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RESUMO

Em um sistema on farm é possivel produzir insumos bioldgicos para a aplicacdo dentro da propriedade. Insumos a base
de micro-organismos vivos, principalmente fungos e bactérias, requerem atencéo. Além dos beneficios, a produgéo possui
riscos, principalmente com a contaminacéo e consequente perda de eficacia dos produtos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a qualidade microbiolégica de bioinsumos produzidos a partir de trés isolados bacterianos (Bacillus subtilis, B.
pumilus e B. velezensis) em sistema de multiplicacdo on farm, com foco na presenca de contaminantes. Foram analisadas
bolsas de in6culo e produtos finais de seis processos de multiplicacdo. Observou-se que, apesar das bolsas de in6culo de
B. subtilis apresentarem concentra¢des adequadas (1,20x10% e 1,5x10® UFC/mL), contaminagGes por cocos Gram-
positivos e outras bactérias foram detectadas tanto no inéculo quanto no produto final. Para B. pumilus, identificaram-se
altas cargas contaminantes nos dois ciclos, com predominio de cocos e bacilos Gram-positivos, além da presenca de
fungos leveduriformes no produto final. No caso de B. velezensis, houve contaminacbes relevantes nas duas
multiplicacbes, mesmo partindo de in6culo puro em uma delas. Em 33,3% dos casos as contaminacfes surgiram apenas
no produto final, indicando falhas no manejo ou na assepsia do processo. Ja nas demais (66,6%), as contaminagdes ja
estavam presentes no in6culo e permaneceram ao longo do processo, favorecidas pelas condi¢des do biorreator. Os
resultados destacam a importancia do controle rigoroso de qualidade microbiolégica, especialmente do in6culo, bem
como da adogdo de boas préaticas de manejo em sistemas de producdo on farm para garantir a eficacia e seguranca dos
bioinsumos.
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1. INTRODUCAO

No contexto de insumos agricolas, bioinsumos sdo “produtos ou processos agroindustriais
desenvolvidos a partir de enzimas, extratos de plantas ou microrganismos, microrganismos Vivos,
metabolitos secundarios...”, possuindo origem biologica (EMBRAPA, 2023).

Os principais micro-organismos utilizados como insumos bioldgicos sdo fungos e bactérias.
Seus mecanismos de acdo sugerem formas de controle biolégico e beneficiamento do
desenvolvimento vegetal. “Uma tecnologia alternativa rumo a uma agricultura sustentavel, capaz de
reduzir o uso de fertilizantes e pesticidas sintéticos” (SANTOS, SILVA, 2021).

A producao on farm foi definida e regulamentada na legislacéo: "Fica autorizada a producéo de
bioinsumos em estabelecimento rural para uso exclusivamente proprio nas biofabricas on farm e
unidades de producdo de bioinsumos, nos termos desta Lei, vedada sua comercializa¢éo.”. Afirmando
a possibilidade de uso dos insumos biolégicos na mesma propriedade onde foram produzidos
(BRASIL, 2024).
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Os processos para a produgdo on farm com biorreatores, consistem em: preparo do meio de
cultura, inoculagdo do micro-organismo alvo, multiplicacdo e monitoramento, seguido de envase do
produto final (VOSS, 2009).

A producdo e aplicacdo de insumos bioldgicos dentro da propriedade possui diversos
beneficios, em contrapartida, existem muitos riscos ligados a falta de uma devida verificacdo de
qualidade dos insumos. Segundo estudos: “A falta de analises microbioldgicas pode resultar na
aplicacdo de produtos contaminados ou com baixa viabilidade, comprometendo a eficacia
agronémica” (UFSM, 2022).

O objetivo deste trabalho foi realizar a analise de qualidade microbioldgica dos isolados
bacterianos utilizados na aplicacdo foliar da cultura de soja, safra 2024/2025, antes da multiplicacdo
em biorreator e também a qualidade do insumo pronto. Buscou-se verificar se a concentracao de
micro-organismos atingiu o nivel minimo ap6s a multiplicacdo, tornando-se adequado para realizar a

eficiéncia desejada no campo.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Centro Universitario FAG, no Laboratorio de Bioinsumos inserido
na Fazenda Escola FAG, campus Cascavel-PR. A multiplicacdo e analise de qualidade dos isolados
microbianos no método on farm e aplicados via folhar, aconteceu durante o periodo de outubro a
dezembro de 2024, em biorreator, modelo DOP-107BV, com produtos de origem comercial da
empresa que realiza a prestacdo de servigco para a multiplicagdo, seguindo os métodos e padrbes
sugeridos pela empresa.

Foram feitas duas séries de multiplicacdes, uma para aplicacdo na area da Fazenda Escola,
anexa ao Centro Universitario FAG, e a outra para aplicacdo na area situada em Corbélia, Parana. A
ordem de multiplicacdo dos bioinsumos microbiol6gicos seguiu a seguinte sequéncia, nas duas séries:
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus velezensis.

Foram coletadas para analise, amostras do inoculo antes de ser inserido no biorreator, ou seja,
antes da multiplicacdo. O inoculo consistia em uma bolsa com capacidade de 1 litro, feita de plastico
revestido e contendo meio de cultura liqguido com os micro-organismos alvo inseridos. As coletas dos
inoculos foram realizadas no interior do fluxo laminar, com devida esterilizacdo prévia com alcool
70% e luz ultravioleta e préximo a uma chama de bico de Bunsen, em tubos de ensaio com rosca

estéreis. Aproximadamente 15ml do liquido da bolsa era vertido no tubo por meio de uma abertura
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feita com uma tesoura previamente higienizada com alcool 70% e armazenado na geladeira a 9°C ate
0 momento da analise.

Assim que finalizada a multiplicacdo seguindo os protocolos sugeridas pela empresa, em
recipientes estéreis de 200ml, uma amostra do multiplicado foi coletada e armazenada na geladeira a
9°C, até 0 momento da analise. As coletas foram realizadas por uma torneira lateral do biorreator,
enquanto o produto estava ainda homogeneizado. O local de coleta foi higienizado com &lcool 70%,
e assim que a torneira era aberta, um pouco do produto escorria, sem ser coletado, para descartar

possiveis contaminacdes remanescentes na estrutura externa do biorreator.

Figura 1 - Biorreator Figura 2 — Torneira lateral

Fonte: Arquivo Pessoal Fonte: Arquivo Pessoal

Os materiais utilizados e 0s processos das analises dos indculo seguiram a “Instrucdo normativa
n° 30, de 12 de novembro de 20107, que: “Estabelece os métodos oficiais para analise de inoculantes,
sua contagem, identificagéo e analise de pureza” (BRASIL, 2010).

Os dados finais foram expressos em Unidade formadora de Coldnia por mililitro (UFC/ml) e

tabulados utilizando o Excel® onde foram realizadas também as producdes dos graficos apresentados.

3. ANALISES E DISCUSSOES

Foram realizadas analises microbioldgicas de 6 bolsas de in6culo e de 6 amostras de

multiplicacdo on farm, os dados da quantificacdo bacteriana estdo descritos a seguir na Tabela 1.
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Para o isolado B. subtilis, a bolsa de indculo apresentou concentragdo de 1,20x108 UFC/ml,
sem contaminacdes, apos realizar a primeira multiplicacéo, verificou-se que de um litro de inoculo
foram produzidos 1000 litros do multiplicado na concentra¢do de 2,25x10” UFC/ml. Entretanto,
apareceu no multiplicado duas contaminacdes (A e B), sendo que a contaminacdo A tinha
concentragéo de 7,0x10” UFC/ml, e 0 micro-organismo é um cocos Gram positivo. Ja a contaminagéo
B tinha uma concentragdo de 5,6x10° UFC/ml, sendo um cocos Gram positivo. Na segunda
multiplicagdo de B. subtilis, a bolsa de in6culo apresentou concentragdo de 1,5x108 UFC/ml, com
uma contaminacdo na concentracio de 1,85x108 UFC/ml, sem identificacdo. Apods realizar a
multiplicacdo, verificou-se que, no multiplicado, o micro-organismo alvo tinha uma concentragéo de
4,0x10® UFC/ml. Entretanto, a contaminacdo do indculo persistiu, e tinha uma concentragio de
6,52x108 UFC/mI no multiplicado.

Tabela 1 — Resultados das anélises de qualidade microbioldgica dos insumos bioldgicos
produzidos por sistema on farm na Fazenda Escola FAG e aplicados na safra de soja do

ano de 2024/2025.

Microrgani Og(iim Descricao Formato e Contagem (UFC/ml)

smo alvo colonias ¢ Gram -

Indculo Multiplicado
o 1 Bacillus subtilis Bacilos + 1,20x108 2,25%107
<L Bacillus L s 7
O - 2 Contaminagéo Cocos + - 7,00x10
< subtilis )
o 3 Contaminagdo Cocos + - 5,60x10’
@' Bacillus 1 Bacillus pumilus Bacilos + 7,85%x108 1,10x108
g pumilus 2 Contaminag&o Cocos + 2,00x10° 3,00x10°
S  Bacillus 1 Bacillus velezensis ~ Bacilos + 4,00x10° 1,50x10°8
= velezensis 2 Contaminagéo Cocos + 2,05x10° 9,50%107
Bacillus 1 Bacillus subtilis Bacilos + 1,50%x108 4,00x108

S subtilis 2 Contaminagéo Bacilos + 1,85x108 6,25x108
< 1 Bacillus pumilus ~ Bacilos + 2,50x10° 3,20x10°
) N
- Bacillus 2 Contaminagéo Cocos + 1,50x106 7,00x10°
o .
=  pumilus 3 Contaminagéo Bacilos + - 3,00x10°
-
%) 4 Contaminagéo Levedura - 1,50%10°
g, Bacillus 1 Bacillus velezensis ~ Bacilos + 3,55x10° 1,04x107

velezensis 2 Contaminag&o Cocos + - 1,07x107

Fonte: Arquivo Pessoal. Legenda: UFC — Unidade Formadora de Coldnia; ml — mililitro; (+) —
Gram positivo; (-) sem contagem.

B. subtilis é reconhecido por suas propriedades promotoras de crescimento vegetal e controle

de estresses bidticos e abidticos. Segundo Kumar et al. (2019), "espécies de Bacillus sdo capazes de
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formar esporos duradouros e tolerantes ao estresse, além de secretar metabolitos que estimulam o
crescimento das plantas e previnem infecgBes por patdgenos”. Adicionalmente, B. subtilis secreta
compostos como exopolissacarideos e sideroforos, que "inibem o movimento de ions tdxicos e
ajudam a manter o equilibrio i6nico, promovem o movimento de 4gua nos tecidos vegetais e inibem
0 crescimento de microrganismos patogénicos". Essas caracteristicas tornam B. subtilis um agente
eficaz na promocdo da salde vegetal e na protecdo contra patdgenos.

Assim como o B. subtilis, o B. pumilus também se destaca por sua capacidade de promover o
crescimento de plantas e mitigar estresses bidticos e abidticos. Entretanto, de acordo com o estudo de
Figueiredo et al. (2025), " os isolados de B. pumilus testados, inibiram o crescimento fungico in vitro
e reduziram a doenga de mancha marrom em duas das trés cultivares de arroz in planta”,
demonstrando o potencial do micro-organismo como agente de biocontrole, mesmo na auséncia de
caracteristicas classicas de promocéo de crescimento vegetal.

Na primeira multiplicagdo do isolado B. pumilus, a bolsa de in6culo apresentou 7,85x10%
UFC/ml, com presenca de contaminagdo na ordem de 2,0x10° UFC/ml, composta por cocos Gram
positivos. Apesar de multiplicarmos o volume do micro-organismo alvo 1000 vezes (1 para 1000L)
apos o processo de multiplicacdo, observou-se uma reducdo na sua concentracdo por mililitro para
1,1x10® UFC/ml, e a contaminacéo atingiu 3,00x10° UFC/ml (bacilo Gram positivo). Na segunda
multiplicagdo, a concentragdo do indculo foi de 2,50x10¢ UFC/ml, com contaminacéo inicial de
1,5%10° UFC/ml, caracterizada por cocos Gram-positivos. A partir de 1 litro de indculo, foram obtidos
1000 litros de produto final, com concentracdo de 3,20x10° UFC/ml. Durante a analise do
multiplicado, foram identificadas duas contaminaces distintas: (A) oriunda do in6culo, com 7,0x10°
UFC/ml; (B) com 3,00x10% UFC/mI (bacilo Gram positivo); e (C) com 1,50x10° UFC/ml, composta
por microrganismos com caracteristicas de fungos leveduriformes.

Na primeira multiplicacdo do isolado B. velezensis, a bolsa de inoculo apresentou uma
concentragdo de 4,0x10° UFC/ml, sendo identificada uma contaminagdo associada de 2,05x10°
UFC/ml, composta por cocos Gram-positivos. Novamente foram produzidos 1000 litros de
bioinsumo a partir do Unico litro de indculo, e 0 micro-organismo alvo teve concentragdo de 1,50x10°
UFC/ml. No produto multiplicado a contaminagdo “A”, proveniente do proprio indculo, apresentou
concentragdo de 9,5x107 UFC/ml. Na multiplicacdo seguinte, o indculo apresentou concentracdo de
3,55x10° UFC/ml, sem presenca de contaminag6es no inicio do processo. Apos a multiplicacéo, cujas
proporcdes de produtos finais e iniciais foram as mesmas das multiplica¢fes anteriores, o indculo

apresentou concentracao de 1,04x10” UFC/ml. Contudo, foi identificada uma contaminagéo no
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insumo pronto, com concentragdo de 1,07x107 UFC/ml, composta por microrganismos com
morfologia de cocos e coloragdo de Gram positivo.

Ja a espécie B. velezensis, é reconhecida por seu amplo espectro de atividade biocontroladora e
capacidade de promover o crescimento de plantas. Segundo Zhang et al. (2024), a cepa JZ de B.
velezensis produziu enzimas extracelulares e diversas substancias promotoras de crescimento vegetal,
como protease, sideréforo e auxina AlA, que auxiliam as plantas a sobreviverem sob infecgdo por
patdgenos, assim, essas caracteristicas tornam o micro-organismo um agente eficaz na promocéo da
salde vegetal e na protecao contra patdgenos.

Dentre as multiplicacOes realizadas, duas (33,3% do total de multiplicagdes), a primeira de B.
subtilis e a segunda de B. velezensis, apresentaram contaminacgdes apenas no produto pronto, ou seja,
0S micro-organismos contaminantes ndo estavam presentes na bolsa de inoculo inserida no biorreator,
assegurando um inéculo puro. Assim, podemos inferir que o fato ocorreu possivelmente devido a
técnicas de manejo inadequadas no sistema on farm.

A eficacia dos bioinsumos on farm no campo depende da aplicacdo de rigor técnico em sua
producdo. Segundo Teixeira (2022), “0 manejo correto ¢ 0 acompanhamento técnico da produgdo sdo
essenciais para garantir a qualidade microbiologica e a estabilidade do produto final.” A autora
destaca que “qualquer falha nas etapas de preparag¢ao, como higieniza¢do dos materiais, controle de
temperatura e qualidade da 4gua, pode comprometer a viabilidade dos microrganismos” (TEIXEIRA,
2022, p. 24). Além disso, reforca-se que “a adog@o de boas praticas de manejo durante a produgéo on
farm é o que define o sucesso agrondémico do bioinsumo, evitando perdas de eficiéncia e riscos
ambientais” (TEIXEIRA, 2022, p. 29). Dessa forma, a qualificacdo e o controle técnico na
multiplicagdo de micro-organismos benéficos séo fatores determinantes para a viabilidade econémica
e seguranca do uso desses insumos no campo.

A CIP, por exemplo, é um processo essencial e prévio a multiplicacdo que visa a limpeza do
biorreator, utilizando detergentes alcalinos concentrados, hipoclorito de sédio e &gua, assim
eliminando as contaminacdes. Santos (2009) conduziu um estudo em que a CIP foi utilizada para a
remocédo de biofilme formado por bactérias em superficies de ago inoxidavel (mesmo material do
biorreator da presente pesquisa), apresentando-se como técnica eficiente. Logo, caso a CIP seja feita
de maneira inadequada, podera se tornar ineficaz, onde micro-organismos externos ou de
multiplicagcbes anteriores podem remanescer no biorreator e contaminar o insumo produzido

posteriormente e podendo justificar os resultados encontrados neste trabalho.



OKCIRELC

sisprime¥

As quatro outras producdes de bioinsumos (66,6% do total), possuiam contaminagdes iniciais
em suas bolsas de inoculo e algumas delas, destacando as contaminagdes por bactérias com
morfologia de cocos, o qual mantiveram-se durante todo o processo de multiplicacdo. A
sobrevivéncia dos contaminantes desde a bolsa de inoculo, até o final do processo que envolve o
biorreator e os fatores controlados por ele, ja que o biorreator é programado para induzir um ambiente
favoravel (pH, temperatura, nutriente e aeragdo), o qual acaba facilitando também ao contaminante
seu desenvolvimento em concentracdes similares aos organismos de interesse.

Santos (2020) realizou também analises de qualidade em bioinsumos produzidos no Vale do
S&o Francisco, houve contaminacdo em 100% das amostras analisadas. O autor ndo analisou 0s
indculos antes das multiplicagdes, constando que as contaminagdes tiveram origem de outros
produtos e processos divergentes ao indculo: “Ao adicionar a fonte de microrganismo alvo, havera a
presenca de diversos outros provenientes da agua, do ar, do agucar, do antiespumante e do préprio
meio de cultura.” (SANTOS et al., 2020, p. 431). O resultado obtido no estudo corrobora com o do
sistema on farm do Centro Universitario FAG, indicando que os processos do sistema facilitam com
que a producao possua algumas contaminacdes, considerando que o bioinsumo seja on farm e nao
um produto comercial.

Considerando alguns estudos acerca da producdo on farm: “Algumas biofabricas relataram
utilizar como critério de liberacdo do bioinsumo a concentracdo de 1,00x10° UFC/ml como limite
minimo. Abaixo disso, o produto era considerado fora de conformidade” (XAVIER, 2022, p. 59); na
presente pesquisa apenas a segunda multiplicacdo de B. pumilus (16,6%), dentre as multiplicacdes
realizadas, apresentou concentracdo abaixo do limite minimo de 1,0x10° UFC/ml do micro-
organismo alvo demonstrando que o processo de multiplicacéo foi eficiente.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Quanto a analise de qualidade microbioldgica dos bioinsumos produzidos por sistema on farm
na Fazenda Escola do Centro Universitario FAG, 83,4% estavam de acordo com o limite minimo
necessario para garantir, quanto a concentracdo (UFC/ml), uma eficiéncia em campo. Quanto a
origem das contaminagfes encontradas no produto pronto, 66,66% foram provenientes do indculo e

33,34% da manipulacao asséptica em alguma etapa do processo de multiplicacdo on farm.
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