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RESUMO

A busca por solugbes mais sustentaveis, o aumento global na produgao
organica e a implementacao do manejo integrado de pragas (MIP) sao fatores que
estimulam o uso de bioinsumos, em especifico os de origem microbioldégica que
atuam como bioinseticidas. O aumento do mercado gera o aumento da pesquisa na
area, bem como novos produtores desejando utilizar tal tecnologia, uma forma de
baratear significativamente o custo é através da produgao on farm, em que muitas
sdo constituidas por produgdes amadoras, utilizando-se caixas d'agua abertas como
reatores instalados em ambientes inadequados. A auséncia de controles rigorosos
acaba, por muitas vezes, permitir a contaminagao de tais fermentagdes, o que gera
perda significativa na qualidade do produto, além de propiciar o crescimento de
patogenos prejudiciais a saude dos produtores. Desta forma, o presente trabalho
visou avaliar as condicdes importantes para producdo de bioinsumos on farm,
focando no projeto de um fermentador com protocolos de higienizagao e utilizagéao
de facil execucao e acessiveis. O protocolo de higienizacao foi avaliado utilizando
dois produtos a base de cloro ativo e, entdo aplicado nos reatores avaliados tendo
como microrganismo modelo o Bacillus thuringiensis (Bt). As analises foram feitas
por contagem de unidades formadoras de colbénia, sendo avaliada a contagem de
esporos do Bt, a contaminagao por bactérias Gram negativas e bolores e leveduras.
O modelo 5 de reator foi capaz de segurar contaminagdo por até 48 horas, com
concentragédo de 6,6 x 10° de Bt, sendo necessario mais estudos para melhorar a
eficiéncia da produgédo dos microrganismos. Por fim, foram elaborados trés manuais
para montagem e operacao de reatores simples para fermentagdo submersa de

microrganismos de interesse para a agricultura.

Palavras-chave: Reatores, On farm, Bioinsumos.



ABSTRACT

The search for more sustainable solutions, the global increase in organic production
and the implementation of integrated pest management (IPM) are factors that
encourage the use of bio-inputs, specifically those of microbiological origin that act
as bio-insecticides. The increase in the market generates an increase in research in
the area, as well as new producers wishing to use this technology. One way to
significantly reduce the cost is through on farm production, many of which are made
up of amateur productions, using open water tanks such as reactors installed in
unsuitable environments. The absence of strict controls often ends up allowing the
contamination of such fermentations, which generates a significant loss in the quality
of the product, in addition to promoting the growth of pathogens that are harmful to
the health of producers. Therefore, the present work aimed to evaluate the important
conditions for the production of on farm bioinputs, focusing on the design of a
fermenter and hygiene protocol that is easy-to-execute and accessible. The hygiene
protocol was evaluated using two active chlorine-based products and then applied to
the evaluated reactors using Bacillus thuringiensis (Bt) as a model microorganism.
The analyzes were carried out by counting colony-forming units, evaluating the Bt
spore count, contamination by Gram-negative bacteria, molds and yeasts. The

model 5 was capable of holding contamination for up to 48 hours was obtained, with

a concentration of 6,6 X 10°0f Bt, requiring further studies to improve the efficiency
of microorganism production. Finally, three manuals were prepared for the assembly
and operation of simple reactors for submerged fermentation of microorganisms of

interest to agriculture.

Key-words: Reactors, On farm, Bioinputs.
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1 INTRODUCAO

O mercado de alimentos organicos se encontra em ascensdo no mundo,
possuindo grandes areas em paises como Australia, China e Argentina. No Brasil,
em 2017, cerca de 1.136.857 ha foram destinados para a produg¢ao de alimentos
organicos (Willer;Lernoud, 2019), os quais apresentam uma opg¢ao mais sustentavel
para o meio ambiente quando comparado com outras formas de cultivo
convencionais (Altieri, 2018). No entanto, para que seja viavel a produgao desses
alimentos sao necessarias alternativas para os produtos sintéticos quimicos
aplicados como promotores de crescimento ou controle de pragas e doencgas. Neste

cenario, ganham espaco os Bioinsumos.

De acordo com Brasil (2020) no decreto N° 10.375, um bioinsumo é um
produto de origem vegetal, animal ou microbiana com a finalidade de gerar uma
resposta positiva na produgao, armazenamento e/ou no beneficiamento de produtos
agropecuarios. Os bioinsumos podem atuar como bioestimulantes ou fitoprotetores,

entre eles se destacam os bioinseticidas.

O mercado global de biopesticidas é estimado entre 3 a 4 bilhdes de ddlares
(Marrone, 2019). No Brasil o crescimento do uso desses produtos foi de cerca de

28% em 2020, enquanto no mundo o crescimento foi de 15% (Brasil, 2021).

Existem diversos produtos bioldgicos utilizados como bioinseticidas a base de
microrganismos, dentre esses, 0s microrganismos que mais se destacam sao o
Bacillus thuringiensis (Bt), o Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e

Baculovirus anticarsia (Paula Junior et al., 2013).

O Bt apresenta grande destaque, sendo que atua como um bioinseticida ao
produzir, durante a sua esporulagdo, um corpo de inclusdo protéico chamado
o-endotoxinas (Monnerat et al., 2018), que se torna téxica para diferentes insetos
das ordens Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, bem como a
nematoides (Bravo et al., 2005), porém essa proteina € biodegradavel e nao

apresenta toxicidade a humanos.
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O crescimento do uso de bioinsumos contribuiu para que propriedades
agricolas despertassem interesse em produzi-los para uso préprio, atividade esta
conhecida como produgédo on farm (Embrapa, 2022) e constituindo uma opgao de
menor custo e maior praticidade para os produtores agricolas, uma vez que nao ha
necessidade de transporte e armazenamento dos produtos (Monnerat et al. 2020).
Quanto ao inéculo para a produgao se observa frequentemente o uso de produtos

comerciais como base (Embrapa, 2022).

Nestas produgdes on farm, de baixo custo, € comum o uso de caixas d’agua
abertas como reatores, uso de agua e meios de cultivo com elevada carga
microbiana indesejada, bem como a atuagdo de mao-de-obra sem conhecimento
técnico especifico. Para maximizar os efeitos desejados em campo e minimizar
riscos bioldgicos a saude dos funcionarios, técnicas de higiene sdo fundamentais,
uma vez que o meio de cultivo favorece o crescimento de um variado grupo de
microrganismos (Santos et al., 2020). Portanto, os contaminantes também podem
se multiplicar de forma acelerada, podendo superar até o crescimento dos
microrganismos de interesse, influenciando diretamente na concentragao do agente
biolégico e consequente reducdo da sua eficacia (Valicente, 2018; Matos; Silva,
2023).

Desta forma, a implantacdo de boas praticas de fabricacdo e procedimentos
operacionais padronizados na manipulagéo e higienizagdo séo fundamentais para o
controle de qualidade, seguindo os limites aceitaveis de contaminantes (Pinto;
Kaneko; Ohara, 2000). Um método barato e acessivel utilizado para desinfecgéo é a
utilizacdo de compostos clorados, como o hipoclorito de sddio (presente na agua

sanitaria).

Existe uma escassez de materiais de facil acesso voltados para a producgao
de microrganismos on farm, com alternativas de baixo custo e seguras, o que pode
acarretar em produgbes com baixa qualidade, gerando riscos a saude dos
manipuladores e ineficacia do produto, o que torna tal tecnologia menos acessivel e

mais perigosa para pequenos produtores.

Desta forma, o seguinte trabalho tem como objetivo validar processos e

modelos de reatores e processos de operagdes de modo que seja possivel reduzir



17

significativamente a contaminacgao, principalmente de patégenos, de um produto on
farm e obter produto com quantidade significativa de agentes ativos, utilizando

modelos simples e baratos, além de gerar um manual de instrugdes.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Propor e avaliar processos e procedimentos para utilizagdo de biorreatores
para producao de bioinsumos on farm, por fermentagdo submersa, em pequenas

propriedades rurais, de forma a obter produtos aplicaveis na agricultura.
2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:

e Propor e avaliar biorreatores para fermentagcdo submersa, voltados para
pequenos produtores rurais;

e Avaliar processo de higienizagao do biorreator;

e Avaliar procedimentos de operagdes do biorreator;

e Avaliar fermentagcées de Bacillus thuringiensis (Bt) utilizando os métodos
propostos.

e Elaborar manual de construcédo e operacao dos processos propostos.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Mercado de produtos biolégicos de aplicagao na agricultura

O Brasil tem tomado posigédo favoravel ao mercado dos produtos biolégicos
com aplicagédo na agricultura. Com a criagéo do plano nacional de bioinsumos, vem
apresentando um crescimento exponencial, alcangando 28% de crescimento no uso
por ano (Brasil, 2021). Dados mais recentes do mercado demonstram um
crescimento nos produtos comerciais disponiveis, sendo que de 2021 para 2022
houve 157 novos produtos dessa categoria registrados, mostrando um aumento de
70% comparado a 2021 (Brasil, 2022). E possivel observar na figura 1 que desses

produtos, 65% sao a base de microrganismos.
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Figura 1. Numero de registros de bioinsumos desde 1991.
PRODUTOS BIOLOGICOS REGISTRADOS
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As atualizacdes desse infografico podem refletir diferencas em relacdo a versées anteriores, decorrentes da remocdo de registros ativos
\4
Croan‘e Fonte: Ministério da Agricultura, Pecudria e Abasteciments (MAPA); Groplife Brasil 2023
......
. . . ,
Fonte: CroplLife Brasil, disponivel em:

https://croplifebrasil.org/publicacoes/produtos-biologicos-registrados/. Acesso
em: 7 de nov. 2023.

3.2 Bioinsumos

De acordo com o decreto N° 10.375 de 2020, do MAPA, um bioinsumo &€ um
produto de origem vegetal, animal ou microbiana com a finalidade de gerar uma
resposta positiva na producéo, armazenamento e/ou no beneficiamento de produtos
agropecuarios. Os bioinsumos podem atuar como fitoprotetores ou bioestimulantes,
dentre os diversos produtos que se enquadram como bioinsumos fitoprotetores é

possivel destacar os bioinseticidas.
3.2.1 Bioinseticidas

De acordo com a agéncia de protecao ambiental dos Estados Unidos (EPA)
os bioinseticidas podem ser classificados em trés tipos, sendo eles os bioquimicos
naturais que atuam através de mecanismos nao téxicos a humanos (pesticidas

bioquimicos), os microrganismos entomopatogénicos (fungos, bactérias, virus ou


https://croplifebrasil.org/publicacoes/produtos-biologicos-registrados/
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nematoides) e protetores incorporados em plantas (PIP), derivados de plantas

geneticamente modificadas .

Dentre toda a gama de produtos, um microrganismo se destaca: o Bacillus
thuringiensis, sendo um grande exemplo de bioinseticida de sucesso possuindo

grande presenga no mercado (Bravo et al., 2011; Kumar et al., 2021).
3.3. Processos fermentativos

O conceito de fermentacdo nao é algo novo para a humanidade, visto que ha
registros de praticas fermentativas desde 4000 a.c. Portanto, o que houve com o
passar do tempo foi a sofisticagdo e melhoramento de processos, chegando nos
dias de hoje, onde € possivel ter um alto controle e eficiéncia de uma fermentacao
(Stanbury; Whitaker; Hall, 1995).

De acordo com Stanbury; Whitaker; Hall, 1995, existem 5 grandes grupos
importantes de processos fermentativos comerciais: Aqueles que produzem células
microbianas (ou biomassa) como produto; Aqueles que produzem enzimas
microbianas; Aqueles que produzem metabdlitos microbianos; Aqueles que
produzem produtos recombinantes; Aqueles que modificam um composto que é

adicionado a fermentacao do processo de transformacao.

Para o bom desenvolvimento de processos fermentativos, independente de
qual deles, é importante levar em consideracdo a formulacdo do meio de cultivo a
ser utilizado durante o desenvolvimento do inéculo e do processo de produgao.
Ainda, técnicas de esterilizagdo do meio, equipamentos principais e equipamentos
auxiliares sao de extrema importancia para a eficiéncia dos processos
fermentativos, eliminando contaminantes. O uso de uma cultura ativa e pura em
quantidade suficiente para inocular o recipiente de producdo, bem como o
estabelecimento de condi¢des 6timas para o desenvolvimento dos microrganismos,
influenciam a produtividade do processo. A extragcdo do produto e sua purificagao,
embora ndo sejam parte em si do processo fermentativo, apresentam relevancia
para a qualidade final do produto desejado. Por fim, os efluentes e residuos
produzidos pelo processo devem ser corretamente destinados, evitando impactos
ambientais adversos dos processos fermentativos (Stanbury; Whitaker; Hall, 1995;
Schmidell et al., 2001; Mattedi et al., 2023).



20

Os dois principais tipos de fermentagao, em relacdo ao estado fisico, sdo a
fermentacdo em estado solido (FES) e a fermentagcdo submersa (FS). Na FES nao
ha presencga de agua livre circulante, enquanto na FS ha a presencga de agua livre e
substratos soluveis (Farinas et al.,, 2014). Processos fermentativos sao muitos
utilizados nos setores industriais tais como o farmacéutico (sintetizando enzimas e
proteinas benéficas), o alimenticio (com bebidas e alimentos fermentados como

cerveja e queijo), o agricola (com bioinsumos), entre outros.

Para a produgdo de produtos a base de microrganismos, a técnica de
producao mais utilizada é a FS, entre as vantagens de se utilizar tal técnica se
destaca a constancia e controle da producdo, tendo facil reprodutibilidade, bem
como facil escalabilidade e manipulagdo do processo (Stanbury; Whitaker; Hall,
1995; Schmidell et al., 2001; Pandey, 2003; Holker; Lenza, 2005; Mattedi et al.,
2023). Ja as desvantagens da FS se destaca a alta tecnologia aplicada, sendo
necessario um fermentador (biorreator) que muitas vezes € complexo e caro, além

de necessitar de um sistema de aeragéao estéril (Pandey, 2003; Mattedi et al., 2023).

A FES, por sua vez, é muito utilizada para a multiplicagcdo de fungos
filamentosos, apresentando como pontos positivos o0 seu meio de cultivo, que pode
ser composto de residuos industriais, e baixa energia envolvida, o que permite uma
produgcdo mais sustentavel e que contribui uma economia circular . Esse método
tem como pontos negativos principalmente a sua dificil escalabilidade, e grande
heterogeneidade do meio de cultura, o que dificulta o controle de tais processos
bem como impacta a consténcia de resultados obtidos (Pandey, 2003; Holker;
Lenza, 2005; Mattedi et al., 2023).

3.3.1. Esterilizagdao em processos fermentativos

A esterilizagdo € um processo que envolve a eliminagdo completa de todos
0S microrganismos, incluindo bactérias, virus, esporos e outros patdogenos, bem
como suas formas n&o vegetativas (como esporos bacterianos). A esterilizagdo é
usada para garantir que um objeto, superficie ou substancia esteja livre de qualquer
forma de vida microbiana viavel. A desinfecg¢ao, por outro lado, € um processo que

reduz significativamente a carga microbiana de uma superficie, mas nao
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necessariamente elimina todos os microrganismos, sendo um processo menos

rigoroso em comparacao a esterilizagado (Schmidell et al., 2001; Roberts, 2009).

A esterilizagdo e desinfecgdo podem ocorrer por agentes fisicos ou agentes
quimicos. Os principais agentes fisicos esterilizantes sdo o calor seco, o calor
umido, a radiagao ultravioleta e a radiagédo gama (Schmidell et al., 2001; Nogueira et
al., 2015). Dentre esses, o principal método utilizado € a esterilizagdo por calor,
porém, em situagcdes em que nao se permite que seja utilizado tal método, para
alcancar o grau de higienizacédo (limpeza mais desinfec¢gdo) necessario em um
processo especifico, recorre-se 0 uso de germicidas quimicos (Schmidell et al.,
2001; Nogueira et al., 2015).

Ao contrario da esterilizacdo por aplicagado de calor, essas substancias em
geral funcionam a temperatura ambiente, mas exigem tempos de contato mais
longos para obter o efeito desejado. Além disso, a eficacia desses agentes de
desinfec¢cao depende de diversos fatores, como as propriedades fisicas do material
a ser tratado e as condi¢gdes quimicas do ambiente (Schmidell et al., 2001; Roberts,
2009; Nogueira et al., 2015).

Todos esses fatores podem afetar negativamente o processo de esterilizagcao
ou desinfeccdo, e apenas a pratica continua pode levar ao desenvolvimento de um
procedimento padronizado que garanta o nivel de reducdo de contaminantes
apropriado para um determinado processo industrial (Schmidell et al., 2001). Um
agente quimico ideal pode variar de acordo com o tipo de operagao e equipamentos
envolvidos, porém, de forma geral deve ser barato, de facil acesso e manipulagao,

soluvel em agua e nao ser toéxico ao ser humano (Nogueira et al., 2015).

Em um processo fermentativo é preciso esterilizar a superficie de contato dos
equipamentos com o material a ser fermentado, os meios de cultivo (liquido e/ou

solido) e o ar que fara a oxigenacao do meio (Schmidell et al., 2001).

A esterilizacdo de superficies envolve a eliminagdo de microrganismos em
objetos, equipamentos, superficies de trabalho e ambientes. Métodos comuns
incluem o uso de desinfetantes, produtos quimicos esterilizantes e radiagao
ultravioleta. Desinfetantes sdo frequentemente usados em ambientes hospitalares e

laboratdriais para desinfetar superficies de alto toque, como macganetas e mesas. A
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radiacdo ultravioleta € usada para desinfeccdo do ar e superficies, expondo os
microrganismos a radiac¢ao ultravioleta (UV) germicida que danifica seu DNA e RNA
(Roberts, 2009; Pereira et al., 2014).

A esterilizacao de liquidos, como solugbes aquosas, podem ocorrer por meio
de métodos como autoclavagao, filtragdo esterilizante ou tratamento térmico. A
autoclavacdo € um processo que utiliza calor umido sob pressao para eliminar
microrganismos. Isso € eficaz na esterilizagdo de liquidos, pois a pressédo impede
que a agua evapore a altas temperaturas. A filtragdo esterilizante envolve a
passagem do liquido através de filtros com poros pequenos o suficiente para reter
microrganismos. Outros métodos de esterilizagdo quimica, como a esterilizagdo com
oxido de etileno, também podem ser usados, dependendo da compatibilidade do

liquido com esses processos (Schmidell et al., 2001; Roberts, 2009).

A esterilizacdo do ar por filtracdo se destaca como a escolha para alcancar
elevadas taxas de ar esterilizado, devido aos custos reduzidos associados a esse
procedimento e a disponibilidade de filtros altamente confiaveis (Schmidell et al.,
2001; Roberts, 2009). Embora seja possivel considerar alternativas, como o uso de
calor ou de gases esterilizantes, incluindo 6xido de etileno e perdxido de hidrogénio,
a filtracdo ainda se mantém como a opgao preferencial (Schmidell et al., 2001;
Roberts, 2009).

De acordo com Tietjen; Cronin; Mclntosh (1992), uma esterilizagao eficaz
requer tempo, superficie de contato, temperatura e, no caso da esterilizacdo a
vapor, alta pressdo. A eficacia de qualquer método de esterilizagcdo também
depende do tipo e o numero de microrganismos presentes, da quantidade e tipo de
material organico que protege os microrganismos e o numero de fissuras e fendas
em um instrumento/superficie que podem abrigar microrganismos. Cada tipo de
microrganismo possui resisténcia diferente aos diferentes tipos de esterilizagdo que,

de forma resumida, podem ser observados na figura 2.
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Figura 2. Ordem crescente de resisténcia dos microrganismos a esterilizagcao e aos

diferentes niveis de desinfetantes.
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Fonte: Adaptado de Mohapatra (2017).

O hipoclorito como desinfectante se destaca uma vez que atende aos
padrées como um agente quimico ideal, sendo capaz de inativar microrganismos
em meio liquido, apesar de perder sua eficacia quando ha alta concentragcdo de
matéria organica (Souza; Daniel, 2005), apresentando excelente acdo microbicida

na higienizagao de superficies (Meyer, 1994; Pereira et al., 2014).
3.4. Fermentagoes on farm

A producgao on farm, em resumo, € a produgao de bioinsumos na propriedade
agricola exclusivamente para uso proprio, sendo proibida a comercializagao. Ainda
nao ha legislagao especifica que regulamente essa produgdo mas, de acordo com a
nota técnica da Embrapa (2021), para se produzir on farm é recomendado que seja
feito um cadastro de estabelecimento produtor junto ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), €& necessario que a produgdao seja

supervisionada por um técnico habilitado e que a producdo seja apenas de
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microrganismos que constam na lista do MAPA. Nao existe nenhuma
obrigatoriedade quanto ao controle de qualidade na produgéo on farm, ainda, porém
€ necessario que o produto agricola tenha uma boa qualidade para que se obtenha

os efeitos desejados (Lana et al., 2022).

Para que seja possivel obter a qualidade desejada é necessario que exista
um controle dos processos produtivos, a fim de evitar que ocorra o crescimento de
microrganismos indesejados, uma vez que tal contaminagdo além de impactar na
eficiéncia do produto pode gerar riscos a saude quando ha a presenca de
patdogenos (Valicente, 2018; Santos et al., 2020; Matos; Silva, 2023; Lana et al.,
2022).

Atualmente existem uma variedade de modelos de equipamentos e
infraestrutura de biofabricas on farm, sendo que podem ser de alto, médio e baixo
investimentos. Nos modelos de alto investimento é possivel observar elementos
construtivos que se assemelham como uma industria biotecnolégica, empregando
reatores de ago-inox (material sanitario), processos esterilizagdo com aplicagéao de
temperatura elevada e possibilitam uma produgdo com alta concentragido e pureza
do microrganismo de interesse (figura 3). Empresas como SoluBio® e Allbiom

oferecem produtos e solugdes nesta linha de investimento.
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Figura 3. Biofabricas on farm constituida por equipamentos em material sanitario e
instalagbes com elevado padrdo de controle para contaminantes. (a) Produto
SoluBio®; (b) Produto Allbiom®.

(a) (b)

Fonte: SoluBio®; Allbiom®.

Modelos de baixo custo, por sua vez, sdo equipados com reatores plasticos,
muitas vezes nao sanitarios, com pouco ou nenhum controle de contaminantes no
processo, 0 que reduz a qualidade do produto final. A figura 4 traz observagdes
feitas por Santos et al. (2020), que avaliaram a qualidade microbiolégica de
bioprodutos multiplicados on farm no Vale do S&o Francisco e evidenciaram a
contaminagdo de 100% das amostras além da presengca de coliformes
termotolerantes e Salmonella sp. em mais de 70% das amostras, sendo que as
quantificacbes de possiveis contaminantes e do microrganismo de interesse em

diferentes produtos amostrados podem ser observadas na tabela 1.
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Figura 4. Biofabricas on farm constituidas por equipamentos de baixo custo no vale
do Sao Francisco.

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2020).

Tabela 1. Quantificacdo de heterotréficos mesofilos totais, coliformes totais e
termotolerantes e determinacdo da presengca de Salmonella das amostras

analisadas a partir da multiplicacdo on farm.

Amostras Quantificagdo Coliformes Coliformes Salmonella -
de Bactérias Totais Termotoleran Shigella
Heterotroéfica (NMP/mL) tes (NMP/mL)
s Totais
(UFC/ mL™")
A1-E 4,9 .10" >1.100 210 Ausente
(Bacillus
amyloliquefa
ciens D-747)
A2-G 7,1.10% >1.100 1.100 Presente
(Chromobact
erium

subtsugae)
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A3 -A
(Azospirillum
brasilense)

9,9.

1010

>1.100

21

Presente

A4 -P
(Saccharopol
yspora
spinosa)

1,6.

1 011

>1.100

93

Presente

A5-B
(Bacillus
thuringiensis
var. kurstaki
HD-1)

24 .

1 011

>1.100

74

Presente

A6 - CS1
(Saccharopol
yspora
spinosa)

3,9.

108

>1.100

11

Presente

A7 - CC1
(Chromobact
erium sp.)

107

>1.100

20

Presente

A8 - $1
(Bacillus
subtilis QST
713)

4,2.

10°

>1.100

<3,0

Presente

A9 — S2
(Bacillus
subtilis QST
713)

2,2

.10

>1.100

210

Presente

A10 - CS2
(Saccharopol
yspora
spinosa)

3,1

.10

<3,0

<3,0

Ausente

A11 -CC2
(Chromobact
erium sp.)

1,3.

10°

<3,0

<3,0

Ausente

A12 -S3
(Bacillus
subtilis QST
713)

4,8 .

10°

>1.100

>1.100

Presente

Fonte: Santos et al., 2020.
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Modelos intermediarios, por sua vez, atuam como um meio termo entre as
duas produgdes, apresentando menor investimento quando comparado aos reatores
em aco-inox e esterilizacdo por temperatura, maior eficiéncia quando comparados
aos reatores de baixo custo em caixas d’agua. Estes modelos, em geral, ndo evitam
completamente contaminagbes pelo ambiente, sendo que muitas vezes a
inoculacao é feita em ambiente ndo controlado com a abertura da tampa do reator e
o processo de esterilizagdo é quimico, com pouco controle, muitas vezes sendo
menos eficiente que os processos térmicos (Schmidell et al., 2001; Santos et al.,

2020). A figura 5 apresenta um sistema da empresa Fotossintese.

Figura 5. Biofabricas on farm constituida por equipamentos de custo intermediario

proposto pela empresa Fotossintese.

Fonte: Fotossintese, disponivel em:

https://fotossintese.ind.br/loja/artigo/fotossintese-desenvolve-biofabricas-on-farm-mo

veis-prontas-para-uso. acesso em: 07 de nov. 2023.

Outro estudo realizado por Matos; Silva (2023), onde foram analisadas 57
amostras de bioinsumos originarias de 21 propriedades rurais, observou-se que 32
possuiam concentragdes viaveis do microrganismo de interesse. Ao compararem a
concentragdo do microrganismo de interesse com a de contaminantes, foi possivel

observar que no grupo em que atingiu a concentracdo de microrganismos de


https://fotossintese.ind.br/loja/artigo/fotossintese-desenvolve-biofabricas-on-farm-moveis-prontas-para-uso
https://fotossintese.ind.br/loja/artigo/fotossintese-desenvolve-biofabricas-on-farm-moveis-prontas-para-uso
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interesse desejada, foi maior, enquanto no grupo em que nao atingiu a concentragao

foi menor, conforme apresentado na figura 6.

Figura 6. Comparagdo entre a concentragdo média de B. thuringiensis nas
amostras analisadas. |: amostras inferiores ao padrao, S: amostras superiores ao
padrdo. Padrdao: 1 x 10° UFC/mL (9 Log UFC/mL). O asterisco (*) representa a

significancia do teste t de Welch para duas amostras (p < 0.01) para a média dos

dados.
14
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12 - 6.35 x 1019 UFC/mL
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10 ) l
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Fonte: Matos; Silva (2023).

Em outro estudo desenvolvido por Lana et al. (2022), onde houve a
caracterizagao e comparacao de 4 amostras de produtos on farm a base de Bacillus
com 2 produtos comerciais semelhantes, foi possivel observar que nas amostras on
farm haviam alta presenga de contaminantes patogénicos, enquanto os comerciais
nao havia a presenga de nenhum patégeno. A comparagado dos microrganismos que

cresceram de tais amostras pode ser observado na figura 7.
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Figura 7. Aspecto das colbnias bacterianas presentes em amostras de inoculantes a
base de Bacillus cultivadas em meio Luria Bertani (LB). 1A e 2A referem-se as
amostras produzidas em sistema on farm com foco na multiplicagdo de B.
megaterium e B. subtilis; 1B e 2B sdo amostras com foco na multiplicagao de B.
arayabhataii. A primeira placa em cada linha horizontal refere-se ao produto

comercial utilizado como controle.

Fonte: Lana et al. (2022).

Lana et al. (2019) analisaram 10 amostras de biopesticida a base de Bacillus
thuringiensis, de produtores on farm, de diferentes propriedades da regido de Jatai
(GO), comparando com um produto comercial equivalente. Os autores observaram

que todas as amostras produzidas on farm estavam contaminadas por patégenos.

Saionara (2022), ao comparar bioinsumos produzidos por uma biofabrica on
farm com produtos comerciais, observou que a maioria dos bioinsumos comerciais
possuiam o minimo de concentracédo de células exigidas para a aplicagdo no
campo. No caso da biofabrica on farm analisada havia contaminagcédo dos produtos
produzidos, enfatizando que ha a necessidade de implementar boas praticas de
fabricacdo nesses tipos de sistemas de produgao e pontuando que um produto on

farm nao tera o mesmo nivel tecnolégico de um produto comercial.
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Abrunhosa (2019) conduziu um experimento para avaliar a contaminagao de
meios de cultura utilizados para producdo on farm de bioinseticida, também
propondo um kit que auxilia o produtor no controle da produgao on farm. Os
resultados obtidos foram similares aos trabalhos anteriores, observando a presenca

de patdégenos em todas as amostras, como evidenciado pela tabela 2.

Tabela 2. Microrganismos viaveis, expressos em UFC/mL, presentes na em meios

para producao “on farm" de bioinseticidas.

Micro-organismos

Micro-organismo viaveis em placas Micro-organismos viaveis no kit laboratorial
90x15mm

’gf A B C D MEBt A B Cc D
Salmonella - - - - - 0 0 0 >300.000 0
Escherichia coli - - - - - 0 >300.000 >300.000 =300.000 =300.000
Enterococos 0 0 0 =300.000 O 0 0 0 =300.000 0
Estreptococos - - - - - 0 >60.000 0 >300.000 =100.000
g&‘i‘;ﬁ;ﬁenm - - - - - >300.000 >300.000 >300.000 >300.000 >300.000

Coliformes 0

>300.000 =300.000 =300.000 =300.000
termotolerantes

Fungos - - - - - 0 0 0 0 0

Fonte: Abrunhosa (2019).

Tais resultados preocupantes levantaram questionamentos de muitos
pesquisadores que alertavam para a necessidade de uma modernizacdo da
legislacédo para obtencédo de bioinsumos on farm (Faria; Landgraf, 2022, Meyer,
2022) ainda alerta que a produgdo de indculos em sistema on farm podem
representar um retrocesso na tecnologia de fixagao bioldgica de nitrogénio. Apesar
de existirem notas técnicas como as da Embrapa, ainda & necessario que haja uma

legislagao que auxilie e organize esse tipo de produgao.
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Em resumo, é fundamental que haja um conhecimento sobre as etapas
produtivas para reconhecer os mecanismos por tras da contaminagdo (Bugno;
Buzzo; Pereira, 2003). E é necessario que haja o uso de boas praticas de fabricagéo
(BPF) nesse tipo de produgédo, uma vez que o controle da contaminagao microbiana
€ um aspecto importante na garantia da qualidade do produto (Sharpell; Manowitz,
1991; Abrunhosa, 2019; Lana et al., 2022). Portanto é necessario que sejam
desenvolvidos processos eficientes e simplificados para os pequenos produtores
que dispdem de poucos recursos para investir em uma producao on farm, e que

garanta no minimo uma producgéo segura, sem a presenca de patdégenos.
3.5. Bacillus Thuringiensis

Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva que foi isolada pela
primeira vez em 1901 pelo cientista japonés Shigetane Ishiwatari. Ela € encontrada
naturalmente em ambientes, como no solo, e € conhecida por sua capacidade de
produzir proteinas toxicas para insetos. Essas proteinas, chamadas de proteinas
Cry (crystal proteins) ou d-endotoxinas. O Bt produz tais cristais durante sua fase
estacionaria de crescimento, onde esporula. Essas proteinas Cry sao altamente
toxicas para larvas de insetos, especialmente aquelas de ordens como Lepidoptera
(borboletas e mariposas), Coleoptera (besouros) e Diptera (moscas). (Whiteley et
al., 1986; Bravo et al., 2005)

As proteinas Cry sao ingeridas pelas larvas de insetos e, no ambiente
alcalino do trato digestivo do inseto, as proteinas se solubilizam e se tornam toxinas
ativas que se ligam a receptores especificos na membrana do intestino, perfuram a
membrana e levam a morte do inseto devido a danos no sistema digestivo e

subsequente inani¢ao (Whiteley et al., 1986; Bravo et al., 2005).

Uma das principais vantagens de Bt € sua toxicidade seletiva. As proteinas
Cry afetam principalmente insetos-alvo especificos, poupando organismos n&o-alvo,
incluindo humanos, animais e insetos benéficos. O Bt tem sido amplamente utilizado
como biopesticida na agricultura orgénica e convencional. Também tem sido
utilizado para modificagdes genéticas em plantas como milho e algodao para
expressar genes da proteina Cry, tornando essas plantas resistentes a insetos-alvo
(Bravo et al., 2011; Weiser et al., 1986; Fontes; Valadares-Inglis et al., 2020).
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Apesar do Bt ser reconhecido principalmente por seus efeitos inseticidas,
estudos apontam que na realidade tal microrganismo possui caracteristicas
multifuncionais, podendo atuar como antifungico e estimulante de crescimento
(Fernandes et al., 2019; Unzue et al., 2022).

O Bacillus thuringiensis, necessita de altos niveis de aerag¢ao para esporular,
sendo necessario taxas de aeragdo de 80 mL/250 mL (Boniolo et al., 2012; Pan et
al., 2021), portanto ele atua como um bom modelo de microrganismo na construgao
de um reator. Quanto a concentragdo desejada, o isolado CBMAI 1398, tem sua
concentragdo recomendada (Brasil, 2018) como: 2,0 x 102 UFC por mililitro ou
grama de produto formulado. Portanto, de forma genérica a concentragao desejada

em cada fermentagéo on farm é de 2,0 x 108 UFC/mL.

4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 ldentificagdo de pontos criticos para a contaminagdao em reatores

para fermentagao submersa e construgao de modelos

A partir de um reator basico para condugao de fermentagdes submersas,
conforme descrito por Stanbury; Whitaker; Hall (1995), Waites et al. (2001) e
Schmidell et al. (2001), realizou-se uma analise critica sobre os pontos de
contaminagado e a busca de solugbes para os problemas identificados. Em seguida
foram montados reatores, sendo avaliada a qualidade microbiolégica do produto
final obtido, tendo como bactéria modelo Bacillus thuringiensis, uma bactéria Gram

positiva.

Em cada reator montado, a partir dos resultados obtidos, foi feito uma
avaliacdo e definidos novos pontos de melhoria. Os reatores com melhor

performance e praticidade de montagem e operagao foram selecionados.

Os reatores avaliados foram de material plastico, em geral de uso alimenticio,
mas nao so6. O meio de cultivo foi sempre elaborado com a agua residual de
higienizagdo dos reatores, apés a formagdo de uma area livre na parte superior,

denominada de headspace. Foram avaliados 2 métodos de aeracao, aeragao por
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Venturi, com o uso de bomba interna e externa, e aeragcdo com compressor de ar. O

ar foi filtrado testando filtro caseiro e filtro comercial.

A figura 8 apresenta de forma resumida e visual a sequéncia metodoldgica
utilizada para avaliar os sistemas de fermentagcdo propostos, as quais serao

descritas nos seguintes itens.



Figura 8 - Procedimentos para avaliagao dos sistemas fermentativos propostos.
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4.2 Processos de Higienizagao

Para as higienizacbes de componentes e do reator em si, optou-se por
compostos clorados de facil acesso, sendo estes o hipoclorito de sédio (agua
sanitaria) e Dicloro-S-Triazinetrione Clorin®), ambos com concentragdo de 200 ppm.
Tais agentes quimicos foram escolhidos uma vez que possuem caracteristicas de

solucéao ideal para higienizagao definida por Nogueira et al.(2015).
4.2.1 Higienizagao dos componentes do reator

Inicialmente foi feita a lavagem das pecas do reator e, dependendo do
modelo, da bomba com esponja e detergente neutro. As pecas (mangueiras,
conexdes, e componentes no geral) foram submersas em solugdo aquosa de

hipoclorito de sédio a 200 ppm por 24 horas.
4.2.2 Higienizagao da carcaca do reator

O ensaio foi realizado em triplicata, com solug¢ao sanitizante de hipoclorito de
sodio 200 ppm. Foram retiradas amostras com swab estéril da area previamente
demarcada de 25 cm? da carcaga, a fim de se verificar o nivel de contaminacéo na
superficie interna do reator que permaneceu em contato com a solugao clorada a
200 ppm por 15 min. A amostragem foi realizada em ambiente limpo e estéril com o
auxilio de chama, em trés momentos distintos: uma apds a primeira etapa da
higienizacao, outra logo apdés a formacédo do headspace e, a ultima, 24 h apds a
geracao do headspace. Os swabs foram inseridos em 9,9 mL em agua destilada
estéril e aliquotas de 0,1 mL foram plaqueadas (em triplicata) em placas de Petri
contendo meio Plate Count Agar (PCA), para contagem de mesdfilos totais, sendo
incubadas a 30 °C por 48 h e, na sequéncia, foram contadas as unidades
formadoras de colbnia e feito o calculo para determinagdo da concentracdo de
UFC/mL.

4.2.3 Analise da solugao clorada residual

As solugdes sanitizantes cloradas residuais, com a qual pretendia-se
dissolver o meio de cultivo, foram analisadas, antes da inoculacdo, em relacédo a
contaminagao por bolores e leveduras, sendo realizada a contagem de UFC em

meio Potato Dextrose Agar (PDA), e bactérias Gram negativas, sendo feita a
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contagem de UFC em meio agar Macconkey, ambos sem diluicdo. Os resultados

foram expressos em UFC/mL de solugéo.

O teor de cloro da agua foi medido inicialmente com um kit Genco e, nos
ensaios finais, de acordo com Andriola et al. (2019), por analise colorimétrica,

utilizando reagdo com iodo e um espectrofotdmetro.
4.3 Acompanhamento das fermentagoes

4.3.1 Preparo de inéculo

Para as fermentagdes, o microrganismo escolhido foi o Bacillus thuringiensis
(Bt) devido a maior disponibilidade de materiais e estudos relacionados. A insergéao
do inéculo no reator foi avaliada visando respeitar os padrées de encaixe de

conexao e de modo que ele seja pratico para o produtor e minimize contaminagoes.

A cepa de Bacillus thuringiensis (Bt) utilizada foi isolada a partir de produtos
da empresa de bioinsumos AGRINOR Fertilizantes, sendo conservadas em slants
de agar nutriente recobertos por vaselina liquida sob refrigeracéo (5 °C) e mantidos
no laboratério de microbiologia do Instituto Federal de Sdo Paulo — Campus Avaré,

até o momento de uso.

O pré-inéculo de Bt foi cultivado em placa de Petri contendo meio sélido a
base de agar nutriente, proposto pela Embrapa (Monnerat et al., 2020) e foram
incubados por 48h a 28 °C.

O inéculo de cada fermentagao foi preparado com a mesma técnica, foram
adicionados 14 discos, de 15 mm de diametro, do pré-indculo para cada 250 mL de
meio liquido. Ent&o, foi conduzido incubagdo em agitador orbital a 200 rpm e 28 °C.
Os meios de cultivo utilizados foram o Embrapa Liquido, meio com farelo de soja,
descrito por Vidotto, ou 0 meio descrito por Xavier et al. (2022), os quais serao
descritos no item seguinte. O tempo de incubacgao foi 24 ou 48 h, dependendo do

ensaio.
4.3.2 Preparo do meio de cultivo estéril concentrado

Os meios de cultivo utilizados foram sendo aprimorados ao longo do

processo de desenho do reator, de acordo com as necessidades e descobertas de
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cada fermentacao. Inicialmente foi utilizado como meio de cultivo o meio Embrapa
Liquido, proposto por Monnerat et al. (2022) que possui em sua formulagdo 1g/L
extrato de levedura, 1 g/L de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), 10 g/L de
caldo nutriente, 10 mL/L sais minerais (0,2 g/L MgSO,-7H,0, 0,04 g/L de MnSQO,,
0,0058 g/L de ZnS0O,-7H,0, 0,0075 g/L de CuSO,-5H,0, 3,0 g/L de KCI, 0,00135 g/L
de FeS0O,-7H,0, 0,03 g/L CoCI2:-6H,0) com pH ajustado para 7,0.

O meio a base de farelo de soja utilizado no segundo modelo de reator foi
composto de 10 g/L de melago de cana, 20 g/L de farelo de soja, 0,1 g/L de fosfato
monobasico, 0,2 g/L de fosfato dibasico e 3,3 mL/L de antiespumante (AGRINOR).
O pH foi ajustado para 7,0.

O terceiro meio de cultivo utilizado foi o meio desenvolvido por Xavier et al.
(2022) tendo em sua formulacdo 15g/L de melago; 10g/L de extrato de levedura;
1,5g/L de fosfato monobasico; 1,5g/L de fosfato dibasico, sendo acrescentado 2
mL/L de antiespumante (AGRINOR). O pH foi ajustado para 7,0 e o meio de cultivo

foi autoclavado (121°C por 15 minutos).
4.3.3 Acompanhamento das fermentagoes

As fermentagdes foram amostradas através um registro acoplado na parte
inferior da carcaca do reator, previamente higienizado com alcool 70 % e proximo a

chama de uma lamparina.

As amostras foram retiradas nos tempos 0, 24, 48 e 72 h de fermentacéo, em
volume aproximado de 15 mL, utilizando frascos estéreis, sendo submetidas as
analises microbioldgicas (contagem de microrganismos esporulados, contagem de
bolores e leveduras e de bactérias Gram-negativas), pH (utilizando papel indicador)

e microscopia optica sob coloracdo de Gram e de esporos.
4.4. Metodologias analiticas
4.4.1 Contagem de Bolores e leveduras e bactérias Gram-negativas

A contagem de contaminacgao foi realizada de acordo com o proposto por
Monnerat et al. (2020), com modificagcbes. Foram semeados 100 uL da diluicao
decimais seriadas desejada em 3 placas de Petri contendo meio agar MacConkey

(MC) para bactérias Gram-negativas e Potato Dextrose Agar (PDA), para bolores e
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leveduras. As placas foram mantidas em estufa a 30 °C por 24h e entdo foram
contadas as unidades formadoras de colénias. O céalculo da quantidade de unidades

formadoras de colénia por mL de amostra foi calculado pela equacgao 1.
4.4.2 Contagem de bactérias esporuladas

A contagem de esporos bacterianos foi realizada de acordo com o proposto
por Monnerat et al. (2020), com modificagbes, sendo que uma aliquota de 1,5 mL da
amostra, sem diluicao, foi transferida para um tubo eppendorf e submetido a choque
térmico em banho maria a 80 °C por 12 min seguido de banho de gelo por 5 min, a
fim de eliminar células vegetativas e manter apenas os esporos viaveis. Em
seguida, foram feitas diluicbes decimais seriadas da amostra, em tubos contendo
agua destilada. Foram semeados 100 yL da diluicdo desejada em 3 placas de Petri
contendo meio EMBRAPA solido (0,1% extrato de levedura, 0,1 % KH,PO,, 2 % de
agar nutritivo, 10 mL/L de solugdo de sais composta por 1% de CaCO;, 1 % de
MgSO,.7H,0, 0,1 % de FeSO,.7H,O, 0,1 % de MnSO,.7H20 e 0,1 % de
ZnS0,.7H,0). As placas foram mantidas em estufa a 28 °C por 24h e entdo foram
contadas as unidades formadoras de colbnias. O célculo da quantidade de unidades

formadoras de colénia por mL de amostra foi calculado pela equacgao 1.

__ numero médio de coldnias nas placasX fator de diluicdo
UFC/mL - volume de amostra semeado (mlL) €q. (1 )

4.4.3 Coloragao de Gram

Primeiramente foi feito um esfregago da amostra em lamina para microscopia
limpa. O esfregaco foi fixado utilizando um bico de Bunsen e, apds o resfriamento
das laminas, foi feita a coloragdo. Primeiramente as |laminas foram recobertas por 1
min como solugéo de cristal violeta (1%), sendo este removido por lavagem com
agua corrente. Na sequéncia, as laminas foram recobertas por 1 min com solu¢ao
de lugol fraco (0,3%). Apos a remogao do lugol com agua corrente, foi feita a
lavagem das laminas com solugéo alcodlica de acetona (30%). Por fim, as laminas
foram recobertas por 30 segundos com solucédo de fucsina fenicada e novamente
lavadas em agua corrente. Apds secas naturalmente, foram levadas ao microscopio

Optico para observacéo.
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444 Coloragcao de esporos de bactérias e cristais de Bacillus

thuringiensis

A coloragcdo de esporos foi realizada conforme descrito por Ammons;
Rampersad (2002), sendo utilizada solugéo 0,13% de azul de Coomassie® em acido
acético 50% para cobrir as laminas, ja fixadas, por um minuto. Na sequéncia, o
corante foi removido com agua corrente e apds secas naturalmente, foram levadas
ao microscopio optico para observacdo. Nesta coloracdo os esporos ficam pouco
corados enquanto as células vegetativas e os cristais de proteina Cry ficam com

coloracio azul intensa.
5 RESULTADOS
5.1 Identificagao de pontos de contaminagao das fermentagoes

A partir de um modelo genérico basico de reator observado na literatura
(Stunbury; Whitaker; Hall, 1995; Schmidell et al., 2001) foi elaborado um mapa
mental para identificagdo dos possiveis pontos originarios de contaminagdes nas
fermentacgdes, incluindo ambiente, procedimentos e processos, 0s quais podem ser

observados nas figuras 9 e 10.

Figura 9. Pontos criticos para evitar contaminagbes e elevar a eficiéncia de

processos fermentativos: uma visdo geral do processo.

Higiene

»
Ambiente Limpo e Controlado e)
e
- Recipiente (fermentador)
% hermético e descontaminado

I I
i I
I I
I I
I I
I I
I I
1/ I
| s B B I
I / Aeracdo adgquada e I
descontaminada

i Inoculo I
1 (quantidade e |
I qualidade) Meio de Cultivo adequado I
I (Nutrientes e pH) 1
I I
I I
I I

e descontaminado

Fonte: Elaborado por Marcela Pavan Bagagli



41

Figura 10. Pontos criticos para evitar contaminagdes e elevar a eficiéncia de

processos fermentativos: visdo detalhada do reator (fermentador). Indicagbes em

vermelho apontam pelo menos um cuidado para evitar que o ponto acarrete

contaminacgdes.
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Fonte: Elaborado por Marcela Pavan Bagagli e Vinicius Augusto Moreiro Ribeiro.

5.2 Propostas de reatores e procedimentos operacionais

5.2.1. Avaliagao da higienizagao da carcaga dos reatores

Inicialmente foi realizada a lavagem da carcaga interna e externa, do reator e

da bomba utilizando esponja e detergente neutro. Na sequéncia, foi retirada uma

amostra (T1) para realizar a analise da contaminacao da superficie interna inicial do

reator.

As demais pecas (mangueiras, conexdes, e componentes no geral) foram

submersas em solu¢do aquosa de hipoclorito de sédio a 200 ppm por 24 h.

Na sequéncia houve a montagem do reator e o mesmo foi completamente

preenchido com solucdo aquosa de hipoclorito de sédio a 200 ppm, sendo fechado

e em seguida foi realizado um teste hidraulico para verificar sua vedagédo. Com o

reator vedado e completamente preenchido com a solugdo sanitizante. Apds 15

minutos, houve o inicio do processo de formacdo do espaco livre superior
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(headspace), sendo aberto a torneira inferior para o escoamento de parte da agua
de sanitizagdo. Durante o processo, permitiu-se a entrada de ar filtrado no reator. Na
sequéncia, foi retirada a amostra do tempo de 15 min (T2) e outra apds 24 h (T3) o

processo em funcionamento.

A quantificagdo média dos microrganismos (UFC/mL) detectados na carcaca

do reator podem ser observados na tabela 3, sendo o ensaio realizado em triplicata.

Tabela 3. Médias obtidas da contagem de unidades formadoras de colénias

(UFC) em meio PCA apds 48 horas apds a incubagao.

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Amostra (tempo) UFC/mL médi
mL média

T1

(antes da higienizagio) 100 1300 667
T2

(ap6s 15 min de 67 200 933

higienizagao e formagao
do headspace)

T3

(apods 24 h de processo)

400 0 67

Observando os resultados obtidos € possivel notar que houve uma redugao
significativa na contagem de unidades formadoras de col6nia nas amostras T2 e T3
em todos os testes, exceto no primeiro teste que, apesar do T1 ter apresentado
reducao, o T3 possivelmente foi contaminado durante o manejo com a amostra, o

que explicaria 0 aumento de 4 vezes a contaminagdo em comparagao como T1.

5.3.2 Avaliagao da descontaminagdo da agua de preparo do meio de

cultivo

A agua de sanitizacao residual, utilizada para o preparo dos meios de cultivo
dentro do reator, foi analisada antes de todas as fermentagdes em todos os modelos
de reatores. N&o foi possivel observar o crescimento microbiano em nenhum dos
testes e em nenhum dos meios avaliados (PDA, MacConkey e PCA), portanto a

agua residual estava livre de contaminantes no inicio de cada fermentacgao.
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Quanto a presenca de cloro do hipoclorito de sédio. A figura 11 apresenta a
curva analitica (curva padrdo) para as analises de quantificacdo de cloro por
colorimetria, que foi utilizada nos ensaios finais do trabalho, substituindo o kit

Genco.

Figura 11. Curva padrao para quantificacdo do teor de cloro em amostras de

agua construida com hipoclorito de sédio, absorbancia por concentragao.
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Os resultados obtidos da absorbéancia da agua foram expressos na tabela 4.

Tabela 4. Concentragao de cloro livre obtida na agua de torneira e 24 e 48 h apés a

cloragdo da agua a 200 ppm.

ABS média Concentragcao média de
Amostra (Tempo em h) ]
(290 nm) Cloro livre (ppm)
Agua da Torneira 0,155 0,90
24 0,679 209,3
48 0,637 198,4

Ou seja, foi possivel observar que mesmo ap6s 48 horas com o aeragéo da
agua clorada, a concentragao de cloro se manteve em 200 ppm na agua residual,

utilizada para o preparo dos meios de cultivo.



44

5.2.3 Avaliacao do cultivo de Bacillus thuringiensis nos sistemas

propostos
5.2.3.1 Construgéo e cultivo de Bt no modelo 1 - Enzo

O primeiro reator (modelo 1), foi montado em um balde plastico, de grau
alimenticio, com volume util de 3 L e volume de trabalho de 2,4 L. Foram feitas 3
aberturas (com 1,5 cm de didmetro) equidistantes na parte inferior ao redor das

paredes, onde foram encaixadas 3 torneiras plasticas.

Os furos foram feitos o mais baixo possivel, sendo que dois deles foram
colineares, e um deles 1 cm acima dos demais. As 2 torneiras encaixadas de forma
colinear foram cortadas mantendo apenas a estrutura onde foram encaixados 2
tubos de silicone (1 cm de didmetro interno), sendo que a parte da mangueira mais
baixa serviu para a entrada dos fluidos no recipiente, sendo conectada a um tubo de
Venturi (Y2 polegada). Na zona de baixa pressao do tubo Venturi (estreitamento) foi
conectado um tubo de silicone (0,5 cm de didmetro) e neste, uma valvula de 3 vias,
a qual foi utilizada para realizar a succdo de meio liquido e para a entrada de ar
filtrado no reator. A outra extremidade do tubo Venturi foi conectada por meio de
tubos a uma bomba d 'agua de maquina de lavar, ligada a torneira de saida do

biorreator, fechando o sistema de circulacéo do fluido.

Para dar praticidade a montagem e armazenamento do biorreator os tubos
foram ligados com conectores rapidos de mangueiras de jardinagem, formando 4
pegas principais, 0 biorreator com as mangueiras externas, a bomba, um tubo que

liga a bomba ao Venturi e o Venturi com a valvula de 3 vias.

Na tampa do biorreator foram feitos dois buracos colineares, sendo um deles
para encaixar uma valvula de 3 vias e outro para encaixar um airlock. O modelo final
do reator pode ser observado na figura 12. A valvula na tampa foi conectada
internamente a um tubo flexivel para facilitar a coleta de amostras. Foi demarcada
com fita adesiva uma area de 18 cm? para coleta de amostra da contaminagéo da

carcaga interna do reator na area do headspace.
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Figura 12. Montagem do reator modelo 1 (Enzo)
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Fonte: Autoria propria

Nesta construgdo foi observada a auséncia de padrdo nos encaixes das
mangueiras com a bomba, tornando necessario o uso de muitas adaptacgbes
(conexdes) que podem se tornar pontos de contaminagao. O uso do airlock também
nao se mostrou muito pratico uma vez que dependendo da intensidade da aeragao,
a solugdo alcodlica acabava por evaporar rapidamente, gerando um ponto de

atencao.

Foi preparado 50 mL de in6culo em meio Embrapa Liquido proposto por
Monnerat et al. (2020), o mesmo foi incubado por 48 h em agitador orbital a 200 rpm
e 28°C. O meio utilizado para a fermentagao também foi o meio Embrapa liquido,
porém este foi concentrado, sendo diluido em 400 mL de agua e ndo em 2,4 L. Este
meio foi pasteurizado (Ebulicdo por 5 minutos) e inserido, ainda quente, no reator
pelo sistema Venturi. Apés homogeneizagao, foi inserido o inéculo da mesma
maneira, proximo a chama de uma lamparina. Ao término das inser¢des, o tubo

utilizado foi mergulhado e mantido em alcool 70 %.

Foram retiradas amostras com 0 h e 72 h de fermentacdo, os resultados

podem ser observados na tabela 5.
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Tabela 5. Quantificagdo média de unidades formadoras de colénias (UFC) por

mililitro (ml) nos tempos 0 e 72 h de fermentacdo no modelo de reator 1 (Enzo).

PDA MacConkey Embrapa Sélido
Tempo (h) . .
UFC/mL média
0 7.10° 1,1.10* 5,5.10°
72 5.10° >3.10° 6,4.10°

Foi possivel observar crescimento de contaminantes Gram-negativos
superior a concentragdo de microrganismo de interesse apos 72 h de fermentagao,
evidenciando um dos problemas das fermentacdo on farm, manter um nivel de

pureza viavel e seguro de microrganismos de interesse.

O método de insercdao do indculo apesar de ser facil manipulacao,
apresentou problemas uma vez que houve a entrada de ar nao filtrado durante a
succao dos componentes. O ponto de coleta de amostra acabou gerando uma zona
morta o que poderia influenciar nos resultados, portanto foi reduzido a quantidade

de amostras da fermentacao a ser retiradas.

Nao foi possivel observar a presenga das proteinas de interesse, nem
caracteristicas tipicas do Bt na microscopia Optica, indicando o insucesso do

processo. Assim, um outro modelo foi avaliado.
5.2.3.2 Construgéo e cultivo de Bt no modelo 2 - Jessana

Levando em conta os resultados obtidos com a fermentagcdo e manipulagao
do modelo 1, foi elaborado um novo protétipo, visando reduzir a superficie de
tubulagcbes externas e padronizar os encaixes de itens acessérios. Para tanto a
bomba foi alterada sendo substituida por uma submersa (de aquario) com vazéao de
1.000 L/min. Levando em conta o alto volume demandado em fermentacdes on farm
houve a alteragcado da carcaga por uma maior, sendo esta nova com volume maximo

de 50 litros, e 30 litros de volume de trabalho.
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Como o Venturi ja é acoplado na bomba de aquario, foi necessario apenas
adaptar a tampa e carcaca, sendo que na carcacga foi feito apenas o furo para

encaixar a torneira destinada a descarga de produto fermentado.

Na tampa foram feitos 4 furos, sendo os furos 1 e 2 destinados para o airlock
e para a coleta de amostra, ambos iguais aos furos da tampa do primeiro reator. O
furo 3 foi destinado a passagem do cabo de energia da bomba e o furo 4 para
conectar a valvula de 3 vias que seria ligada ao Venturi, ambas as conexdes
também utilizavam o-ring para evitar vazamentos, e este foi acoplado ao filtro de ar
de algodao esterilizado. O modelo 2 e sua tampa podem ser observados na figura

13. Para evitar vazamentos na tampa foi aplicado silicone em gel.

Figura 13. Montagem do reator modelo 2 (Jessana), (a) vista lateral; (b) vista
inferior da tampa (1) airlock; (2) coletor de amostras; (3) entrada de ar, meio de
cultivo e inéculo pelo Venturi; (4) cabo de energia da bomba.

Fonte: Autoria propria
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Foi realizada a higienizacdo do reator seguindo o método elaborado no item
4.2, com hipoclorito de sédio. Pensando na realidade do agricultor e redugdes de
custo, o meio de cultura foi alterado, sendo utilizado o meio a base de farelo de soja,
conforme descrito no item 4.3.2. O volume de meio de cultura concentrado utilizado
foi 500 mL e o mesmo foi pasteurizado da mesma forma que a fermentagao anterior

(modelo de reator 1).

Foi utilizado 700 mL de in6culo, que foi produzido no mesmo meio de cultura
e incubado por 48 h em agitador orbital a 200 rpm e 28 °C. A contagem do
microrganismo de interesse no indculo também foi realizada utilizando a

metodologia descrita por Monnerat et al. (2020).

Foram retiradas amostras da agua clorada residual, do in6culo e apdés 10
minutos, 24 e 48 h de fermentagdo. Os resultados dessa fermentacdo podem ser

observados nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6. Quantificagdo média de contaminantes da agua clorada residual e do

in6culo para a fermentacgao realizada no reator 2 (Jessana).

PDA MacConkey Embrapa Sélido
Amostra
UFC/mL média
Agua clorada 0 0 -
residual

Inéculo - - 5 4. 108
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Tabela 7. Quantificacdo média de microrganismos esporulados durante os tempos

de fermentagc&o no modelo de reator 2 (Jessana).

PDA MacConkey Embrapa sélido
Tempo (h)
UFC/mL média
0 80 0 <1.10°
24 4.10° 99.10° <1.10"*
48 3.10° 1,6.10° <1.10"

Tabela 8. Teor de sdlidos soluveis (°Brix) e pH durante os tempos de fermentacao no

modelo de reator 2 (Jessana).

Tempo (h) Teor de sélidos soluveis (°Brix) pH
0 1,0 6,0
24 1,0 6,0
48 1,0 6,0

Nao foi possivel observar um crescimento significativo de Bt mas foi

observada alta presenca de contaminantes.

Nesta fermentagao foram identificados quatro problemas criticos: o farelo de
soja utilizado no meio de cultura ndo se solubilizou, 0 que acabou por entupir os
tubos de equipo, e impossibilitando que houvesse a passagem de todo o farelo. A
tampa e as pegas com o-ring se mostraram pouco eficientes para vedagao, em
especial o cabo da bomba submersa, 0 que gerou espago para a entrada de
contaminantes. A forma de retirar a amostra se mostrou pouco pratica, o que pode
ter afetado significativamente a qualidade das amostras retiradas e, por fim, o

volume de trabalho se mostrou muito elevado para ensaios em escala laboratorial.

Somado aos problemas, houve também a necessidade de alterar o método

de coleta de amostra, uma vez que o método atual gerava pontos mortos que
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influenciam na amostra e pontos de risco para a entrada de ar nao filtrado durante a

coleta. Esse ponto e volume do reator foram alterados no modelo seguinte.
5.2.3.3 Construgéo e cultivo de Bt no modelo 3 - Ace

A carcaca do reator 3 apresentou dois furos na lateral onde foram acoplados
dois registros, sendo um deles utilizado como nova fonte para coletar a amostra. Em
sua tampa foram feitos 3 furos, sendo um destinado ao airlock, um ao cabo de
energia da bomba submersa e outro as conexdes do Venturi. A bomba de aquario

utilizada foi a mesma do reator anterior.

Desta vez o cabo de energia e o Venturi foram presos com o uso de um
prensa cabos e veda rosca, substituindo os o-rings. Enquanto as conexdes para o
Venturi foram padronizadas com valvulas e unides de engate rapido para tubos tipo
DMFIT. Desta forma houve padronizagdao nas pecas e melhoria nas vedag¢des dos
componentes. Outro ponto importante foi a troca do filtro de ar de algodao por um

filtro estéril de seringa com 0,22 ym e 30 mm de didmetro externo.

O volume util do reator foi de 10 L, sendo 7 L utilizados como volume de
trabalho. O reator apresentou uma falha grave de vedacdo na tampa e, para
minimizar este defeito, foi utilizado papel plastico e fita adesiva. A aparéncia final do

reator pode ser observada na figura 14.
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Figura 14. Montagem do reator modelo 3 (Ace).

Fonte: Autoria prépria

As amostras foram coletadas diretamente da torneira, préximo a chama de
uma lamparina, em um frasco previamente esterilizado. Apds a coleta, a torneira foi

lavada com alcool 70%.

O ponto principal desta fermentagdo foi testar a utilizacdo dos novos
componentes de vedacédo e principalmente um outro método de inser¢ao do inGculo
e meio de cultura. Ainda, foi alterado o meio de cultivo, para evitar as dificuldades

encontradas no reator anterior.

Foi realizada a higienizagdo do reator seguindo o método descrito no item
4.2, com hipoclorito de sodio. O meio de cultivo utilizado nesta fermentagao foi o
descrito por Xavier et al. (2022), que utilizava melago e extrato de levedura
completamente solubilizados em agua. O meio de cultivo preparado para suprir a
concentragédo de 7 L, foi preparado concentrado, sendo diluido em 1,5 L de agua
destilada. Apos diluigdo, desta vez, o meio foi autoclavado (121°C, 1 atm por 15

min).
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Foram utilizados 140 mL de inéculo, que foi produzido no mesmo meio de
cultura e incubado por 48 h em agitador orbital a 200 rpm e 28 °C. A contagem do
microrganismo de interesse no ind6culo também foi realizada utlizando a

metodologia descrita por Monnerat et al. (2020).

Para inserir o in6culo e o meio de cultura concentrado, ambos foram
misturados em capela de fluxo laminar estéril, em um saco coletor de urina estéril
(figura 15) e, posteriormente, foi inserido pela estrutura conectada ao Venturi. Tal

método pode ser observado na figura 16.

Figura 15. llustracdo da bolsa coletora estéril com o meio concentrado e in6culo

apo6s preparo em cabine de fluxo laminar.

Fonte: Autoria prépria
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Figura 16. Insercdo do meio de cultura concentrado e inéculo com o uso de saco

coletor estéril.

Fonte: Autoria prépria

Foram retiradas amostras da agua clorada residual e dos tempos 0, 24,48 e
72 h de fermentacgao. Foi feito, também, uma analise microscopica do tempo 72 h
com coloragao para esporos e Gram. Os resultados dessa fermentacdo podem ser

observados na Tabela 9 e 10 e na figura 17.
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Tabela 9. Quantificacdo média de contaminantes da agua clorada residual e do

in6culo para a fermentagao realizada no reator 3 (Ace).

PDA MacConkey Embrapa Sdélido
Amostra
UFC/mL média
Agua clorada 0 0 -
residual
Inéculo - - <1. 106

Tabela 10. Quantificacdo média de microrganismos esporulados durante os tempos

de fermentagc&o no modelo de reator 3 (Ace).

PDA MacConkey Embrapa sélido
Tempo (h)
UFC/mL média
0 0 0 -
24 >3.10° >3.10° 5.10°
48 3.10° <1.10" <1.10°
72 <1.10° 2.5.10 1.10°

A concentragdo de Bt no in6culo se mostrou inferior aos resultados

anteriores, ndo sendo desejavel concentragbes inferiores a 10® UFC/mL.

Foi possivel observar uma queda na concentragao do Bt e elevada presenca
de contaminantes ao longo dos tempos de fermentacéo, evidenciando novamente a
importancia da vedacdo em uma fermentagcdo on farm e como a presenca de

contaminantes pode acabar inibindo o crescimento do microrganismos de interesse.

O método de insercédo e meio de cultura se mostraram muito pratico, porém a
manipulacdo do saco na inser¢cdo dos meios ainda apresentou falhas e pontos de
melhoria. O uso do Venturi para inserir o meio ndo apresentou a agilidade esperada,

as conexodes se mostraram eficientes na vedagao e manipulacao, porém a estrutura



55

para o Venturi utilizou muitas pecas que possuiam muitos pontos mortos, o que

pode contribuir para uma eventual contaminacéo.

Nesta fermentagdo ndo houve a adigdo de antiespumante, o que resultou no
meio espumando, chegando a entrar em contato com a solugao do airlock, mas néo
houve vazamentos do meio para fora do reator, porém isso também potencializou a

contaminagao presente na fermentagao.

Figura 17. Ladmina de esporos (A) e coloracdo de Gram (B) ap6s 72 h de

fermentagcao no modelo de reator 3 (Ace).

Fonte: Autoria propria

E possivel observar a presenca de células bacterianas rosa
(Gram-negativas) na lamina de coloracdo de Gram, bem como a auséncia de

proteinas de interesse e microrganismos com caracteristicas tipicas de Bt.
5.2.3.4 Construgéo e cultivo de Bt no modelo 4 - Sra. Barrica

Baseado nos resultados anteriores foi elaborado um novo reator, agora
construido em balde de PEAD grau alimenticio, com volume total de 20 L, tendo 14
L de volume de trabalho. Foi utilizada a bomba de aquario submersa dos modelos

anteriores.

A principal alteracdo neste modelo foi a substituicido da forma de insercao do
meio de cultura, que deixou de ser pelo Venturi. Para tanto, a carcaga se manteve

com um unico furo para o registro de coleta de amostra e descarga do produto
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fermentado, enquanto a tampa apresentou 4 furos. O furo 1 foi destinado para a
unido de engate rapido, que se encaixou em um tubo DMFIT de %42” que seguia para
um recipiente com agua sanitaria, desta forma substituindo o uso do airlock para
uma saida de gases mais pratica e segura para evitar escape de meio fermentado
para o ambiente. O furo 2 foi destinado ao cabo de energia da bomba, porém foi
utilizado um modelo menor de prensa cabos, a fim de aprimorar a vedacao do cabo,
que continuou sendo um ponto de atengao no reator anterior. O furo 3 conectou a
entrada do Venturi da bomba através de uma uniao de engate rapido a um registro
de engate rapido, que por fim se conectou ao filtro estéril de 0,22 ym. O furo 4 foi
destinado a uma unido de engate rapido conectado a uma valvula de engate rapido,
tal furo foi destinado para inserir o meio de cultura e inéculo. A transferéncia destes
passou a ser por gravidade, visto que o Venturi ndo apresentou vantagem
significativa nos testes anteriores, além de minimizar espagos mortos que poderiam

abrigar contaminagao. O modelo final do reator pode ser observado na figura 18.

Figura 18. Montagem do reator modelo 4 (Sra. Barrica) sendo (1) saida de ar; (2)
cabo de energia da bomba; (3) entrada de ar com o filtro; (4) ponto de inser¢ao de

meio de cultivo e indculo.

Fonte: Autoria prépria
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Este modelo de reator apresentou uma grande evolugdo em relagédo ao
construtivo, com menos “gambiarras”, sendo mais facil de replicar e operar, tendo

todas as pecgas padronizadas, compativeis de facil higienizagdo e vedacgao.

Foi realizada a higieniza¢do do reator seguindo o método elaborado no item
4.2, com o Dicloro-S-Triazinetrione. Também foi realizado o ensaio de quantificacéo

de cloro na agua residual, sendo observado os resultados na tabela 4.

O meio de cultivo utilizado nesta fermentagao foi o meio desenvolvido por
Xavier et al. (2022), sendo adicionado 2 mL/L de antiespumante (AGRINOR). O
meio de cultivo preparado para suprir a concentracdo de 14 L, foi preparado
concentrado, sendo diluido em 1 L de agua destilada, sendo autoclavado (121°C, 1

atm por 15 minutos).

Foram preparados 500 mL de in6culo, utilizando o meio Embrapa liquido
desenvolvido por Monnerat et al. (2020), o in6culo foi incubado em agitador orbital a
200 rpm e 28 °C por 48 h. O método de insergao utilizado foi similar ao do modelo 3,
porém o saco foi substituido por garrafas estéreis (de alimentagao parenteral) e o

in6culo nao foi misturado ao meio de cultivo (figura 19).

Figura 19. Meio concentrado e indculo em garrafas estéreis.

|
!

Meio | In6éculo
concentrado

£
Fonte: Autoria propria
As garrafas, entao, foram acopladas no reator com o auxilio de um equipo

estéril, desta forma evitando vazamentos. Tal operagao também foi feita proximo a

chama e com o manipulador utilizando touca, mascara, avental e luvas, para evitar a
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presenga de contaminantes (figura 20). O meio de cultura concentrado foi inserido e,
apos 10 min, o microrganismo foi inoculado. Desta forma o cloro residual reagiria
primeiro com o meio concentrado e teria um impacto menor no microrganismo de

interesse.

Figura 20. Adaptacédo do método de insercdo de meio de cultura concentrado e

in6culo utilizando garrafas estéreis de alimentacao parenteral.

Fonte: Autoria propria

Foram retiradas amostras da agua residual, in6culo (antes de se misturar
com o meio concentrado) e amostras nos tempos 10 minutos, 24, 48, 72 e 144 h
apo6s a inoculacdo. Os resultados dessa fermentagcao podem ser observados nas
tabelas 11, 12 e 13.
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Tabela 11. Quantificacdo média de contaminantes da agua clorada residual e do

in6culo para a fermentacgao realizada no reator 4 (Sra. Barrica).

PDA MacConkey Embrapa Sélido
Amostra
UFC/mL média
Agua clorada 0 0 -
residual
Inéculo - - 1, 6. 107

Tabela 12. Quantificagdo média de microrganismos esporulados durante os tempos

de fermentagdo no modelo de reator 4 (Sra. Barrica).

PDA MacConkey Embrapa Sdélido
Tempo (h) .
UFC/mL média
0 0 63 52.10°
24 2.6.10° 83.10° 83.10°
48 1. 10" 51.10° 56.10°
72 <1.10" <1.10" 6,6. 10
144 1.10 <1.10" <1.10"

Tabela 13. Teor de sdlidos soluveis (°Brix) e pH durante os tempos de fermentagao

no modelo de reator 4 (Sra. Barrica).

Tempo (h) Teor de sdélidos soluveis (°Brix) pH
0 2,8 6,0
24 2,4 55
48 2,6 55

72 2,8 4,0
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Esta fermentacdo apresentou um pH abaixo do esperado de inicio o que
pode ter impactado no crescimento do Bt, o qual necessita de pHs entre 6,0 e 7,0
para iniciar a fermentacdo, assim como uma flutuacdo baixa do teor de sélidos

soluveis (°Brix).

Novamente é possivel observar que ndo houve um crescimento significativo
de Bt e houve um crescimento elevado de contaminacdo nos tempos de
fermentacdo. Outro ponto observado foi a dificuldade de contabilizar a diluigao
necessaria, uma vez que o crescimento de contaminantes foi muito rapido, e houve

a estagnacao do crescimento de Bt.

Foram feitas laminas do in6culo e do tempo 48 h, que seria o ideal para o

término de uma fermentacgao on farm, as quais podem ser observadas na figura 21.

Figura 21. Microscopia optica das amostras. (A) coloragdo de esporos do inéculo;
(B) coloracao de esporos e (C) coloragao de Gram apos 48 h de fermentagao no

modelo de reator 4 (Sra. Barrica).

Fonte: Autoria prépria

Foi possivel observar que o indculo possuia células vegetativas tipicas de Bt,
bem como esporos, embora ainda em menor quantidade, o que € desejavel para o
in6culo, uma vez que os microrganismos devem estar em sua fase de crescimento

exponencial para serem inoculados (Schmidell et al. 2001)

A amostra retirada apés 48 h de fermentagao apresentou estruturas celulares
muito parecidas, porém na lamina de coloracdo de Gram foi possivel observar

estruturas diferentes, com coloragao rosada, evidenciando a contaminacgao presente
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nas contagens deste mesmo tempo. Além de nao ser possivel observar a presenga

de Bt esporulado ou a presenca de cristais.
5.2.3.5 Construgéo e cultivo de Bt no modelo 5 - Rei Artor

Utilizando a mesma carcaga do reator anterior, foi preparado uma nova
tampa, onde a bomba interna submersa foi substituida por um compressor externo
(tipo de aquario; 40 L/min), sendo também modificado o método de insergdo de
meio de cultivo e indculo, visando reduzir a quantidade de pontos de vedagao da
tampa.

A nova tampa apresentou 3 furos, o furo 1 foi destinado a unido de engate
rapido que se encaixa em um tubo DMFIT que seguiu para um recipiente com agua
sanitaria, semelhante ao anterior, porém desta vez o didmetro da conexao DMFI e
do tubo nela conectado foi alterado para %” facilitando a saida de ar. O furo 2 foi
destinado para a entrada de ar vinda do compressor e passando por um filtro estéril
de 0,22 ym e 55 mm de didmetro externo, valor este 1,5 vezes superior ao do
modelo anterior, a fim de facilitar a aeragao, e sendo conectado internamente a um
tubo difusor de bolhas (de aquario) conforme ilustra a figura 22. O furo 3 foi
destinado a uma tampa de borracha, do tipo garrafa de penicilina, sendo utilizado
para o novo método de insergdo. O modelo final do reator pode ser observado na

figura 23.

Figura 22. Tubo difusor de bolhas alocado ao fundo do reator.

Fonte: Autoria propria
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Figura 23. Modelo de reator 5 (Rei Artor).

Compressor £

-y

Fonte: Autoria prépria

Este modelo de reator apresentou a construgdo mais simples entre todos os
modelos avaliados, apresentando também uma operacdo muito simplificada. Tem
como ponto fraco o tubo difusor, que acaba sendo um ponto que pode acumular
contaminagdao devido a sua caracteristica porosa, se nao for realizado um boa
higienizagdo, sendo necessario que haja sua troca frequente. Outro diferencial
desse modelo foi o aumento significativo de aeragdo do meio, a qual n&o foi
quantificada mas qualitativamente observada pela formagao de bolhas no interior do

reator.

Foi realizada a higienizagcdo do reator seguindo o método elaborado no item
4.2, com o Dicloro-S-Triazinetrione. Uma solugcdo de 6g de Tiossulfato de Sdédio,
irradiado com UV por 15 min em camara de fluxo laminar, em 20 ml de agua
destilada estéril, foi preparada para realizar a neutralizacdo do cloro residual da
agua de limpeza do equipamento, uma vez que no ensaio realizado para o Modelo
4, observou-se que a concentracdo do mesmo ainda estava muito elevada,
retardando ou dificultando o crescimento do Bt. Apds a insercao do tiossulfato de
sédio, foi medido o nivel de cloro por colorimetria (item 5.2.3), ndo sendo observada

a presenga de cloro residual.
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O meio de cultivo utilizado nesta fermentagao foi o meio desenvolvido por
Xavier et al. (2022), sendo adicionado 2 mL/L de antiespumante (AGRINOR). O
meio de cultivo preparado para suprir a concentragdo de 14 L, foi preparado
concentrado, sendo diluido em 1 L de agua destilada, sendo autoclavado (121°C, 1
atm por 15 minutos). Foi preparado 750 ml de inéculo, utilizando o meio Embrapa
liquido desenvolvido por Monnerat et al. (2020), o in6culo foi incubado em agitador
orbital a 200 rpm e 28°C por 15 h. A reducdo no tempo de incubacédo foi uma

tentativa de obter um inéculo de Bt em sua fase de crescimento exponencial.

O método de insercéao foi simplificado, o selo foi removido e foi adicionada a
solucdo de tiossulfato de sodio, e, apds 3 min, foi inserido o meio concentrado,
ambos inseridos com ajuda de um funil estéril. Apds a inser¢ao, o furo foi selado
novamente. Apés 10 min, o microrganismo foi inserido de forma similar com ajuda
de um segundo funil (figura 24) e ao término o furo foi selado novamente. Toda a

operacao foi feita com duas fontes de chama cercando a abertura (figura 25).

Figura 24. Insercao do in6culo pelo furo com auxilio de um funil estéril no modelo de
reator 5 (Rei Artor).

Fonte: Autoria prépria
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Figura 25. Estrutura de chama préximo a manipulagédo do modelo de reator 5 (Rei

Artor).

Bico de ~ W Lamparina

Merker

Fonte: Autoria prépria

Foram retiradas amostras da agua clorada residual e amostras dos tempos

10 min, 24 e 48 h apo6s a inoculacdo. Os resultados dessa fermentacdo podem ser

observados nas Tabelas 14, 15 e 16.

Tabela 14. Quantificagcdo média de contaminantes da agua clorada residual e do

in6culo para a fermentacgao realizada no reator 5 (Rei Artor).

PDA MacConkey Embrapa Sélido
Amostra
UFC/mL média
Agua clorada 0 0 -
residual

Inéculo - - 1,5. 108
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Tabela 15. Quantificagdo média de microrganismos esporulados durante os tempos

de fermentacéo no modelo de reator 5 (Rei Artor).

PDA MacConkey Embrapa Sélido
Tempo (h)
UFC/mL média
0 0 0 4.10°
24 <1.10° <1.10° 95.10°
48 0 <1.10° 6,6.10°

Tabela 16. Teor de sdlidos soluveis (°Brix) e pH durante os tempos de fermentagao

no modelo de reator 5 (Rei Artor).

Tempo (h) Teor de sélidos soluveis (°Brix) pH
0 2,9 6,0
24 2,8 6,0
48 2,2 6,0

Nesta fermentacao foi possivel atingir até 48 h de fermentagdo com a
presenca reduzida de contaminantes, porém a concentracdo do Bt aumentou
apenas 24 vezes. O comportamento do teor de sdlidos soluveis indicou que houve
consumo de acgucares, porém ainda pequeno, o pH se manteve estavel em 6,0,
provavelmente devido a adigdo de tiossulfato que acaba acidificando o meio, e o

in6culo se mostrou de alta pureza e com concentracéo satisfatoria de indculo.

O indculo e todos os tempos de fermentacdo amostrados foram observados
ao microscoépio optico, utilizando tanto de coloracdo de Gram quanto de esporos, as

imagens podem ser observadas na figura 26.
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Figura 26. Microscopia Optica das amostras. (A) coloragao de esporos do inéculo;
(B) coloragdo de Gram do inoculo; (C) coloragao de esporos e (D) coloragao de

Gram apés 48 h de fermentacdo no modelo de reator 5 (Rei Artor).

3

Fonte: Autoria prépria

Comparando as laminas do in6culo com as laminas do tempo 48 h de
fermentacdo, € possivel observar homogeneidade nas estruturas observadas, ou
seja o microrganismo de interesse estava presente e foi possivel observar apenas o
crescimento de microrganismos Gram-positivos nas laminas com coloragdo de
Gram, o que reforca os dados obtidos nas contagens (baixa contaminacédo e
presenca de Bt). No entanto, poucos esporos e cristais de Bt foram observados,
indicando que € preciso estimular a esporulagao.
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5.2.3.6 Cultivo de Bt no modelo 5 (Rei Artor) com modificagbes operacionais

Como o modelo 5 (Rei Artor) apresentou resultados interessantes e positivos
quanto a presenga de contaminantes e do microrganismo de interesse, foi realizada
uma nova fermentacdo, sendo apenas reduzido pela metade a quantidade de
tiossulfato utilizado na neutralizagdo do cloro, que desta vez foi de 3 g, e
aumentando os tempos de contagem da fermentagao e alterado o meio do inéculo
para o meio Xavier et al. (2022). Apés a insergao do tiossulfato de sédio, foi medido
o nivel de cloro com a metodologia descrita no item 5.3.2, sendo que nao foi
possivel observar a presencga de cloro residual. Os resultados obtidos podem ser

observados nas tabelas 17, 18 e 19.

Tabela 17. Quantificagdo média de contaminantes da agua clorada residual e do

in6culo para a segunda fermentacgao realizada no reator 5 (Rei Artor).

PDA MacConkey Embrapa Sélido
Amostra
UFC/mL média
Agua clorada 0 0 -
residual

Inéculo - - 1,4. 108
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Tabela 18. Quantificacdo média de microrganismos esporulados durante os tempos
de fermentacdo para a segunda fermentagao realizada no modelo de reator 5 (Rei
Artor).

PDA MacConkey Embrapa Sélido
Tempo (h)
UFC/mL média
0 0 0 3.10°
24 0 2.1.10° <1.10"
48 0 6,3.10° 1,1. 10"
72 0 87.10° 9.4.10"

Tabela 19. Teor de sodlidos soluveis (°Brix) e pH durante os tempos da segunda

fermentacdo no modelo de reator 5 (Rei Artor).

Amostra Teor de sdlidos soluveis (°Brix) pH
10 2,9 6,0
24 2,8 6,0
48 2,2 6,0

As condig¢des iniciais seguiram o mesmo padrao de todas as fermentacoes,
sem a presenca de contaminantes e um indculo adequado, porém, foi possivel
observar um resultado bem diferente da fermentacao anterior, a concentragao de Bt
se manteve estavel enquanto a contagem de contaminag&o passou a concentragao
do microrganismo de interesse em apenas 24 h e, também, estagnou nessa

concentracao.

A principal hipétese levantada para tal resultado é a de que houve entrada de
contaminagao durante a inoculagdo, o que demonstraria a fragilidade de uma
produgao desse tipo, onde qualquer presenga de microrganismo contaminante pode

alterar significativamente uma fermentacgao.
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Os dados obtidos de sodlidos soluveis reforcam que houve consumo dos
agucares do meio, o pH se manteve novamente em 6,0 indicando que é necessario
ser feito mais estudos acerca desse impacto sobre a fermentagcdo, uma vez que o
padrao para Bt seria o pH diminuir inicialmente para valores préoximos a 5,0 e

depois, no fim da fase exponencial, subir para 7,0.

O inéculo e todos os tempos de fermentacdo amostrados foram observados
ao microscoépio optico, utilizando tanto de coloracdo de Gram quanto de esporos, as

imagens podem ser observadas na figura 27.

Figura 27. Microscopia optica das amostras. (A) coloragdo de esporos do inoculo;
(B) coloragdo de Gram e (C) coloragdo de esporos para o tempo de 48 h de
fermentacao; (D) coloracdo de Gram e (E) coloragao de esporos apos 72 h de

fermentacao no modelo de reator 5 (Rei Artor), na segunda fermentacgao.

Fonte: Autoria prépria

Observando os resultados da microscopia Optica, foi possivel observar que
ha presenca de Bt, assim como estruturas de microrganismos contaminantes.

Novamente, a esporulagao foi baixa e raros cristais foram observados.
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5.2.4 Resumo visual dos resultados obtidos no cultivo de Bacillus

thuringiensis nos sistemas propostos

A figura 28 apresenta os resultados obtidos nos modelos de 1 a 5 compilados
em um fluxograma com as caracteristicas principais de cada modelo e os resultados
obtidos.
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Figura 28. Fluxograma dos resultados obtidos em cada etapa do desenvolvimento

do reator para cultivo de Bt on farm por fermentacdo submersa para pequenos

produtores.

Bomba Externa
Ar filtrado, meio

_ concentrado e indculo
introduzidos pelo venturi

Bomba Interna

Ar filtrado, meio
concentrado e inoculo
entrando pelo Venturi

Encaixes LUER Lock

Bomba Interna
Ar filtrado, meio
concentrado e inoculo
entrando pelo Venturi
Sem vedagio na tampa

Inoculagao por saco esteéril

Bomba Interna

Ar filtrado, meio
concentrado e inoculo
entrando pelo Venturi

Encaixes DMFIT

Inoculagao por garrafa
esteri

Compressor, responsavel
por aeracgao e agitagéo

Meio e in6culo entrando por
selo de borracha de
penicilina

Neutralizagao do cloro
residual com Tiossulfato

Segunda fermentagao

Neutralizagéo do cloro com
Tiossulfato reduzida

Fonte: Autoria propria.

UFC/mL
Bt: 6,4 x 10°
Gram-negativas: > 3 x 10°

Bolores e leveduras: 5 x 10°

UFC/mL
Bt: <1x10*
Gram-negativas: 1,6 x 10°

Bolores e leveduras: 3 x 10°

UFC/mL
Bt: 1 x 10°
Gram-negativas: 2,5 x 107

Bolores e leveduras: 3 x 10°

UFC/mL
Bt: 5,6 x 10°
Gram-negativas: 5,1 x 10°

Bolores e leveduras: 1 x 10*

UFC/mL
Bt: 6,6 x 10°
Gram-negativas: <1 x 10°

Bolores e leveduras: 0

UFC/mL
Bt: 9,4 x 10*
Gram-negativas: 8,7 x 10°

Bolores e leveduras: 0
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6 CONCLUSAO

No total foram construidos 5 modelos de reatores, todos passaram por um
processo de higienizagdo quimica e fermentacdo onde pontos de melhoria foram
levantados e solugdes foram trabalhadas. O modelo 5, juntamente com o método de
operacgao proposto, apresentou melhores resultados, oferecendo baixa presencga de
contaminantes, mostrando que €& possivel obter uma pureza significativa de
microrganismos em uma fermentagao on farm de baixo custo, porém evidenciou o
fato de que, mesmo com um bom modelo de reator, seus procedimentos sao de
fundamental importancia, podendo alterar o resultado de uma fermentacgéo. Por fim,
o trabalho indica que s&o necessarios mais testes e melhorias para que haja um
aumento significativo na concentracdo de microrganismos, especialmente
trabalhando a fase de esporulacédo do Bt, que pode ser atingida intensificando a
aeragao, a disponibilidade de glicose no meio e outros sais indutores.

Apesar de uma produgao on farm nao possuir a mesma tecnologia de um
produto comercial, com o uso de boas praticas e protocolos padronizados é possivel
se obter uma produgao mais eficiente e segura do que alguns modelos que tém sido
propostos e comercializados para produtores de pequeno e médio porte, que se

operam em sistema aberto sem controle de contaminantes.
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