniciando assim o processo de
solubilizacao do fésforo que esta retido ao Calcio, aluminio e ferro presentes no solo,
deixando-o prontamente disponivel para a absor¢ao e a assimilacio pela planta. Além
disso, o BiomaPhos® também atua na mineralizacdo do Fosforo presente na matéria
organica do solo (fitato), dando maior aporte desse elemento para o cultivo, na tabela
5 estd o resultado dos numeros de Unidades Formadoras de Coldnias e de células na
camera de Neubauer de B. meggaterium em UFC/mL.

Tabela 5 - Resultado dos ntimeros de Unidades Formadoras de Colonias e de células na camera
de Neubauer de B.meggaterium

L2 L3 L6 L8 L9
Al CP 19x10% 1,0x10°% -  3,4x10° 8,8 x 108
CN 13x10% 2,3x10” 3,3x10® 6,5x 108 6,0 x 108
A2 CP 2,8 x 108 1,2 x 107
CN 6,4 x 108 6,8 x 108
A3 CP 3,0 x 108
CN 5,9 x 108
L10 L 11 L12 L13
AM CP 28x10° 5,0x10°
CN 6,6 x 108 2,1x 108

A2 CP 6,1 x 10°
CN 3,9 x 107

A3 CP

Nota: L:Lote;A:Amostra;(---) Nao foi possivel realizar contagem, concetragao alta;(----)
Contaminagao; CP:Contagem em placas, CN:Contagem em camera de Neubauer
Fonte: Autoria propria (2021)

A concentracdo minima a base de B. meggaterium e B. subtilis é de 4,0 x
10°UCF/mL. Analisando a tabela 4, apenas a amostra 1 do lote 12 possui 0 nimero

minimo de concentragao de células. A amostra 1 do lote 10 no foi possivel realizar a
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contagem de células pois aconcentragao estava muito alta para a diluicao realizada, a
diluigao foi de 10”7, possivelmente em uma diluigdo mais alta onde a contagem de
células fosse viavel poderia alcangcar o numero de concentracido de células ideal
comparado ao valor de concentragdo minima de células do produto comercial
BiomaPhos®.

5.1.6 Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis € uma bactéria que produz no momento de sua esporulagao
inclusdes proteicas cristalinas conhecidas por &-endotoxinas. As mais conhecidas e
utilizadas séo as toxinas Cry, que formam um cristal proteico durante a fase de
esporulacdo (MONNERAT et al., 2018).

As vantagens da utilizagdo de B. thuringiensis séo a especificidade aos
organismos suscetiveis, o efeito ndo poluente ao meio ambiente, a inocuidade aos
mamiferos e invertebrados e auséncia de toxicidade as plantas. B. thuringiensis
produz diferentes tipos de toxinas: as &-endotoxinas, a-exotoxina, B-exotoxina, VIP
(vegetative insecticidal proteins) e SIP (secreted insecticidal proteins).

Segundo Monnerat et al. (2018) as mais utilizadas sdo as toxinas Cry, que estao
no cristal produzido pela bactéria durante a fase de esporulagido. Essas toxinas tém
um amplo espectro de acao, sendo toxicas a insetos de diversas ordens. As toxinas
VIP e SIP séo produzidas na fase de crescimento vegetativo e atuam sobre insetos
das ordens Lepidoptera e Coleoptera. A a-exotoxina apresenta atividade citolitica e é
toxica a ratos e outros vertebrados, e a [p-exotoxina, por apresentar efeito
teratogénicoe mutagénico, ndo deve ser utilizada como base de produtos comerciais.
Além destas, algumas estirpes podem produzir moléculas bioestimuladoras e
biofertilizadoras, como fitohormonios, proteinas solubilizadoras de fosfato e
sideroforos além de proteinas parasporinas, as quais exibem atividade citotdxica
especifica contra células cancerigenas de humanos. A acao das toxinas Cry se inicia
apos a sua ingestao pelos insetos. Os sintomas de intoxicagao sao a perda do apetite
e 0 abandono do alimento, paralisia do intestino, vomito, diarreia, paralisia total e,
finalmente, a morte (MONNERAT et al., 2018).

De acordo com Monnerat et al. (2018) as larvas perdem sua agilidade e o
tegumento adquire tonalidade de cor marrom-escura. Apos a morte, a larva apresenta
cor negra, caracteristica das infec¢des provocadas por este microrganismo. No Brasil,

segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) —
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existem no mercado vinte e cinco produtos/formulacbes comerciais a base de B.
thuringiensis para o controle de pragas agricolas: Able®, Agree®, Agrofit® ,Bac-
Control Max EC®, Bac-Control WP®, BTControl®, BT-Turbo Max®, Costar®,
Crystal®, Dipel®, Dipel ES-NT®, Dipel WG®, Dipel WP®, Helymax EC®, Helymax
WP®, Javelin WG®, Stregga EC®, Super-Bt®, Tarik EC®, Tarik WP®, Thuricide®,
Thuricide SC®, Winner Max EC® e Xentari®.

Estes produtos comerciais tém como principios ativos as estirpes B.
thuringiensis subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp. aizawai, que sao utilizados no
controle de lagartas, como Helicoverpa armigera (lagarta-do-algodao), Anticarsia
gemmatalis (lagarta da soja) Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho), Tuta
absoluta (traca-do-tomateiro) e Plutella xylostella (traga-das-cruciferas) (MONNERAT
et al., 2018). Na tabela 6 esta descrito o resultado dos numeros de Unidades
Formadoras de Colbnias e de células na camera de Neubauer de B. thurgiensis em
UFC/mL.

Tabela 6 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Colonias e de células na
camera de Neubauerde B.thurgiensis

L8 L9 L10 L11
A1 CP --- --- 3,0 x 108
CN 7,3x 108 54 x108 54 x108
A2 CP - 1,9 x 108 1,8 x 10°
CN 7,2x 108 6,1 x 108

Nota: L:Lote;A:Amostra;(---) Nao foi possivel realizar contagem,
concetragao alta;CP:Contagem em placas,
CN:Contagem em camera de Neubauer

Fonte: Autoria propria (2022)

Entre os 20 produtos comerciais registrados a base de B. thurgiensis, o produto
de menor concentragdo exigida é o Agre® com 1,0 x 10°UFC/mL e o de maior
concentragéo é o BT-Turbo Max® com a concentragdo de 3,0 x 100 UFC/mL.

Analisando a tabela 6, em nenhum dos lotes possuem amostras com a
concentragcdo minima exigida comparada com os produtos de B. thurgiensis
registrados.

A fungao primordial de uma formulagédo para produtos biolégicos é preservar o
ingrediente ativo vivo, conferindo vida de prateleira ao produto. Especificamente para
o B. thuringiensis, a formulagado deve ser capaz de preservar a 6-endotoxina, que é
uma glicoproteina. Concomitantemente, deve facilitar o armazenamento e transporte,

melhorar a aplicacdo, aumentar o poder residual apds a aplicagao e, em decorréncia,
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a eficiéncia de controle. Via de regra, as formulagdes sdo segredos industriais € muito
pouca informacgao encontra-se disponivel, ndo obstante muitas vezes a formulagéo é
a etapa mais cara do processo de producdo podendo superar 50% do custo final do
produto (MONNERAT et al., 2018).

A falta do controle sobre o tempo de vida de prateleira (Shelf life) da B.
thuringiensis pode ser o que resultou nos resultados tdo baixos da concentragao

minima de células.

5.1.7 Bacillus aryabhattai

A espécie B. aryabhattai foi isolada e identificada pela primeira vez de criotubos
usados para coletar amostras de ar da estratosfera da Terra a uma altitude entre 27 e
41 km em 2009 (SHIVAJI et al., 2009). E uma bactéria gram positiva, de formato
bastonete, formacao de enddsporos, e com colénias de 5 a 8 mm de didametro. Desde
entdo, algumas estirpes foram isoladas na rizosfera em varios lugares do mundo. A
acao promotora de crescimento desta bactéria foi relatada inicialmente em Xanthium
italicum, na Coréia do Sul (LEE et al., 2018).

No Brasil, a bactéria promoveu o crescimento do milho sob estresse hidrico
devido a sua capacidade de formar um biofilme e producao de exopolissacarideos que
protegem a planta contra o impacto da falta de agua (KAVAMURA, 2012). Na tabela 7
esta registrado o resultado dos numeros de Unidades Formadoras de Coldnias e de
células na camera de Neubauer de B. aryabhattai em UFC/mL.

Tabela 7 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Colonias e de camera de
Neubauer de B. aryabhattai

L10 L 11 L12 L14
A1 CP - 6,3x10° 2,1x10" 1,4x10’
CN 4,8x108 2,5x 108
A2 CP 3,5x107 4,3 x 108
CN 5,7x 108
A3 CP 6,6 x 10°

CN

Nota: L:Lote;A:Amostra;(---) Nao foi possivel realizar contagem ,
concetragéo alta;CP:Contagem em placas,
CN:Contagem em camera de Neubauer

Fonte: Autoria propria (2022)

Auras® é um produto comercial a base de B. aryabhattai registrado no MAPA
que sua concentracdo minima é de 1x108 UFC/mL. Analisando a tabela 7, nos lotes

10,12 e 14 possuem amostras dentro do minimo da concentragao exigida comparadas
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ao produto comercial Auras®. Ou seja, trés dos quatro lotes analisados possuem
concentracdo minima de células dentro do esperado comparado com o produto

comercial Auras®.

5.2 Bioinseticidas e inoculantes que nao sao do género bacillus

As bactérias que nao sao do género Bacillus em geral ndo formam esporos e
a fases de crescimento delas é diferente As fases de crescimento das bactérias séo:
fase lag,fase log fase estacionaria e fase de morte celular. Na fase lag € onde ocorre
intensa atividade de preparagao para o crescimento populacional, mas sem aumento
da populagédo. O aumento logaritmo ou exponencial da populagao ocorre na fase log.
A terceira fase é a fase estacionaria que € um periodo de equilibrio, as mortes
microbianas sao equilibradas pela producio de novas células.

A ultima fase é a fase de morte celular onde a populagao reduz em uma taxa
logaritmica (CUNHA et al., 2020).

Uma das dificuldades da analise das amostras era sobre o tempo de
armazenamento das amostras, como 0 acesso a essa informacao era restrito ficava
inviavel saber em qual fase de crescimento das bactérias estavam. Isso justifica alguns
numeros baixos nas contagens de células, principalmente das bactérias que n&o sao

do género Bacillus, pois ndo produzem esporos e ocorre a morte celular delas.

5.2.1 Pseudomonas fluorescens

Segundo Astori (2018) a produgdo de inoculantes de baixo custo com
rizobactérias € uma alternativa para diminuir os riscos ambientais causados pela
utilizacdo inadequada, e as vezes, excessiva de insumos e agrotoxicos. Estas
rizobactérias habitam a rizosfera (regido do solo sob influéncia das raizes). Este autor
propde também que a bactéria P. fluorescens, apresenta-se como uma alternativa
relevante para o aumento da disponibilidade de fésforo necessario para as culturas,
reduzindo o custo da adubacéo quimica além de reduzir também danos ambientais.

Alguns estudos avaliaram linhagens de P. fluorescens no crescimento de
plantas e patégenos, por exemplo, Schultz et al. (2012) relataram que P. fluorescens
UM270, produziu atividade antifungica e promotora de crescimento de plantas.

Recentemente Santos et al. (2015) relataram que 13-tetradecadien-1-ol,2-

butanona e 2-metil-n-1-tricedeno, produzidos por P. fluorescens SS101, aumentou o
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resultado dos numeros de Unidades Formadoras de Colbnias e de células na cAmera

de Neubauer de P. fluorescens em UFC/mL.

Tabela 8 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Col6nias e de células na
camera de Neubauer de P. fluorescens

L1 L5 L6 L10 L14
A1 CP 5,4x10* 1,6 x 108 3,3x107 2,9 x 107 3,8x10°
CN 7,9x108 5,0 x 108 4,1x108 6,0 x 108 2,3x 108
A2 CcpP 3,1x108 -—--
CN 2,3 x107
A3 CcpP 3,1x108
CN 2,1 x 107
A4 CP 32x108
CN 1,2x107
A5 CP  3,8x10°
CN 1,7x107

Nota: L:Lote;A:Amostra;(---) Nao foi possivel realizar contagem,
concetragao alta;CP:Contagem em placas,
CN:Contagem em camera de Neubauer

Fonte: Autoria prépria (2022)

Existe um produto comercial a base de P. fluorescens , Accelerate® se sua
concentragéo é de 1x107 bactérias ml-!, na dosagem de 0,125 L/25 kg de sementes.

Analisando a tabela entre os valores que s&o viaveis do crescimento das
células de P. fluorescens, os lotes 5, 6, 10 e 14, ou seja, dos cinco lotes analisados
quatro possuem valores dentro do estimado.

Comparando a concentragao de células minimas de P. fluorescens com 0s
demais inoculantes registrados no mapa, sua concentragdo minima é a mais baixa
exigida, o que garante ao produtor uma melhor rentabilidade na aplicagdo do produto.

A producéo de P. fluorescens ainda esta sendo bastante analisada e discutida,

mas € uma alternativa muito boa para os produtores.

5.2.2 Sacchoropolyspora spinosa

Spinosad € o primeiro representante do grupo de inseticidas chamadas
spinosinas, que sao produtos naturais com estrutura unica, ele € conhecido como
Natualyte ®, que originalmente foi produzido pela fermentagdo de uma bactéria de solo,
S. spinosa composto principalmente por duas moléculas, spinosinas A (85%) e D
(15%). O inseticida possui efeito em uma grande variedade de insetos
pragas,especialmente das ordens Diptera e Lepidoptera (DOURADO, 2009). Na

tabela 9 esta descrito o resultado dos niumeros de Unidades formadoras de Col6nias
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e de células na camera de Neubauer de S.spinosa em UFC/mL.

Tabela 9 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Colonias e de células na
camera de Neubauer de S. spinosa

L1 L6 L8 L10 L12
A1 CP 2,0x 103 1,9 x 107 - 29x10" 2,9x10’
CN 7,2x108 4,6 x 108 6,1x10% 6,0x108
CcP 9,0 x 10* -
A2 CN 7,2 x 108 3,8x108

Nota: L: Lote; A: Amostra; (---) Nao foi possivel realizar contagem, concetragao alta;
CP: Contagem em placas, CN:Contagem em camera de Neubauer
Fonte: Autoria propria (2022)

O unico produto comercial registrado a base de s.spinosa € em formato de
pastilha para aplicar na agua e nao é liquido e sua concentragdo ndao € em UFC/mLe
sim em CLKU/mg. Como nao tem um valor em UFC do produto comercial para
comparar os resultados da s.spinosa, a comparacao foi realizada com os outros
bioinseticidas, como por exemplo o P. fluorescens que sua concentracdo é 1 x107
g/mL. Comparando com a concentragao do P. fluorescens todos os lotes de s.spinosa
possuem o minimo de concentragdo de células exigido.

Na amostra 1 e 2 do lote 1 a contagem em placas foi baixa e no lote 8 e 10
teve amostras que nao tiveram crescimento nenhum de coldnias.

Na producdao onfarm um dos desafios € a padronizacdo do tempo de
incubagao dos microrganismos, e também os meios de cultura podem nao ser
apropriados e a mudanca de fornecedores diferentes das matérias primas pode
interferir na multiplicagdo dos microrganismos.

Bocatti et al. (2022) fizeram uma pesquisa em uma empresa onfarm onde eles
afirmam que em muitos casos, a fonte de carbono no meio de cultura usado para
producdo na fazenda nao é apropriada. Por exemplo, o uso de sacarose fornecida
como melago para o crescimento de Bradyrhizobium nao € apropriado, pois as fontes

de carbono preferidas séo glicerol ou manitol.
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5.2.3 Chromobacterium subtsugae

C. subtsugae é usada na agricultura como controle biolégico de pragas, por
possuir atividade téxica para algumas ordens de insetos, tais como: Coleoptera
(besouros), Diptera (moscas), Hemiptera (cigarrinhas e pulgbes) e Lepidoptera
(mariposas e borboletas) (FONTES et al., 2020).

No Brasil foi registrado no MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento) em 2014 um produto comercial a base de C. subtsugae Grandevo®,
pelas empresas Koooert do Brasil Holdina Ltda e Prophvto Comércio e Servigos Ltda,
tornando assim legalizado a comercializagdo do produto a base da C.subtsugae.

O unico produto comercial registrado no Brasil o Grandevo® nao € divulgado
0 numero da sua concentragao minima de células viaveis. Na apresentagao do produto
contém outra unidade de medida da sua concentragédo: 1000 CLKU/mg. Na tabela 10
esta o Resultado dos numeros de Unidades Formadoras de Colbnias e de células na
camera de Neubauer de C. subtsugae em UFC/mL.

Tabela 10 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Coldnias e de células na
camera de Neubauer de C.substsugae

(continua)
L1 L2 L3 L4 L6
A1 CP 1,0x10°  1,9x10% 1,6x10% 1,1x108 2,3x10’
CN 51x10" 53x107 3,5x107 1,6x10" 4,1x108
A2 CcP 1,9 x 108 1,0 x 10*
CN 6,7 x 107 9,3x 10’
A3 CP 2,1 x10*
CN 6,7 x 107
A5 CP
CN
A6 CP
CN
A7 CP
CN
A8 CP
CN
A9 CP

CN




Tabela 10- Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Colonias
e de células na camera de Neubauer de C. subtsugae

(conclusao)

L9 L 11 L12 L13 L 14
AT CP 19x105 15x105 2,0x10° 1,2x 108
CN 5,7 x 108 52x108 6,2x108
A2 CP 23x10"  26x10° 1,8x107 26x108 2,5x10°
CN 1,4 x 107 6,2x 108 24 x 108
A3 CP 73x108  15x105 21x10° 21x107
CN 7,7 x 108 3,5 x 108
A4 CP 1,5 x 108 2,2 x 106
CN 2,1 x 108
A5  CP
CN 2,2 x 108
3,1x 107
A6  CP
CN 2,1 x 108
A7 CP 4,0 x 10°
CN 2,6 x 108
A8 CP 2,0 x 10°
CN 2,4 x 108
A9 CP
CN 2,4 x 108

Nota: L:Lote;A:Amostra;(---) Nao foi possivel realizar contagem ,
concetragéao alta;CP:Contagem em placas,

CN:Contagem em camera de Neubauer
Fonte: Autoria prépria (2022)
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Como nao tem registrado a concentragdo minima de células da C. subtsugae

sera utilizado como valor de comparagao a concentragdo minima do bioinseticida B.

thurginiensis que é de 1,0 x 10°UFC/ml. Analisando a tabela 12,somente nos lotes 13

e 14 possuem amostras com a concentracdo minima de células esperadas.

A baixa concentracao de células pode ser explicada por varios fatores, o fator

de nao saber quanto tempo as amostras estavam armazenadas antes de serem

analisadas, a falta de controle de temperatura na empresa onfarm e também nao foi

possivel identificar em qual fase de crescimento as bactérias estavam.

Bocatti et al. (2022) corrobora sobre a questao da falta de padronizagao no

tempo de incubacéao é outro problema nas amostras colhidas da produgao on farm.

Neste trabalho o enfoque na produgao foi da bactéria C. subtsugae, porque o
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numero de amostras analisadas dela foi um numero considerado e foram poucas que
atingiram o minimo de concentragao de células exigida, e por existir pouquissimas

publicacdes sobre o processo fermentativo desta bactéria.

5.2.4 Azospirillum brasiliense

O género Azospirillum € membro de um grupo filogenético subgrupo na -
subclasse de Proteobacteria. Compreende bactérias diazotroficas de vida livre
capazes de colonizar tecidos internos e externos das raizes das plantas. Azospirillum
€ um dos géneros mais estudados dentro das rizobactérias promotoras de crescimento
vegetal devido a sua capacidade de melhorar o crescimento e o rendimento de graos
de muitos agronomicamente culturas importantes. A. brasiliense estao distribuidos em
todo o mundo e foram isolados da superficie da raiz e rizosfera de varias plantas,
incluindo cereais, gramineas e cactos na tabela 11 estdo os resultados dos numeros
de Unidades Formadoras de Colbénias e de células na camera de Neubauer de A.
brasiliense em UFC/mL.

Tabela 11 - Resultado dos nimeros de Unidades Formadoras de Coldnias e de células na
camera de Neubauer de A.brasiliense

L1 L2 L3 L6
AT cP 6,9 x 10° 12x107 51 x107
CN 1,9 x 107 92x107  2,1x107  4,2x108
A2 CP 2,0x10°  2,1x10°
CN 8,4x107  44x10°
A3 CP 83x10°  2,2x10°
CN 70x107  2,7x107
A4 CP 1,6 x 10°
CN
L9 L 10 L13 L 14
AT cP 34x10