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RESUMO
A producgédo on farm refere-se ao cultivo desse microrganismo benéfico diretamente
na propria propriedade. Bacillus subtilis € uma bactéria do solo conhecida por controle
bioldgico de doencas vegetais e promocéao de crescimento de plantas. O processo de
producdo on farm envolve a criagdo de condicbOes ideais para o crescimento e
multiplicacdo dessa bactéria benéfica, utilizando substratos e técnicas especificas. Os
agricultores podem implementar sistemas de producédo on farm por meio de técnicas
como a multiplicagdo em pequena escala, o uso de substratos organicos e a aplicacao
direta na lavoura. Este trabalho teve como finalidade avaliar o crescimento de B.
subtilis e a presenca de contaminantes, em recipientes plasticos de 5 litros, com
entrada forcada de ar, simulando uma producao on farm desta bactéria, com meios
de crescimento alternativos. Para isso, foi realizado um experimento em laboratoério,
contendo trés tratamentos, que consistiram em meios de crescimento alternativos e
duas repeticBes. Os tratamentos foram (a) produto comercial a base de farinha de
soja, (b) meio a base de leite integral e (c) meio a base de ovos de galinha. Foram
realizadas coletas para avaliacdo do crescimento em diferentes tempos de incubacéo
assim averiguou que houve a propagacdo da bactéria nas mdultiplas situacdes, mas
alguns tratamentos e horas de coleta tiveram maior éxito para a producdo do B.
subtilis. Teve-se duas repeticbes em cada tratamento, duas vezes com o produto “a”,
duas vezes com o produto “b” e duas vezes utilizando o produto “c”. Houve a
propagacao da bactéria nas mdultiplas situacdes, mas alguns tratamentos e as coletas
das amostras realizadas em diferentes tempos de multiplicagdo ap6s inoculacéo (12,

24 e 36h) tiveram maior éxito para a producéo do B. subtilis.

Palavras-chave: Bioinsumos, controle biologico, multiplicacédo



ABSTRACT

On farm production refers to the cultivation of this beneficial microorganism directly on
the property itself. Bacillus subtilis is a soil bacterium known for biological control of
plant diseases and promotion of plant growth. The on farm production process involves
creating ideal conditions for the growth and multiplication of this beneficial bacteria,
using specific substrates and techniques. Farmers can implement on-farm production
systems through techniques such as small-scale fermentation, the use of organic
substrates and direct application to crops. This work aimed to evaluate the growth of
B. subtilis and the presence of contaminants, in 5-liter plastic containers, with forced
air entry, simulating on-farm production of this bacteria, with alternative growth media.
For this, an experiment was carried out in the laboratory, containing three treatments,
which consisted of alternative growth media and two replications. The treatments were
(a) commercial product based on soybean meal, (b) medium based on whole milk and
(c) medium based on chicken eggs. Collections were carried out to evaluate growth at
different incubation times, thus determining that the bacteria spread in multiple
situations, but some treatments and collection times were more successful for the
production of B. subtilis. There were two repetitions in each treatment, twice with
product “a”, twice with product “b” and twice using product “c”. The bacteria spread in
multiple situations, but some treatments and sample collections carried out at different
fermentation times after inoculation (12, 24 and 36h) were more successful in

producing Bacillus.

Keywords: Bioinputs, biological control, multiplication
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1. INTRODUCAO

Os métodos de fabricacdo on farm estdo crescendo muito em todo o mundo e
no Brasil ndo € diferente, produtores buscando técnicas, manejos e métodos de
producdo de insumos e cultivos para possibilitar a diminuicdo dos custos de suas

producdes para assim atingir a maior rendimento e consecutivamente lucratividade.

A producgédo on farm de Bacillus subtilis € uma estratégia promissora, alinhada
aos principios da sustentabilidade e eficiéncia agricola. B. subtilis, uma bactéria
reconhecida por suas propriedades benéficas, € muito utilizada para controle bioldgico
de patégenos e, como promotora de crescimento vegetal. Neste sentido, pode-se
alcancar, a autossuficiéncia agricola, uma vez que os agricultores podem produzir B.
subtilis diretamente em suas propriedades. Isso reduz a dependéncia de fornecedores
externos e proporciona maior controle sobre o processo de producao, contribuindo
para a sustentabilidade econémica da agricultura. Ao empregar residuos agricolas ou
subprodutos da industria alimenticia como meios de crescimento, a pratica se traduz
em uma significativa economia de recursos, uma vez que 0s agricultores podem
aproveitar fontes locais e facilmente acessiveis, reduzindo a dependéncia de insumos

externos.

Um dos principais riscos associados a produgéo on farm de B. subtilis € a
possibilidade de contaminacdo com outras espécies microbianas. A presenca de
diversas variedades de Bacillus no ambiente agricola pode levar a competicdo entre
essas cepas, alterando a eficacia da bactéria benéfica desejada. Isso pode resultar
em uma diminuicdo dos beneficios esperados para as plantas, comprometendo a

eficacia do controle bioldgico e do estimulo ao crescimento vegetal.

Além disso, a produgéo on farm envolve desafios relacionados a manutengéo
de condi¢cbes assépticas durante o processo de cultivo de B. subtilis. A contaminacéo
do meio de cultivo ou dos equipamentos utilizados pode introduzir elementos
indesejados, prejudicando a pureza da cultura e afetando a qualidade do produto final.
Isso pode resultar em uma aplicagdo menos eficaz no campo e até mesmo em

possiveis efeitos adversos sobre as plantas.
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Para mitigar esses riscos, € imperativo adotar praticas de biosseguranca e
controle de qualidade durante todo o processo de producdo. Isso envolve a
implementagédo de medidas rigorosas de higiene, monitoramento constante da pureza
da cultura, e testes regulares para verificar a eficacia do B. subtilis produzido. Portanto,
a producdo on farm de B. subtilis apresenta beneficios consideraveis para a
agricultura, mas nao esta isenta de desafios, especialmente relacionados aos riscos

de contaminagao.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento de Bacillus subtilis e a
presenca de contaminantes, em recipientes plasticos com entrada forcada de ar,
simulando uma producdo on farm desta bactéria, com meios de crescimento

alternativos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar a presenca de microrganismos contaminantes nos bioprodutos a base de
Bacillus subtilis gerados a partir de producéo on farm.

e Determinar a quantidade de unidades formadoras de colénias por volume de
produto a base de B. subtilis gerados a partir de producédo on farm.

e Avaliar a viabilidade da produg&o on farm de B. subtilis com meios alternativos.

e Comparacao dos diferentes meios de multiplicacdo de bactéria.

e Analise dos 3 tempos (12, 24, 36h) de multiplicacéo de B. subitilis.

13



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Caracteristica de Bacillus subtilis

A utilizacdo da bactéria Bacillus subtilis auxilia as plantas na retencédo de
nutrientes, via raizes e ajuda a planta a se proteger contra bactérias patogénicas.
Pesquisas mostram que as cultivares de milho tém grande aumento na sua area da

massa foliar.

Bacillus subtilis € uma bactéria moével que forma esporos centrais com formato
cilindrico ou elipsoidal. As colénias podem ter diferentes colora¢des, variando do
esbranquicado ao preto,mas a mais comum € a branca, a depender do meio de cultura
empregado. B. subtilis € encontrada principalmente no solo e na rizosfera, o que
proporciona protecao contra varios agentes causadores de doencas em plantas. O
grande interesse nessa espécie bacteriana consiste nos inameros metabolitos
secundarios que ela produz, podendo ser utilizada no ambito agricola e medicinal.
Além disso, essa bactéria € capaz de produzir biofilmes que proporcionam uma
colonizacdo preventiva e benéfica para as raizes de inUmeras plantas, auxiliando no
controle de nematoides, onde as plantas conseguem ser capazes de aumentar a sua
area de coleta de nutrientes e ou melhorar a interacdo entre plantas e microrganismos
benéficos que fixam nitrogénio no solo, melhorando assim o crescimento vegetativo.
Utiliza-se B. subtilis comercialmente para o biocontrole de enfermidades de plantas,
assim como para aumentar a produtividade de algumas culturas (NGUGIA et al., 2005;
YAO et al., 2006).

Segundo Manjula e Podile (2005), a promocéo de crescimento ocasionada por
B. subtilis € consequéncia do aumento da fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de
nutrientes, sintese de fitormdnios e melhoria das condi¢des do solo. Também atribuiu
beneficios indiretos pela supressao deste ambiente contra microrganismos maléficos.
A associacdo benéfica proporciona o aumento fisiolégico de metabdlitos que
desencadeiam a sensibilidade do sistema radicular as condicbes externas,
proporcionando a facilitacdo da percepcao e absorcao de nutrientes. Isolados de B.

subtilis também tém a capacidade de conduzir a regulacdo hormonal de plantas,
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proporcionando assim, o controle do crescimento radicular pela sintese de auxina,
giberelina e citocinina (TSAVKELOVA et al. 2006).

Os estudos tém mostrado o uso de B. subtilis como agente de
biocontrole e, ou, promotor de crescimento em plantas. A capacidade de
ocupar eficientemente nichos distintos e apresentar uma notéria versatilidade
fisiologica, faz bactéria impar para estudos futuros. Atualmente os bioprodutos
a base de B. subtilis mostram-se efetivos na reducdo de enfermidades no
campo, além de menos agressivos ao meio ambiente (LANNA FILHO,
ROBERTO; FERRO, HENRIQUE MONTEIRO et al. 2010).

3.2. Multiplicagao de Bacillus subtilis

Os microrganismos necessitam de uma variedade de substancias nutritivas
capazes de promover 0 seu crescimento, estes nutrientes serdo a base do seu

crescimento e da energia para a multiplicacdo, podendo assim, gerar varias colénias.

Os microrganismos necessitam de fontes de energia,
fontes de carbono, fontes de nitrogénio, sais minerais, agua,
fatores de crescimento (vitaminas e outras substancias). Estas
substancias sado fornecidas a partir de fontes organicas e/ou
inorgénicas. segundo: Nascimento, José Soares. Introdugéo a
Microbiologia, (2010)

Os fatores fisicos necessarios ao crescimento microbiano incluem luz,
temperatura, aeracdo, pH etc. Os microrganismos sao classificados em diferentes

categorias conforme estes fatores.

Os meios de cultivo para o género Bacilos possuem uma fonte de nitrogénio,
outra de carbono e as vezes sais minerais. Algumas vezes se adicionam ao meio
alguns tampdes e antiespumantes a fim de facilitar o processo. A fonte de carbono,
além de fornecer matéria prima para muitos compostos celulares, serve como fonte
de energia. O nitrogénio é requerido principalmente para sintese de proteinas e acidos

nucléicos.

Para suprir esta necessidade nutricional foi utilizado acucar cristal como fonte
de carbono e de energia e farinha de soja como fonte de proteina.
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A utilizacdo como meio energético foi os carboidratos cristalizados (acucar),
conforme a indicacéo ja que a escolha da matéria-prima para o meio de cultura merece
atencao especial, ja que compreende cerca de 30 a 40% do custo total da producéo,
onde a escolha deve proporcionar alta produ¢cdo com menor custo possivel (MONTIEL
et al., 2001).

Nesta figura abaixo temos um esquema de consumo de energia e decarbono em
dois métodos de propagacéao de bac., a linha deste trabalho sera a primeira
demonstrado nesta mesma figura, onde os processos de oxidacao e multiplicacédo
acontecerao sobre o meio utilizado para gerar fonte nutricional para a propagacao e
multiplicacéo da bac.

Figura 1 - Processo fermentativo e oxidativo de bactérias.

Esquema 1: Classificagdo dos microrganismos em relagao as fontes de energia e de carbono.

|—| Fonte de energia i—‘

Reagdo de oxidagdo-redugdo de composios Luz
Quimiordficos Fototroficos
[ Fonte de carbono | —{ Fonte de carbono |
Composio onganico COa Composio organico Ci_
[ Omimioheterdficos | | Cmimioantotréficos | | Forohetemdficos | | Fotoautotroficos |
| Aceptor final de elétrons J l Utilizam HyCr para
reduzir COy
Bactérias Bactérias
nitrificantes. verdes e
0s varias archaea plirpuras nio
+ sulfirosas Sim Mio
Todos animais e
fungos. algmnas
bactérias e
protozodrios Fotossintese Fotossintese
oxigénica anoxigénica
Sem Oz plantas, algas e bactérias verdes
cianobacterias plrpuras nio
Composto Composto sulfurosas
crganicn organics
Viarias bactérias Bactéria
2 algumas Clastridium
archaea

Fonte: NASCIMENTO, J.5. (2012)

No paragrafo a seguir, apresenta-se uma descricdo sobre a batelada dos
meios de cultura utilizados no projeto e como as bactérias alvos se comportam durante

a multiplicacdo, atentando ao cuidado da elaboragéo e dos nutrientes utilizados.
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A fermentacdo em batelada consiste na disponibilizacao inicial de
um meio de cultura para que o microrganismo aumente em namero de forma
exponencial até que se esgotem os nutrientes e o substrato torna-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 saturacdo de oxigénio (SOARES, 2006).

A quantidade de oxigénio dissolvido no meio de cultura € dependente de
diversos fatores como osmolaridade do meio, taxa de aeragéo e agitacdo (COUCH,
2000), mas que pesquisas mais recentes retratam que o oxigénio dissolvido no meio

e no ambiente de fermentacédo ndo é tdo necessario.

Em bioprocessos aerdbicos o transporte de oxigénio € o mais importante
processo de transferéncia de massa géas-liquido a ser considerado no projeto de
bioprocessos, podendo afetar o crescimento celular e a formacdo do produto.
Segundo (Picéo, 2010).

O processo de multiplicacdo bacteriana sempre se inicia em laborat6rio com
a producdo do pré-inéculo, 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
fermentacdo (COUCH, 2000). No processo de isolamento da bactéria, esta passa por
um processo de aquecimento em banho maria a 80°Celsius, para poder eliminar
outras bactérias invasoras da solugdo assim servindo como insumo (BETTIOL,
W.,1995).

Em relagdo ao oxigénio dissolvido, este ndo deve chegar a valores inferiores a 20%
devendo ser mantido em torno de 40%, isso porque a medida em que se avanca
com o processo fermentativo, as bactérias exigirdo mais oxigénio e o seu
fornecimento deve ser progressivo atendendo as exigéncias de cada microrganismo.
Iniciado o processo de multiplicacéo, este devera ser conduzido até a total
esporulacdo da bactéria 0 mais proximo de 100% possivel. Com o exaurimento das
fontes nutritivas do meio de cultura o microrganismo entra em uma fase estacionaria
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onde néo justifica continuar o processo. Nesse ponto chega-se ao término da
Multiplicacéo.!

Conforme dados utilizados internacionalmente e adotado por muitos
laboratérios nacionais, todos equipamentos, insumos e pessoas responsaveis devem
ter um percentual minimo de higiene dentro dos laboratérios, para assim ter o menor

indice de contaminacédo do experimento ou a saude dos envolvidos.

Em um laboratério de microbiologia as condigGes de higiene e
limpeza devem ser rigorosas, para evitar possiveis fontes de contaminacdes,
gue constituam um risco em potencial para todos os envolvidos no trabalho e
manuseio. Todo e qualquer trabalho a ser desenvolvido dentro de um
laboratério apresenta riscos fisico, quimico, mecanico e bioldgico, que podem
resultar em danos materiais ou acidentes pessoais. O laboratério de
microbiologia é, com frequéncia, um ambiente singular de trabalho que pode
expor as pessoas préximas a ele, ou que nele trabalham, a riscos de doengas
infecciosas identificaveis. (FEITOSA, LARISSA et. al., 2014, pag. 3).

O meio de cultura é um insumo de grande importancia no processo
fermentativo, pois, caso néo tenha boa qualidade podera comprometer a qualidade do
produto ou até mesmo inviabilizar todo o processo produtivo. Este deve fornecer todos
0s nutrientes necessarios para multiplicagdo do microrganismo de interesse, assim
como, dar suporte para que este produza com qualidade o seu produto final
(metabdlitos, cristais proteicos, esporos etc.). O proximo passo consiste em esterilizar
o biorreator, de preferéncia por autoclavagem, ou de acordo com o método
recomendado pelo fabricante do biorreator. Finalizada a esterilizacéo, caso tenha sido
realizada por autoclavagem, o biorreator devera ser resfriado até que se alcance a
temperatura de trabalho de 30 + 2 ° C. As solugdes de acido, base e antiespumante
deverdo ser conectadas ao biorreator a fim de que estejam disponiveis para serem

utilizadas quando requeridas durante o processo.

A escolha dos componentes do meio de cultura é estratégica para uma
producdo economicamente viavel do bioinseticida e ndo deve ultrapassar 30% do

custo total de produgéo. Monnerat, (2018).

1Rose Monnerat... [et al.]. 2020.
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O meio de cultura é um insumo de grande importancia no
processo fermentativo, pois, caso nédo tenha boa qualidade podera
comprometer a qualidade do produto ou até mesmo inviabilizar todo o
processo produtivo (item 4.2). Este deve fornecer todos os nutrientes
necessarios para multiplicagdo do microrganismo de interesse, assim como,
dar suporte para que este produza com qualidade o seu produto final
(metabdlitos, cristais proteicos, esporos etc.). (Monnerat, 2020).

Com um meio de cultura de qualidade em méos, este deve ser colocado no
biorreator e diluido de acordo com as instru¢des do fabricante do meio de cultura.
Durante o processo fermentativo é necessario a retirada de amostras para se avaliar
a qualidade da fermentacdo. Essa amostragem deve ser realizada através do registro
de amostras, normalmente localizada ao lado do vaso do biorreator ou uma pipeta e

colocada em placa de petri.

O controle de qualidade dos fermentados € uma etapa fundamental do
processo de produgao da bactéria, seja em laboratorios, biofabricas “on farm” ou nas
empresas de grande porte. O controle de qualidade visa avaliar as caracteristicas do
bioinseticida e alguns bioinsumos, sob diferentes aspectos, de forma a garantir a sua
qualidade, seguranca e eficacia (YOUSTEN, 1984; ALVES; MORAES, 1998; OECD,
2013).
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4. MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste estudo, foi montado um experimento no laboratorio de
ensino da UERGS em Cachoeira do Sul. Foram utilizados trés tratamentos e duas
repeticbes. Cada unidade experimental consistiu em recipientes plasticos de 5 litros
reutilizados, e desinfectados com Hipoclorito de Sodio e alcool etilico 90% (figura 1).
Em cada unidade experimental utilizou-se um aerador de aquério (Air Pump Aquarim
® modelo AP-3500). Os tratamentos foram: (a) produto comercial a base de farinha
de soja, (b) meio a base de leite integral e (c) meio a base de ovos de galinha. As
dosagens de cada tratamento seguiram como base a receita inicial do produto
comercial (Multibacter) e destes tratamentos foram realizadas coletas de avaliagdo
para analisar o crescimento em diferentes tempos de incubacdo e com os diferentes

tratamentos.

Conforme dados tabelados da MULTIBACTER a recomendacdo para a
multiplicacdo de bactéria com o insumo comercial a base de farinha de soja, e
calculado para uma menor escala, ja que o experimento foi realizado na proporcéo de
6 litros de meio por tratamento. Teve-se entdo as quantidades de cada tratamento
calculado seguindo a tabela nutricional de cada meio, para que ambos estejam

uniformes e que a quantidade do meio néo altere a multiplicacéo da bactéria.

A producdo dos meios de cultura utilizados nos fermentadores foram todos
realizados no laboratério da UERGS, os equipamentos utilizados para a elaboracéo
deste foram todos autoclavados incluindo os préprios meios. O meio comercial foi a
base de farinha de soja. Para elaboracdo deste meio, foram utilizados 90 gramas de
acucar cristal (recomendacao do vendedor) como fonte de energia para as bactérias,
60 gramas de farinha de soja e 4gua destilada até completar 6 litros de meio. O meio
a base de leite integral foi elaborado, utilizando-se 3 litros de leite e 3 litros de agua
destilada. Para elaboracdo do meio a base de ovos de galinha foram utilizados 13
ovos e 86,1 grama de acuUcar cristal homogeneizados em liquidificador. Apos foi

acrescentado mais agua destilada até atingir a quantidade de 6 litros.
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Figura 2 (A e B) - Ficha nutricional do leite de vaca e do ovo de galinha

INFORMACAO NUTRICIONAL ( Informacéo Nutricional \
Porcao de 200ml (1 copo) Porcao 50g (1 unidade)
m 7 Quantidade por porgéo | sovD*|
uantidade por porcao  [%VD*
2 o ncad o VALOR ENERGETICO _ 74kcal=311kJ | 4% |
Energético 78Kcal =328l 4%
2‘“ 9% o CARBOIDRATOS 0,69 | 0% |
rboidratos )
ot 609 % PROTEINAS 6,30
einas /!
Gorduras Totais 2,0g 4% Sl s3] 9%
Gorduras Saturadas 129 5% GORDURAS TRANS 1,69
Goxdrae Trns 09 ™ GORDURAS SATURADAS og| . |
Fibra Alimentar 0g 0% FIBRA ALIMENTAR 0 0%
Sédio 150mg 5% SODIO 63ma | 3%
oS LT Pt
()% Valores Diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 Kcal atores w‘me"wwb ;eﬁ;éer‘hm de w‘ﬂf Ilefels‘:,ldd: o
018,400 k. Seus valores podem ser maiores ou menores dependendo \ energéticas, ** VD estabelecido /
de ciiac nacassidades eneradticas. (**) Valor didrio nao estabelecido

Acervo do autor.

Como meios fermentativos o Leite de vaca e o ovo de galinha pode n&o ser tdo
baratos como a farinha de soja, mas pela facilidade de acesso das fazendas do meio
rural pode ser considerado como um meio diferente de producdo. Muitas fazendas
possuem vacas de leite e/ou galinhas que produzem ovos, entdo a
facilidade/vantagem de acesso a esta matéria pode ser uma opc¢ao mais viavel, ja que
nem todos os agricultores produzem soja.

Figura 3 - Biofermentadores e tubulacdo de oxigenacéo.

R

3,

Acervo do autor.

Apbs a limpeza dos recipientes, foi limpo o material de oxigenacao do meio de
propagacdo. Feita toda a limpeza, foi realizada a coleta e pesagem do material que
foi utilizado. O in6culo utilizado nas seis unidades experimentais foi uma aliquota de
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9 ml do produto comercial Bio-imune® por unidade (figura 2 (A e B). Segundo o rotulo
do produto, a concentracdo minima é de 3x10%° UFC/mL de B. subtilis. O frasco do
produto foi aberto em camara de fluxo laminar, e a inoculacéo se deu com pipetas de

vidro graduadas previamente esterilizadas em autoclave.

Figura 4 (A e B) - Esterilizacao utilizando fogo, e inoculacdo dos fermentadores.

el - S
{ PORTA SEMPRE FECHADA!

Acervo do Autor.

A incubacédo do inéculo nas unidades experimentais teve duracédo de 72 horas.
Ap0s 12, 24 e 36 horas de incubacéo foi coletado 1 ml de cada meio de crescimento.
De cada amostragem foram realizadas diluicGes seriadas, a partir das quais se deu o
plagueamento. Para a dilui¢éo (figura 3), utilizou-se uma série de 10 tubos de ensaio,
contendo 10 ml de agua destilada e esterilizada, cada um. Na sequéncia, o primeiro
tubo recebeu 1 ml do meio de crescimento, sendo agitado em vértex, do qual era
retirada uma aliquota de 1ml para a realizacdo da diluicdo seguinte. Além disso, de
cada tubo da série, se retirou 1 ml da diluicdo para plagqueamento. As placas de petri
utilizadas foram previamente preparadas com meio Luria Betani (LB) para contagem
de UFC e avaliacdo de ocorréncia de contaminates. Utilizou-se pipetas autoclavadas
e, a aliqguota de meio foi distribuida na placa com auxilio de al¢a de Drigalski.

Apoés o plagueamento, as placas foram incubadas a 28°C em camara de
crescimento microbiologico por 12 horas. Apos esse periodo, foram contadas as
unidades formadoras de coldnia (UFC), quando possivel, e avaliada a presenca de

contaminagao.
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Figura 5 — Diluicdo em tubos de ensaio.

Acervo do autor.

Depois das 3 coletas e realizada as placas de afericdo das colénias onde todas
as coletas passaram por incubacdo a 28°C e por 12 horas na camara. Apos esse
periodo, foram contadas as unidades formadoras de col6nia (UFC), e contabilizadas
em tabelas com descri¢cdo de: niumero de colbnias, se teve infeccdo, qual amostra, de
qual tratamento e o tempo de fermentacdo até a coleta, posteriormente foi avaliado

gue ndo ouve a presenca de contaminacdo em nenhuma placa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na coleta realizada apds as primeiras 12 horas de incubacé&o, observou-se
crescimento de colbnias bacterianas superior a 3 x 108 UFC/ml em todos os meios de
testados (tabela 1). Transcorridas as 24 horas de incubacéo, o crescimento bacteriano

aumentou no tratamento com o meio comercial.

Tabela 1. Numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de Bacillus subtilis em fungéo de
diferentes meios de crescimento em 36 horas de incubacéo.

Tempo de incubacéo (horas)

Tratamentos 0 12 24 36
---- UFC ml 2omemmmeemem e
Meio comercial 0 3x10 % 4x10 4x10%
Meio a base de leite 0 2x10% 2x10% 4x10%
Meio a base de ovos 0 1x10% 5x10*? 1x10%

Os meios alternativos, a base de leite e ovos proporcionaram maior

multiplicagéo de Bacillus subtilis em relagdo ao meio comercial utilizado (figura 7).

O meio a base de ovo proporcionou crescimento excessivo nas placas,
comparando com as placas do meio comercial, mesmo nas maiores diluicdes
conforme visto na (tabela 1) e na (figura 4), este grande aumento da multiplicacao
ocorrida no meio com ovo provou que este meio tras grande vantagem na producao
de bactérias e que trouxe grande vantagem sobre 0s outros tratamentos, como visto
neta figura a baixo onde o0 meio estava no periodo de 36 h ap6s a inoculacéo e na 4°
diluicdo e apresentou uma massa grande de coldnias bacterianas que nem foi possivel

contabilizar.

Figura 6 - Multiplicagdo em 36h da inoculagdo com meio a base de ovo e na 4° diluicdo.
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Acervo do autor.
O teste mostrou que o maior crescimento de Bacillus, no meio a base de leite ocorre
entre as 12 e 24 horas de incubacéo, onde que neste periodo ainda se tem o controle
da bactéria no meio e que acima deste periodo a um crescimento excessivo, onde na
(figura 5 (A)) podemos notar a grande quantidade de colénias e 0 comeco da unido
delas pela falta de espaco na placa petri, ja na (figura 5 (B)) se tem a producdo em
excesso da bactéria pelo fato de ja ter passado 36h da inoculagéo, e que na 5° diluicdo

ainda se tem uma vasta quantidade de colonias unidas;

Figura 7 (A e B) - Multiplicacdo em meio a base de leite e no momento de 24h figura "A", na
primeira diluicdo e 36h figura "B" na quinta diluicao.

Acervo do autor.
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O teste realizado com um protétipo de biofabrica ndo apresentou problemas de
contaminacgdao levando em conta apenas o visual das placas, teve grande crescimento
de bactérias com coloracdo brancas e de formato arredondadas, como néo foi
realizado mais testes a nivel de grau bacteriol6gicos, se concluiu que ndo ouve
contaminacdp. Tendo uma grande multiplicacdo de B. subtilis nos diferentes
tratamentos, na (figura 6) temos como exemplo a grande formacdo de colbnias de
bactérias utilizando o meio comercial, no periodo de 36h e na 3° diluigdo, mostrando
que o experimento foi um sucesso, jA que ndo ouve a contaminagcdo de nenhuma

placa petri ou de nenhum biorreator.

Figura 8 - Multiplicagdo com meio comercial com 36h e na 3° diluig&o.

Acervo do Autor.

A figura a cima teve uma grande quantidade de bactérias formadoras de
colonias, onde cada pontinho consiste em uma colonia e nestes pontos maiores temos

a associagdo de mais de uma colonia.
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Figura 9 - Crescimento de Bacillus subtilis em trés diferentes meios de cultura durante 36 horas de
inoculacao.
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Na figura 7, observa-se o crescimento da bactéria com os trés diferentes meios
de multiplicacdo durante o periodo de 36 horas de inoculagao do produto “Bio Imune”.
Neste grafico temos o meio comercial em azul, com um crescimento relevante até 24h,
em laranja tem o crescimento utilizado com meio de leite que mostrou resultados mais
significativos de 12 a 24h apés a inoculacado, sendo os valores encontrados melhores
gue os do meio comercial. A producdo com meio a base de ovos mostrou o melhor
resultado, tendo a maior consentracdo de bactérias desde 12h, 24h e 36h, onde as
colbnias foram maiores e possibilitou um crescimento bem mais uniforme superiores
durante as dilui¢cbes.

Assim os resultados da produgcdao on farm com meios alternativos teve um
grande sucesso e mostrou que nao ha apenas um método de multiplicacéo viavel e
que tras resultados significativos para a producédo de bactérias do género Bacilus
subitilis spp.
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6. CONCLUSOES

e Os meios alternativos, a base de leite e ovos proporcionaram maior
multiplicacéo de Bacillus subtilis em relacdo ao meio comercial utilizado.

e O meio a base de ovo proporcionou crescimento excessivo nas placas, mesmo
nas maiores diluicdes;

e O periodo de maior crescimento de B. subtilis no meio a base de leite ocorre
entre as 12 e 24 horas de incubacéo;

e O protétipo de biofébrica utilizado ndo apresentou problemas de contaminacao
ao ser utilizado para multiplicacdo de B. subtilis;

e Apontou que a producdo on farm com meio a base de ovo de galinha e leite de

vaca é viavel para a multiplicacdo de bactérias;
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