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RESUMO

SILVA, Vitoria Rodrigues. Técnicas Microbioldgicas na Producdo de Bioinsumos para
Agricultura. 2025. 25 p. Trabalho de Conclusédo de Curso (Bacharelado em Agronomia).
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, Rio Verde, GO.

A participacdo em atividades extracurriculares durante a graduacdo é essencial para o
desenvolvimento académico. Essas experiéncias complementam a formacéo técnica e tedrica
adquirida em sala de aula, proporcionando vivéncias praticas que ampliam o aprendizado. Este
trabalho descreve as atividades de estagio desenvolvidas na empresa Metabtech, com foco na
area de analises microbiologicas, com énfase na aplicacdo préatica de técnicas de fermentacéo
com foco na producdo de bioinsumos, avaliacdo de bactérias e avaliacdo de fungos, visando
garantir a viabilidade e qualidade de produtos a serem fabricados. Durante o estadgio foram
conduzidas rotinas de monitoramento de microrganismos de interesse, utilizando metodologias
padronizadas e adaptadas as necessidades especificas de producdo. As atividades de
fermentacdo bacteriana incluiram a preparacdo de meios de cultura adequados, controle
rigoroso de parametros como temperatura, pH e tempo de incubacgdo, além da analise de
crescimento microbiano por meio de contagem de coldnias viadveis e observaces morfoldgicas.
Paralelamente, foram conduzidas avalia¢6es de fungos, abrangendo isolamento, identificacédo e
testes de viabilidade. Este trabalho evidencia a importancia do controle microbiol6gico como
etapa essencial no desenvolvimento de processos biotecnoldgicos seguros e eficazes, e ressalta
0 papel das anélises microbioldgicas na garantia da qualidade e estabilidade dos produtos
bioldgicos destinados ao setor comercial.

Palavras chave: analise microbiolégica, avaliacdo, bioinsumos, fermentacao, viabilidade.



1. INTRODUCAO

A busca por préaticas de producdo mais sustentaveis na agricultura é impulsionada por
diversos questionamentos e estimula o desenvolvimento de novas tecnologias, bem como de
estratégias inovadoras de organizacao e execucdo das atividades agricolas.

A sustentabilidade depende da combinagédo e uso adequado dos recursos naturais, do
trabalho e das tecnologias empregadas nos sistemas de producédo (Alcantara, 2020). As decisoes
e estratégias adotadas por produtores rurais, agroindustrias, consumidores e gestores publicos,
entre outros agentes, influenciam diretamente a forma como os alimentos sdo produzidos,
processados e consumidos (Alcantara, 2020).

Essas escolhas também afetam os custos de producgdo, os impactos no meio ambiente,
a qualidade dos alimentos e o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, que pode
melhorar a vida social e econdmica das comunidades rurais (Alcantara, 2020).

Os bioinsumos utilizados no controle bioldgico, inseridos no contexto da inddstria de
insumos  agricolas, constituem tecnologias bioldgicas baseadas na utilizacdo de
microrganismos. Tais tecnologias apresentam caracteristicas que favorecem a sustentabilidade,
ao mitigar os impactos decorrentes do uso intensivo de produtos quimicos.

Entretanto, ainda enfrentam desafios significativos relacionados ao seu
desenvolvimento e aplicagdo. O controle bioldgico era visto como pouco eficaz, tal percepcao
mudou completamente nas Gltimas décadas.

As empresas passaram a investir em tecnologia de formulacéo e aplicacao, obtendo com
isso produtos de controle cada vez mais efetivos. Do ponto de vista econémico, um inimigo
natural efetivo € aquele que controla a praga mantendo sua populagdo abaixo do nivel de dano
econémico para a cultura (Bueno; Lins; Junior; Silveira, 2020).

A eficécia do controle bioldgico depende de diversos fatores, porém, o monitoramento
de doencas e pragas, planejamento e aplicacdo correta sdo cruciais para 0 Seu Sucesso no campo.
Além disso, sdo importantes questdes relacionadas a disponibilidade, qualidade, transporte e
armazenamento dos bioinsumos, bem como suas conexdes com as estruturas regulatorias (Parra
etal., 2024).

Apesar dos desafios, 0 mercado brasileiro de bioinsumos para controle biolégico vem
experimentando a expansdo do registro de produtos e sua comercializacdo. De acordo com a
CropLife Brasil (2025), (CLB), entidade que representa as industrias de pesquisa e
desenvolvimento de tecnologias voltadas a agricultura, a utilizacdo de bioinsumos no pais

apresentou um crescimento de 13% na safra 2024/2025. Nos Gltimos trés anos, o setor registrou



uma taxa média de crescimento anual de 22%, valor que representa um ritmo quatro vezes
superior a média observada globalmente.

Diante esse cenario de expansdo e inovacdo no setor agricola, torna-se cada vez mais
evidente a importancia dos processos biotecnoldgicos, como a fermentacdo, para a producao
eficiente de bioinsumos baseados em bactérias e fungos (Torres, 2022).

Esses microrganismos desempenham papeis fundamentais no controle de pragas, na
promocdo do crescimento vegetal e praticas agricolas sustentaveis (Delgado, 2023). A
fermentacdo se destaca como uma etapa chave, pois é por meio dela que se garante a
multiplicacdo segura e em larga escala desses agentes bioldgicos, com qualidade e eficécia
(Teixeira, 2023).

O avango nas pesquisas € 0 uso estratégico de espécies como Bacillus subtilis e
Trichoderma spp, reforcam o potencial dessas tecnologias para reduzir a dependéncia de

insumos quimicos e minimizar os impactos ambientais (Delgado, 2023).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Empresa Metabtech

A empresa Metabtech foi fundada em 2022, em Rio Verde/GO, com foco em atividades
voltadas a inovagéo ao desenvolvimento sustentavel no setor agroindustrial. Suas principais
atividades incluem o apoio técnico a agricultura, a pesquisa voltada ao desenvolvimento de
defensivos agricolas biologicos, a realizacdo de testes e analises técnicas especializadas, além
da conducdo de pesquisas e desenvolvimento experimental em ciéncias fisicas e naturais.

A atuacdo da Metabtech destaca-se pelo compromisso com a aplicacdo de tecnologias
inovadoras e sustentaveis, contribuindo para o avanco da agricultura de base bioldgica e para a

geracdo de solucBes que promovam maior eficiéncia produtiva e menor impacto ambiental.

2.2. Agricultura regenerativa

Recentemente, com a intensificacdo dos efeitos das alteragdes climéticas e a pandemia
de COVID-19, o interesse publico e cientifico pela agropecuaria regenerativa tem crescido
significativamente (Johnson et al., 2021).

Esse aumento no interesse reflete a necessidade urgente de abordagens sustentaveis e
resilientes na producéo de alimentos, bem como o reconhecimento do papel fundamental que a
regeneracdo ambiental desempenha na mitigacdo dos impactos negativos das mudancas
climaticas e na promocdo da seguranca alimentar global (Gliessman, 2015).

A agricultura regenerativa representa um passo a frente, com base em teorias de
hierarquia ecoldgica e praticas conservacionistas, visa a regeneracdo e manutencao de todo o
sistema de producdo alimentar, incluindo as comunidades rurais e consumidores, de forma a
aumentar sua resiliéncia (Souza et al, 2024).

Muitos produtores convencionais passaram a adotar essas praticas ha alguns anos,
especialmente ao notarem a reducdo da produtividade provocada pela degradacdo do solo
(Souza, et al, 2024).

Apesar dos desafios iniciais, eles continuaram a usar essas praticas devido aos
beneficios observados, como reducéo da dependéncia de insumos quimicos e aumento do teor
de carbono no solo (Altieri, 1995; LaCanne; Lundgren, 2018; Chappell et al., 2019; Souza,
2023). Esses agricultores encontraram apoio em diversas fontes, incluindo grandes
universidades, agéncias federais e organizagdes sem fins lucrativos.

Na agricultura regenerativa, o controle bioldgico tem grande importancia por contribuir

para o equilibrio ecologico dos agroecossistemas, essa pratica da prioridade a restauracéo e a



preservacdo dos processos naturais que favorecem a biodiversidade funcional. No setor
agricola, estratégias bioldgicas de controle ocorre por meio de um processo estruturado que se
inicia com a identificacdo, por partes dos agricultores, das pragas ou doencas que estdo afetando
negativamente as culturas (Infante et al., 2014; Zanuncio Junior et al.,2018).

A partir desse diagndstico, sdo selecionados organismos vivos com comprovada eficacia
no combate aos agentes causadores do problema. Esses organismos denominados agentes de
controle bioldgico sdo posteriormente introduzidos nas areas de cultivo, onde atuam no controle
populacional dos patdgenos, contribuindo dessa forma para a protecao das plantas e do sistema
produtivo (Embrapa, 2006).

Os microrganismos benéficos caracterizam um papel fundamental no desenvolvimento
agricola, uma vez que, promovem o melhor desempenho das culturas, promovendo diversos
beneficios as plantas e ao solo com a introducéo de bactérias e fungos (Jaén-Contreras et al.,
2022).

2.3. Fermentacao

Os processos microbianos ocorrem na fermentacdo submersa (FSM ou fermentacédo
liquida) e em estado semi-solido ou sélido (FES) (Reguly, 2000). A fermentacdo submersa €
caracterizada pelo uso de um meio de cultura liquido, rico em nutrientes sollveis, que permite
melhor controle dos parametros fisico-quimicos, como pH, temperatura e aeragdo (Alonso,
2001).

Possui certa facilidade para cultivo em larga escala, pois assegura uniformidade do
meio de cultivo e permite o controle eficiente das condic¢Ges do processo, especialmente quando
séo utilizados sensores apropriados para 0 monitoramento (Couto et al, 2006)

Em processos de fermentacdo industrial, tanto o meio de cultivo quanto as condicdes
operacionais exercem um papel fundamental, sendo determinantes para atingir altas
concentracgdes e a eficiéncia na producgéo do produto desejado (Sousa, 2013).

Portanto, para garantir a viabilidade econémica do processo fermentativo, é essencial
otimizar tanto o meio de cultivo quanto as condi¢gdes operacionais, visando maximizar a
produtividade e, consequentemente, os lucros obtidos (Schimidt, 2005).

A otimizacgéo dos processos fermentativos exige a avaliacdo de diversas combinacdes e
ordens de aplicacdo dos componentes do meio e das variaveis operacionais, com o objetivo de
identificar as condi¢BGes que favorecam o maior acimulo de biomassa, associada ao melhor

perfil fisiol6gico para a sintese eficiente do produto desejado (Sousa, 2013).



10

3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
O presente estagio teve vigéncia do dia 12 de marco de 2025 a 12 de junho de 2025,
com atividades de anélises laboratoriais aplicadas a pesquisas cientificas, especialmente no
contexto do controle bioldgico de pragas e doencas agricolas. As atividades desenvolvidas
abrangeram principalmente a avaliacdo da viabilidade e concentracéo de bactérias do género
Bacillus thuringiensis (Bt), além disso, foram conduzidas analises microbioldgicas com foco
em fungos entomopatogénicos e antagonistas, como Metarhizium spp., Beauveria spp.,
Trichoderma spp., Cordyceps spp., com o objetivo de verificar sua viabilidade, pureza e
potencial de atuacdo em diferentes condic¢des. As principais atividades realizadas durante o
estagio incluiram:
e Preparo de meios de cultura;
e Repicagem, pré-inoculacgdo, inoculacao e incubacéo;
e Participacdo no processo de fermentacdes bacteriana em biorreatores;
e Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC);
e Coloracéao de Schaeffer — Fulton;
e Técnica de choque térmico.
Essas atividades foram cruciais para 0 meu desenvolvimento académico, pois permitiu

consolidagdo de conhecimentos tedricos durante a graduacao.

3.1. Preparo de meios de cultura
Os meios de cultura sdo um conjunto de substancias formuladas de maneira adequada,
capazes de promover o crescimento bacteriano, as quais podem ser cultivadas em meios de
cultura liquidos e solidos (Vieira; Fernandes, 2012). Suas caracteristicas basicas incluem:
e Fonte de carbono (glicose ou sacarose): fundamental para fornecer energia e
estruturas basicas celulares;
e Fonte de nitrogénio (peptona ou extrato de levedura): essenciais para a sintese
de proteinas e acidos nucleicos;
e Fonte de energia: auxilia o0 metabolismo celular;
e Sais minerais: participam de reagdes enzimaticas e equilibrio osmético
(fosfatos, sulfatos, magnésio, ferro, etc);

e Fatores de crescimento: vitaminas e aminoacidos.
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Durante os processos de fermentacdo para cultivo bacteriano, utiliza-se meios liquidos
de enriquecimento, esse tipo de meio estimula o crescimento de bactérias presentes em uma
amostra, permitindo que se multipliquem rapidamente e em grandes quantidades. O preparo do
meio inclui pesagem dos ingredientes, dissolucdo em agua filtrada, ajuste do pH, distribuicdo
em frascos de vidro e esterilizacdo em autoclave. Apos o resfriamento, 0 meio esta pronto para
inoculagéo.

Os meios de cultura solidos ttm a mesma composicao dos meios de cultura liquidos
equivalentes, e a consisténcia sélida é obtida pelo acréscimo de Agar-agar, esses meios, apos
terem sofrido esterilizacdo, sdo distribuidos em placas de Petri, e permitem a observacdao visual

das col6nias bacterianas crescidas sobre sua superficie.

Figura 1. Preparo de Meio de Cultura Enriquecido.
Fonte: Autoria propria.



Figura 2. Meio de Cultura Enriquecido para Fermentacao.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 3. Distribuicdo do meio de cultura em placas de Petri.
Fonte: Autoria propria.
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3.2. Repicagem, pré-inoculac¢éo, inoculacdo e incubacéo

O processo de inoculagdo bacteriana se inicia com a repicagem. Primeiramente, uma
amostra da placa-mée é transferida com o auxilio de um cabo kolle para uma placa de petri que
contém o meio de cultivo, essa placa se tornara a placa matriz, essa placa é entdo vedada
geralmente com fita parafilme e colocada em uma estufa de crescimento bacteriano, onde
permanece incubada por aproximadamente 24 horas em uma temperatura de 28-30°C.

Ap0s esse periodo, observa-se o crescimento completo das coldnias bacterianas na
superficie do meio solido. Em seguida, realiza-se a lavagem da placa com o objetivo de obter
uma suspensdo bacteriana, para isso, € adicionada solucéo salina estéril sobre a placa, e utiliza-
se uma alca drigalski para realizar a raspagem e homogeneizacao das colonias. Essa suspenséo
contém as bactérias viaveis que serdo utilizadas nas proximas etapas.

A amostra obtida é entdo dividida, uma parte € utilizada para realizar diluicdes seriadas
e plagueamento, com o objetivo de avaliar a viabilidade e concentracdo bacteriana (em UFC).
A outra parte é transferida para um frasco Erlenmeyer contendo meio de cultivo liquido,
iniciando o processo de pré-inoculagéo.

O frasco é entdo colocado em um shaker (agitador), onde permanece em agitacdo
constante, esse processo é importante, pois € quando comega 0 processo de ativacdo e adaptacdo
das bactérias ao meio de cultivo, garantindo, entdo, que elas estejam em plena atividade
metabolica no momento da transferéncia para o biorreator.

Apds esse processo, retira-se uma amostra para realizar novamente uma diluicdo seriada
e plagueamento para verificar a viabilidade e a concentracdo celular. O meio é entdo transferido
para o biorreator, dando inicio ao processo de fermentacdo em maior escala.

Todas as amostras ap6s serem diluidas e plaqueadas, elas sdo vedadas e incubadas na
estufa de crescimento bacteriano, mantidas a uma temperatura entre 28-30°C, ap6s um periodo
de 24 horas, ja € possivel observar o crescimento de colnias bacterianas, permitindo a

realizacdo da contagem (UFC), bem como analises e interpretac6es dos resultados obtidos.
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Figura 4. Repicagem de bactéria.
Fonte: Autoria Propria

Figura 5. Crescimento de coldonia em formato de estria.

Fonte: Autoria propria
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Figura 6. Lavagem de placa c
Fonte: Autoria Propria

Figura 7. Inoculacdo do meio de cultura.
Fonte: Autoria propria

om solucéo salina estéril.
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Figura 8. Incubadtf)raAshgkeF.
Fonte: Autoria propria

3.3. Fermentacéo bacteriana em biorreator

O Biorreator € um equipamento utilizado nos processos de fermentacéo, projetado para
oferecer condicOes controladas e ideais ao crescimento de microrganismos, trata-se,
geralmente, de um vaso cilindrico que permite a transformacdo de matérias primas em produtos
de interesse por meio da multiplicacdo celular (Teixeira, 2023).

Esse equipamento deve ser capaz de suportar condi¢des rigorosas, cOmo a pressdo
durante esterilizacdo, além de atender as exigéncias especificas de cultivo de diferentes tipos
de microrganismos (Teixeira, 2023).

Durante o processo, variaveis como temperatura, pH, demanda de oxigénio e liberacéo
de didxido de carbono sdo monitorados e ajustados para maximizar a eficiéncia da fermentacéao
(Pinheiro, 2015). O tempo da fermentacao pode variar de acordo com diversos fatores, como a
cepa bacteriana utilizada e a composic¢éo do meio de cultivo. De modo geral, a duracéo total da
fermentacdo varia de 24 a 72 horas (Sousa, 2013).

Nas primeiras 12 horas, ocorre o crescimento exponencial da bactéria (fase log)
caracterizada pela rapida multiplicacdo celular, em seguida, inicia-se a fase estacionéria,
marcada pela desaceleracdo do crescimento e pelo inicio da esporulacdo, por fim, atinge-se o
pico de producdo de esporos e cristais proteicos (Sousa, 2013).
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A temperatura ideal para o cultivo de Bacillus thuringiensis varia entre 28°C e 32°C,
sendo 30°C a mais comumente utilizada, o pH deve ser mantido entre 6,8 e 7,2 ou seja, em
condicdes neutras a ligeiramente alcalinas (Roth, 2020). E necessario monitoramento continuo,
pois, durante a fase de crescimento, o pH tende a diminuir em razédo da atividade metabdlica,
enquanto durante a esporulacdo, tende a aumentar, e para manter o pH dentro da faixa ideal,
realiza-se a correcdo automatica com solucdes acidas ou alcalinas (Sousa, 2013)

A aeracdo € essencial nesse processo, pois garante o fornecimento de oxigénio
necessario para a respiracao celular dos microrganismos, esse processo é regulado por sistemas
de injecéo de ar ou oxigénio, promovendo um crescimento celular (Teixeira, 2023).

Jé a agitagdo tem como principal funcdo manter o meio de cultivo homogéneo, evitando
a sedimentacdo de particulas e assegurando que 0s microrganismos tenham acesso uniforme

aos nutrientes e ao oxigénio dissolvido (Teixeira, 2023).

Figura 9. Equipamento Biorreator.
Fonte: Alfa Mare

0,1 mL 0,imL 0,mL 0,1mL 0,1mL

TNy, NN TN TN

'!!uoe

SOLUGAO 09mL 09mL 09mL 09mL 0,9mL
ESTOQUE 10 107 10° 10* 10°

Figura 10. Representacédo de diluicdo seriada.
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Fonte: Kasvi

Figura 11. Diluicdo seriada.

Fonte: Autoria propria

Figura 12. Amostra inoculada na placa de petri com meio de cultura.

Fonte: Autoria propria
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Figura 13. Plaqueamento da amostra.
Fonte: Autoria propria

>

igura 14. Placas incubadas em estufa bacterioldgica.
Fonte: Furlab

3.4. Coloracédo de endosporos (Técnica de Shaeffer — Fulton)
Segundo Signor et al. (2016), algumas bactérias, quando expostas a condicdes
ambientais desfavoraveis, iniciam um processo de diferenciagdo celular no qual ocorre a

desidratacdo da célula e a formagdo de uma estrutura altamente resistente. Essa estrutura,
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chamada enddsporo (ou esporo bacteriano), é formada a partir do envolvimento do citoplasma
e do material genético por uma parede espessa e protetora, localizada dentro da membrana
celular (Tortora et al., 2013). As bactérias capazes de formar esses enddsporos sdo conhecidas
como bactérias esporuladas (Brock, 2012).

O método de Shaeffer-Fulton é fundamental para a visualizacdo seletiva de enddsporos
bacterianos, em que utiliza o calor para facilitar a penetragdo do corante verde de malaquita no
interior do enddsporo, cuja estrutura altamente resistente impede a entrada de corantes em suas
condigdes normais (Oktari et al., 2017).

Em seguida, a lavagem com &gua remove o corante das células vegetativas, mas os
enddsporos retém a coloragdo verde devido a sua estrutura resistente. A célula, entdo, é contra-
corada com Safranina, adquirindo a cor rosa, ao final da coloragéo, os enddsporos verdes podem
ser observados dentro das células vegetativas rosadas ou isolados, fora das células (Oktari et
al., 2017). Caso ndo haja enddsporos presentes na amostra, serdo visiveis apenas as células
vegetativas coradas de rosa.

Figura 15. Visualizacdo de enddsporos — Fonte: Revista RBAC — Principais métodos classicos de
coloracdo em bacteriologia

3.5. Técnica de choque térmico
A técnica do choque térmico € utilizada para diferenciar e quantificar endosporos
bacterianos em uma amostra, essa técnica inativa as células vegetativas, preservando apenas 0s

enddsporos viaveis. Esse processo ocorre em suspensao liquida, entdo a amostra € submetida a
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aquecimento controlado, de 80°C a 12 minutos (Embrapa, 2022). Esse processo promove a
morte das células vegetativas, enquanto os enddsporos sobrevivem devido a sua resisténcia.
Apls o tratamento térmico, a amostra passa pelo processo de resfriamento por 5
minutos, e em seguida é feita a diluicdo seriada, o0 plaqueamento e a incubacdo das amostras
(Embrapa, 2022). Logo que a incubacdo é concluida, apenas os enddsporos que germinaram
dardo origem a colbnias, possibilitando a avaliacdo da presenca e quantidade de enddsporos

viaveis.
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4, CONSIDERA(}OES FINAIS

A realizacdo do estagio obrigatdrio proporcionou uma oportunidade significativa de
vivéncia direta, com atividades relacionadas a microbiologia aplicada a agricultura sustentavel,
especialmente no contexto do controle bioldgico. As atividades desenvolvidas, possibilitaram
a aplicacdo direta de conhecimentos teoricos adquiridos durante a graduacdo. Essa pratica
supervisionada contribuiu ndo apenas para o fortalecimento da formacdo académica, mas
também para o desenvolvimento de habilidades técnicas e cientificas fundamentais para a
atuacdo no setor agricola.

Além disso, o contato direto com a rotina laboratorial voltado a producéo e analise de
bioprodutos, possibilitou uma compreensdo mais aprofundada dos desafios e inovacGes,
relacionados ao desenvolvimento de bioinsumos de alta qualidade, capazes de atender a
crescente demanda por alternativas sustentaveis na agricultura. Essa experiéncia demonstrou
ser relevante, especialmente no atual cenédrio de expansdo do mercado brasileiro de
biotecnologias agricolas, evidenciado a importancia da qualificacdo técnica dos profissionais,

para acompanhar as exigéncias e transformacdes desse setor em constante crescimento.
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