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INTRODUGAO:

EXPEDIENTE
A producdo de microrganismos no sistema On farm

apresenta desafios e oportunidades (Faria et al., 2023). Um
dos desafios encontrados na producao dos microrganismos . .
. . . . . Neves, Heloiza A. Boaventura, Francisco V. C.

neste sistema é a complexidade envolvida no processo, visto Neto, Thais S. Souza, Thais T. Yoshinaga,
que cada espécie de microrganismo, como a bactéria Daniela S. Silva, Luciana D. Oliveira, Elane R.
Chromobacterium subtsugae, possui parametros especificos B. Silva
de crescimento. Presidente: Haroldo Rodrigues da Cunha

A C. subtsugae foi isolada em 2000 por pesquisadores
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos do solo
de uma floresta em Maryland-EUA como uma nova espécie
de bactéria do género Chromobacterium (Martin et al., S. Solino; Lais F. Fontana
2007a). E uma espécie gram-negativa, facultativamente
aerObica, movel, com flagelos polares, que produz a Contato: iga@iga-go.com.br
violaceina, um metabdlito que confere as suas col6nias uma
tipica coloracdo violeta. As primeiras coldnias podem ser
observadas apés 2-3 dias em meio especifico, com pH entre
6 e 8, incubado a 25-30 °C, podendo ser inicialmente de cor
creme, tornando-se gradualmente violeta claro a escuro entre
72 e 96 horas de incubacdo (Martin et al., 2007b; Koivunen et
al., 2009).
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Producdo em grande escala de Chromobacterium subtsugae On farm em propriedades produtoras de algodao

A bactéria C. subtsugae possui atividade inseticida contra diferentes espécies de insetos como, por exemplo, o
percevejo-verde da soja, Nezara viridula, (Hemiptera: Pentatomidae) e vaquinhas, Diabrotica spp. (Coleoptera:
Crysomelidae) (Martin et al., 2007a, b). A atividade de amplo espectro de C. subtsugae esta relacionada a multiplos
modos de agdo envolvendo diferentes compostos que contribuem para sua agéo inseticida (Asolkar et al., 2014).

No Brasil ainda ndo existem inseticidas microbiolégicos comerciais registrados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Mapa) que contenham a bactéria C. subtsugae em sua composicao (Agrofit, 2023). No
entanto, h4 inimeros relatos de produtores que apostam na multiplicacdo do microrganismo no interior de fazendas, no
denominado sistema On farm de producgédo de bioinsumos, visando Ao manejo biol6gico de pragas agricolas. O interesse
pela produgcdo On farm cresceu significativamente apds o lancamento do Programa Nacional de Bioinsumos instituido
pelo Decreto N° 10.375, em maio de 2020, pelo MAPA.

Desta forma, em 2020, foi iniciado no Instituto Goiano de Agricultura (IGA), em Montividiu-GO, o Projeto
Biofabricas, da Associacao Goiana dos Produtores de Algoddo (Agopa), visando a validagdo da multiplicacdo On farm de
bactérias benéficas, como a C. subtsugae, no IGA e sua aplicacdo em diferentes propriedades produtoras de algodao.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi validar a eficacia do processo de multiplicagdo On farm de C. subtsugae em
Biofabrica do IGA e em propriedades parceiras do Projeto Biofabricas.

MATERIAL E METODOS:
1. Multiplicagcao On farm de Chromobacterium subtsugae em Laboratério.

1.1. Etapa 1.

O estudo foi realizado para validacdo da multiplicagdo On farm de Chromobacterium subtsugae no Instituto Goiano
de Agricultura (IGA), Fazenda Rancho Velho, localizada na Rodovia GO 174, Km 45, a direita 3,5 km, Zona Rural,
Montividiu — GO, nas coordenadas 17° 26' 37.9"S e 51° 08' 49.0"O, com 860 metros de altitude. A bactéria foi identificada
como C. subtsugae com base nas caracteristicas morfolégicas e na taxonomia molecular, utilizando marcadores
especificos dos genes 16S e GyrB. O objetivo desta etapa foi avaliar a eficacia do sistema de aeracao da Biofabrica, apds
mudancas estruturais e instalacéo de compressores de ar, na multiplicacéo de C. subtsugae.

Antes de iniciar o processo de multiplicacdo, um protocolo de sanitizacao foi realizado para limpeza da Biofabrica,
seguindo as diretrizes do Manual de Multiplicacdo On farm disponibilizado pelo fabricante, juntamente com adaptactes
validadas pelo IGA. | s i T

Em seguida, uma Biofabrica com capacidade méaxima de 250 L y : i
(Figura 1) foi preenchida com 100 L de &gua e acrescentado 3 Kg do
meio de cultura SoluFarm Bug® (meio de cultura especifico para o
microrganismo, com componentes importantes para o crescimento da
espécie). A mistura foi mantida em agitacdo por 10 minutos para
homogeneizacdo do meio. Apos este periodo, 1 L do pré-inéculo Tec
Bug® foi adicionado a Biofabrica, dando inicio ao processo de
multiplicagé&o.

Todos os insumos utilizados no processo (agua, meio de cultura e
pré-inéculo do produto Tec Bug®) foram previamente analisados
guanto a sua concentragdo e pureza (Tabela 1). Também foram
retiradas cinco amostras de C. subtsugae em diferentes tempos (TO,
T1, T2, T3 e T4) apbds o inicio do processo de multiplicacdo para
avaliacdo da presenca da bactéria, concentracdo e pureza (Tabela 1).
Todas as amostras da multiplicacdo foram coletadas por meio de uma
torneira de amostragem previamente higienizada, presente na
Biofabrica, e armazenadas em tubos de Falcon de 15 ml esterilizados
e identificados. No momento de cada coleta também foi registrada a
temperatura e pH da amostra.

Todas as amostras coletadas foram analisadas no Laborat6rio de
Microbiologia Aplicada a Agricultura do IGA, seguindo a metodologia
padrdo de andlise de agua, meio de cultura e microrganismo

Figura 1. Biofabrica de 250 L para validagdo das
especifico. multiplicagdes de bactérias no IGA.

2 Divulgacao de resultados técnicos, obtidos pelo Instituto Goiano de Agricultura (IGA), dirigida aos profissionais do setor.
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TABELA 1 - RESUMO DOS PARAMETROS AVALIADOS NO PROCESSO DE
MULTIPLICACAO ON FARM DE C. subtsugae EM LABORATORIO (ETAPA 1).

Agua Antes da multiplicagéo” - 37,0 6,8
Meio de cultura Antes da multiplicacédo” - - -

Pré-in6culo Antes da multiplicacéo” - 19,1 7,6
TO 10 min 28,7 6,6

T1 04 h 27,4 6,6

Multiplicado T2 08 h 25,6 6,8
T3 12 h 26,4 7,0

T4 16 h 28,9 6,9

*Amostras coletadas antes do inicio do processo de multiplicagéo de C. subtsugae.

1.2. Etapa 2.

O objetivo desta etapa foi avaliar o processo de multiplicacdo de C. subtsugae apds mudancgas estruturais para
melhoria da qualidade da agua. Neste protocolo, o pré-indculo utilizado foi produzido no Laboratério de Microbiologia
Aplicada a Agricultura do IGA e o meio de cultura SoluFarm Bug® adquirido da empresa fornecedora de insumos On
farm.

No preparo do pré-indculo, as colbnias puras da bactéria foram adicionadas a um Erlenmeyer de 125 ml contendo
meio de cultura Luria Bertani (LB) modificado e incubado em estufa a 32 °C por 24 horas, seguindo metodologia de
Monnerat et al. (2020) com modificacdes. ApOs este periodo, para preparar 0,5 L do pré-inéculo, uma aliquota do
produto, anteriormente preparado, foi transferida para Erlenmeyer de 1 L com meio de cultura geral e colocado sob
agitacdo constante em incubadora rotativa sob agitagdo de 180 RPM, 28 °C £ 3 °C por 24 horas.
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Figura 2. A — Placa de Petri contendo coldnias de C. subtsugae. B — Preparo do pré-indculo de C. subtsugae sob agitacdo constante
em incubadora shaker. C — Pré-indculo ap6s 24 horas de agitacdo em shaker e 48 horas de incubagao a 30° C.

Antes do processo de multiplicacdo do microrganismo, uma metodologia de sanitizacdo semelhante a descrita
anteriormente foi utilizada. Além disso, foi realizada uma titulacdo para determinar o cloro ativo ha 4gua em quantidade
padrdo recomendada para ndo afetar o crescimento do microrganismo.

A multiplicacdo foi realizada na Biofabrica de 250 L para obter 100 L do produto multiplicado (C. subtsugae). A
Biofabrica foi preenchida com 100 L de dgua, em seguida, adicionado 3 Kg do meio de cultura SoluFarm Bug®e, apds
agitacéo por 10 min, inoculada com 1 L do pré-inéculo preparado em laboratério.

Os insumos empregados no processo (dgua, meio de cultura e pré-inéculo preparado) foram analisados quanto a
sua concentracdo e pureza. Também foram retiradas sete amostras do produto multiplicado de C. subtsugae em
diferentes tempos (TO, T1, T2, T3, T4, T5 e T6) para verificacdo do crescimento bacteriano (Tabela 2). Todas as
amostras foram coletadas através de uma torneira de amostragem, semelhante a descrita anteriormente. No momento
de cada coleta também foi registrada a temperatura e o pH da amostra por meio de um pHmetro de bancada (Tabela 2).
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Producdo em grande escala de Chromobacterium subtsugae On farm em propriedades produtoras de algodao.

TABELA 2 - RESUMO DOS PARAMETROS AVALIADOS NO PROCESSO DE
MULTIPLICAGCAO ON FARM DE C. subtsugae EM LABORATORIO (ETAPA 2).

Agua Antes da multiplicagéo” - - -
Meio de cultura Antes da multiplicag&o” - - -
Pré-in6culo Antes da multiplicagéo” - 24,0 6,7
TO 10 min 25,0 6,6
T1 03 h 26,0 6,8
T2 06 h 26,0 7,3
Multiplicado T3 09h 25,0 7,5
T4 12 h 26,0 7,7
T5 16 h 25,0 7,9
T6 24 h 24,0 7,4

*Amostras coletadas antes do inicio do processo de multiplicagéo de C. subtsugae.

Todas as amostras coletadas foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia Aplicada a Agricultura do
IGA e analisadas seguindo a metodologia padrao de cada insumo e microrganismo especifico.

2. Multiplicacao On farm de C. subtsugae nas propriedades do Projeto Biofabrica.

O estudo foi realizado em trés propriedades produtoras de
algoddo associadas ao Projeto Biofabrica da Associacdo Goiana
dos Produtores de Algoddo (Agopa) com o objetivo de validar o
processo de multiplicacdo On farm de C. subtsugae em maior
escala utilizando Biofabricas de 1.500 L (Figura 3). Os protocolos
realizados nas fazendas foram semelhantes aos protocolos de
multiplicacdo validados no IGA (Etapas 1.1 e 1.2).

As propriedades de estudo foram a Fazenda Onca (GMS
Agricola), localizada no municipio de Luziania-GO (coordenadas
16°19'28.0"S e 47°40'13.8"W), a Fazenda Cachoeirinha (Grupo
JHS), localizada no municipio de Caiapbnia-GO (coordenadas
17°14'15.6"S e 51°38'45.2"W) e a Fazenda Santa Maria do Mirante
(SMM), localizada em Turvelandia-GO (coordenadas 17°48'45.8"S e
50°19'02.1"W).

2.1. Fazenda Onca (GMS).

Inicialmente, antes do processo de multiplicacdo, foi realizado
em todo sistema de producdo o protocolo de sanitizacdo para
limpeza da Biofabrica, de acordo com o Manual de Multiplicacdo On
Farm e adaptacBes de sanidades realizadas pelo IGA e pela
fazenda. Em seguida, uma Biofabrica (capacidade maxima de 1.500
L) foi preenchida com 1.000 L de &gua e acrescentado 30 Kg do
meio de cultura SoluFarm Bug®. A mistura foi mantida em agitacéo
por 10 minutos para homogeneizacédo. Depois do periodo, 10 L do /
pré-indculo Tec Bug® foi adicionado a Bioféabrica, iniciando o Figura 3. Biofabrica de 1.500 L para multiplicacéo de
processo de multiplicagéo. bactérias na fazenda

Os insumos utilizados no processo (Agua, meio de cultura e pré-indculo Tec Bug®) foram previamente analisados
em relacdo a concentragdo e pureza (Tabela 3). Também foram retiradas trés amostras de C. subtsugae em diferentes
tempos (TO, T1 e T2) depois do inicio da multiplicacdo para avaliacdo de concentracéo e pureza (Tabela 3).

As amostras de multiplicacdo foram coletadas por meio da torneira de amostragem da Biofabrica e armazenadas
em tubos de Falcon de 15 ml devidamente esterilizados e identificados. Neste momento foi registrada a temperatura e o
pH da amostra. As amostras foram enviadas ao Laboratdrio de Microbiologia Aplicada a Agricultura do IGA para analise,
seguindo a metodologia padrédo dos insumos e microrganismo especifico.

4 Divulgacao de resultados técnicos, obtidos pelo Instituto Goiano de Agricultura (IGA), dirigida aos profissionais do setor.



@ CIRCULAR TECNICA, N°6 / SETEMBRO DE 2023

TABELA 3 - RESUMO DOS PARAMETROS AVALIADOS NO PROCESSO DE
MULTIPLICAGAO ON FARMDE C. subtsugae NA FAZENDA ONGA (GMS).

Agua Antes da multiplicacio® - - -
Pré-in6culo Antes da multiplicacéo” - -
TO 10 min 24,3 6,7
Multiplicado T1 14 h 26,4 7.7
T2 16 h 28,3 7,5

*Amostras coletadas antes do inicio do processo de multiplicacédo de C. subtsugae.

2.2. Fazenda Cachoeirinha (JHS).

Nesta multiplicacdo, como todo inicio de processo, foi realizado o protocolo de sanitizacdo da Biofabrica (Manual
de Multiplicagéo On farm) e adaptacdes. Apds o processo, foi realizado mais um processo de filtragem (filtro UV) para
melhorar a qualidade da agua de multiplicacdo (padrdo recomendado para nao afetar o crescimento do microrganismo).

A multiplicacdo foi realizada na Biofabrica de 1.500 L para obter 1.000 L do produto com C. subtsugae. A
Biofabrica foi preenchida com 1.000 L de agua filtrada. Em seguida, foi adicionado 30 Kg do meio de cultura SoluFarm
Bug® e, ap6s agitacéo por 15 min, 10 L do pré-inéculo Tec Bug® foi adicionado.

Uma amostra do pré-indculo foi coletada diretamente da embalagem, dias antes da multiplicacéo para analise da
concentracao e pureza do produto. Durante a multiplicagéo, trés amostras foram coletadas em diferentes tempos ap6s o
inicio do processo, para avaliar a presenca de C. subtsugae (Tabela 4). A metodologia de coleta e medicdo de
temperatura e pH de cada amostra foi semelhante a descrita anteriormente. Todas as amostras foram transportadas
para analise no Laborat6rio de Microbiologia Aplicada a Agricultura do IGA.

TABELA 4 - RESUMO DOS PARAMETROS AVALIADOS NO PROCESSO DE
MULTIPLICAGAO ON FARMDE C. subtsugae NA FAZENDA CACHOEIRINHA (JHS).

Pré-in6culo Antes da multiplicacéo” - - -
T1 08 h 24,0 7,0

Multiplicado T2 12h 30,9 6,8
T3 16 h 27,0 5,5

*Amostras coletadas antes do inicio do processo de multiplicagcdo de C. subtsugae.

2.3. Fazenda Santa Maria do Mirante (SMM).

Inicialmente, foi realizado o protocolo padrédo de sanitizacdo para limpeza da Biofabrica com adaptacdes da
fazenda e do IGA. A Biofabrica foi preenchida com 1.000 L de agua e 30 Kg do meio de cultura SoluFarm Bug®. Em
seguida, a mistura foi agitada por 10 minutos para homogeneizacdo. Apds isso, 10 L do pré-inéculo Tec Bug® foi
adicionado no processo de multiplicagao.

Dos insumos utilizados no processo, uma amostra de dgua do tanque limpo e uma amostra do pré-indculo
(diretamente na embalagem) foram coletadas para avaliar concentracédo e pureza do produto (Tabela 5). Para avaliar a
presenca de C. subtsugae, concentracdo e pureza no processo, uma amostra também foi coletada no final de
multiplicac&o (Tabela 5).

As coletas e analise dos insumos (adgua e pré-indculo) e do produto multiplicado seguiram a metodologia descrita
anteriormente com medicdo de temperatura e pH realizada no momento da coleta. As amostras coletadas foram
transportadas para serem analisadas no Laboratério de Microbiologia Aplicada a Agricultura do IGA, seguindo a
metodologia padrdo para analise da agua e microrganismo especifico.
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TABELA 5 - RESUMO DOS PARAMETROS AVALIADOS NO PROCESSO DE
MULTIPLICAGAO ON FARM DE C. subtsugae NA FAZENDA SANTA MARIA DO MIRANTE
(SMM).

Agua Antes da multiplicacao* - - -
Pré-in6culo Antes da multiplicagcao* - - -
Multiplicado T1 16 h 32,7 6,9

*Amostras coletadas antes do inicio do processo de multiplicagédo de C. subtsugae.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
1. Multiplicagcao On farm de Chromobacfterium subtsugae em Laboratdério.

1.1. Etapa 1.

Nas andlises realizadas antes do inicio da multiplicagdo néo foi observada a presenca de microrganismos no meio
de cultura, mas na analise de agua foi observada concentragdo <1,0 x 103 UFC/mI| de outros microrganismos (Figura 4 A
e B). O pré-inéculo apresentou concentragdo de 2,3 x 107 UFC/ml da bactéria C. subtsugae, com auséncia de outros
microrganismos (Figura 4 C).

Em relacdo ao processo de multiplicacdo, na amostra TO, coletada aos 10 minutos do processo, a concentracdo de
C. subtsugae foi 1,0 x 10° UFC/ml, e 04 horas apds o inicio da multiplicagdo (T1) foi observado o mesmo exponencial de
10° UFC/ml (Figura 4 D e E). Na amostra T2, ap6s 08 horas do processo, foi observado que C. subtsugae atingiu
concentracdo <2,5 x 10® UFC/ml. Na avaliacdo realizada em 12 horas apés o inicio do processo (T3), foi possivel
observar a multiplicacdo da bactéria C. subtsugae, que alcangou <1,1 x 108 UFC/ml (Figura 4 F e G). Ap6s 16 horas do
inicio da multiplicacéo (T4), a C. subtsugae apresentou o maior crescimento atingindo 3,2 x 10° UFC/ml (Figura 4 H).

Assim, nesta etapa foi observado que a aeracdo da Biofabrica contribuiu significativamente para o sucesso da
multiplicagdo da bactéria C. subtsugae. Nesta etapa foi detectada a presenca de carga microbiana na amostra inicial de
agua, o que pode ter contribuido para que no T2 a concentracdo de outros microrganismos tenha atingido >3,0 x 108
UFC/ml. No T3 e T4, mesmo na presenca de alta carga microbiana indesejada, foi possivel observar a multiplicagcao da
C. subtsugae. Nestas amostras (T3 e T4), o crescimento de outros microrganismos foi de 7,8 x 108 e 1,7 x 10° UFC/ml,
respectivamente.

1,5 x 10° UFC/mL <2,5 x 10° UFC/mL <1,1 x 108 UFC/mL 3,2 x 10° UFC/mL

Figura 4. A — Agua; B — Meio de cultura; C — Pré-inéculo; D — TO: 10 min. de multiplicagdo; E — T1: 04h de multiplicag&o; F — T2: 08h
de multiplicacdo; G — T3: 12h de multiplicacdo; H — T4: 16h de multiplicag&o.

Divulgacgao de resultados técnicos, obtidos pelo Instituto Goiano de Agricultura (IGA), dirigida aos profissionais do setor.
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1.2. Etapa 2.

As andlises do meio de cultura e da agua ndo apresentaram crescimento bacteriano (microrganismos ausentes),
nas amostras retiradas antes do inicio da multiplicacdo, apés melhorias no processo de filtragem da &gua (Figura 5 A e
B). O pré-inéculo (produzido no laboratério do IGA) apresentou concentracdo de 3,2 x 10° UFC/ml da bactéria C.
subtsugae. No entanto, na amostra deste pré-indculo, foi observada a presencga de outros microrganismos (concentracéo
<5,0 x 107 UFC/ml) (Figura 5 C).

Em relagdo a multiplicacdo, na amostra TO (10 minutos do inicio do processo) a concentracdo da bactéria C.
subtsugae foi 2,7 x 107 UFC/ml e na amostra T1 (03 horas ap6s o inicio de multiplicagdo) foi observada a concentracéo
2,0 x 108 UFC/ml (Figura 5 D e E). Nas amostras T2 e T3 (06 e 09 horas de multiplicacéo) a bactéria C. subtsugae atingiu
concentracdes de 2,6 x 108 e 7,7 x 108 UFC/ml, respectivamente (Figura 5 F e G). Nas trés Ultimas avaliagcGes,
realizadas em 12, 16 e 24 horas do inicio da multiplicacdo (T4, T5 e T6) foi possivel observar que a bactéria C.
subtsugae atingiu concentracdes que variaram de 6,4 x 108 a 3,9 x 10° UFC/ml (Figura 5 H, | e J). Assim, com 24 horas
do inicio da multiplicacéo (T6), a C. subtsugae atingiu seu maior crescimento.

Nesta etapa, foi observado que a &gua filtrada e tratada contribui expressivamente para o aumento na
concentracdo da bactéria C. subtsugae durante a multiplicacdo na Biofabrica. Também foram encontrados outros
microrganismos na amostra TO (5,5 x 10 UFC/ml), no inicio da multiplicacédo, e em amostras de outros tempos (T2 e T5)
que podem estar relacionados, além do processo, aos microrganismos indesejaveis observados no pré-indculo. A
concentracdo de outros microrganismos atingiu 6,1 x 108 UFC/ml no tempo final. No entanto, estes microrganismos nao
afetaram o processo de multiplicacdo da bactéria C. subtsugae durante o estudo.

A presenca excessiva de microrganismos indesejaveis compete por nutriente e sua multiplicacdo pode afetar o pH
do meio e interromper a multiplicagdo da bactéria de interesse. Nas duas etapas do estudo, o pH manteve-se na faixa de
6,6 a 7,6 que é adequada para crescimento da bactéria C. subtsugae. Por esse motivo, a presenca de outros
microrganismos deve ser minimizada ao maximo no inicio e durante o processo de multiplicagao.

3,2 x 10° UFC/mL 2,7 x 107 UFC/mL 2,0 x 108 UFC/mL

2,6 x 108 UFC/mL 7,7 x 108 UFC/mL 2,5 x 10° UFC/mL 6,4 x 108 UFC/mL 3,9 x 10° UFC/mL

Figura 5. A — Agua; B — Meio de cultura; C — Pré-inéculo; D — TO: 10 minutos apds a multiplicacdo; E — T1: 3 horas apés a
multiplicacéo; F — T2: 6 horas ap6s a multiplicacdo; G — T3: 9 horas ap6s a multiplicacéo; H — T4: 12 horas ap6s a multiplicacéo; | —
T5: 16 horas ap0s a multiplicagdo; J — T6: 24 horas apds a multiplicacao.

2. Multiplicagao On farm de C. subtsugae nas fazendas do Projeto Biofabrica.
2.1. Fazenda Onc¢a (GMS).

Na andlise de agua da biofabrica ndo foi observada presenca de microrganismos “Ausente” (Figura 6 A). O pré-
indculo apresentou concentracédo de 9,6 x 107 UFC/mI da bactéria C. subtsugae, com auséncia de outros microrganismos
(Figura 6 B).

Em relacdo ao processo de multiplicagdo, na amostra TO, coletada aos 10 minutos do inicio do processo, foi
detectada a presenca de C. subtsugae na concentracéo 1,4 x 108 UFC/ml (Figura 6 C). Na amostra T1, retirada 08 horas
apos o inicio do processo, foi observado que C. subtsugae atingiu concentragdo 9,6 x 108 UFC/ml (Figura 6 D).
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A concentragdo obtida neste periodo de tempo foi semelhante aos resultados encontrados na Etapa 2 citada
anteriormente, no estudo em menor escala de biofabrica. Na amostra T2, coletada apdés o periodo de 16 horas de
multiplicagdo, a bactéria C. subtsugae apresentou o maior crescimento, atingindo 2,0 x 10° UFC/ml (Figura 6 E).

Por fim, foi observado que a multiplicacdo da bactéria C. subtsugae pode ser realizada com sucesso em bioféabrica
de 1.500 L, desde que possua um sistema de aeracdo adequado. E importante frisar que nesta etapa também foi
detectada a presenca de microrganismos indesejados na amostra do produto multiplicado em T1 e T2, permanecendo em
108 UFC/ml. Porém, o crescimento destes microrganismos indesejados ndo afetou o crescimento da bactéria de
interesse, que se sobressaiu durante o processo em primeiro momento.
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Ausente 9,6 x 107 UFC/mL 1,4 x 108 UFC/mL 9,6 x 108 UFC/mL 2,0 x 10° UFC/mL

Figura 6. A — Agua; B — Pré-inéculo; C — TO: 10 minutos apés a multiplicacéo; D — T1: 14 horas apds a multiplicacdo; E — T2: 16 horas
apos a multiplicacéo.

2.2. Fazenda Cachoeirinha (JHS).

O pré-in6culo utilizado nesta etapa do estudo apresentou concentracdo de 3,2 x 107 UFC/ml da bactéria C.
subtsugae (Figura 7 A). Também néo foi encontrado nenhum outro microrganismo na amostra.

Na multiplicacao da C. subtsugae, a amostra T1, coletada 08 horas ap6s o inicio do processo, continha a bactéria
na concentracdo de 8,0 x 10° UFC/ml (Figura 7 B). Na amostra T2, extraida 12 horas apés do inicio do processo, foi
encontrado C. subtsugae na concentragédo 1,8 x 108 UFC/mI (Figura 7 C). Neste momento, foi detectado uma pequena
reducdo na concentracdo da bactéria quando comparado ao primeiro tempo de multiplicacdo. Na amostra T3, realizada
16 horas ap6s o inicio da multiplicacéo, a bactéria de interesse atingiu a concentragéo de 1,0 x 10° UFC/ml (Figura 7 D).
Assim, ap6s os periodos de 08 e 16 horas de multiplicacdo foram obtidas as maiores concentracBes da bactéria C.
subtsugae.

Ainda em relacdo ao estudo, na primeira amostra coletada (T1 - 08 horas) foi detectada a presenca de
microrganismos indesejados de 8,5 x 107 UFC/ml. O mesmo foi observado nas amostras T2 e T3, que apresentaram
concentracdo de outros microrganismos na concentracdo de 10’ UFC/ml. Essa contaminacdo pode estar relacionada ao
processo de sanitizagdo, ao manejo durante a manipulagédo dos insumos, ambiente ou ainda a agua utilizada, ja que nao
foi realizada andlise prévia de pureza. No entanto, a presenca de outros microrganismos nado afetou o crescimento da
bactéria de interesse (Figura 7 D).

3,2 x 107 UFC/mL 8,0 x 10° UFC/mL 1,8 x 108 UFC/mL 1,0 x 102 UFC/mL

Figura 7. A — Pré-in6culo; B — T1: 8 horas apdés a multiplicagdo; C — T2: 12 horas apds a multiplicacdo; D — T3: 16 horas apds a
multiplicacéo.
2.3. Fazenda Santa Maria do Mirante (SMM).

Na analise de agua da biofabrica, ndo houve presenca de outros microrganismos “Ausente” (Figura 8 A). O pré-
in6culo da bactéria C. subtsugae apresentou concentracéo de 7,3 x 107 UFC/ml, com auséncia de outros microrganismos
(Figura 8 B).
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Na amostra T1, retirada 16 horas apés o inicio do processo de multiplicacdo, foi observado alto crescimento
bacteriano, que atingiu 3,4 x 10° UFC/mI de concentracéo (Figura 8 C).

Nas condi¢fes instaladas foi possivel observar que a amostra de agua, coletada apds o processo de sanitizacdo e
preenchimento da Biofébrica, ndo possuia contaminagdo, comprovando que foi realizada uma eficiente sanitizagcdo, pois
a qualidade da &gua ndo foi afetada. O pré-inéculo puro, com auséncia de outros microrganismos, contribui
positivamente para o sucesso da multiplicacdo da C. subtsugae. Portanto, ao seguir toda a metodologia padrdo de
gualidade na multiplicacéo, foi possivel produzir a bactéria C. subtsugae com alto crescimento (3,4 x 10° UFC/ml) apds
16 horas de multiplicacdo na fazenda (Figura 8 C).

Ausente 7,3 x 107 UFC/mL 3,4 x 10° UFC/mL

Figura 8. A — Agua da Biofabrica; B — Pré-indculo; C — T1: 16 horas apds a multiplicagéo.

CONCLUSAO:

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que é possivel produzir a bactéria C. subtsugae em alta concentragdo no
processo de multiplicagdo On farm e que, nos estudos, o tempo de 16 horas do processo de multiplicacdo foi o mais
significativo, tanto no laboratério do IGA quanto nas trés biofabricas instaladas nas fazendas do Projeto Biofabricas.

Também foi possivel concluir que, ao seguir corretamente os protocolos de sanitizacdo, o numero de
microrganismos indesejaveis no processo pode ser reduzido e os parametros ideais para o crescimento de C. subtsugae,
mantidos. Mais estudos serdo necessarios para investigar as causas de contaminag¢éo durante a multiplicagao, visto que
podem ser atribuidos aos fatores que compdem o sistema, como manejo inadequado dos colaboradores, capacidade do
filtro de ar e outras fontes de contaminacgéo da agua.
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