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Introdução

A agricultura brasileira apresenta características distintas dos demais paí-
ses, pois devido ao clima e ambientes propícios, as plantações podem 
ocorrer em todos os períodos do ano (Embrapa, 2018). Para que a agri-
cultura brasileira alcance alta produtividade é necessário enfrentar alguns 
problemas, dentre eles o ataque de diversas pragas. Essas pragas têm 
sido controladas através do uso de produtos químicos, que além de ma-
tá-las, tem causado contaminação ambiental, danos à saúde humana e 
seleção de insetos resistentes. Existem mais de 500 espécies de insetos 
e ácaros apresentando resistência a moléculas usualmente empregadas 
na agricultura (Connor et al., 2011; Khan et al., 2020). Uma das soluções 
para combater as pragas de forma eficaz e segura é com a utilização de 
produtos biológicos à base de microrganismos, como bactérias e fungos 
(Hernández-Rosas et al., 2020).

As bactérias, especialmente as do gênero Bacillus, são poderosas aliadas 
da produção agrícola sustentável, pois além de controlar diversas pragas 
e patógenos de plantas, também atuam como promotores de crescimento 
vegetal (Kumar et al., 2011; Borriss, 2015; Sansinenea, 2019). Portanto, 
o seu uso deve ser estimulado e priorizado. Infelizmente a disponibilida-
de de produtos biológicos ainda é escassa e por outro lado a legislação
brasileira prevê a produção de insumos biológicos pelo agricultor para
seu próprio uso. No entanto, não existem regras para esta produção e
como consequência alguns microrganismos têm sido produzidos de forma
incorreta e sem qualidade, muitas vezes apresentando cultivos contendo
contaminantes perigosos (Valicente et al., 2018).

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem contribuído para a 
melhoria de processos de produção de microrganismos e para isso lançou 
em 2018 e 2020 dois manuais para produção e controle de qualidade de 
produtos biológicos à base de Bacillus spp. onde sugere quatro pontos 
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fundamentais como alicerces para que as empresas produzam seus insu-
mos (Monnerat et al., 2018, 2020). São eles: (1) estrutura de fabricação 
apropriada onde se controle a temperatura, oxigenação, pH e espuma e 
que garanta a esterilidade dos insumos, (2) uso de microrganismos com 
origem e qualidade garantidos, (3) processo de produção bem estabele-
cido e com rigoroso controle de qualidade e (4) corpo técnico capacitado.

Em 2019 foi iniciada uma colaboração com o Grupo Agrosalgueiro, 
localizado em Buritis (MG), para que fossem desenvolvidos e 
implementados processos de produção de bactérias para controle de 
insetos (Bacillus thuringiensis kurstaki e B. thuringiensis aizawai), para 
controle de fun-gos, bactérias e nematoides (B. subtilis), para 
controle de nematoides (B. velezensis e B. licheniformis) e para 
controle de fungos (B. pumilus). Portanto, esse trabalho teve como 
objetivo desenvolver e implementar a produção de microrganismos na 
propriedade para uso próprio da empresa Agrosalgueiro.

Metodologia

Preparo dos microrganismos

As amostras das estirpes foram fornecidas pela empresa Agrosalgueiro, com 
exceção da estirpe de B. thuringiensis kurstaki, que foi adquirida por fazer 
parte da especificação de referência do Ministerio da Agricultura Pecuaria e 
Abastecimento (MAPA). Essas estirpes foram isoladas a partir de amostras 
de solo coletadas na própria fazenda e selecionadas previamente pelos pes-
quisadores da empresa. A fazenda do Grupo Agrosalgueiro, está localizada 
em Buritis (MG) a 155 quilômetros de Brasília (DF). A sede da fazenda 
está localizada nas coordenadas geográficas S15° 22’ 9.28”, W46° 50’ 
28.84” e a área experimental, nas S15° 22’ 7.01”, W 46° 51’ 12.72”.

Foram recebidas amostras das seguintes bactérias: Bacillus 
thuringiensis kurstaki e aizawai, B. subtilis, B. methylotrophicus, B. 
pumilus e B. licheniformis. Essas amostras foram doadas à Embrapa 
pela Agrosalgueiro e foram incorporadas a Coleção de Bactérias de 
Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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Foram verificadas a pureza e a viabilidade das amostras, e posterior-
mente a espécie de cada amostra recebida foi confirmada por meio de 
análises moleculares. Foi também confeccionado um estoque de cada 
microrganismo (Monnerat et al., 2020).

Estabelecimento do processo de produção 
dos microrganismos de interesse

Para cada microrganismo, foram realizadas 3 etapas para o processo de produção:

Etapa 1- Produção em pequena escala na Embrapa

Cada um dos seis microrganismos foi inicialmente cultivado no fermentador de 
100 litros da Embrapa. O meio de cultivo utilizado obedeceu a composição pro-
posta para bactérias do gênero Bacillus (Monnerat et al., 2020). As condições de 
cultivo para todos os microrganismos foram: temperatura: 30 °C, pH: 6,8 a 7,2, 
oxigenação: acima de 20% e controle de espuma quando necessário. O processo 
se iniciou inoculando 4 tirinhas de papel contendo as bactérias em 20 mL de meio 
Embrapa (Monnerat et al., 2020) em erlenmeyers de 100 mL, em incubador rotati-
vo a 200 rpm, 30 °C por 48 horas. Em seguida o cultivo foi inoculado no fermenta-
dor de 100 litros. A pureza do inóculo foi avaliada por microscopia de contraste de 
fases e por plaqueamento em meios seletivos. Após a inoculação do fermentador 
de 100 litros, o processo foi acompanhado a cada 6 horas, quando foram retira-
das amostras. Essas amostras foram observadas em microscopia de contraste de 
fases, quanto a pureza e estágio de desenvolvimento. Quando foi observado que 
mais de 95% das células estavam esporuladas o processo foi encerrado. Amostras 
foram então coletadas e submetidas a testes para averiguação da quantidade de 
esporos, pureza e ausência de contaminações. Todos os protocolos utilizados es-
tão descritos em Monnerat et al. (2020). Foram realizadas pelo menos 3 fermenta-
ções de cada microrganismo.

Etapa 2- Produção em grande escala na Agrosalgueiro

Uma vez determinado o processo no fermentador de 100 litros, cada um dos seis 
microrganismos foi cultivado no fermentador de 1.000 litros da Agrosalgueiro. O 
meio de cultivo utilizado foi o mesmo utilizado na Embrapa e as condições de culti-
vo para todos os microrganismos foram as mesmas. O processo se iniciou inocu-
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lando 4 tirinhas de papel contendo as bacterias em 20 mL de meio Embrapa 
em erlenmeyers de 100 mL, em incubador rotativo a 200 rpm, 30 °C por 48 
horas. Em seguida o cultivo foi inoculado em 4 erlenmeyers de 2 litros con-
tendo 500 mL de meio Embrapa, em incubador rotativo a 200 rpm, 30 °C por 
10 horas. Em seguida, os cultivos foram inoculados no fermentador de 1.000 
litros. A pureza do inóculo foi avaliada por microscopia de contraste de fases 
e por plaqueamento em meios seletivos.

Após a inoculação do fermentador de 1.000 litros, o processo foi acom-
panhado a cada 6 horas, quando foram retiradas amostras. Essas amos-
tras foram observadas quanto a pureza e estágio de desenvolvimento. 
Quando foi observado que mais de 95% das células estavam esporuladas 
o processo foi encerrado. Amostras foram então coletadas e submetidas
a testes para averiguação da quantidade de esporos, pureza e ausên-
cia de contaminações. Todos os protocolos utilizados estão descritos em
Monnerat et al. (2020). Foram realizadas pelo menos 3 fermentações de
cada microrganismo.

Etapa 3- Controle de qualidade dos caldos fermentados na 
Agrosalgueiro e Embrapa

Uma vez dominado o processo de produção no fermentador de 1.000 litros pe-
los técnicos da Agrosalgueiro, a produção começou a ser constante e amos-
tras foram enviadas a Embrapa para controle de qualidade (na Agrosalgueiro 
e Embrapa). Foram enviadas pelo menos 8 amostras de cada cultivo.

Resultados e Discussão

Etapa 1- Produção em pequena escala na Embrapa

Na tabela 1 estão descritos os microrganismos, tempo de fermentação até a 
esporulação de 95% e rendimento em esporos por mL, em fermentador de 
100 litros na Embrapa. Como pode-se observar, o tempo médio que os mi-
crorganismos levaram para atingir 95% de esporulação variou entre 45 e 66,3 
horas, o que é esperado em processos biológicos (Monnerat et al., 2020). A 
quantidade média de esporos/mL variou de 1,2 x 109 até 6,26 x 109. Não hou-
ve nenhuma contaminação com microrganismos nocivos.
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Tabela 1. Microrganismo, tempo de fermentação até a esporulação de 95% e 
rendimento em esporos por mL em fermentador de 100 L.

Microrganismo

Tempo, em
horas, de

fermentação 
até a 

esporulação 
de 95%

Média do 
tempo,em
horas, de 

fermentação  
até a 

esporulação 
de 95%

Esporos 
por mL

Média do
número de 

esporos 
por mL

Bacillus 
thuringiensis 
kurstaki

53

51

1,4 x 109

1,66 x 10946 1,4 x 109

54 2,2 x 109

B. thuringiensis
aizawai

46

45

1,9 x 109

1,46 x 10948 1,4 x 109

43 1,1 x 109

B. subtilis

50

51,6

1,9 x 109

4,66 x 10954 4,7 x 109

51 7,4 x 109

B. velezensis

51

50,5

1,5 x 109

1,7 x 10949 1,4 x 109

52 2,3 x 109

B. pumilus

68

66,3

6,5 x 109

6,26 x 10972 6,6 x 109

59 5,7 x 109

B. licheniformis

71

59,3

1,28 x 109

1,2 x 10956 1,25 x 109

51 1,07 x 109
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Etapa 2- Produção em grande escala na Agrosalgueiro

Na tabela 2 estão descritos os microrganismos, tempo de fermentação até a 
esporulação de 95% e rendimento em esporos por mL, em fermentador de 
1.000 litros na Agrosalgueiro. Nesse caso, o tempo médio que os microrga-
nismos levaram para atingir 95% de esporulação variou entre 50 e 75 horas, 
levemente superior ao necessário no fermentador de 100 litros. A quantidade 
de esporos/mL variou de 2 x 109 até 6,7 x 109, superior ao obtido no fermen-
tador de 100 litros para todos os microrganismos. Essa variação obtida na 
escala maior também é relatada por outras empresas produtoras de bioinse-
ticidas. Todas as amostras foram submetidas ao controle de qualidade e não 
houve nenhuma contaminação com microrganismos nocivos.

Tabela 2. Microrganismos, tempo de fermentação até a esporulação de 95% 
e rendimento em esporos por mL em fermentador de 1.000 L.

Microrganismo

Tempo, em 
horas, de 

fermentação 
até a 

esporulação 
de 95%

Média do 
tempo, em 
horas, de 

fermentação 
até a 

esporulação 
de 95%

Esporos 
por mL

Média do 
número de 

esporos 
por mL

Bacillus thuringiensis 
kurstaki

47

50

1,4 x 109

2,36 x 10954 1,7 x 109

48 4,0 x 109

B. thuringiensis 
aizawai

57

57

1,1 x 109

2 x 10953 2,7 x 109

61 2,4 x 109

Continua…
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Microrganismo

Tempo, em 
horas, de 

fermentação 
até a 

esporulação 
de 95%

Média do 
tempo, em 
horas, de 

fermentação 
até a 

esporulação 
de 95%

Esporos 
por mL

Média do 
número de 

esporos 
por mL

B. subtilis

54

51

4,7 x 109

6,7 x 10950 6,8 x 109

49 8,8 x 109

B. velezensis

69
59

1,0 x 109

2,6 x 109

60 4,0 x 109

48 3,0 x 109

B. pumilus

68

75

6,5 x 109

6,3 x 10985 5,8 x 109

72 6,6 x 109

B. licheniformis

61

53,6

4,6 x 109

3,2 x 10952 2,6 x 109

48 2,4 x 109

Etapa 3- Controle de qualidade dos caldos 
fermentados na Agrosalgueiro e Embrapa

Como pode ser visto na Tabela 3, o número de esporos por mL obtidos nas 
fermentações não diferiu nas análises das fermentações realizadas na 

Tabela 2. Continuação.
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Agrosalgueiro e na Embrapa, indicando que as amostras estão com quan-
tidades desejáveis de esporos, dentro dos valores sugeridos pela 
especifi-cação de referência (Brasil, 2022) e que a produção foi realizada 
da forma satisfatória. Além disso, o controle de qualidade referente à 
presença de contaminantes também apresentou resultados satisfatórios, 
comprovando que nas amostras não haviam microrganismos 
patogênicos.

Tabela 3. Microrganismo, rendimento na Embrapa e na Agrosalgueiro 
em esporos por mL e presença de contaminantes

Microrganismo
Esporos por mL Presença de Contaminantes

Agrosalgueiro Embrapa Agrosalgueiro Embrapa

Bacillus 
thuringiensis 
kurstaki

1,7 x 109 1,5 x 109 negativo negativo

B. thuringiensis
aizawai 2,7 x 109 3,0 x 109 negativo negativo

B. subtilis 6,8 x 109 6,3 x 109 negativo negativo

B. velezensis 4,0 x 109 4,0 x 109 negativo negativo

B. pumilus 6,0 x 109 6,6 x 109 negativo negativo

B. licheniformis 2,4 x 109 2,8 x 109 negativo negativo

Conclusão

A partir dos resultados obtidos, é possível concluir que a produção na pro-
priedade (“on farm”), quando seguidas as metodologias sugeridas no manual 
para a produção de bactérias do gênero Bacillus publicado pela Embrapa, 
pode gerar produtos de qualidade, livre de contaminantes e com concentra-
ção adequada de esporos.
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