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Resumo

Este pequeno manual apresenta, de forma sucinta, como utilizar o método de multiplicacéo de
microrganismos de interesse na agricultura com foco em pequenos produtores familiares de
alimentos organicos desenvolvido em projetos de pesquisa e extensdao do IFSP, Campus
Avaré. A redacdo deste texto teve como objetivo melhorar o acesso a tecnologia dos
bioinsumos para agricultores familiares, sem, no entanto, exigir investimentos elevados ou
capacitacdo intensa em métodos de multiplicacdo de microrganismo, podendo os produtores
direcionarem sua atencdo na aplicacdo adequada dos produtos e no cultivo de alimentos
saudaveis. A proposta utiliza a técnica da fermentacdo em estado sélido, utilizando arroz
como substrato para o crescimento dos microrganismos, sendo a inoculacdo feita de forma
controlada pelo construtivo do reator, orientacGes de higiene e uso de chama.

Palavras-chave: Bioinsumos; Agricultura familiar; microrganismos.
Introducéo

Este procedimento descreve um método de multiplicacdio e extracdo de
microrganismos de forma simples, pratica e segura do ponto de vista de contaminagGes, com
aplicacdo para a obtencdo de bioinsumos on farm (para uso proprio) para produtores
familiares de alimentos organicos.

O procedimento foi idealizado pela professora Marcela Pavan Bagagli e desenvolvido
em conjunto com alunos envolvidos em projetos de pesquisa e extensdo do Instituto Federal
de S&o Paulo, Campus Avaré, coordenados pela mesma.

Alguns trabalhos descritos na literatura para propagagdo de microrganismos por
fermentacdo em estado solido foram utilizados como referéncia para o trabalho, norteando a
escolha do substrato e o desenho do reator (Arruda et al., 2003; Alves; Faria, 2010; Ferreira et
al., 2019).
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A aplicacdo do método proposto contou com a colaboracdo da empresa RAIAR
ORGANICOS, sendo parte do trabalho realizado por estagiarios da empresa, de produtores de
alimentos orgénicos associados a Organicos Avaré, em especial Rodolfo Jubran Chapchap e
Sidnei Aparecido Fratte, além das alunas Maria Clara Rodrigues, Vanessa Gabriella Brito,
Anna Beatriz de Queiroz Aguiar, Eduarda Leite Correia, Iris de Lima e Huany de Oliveira
Ribeiro.

DESCRICAO DO METODO DE PROPAGACAO DE MICRORGANISMOS POR
FERMENTAGCAO EM ESTADO SOLIDO

O reator

O reator nada mais € do que o recipiente preparado onde ocorrera a multiplicacdo dos
microrganismos. Sera constituido por uma “Barrica” de plastica (PEAD ou PP) de 5 L,
contendo em sua tampa um “plug” de borracha (tipo borracha para frasco de penicilina)
fixado e na regido abaixo da alca, quatro furos recobertos por filtros adesivos (PTFE ou duplo
curativo poroso de rayon, tipo curativo Micropore).

Figura 1: Reator (a) em vista lateral e (b) em vista superior.

Plug de borracha

Filtros de ar

-
h

Para realizar a propagagdo dos microrganismos, o reator deve ser preparado com 0
substrato e esterilizado em autoclave. O substrato & o material que servira de alimento para o
microrganismo. Neste caso, sera utilizado arroz.

Preparacao do reator

Para tanto, deve-se adicionar na barrica 300 g de arroz branco tipo 1 e 350 mL de
agua, fechar parcialmente com a tampa plastica e autoclavar a 121° C por 15 minutos.

Apos resfriamento parcial da barrica, a tampa deve ser completamente fechada e feita
agitacéo para soltar 0S possiveis grumos de arroz formados.
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Esse material autoclavado deve ser reservado em local fresco até o momento de uso.
Né&o se recomenda utilizacdo ap6s 15 dias do processo devido ao ressecamento do substrato.

Inoculacgéo do reator
A inoculacdo € o processo de introducao de microrganismos no reator.

& ATENCAO: PARA ESTA PROPOSTA FUNCIONAR ADEQUADAMENTE NAO
SE DEVE ABRIR A TAMPA PARA INOCULACAO.

A inoculacdo deve ser feita a partir de uma solu¢do do microrganismo de interesse
armazenada em seringa de plastico, preparada em condicGes de esterilidade e a partir de
microrganismos puros.

ATENCAO: ANTES DE INICIAR, LIMPAR A REGIAO DE TRABALHO COM
ALCOOL 70%, LAVAR MUITO BEM AS MAOS E PASSAR ALCOOL 70%.

Os proximos passos devem ser realizados préximos a chama, com a barrica
posicionada adequadamente, conforme figura 2:

1 - Limpa-se o “plug” de borracha com papel embebido em alcool 70% (cuidado com a
proximidade da chama, o alcool pega fogo facilmente);

2 - Faz-se o0 acoplamento de uma agulha (25 X 7, 22g hipodérmica) estéril na seringa;

3 - Faz-se a introdugdo da seringa na regido central do “plug” de borracha e dispensa o
volume de microrganismo desejado;

4 - Coloca-se novamente a protecdo na agulha e descarta-se adequadamente a seringa e agulha
em uma caixa de papeldo recoberta por sacola plastica;

5 - Agita-se bem a barrica para espalhar o microrganismo no substrato. E importante agitar
em mais de uma direcdo, por cerca de 1 minuto;

6 - ldentifica-se a barrica com o microrganismo inoculado, a data de inoculacao e a previsao
de extracao.

OBSERVACAO: Sugere-se a inoculacio de 5 mL de solucdes de microrganismos que tenham
contagem aproximada de 10° UFC/mL para bactérias e de 10 UFC/mL para fungos.
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Figura 2: Inoculagéo do reator utilizando seringa.

Caso ndo se tenha acesso ao microrganismo desta forma, é possivel preparar a
seringa com um produto comercial de qualidade, que ndo foi aberto ainda, transferindo para
uma seringa estéril. Esse procedimento deve ser realizado préximo a chama e ap0s
higienizacdo das mé&os e area de trabalho com élcool 70%.

Incubacéo

A incubagdo é o periodo de tempo que 0 microrganismo necessita para se multiplicar e
atingir a quantidade desejada.

As Dbarricas sdo incubadas de 7 a 9 dias, a depender da temperatura e do
microrganismo em questdo. Dias mais quentes aceleram o crescimento, dias menos quentes
retardam.

Durante este periodo, as barricas devem permanecer deitadas, com a maior face
apoiada na superficie, conforme observa-se na figura 3.0 AMBIENTE DEVE SER AMENO,
COBERTO, SEM INCIDENCIA DIRETA DE LUZ SOLAR E PROTEGIDO DE CHUVAS.
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Figura 3: Disposicéo das barricas para incubacéo.

ATENCAO: E IMPORTANTE FAZER O ESPALHAMENTO DO ARROZ POR
TODA A FACE DA BARRICA QUE FICARA APOIADA (CONFORME FIGURA
4), PARA ISTO, BASTA AGITAR SUAVEMENTE O REATOR.

Figura 4: Espalhamento do arroz na maior face da barrica.

DESCRICAO DO METODO DE EXTRACAO DOS MICRORGANISMOS

Apos o tempo de incubagdo, os microrganismos devem ser extraidos do substrato para
serem aplicados.

SEMPRE USE EPI “)ﬁ
, " (luvas, mascara e 6culos)
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Para tanto, deve-se:

1 — Observar as barricas, buscando crescimento caracteristico do microrganismo em quest&o.
Caso haja comportamento atipico, ndo deve-se realizar o procedimento de extracao e a barrica
deve ser separada;

2 — Nao havendo comportamento atipico, deve-se introduzir de 500 a 800 mL (dependendo do
microrganismo) de solucdo extratora (contendo 0,85% de sal e 0,05% de Tween 80)
preferencialmente estéril (pode ser pasteurizada) na barrica;

3 — Agitar vigorosamente por 5 minutos, em diversas dire¢cdes, quebrando os blocos de arroz;
4 — Deixar em repouso por mais 5 minutos;

5 — Recolher o liquido, passando por uma peneira limpa e higienizada com cloro, em um
recipiente também limpo e higienizado com cloro previamente. Recomenda-se uso de baldes
plasticos alimenticios de 2 L. O uso de uma colher pode ajudar o processo;

6 - Aplicar imediatamente o produto.

Figura 5. Extragdo dos microrganismos. (a) Periodo de contato com a solucéo extratora; (b)
armazenamento em recipiente higienizado e escuro, identificado.

(a) (b)

ATENCAO: NAO SE RECOMENDA ESTOCAR O PRODUTO. CASO
NECESSARIO POR ALGUNS DIAS, COLOCAR EM RECIPIENTE ESCURO
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HIGIENIZADO PREVIAMENTE COM CLORO E MANTER EM GELADEIRA

. A ESTOCAGEM PROLONGADA IRA REDUZIR A EFICIENCIA DO PRODUTO E
PODE HAVER DESENVOLVIMENTO DE OUTROS MICRORGANISMOS.

ATENCAO: O MATERIAL REMANESCENTE NAO DEVE FICAR EM
LOCAL DE ACESSO A ANIMAIS E CRIANCAS

DESCARTE E DESCONTAMINACAO DO MATERIAL EXTRAIDO

Ap0s a extracdo, o arroz remanescente nas barricas pode ser colocado em pilhas de
compostagem ou pode ser armazenado em sacolas plésticas e cozidos em banho-maria por 30
minutos, sendo descartados na sequéncia.

OBSERVACAO: O ARROZ REMANESCENTE PODE TAMBEM SER TRITURADO E
APLICADO DIRETAMENTO NO SOLO, QUANDO O TIPO DE MICRORGANISMO
FOR EFETIVO NESTE TIPO DE APLICACAO. NESTE CASO A APLICACAO DEVE
SER IMEDIATA.

Os utensilios utilizados na extracdo devem ser imediatamente imersos em solucdo
clorada para descontaminacao, sendo a solugdo preparada com 5 colheres de agua sanitaria
para cada 1 L de agua. O material deve permanecer por no minimo 15 minutos na solucao.
Apbs este periodo, deve-se lavar o material com agua e detergente/sabdo. A solucdo de
descontaminacdo pode ser descartada junto com as aguas cinzas.

O local onde o procedimento foi realizado também deve ser higienizado, utilizando
alcool 70% em abundancia, o qual deve ser deixado secar naturalmente.

LOCAL. RECOLHER JUNTO AO MATERIAL DE DESCARTE E LIMPAR

j ATENCAO: NAO DEIXAR RESTOS DE ARROZ CONTAMINADO NO
MUITO BEM A AREA DE TRABALHO.

& O _MATERIAL REMANESCENTE NAO DEVE FICAR EM LOCAL DE
ACESSO A ANIMAIS E CRIANCAS

As barricas devem ser lavadas com agua clorada (1 colher de sopa para cada 1 L de
agua) e enxaguadas por 3 vezes, sendo deixadas secar abertas. As tampas devem passar pelo
mesmo processo. AS BARRICAS PODEM SER REUTILIZADAS POR ATE 3 VEZES.

PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES E OUTRAS INFORMACOES
HIGIENIZACAO COM CLORO

Deve ser aplicada em todos os utensilios que forem utilizados no processo de extracao
(recipientes, colheres, peneiras).

Para tanto, preparar a solucdo clorada de forma que, para cada 1 L de agua, deve-se

adicionar uma colher de sopa cheia de agua sanitaria. Preparar em quantidade suficiente para
COBRIR COMPLETAMENTE TODOS 0S MATERIAIS.
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Os materiais devem ficar imersos por no minimo 15 minutos na solucdo clorada. Ap6s
este tempo, retirar o material e deixar secar naturalmente.

PREPARO DA SOLUCAO EXTRATORA

Para o preparo da solugéo extratora dever ser feito adicionando-se para cada 1 L de
agua, 8,5g de sal de cozinha e 0,5 mL de Tween 80.

O Tween 80 € de dificil manipulacdo. Recomenda-se 0 uso de um conta gotas com
marcacdo de volume, tipo pipeta Pasteur de plastico (vide lista de materiais para realizacao do

método).

A quantidade de solucdo extratora pode variar de um microrganismo para outro. Em
geral, pode-se fazer uso das seguintes quantidades:

Tabela 1. Quantidade de solucé@o extratora para cada tipo de microrganismo multiplicado em
barrica de 5 L, preparada conforme o procedimento.

Microrganismo

Volume de solugéo extratora por barrica (mL)

Beuveria bassiana 500
Bacillus  thuringiensis e Bacillus 500
subtilis

Metarhizium anisopliae 600 — 800
Trichoderma sp. 600 — 800

PADROES DE CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

Ao seguir o procedimento descrito para a multiplicagdo dos microrganismos, espera-se
que a aparéncia dos cultivos seja a descrita na tabela 1.
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Tabela 2. Quantidade de solucéo extratora para cada tipo de microrganismo multiplicado em
barrica de 5 L preparada conforme o procedimento.

Microrganismo Caracteristicas do crescimento em Arroz

Massa branca que agrega os gréos de arroz em um bloco.
Né&o deve apresentar coloragéo escura (verde, cinza, preto, laranja
forte). Pode eventualmente apresentar uma coloracao avermelhada
(cor de amora) em alguns pontos.

Beuveria bassiana

Arroz solto, com coloracdo creme amarronzado. N&o deve
Bacillus thuringiensis apresentar coloragao escura (verde, cinza, preto, laranja forte). O
e Bacillus subtilis CHEIRO CARACTERISTICO E O DE “ROUPA SECA NA
SOMBRA”

Massa branca no fundo com pontos verdes. Superficie do
arroz esverdeada, em tom verde OLIVA. Ndo deve apresentar
Metarhizium coloracdo cinza, preto, laranja forte.
anisopliae

ATENQAO: ESPOROS SE DESPRENDEM FACILMENTE,
NAO AGITAR ANTES DE ABRIR A BARRICA, NAO CHEIRAR

Massa branca no fundo com pontos verdes. Superficie do

arroz esverdeada, em tom verde PETROLEO.
Trichoderma sp.

. ATENCAO: ESPOROS SE DESPRENDEM FACILMENTE,
NAO AGITAR ANTES DE ABRIR A BARRICA, NAO CHEIRAR

Para diferenciacdo da coloragdo normal dos fungos Metarhizium anisopliae e
Trichoderma sp., pode-se utilizar como referéncia os tons da figura 6.

Figura 6. Tons dos esporos dos fungos (a) Metarhizium anisopliae; (b) Trichoderma sp.,
cultivados em arroz.

(a) (b)
A figura 7 traz uma visualizacdo interna do cultivo de Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae no sistema proposto.
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Figura 7. Aparéncia interna das barricas para alguns microrganismos. (a) Beauveria bassiana;
(b) Metarhizium anisopliae. Fotos de autoria de Anna Beatriz de Queiroz Aguiar e Gleidson
Luquezi Maciel, respectivamente.

a) b)

RENDIMENTO

O método quando executado como descrito, em condi¢cdes ambientais adequadas de
incubacdo (temperaturas superiores a 20 °C e inferiores a 35 °C), ird gerar produtos com as
concentracfes médias apresentadas na tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de solugdo extratora para cada tipo de microrganismo multiplicado em
barrica de 5 L preparada conforme o procedimento.

Volume de  solugéo ~ .
¢ Concentracdo aproximada de

Microrganismo ((arﬁi?tora por barrica microrganismos (UFC/mL)
Beuveria bassiana 500 1x10¢
Bacillus thuringiensis e 500 5 % 10°
Bacillus subtilis

Metarhizium anisopliae 600 — 800 1x 10
Trichoderma sp. 600 — 800 1x10¢
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LISTA DE MATERIAIS

Tabela 4. Lista de materiais necessarios para a execu¢do do método

INSTITUTO
FEDERAL

SiuPaue

Caripes

Ayars

Material

Qtd

Imagem

Kit Barrica com substrato
esteéril, seringa de
microrganismo e solugéo de
extracao estéril

1 por microrganismo

—

o

Balde de 20L (plastico) —
utilizar na  etapa de
higienizacdo e
descontaminacao de pecas

i

3
1

LtngOS
et

-oby

Copo de medida de 500 mL
ou mais — para medir a
qguantidade  de  solucdo
extratora

Copo de medida de 100 mL
— para fazer a dosagem dos
produtos na aplicacéo

S :

Baldes plasticos de 2L ou
Jarras pléasticas de 2 L -
para coletar o material
extraido das barricas

1 por microrganismo

Peneiras de inox que
encaixem na jarra plastica
— para separar 0 arroz do
extrato contendo 0
microrganismo

1 por microrganismo
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Colheres de sopa em inox —
para ajudar na extragdo do
extrato contendo 0
microrganismo

1 por microrganismo

Frasco escuro com tampa
de rosca (pléstico ou vidro)
— sugerido volume minimo
de 500 mL e méaximo de
1000 mL

1 por microrganismo

Conta gotas plastico tipo
pipeta Pasteur - para

preparar a solugdo extratora 1
Lamparina de alcool — para
realizar a inoculacdo "
R4
1 )
“,
A\ i
Papel toalha — para limpeza
da érea de trabalho
¢
=a
Borrifador de alcool — para .
limpeza da area de trabalho e e |
ma&os
1
Alcool 92,8° - para acender a
lamparina -~
TUPl

i

|’
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Alcool 70% - para
higienizacdo da é&rea de &
trabalho e méos Ko7

Agua sanitaria (2 a 2,5% de
cloro ativo) - para
higienizacéo e
descontaminacao

Etiqueta adesiva — para
identificacdo das barricas e :
dos recipientes de 1 bloco \
armazenamento. Sugestdo 10
X7cm

Caneta  permanente  —
identificacdo dos materiais

Luvas nitrilicas
descartaveis — para realizar a
extracao das barricas
(tamanho de acordo com
manipulador)

Mascara facial descartavel
— para realizar a extracdo das
barricas

Oculos de protecdo — para
realizar a extracdo das

barricas 1 —
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Sacos de lixo de 50 L ou
mais — para coleta de
descartes contaminados e
restos do arroz

Caixa de papeldao — para
descarte da agulha

RESUMO VISUAL

EATT

T,
» Galao plastico de 5L
» Arroz semi-cozido
+ Material estéril
+ Procedimento para
higienizogdo pos uso

K

» Seringa contendo o
microrganismos de
interesse (puro) %
+ Dosogem sob demanda L
« Embalado, descartavel -
» Caixa para descarte

LAPAR

L A
- controle da conézmdmcao
. Lt_:mporino de dlcool ou o

gas

« Permitir um ambiente
livre de microrganismos
duronte a manipulacao

+ Embalados higienizados

» Reter particulas que
possam prejudicar o
aplicador

» Saco de vool ou peneira

* Procedimento pora
higienizacao

+ Mistura de oguo e
detergente
= Estéril

HIGIENIZAR

neJl
wma. o lava, a na/)a,
* Lave muito bem os mdos
e punhos
+ Passe alcool em gel e
espere secar

wnars 1 Ay
INOCULAE

e la vao OF Micr o7 gamgmoy-

+ Passe alcool em gel no
ponto de aplicaggo e
espere secar

* Abra a seringa proximo a

chamao e insira o ogulha 10
no ponto de aplicocao .'_‘-2'
+ retire a seringa e T

descarte corretamente
« Agite muito bem por 2
min.

IMCUBACAO
a.gw a & ;o Cif(l ar

« Coloque a barrica deitad
sobre uma superficie
g plana
* O local deve ser arejado e
sem incidéncia de sol
direta
» Aguarde de 5 a 7 dias

« Adicione a solucdo extratora

« Agite intensamente por 5 min.

* Deixe em repouso por 5 min.

* Filtre

* Aplique seguindo a diluigao
indicada

osn e
23, INSTITUTO FrommAL ENGENHASA OF
BB Laves st BIOSSISTEMAS
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