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Quatro residuos da agroindistria, foram testa-
dos em seis combinagoes diferentes, como meios
de cultura liquidos, na obtengao de esporos de
Bacillus thuringiensis. Os resultados obtidos
indicaram a viabilidade de utilizagao dos resi-
duos testados, sendo concluido que a combinagao
equilibrada de fontes de nitrogenio e sais mine-
rais, associada a presenga de pequenas quantida-
des de carboidratos é essencial na cbtago de e-
levados rendimentos em esporos bacterianos. O a-
companhamento da fermentagao através de analises
de pH e absorbancia do meio, mostrou correla-
gao com o desenvolvimento bacteriano, indicando
esses parametros como eficientes na deteccao
das etapas fermentativas.

INTRODUCAO

Na busca de alternativas para o combate as pragas da a-

gricultura, o uso de B. thuringiensis (bactéria entomopatogé-

*Trabalho apresentado no 1 Seminario Brasileiro de Agrotoxicos. Curiti-
ba, 27 a 29 de novembro de 1990.
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nicaj, LeEmM-SE mostrado bastante eficiente, apresentlando vanta-
gens de inocuidade a vertebrados, peixes e insetos beneficos,
além de comprovada especificidade e poténcia, A toxicidade
desta bactéria esta associada principalmente a uma inclusao
cristalina no esporo. Os formulados entomopatogénicos produzi-
dos comercialmente, sao baseados na mistura desses cristais
como os esporos, obtidos por fermentagao em meios de cultura
liquidos (5).

Atualmente o Brasil se apresenta apenas como importa-
dor destes produtos, provavelmente pelo alto custo envolvido
em seu processo de producao, aliado a dificuldade na aquisi-
cao de fermentadores apropriados. O custo do meio de cultura
tambem contribui para a elevacao do preco do produto final,
sendo importante pesquisar componentes de baixo custo para a
composigao do meio.

No presente trabalho, procurou-se compor o meio de cul-
tura com subprodutos ou residuos de industrias regionais, to-
dos de baixo custo.

2 MATERIAL E METODOS

Foi utilizado B. thuringiensis Berliner, isolado de
" produto comercial DIPEL (produzido pela ABBOT LAB.) que cons-

ta da mistura de esporos e cristais desta bactéria. Apos iso-

lamento, a cultura pura foi mantida em agar nutritivo, a bai-
xa temperatura, sendo repicado para meio novo a cada 40 dias.
Os residuos utilizados na composigao dos meios de cul-
tura, bem como suas principais caracteristicas de composigao
quimica, sao:
residuo liquido de industria de glutamato monossodi-
co (RGM), contendo aminoacidos (entre os quais se
destaca o acido glutamico), nitrogénio (5%) e potas-
sio (1%);

agua de coco filtrada, obtida do descarte de indus-

i

tria de leite de coco e derivados (ACF), contendo
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1,5% em agucares totais, e alguns sais minerais;,
melago de cana—de—agﬁcar. obtido em usina de aguc?r
e alcool (MCA), contendo aproximadamente 67% de agu-
cares totais;

suplemento mineral de algas, comercializado para su-
plemento de racao animal (SMA), rico em sais mine-
rais e algumas vitaminas. ‘
Para obtengao de inoculo para as fermentagoes, foi efe-
tuada pré—fermentagao em frasco erlenmeyer, com meio de cultu-
ra definido, conforme descrito por CAPALBO (2) e MORAES (6).

A composigao dos meios de cultura testados e apresenta-

da na Tabela 1. Todos os meios tiveram seus volumes complemen-
tados com égua de torneira, e o pH corrigido para o valor 7,3.
Os MEIOs 1 e 2 foram utilizados para fermentagoes em m“?~ﬂﬂu
mentadores (capacidade total do frasco: 1 litro; volume util:
700 ml). Os demais MEIOs foram utilizados para ensaios em fer-

mentadores com capacidade total de 5 litros, e volume util
de 3,5 litros.

TABELA 1 - SUBPRODUTOS OU RESIDUOS UTILIZADOS COMO  MEIO DE
CULTURA PARA FERMENTAGAO DE Bacillus thuringiensis

Meio de Cultura

COMPONENTE
1 2 3 4 5 &
ACF
(553 ml) b
ACF
(480 ml) X
MCA «
(12,4 g) X *
RGM . «
(40 g) X 2
K,HPO
2(0’543) x x e X
SMA
(8,6 g) =
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volume total do meio, correspondendo a um total de 3 - SJJx]dO
celulas bacterianas, e a temperatura foi mantida em 30°C. As
condigoes de fermentagdo foram as mesma de CAPALBO (5

O acompanhamento das fermentagoes foi efetuado atra-
vés de analises de pH, absorbancia a 600 nm (DO), e contagem
de esporos viaveis (UFC) (1) apds tratamento térmico (80°c/10
minutos). Denomina-se esporo viavel aquele capaz de crescer
em meio artificial, desenvolvendo uma colonia, que pode ser
observada quando plaqueado: cada colénia contada corresponde
a uma Unidade Formadora de Colénia (UFC).

3 RESULTADUS
Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 2.
TABELA 2 - AVALIAGAO DA FERMENTAGAO EM Bacillus thuringiensis
EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Tempo pH Absorb. Esporos Tempo pH Absorb. Esporos

(h) (DO) (UFC/ml) (h) (DO) (UFC/m1)
Heio 1 Meio 4
0 6,5 0,7 * 0 6,1 4,7
3 6,7 1.5 B 18 5,4 15,1 *
7 &5 2.7 * 24 5,4 16,2 1,6 x10°
10 5,7 4.6 * 42 6,1 20,5 2.9 x10°
18 6,8 7,0 . 49 7,1 18,6 2.2 x108
24 5,8 3,7 * 66 7.2 16,2 9.5 x10°
53 4.8 1-6 . 72 P48 12,1 7.9 w10
Meio 2 Meio 5
0 7.1 0,2 . O B8 5,0 .
3 6,8 0,4 * 5 5,8 6.3 .
5 6,7 0,7 * 24 5,5 14,0 5.0 x10°
7 6.9 1.1 . 29 6,1 16.6 1.8 x10°
24 7.0 2.1 * 45 6,8 15,6 7.7 xlOg
53 7,3 13,4 2.8 %10
Heio 3 Meio @&
0 6,5 4,4 0 7.4 7,2 .
> 6,4 4,8 : 4 6,5 8,3 .
17 7.7 6,5 1,8 x 105 21 7,5 22,5 1,7 x10t©
19 8,1 8,6 5,5 x 10 24 8,0 22.5 .
23 8,1 9,2 2,9 x 10%2 28 8,1 20,7 * .
25 8,4 7.9 o 48 8,1 12,6 1,7 x10%
UFC = Unidades Formadoras de Colénia
* = Contagens inferiores a 104 Urc/ml
12

** = Contagens superiores a 10 UFC/ml
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<4 WISUUSSAD

Pela Tabela 2 pode-se observar que para os MEIOs1 e 2,
onde a concentragao de agucares € elevada e nao ha adicao de
nitrogénio, o crescimento celular ¢ pequeno. O mesmo N30 Ocor-
Fe& num meio rico em compostos nitrogenados e sais como o MEIO
3. Tais resultados estao de acordo com oS apresentados por
DHARMSTHITI que salienta a importancia de acido glutamico (pre-
sente no RGM) no desenvolvimento e esporulagao do B. thurin-
giensis (4).

Nos meios onde houve a combinagac de fontes de nitro-
génio, carboidratos e alguns sais (MEIO 4 e 5), o crescimento
celular, representado pela DO, foi superior, e a esporulagao
atingiu indices considerados satisfatérios para fermentacao
de B. thuringiensis em meios liquidos (6,7). 0 MEIO 5 quando
(MEIO 6),
mostrou otimo desempenho, apresentando apos 24 horas de fer-
12 UFC/ml.

Observa-se principalmente nos MEIOs 3 e 5, um maximo

suplementado com elementos ricos em sais minerais
mentagao, contagem superior a 10

nos valores de DO seguido de uma fase de decréscimo. Tal fato
pode ser explicado lembrando-se que na fase de esporulagao a
refringéncia das células bacterianas se altera, diminuindo a
DO.

Nos MEIOs 4 e 6 observa-se o mesmo comportamento com
relagao a contagem de esporos viaveis. Acredita-se que nestes
meios, apos ser atingido o maximo crescimento celular e maxi-
ma esporulagao, tenha ocorrido lise das células. Como o que
se deseja como produto final sao os esporos e principalmente
os cristais, a lise celular nao altera o produto desejado.

Em todos os experimentos, o comportamento do pH foi
caracteristico, tendo seus valores diminuido numa primeira fa-
se (fase de crescimento logaritmico) e posteriormente retoma-
do ou ultrapassado os valores iniciais (fase de esporulacgao)
(B B
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D LUNUILUSAL

Pelos resultados apresentados, conclui-se que o cres-

cimento e esporulagao do B. thuringiensis estad  intrinsicamen-

te relacionado com a presenga de nitrogénio € sais no meio,
e em menor escala com a presenca de altas concentragaes de
carboidratos. A combinagao equilibrada desses componentes,
presentes nos residuos agroindustriais utilizados, resulta-
ra em meio propicio para a produgao de bioinseticidas a base
de B. thuringiensis.

Alem da importancia da composigao do meio de cultura,
pode-se concluir que o acompanhamento da fermentacao pode
ser realizado atraves de analises simples e rapidas como de
pH e DO.

ABSTRACT

Four agroindustrial by products were used in six different
combinations as liquid culture media for obtaining Bacillus
thuringiensis spores. The results indicated the feasibility
of these by products for fermentation purposes. The correct
nitrogen and mineral salts combination, and the presence of
small parts of carbohydrates, were fundamental for obtaining
high yields of bacterial spores. The evaluation of thg
fermentation parameters: pH and optical density, indicated
correlation to the bacteria development, which indicates

that these parameters are efficient for detection of
fermentation steps.,
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